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En el presente trabajo se dan a conocer 10s resultados obtenidos det dio quimi
diferenciado de Solarium stoloniferum, — especie de papa silvestre mexicana — de la cual
se¢ aislé e identificé a-solani y a-ch i como boli

i0s mayoritarios.
Por otro lado, la hidrolisis acida de una mezcla de dichos compucstos permitio la obtencion
de la solanidina.

Esta investigacidon demostré de manera cualitativa la presencia de otros
glicoalcaloides como constituyentes minoritarios,

ademas dec los fenilpropanocides ¢
indiosidos, de los cuales no existe informacion quimica abundante sobre la presencia de

dichas sustancias dentro de este género.

La cvaluacion biolégica de éstay otras tres cspecies de papa silvestre mexicana
(S. cardiophyllum, S. polytrichon y S. michoacarnum) reveld la toxicidad frente Artenua

salina L. y la actividad antimicrobiana presente en los extractos -— hexanico, acetato de
ctilo y metandlico — de las partes aéreas y raiz, los resultados obtenidos son discutidos con
basc a su p apro i




1. INTRODUCCION




México ocupa un lugar privilcgiado en el panorama mundial de la diversidad
biologica. Con una superficie de apenas 1.5 % del irea total de la masa continental, en su
tefritorio sc encucntran casi todos los biomas existentes en el planeta y en él viven cerca del

10%a dc ias especics de plantas y animales terrestres que sc conocen actualmente.

Su ubicaciéon geogrifica cs un arca de interaccién de la region boreal y la region
tropical, sus cxtensos litorales y su accidentada topografia han dado lugar a una gran

diversidad dc climas, suclos y comunidades vegetales que confosrman un mosaico de bosques
de nicbla, schvas ahas sicmpre verde, schvas que

de ifcras, bosq de ino, bosq
pierden sus hojas parte del afio, matorrales, manglarcs, dunas costeras y una gran cantidad

de asociacioncs vegetales de gran interés biolégico.

A 1a posicion geogrifica de México sc debe también quc su territorio haya sido a lo
largo de las diferentes cras geolégicas un sitio de transito de animalces y plantas.
dieron origen, por la accion de procesos

Muchas especies de pl y 1
en parte el alo numero de especics endémicas

lutivos, a nucvas esp lo quec expli
que hay eu nucstro territorio. Casi la mitad de las especies de plantas superiores (43-63%),

on

se an 1

o de la inter;

A csta gran riqueza biolégica que hace que México, sca considerado entre Jos paises

UNamados de mcgadiversidad, se aiiade otra de igual valor, que es prod
de las sociedades humanas que poblaron ¢l iarea mesoamericana, la cual es una de las pocas
con una gran diversidad biolégica.

en el en que
do cerca de 80% de especics de

dicron al

Los antiguos pucbl
plantas cultivadas: maiz, frijol, chile, aguacate, jitomate, amaranto, calabaza, cacao, tabaco y

vainilla, las cuales son algunas de las plantas domesticadas aqui, y que hoy en dia son

coansumidss por millones de personas en el mundo.



1 e preservando y acrecentando la

Son los pucblos indig los que sig act
gran varicdad de especies cultivadas que les heredaron sus antepasados. Sin embargo, la
gran crisis ccondmica, politica y social que padecemos Jos mexicanos tienc su mayor
expresion en el sistema alimentario En los tltimos 18 meses ¢l consumo de alimentos

basicos ha disminuido en 29%. Uno de cada 2 mexicanos no tiene acceso al minimo de

li acion diario establecido por la FAO y OMS (2340 calorias)

Segun informes oficiales, 158 mil niflos muceren cada aio antes de cumplir los 5 afios
por enfermedades relacionadas con la desnutricion, en las zonas rurales, el 50% de la
poblacion padece desnutricién en alguno de sus grados, la cual se agudiza en 13 zonas

criticas del pais — en algunas comunidades de Qaxaca, Chiapas y Guerrero 8025 de los

nifios sufren desnutricién ——.

Con base ¢n lo anterior, ¢l presente trabajo forma parte del estudio quimico de

Solarum stoloniferum, una especie de papa silvestre mexicana.

Cabe sefialar que nuestro pais es el segundo centro de variabilidad a nivel mundial
con 33 especies silvestres de papa. Por otro lado la familia Solarraceae tiene una gran
importancia econdémica, donde destaca el génecro Solanum, ya que de él se deriva una gran
cantidad de especics vegetales que forman parte de la dicta diaria de cualquier persona. Sin
embargo, se ha informado, que cl género Solarurrr se caracteriza por posecr sustancias
toxicas para ¢l ser humano, razén por la cual, en el presente proyecto se ha propuesto como
objetivo, aislar y caracterizar los glicoalcaloides mayoritarios presentes en Solarmum

loniferum con la finalidad de determinar su potencialidad como una fuente alterna de

, ¥ a su vez contribuir al conocimiento de dicha especies

para los
para poder valorar su utilidad y plancar mejor su aprovechamicnto.



1lll. FUNDAMENTACION TEORICA



A. GENERALIDADES DE LA FAMILIA Solanaceae.

L a familia Solarsaceae, comprende cerca de 75 géneros y 2000 especies distribuidas
ampliamente por todo ¢l mundo, se¢ han caracterizado por su importancia alimenticia
(tomate, chile, pimiento), farmacolégica (belladona, tabaco, naranjillo)' y quimica, ya que
contienen alcaloides como metabolitos secundarios. En la tabla 1 se muestran algunos
Béncros de la familia Solanaceae, dentro de los que destaca el género Solanum, porque en
éste se cncucntran espccies basicas para la alimentacion humana como el pepino, la

berenjena, la hicrba mora y la papa Las especies de Solarmrm se encuentran distribuidas en

ambos hemi ios, princi en ¢l Centro y Sur de América, asi como ¢n Australia.

B. GENERALIDADES DE LA PAPA.

di Nedd

La papa es una pert i al géncro Solanum. Es un cultivo

importante que compite a nivel mundial, en cuanto a su produccién, con ¢l trigo y ¢l arroz
atos (principal almidén).

como fuente de carbohid:

La hierba mide cerca de 0.5-1 metro de altura, los frutos son verdes y globosos

(bayas), no son comestibles y las semillas se emplean solo en la siembra. Su sistemna fibroso

d

de raices se superficial y se desarrollan rizomas multiples que terminan en los

tubérculos’ que son las papas que comemos '' ). Las hojas estan divididas en 7 hojuclas, las

flores tienen forma de campana, color azul violaceo y aparecen agrupadas.

"1 Adcmas de ser comestible cn Oaxaca y Tlaxcala, sc usa para cvitar l1a caida del cabello, infecciones det
cucro abelludo y la caspa. Sc dice que puede ser 0til contra las paperas. immitacion de los ojos.
hemorroides, rcumas y Lrastornos hepaticos®.




FAMILIA Soldsnscess

GENERO ESPECIE NOMBRE COMUN
Atropa A belladona Belladona
Capsicum C. annum Pimiento

C. frutescens Chiltegpnn
C mintmum Chile paquin
Cyphomandra C. betacea Tomate de arbol amarillo
Tomatllo
Hyascyamus H. albus L. Beleito blanco
H. miger L. Beledio negro
Hierba loca
Lycrum L. intricatum Cambronera
Espina santa
Lycopersicon L. esculensum Tomme
L. pempenellsfoliuvm Grosella rosa
Afaondragora Af. autommalis Mandragora
Niconna N. tabacum Tabaco
Physalis P ixocarpa Tomatillo
P. perutviana Freza
P. pruinasa Tomate de cascars
Solenum £ ducalmaers Uvas ded diablo
£ mciongenna Berenjeas
K migrum Arindane
S muricasuses Pepino
S gnisoense Naranjillo
< pa
Withania . frutescens Paternosiera

Tabls 1. A) £




Originaria de América, Africa y los Andes Sudamericanos, habita en clima calido,
semicilido y templado desde el nivel del mar hasta los 2440 m de altitud. La planta esta

iada a 16 perturbada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifoli&,

b ifolio y per ifolio, bosqucs de encino, de pino y mixto de pino-encino’.

B.1 Cultivo.

l.as papas sec clasifican basandosc a su ciclo vegetativo, cxisten variedades
tempranas, semitempranas y tardias. Para la produccién de consumo alimenticio tienen
impornancia las papas tempranas y scmitempranas. Las tardias son variedades para
almacenamiento y con cllas se siembran nuevos cultivos. En casos normales se requieren de

-6 desdce la siembra hasta el imiento debido a que ¢l suelo alcanza lentamente la

temperatura germinativa de 8-10 C en sitios frescos. La pregerminacion es recomendada si
se requiere sembrar algo mas tarde y obtener un cultivo mas temprano, ademas la simiente
pregerminada origina mas yemas que las normales. Las raices sc forman entre 2y 4 dias y el
nacimiento sc adelanta entre 12 y 15 dias con la ventaja de obtener matas con mas vigor y

fuecrza.

Entre los cuidados para la siembra se encuentra la rotacion de la tierra. El cultivo
debe alternarse con cercales como cebada, avena y tal vez remolacha azucarera, maiz

forrajero para evitar {a principal infeccion (el atodo de la papa). La rotacion es ideal si

después de la papa se siembra durante dos afios una mezcla de tréboles y gramincas.
También es importante utilizar los fertilizantes adecuados, dependiendo del tipo de tierra,
para cvitar las enfermedades mas comunes que afectan los cultivos, entre las que destacan
las que son producidas por virus (propagada principalmente por ¢l pulgon chupador Afizus
persicases), hongos (Phitophora inestus) y otros enemigos de la papa como e! gusano gris,

gusano blanco y diversas orugas, entre otros.



La madurcz dc la papa sc manificsia por cl marchitamiento dc la mata, Ia cual es
climinada de 8 a 13 dias antcs dc la recoleccidn, después se llevan a un almacenamicento con

i de ventilacio d. do para esy que siga madurando.

B.2 Papas silvestres.

Dentro del género Solarum se agrupan todas las especics de papa, las cuales se
en las primncras, sc ran ocho esp 3

clasifican ecn cultivables y silvestres;

S. tuberasum, S. ajanhuiri, S. goniocalyx, S. phureja.  S. S. cursniob
S. P kii y S. cha ha. De las sitvestres se AN apr d. e 160 esp
todas cllas P did cn la Pctota Dumort’. La papa se encuentra clasificads

taxondémicamente cOmo:

Género: Solarrum
Subgémero: Poraroe
Secciém: Petora

La scccién Petota csta confinada al continente Americano, se distribuye desde el

Surocste de Nebrasks, Colorado, Utah, Sur de Arizona, Nucvo México y Oeste de Texas en
y Centro América y llecgando hasta

Estados Unidos de América, i do por
i€l de Cronos del Centro Sur de Chile y iIa regiéon de la Patagonia

Sudamérica al Archipiélag
7

en la zona meridional de Argentina. Esta amplitud longitudinal va de 42° norte a 47° sur

En América sc ha cstimado quc existen dos centros de diversidad de cspecies
tubcriferas; siendo México uno de los mis importantes por tener 33 cspecics, de las cuales
20 son cultivables; el otro, csta ubicado en los Andes de Peri, Bolivia y Noroeste de
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Argentina, incluyendo a Ecuador que comprenden 64, 31, 27 y 13 especies de papas
silvestres respectivamente. En [a tabla 2, se mucstra 1a distribucién de especies tuberiferas cn

América.
DISTRIBUCION DE ESPECIES SILVESTRES
TUBERIFERAS EN AMERICA
ESPECIES LOCALIZACION
S axycarpom Desde el centro de Mexico hasta Panami
S. commersont Costas de Argentina, Uruguay, Brasil y
Pamguay

Sur de México y Guatemala
Sur de Peru y Norte de Bolivia
Estados Unidos y Noreste de Meéxico

S angimonifolien
S, brevicaule

S. jamesit
5. clarum Noreste de Guatemala
S yeanse Norte de Peru

Norte y Sur de Pera

5. coelestipetalum

Tabta 2. Especies silvestres de papa en America’.

En México se han cstablecido los limites geogrificos quc comprenden una amplia
de Chihuahua hasta la frontera de Estados

distribucién de papas: desde la region
Unidos de Norteamérica; al Sur por Ia region de Chiapas hasta la frontera con Guatemala; al

Este por la Sierra Madre Oriental y al Ocste por la Sicrra Madre Occidental (tabla 3);
ademas, sc scilala la existencia de S. fendieri en la Region Meridional de Baja California Sur.



.| DISTRIBUCION DE ESPECTES TUBERIFERAS EN MEXICO

ESPECIES
ESTADO
DISTRIBUCION DISTRIBUCION RESTRINGIDA
AMPLIA
1 2 3 4 E] 6 7 8 9 10 11
Aguascalicnics 4
Coahuila v
Chuapas v v
Chihuahua v v
D.F. v v v
Guanajuato v v v
Guervero v N
Hidalgo v e v v
Jalisco v v v v
México v v v v v
Michoacan v \4 v v v v v
Morclos < v 4 v
Oaxaca v v v -
Pucbla v 4 v v
Qucrétaro v v
San Luis Potosi v v v v
Sinaloa v
Sonora v
Tilaxcala v v v
Veracruz i
Zacatecas v v v
Especics

1. &8 bulbocastanum 2. 8. cardiophylium

3. S. demissurs 4. 8 stoloniferum

5. 8. drachistotrichum 6. 8 mnton

7. S wightianum & 8. michoacanum

10. 8 ehrenbergit

9.

S. trifidum

11. S polyvtrichon
i de

Tabla 3. D

de papa en México 7.
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Las regiones con mayor cantidad y wvariacion de especies son los estados de

Mich Jali Meéxi Hidalgo, O Veracruz y Pucbla. Los estados en los que sc

han reportado pocas especics son: Baja California, Campeche, Quintana Roo, Tabasco y

Yucatan.

B.3 Caracteristicas de distribucién,

La raz6n mas importante de que la papa silvestre tenga una amplia distribucion en
América y ¢l mundo, cs su alta adaptabilidad a las diferentes condiciones fisicas. La variedad
de vegetaciéon permite que ésta pucda crecer en diferentes ecosistemas. En la tabla 4, se
presenta la relacion que guardan algunas especies de papa en América con el medio en el
que se desarrollan. En México, se encuentran cn bosques humedos, bosque de coniferas,

haparrales, entre matorrales y plantas espinosas, bosque de pino, con habito ruderal y en
terrenos quc fueron de cultivo. Ejemplos de otras condiciones en las cuales se les puede

ar se enli a inuacion,

® Sc les ha encontrado cn altitudes de 3200 a 4000 m.
@ Se pueden encontrar en diferentes substratos:

- suelos pedregosos,

- suclos profundos, humiferos de color negro,

- cn aluviones,

- sitios pantanosos,

- laderas rocosas,

- en altiplanicies,

- en arroyos y orillas de rio.

dici. b3 1. por

Una i pecic puede adaptarse a diferentes
jemplo, & diophkylium, S. ife y & polytrich se han ado en altitudes

de 2000-3000 msnm. Son consideradas también como arvenses, ya que se encuentran




asociadas a cultivos de maiz y frijol. Estas espccies se consideran de habito ruderal y

frecu sc enct an en matorrales espinosos (Agave, Mimosa, Acacia)
R4 if y & poly A es coman cncontrarlas en chaparrales y a orillas de
carrcteras y caminos. Las tres especies menci das se ran comunmente ¢n terrenos

de cultivo abandonados

CLASIFICACION DE ALGUNAS ESPECIES SILVESTRES DE PAPA DE
ACUERDO A SU TIFPO DE VEGETACION

ESPECIE LUGAR DE ORIGEN TIPO DE VEGETACION EN LA
QUE SE ENCUENTRA
S. oxicarpum México B
8. chacoense Sur dc Aménca
S _fendlers Noroeste de México y Bosgues dc conifcras
Suroeste Estados
Unidos de Aménca
8. magha Argentina Asociada a otras cspcoics que e
ofrecen prolcccion.  formaciones
arbusuvas dec Aavienus boaria
5. macolae Argenuna A con tlea y
Liciumver
S kurtzianum Argentina Bajo “jarnillas”
S. ranyense Bolivia y Argecnuna En chaparrales
8 .capsicibaccatum
S. polytrichor México
S, stenophillsdium
S. stoloniferum
8. commersonii Bolivia, Argentina, Entre matorrales y plantas espinosas
S. snfundibuliforme Chile. Uruguay y Brasil
S. cardiophytium México
8. ehrenbergii
S. polstrichon
S. demissum
S. xedinense
Tabla 4. Clasi dc dec papa de a su tipo dc vegewacion .




ESPECIE

LUGAR DE ORIGEN

TIPO DE VEGETACION EN LA
QUE SE ENCUENTRA

S ropetatum
S verrucosum

N megistacroiobum Peru Entre los pastos v praderas
S raphanifolium
N demissurm Méxuco Bosques de ptno

N, acawle
&. sancraerosae
S bukasovit

Bolivia, Peru y Argentina

Pastizal de alta montana

Ry

S pranasisectum
8 ehrenberg
8 stolonifersum

S cardiophyitum Mexaco Espccics | con | habite | rudcral
& xendinense ¢ L sc cn
S, ehrenberger onllas dc carreicras y caminos)

S stoloniferum

S trafidium

T hulbocastanum México En  tcrrcnos | abandonados  que

probablemenie fucron campos dc
culuvo

Tabila 4. ( Continuacion ).

B.4 Imy .

ica de ia papa.

L.a papa es ampliamente comercializada, son pocas las cspecies cultivadas y la mas

conacida en el mundo es Solanum tuberosum, la cual ha sido estudiada ampliamente por su

alto valor alimenticio. Esta constituida por carbohidratos, materia nitrogenada, lipidos y

cenizas (cuadro 1), por lo que es un excelente alimento de calidad nutricional baja en fibra y

rica en energia neta por unidad de peso. Por cllo se ha scleccionado como un alimento

basico en el consumo humano, de tal forma que compite con el trigo, arroz y maiz a nivel

mundial '. Las especies silvestres no son

e comer

das en las ciudades,; sin

embargo, en México por sus condiciones socioecondmicas-culturales, los indigenas colectan

estas papas y las implementan dentro de su alimentacion.



*Cartohidratos

-c

(80% en peso meco)

*Azucares

*Amilosay amilopectina

*Sucrosa
*Glucosa
“*Fructosa

*Trazas (Rafinosa, Mclhitrosa)

* Amuiosa

*Otros

*Proteinas

aci1cdo péptico)

*Polifencl-oxidasa

«Catalara

.E,

nitrogenados (1-2%
en peso seco)

* Minerales, 0.5-2% e

*Lipidos, 0-1% en pcso seco

*Acido

* Aminoacidos

*lnverasa

proteoiiticas =Fosforilasa
* Acido ascorbico *Oxidasa
*Histidana =Cistina
“Leucina *Tirosina
*Lisina *Treonina
*Valina *Triptofano

*Metionina

n peso seco (Calcio, Fosforo, Hierro)

\

*Tiamina

*Pindoxina

Cuadro 1. Constitucidon nutricional de la papa’™ .
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Se tienen indicios de que este alimento fuc consumido por los indigenas nomadas
americanos; asi como por las tribus Hopi y Navajo, quienes utilizaban las papas silvestres

Después de ser introducida la papa en Europa por los cspafoles, tuvo tal aceptacion que

leada con fines industriales, sobre todo para la produccion de almidén®

actual, ces P

La papa también es utilizada como forraje, para alimento de cabras, ovejas, ganado
mayor y de algunos animales silvestres. los frutos son consumidos por pajaros y roedores, y
los tubérculos por cerdos y animales que habitan en madrigueras’ También es atil en la

rotacién de la tierra en cultivos de cereales como la cebada, avena, remolacha azucarera y
maiz forrajero®.

De acuecrdo a una estimacion de la FAO (1994), se producen aproximadamente

1,562,881 Tm mundialmente, siendo los principales productores Ecuador (425000 Tm),

Repiblica de Corea (420,000 Tm) y Armenia (415,000 Tm) Mexico ocupa el
vigesimonoveno lugar, con una produccion de 1.260 Tm al ado '" Toda la produccion cs

totalmente utilizada, desde su venta en mercados hasta su industrializacion, en donde los
desechos de pelado son empleados para la recuperacion de protecinas y preparacion de
medios de cultivo (para levaduras)’. Comparada con otros cultivos, ocupa el cuarto lugar de

produccion a nivel mundial después del trigo, maiz y arroz, ver tabla 5

PRODUCCION DE LOS PRINCIPALES CULTIVOS A
NIVEL MUNDIAL

RENDIMIENTO PRODUCCION
> 1ad.

CULTIVO A
COSECHADA K g/H x1
x 10' Hectireas
“Tngo 231,548 2.570 505 149
Arroz 145,776 3.557 518,508
Maiz 129,116 3.682 475,429
Papa 17,853 15,098 269,561
Camote 11,210 11,058 131,707

‘Tabla 5. Compartacién dc la papa con otros cultivos dc intereés mundial '



C. GLICOALCALOIDES.

Adema de los i nutrici 1 de la papa, sc ha informado que

8. tuberosum y otras especics del género Solarmum; contienen sustancias conocidas como
Axi al ser h y que a la planta le sirven para sobrevivir al ataque

Icaloid que son

dei ¥y microorg; *.

C.1 Alcaloides.

Se conocen cerca de 6,000 alcaloides, esta gran cantidad de productos permite una
idades farmacolégicas'’), hacen de

diversidad de estructuras quimi que do a sus activ
ellos junto con los antibidticos, uno de los grupos mas importantes entre las sustancias
naturales de interés terapéutico'''?.

Es dificil dar una definicién exacta del termino alcaloide, debido a que no se presenta
un grupo homogénco de compuestos. Desde ¢l punto de vista quimico, bioquimico o
fisiolégico, en general, se entiende por alcaloide a los compuestos de origen vegetal que
tienen propiedades alcalinas. En todos estos compuestos, su naturaleza basica se origina por
la presencia de nitrégeno aminico. Los alcaloides® contienen uno o mas atomos de

nitrégeno, generalmente formando parte de un anillo heterociclico'

Estos e se pr cn las hojas, semillas, raices y corteza de las plantas

: pericneciente a ciertas familias; por c¢jemplo, en las dicotiledoneas (Leguminosae,

Papaveracea, Rubi ., R cae, Sol entre otras) y monocotiledéneas

1 Actaan como ancsiésicos y narcéticos (morfina, codeina), como midridticos (atropina. homo(mpmz).

pmvoan aumento dc la presion sanguinea (efedrina) cntre otros, una
©} Algunos auloru proponcn dividir a los alulondcs en tres grupos. p loi y
por su pr
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(Amaryihdaceac, Lillaceae) cxiste una gran variedad de familias que sc caracterizan por
poseer alcaloides como metabolitos sccundarios. por lo que ¢éstos no estan distribuidos
ampliamente en grandces grupos vegetales'' '

Los alcaloides comparten diversas propiedades fisicas y quimicas, de las cuales
sobresale la poca solubilidad en agua, su solubilidad en disolventes organicos poco polares y
su alta solubilidad cn alcoholes. Debido a su basicidad forman sales con acidos mincrales y
Acidos organicos'”, las cuales estabilizan la molécula. Esta propiedad es la mas importante
para un analisis rapido de identificacion, en donde se emplean reactivos caracteristicos
(Mayer, Wagner, Clark, Scheibler's, entre otros'™!'”), estas reacciones se fundamentan en
1a capacidad que tienen los alcaloides de combinarse con metales pesados como cl bismuto,

wolframio, mercurio o yodo para formar complcjos coloridos solubles ¢ insolubles'®

Su clasificacion se basa en sus estructuras moleculares y sus nombres son designados
segun el géncro de la planta que los contiene y de la cual fucron aislados inicialmente. Los

alcaloides de la familia Selanaceae tienen estructuras del tipo tropano y esteroidal'® En el
género Sol sc¢ han identifi

do aicaloides de tipo esteroidal, los cuales tienen un
esqucleto de 27 atomos de carbono, existen en forma heterociclica y pueden estar unidos a
uno o mas carbohidratos'®.

C.2 Glicoalcaloides del género Solanum.

La papa cultivada, Solanum tuberosum, contiene cantidades insignificantes de
alcaloides (120-150 mg / kg en peso seco)'®*. Los estudios de la papa comenzaron desde
1899, cncontrando una sustancia a la que denominaron solanina®, subsecuentes estudios
demostraron que la solanina cs un alcaloide de tipo esteroidal. Cuando dichos alcaloides se

Yinad,

an co >s con azucares sc d i bi icaloides'’,

los cuales estan

i a panir de su micleo estructural en dicz grupos: 1- dcnivados de la
2- del - i i i i i S- 6-

pi i i y 10-dcrivados de as purinas''.



laci do< b éti

T con las

P % Los gticoalcaloides de la papa contienen

nitrogeno en la estructura base denominada aglicona, que posee un esquelecto similar al
colesterol (figura 1)

Agli de la Solanina (Solanidina) Colesterol

Figuera 1. Estructura basc de Jos alcaloides (Solanidina) y estructura del colesterol.

Las especies de Solartum han sido 1i estudiad y cn ellas se han

encontrado una gran varicdad de alcaloides, los cuales se han clasificado segin su leto

base: solamidamo, caracterizado por un sistema indolizidina (oc-chaconina, leptinidina,

). espir A caracterizado por un sistermma oxa-azaspirodecano (anguivina,
P! P gu

sol di i ina) y i (solacongestidina, solanofortina, solaquinidina).
Dichos esqueletos basc se muestran en la figura 2. Estas estructuras son las mas conocidas
por su amplia distribucion en un gran nuomero de especies de Solanurm. En la tabla 6 se
enlistan las estructuras de los alcaloides hasta hoy identificados dentro de cspecies del

género Solarnum, asi como sus respectivas especies de donde fueron aislados.

% Las saponinas son glucésidos formados por la y : la
estructura esteroidal y su principal accion fisi cs lisar los er itos'*.

tienc una




21

SOLANIDANO

ESPIROSOLANO

R
Pigura 2 Esqueleto base de los tres tipos de
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ALCALOIDES AISLADOS DE DIVERSAS ESPECIES DE Solamwum

ESPECIE SUSTANCIA ESTRUCTURA REFERENCIA
& anguisa Angurvina 1 22
Iscanguivina 2 22
N aviculare Solanaviol 3 23
SP—Solasodan-3-ona 3 24
S callium 1sosolaftondina 5 25
Solacallimdina 6 25
8 capsicastrum Capsicastnna 7 26
Etiolina 8 26
Isoternemina L 26
S chacoense Solanacina 10 27.28
a-Chaconina 11 27,29
B+ Chaconina 12 2729
y- Chacomina 13 27.29
Leptinidina 14 27,3031
Leptinal 15 28
Leptina Il 16 28
a’-Tomatidenol-38 17 32-34
8. commersomn Commersonina 18 3s
Demissina 19 3s
Demissidina 20 35
S, congestiflorum Solacongestidina 21 36
Solaflondina 22 36.37
23-Oxosolacongesticdina 23 36
24-Oxosolacongestidina 24 36
& demissum Comersonina 18 35
Demissina 19 s
Demissidina 20 35
8. dulcamara Soladulcamanna 25 32
a-Solamarina 26 32
B-Solamarina 27 2
y-Solamarina 28 2
A -Tomatidieno 29 32
A’-Tomatidenol-3-0 17 32-33
Tomatidina 30 32,38
Solasodina 31 32.34.39,40
Soladulcidina 32 32
S. dunaliartum Soladunalinidina 33 a1
S. ecuadorense Solafilidina 34 42-43
Desacetilsolafidina 35 42-43
Tabla 6. Gli en del geénero Sol.
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ESPECIE SUSTANCIA ESTRUCTURA REFERENCIA
S giganteum Isosolacapina i6 43
Sotacapina 17 e
Episolacapina R 44
S. halnanense Solasodenona 319 43
& havancnse Havamsna 40 46
8. hyy vl 41 a7
S ancaum Solasodina 31 32,34,3940
8. khastanum Khasianina 42 48
S pinnatum B-Solamargina a3 49
S platanifolium Solamargina Lo 49,51
S psesudocapsium Solanocapsina 15 52.53
Solacasina 46 53
Episolacapina 38 +3
S pseudoquina Solaquinidina 47 54
8. pubescens Solanopubamina 48 ss
Solanopubamida A 49 55
Solanopubamida B 50 55
S. robustum N-hidroxisolasodina 51 56
8. seaforthium Solascafortina 52 57
Solanofortina 53 57
S roxicarum Solaverina 1 54 58
Solaverina 11 58 58
Solaverina 111 56 58
S. tuberosum Solanidina (14 27-28
a-Chaconina 11 27-29
P+ Chaconina 2 27-29
a- Solanina 57 29
p-Solanina S8 29
v- Solanina 39 29
A’-Tomatidenol-3-B 17 3234
S verbascifolium Solaverina [11 56 58
8. xanthocarpum Solamargina 44 49
P-Solamargina 43 49

Tabls 6. (Continuacion).
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HO'

1. R= L-Ram (D-Xil) D-Glu Anguivina 3. Solanoviol
2. R= L-Ram (D-Xil) D-Gal Isoanguivina

5. R= OH Isosolafloridina

4. SB-Solasodan-3-ona
6. R= NH; Solacallinidina

13

R’
7. R=D-Glu Capsicastrina 8. Etiolina

e
Figwra 3. (Continuacion).




b3
9. Isoteinemina

11. R= D-Glu (L-Ram) L-Ram
a-Chaconina

12. R= D-Glu-L-Ram $3-Chaconina

13. R= D-Glu y-Chaconina

RO

15. R= D-Glu (L-Ram) L-Ram Leptinal
16. R= D-Glu (L.-Ram) L-Glu Leptina I1

10. Solanidina

14. Leptinidina

17. A’>-Tomatidenol-3-p

e ——
Figmra 3. (Continuacion).
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HO

18. R~ D-Gal (D-Glu (D-Glu) D-Glu) 20. Demisidina
Commersonina

19. R= D-Gal (D-Glu (D-Glu) D-Xil)
Demissina

f

21. Solacongestidina 22. Solafloridina

23. 23-Oxosotacongestidina 24. 24-Oxosolacongestidina

Figwra 3. (Continuacién).
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25. R= D-Glu (L-Ram) L.-Ram
Soladulcamarina

26. R= D-Gal (D-Glu) L-Ram
a-Solamarina

27. R= D-Gal (D-Glu) D-Glu
f-Solamarina

28. R= D-Glu-L-Ram
Y-Solamarina

HO'

30. Tomatidina

+
32. Soladulcidina

29. A**** Tomatidieno

z

e
31. Solasodina

HyN

33. Soladunalinidina

Figura 3. (Continuacion).
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o
34 R= OCOCH, Solafilidina
35. R=OH Desacetilsolafilidina

Hy!

37. Solacapina

39. Solasodenona

. Isosolacapina

HN

38. Episolacapina

R
40. R=

Havanina

D-Glu

?i—n 3. (Continuacidn).




41. Solamaladina 42. L-Ram-D-Glu Khasianina

H,N:
43. R= L-Ram-D-Glu 45. Solanocapsina
B-Solamargina
44. R= L-Ram (I.-Ram) D-Glu
Solamargina

H

NeO

46. Solacasina 47. Solaquinidina

b,
Figmra 3. (Conunuacién).




48. R= NH; Solanopubamina 51. N-Hidroxisolasodina
49. R= NHCHO Solanopubamida A
50. R= NHAc Solanopubamida B

H; ‘-‘ Hal

52. Solaseafortina 53 Solanofortina

54. R= D-Glu (L-Ram) L-Ram 56. R= D-Glu (L.-Ram) L-Ram
Solaverina 1 Solaverina I11

55. R= D-Gal (L-Ram) D-Glu

Solaverina 11

I'-I’r. 3. (Continuacién).
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57. R= D-Gal (D-Glu) L-Ram a-Solanina
58. R= D-Gal- D-Glu f-Solanina
59. R= D-Gal y-Solanina

D-‘.lg-r- 3. (Conunuacién).
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C.2.1 Distribucién en la planta.

Se han realizado varias investigaciones sobre la distribucion de los glicoalcaloides en

913

el tubérculo de la planta en las cuales se ha encontrado mayor proporcion en los brotes

y cascara dcl tubérculo verde (tabla 7). Se ha informado que en ¢l tallo, se presenta un 60%

de a-chaconina ¥ ¢l 40% a a-solanina’. Para la determinacion del contenido total se han

di q & 1i 1617

varios dos cu ivos y cuantitativos’®>®? Dc éstos ultimos, el trabajo mas

destacado es el de Fitzpatrick y Osman (1974), quienes utilizan una titulaciéon oxido-

reduccion empleando arul de bromofenol como agente titulante ¢ indicador*®

DISTRIBUCION DE GLICOALCALOIDES TOTALES
EN LA PAPA
PARTE DE LA PAPA GLICOALCALOIDES TOTALES
(ng/100gy
Planta 200-300
Brote 300-500
Florcs 3
Tallo 40-100
Tejido normal del tubérculo:
Cascara superficial (2-3% del 30-60
tubérculo)
Ciascara profunda (10-15% det 1s-30
tubérculo)
Cascara y paric de la pulpa 30-50
Cascara dc tubérculo verde 150-220
Pulpa 1.2-5
Tubérculo verde 25-80

‘Tabls 7. Distr de gl 1otales en la papa. sin sccado previo”.
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Dcbido al alto co ido de

tcaloid.

pr

en la papa comestible, sc han

llevado a cabo investigaciones en otras variedades cultivables como Russet-Burbank,

Kennebee, Katabdin, Green Mountain, Superior y Russet, de las cuales, la que tiene mayor
contenido de alcaloides cn cascara es la Kennebec (tabla 8).

CONTENIDO TOTAL DE GLICOALCALOIDES EN PAPA Y
CASCARA DE PAPAS COMESTIBLES COMERCIALES

VARIEDAD PULPA (mg/kg) CASCARA (mg/kg)
Russet-Burbank 1645 350-700
Kenncboe 1342 #30-1070
Katabdin 36 310-730
Green Mountain 1-5 220-260
Superior 1-3 210-260
Russct 0.4-2 40-70
Tabla 8. C do towal de en dc papas =
Se ha prop que factores pueden determinar la distribucion y el
ido de gli lcaloides en la papa. Entre éstos, la fotoinduccién es la mas importante,

ya que la produccién de clorofila induce el color verde, ¢l cual ha sido asociado con la

presencia de alcaloides. Estas papas sc caracterizan por su sabor amargo y por su alta

toxicidad. En el cuadro 2, se¢ enlistan otros factores que influyen en la formacién de

alcaloides.



FACTORES QUE MN EN EL CONTENTDO PE
GLICOALCALDIDES EN LA PAPA

FACTOR OBSERVACION
L on, clima y Debido a que pueden crecer en varias regiones (tabla 4),
estos factores contnbuyen en mayor o menor grado en la
de
Fotoinduccién La clorofila ocasiona el color verde de la papa y este ha

Almacenaje y temperatura

sido al de gl J * pero se ha
demostradc que la  concentracién de  ésios  es
independiente de la formacion de 1a clorofila.

Las papas pequeilas tenen mayor contenido de
glicoalcaloides.

Las dici de
que los gli se

Cuasdro 2. F que

el de en 1a papa®”.




C3 Importancia del dio de los gli Icaloides en especies de Sola

En las especics de Solgrnum sc han aislado un gran ntimero de compuestos de tipo

csteroidal, los les han sido estudiados farm logicamentc y a nivel de fitomcjoramiento,
con la finalidad de encontrar una utilidad, ya sca medicinal o a nivel industrial; asi como para

€l mcjoramiento de zonas de cultivo.

El estudio de las sustancias caracterizadas como glicoalcaloides abarcan tres
aspectos de interés: toxicologico, industrial y farmacoldgico. La a-solanina ha sido

*'**  por los sintomas caracteristicos que produce al

considerada como una sustancia téxica
scr ingerida como son: dolor de cabeza, vomito, convulsiones, disturbios respiratorios,

actividad cardiaca, diarrea , apatia, alucinaciones, confusion mental y disturbios visuales. A

esta sustancia junto con la a-chaconina, sc Ics han atribuido los sigui cfectos toxi ¥

farmacologicos:

e Inhiben 1a acetilcolinesterasa :n vitro ¢ irn vivo®>.

e Actividad similar a las i do lisis celular®.

P

e Causa necrosis de la mucosa intestinal®’.
e La solanina se absorbe muy poco por via oral®®.
e La solanina sc acumula en tejido en 12 horas®®.

® Los érganos en donde sc mayor a lacion de solanina son higado, riion,

pulmén y corazon °.

- . a

e Laa-sol pr a prop anecsiésicas locales™.

e La «a-solanina y «-chaconina ticnen actividad antifingica contra Ascobolus

crernulatus, Alternaria br la, Phoma dicaginis y Rh solari *°,

e La B-solamarina se¢ ha probado contra células tumorales®”.

® La solanidina muestra actividad imicrobi contra Sraphyls aureus.

dida albi on

Klebsiella pneumnorniae, Mycobactertum smeg 6078 y C. -

e S. pseudocapsicum ticne actividad contra Afycobacterium ruberculosis®®.



En la industria para la obtenci

n de corticosteroides se recurre a la hecogenina,

fuente de diosgenina y a la utilizacion dc alcaloides csteroidales de especics de Solanum. La
1asodi Al

nitrog, do de la diosgenina, esta adquiriendo gran importancia como
materia prima para la produccion de hormonas csteroidales, en parte debido a los problemas
relacionados con el abastecimicnto de diosgenina

btenida de . Jac

Se ha informado que la solasodina

. es la Unica fuente para la produccion de cortisona y progesterona
Existen ademas numerosos informes provenientes de Australia, Bulgaria, China, Hungna,
Nueva Zelanda, y Polonia que informan sobre estudios preliminares dirigidos a ia obtencion

de solasodina. en escala industrial de otras especies de Solarmm®™,

Por otro lado se han estudiado los factores genéticos v ambientales que puedan
producir medidas dirigidas al fitomcjoramiento asi como técnicas dec procesamiento para
mantener bajos niveles de glicoalcaloides en especics de
principalmente la papa™.

Solarmum  comestibles,

Los glicoalcaloides de la papa, ticnen propiedades antimicrobianas y pesticidas, estos

clementos fitoquimicos han sido incorporados en las especies de Solarrum, como factores

naturales de resistencia al escarabajo dec la papa — Ley Sa de /i Say —yla
cigarrita verde — Empoasca_fabae —*.

D. GENERALIDADES DE LOS ENSAYOS BIOLOGICOS.

El rcino vegetal representa una extraardinaria reserva de moléculas, se ha estimado
que de 250 000 a 500 000 especies de plantas alrededor del mundo existen, solo un pequeiio

porcentaje ha sido investigado fitoquimicamentc y la fraccion sujeta a ensayos biolédgicos o
farmacolégicos es muy baja.
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La parte crucial de una investigacion de plantas con actividades biologicas y la
ponibilidad de bi

I

yos para ¢l monitoreo biodirigido™ 7' se

ra cn la capacidad
de mancjar una gran cantidad de muestras con sistemas de prucba quec decben ser idecalmente
impl rapid reproducibl

y baratos. Si los principios activos estan solo presentes en
bajas concentraciones en el extracto crudo, ¢l bioensayo tienc que scr dc alta sensibilidad

para su d 6 Al mj ti

po. el namero de falsos positivos debe ser minimizado.
Otro factor de cspecial relevancia para los extractos de plantas es la solubilidad de la

muestra - para lo cual se¢ debe emplear un disolvente que no interfiera en los resultados-

C do se decide reali un yo biologico en una investigacion de los
constituyentes de una planta, ¢l primer paso cs escoger los organismos blanco. Ellos pueden
ser organismos inferiores (microor

> crusta s o moluscos), sistemas
beelulares ( i r ptores u organclos), cultivos de células de origen humano o
imal, organi islados de vertebrados o animales integros™

La plejidad de los bi

yos esta en funcion de las facilidades, fuentes y
personal disponible, la mayoria de los laboratorios fitogquimicos encargados de la

investigaciéon de plantas medicinales bioactivas, no tienen las facilidades para utilizar

P (ratas, concjos, cobayos etc ), consecuentemente, se han hecho

esfuerzos para introducir bioensayos simples y baratos para ¢l monitoreo de extractos de
plantas y fracciones. Una seleccion de esos bioensayos se muestra cn la tabla 9, 1a lista cubre

una variedad de blancos que van desde la prucba de toxicidad general con Artemia salina L.

hasta la actividad mol ida con Bromphalaria glabrata, de esta mancra diferentes

propiedades y tipos de enfermedadcs, incluyendo afecciones microbi y enfer dades

parasitarias pueden ser investigadas™

™ Un cstudio biodirigido ticne como finalidad scguir la i io} Ia de
extractos. La actividad biolégica a través de un cnsayo p la o
potencia de un material o susiancia a traves de la dosis cmpicada’ .



TINOS DE ENSAYOS BIOLOGIOS

Toxicidad del camarén de mar
Inhibicion del desarrollo de tumores
(ensayo de discos de papa)

Actividad antimitotica

Actividad insecticida

Actividad lasvicida

Actvidad moluscocida

ACTIVIDAD I BLANCO
Antibacterial Bacierias 0 (Staph) ACC 14
aurens, FExcherichia coli, Erwsma
spp )
Antifingica Hongos y levaduras patégenas
(Candida albicans, Aspergilluy spp.,

Cladasportum spp )
Artermia salina L.

Ceélulas de papa (Nolarnum tuberasum)
e mado por

Enzo de mar (Strompyilocentions

spp.) huevecillos

Spexioptera spp. (gusano africano),
rolach « jo de

haba mexicano)

Aedes aegzypri (MoOsquito vectlor de la
ficbre amarilla)

Caracol transmisor de 1a
<

slabrara)

en una i biodingida ',

Tabla 9. Tipos de
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Los biocnsayos en las primeras etapas de una investigacion biodirigida no son
especificos, sdlo nos refieren toxicidad o inhibicién de microor i E! bi yo de

toxicidad cn Arremia salina L. de Meyer 7' y el ensayo antimicrobiano de Mistcher®®, que

son los utilizados en ¢l presente trabajo se describiran a continuacion de manera sucinta.

D.1 Bi yo de 4 i lina L.

Los organismos invertebrados especialmente los artrépodos acuaticos, han adquirido

gran interés en los bi yos de toxicidad’. Dentro de la subclase Hranchiopoda - los
filopodos- cncontramos a Anastrocan crustaceans, conocida como Artemia salina L. Sus
caracteristicas fisicas dependen en gran medida de las condiciones en las que se encuentre,
por cjemplo sc ha determinado que sus dimensiones varian con la temperatura de 10-12 mm,
en tanto que cl color varia de rojo claro en un medio con poco oxigeno, y con aha
oxigenacion tiene color rojo o rosa palido™.

Las caracteristicas por las cuales es usado este crustacco son las siguientes™:

* Los huevecillos son de bajo costo y se manticnen viables por varios afios en estado scco.
e Proporcionan una prucba de toxicidad a corto ptazo debido a su rapido crecimiento.

@ Se obticnen poblaciones homogéneas sincronizadas en diferentes estadios de desarrolio.

El bioensayo de Artemiu salina L. determina la toxicidad - CLso - tanto en extractos
como en productos aislados’’. Esta concentracion ha sido determinada para algunos
alcaloides como se observa cn la tabla 10 y se ha demostrado quc cste método es de gran
utilidad en analisis de residuos de pesticidas, micotoxinas, anestésicos, compuestos como la
morfina entre otros.



ALCALOIDE Cles (0g/ml)
Cloruro de berbenna 22.5
Digitalina 151
Sulfato de cfedrina 215
Cafeina 306
Sulfata de atropina 686

‘Tabla 10. Biocnsayo de Artermia salina L. dec alcalodes
conocidos”>.

D.2 Ensayo antimicrobiano para extractos de plantas

dio dentro del area

Los antibioticos y analogos sintéticos sij, iendo fuente de

ica, las investi i de éstos estan encaminadas a encontrar la actividad quc presentan
contra agentes infecciosus. De esta idea surge el hecho de probar extractos y sustancias
puras obtenidas de productos naturales, para lo cual se han ideado una gran variedad de
permiten la visualizacion rapida de la utilidad

métodos antimicrobianos, los cuales

farmacologica, debido a que los microor i P
dades h que afectan piel, ojos, aparato respiratorio, digestivo,

leados son representativos agentes

jologi de enfer

nervioso, urinario, genital entre otros.

lasificarse en agquell que requieren o no

Los métodos antimicrobianos pueden
esterilizacion. En los primeros se puede emplear esterilizacion por filtracion con membrana o
por medio de radiacién; si no se requiere de esterilizacién, entonces se preparan todas las

muestras en un medio aséptico (empleando material de vidrio estéril, campana de flujo

laminar etc.)’%.

De los ttodos antimi bi: se conocen los de difusién, dilucién y

bioautogrificos™,
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Método de difision: Este método fue originalmente desarrollado para monitorear
cantidades de antibiéticos, sustancias de fermentacion y elaboracion de antibiogramas. En
1a técnica de difusion sc 1 di de papel, cilindros de porcelana u oradacioncs en

el medio, sc coloca cl extracto dc la planta cn éstos y sc ponc en contacto con un mcdio
a sc mide

dec agar inoculado de microor i Dcspués de la i bacién, la resp
por el diametro de la zona de inhibicion del desarrollo microbiano. Este método tiene la
ventaja de no requerir esterilizacion, se pucden probar varios extractos al mismo tiempo

con un mismo Organismo, ya quec sc requicren cantidades minimas de la muestra y el

resultado de la prucba es lincal (el diametro de inhibicion csta inver e rclacionado
con la racion i inhibitoria).
Método de ditucion. En ¢l método de dilucion las as probadas son ladas en el

medio, ¢l cual previamente ha sido inoculado con microorganismos. Después de la
incubacion, cl desarrollo de microorganistnos cs determinado por observacion directa o
comparacion turbidimétrica con respecto a una muestra control. Sc realiza una scric de
diluciones de la muestra original y después de la incubacion sc determina en cual de cilas
se presenta la concentracién minima inhibitoria. La ventaja de éstc método es que no
requicre esterilizacion del extracto, ya que los microorganismos acrobicos no se¢
desarrollan bicn en el medio solidificado, ademas los extractos no polares. esencialmente
los acecites, suspensiones solidas o emulsiones (las cuales no pueden ser probadas
facilmente ), pueden ser probadas como las acuosas. A diferencia del método de difusion,

en el método de dilucion se pueden probar muchos microorganismos cn Ia misma

dilucién.

Método _bicautogrifico. La bioautografia ¢s un método que identifica la actividad

antimicrobiana en un cromatograma, se cncucntra dentro de las aplicaciones de la

investigaciéon de antibidticos. Muchos procedimicntos se basan en la técnica de difusion en

agar, los agentes antimicrobianos son transferidos de una cromatografia en capa fina o papel

a una placa i

tad.

con microor i Las zonas de inhibicién son visualizadas y para
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difercnciar bien la difusidn sc emplea la bioautografia directa. Este método requiere de
equipo microbiolégico especial debido a que las muestras son  susceptibles de

contaminacion.

L.a seleccion del método dependera dec las condiciones del laboratorio donde se
realice y dec las caracteristicas de scnsibilidad requeridas. En Ja tabla 11, se presentan las

propiedades y limitaciones de los métodos antimicrobianos

PROFIEDADES Y LIMITACIONES DE LOS METODOS
ANTIMICROBIANOS
REQUERIMIENTOS DE LOS DETECCION DE ACTIVIDAD
EXTRACTOS DE PLANTAS ANTIMICROBIANA
Mdtodo Estenhizacion Dispersion Evaluacion Detcccron de
t bacten a baja o
en agua bactericida alta
Difusion en agar
*discos y calindros No Si Bactenostatico Alta ¥ baja
*oradaciones No No Bactcriostatico Alta y baya
Dilucién en agar Na No Bacteniostatico Al y baja
Dilucién liquida Si No Bacicrnostatico Alia ¥ baja
Bactenicada
Bioautografia
“*contacto No No Bactenostatico Solo alta
“directa S No Bactenostatico Solo alta

de los

Tabla 11 F

K3
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De los ensayos mas sobresalientes sc encuentra ¢l de Carlson v Douglas (1948) y

Mitscher (1972)**. El método de Mitscher se basa en la inhibicio del crecimi o dc
diversos microorganismos. cuando son expuestos a un medio de cultivo que contiene el
extracto o las sustancias puras a probar, este método es conocido como estria y dilucién en

agar en donde la concentracion empleada para los extractos crudos de plantas os de 1000

pg/mi

El estudio ¢n géncros de la familia Solanaceae ha sido probada por este método
(tabla 12), ademas se ha evaluado la solanidina, siendo los siguicntes microorganismos
sensibles a esta sustancia pura: Stupliviococcus aureus. facherichia coli, Salmonella

mallinarum, Klebsiclla pre . Mycob rium smegrats 607 By Candida albicans®

ESPECIES DE LA FAMILIA Solanaceac PROBADAS CON EL
METODO DE MITSCHER

VEGETAL PARTE CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (ug/mly
1 B 3 3 s ©
Capsicum frutenscens Fruus JLEE)
Physalis franchetia Partcs adreas 1000
Phvsalis minima 1. Partcs adéreas 1000
Solanum carolinense 1. Partes aéreas 1000
Solanum pseudocapsicum 1. Fruta. cascara de 1000
fruta y raiz
1.- Staphylococcus aureus 2 - Escherichia coli
3.- Satmonelia gathinarum 4.- Kiebsiella preumontae
5.- Mycobacterturm smegmatrs 607 B .- Candida albicans
Tabla 12. E t de al de la familia Sol eae p con el

de Mitscher **.



IV.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA




Debido a su gran riqueza biolégica., México es considerado entre los paises de
megadiversidad, donde destacan las plantas cultivadas, cabe sefalar que los antiguos pucblos
mesoamericanos dieron al mundo cerca de 8O cspecies de plantas cultivadas, entre 1as que
destacan: maiz, frijol, chile, aguacate, jitomate, amaranto, entre otros Actualmente los
indigenas de nuesiro pais poseen todavia un considerable conocimiento de su entorno

natural, son ellos los que siguen preservando y aumentando la gran cantidad de especies
cultivadas que le brindaron sus antepasados. Adaptados a muy diversas condiciones
climaticas, altitudes, relicves, y suclos, estas variedades constituyen una gigantesca rescrva

de géneros. Ademas, estos grupos indigenas emplean para su subsistencia una gran cantidad
de hongos, plantas y animales silvestres. Se estima que mas del 252 del total de especics de
plantas que hay en ¢l pais posce algun uso. lo que constituye un universo vegetal de una

enorme potencialidad, que puede proveer de una basta cantidad de materias primas.

Con base en lo anterior, y debido a que nuestro pais constituye un centro de
variabilidad importante de especies silvestres de papa — 33 especies diferentes — | s¢ ha
planteado ¢l estudio quimico preliminar de S stoloniferum, especie silvestre originana del

Altiplano Potosino-Zacatccano, con cl objeto de determinar ¢ identificar los glicoalcaloides
mayoritarios. Asi como el

estudio bioldgico preliminar de cuatro especies silvesires
(8. stoloniferum, S. cardiophyllum, S. polytrichon vy 8. michoacarum) con 1a finalidad de

evaluar su toxicidad y actividad antimicrobiana. Para que posteriormente sea valorada como
una fuente alterna de consumo o bien como fuenite de materias primas, que pucda servir para
el desarrollo de nuevas sustancias, las cuales puedan tener interés desde diversos puntos de

vista —- quimico, farmacoldgico, toxicologico, agronomico entre otros —.



TIV
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A. OBJETIVO GENERAL

Reali el dio quimico prelimi dc las partes aéreas, cascara, pulpa y raiz de
Solarrum stoloniferum; con la finalidad de aislar, purificar y caracterizar los glicoalcaloides

mayoritarios u otros metabolitos sccundarios prescntes cn dicha especie vegetal. Asi mismo,
sc realizars la evaluacién bioldogica preliminar de los extractos hexanico, acetato de ctilo y
metandlico dec las partes aéreas de S. stoloniferum, S. cardiophyllum, S. polytrichon 'y

S. michoacarrum, para determinar sus propicdades toxicoldgicas y antimicrobianas.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) ESTUDIO QUIMICO DE S. sroloniferum.

1. Recolectar y clasificar el material vegetal, de acuerdo con lo sugerido por un especialista

en botanica.

Obtener los diferentes extractos a partir del material vegetal seco — partes aéreas,

cascara, pulpa y raiz —, di de extr; ion solido-liquid

¥y liquido-liquido
con disolventes de polaridad creciente.

3. Decterminar cuali

la pr de alcaloides en el extracto etanodlico de 1a ruda
(Ruta graveolens) y en el extracto ectandlico de las semillas de colorin (Eryvthrina
americana), por medio de reactivos especifi y siguiendo la dologia descritaen la
literatura.

4. Determinar cuali la pr ia de alcaloid

en cl extracto hexanico y
cloroférmico obtenidos de las partes aéreas, cascara y pulpa de S. stoloniferum por

medio de reactivos especificos de acuerdo con la metodologia descrita en la literatura.



5. Determinar los glicoalcaloides mas co (cx-solani a-ch demissi y
solanidina) aislados dc otras especics de papas silvestres, por comparacion en 86§,
empleando reveladores especificos.

Aislar y purificar los glicoalcaloides u otros mectabolitos sccundarios, empleando las
diferentes técnicas de extraccion y purificacion entre otras.

Caracterizar ¢ identificar los glicoalcaloides obtenidos de los diferentes extractos con
base en sus propicdades fisicas y constantes

pectroscopi v P rométricas; asi
como por transformaciones quimicas que confirmen la estructura propucsta.

B)ESTUDIO BIOLOGICO.

Obtener los diferentes extractos a partir del material vegetal scco —partes aéreas y
raiz —,

mediante técnicas de extraccion sdlido-liquido con disolventes de polaridad
creciente.

Evaluar la toxicidad (CLs) de los extractos obtenidos (hexanico, acetato de etilo y
metanolico) frente Artemia salina L.
3. Evaluar las propiedad

L

de cada uno de los extractos crudos obtenidos
emplcando ¢l método de dilucion.
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Vi



Existen una gran varicdad de especies de papa en el mundo, las cuales pueden

clasificarse en domesticadas y silvestres. Las primeras, las cuales son la minoria, son
ilizadas como ali

D y fuente de materia prima; mientras que las silvestres debido a sus
propiedades fisicas y caracteristicas organolépticas son escasamente utilizadas y
Bencralmente desechadas.

Estudios quimicos realizados a diferentes especies de papa tanto domesticada como
silvestre han demostrado que éstas contienen pequeilas cantidades de alcaloides de tipo
esteroidal y se cree que existen en mayor proporcion en las espcecies silvestres, razén por la
cual son poco aprovechadas. Sin embargo, en Meéxico debido a sus condiciones

socioeconomico-culturales algunas de las papas silvestres son consumidas

Asi al evaluar su toxicidad frente Arfemia Salina L. y su actividad antimicrobiana de
los diferentes extractos crudos de las partes aéreas y raices de cuatro especies, se podra
determinar su actividad como agente citotéxico, antibacteriano y antifungico. Mientras que
¢l estudio quimico diferenciado de & stoloniferum permitira aislar y caracterizar los
glicoalcaloides u otros metabolitos presentes cn las partes aéreas, raiz y tubérculo de dicha
especie vegetal.
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1. MATERIAL

A) Material vegetal.

o Sol cardiophyil FEZA-4115

P
o Solarrum chrenbergii, FEZA-4116
® Sol jchn FEZA-4117

o Solarsum polyirichon, FEZA-4118
o Solarrum stoloniferum FEZA-4119

B) Material pars la extr i ¥ purificacién, caracterizacién e
b T i6m de Jos bolitos secundarios.

® Material de vidrio.
- Camaras de elucién para cromatofolios de diferentes tamaiios.

- Capilares.

- Columnas cromatogrificas de diferentes tamaiios.
- Embudo Hirsh de porcel 5

- Embudos de talio corto.

- Equipo para la destilacion fraccionada.

- Frascos vialesde Sy 10 ml.

- Matraces bola de 100, 250, 500 y 1000 ml.

- Matraces Erlenmeyer de SOy 125 ml,

- Placa de toque de porceclana.

- Probetas graduadas de 10, 50, 100, 500 y 1000 ml.

e Sustancias.
- Acido (+)- tartarico (Técnica quimica).

- Acido acético glacial (Baker).
- Acido clorhidrico (Baker).

- Acido fosfomolibdico (Baker).
- Acido fosférico (Baker).

- Acido picrico (Baker).

- Acido sulfiurico (Baker).

- Acido tanico (Baker).

- Carbén activado vegetal (L.ab. Laitz).
- Celite 545 (Merck).

- Cloruro mercurico (Baker).

- Colchicina (Aldrich).



- Demissina (Aldrich).

- Formaldechido (Baker).

- Hidréxido de potasio (Baker)

- Oxinitrato de bismuto (Baker).

- Paraformaldehido (Baker).

- Silica gel 60 G para 08F (Merck).
- Sulfato amoénico (Baker)

- Sulfato de sodio anhidro (Aldrich).
- Solanidina (Aldrich)

- Tricloruro de Antimonio (Merck)
- Tanitrofenol (Merck)

- Yodo (Baker).

- Yoduro de potasio (Baker)

- ax-Solanina (Aldrich)

- a-Chaconina (Aldrich)

e Disolventes™
- Acetato de etilo, grado técnico (Merck).
- Acetona, grado técnico (Merck).
- Cloroformo, grado analitico (Monterrey).
- Dimetilsulfoxido (Baker).
- Etanol, grado técnico (Merck)
- Eter etilico, grado analitico (Monterrey).
- Eter isopropilico, grado analitico (Baker).
- Hexano, grado técnico (Merck).
- Metanol, grado técnico (Merck).

® Material especial
- Cromatofolios Al TLC de Silica gel 60 Fasq (Merck).
- Cromatofolios de Silica gel 60 Fis4 (Merck).
- Cromatofolios de Silica gel de 60 A.

e Equipo.
- Aparato Fisher Johns.
- Balanza analitica Ainsworth 100 A
- Balanza granataria OHAUS 700-800.
- Balanza semianalitica OHAUS E 400.
- Bafio de agua Yamato BM-42.
- Espectrofotémetro de IR Perkin-Elmer, modelo 283 y 681.
- Espectrometro de masas Hewlett Packard 5985 GC/MS System 70 V.

' Todos los di grado ico fueron dos por



- Espectrofotémetro de RMN Varian FT-80A.

- Espectrofotémetro de RMN Varian VXR-300 S.
- Cromatografo Powermate 386/25, $1045-772.

- Lampara UV 254/366 nm mincralight.

- Rotavapor Biichi R-124,

- Rotavapor Yamato RE47.

€) Material para los ensayos biolégicos.

e Material de vidrio.
- Cajas Pctri de 11 cm de diametro.
- Frascos viales de fondo plano de 20 ml,
Matraces Erlenmeyer de 500 mil.
- Microjeringas de 25, 50 y 500 pl.
-~ Pecera de 12x12x20 cm.
- Pecera egpcecial pars 1a scleccié

de Artemua salina L.™

- Pipetas volumétricas de 1, 5y 10 mi

| - Tubos de ensayc de 13 x 150 con tapa de bakelits.
| - Tubos de ensaye de 13 x 150,

» Ouwros materiales.
- Asa bacteriolégica con porta asa.
- Mechero Bunsen.
- Espitula de acero i idabl
- Guanies de asbesto.

e Equipo.
- Balk Liti Ak th 100 a.
- Balanza semianalitica OHAUSE 400,
- Estufa de incubacién.
- Autoclave.
~ construida y de alali '3

H
P
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o Matcrial biolégico.

- Huevecillos deshidratados de Artemia salina L. (Sera).

« Cepas de:

e Sustancias

Bacillus subtilis

Candida albicans
Escherichia coli

Af) b, fum smeg is

Pse aerug

Sarcina lutea

Srhaphylococcus aureus
Strep /7
Streptacoccus faecalis
Srreptococcus mutans

- Agar de soya tripticaseina (Oxoid).
- Agar nutritivo (Oxoid).

- Agua destilada

- Caldo de soya tripticascina (Oxoid).
-~ Cloruro de sodio (Merck).

- Cloruro de benzalconio.

~ Removedor de cloro y buffer de pH (Care).

~ Sal marina.

Sulfa

- de estrep

Patogena
ATCC 10231
ATCC 8739
DM-93-10
ATCC 25619
Patégena
ATCC 25922
Patogena
ATCC 29212
ATCC 25175



11. PROCEDIMIENTO

A. RECOLECCION Y FPREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL.

Las cuatro cspecics de papas silvestres objeto del presente estudio, fueron colectadas
por los maestros Alcjandro Ruiz Cancino y Mario Luna Cavazos cn 1994 en seis estados de
la Republica Mexicana, como se indica ¢n la tabla 13 Todas las especies fueron clasificadas
por ¢l M. en C. Luna Cavazos y un cjemplar de cada una de cllas fue depositado en cl

herbario FEZA dc la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (UNAN)

Las parnes acreas (hojas-tallo) y raiz de cada una de las cspecies se secaron a la
sombra a temperatura ambiente para evitar la descomposicion quimica del material vegetal, y

posteriormente sometcerlo a un proceso de molienda

Por otro lado, el tubérculo fue tratado con calor humedo (120 C v 15 1b de presion
durante 15 minutos) para detener la degradacion enzimatica y la descomposicion microbiana
—- proceso de esterilizacion — Posteriormente sc scparo la cascara de la pulpa, y ambas se
secaron en una cstufa a 60 C, finalmente ¢l material organico seco se triturd en un molino
eléctrico.

B. ESTUDIO QUIMICO DEL MATERIAL VEGETAL DE Solanum stoloniferum
ORIGINARIA DEL ESTADO DE SAN LUIS POTOSI.

El estudio quimico de 8. stoloniferum se inicio con la determinacion cualitativa de
alcaloides cstcroidales, empleando rcactivos especificos por medio de prucbas a la gota.

Como testigos para determinar la presencia de glicoalcaloides en los diferentes extractos

btenid de S. loniferum, se plearon los e¢xtractos ctanolicos de la ruda
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. ESPECTES SILVESTRES MEXICANAS DE PAPA, ORIETO DEL
- ’ PRESENTE ESTUDIO

ESPECIE FECHA DE LUGAR DE COLECTA CLAVE DEL
COLECTA HERBARIO
S phryiis 10 1994 { Ojuelos. Dalores Hidalgo, FEZA-4115
Lind?. UaNajuato.
8 ehrenberg 1 1994 Campo de cultivo San FEZA-4116
(Bitt) Rydb Angel del Rio, municipio
de Sahinas, San Lwis Polosi
S hr 9 1994 Campo de culvo, FEZA-117
Michoacan.
5. polvtrichon 11-septicmbre-1994 [ Campo dc cultivo 1a FEZA-$118
Rydb. 30-scpticmbre-1994 | Tesorera, municipio Panfilo
Nateras, Zacatecas.
S de fe 1 1994 [ Campo de cultivo Ejido FEZA-3119
Schlechid. Escalenllas, municipro 1a

23-scpticmbre. 1994

Amapola. San Luis Potosi.

Campo de cultivo
Nanacam:lpa, municipio dc
Apizaco Tlaxcala.

Tabla 13. Especics silvestres mexicanas de papa, objcto del presente estudio.
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1 y las semillas de colorini'®! —Ernvethrina americana-'*", asi como la

~Ruta graveolens-
luida la dctermi ion de glicoalcaloides en los diferentes

colchicina'*?. Una vez ¢
extractos, se procedio a la extraccion, separacion y purificacion de dichas sustancias

B.1 Determi ién cusalitativa de alcaloid pl do reactivos especificos

— prucbas s Ia gota — .

Preparacién del extracto ctanélico de Rura graveolens.

Sc colocaron 40 g de material seco y molido de Rura graveolens en un extractor
Soxhlet -durante 24 h- empleando n-hexano, de donde se obtuvieron 830 mg de extracto
Una vez desengrasado el residuo vegetal, se sometio a las mismas condiciones de extraccion

con EtOH, recupcrandose 4.283 g de extracto crudo (10.7%)
Preparacion del extracto etandlico de Erythrina americana.

Las semillas de Krythrina americana se identificaron como semillas de colorin

macho y semillas de colorin hembra!'*! Se colocaron 45 g de colorin macho y 25 g de

colorin hembra en un extractor Soxhlet con n-hexano durante 24 h, obteniéndose 3.9 g y 48

mg de extracto respectivamente. Después al residuo vegetal, se le realizd una extraccion

®1 1 .a ruda pertencee a la familia R ¥ denvados de la tirosina. acido antranitico,

dcl tiptéfano y derivados del upo quinolinico. S¢ han caractenzado  parn esta planta el
-ancrindiolacetato, gravacridontriol. gravacridondiol ¥ la rutacridona™,

Ho El cnlorin también sc conoce como patol. cn Guanauato. chocohin. en Hidalgo. madre chontal. en

¥ chak-mool-ché, cn Veracruz *

¥ entrauna,

Tabasco
"*'1 Para las semillas dc colorin sc han identificado como la er er
todos cllos tiencn csquclcto basc de Ia enitrina™
Y31 g 3 colchicina -SIGMA-.
13 g ay semillas colorin macho ticnen la forma de un frijol, miden de 1-1.5 cm ¥ tenen una coloracion roja.

Las cnlorin tiencn cl de una lentcja y son complctamente redondas, s
i porque de scr rojas presentan en 1a parte supenor una mancha negra.




sélido-liquido con EtOH durante 1S h, la cantidad de extracto crudo fue de 261 mg

(0.58%) para el colorin macho y 627 mg (2.5%) para cl colorin hembra

Determinacién de los glicoalcaloides por medio de pruebas a ia gota.

Se colocaron en 9 viales por duplicado 3 mg de los diferentes extractos crudos a
cada uno dec ellos, se le adicioné gota a gota cada uno de los recactivos con una pipeta

Pasteur, cn 1a tabla 14 se describe la composicion de cada reactivo utilizado y la observacion

tedrica que se¢ espera obtener segun la literatura quimica'®'’. La determinaciéon de los

alcaloides sc realizo en el siguiente orden: extracto ctandlico de la ruda, extracte ctanolico
del colorin macho, extracto ctandlico del colorin hembra y la colchicina como alcaloide
puro, con la finalidad de familiarizarse con los cambios producidos en los diferentes medios
de reaccion después de la adicion de cada uno de los reactivos Se aplicd esta metodologia

-— partes

en la det ion de los glicoalcaloides en los diferentes extractos crudos obtenidos

aéreas, cascara y pulpa-— de S. sroloniferum.

B2E dio quimi difer iado de .

i ida en ef slisis quimico de las partes aéreas (hojas-taillo).

Se colocaron 288 g de material seco (hojas y tallo) a extraccion solido-liquido
con n-hexano. Al residuo vegectal posteriormente se le realizé una cextraccion solido-
liquido con AcOH al 10%% en EtOH-H;0 (1:1), la fase acuosa obtenida se sometié a una
extraccion liquido-liquido con CHCl de acuerdo con el diagrama 1. A Jos extractos

hexinico y cloroférmico se les realizaron pruebas de deteccion de alcaloides, emplecando

para ello reactivos caracteristicos.



PREPARACION DE REACTIVOS ESPFECIFICOS FPARA LA
DETECCCION DE ALCALOIDES

REACTIVO COMPOSICION POR CADA RESULTADO POSITIVO
100 ml DE AGUA

Acido tinico Acido tanico (55 g) Precipitado coposo blanco

Clark Solucion de acido fosfonco al 85% y Coloracion rojo-viotacea
paraformaldchido al 1%. (1 1)

Dragendorfl Oxsrutrato de bismuto (1 7 g) ¥ acido Precipiado cafe-raojizo
(+)-tartanco (20 g/30 ml) de H:O. Sc
adicionan 16 g de K1 /40 il de
H:O.*

Hager Trinitrofenol y acwdo picnico {1 g) Precipitado amanllo © presencia

de cnistales

Marquis Acido sulfurico (1 mi) y Coloracion violacea-rojiza,
Formaldchido (1 mh**

Mayer Cloruro mercunco (1.36 g) Precipitado amanllo-crema.
Yoduro de potasio (5 g)*

Scheibler's Acido fosfomolibdico (2.5 g) Preapitado blanco

Tncloruro de
anumonio

Trncloruro de anmomo (21 g) cn
100 mi de acido acético glacial

Coloracion rosa

‘Wagner

Yodo (2 g) y Yoduro de 6 R)

F café-rosizo

* La solucion sc filtra ¥ antes de usar s¢ colocan S ml por cada 15 ml de H:O Para la realizacién de
la prucba pnimero sc adiciona una solucidn acida (pH = 2) al extracto y dcspuds ¢l rcactivo

de Dragendorfl.
.e Al

1 ml de for hi

feactivo.

Tabla 14. N

enlap der
cn los

1 ml de H,SO..
Llevar a pH ncutro o ligcramente alcalino lpH = 6-7.5] con

de anics de el

ara dclcmunnr ta presencia de

de 8 stolonferum'®
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Ext. S$6l-Liq con AcOH al
10% en Et-OH-H:O(1:1)

Ext. Liq-Liq con CHC1,

Fasc acuces l F-cWZIJngJ
L)

1. Alcalinizacion con

Detoccién de alcaloides
NH.OH a pH=11 =l

2. Filtracion a vacio

1. Lavados con McOH

Ext. continua con CHC1,/35 h
2. Filtracién a vacio

B

Fase clorofésmnica

[ 1
Solido café (1) Fax motamdlica
4248 I

1. Lavados con McOH
2. Filtracion a vacio

de las partcs adrecas de S. stoloniferum.
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o Por otro lado la fase acuosa de la extraccion liquido-liquido con CHCI,, fue alcaliniuz_ia
con NHLOH hasta pH=11, cl precipitado formado se filtro a vacio. El residuo obtenido
fuc sometido a una extraccion liquido-liquido con CHCI; durante 35 h, donde se presentd
un precipitado que se elimind por filtracion a vacio (diagrama 1). Ambos solidos de
aspecto viscoso fueron lavados continuamente con McOH v filtrados a vacio, ¢l residuo
final es un solido café para cada uno de los solidos obtenidos, y a los cuales se les realizo
espectroscopia de IR. En la fasc metandlica se encontré una mezcla de alcaloides

a por a-solani y a-cha i los cuales fueron identificados por
ts
I

fhel La mezcla de

comparacion ¢on muestras auténticas en cromatografia (G8F 2
alcaloides cristalizdo en forma de agujas al emplear una mezcla constituida por
McOH-E1tOH-CHCI1,-H;O (8.0:1.008: 0 2), de donde se obtuvieron al reunir ambas

muestras 40 mg de dicha mezcla de alcaloides

e Ob ion de la solanidina a partir de a-solanina y a-chaconina.

Se tomaron 28 mg de la mezcla constituida de a-solani y a-cha i que se
hidrolizaron mediante un reflujo con HCI al 10%, después se ncutralizé con NHL.OH
concentrado, y postcriormente se realizé una extraccion con CHCl, para obtener la

solanidina como unico producto de reaccion (esquema 1), 1a cual se identificé mediante

sus es espectr. Opi ¥y espectrométricas.

01411 a3 mucstras fucron obicnidas de Aldrich.
031 L as cromatoplacas se cluycron con McOH-NHL,OH 200:4 (1 vez) y se revelaron con SbCly /CHCl,,
reactivo con ¢l cual la ia toma una i6n rosa i
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HC1 (10%)
2h
«-Solanina R= D-Gal (D-Glu) L-Ram
a-Chaconina K= D- (Glu-L-Ram) L-Ram Solanidina
Esquwemma 1. Hidrolisis de 1a mezcla de y o dc las parncs aéreas de

S.stoloniferum.

® A partir de 20 g de material seco de parte aérea (hojas-tallo), se obtuvo el extracto
metandlico y cloroformico mediante sucesivas extracciones solido-liquido con
MeOH-CHCI; (2:1), posteriormentce la fase organica se saturd con Na;SO, al 102 y se
decjé reposar por 24 horas, hasta la separacion total de las fases (ver diagrama 2), dec

acuerdo con lo informado por Fitzpatrick y Osman”™ (1974), quicnes propusicron esta

metodologia como una via de cu ifi ion de gli Icaloid

& Al extracto McOH disuclto se le adicioné NH,OH hasta pH=11, se obtuvo un sélido
viscoso, ¢! cual fue disuelto en varios disolventes en orden de polaridad creciente
MexCO, EtOH, McOH y H;O. En todas las fases excepto en la acuosa, se detectd por

cromatografia (00F &) la pr ia de 6 sust ias de tipo csteroidal, empleando como
revelador SbCL/CHCI. En dicha la sc identificod a la h, ina por paracion
con fmuestra auténtica. Al residuo obtenido y al filtrado se le realizé una extraccion con
CHCI;, and en ambas la la de alcaloides ax-solaninay a-ch i




Parne aérea 208
(hoj

10)

Ext. S61-Lig Tl 2 h
McOH-CHCl, 2-1 (100 mD

Extracto metanolcloroformo [1] I
Ext Séi-Liq Tl/1n

McOH-CHCI, 2.1 (Tuom))

I
Matenal vepetal residual

1
| Extracto metanolcloroformo {2] | Maicnal vegetal residual

Ext Sol-LigqT4/1 h
McOH-CHC1, 2:1 (70 ml)

Extracto metanol-cloroformo

[
[_Matcrial vegetal residual__]

1. Reunir las fascs metanol-

cloroformo

2. Saturacion con Na,;SO, al 10% en
H:O

3. Reposo duranie 24 h

- ]
Fase metandhica + H-.O i Fasc clomformuca ]

1. Concentrar y disolver en H;O
2. Alcalinizar con NHLOH pH=11
3. Filtrar a vacio cl precipitado
formado

1. Lavar con disolventes Ext. Lig-Liq con CHCl,

de polaridad creciente

2. Filtrar a vacio [ _ 1
l Fasc acuosa ansc cloroférmica l
l cery cera
rsw mg dec Solido I Residuos con ]
café (3) Me;CO. EtOH y
McOH

Dcterminaciéon de mezcla
de alcaloidcs en las

Diagrama 2. M de las partes aéreas de S. stoloniferum.




ida en el andlisi imico de Ia cAscara.

® Se someticron 7 g de material seco (cascara) a extraccion soélido-liquido con n-hexano Al
residuo vegetal se le realizd una extraccién sdélido-liquido con AcOH al 10%
en EtOH-H;0 (1:1), el extracto obtenido se sometié a una extraccion liquido-liquido con
CHCl1,; (ver diagrama 3), ambos extractos sc¢ les recalizaron prucbas de deteccion de

alcaloides, empleando los reactivos especificos descritos anteriormente.

En la fase acuosa dc la extraccion liquido-liquido con CHCI, (diagrama 3). se presentd un
precipitado que se filtré a vacio, obteniendo un solido café (4). al cual sc le rcalizd
espectroscopia de IR. Asi mismo, en el filtrado se obtuvo un solido amarillo (A) que
revelé rosa intenso con SbCI/CHCly. Dicho solido se disolvio on agua y sc¢ le agregd
NH,OH hasta pH=1], posteriommente sc filtro, obteniéndose un solido viscoso, que se
lavo con MeOH. El residuo fue un solido café (5). que debido a su rendimiento no pudo
ser identificado, mientras que de la fase metanolica se obtuvieron 4.7 mg de una mezcla
de dos alcaloides con @ = 11.5 y 28,9 -—— los valores dc B se indican multiplicados por
100 con la finalidad de no hacer referencia a nameros fraccionarios, ademas en todas las

cromatoplacas rcalizadas se emplcaron cromatofolios de silicagel 60 Fis¢ y como

revelador SbCl/CHCl, — que no corresponden a los alcaloides comunmente
rados en dich: peci 1 (SOFS).
En la fase acuosa obtenida del tr iento del sélido amarillo, se le realizd después una

extraccion con cloroformo y se obtuvo un sdlido cristalino, que por medio de sus datos

de IR y RMN'H sc caracterizé como un triacilglicerol (pagina 112).



Ext. S61-Lig/A con n-hexano

=]

o mraad |
€102 mg)

Decteccaén de alcalosdes Ext. Sol-Lig con AcOH al
ala 10% en E1-OH-HO(1:))

{ 1
Fase acuosa [ Residuo vegetal l

Ext. Liq-Liq con CHCl,

L anencuo&- F:ueclcmfonmc-
(712 Mg

Decantar Deicccion de alcaloides
ruchas a ta )

:
H
: [ Ver glagrama 4] Filtrar a vacio

Solido nmanllo (A) 27 rngcho.hdo
254 x_n‘) café (4)

1. Disotver en H:O
2. Alcahnizar con NH,OH pH=11
3. Faltrar a vacio

[ Sotidoviscoso '} @ === [ __Fascacuosa ]

1. Lavar con McOH Ext. Lig-Liq con CHCI,
2. Filtrar a vacio

Fase acuoss

Solido café (5) Fame
oS TDCARNGLICE

Diagrama 3. N i enel dc la de S. u
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¢ En la fase acuosa de donde se¢ obtuvo cl precipitado (ver diagrama 4), sc observo la

presencia de una sustancia esteroidal con ®= 53 (a. 1

= 37, h. i)
= 72 y la solanidina Iy = 84) pl do como la de el

McOH-NH.OH
(200:3) y como revelador SbC1,/CHCI;. Se tomo una alicuota que fue destilada a presion
reducida, en el resid

sc obtuvieron 104 mg de solido cristalino (B), los cuales

cristalizaron con McOH durantc cuatro scmanas en refrigeracion, en su espectro de IR se
observa una banda ancha en 3448 cm’' que corresponde a un grupo hidroxilo y otra
banda en 1759 cm’™’ caracteristica de un grupo carbonilo, de acuerdo a estos resultados se
procedio a la obtencion de su derivado acetilado!'®!. El producto de la reaccion resulto ser
una mezcla de dos sustancias, una de clias es soluble en metanol, la cual en su espectro de
IR sugiere la presencia de un éster (1720 y 1261 cm' ), asi como bandas que
corresponden a la v (C-H) sp® en 2927 y 2856 cm’';, por otro lado en su espectro de
masas por impacto electronico se observan los siguientes picos: A41(42_SS) 43(62.58),
44(100), 55(53.06), 57(73.46), 69(53.06), 71(45.57), 83(36.73), 95(29 93), 149(41.49)
La otra sustancia ¢s insoluble en metanol pero debido ala

i idad obtenida no se
pudo caracterizar.

La fasc acuosa sc alcalinizd y filtrd a vacio para eliminar el sélido viscoso obtenido, el

cual fue lavado con metanol, la fase metanolica (B8F 3) mostré estar constituida por una
ia de alcaloid

que pr W = 41 y 71.2 respectivamente, los cuales no
corresponden a las refer i lead

as que en ¢l residuo se obtuvo un solido
café, que por su bajo rendimiento no pudo ser identificado

""Seeoloumna()mg.lmldcznhidndoacaxooyosmldemndnmcnun ! i
14 horas. ticmpo cn ¢l cual se realizd 88F. La mucstra -ccmada revela

con sulfato ccnco cluyendo la ‘ con una mezcla de AcOE(-Hex (9:1). cabe scfalar quc 12 mucstra sin
no sc con .




¢ Otra alicuota de la fase acuosa dec donde se obtuvo el precipitado (diagrama 4), se
alcalinizé con NHLOH (pH=11) y sc realizd una extraccidén continua con CHCI, duran;e
30 h. Una alicuota de 30 mg en peso seco del extracto cloroformico se sometio a una
difer iacion cr Afica en columna por elucidn a vacio (88W), obteniéndose 112

fraccioncs de ! ml cada una En las fracciones B6-100 cluidas con Me;CO, sc identifico
al comparar dicho residuo con una

por O8F 1a la de o-solani y a-ch.
éntica de dichas sut ias cn S@F.

De la extraccion continua con CHCI, (diagrama 4), la fasec acuosa fuc sometida a una
hidrolisis con HCI al 2024 a reflujo durante 12 h. Posteriormente se alcalinizé con
NHLOH (pH=11) y se¢ realizoé una extraccién con CHCl,, obteniéndose un solido blanco
(C)le cual fue cristalizado con MeOH — p.f 240 C — Esta sustancia ain esta en
proceso de caracterizacién, pero el espectro de IR muestra las siguientes bandas 3435,
3016, 2810, 750, 1405 cm™* y su espectro de masas (FAB’) presenta los siguientes picos:
307(33), 172(61.68), 154(100), 155(32.2), 136(64.5), 137(58.7). 138(31.4), 107(19).
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Desulacion a presion
reducida

2. Ext. continua Lig-Liq con CHCI,

1. Alcalinizar con NH,OH pH=11
(30h)

l Fasc acuosa l Fase cloroférmica I
- A]

1. T4 HCI a1 20% 712 b

2. Alcalinizar con NH,OH
pH=11

3.Extraccion con cloroformo

Sélido blanco (C)

Filtracién a vacto

T 1
Cristales en formua Fasc
rombica acuoss

1. Alcalinizar con NHLOH pH = 11
2. Fi a vacio

1. Lavar con McOH
2. Filtracién a vacio

L ]
[ Selidacate () ) Fasc metanélich

Determinacién de la mezcla
de alcaloides 8883

d dc la de S,

Diagrams 4. encl
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Metodologis seguida en el Alisis quimico de Ia pulp.

@ Se colocaron 74 g de material secco (pulpa) en un cxtractor Soxhlet, con n-hexano. Al
residuo vegetal sec le realizo posteriormente una extraccion solido-liquido con AcOH al
10% en EtOH-H,0 (1:1), ¢l residuo se tratdé con CHCIL, como sc indica en el diagrama §
A los extractos hexanico y cloroformico se les determind por medio de reactivos

especificos la presencia de alcaloides esteroidales.

@ En la fase acuosa resultante de la extraccion liquido-liquido con CHCl: (diagrama 5), se
precipité un solido, el cual se filtré a vacio obteniéndose un solido café (7), éste es
idéntico a los solidos cafés hasta ahora descritos Una alicuota de la fase acuosa del
filtrado anterior se destilo a presion reducida; quedando 68 mg de un solido amarillo (D),
conformado por una mezcla de alcaloides de = 26, 35 y 75 (o-solanina B =25,
a-chaconina i = 33 y solanidina B = 51 S) identificados por €€F empleando una mezcla
de elucion de McOH-NH,OH (200:1) y revclador de SbCl:. El sélido anterior mostro
estar conformado por a-solanina, a-chaconina y un tercer componente (e = 7 8) la
resolucion de dicho sélido se logré por medio de cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR). Para cllo, se pesaron 5 mg de sélido y se realizaron diluciones
(5 mg/ioml, I mV10 mi, | ml/10ml) para obtener finalmente una concentracion de
5 pg/ml, las condiciones fijadas para la separacion de alcaloides por la técnica de CLAR

sc describen en la pagina 75.

e Otra alicuota de la fase acuosa después del filtrado, se alcalinizé con NH,OH hasta
pH=11 y se extrajo con CHCI; 30 h. El extracto cloroformico se disolvio en metanol,
precipitando un sélido ¢l cual fue removido por filtracion a vacio — solido café (B) —
que no pudo ser identificado por espectroscopia de IR debido a la minima cantidad

obtenida, mientras en la fase metandlica se detect6 1a presencia de un alcaloide (GEF8)
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[RY Y

W -

. Disolver en McOH
- Filtracién a vacio

Ext. S61-Liq/A con n-hexano

L. 1
Exaracio hexdmioo I Residuo vegetal j
173

Detaccion de alcaloides Ext. Sol-Liq con AcOM al
ala 10% en EtOH-H;O (1:1)
[ 1
Faar acuoxa l Residuo vegetal l

Ext. Lig-Liq con CHCl,
L 1
Fasc acuoss Fasc clorofsrmica
43 mg) 0088

1. Decantar Drcteccion de alcaloidcs

2. Filtacién a vacio {pruchas a la }]
Sélido caké (7), Fase acuosa
0 l sers I

Destilacion a presién
reducida
. Alcahmzar con NH.OH pH=11
Ext. conunua Liq-Lig con CHCI, (30 h) Solido amarilio (D) -68 mg
. Filtracion a vacio de una meczcla de alcaloides-
CLAR

1

I
] Fueclorol’bnmal Fase acuosa

Caoncentrar

Precipitado soluble
en McOH 0083

["Wn%)] "F_nz-a..nonul

Diagrama S. Mectodologia seguida en cl estudio quimico dc la pulpa de S. stoloniferum.
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M dologi: ida en ¢! Alisi imico de la raiz.

A partir de 30 g dec raiz seca sc obtuvo el extracto metandlico por medio de una
extraccion solido-liquido (diagrama 6). En dicho extracto se presentd un precipitado, que
se eliminé por filtraciéon a vacio, mientras que el solido recuperado se cristalizo

d en

con metanol (p.f. 170 C), sus datos de IR se describen en la pagi 115 y b
cllos se procedié a la obtencion de su derivado acetilado Para lo cual se colocaron 15
mg, 1 ml de anhidrido acético y 0.5 ml de piridina en un matraz Erlenmeyer, la reaccion
se mantuvo en agitacion durante 14 h, tiempo cn el cual se siguid la reaccion por B8F. La
muestra acctilada revela con sulfato cérico, la B8F se cluy®d con una mezcla de
AcOEt-Hex (9:1), cabe sefalar que la muestra sin acctilar no s¢ abserva con ningun

revelador.

Ext. Sol-Lig/A con McOH

[* Extracto metanolico 3.88g J r‘" Residuc vegetal l

Filtracidn de un precipitado

1. Concentrar

Precipitado cristalizado con J 2. Alcalinizar con NHLOH pH~11.

McOH 3. Filtrar a vacio
I Salido viscosa I l Fasc metandlica I
Mczcla de alcaloides de
a-Solanina y a-Chaconina

Diagrama 6, M ida cn el i i de l1a raiz de 8. stoloniferum.
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*

Otra alicuota detl extracto metandlico crudo, se disolvié en agua, a la solucién obtenida se
le adicioné NH,OH hasta pH=11, el s6lido precipitado fue removido por filtracién a
vacio. El residuo resultante fue un solido viscoso (diagrama 6), el cual esta constituido

h, ina, para resolver esta mezcla se aplicaron 20 mg en una

por a-solani y a-
cromatoplaca de 20 x 20 cm. la cual se cluyd con MeOH-NFLOH (50.1), debido a que
no hubo una bucna resoluciéon de los componentes de dicha mezcla se procedié a la

recuperacién de la muestra emplcando una mezcia de McOH-CHCI, (8:2)

C. ESTUDIO QUIMICO DE LA CASCARA DE Solanum stoloniferurm

*

L d

ORIGINARIA DEL ESTADO DE TLAXCALA.

Se realizd una extraccion soélido-liquido con EtOH caliente a la cascara
de S. stoloniferum, el extracto obtenido se disolvid en agua y se alcalinizd hasta pH=11
con NHLOH, formandose un precipitado blanco que se filtré y lavo con metanol, el cual
nuevamente sc filtré a vacio, para remover el solido café (9), mientras que cn la fase

metanolica se determino la presencia de alcaloides Qque presentan un M diferente al de los

estandares empleados.

A la fasc acuosa del filtrado, en la cual se obtuvo el precipitado blanco, se le realizé una
extraccion con CHCL, en la fase cloroformica resultante se detectd una mezcla de
sustancias que rcvelan con SbCl;/ CHCI; y otras que se observan en luz UV (X;) Una
alicuota de 399 mg de este extracto cn peso seco, se resolvid por cromatografia en
columna a baja presion (88), de donde se obtuvieron 227 fracciones de 10 ml cada una.
En las fracciones 120-138 ob idas al cluir la columna con una mezcla de Hex-AcOEt

(1:1), y en la fraccion 140-213 Hex-AcOEt (45:55) y (35:65), se determind la presencia

de alcaloides esteroidales, que poseen un s mayor a los estandares ecmpleados.
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# Obtencion de la aglicona diferente a la solanidina a partir de una mezcla de alcaloides

diferentes a a-solanina y a-chaconina.

Se tomaron 77 mg de 1a fraccion 120-138 de 1a 86W del extracto ctandlico, los cuales
se hidrolizaron mediante un reflujo con HCl al 10%, después se neutralizd con NH OH y
posteriormente se rcalizd una extraccion con CHClL, para asi abtener 51 mg de una
sustancia (W = 86) con aglicona diferente a la solanidina (B = 50) Esta sustancia se

encuentra en proceso de caraclerizacion ¢ identificacion

Ext. Sél-Lig/a con EtOH

1. Concentrar

2. Disolver en H:O

3. Alcalinizar con NHL,OH pH=11
4. Filtrar a vacio

l,- Lavar con McOH
2.- Filtrar a vacio

Extraccion Liq-Liq con
CHCI,

I 1
l Fasc acuosa I l Fasc clomfonnica'
64.8 mg dc Solido Fase CEW, Obtencion de una mezcla de
café (9) mctanélica alcaloidcs.

Diagrama 7. M encl d dela de S stolorferum de

Tlaxcala.



D. ESTUDIO QUIMICO DE LOS SOLIDOS CAFES OBTENIDOS DE
Solanum stolonifersam.

Los solidos cafés 1-4, 7 y 9 obtenidos de la metodologia antes descrita presentaron
prueba positiva de Marquis''”. En sus espectros de IR presentan como bandas
caracteristicas a un acido carboxilico, razén por la cual se sometieron a una reaccion de
metilacion con CH;N;-E1;0!""), ¢l producto de reaccion es una mezcla de tres sustancias,
de las cuales una de ellas sc observa en luz UV (3;) y las otras dos corresponden
a la a-solanina y a-chaconina identificados ¢n €8f por comparacién con mucstras

auténticas

E. DETERMINACION CUALITATIVA DE ALCALOIDES EN CUATRO
ESPECIES SILVESTRES MEXICANAS DE PAPA POR CLAR.

& Se pesaron 100 mg de pulpa de papa liofilizada, por triplicado de cada una de las
diferentes especies, las cuales fueron sometidas a una extraccion soélido-liquido, con 20
ml de una solucion de AcOH al 5%, el residuo vegetal fue climinado por filtracion a

gravedad -papel Watman # 42- cl proceso sc repitidé tres veces. Al volumen total de la

fase acuosa acidificada se le adicioné NHLOH hasta pH=11, para posteriormente realizar
"7 {0 antenor sc debe a que dichos p 1a de 4
con cl formaldchido, y lucgo owudar a los daar colondos (Prucba dc
Lc Roscn). Dicha . podria ala de dcn\ndos del fenilpropano — acido
caféico, cumirico, cinimico, fcrullco entre otros — *.
% para 1a p del dia sc p 11 g de diazald (N 1-N. P )
¥ se dxsolvlcmn en 100 m} dc éter etilico esta on sc agrogo por medm de un
embudo de adiciéon, al matraz baloén del equipo, i para la p

quc contenia una mezcla de 5 g de hidréxido de potasio y 100 ml de éter cllhco—agua-cmnol (l(l 10: :m)
con calentamiento ligero. Sc colectéd el diazometano generado en un matraz balén que contenia 100 ml
de éter ctilico sumergido en hiclo®'
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4 extracciones de 10 md con n-butanol, ¢l cual fue removido por destilacion a presion
reducida hasta sequedad total®?.

# El residuo obtenido se disolvié en 1 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos y se
filtraron en una membrana millipore, se inyectaron 5 ul al cromatografo Para la
determinacién de las muestras se utilizé una columna de octadecilsilano (C-18) de 15 ¢m
x 2.} mm de diametro intemo, como mezcla de elucion acectonitrilo-mctanol-agua
(35:10:55), empleando un detector de UV= 254 nm, a una temperatura de 25 C con una
velocidad de flujo de 1.5 mV/min. Previamente se determinaron los tiempos de retencion

de la a-solanina y a-chaconina como referencia.

F. ESTUDIO BIOLOGICO DE CUATRO ESPECIES SILVESTRES DE PAPA
MEXICANA.

Preparacion de los estractos

Para la rcalizacion de las prucbas biolégi se plearon las sigui P

silvestres mexicanas de papa: Solarmum stoloniferum (originaria dec San Luis Potosi),

Solanum cardiophyllum, Solarmum polytrichon y Sol ich . la preparacion de
fos diferentes extractos -— hexanico, acetato de etilo y metandlico —  se llevo a cabo
di una extraccion sélido-liquido en un equipo Soxhlet (12 h cada uno) como se

muestra en cl diagrama 8, las cantidades empleadas dc material vegetal se encuentran
especificadas en la tabla 15.



Colects det
1 de

Solarnum
stoloniferum

michoacarnum

Ext, S6l-Liq con los diferentes
disolventes 12 WA

1
Extracio hexanico con Exaracto
acetato de etilo mnetandlico
1 {
Realizacion de pruchas
antimicrobianas y
J alos

crudos.

i
Diagrama 8. Forma de ob! ion de Yos di encl

dc especics silvestres de papa.



PESO lemmmY LOS EXTRACTOS
ESPECIES SILVESTRES MEXICANAS DE PAFA

DISOLVENTES
MATERIAL HEXANO ACcOEt McOH
VEGETAL
-A- -B- -A- -B- ~A- l
HO A S Y TALLO
S .polwvitrichon 25g 400 mg 25 g 802 mg 25 g 1017 g
. cardiophyiium 258 577 mg 25g 1041 g 25¢g 4g
S michoacarmm 14 g 247 mg 14g 524 mg g 2261 g

H O J A S

S. staloniferum l 25 g TSZlms' 24 g ll.l’llgl 25g )3.8563

R A 1 Z
S potvtrichon 6g 100 mg 6g 110 mg 6g 690 mg
S. cardiophyitum 17g 550 mg 17g 248 mg 17g 1630 g
8. stoloniferum jog 175 mg g 326 mg 0 3.884 g

A= Pcso del matcrial vegetal seco y molida B= Peso del extracto obtenido

colacado a extraccion.
Tabla 18. Canti cor i al material vegetal seco y a Jos difercntcs extractos

crudos, de las cuatro de papa




Tonick d fremte A '? di L.

ESTYA TESIS KO DIBf
@ Obtencién de las larvas de Ariemia salina L. SALIR BE 1A  EiButlniGA

Se construyd una pecera conformads de un area oscura y otra iluminada, la cual

contenia 600 mi de agua de mar anificial'’”!. Se depositaron 50 mg de huevecillos en la

zona oscura, se O €On una acr i6n ligera y continua, a una temperatura de 28C
durante 48 h, después de la incubacién se colectaron solo las larvas fototropicas
o Preparacion de las muestras.

Se disolvieron 20 mg de extracto en 2 ml de disolvente con ¢l que fuc preparado
cada uno de los extractos. A partir de esta dilucion se colocaron en tres viales 5, 50 y 500

i respecti para ob una acion final de 10, 100 y 1000 ug/ml. Se
prepard un blanco con 500 i del disol pleado; las as se prepararon con
48 h de ici idén a la reali ion del bi yo con la finalidad de elimi el

disolvente!™),

@ Realizacion del bioensayo.

Se colocaron 200 u! de DMSO!?! y 1.5 ml de agua de mar artificial a cada uno de los

viales, incluyendo el vial que sirvié de bl D és se depositaron 10 larvas viables

- 1 . .

pr y se aforé a un volumen de 5 ml con agua de mar. Las muestras

1'% 5S¢ colocaron 38 g de sal marina artificial por cada litso de agua. una vez disuelta se le adicionaron S
gotas de anticloro.

1201 §_as muestras para cada fucron por i por lo cual sc requiricron 60 mg de
extracto tosal.
211 S¢ empled DMSO para di el dcbido a que sc ha informado guc ¢s un

disolvenie menos téxico para la Arremia salina L.,



se incubaron bajo iluminacidn en la pecera durante 24 h; tiecmpo después, sc procediod a
contar las larvas viables y se calculd CLy, con un programa de cdmputo que utiliza el analisis
de probitas de Finney®?,

Ensayo microbiolégico.

& Preparacion de Ia muestra.

Se pesaron 40 mg de extracto seco, los cuales se disolvicron en 0.2 ml de tween 80 y
1.8 ml de solucion salina estéril al 0.8%. Una vez disuel el se adicioné

asépticamente & un matraz Erlenmeyer que contcnia 38 ml de dio AST previ

estéril y a 50 C, para obtener una concentracion de 1 mg/ml. El medio de cultivo con el
extracto se adiciond en partes iguales en dos cajas Petri estériles, posteriormente se

incubaron a 37 C durante 24 h con la finalidad de realizar la prucba de esterilidad.

e Preparacion de los microorganismos.

Los microorgani 120 5o ieron en el medio de cultivo AST, para el
bioensayo se preparé medio CST, ¢l cual se colocd en tubos de ensaye con tapdn de
bakelita y después de ser esterilizados con el medio CST se inocularon (del tubo de
cultivo en AST) ¢ incubaron durante 24 ha 37C; pto AMycob itum smeg is, el

cual se incub6d durante 48 h. Después de la incubacion, se tomé una alicuota de 0.1 ml de

medio de cultivo y se diluyd con 9.9 ml de solucion salina estéril para alcanzar una
dilucién final de 1:100 misma que se utilizé para el bioensayo.

(391 | as cepas fucron adquiridas del cepario de la i de C i i i (IPN, M
D.F




& Bioensayo.

Después de la prucba de esterilidad, tas cajas Petri que ian el dio de culti
¥ ¢l extracto fueron inoculados con los difi microor i Para ello, se dividio

1a caja en 10 sectores iguales como se muestra cn 1a figura 4, el sembrado de los diez

46

microos 3 se evo a cabo por medio de 1a técnica de cstria. Las cajas
Petri fueron i bad. d 24 h,

po en el cual se determind su actividad
icrobi por medio de la inhibicién del A de los microor i

1 Afpcobacterium smegmalis 6. Bacillus sublilis

2. Staphylococcus aureus 7. Sarcina lutea

3. Streptococcus mutans 8. Escherichia coli

4. Streptococcus agalactios 9. Psewdomonas aeruginosa
S. Strepetococcus faecalis 10. Candida albicans

Figara 4. Esquema de 1a cajs Petri quec muestra 108 secioves y forma
en que fusron tos 3 i




a2
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A. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS A LA GOTA CON REACTIVOS
ESPECIFICOS PARA LA DETECCION DE ALCALOIDES.
I mg 6 mg

Mayer - - - +
Wagner -+ - -* -
Hager - - -~ -
Dragendortf - - + +
Marquis - - - -
Clask - - - -+
Acido uhnico - + - -
Scheiber's Ll - -~ +
Tricsoruro de antimonio - - - -

&e p 3 3 7 7

Tabla 16 Pruchas a la gota pars la en el EwOH

de Ruta graveolens.

Colorin macho (3 mg)

Mayer + - + +
Wagwmer + - + -
Hager + + -+ +
Drageadortf + + -+ +
Marquis + -~ - -
Clark - - + -+
Acido i - - + +
Scheiber's -* b + h
Triclorurc de amimonio - - - -+

o p » 7 7 s s

Tabia 17. Prucbas a la gota para la V! en cl EtOH

de Erythrina amertcana.

@ (<) = Prucba ncgativa
® (+) = Prucba positiva




Img 3mg

‘Wagrer - -
Hager - -
DragendortY - +
Marguis + +
Clarke + +
Acido tanico - -

iber’s + +
Tricloruro de antimonic + +

a= p posith s s

Tabls 18. Pruchas a |a gota para Ia deteccion  de alcajoides
en Ia coichicina.

Se realizé un cuadro comparativo entre algunos reactivos y los extractos probados
de Ruta graveolens, Erithwyna americana y la coichicina, debido a que sec obtuvicron
respuestas visuales variables.

OBSERVACION ESPERADA POSITIVA OBSERVACION OBTENIDA

Clark (coloracién rojo-violécea) Ruda (amarillo a verde)
Colorin hembra (lila inenso)
Colchicina (amarillo claro)
DragendorfY (precipitado café rojizo) Ruda (precipitado café intenso)

Colorin y 1 p blanco,
que evoluciona a verde pistache y cs muy cstable)
Colorin macho (precipitado blanco)

Ruda y colorin hembra (verde brillante)
Colorin macho (precipitado amaritlo)

Scheibler’s (azial metilico)

P
Mayer (precipitado amarillo) Colorin 1]
Marquis (coloracidn rojo ladrillo) C i
Tri de i 3 i6n cereza) Colchicina (amarillo)

Fabla 19. C dc las obser ] para un MISMO reactivo.



Extracto hexidnico Extracto cloroférmico
2mg 3Img 3mg omg

Wagner R4 Ed - -
Hager - - -~ +
DragendorfY - - - -
Marguis g - - -+
Clark - - - -
Acido tanico - - - -
Scheiber's - - - -
Triclovwro de antzmonio - - - +

e p » 3 3 s s

‘Tabla 20 Prucbas a la gota parala de en el
y mico de S. stol en

EXTRACYTOS DE S. stelonifevam EN PULPA

Extracto hexinico (3mg) Extracto cloroférmaco
GOmg)

Mayer - —l - pe -
Wagner -+ + -+ +
Hager + + -+ -
Dragendorff - - - -
Marguis - - hd -+
Clark - - - -
Acido tanico - - - -
Scheiber's - + - +
Tricloruro de antimonio - - +* +

de p ™ 3 3 7 7

‘Fabla 21. Prucbax ala gota parala dc al i enecl
vyl mico de S. stolonif en pulpa.




“EXTRACTOS DE & ssaloniferuns EN PARTE AEREA.

Extracto hexanico (3mg)

Extracto cloroférmico
Gmg)

Tricloruro de anumonio

R R R YR

CE e g

Ve a4
v

de p positi

«n ¢l

Tabls 22. Prucbas a la gota para la d
A s .

y mico 4

en parne

ALCALOIDES EN Solanums stolonifersm.

Moezcla de elucién: MeOH/NH,OH
200:3, 1 vez

Revelador: SbCly/CHCI,

Muestras:

A. x=-Solanina (i = 43)

B. Solanidina (i ~ 81)

C. x-Chaconina (b = 68)

1. y 2, Fase cloroférmica de cascara
(diagrama 4)

3. Fase cloroformica de parte aérea
(diagrama 1)

4. Fase acuosa de ciscara (diagrama 3)
5. Fase acuosa de pulpa (diagrama 5)

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA LA DETECCION

DE

McOH-NH.OH (200:3)

S

o

g ° &S o
e, 8

0 o 0 % g

5 i

E -4
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Obser L Enla 1 todas las mucstras aplicadas s¢ obscrvan con SbCl; de
color rosa, excepto A, y Az : las cuales indican longitud dc onda corta (254 nm) y longitud dc onda
larga (365 nm) de luz ultravioleta. .

De la extraccién continua con CHCI; (diagrama 4), cn la ciscara se obtuvicron dos mucstras
20 h y 30 h, en la muestra (1) sc obscrva un compucsto quc rcvela con longitud dc onda corta,
do con la ) y otra in que da prucba posittva con SbCh . pero
quc presenta un Ry mayor a la «—chaconina y menor a 1a solanidina

En la fasc clorofénma dc la pan: aérea (di 1. pués de la ién liq-liq. con
CHC},, se obscrva la pi de y otra ia con R¢ mayor a la «-chacomna,

dc la pi ia de P

La fasc de la ca después de la i liq-liq. con CHCI). (diagrama 3),

1a p: ia de dos ias quc no corr den a las que lan de color
rosa con ¢l SbCl,. Fi en la fase de 1a pulpa (diagrama 5), sc obscrva la presencia de

lanina y h i
GBF2

MeOH-NHLOH (50:1)

Mezcla de elucién: MeOH-NH,OH
$0:1, 1 vez

Revelador: SbCly/CHCl
o

Muestras:

A. <-Solanina (Il = 35) Q OO

B. Solanidina (8 = 71) 0

€. «-Chaconina (s = 54)

1. Mezcla de alcaloides parte aérea (diagrama 1)

A B C 1 1

La de parte aérea sc aplu:é por duplicado y sc observa la presencia
de h i demas de otras ias quc son al SbCl,.




OF3 MeOH-NH.OH (50:1)

Mezcis de eluciba: McOH-NH,OH

50:1, 1 vez
Revelador: SbCly /CHCl, @
Muestras:

A. xc-Solanina (@ = 35) OO@
B. Solanidina (W ~ 85)
C. x-Chaconina (ls = 70) c=

1. Mezcla de =-Solanina y x-Ch. Om \@ O

Q

de cascara (diagrama 3)

2. Fasc acuosa alcalinizada de ciscara
(diagrama 4)

3. M la de Solanina y oc-Ch i
dc ciascara (diagrama 4)

4. Solido viscoso de cascara
(dllgrtma 4)

» @80

uo;anidlna
o - chaconina

4

S. Preci tuble en i de
pulpa (dmgrun- 5)

6. Fase clorofdérmica de pulpa

(diagrama 5)

7. Fase cloroférmica de pane aérea
(diagrama 2)

8. Fase acuosa de parte aérea

(diagrama 2)

Obser B En las I, 2y3qncw- P alacd di 3y4d), sc
obscrva la pi ia de oc: y h En cl sélido vi de la ca d 4),
ademis de la «-solanina sc obscrvan otras cuatro suslancus. las cualcs dan pmcba positiva con
SbCly —— intcnsamentc rosa —— , QUE NO COrT o de las refer

En la fase metandlica obtenida de la pulpa (diagrama 5), sc obscrva ademas dec la «-solanina,
tres sustancias que dan prucba positiva con SbCl, ., de las cuales cabe destacar quc la que sc

da cn la ! sc observa en luz ultravioleta de longitud de onda cornta. En la
mucstra 6, quc corresp a la fase mica de la pulpa (diagrama 5). sc obscrvan tres
con Juz ultraviol: de ) itud de onda corta y larga, mientras que con cl revelador las

manchas toman una coloracidén café, por lo cual sc pucde afirmar que dichas sustancias no poscen
cstructura csteroidal.

En la fase cloroférmica (7) y acuosa (8) dec la parte aérea (di 2). sc i la
pm de alaloldcs En la primera, sc observa la presencia dec una mczcladcu:-solanmay
queenla da, solo sc obscrva la presencia de solanidina,




[__Z ] MeOH-NHLOH (50:3)

Mezcla de elucién: McOH-NH,OH ”
50:1, 1 vez ™ o

Revelador: SbCl; CHCl, o) o Y
Muestras:

A. oc-Solanina (v = 48) -

B. Solanidina (W = 84) (o] O I o] g

3. Precipitado de la fase McOH
4. Fase Me;CO

S. Precipitado de EtOH

&. Precipitado de fase Me:CO
7. Fase con H;O

sofaniding

a«chaconina
o
S oo
O
o

n
8
o
]
‘
[}
]
:
> s C

w
n
5
N
")
b
wn
(4]
~

Obsesrvaciones: En la cromalophca 4, la fasc EtOH (1) y McOH (2) presentan los mismos

y una i d:ll,—35nu:noralaa-sohmna sin embargo,
los p ipitados de cstas son . Elp do quc sc ob! cn la fasc metanolica
(3), tenc h. i y otra 'd:&=87mayoralax-solu1mrmcn:nsqucmcl

ipitad ido de la fasc Ol sc observa una mezcia mas complcja que tienc adcmas dec la

h ina , oc ina y dos ghi lcaloides que no fucrom identificados.
En la fasc solublc ¢cn acctona (4), sc obscrvan 2 i color
rosa con ¢l SHCl, y una sustancia que revela con luz uluawolmdc longxtuddconda larga. Por lo
tanto sc pucde luir quc s una con Ry mayor a la solanidina (soluble

anicamente en MeOH), a-solamna (;parecc en c! precipitado de la fasc ctanolica), oc-~chaconina
(soluble en EtOH, McOH y Me;CO) y tres sustancias con Ry menor a la «c-solanina.

Porou-ohdoseobscrvaqucla 6 csta ituida por 6 i 2 de las cuales

cor ala y sol i . micntras que cn la fase acuosa (7) no se¢ determino la
ia de N




SSF S
Mezcla de elucién: McOH-hexano
9:1, 1 vez
Revelador: SbCly/ CHCly
Muestras:
A. x-Solanina (s = 19)
B. Solanidina (e = 50)
€. =x-Chaconina (I8 =~ 44)

1. Solido café cascara (Diagrama 3)

MeOH-hex
(9:1)

Obser En la cr 1 sc observa que ¢l sélido café obtenido de la ciscara
(diagrama 3), pi una I ias que rcvelan de color rosa con SbCl,, los cualcs no
cor a los loid dos como r i

McOH-NH.OH

[ ] 50:1. 1 vez
MEZCLA de elucién: McOH-NH,OH
50:1, 1 vez
Revelador: SbCl, /CHCI, O
Muestras: §§ 0
A. «c-Solanina (I = 36) - E o
B. Solanidina (&= 77) 0 4
€. ac-Chaconina (I8 = 66)
1. Muestra soluble en McOH de pulpa
(diagrama 4) A BC 1

en McOH, obtenido de la pulpa (diagrama 4),
al de las ias quc p! un Ry = 44 mayor a
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C. CARACTERISTICAS DE LOS SOLIDOS AISLADOS DE Solarnum stoloniferum.

SOoLDO

CANTIDAD
OBTENIDA

SOLUBILIDAD

PUNTO DE FUSION

Salbido amantlo (A)
obtcnido de Ia ciscara

Solido cnistalino (B)
obtenidos dc la ciscara

Cristales blancos (C)
obtenidos de la cascara

Triacilghcerol
obtcrudo on la ciscara

Sélido amarillo (D)
obtenido en la pulpa

Sacarosa obicnida de
1a raiz

Sélidos cafés

254 mg

104 mg

40 mg

70 ing

o8 mg

1.-424 mg
2.- 54 mg
3.- 560 mg
4-274mg
5.~ Smg
6.-3 mg
7.-20mg
8-5mg
9.- 64 mg

Soltuble en H;O,
parcialmente sotuble en
CHC, c insolublc ¢n
Me:CO

Insalubles en E101,

CHCH. AcOEt ¥y hexano
Parcialinentc soluble en
McOH y soluble ¢n H.O

Solublc en H2O ¢
insolubles en EtOH,
CHCIl, y AcOE1

Saluble en McOH, E1OH
» CHCl,

Soluble ¢en McOH, EIOH y
CHCI,

Insolubles en  McOH,
CHCI,, AcOE: y hexano.
Soluble en H;O.

1oc
(Descompone)

230C
(Descompone)

240C

s50C

i7uC

O a 130 C,

i en
H:0 y HC! al 10%.
Insoluble en hexano,
AcOEtL, CHCI;. McOH,
EtOH y Mec;CO.

|

una parte fundc a
160 C y otra a 240
C, pero a 380C no
prescnta punto de
fusién.

propuesta cn cada uno dc fos diagramas.

Tabla 17. Caracieristicas de los solidos obtcnidos de acucrdo a la metodologia
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D. DATOS ESPECTROSCOPICOS Y ESPECTROMETRICOS DE LAS
SUSTANCIAS AISLADAS.

Solanidina.

Espectro 1 IR Ve CHCly (em’): 3612, 2051, 1929, 2869, 2848, 2788, 2748,
1456, 1377, 1139, 1043 y 1018

Espectro 11 EM (1. E) nv/z (%) 399 (M° +2, 0.2), 398 (M™ +1, 12.7), 397 (M",
44.9), 396 (22.8), 382 (14.4), 368 (2.5). 256 (2.9), 236 (2.1), 203 (31.4), 178
(4.2), 151 (14.8), 150 (100), 136 (5 1). 98 (7.2), 69 (5.9). 57 (7.6), 55 (6.4) y
43 (5.5)

Espectro I1l. RMNYC (75 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): C-1 (37.26), C-2
(31.64), C-3 (71.78), C-3 (42.29), C-5 (140 82), C-6 (121 68), C-7 (32.05). C-
8 (31.64), C-9 (50.22), C-10 (36.6), C-11 (20.90), C-12 (39.93), C-13 (40 28),
C-14 (57.61), C-15 (33.36), C-16 (61.03), C-17 (63.04), C-18 (16 48), C-19
(19.48), C-20 (36.60), C-21 (18.25), C-22 (74 65), C-23 (29.28), C-24 (31.07),
C-25(31.33), C-26 (60.23), C-27 (19.37).

Espectro I'V. RMN'H (300 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 534 (d, J = 4 8 Hz,
1H), 3.5 (sciial ancha, 1H), 3.47 (s, 1H), 2 835 (&, ] = 102 y 3.6 Hz, 2ZH),
2.605 (m, 2H), 2.27-2.08 (s, 2H), 0.99 (s, 3H), 0.91-0.89 (d, ] = 6.6 Hz, 3H),

0.80 (s, 3H).

Triacilglicerol.

Espcctro V. RMN'H (300 MHz, CDCl;, TMS), & (Ppm): 0.85 (¢, J = 6.7, 9H,
CHj-), 1.25 (s, 46H, -CH>-), 2.30 (vd, 1 = 7.5, 1.8, 6H, -CH:CO), 4.14 (dd, J =
11.8, 6, 4H, -CH20), 4.29 (ckd, J = 11.8, 4.3, 1H, -CH20-), 526 (d7, J = 5, 1.8,
2H, CH=CH-), 1.54 (s, XH, CH)-).

Espectro VI. IR Vau. CHCH (cm’'): 2956, 2910, 2850, 1736, 1472, 1390, 1276,
1256, 1178, 1112, 1058, 718.
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Sélido “D™ obtenido de pulpa de Solanum stoloniferum.

Espectro V1L IR veu. KBr (cm™'): 3409, 2930, 1568, 1446, 1053 y 614 cm’"

a-Solanina.

Espectro VIIL IR v .. KBr (ecm™): 3420, 2927, 2848, 2782, 1636, 1452, 1380,
1255, 1143 y 1070

Octacetil-8-D-fructopiranosil-a-D-glucopirésido.
Espectro IX. IR v, CHCIy (cm™): 3333, 2304, 1769, 1377, 830.

Espectro X. IR Veu. CHCl; (cm™): 2960, 2931, 2857, 1750, 1523, 1424, 1372,
1041, 928.

Espectro XI. RMNYC (75 MHz, CDCl;, TMS), 5 (ppm) 61.76 (-CHs-, 6),
62.88 (CHa. 6°), 63.66 (-CHa-, 1°), 68.19 y 68.50 (CH. 4, 4'), 69.63 y 70.28
(CH, 2, 3%), 74.98 y 74.68 (CH. 5, 5°). 79,11 (CH, 3), 89.93 (CH, 1), 104 (C
cuaternario, 2°), 169.56-170.75 (-C=0).

Espectro XII. RMN'H (300 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 5.61 (d, J = 3.7,
Hy), 5.34 (2, Hs, Hj-, FL), SO0 (¢, J = 10.4, L), 4.8 (del, J = 10.4 y 3.7, Ha),
4.17 (m, Hy-, Hs, Hs-, Ha. He'), 2.04 (m, CH,).

Espectro XIV. EM (L.E) mv/z (%): 331 (66.89), 271 (5.4), 212 (8.1), 211
(73.64), 187 (2.7), 169 (89.86), 139 (6.75), 127 (12.16), 109 (4391), 97
(9.45), 73 (5.4), 43 (100).

Séolido café .
Espectro XV. IR vau. KBr (em™'): 3370, 2953, 2923, 2854, 1653, 1461, 1382,

1268, 1051].

EspectroXVI. IR vu CHCIl; (cm™'): 2966, 2931, 2862, 1720, 1463, 1463,
1382, 1290, 1131, 1076.
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E. ENSAYOS BIOLOGICOS.

Bioensayo de toxicidad en Artemia salina 1.

En la tabla 24, se muestran los resultados obtenidos en los diferentes extractos de las

partes aéreas y raiz dc 4 especies de papa silvestre mexicana

BIOENSAYO DE TOXICIDAD FRENTE Artemia salina L.

PORCENTAJE DI
CLa LIMITE LIMITE
ENTRACTO 10 1000 | (p/mdy | INFERIOR | SUPERIOR
ng/mb) nE/mly ng/mi)
Hexamico 133 443 58S - - -
S polyirichon Acctato de culo RET 3133 F3A3_| 20y SE7) 180 733 295 739
thojas ¥y tallo) Metanolico 433 34 a4 92 22 152 6oy 113 97 204 216
Hexanico 3.3 o 67 5222 11086 39 S3R 032 1608 687
8. cardiophyiium Acctato de etalo 222 1o I 67 2965 13 - -
(hojas y tallo) Mctanolico i 777 67 78 | $57 740 396 S08 #33 957
[} 334 33 13 33 - N -
S michoacanum Acctato de etilo 4343 111 6 67 4635 7O 1RS6H 033 -
thojas ¥y tallo) Metanohico 555 15 85 9s 5% 201 391 182 68y 264 793
Hexanico 3 44 558 10 - - -
S. stoloniferum Acetato de etilo 222 333 6 67 - - -
(hogas) Mctandlico 777 777 3667 |S51205] 1765612 -
Hexamico 333 11.11 10 - - -
S cardiophviium Acctaio de culo - 333 333 - - -
(ratz) Mecuanolico 333 1 ) RS8R 730 SaAx 033 1608 657
Hexamco 443 7TR B RR] - - -
stoloniferum Acctato de enfo EREY 30 43 34 11174 06 SK2 Y60 3701.338
{(raiz) Mctanolico 443 33.33 93.33 130,629 97.83 174472
Hexanico 333 433 778 - - N
S. polurychor Acetalo de ctilo 222 333 12 22 - - -
(raiz) Meanolico 333 18 89 61.11 576860 3R1.042 9HI RO

Tabla 24.- Biccnsayo de toxicidad frente irtemia salina .. cn los extractos hexanico, accl;uo de culo

¥ mctandlico tanto cn partcs aéfeas como en raiz de cuatro

mexacanas,

de papas
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Prucbas antimicrobianas.

En la tabla 25, se muestran los resultados obtenidos en los diferentes extractos de las

partes aéreas y raiz para 4 especies de papa silvestre mexicana.

EVALUACION ANTIMICROBIANA DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS

MICROORGANISMOS
EXTRACTO 1 2 3 4 b o 2 b3 @ 10
Hexamico - - - - - M - - _ N
Salanum palvtrichon Acctato de etilo - - - - - N N - N ~
traiz) NMctandlico - - - - - z - - - -
Solanum polvirichon Acctato de ctilo - - - - - - - k3 - -
(hojas y talloy Mctandlico A . - Z - z N A - N
Hexanico + - - - - - - N ~ -
Solanum stolon ferum Acctato de clo + - - - 1 - - - - -
(rawr) Mctanolico + - - - - - - - - -
Hexanico * - - - - - - - N _
Solanum siolomiferum Acctato de etilo - - - - - ~ - - + -
(hoyas) NMetanohoo = = - Z z z N R ~ -
Hexanico - - - - - _ - - _ -
Solartum cardiophylium Acctato de ctilo - - - - - -+ + - - -
(raiz) Mectanolico ~ - - Z - _ N T Y N
Hexanico - - - - - - - _ - -
Solarnum cardiophviium Acctato de culo + - - - - - - - - +
(hojas y tallo) Mctanolico - - - - - - - - - -
Hexamico, - - - - T - - - = -
Salanum michoacanum Acctato de etilo - - - - - - - - - -
thojas y talio) Mctanolico - - - - - - - - - -

(+) = actividad (-) = sin actividad

t1) = poca actividad
1. AMycobacterium smegmatis
2. Staphylococcus aureus

3. Streprococeus mutans 8. Escherichia coli

4. Srreprococcus agalacthiae 9. Pseudomonas aeruginosa
S. Streptococcus faccalts 10. Candida aibicans

Tabls 28. R de la de los extractos crudos obtenidos de cuatro especics
de papa silvestire mexicana.

6. Bacillus subtilis
7. Sarcina lutea




F. IDENTIFICACION DE a-SOLANINA Y a-CHACONINA POR CLAR.

Por medio de cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa, se logro
identificar y determinar ademas de los alcaloides comunes otras sustancias que fueron

detectadas en UV como se muestra en la tabla 26, siguiendo la metodologia propuesta por
Dany Friedman™

IDENTIFICACION DE a-SOLANINA Y a-CHACONINA EN CUATRO

. ESPECIES SILVESTRES MEXICANAS DE PAPA POR CLAR
MUESTRA TIEMPO DE RETENCION (min.) Aty AtRE- ATRP
a-Solanina | u-Chaconina OTRO
Estandar 52 577 0.57
S. stoloniferum a7 52 3.5.4.0.59 0.5 0.07
S. cardiophyiium 44 1.8 2.5, 67 o4 0.17
S.polytrichon 52 5.7 3.0.3.5,3.0,47, os 0.0
6.7, 7.4,7.9,.96,
133

S. erherberg:t 46 s.0 38,44, 67.7.9 0.4 017
8. stoloniferum” 47 50 0.3 0.27

“L.a mucstra corresponde a la mezcla de alcaloides punficada de la paric adrea cOma se ruestsa cn
c} diagrama 1y 2.

ATR1 = Tiempo dc retencion de a-solanina - Tiempo de retencion de a-chaconina

AtRE- AIRP = ATiempo de rctencidn del cstandar - ATiempo de retencion del pruhlcma
Tabis 26 . Anilisis cromatogrifico -CLAR- dc la pulpa dc $ ics dc papa
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS




A. DETERMINACION CUALITATIVA DE ALCALOIDES CON REACTIVOS

ESPECIFICOS.

Para la decterminacion cualitativa dec alcaloides en los extractos hexanico y

cloroférmico de las partes adreas, cascara y pulpa'®” de Solartum stoloniferum, se procedid
de acuerdo a lo informado en la literatura'®, de donde se afirma que para poder concluir que
los extractos presentan alcaloides, deben resultar minimo 6 prucbas positivas. De acuerdo
con lo anterior, sc¢ puede sefialar que los extractos ctandlicos de la ruda (7 prucbas
positivas), colorin macho (7 pruebas positivas) y colorin hembra (8 prucbas paositivas)
posecen alcaloides como constituyentes mayoritarios. Por otro lado, el numero de pruebas
positivas dc la colchicina (5 prucbas positivas), se puede explicar en funcion de su nitrogeno
alifatico primario, el cual no posec un gran caracter basico, ya que no forma una scric de
sales definidas como las eritrinas, que son los principales alcaloides del colorin™, asi como,
los derivados de Ia acridona constituyentes mayoritarios encontrados en la ruda”, los cuales

forman sales insolubles y/o complejos coloridos con los reactivos empleados.

En la mayoria de las reacciones para la determinacion de alcaloides, sc presentan
i den cstar

Ita T i de complejaci y precipitaciéon-, los P

equilibrios sirm
determinados por la presencia de otros iones o sustancias que pucdan reaccionar con un

do; ad as de la peratura, pH de la solucién, concentracién del

reactivo deter
reactivo o del alcaloide y el tiempo de reaccion, como sucede con el reactivo de Scheibler's,

ver tabla 19.
Los reactivos que dicron mayor nitmero de prucbas positivas son: Mayer, Hager y

Dragendorfl. Sin embargo, los reactivos de Marquis y tricloruro de antimonio pucden
producir reacciones falsas positivas. El reactivo de Marquis provoca la condensacién de

3 Se realizo un i iminar, de plantas medicinales ruda y colorin, asi
como un ide puro, la ici con la finalidad de como i ¢stos con los




compucstos ar ati con cl formaldchido, para gencrar los compuestos diarilmetilénicos,

los cuales se oxidan a quinoides coloridos (prueba de Le Rosen para compuestos
aromaticos)®. Esta pruecba es positiva para derivados del fenilpropano, como ct xici(jo
caféico, cumirico, cinamico y fenilico El tricloruro de antimonio forma un complejo con el
(los) sistema (s) que contienen dobles enlaces, como por cjemplo la vitamina A, los
carotenoides, terpenoides, esteroles, saponinas y flavonoides entre otros™. En el caso de los
alcaloides esteroidales se debe a la presencia de la doble ligadura entre los C-5 y C-6 de
dicho esquelcto

Dc acuerdo con los resultados mostrados en las tablas 20-22, se pucde afirmar que
los extractos hexanicos —— partes aéreas, cascara y pulpa — no presentan como
constituyentes a los glicoalcaloides; mientras que los extractos cloroformicos —— pulpa vy
cascara, pero no dc partes aéreas —_  mucstran como constituyentes a dichas sustancias e¢n

funcion del numero de prucbas positivas obtenidas

B. IDENTIFICACION DE a-SOLANINA Y a-CHACONINA EN LAS PARTES
AEREAS (HOJAS-TALLO) DEL EXTRACTO AcOH/EIOH/H 0.

La fase cloroférmica, a la cual se le realizaron pruebas con los reactivos especificos
para alcaloides (diagrama 1), se concentrd y sc disolvié en MeOH, scparandose lo que se
solubilizd en este disolvente (eliminando la mayor parte del pigmento). En csta fase se

identificd por @8¢ (1) la a-solanina y otra estructura con @ mayor a la a-chaconina, asi se

comprobé que las prucbas cualitativas no permitieron la vi 1i ion de las 1 i enecl
extracto por ia interferencia de los pigmentos.

En la fase acuosa alcalinizada sc obtuvo un sélido viscoso que fue lavado con MeOH

(diagrama 1), en esta fase se d S una la de s ias esteroidales con el reactivo
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a6

de SbClY/CHC; por medio dc 88F (2), dc donde sc  pudo id

a la a-ch i 2%
posiblemente a la a-solanina, 40 mg de solido cristalino. Debido a que no fue posible su
purificacion, se comprobd la presencia de cstas sustancias por

CLAR, ecn la 1abla 26, se
muecstra ¢l tiempo de

retencion para la a-solanina y a-chaconina empleados como
estandares. Sc inyectaron 5 pl de la muestra obtenida en ¢l cromatografo y sc encontraron

dos picos asi dos a la a-sol

(8= 4.7) y a-chaconina (8 = S 0), ver cromatograma 1,
1a diferencia entre ambos picos (0 57) no difiere al de los estandares (0.5).

Comprobada 1a presencia de la a-solanina y a-chaconina, se procedioé a hidrolizar

28 mg de la muestra con la finalidad de obtener a la solanidina, esqucleto base -solanidano-
de ambas sustancias

- |

anwe %‘%
e \‘o
§1.... [l “

L

Cromsstogramsa 1. Ticmpo dc

para de y



Caracterizacion de Ia Solanidina (1).

En su espectro de IR (espectro 1) se observa una banda de absorcion a 3612 cm™, 1a
cual corresponde a un grupo hidroxilo, ademas de las sefales a 2930 y 2870 cm’
correspondiente a v (C-H) sp‘. que indica un esquelcto altamente hidrocarbonado. En su
espectro de masas (espectro 11) se observa un i6n molecular de m/z 397, cuyo analisis revela
una formula estructural Cx,HaNO (2=7) Estos datos sc¢ confirman con su espectro de
RMN"C (espectro I11), en donde se observan 27 sefales; las cuales aparecen entre & 140 8-
121.7 y corresponden a carbonos sp® de un doble enlace C-C, lo cual esta de acuerdo a lo

observado con el reactivo SbCls

El espectro de masas de esta sustancia presenta picos caracteristicos de m/z 204 y
150 de un sistema indolizidina. el cual se encuentra formando los anillos E y F del esqueleto
del solanidano, en ¢l esquema 2 se describe ¢f patron de fragmentacion de la sustancia en

discusion.

Budzikiewicz y laboradores®® establecieron también ¢l patron de fragmentacion

para los tres diferentes tipos de aglicona que presentan los glicoalcaloides . por ejemplo el

tipo sccosolanidano como la solanocapsina (45), se caracteriza por la presencia de un pico

estable de m/z 114 y del espir 1 como la sol dina (3 1), por los picos de m/z 138 y
114. Por lo tanto, lo anterior confirma que la estructura de la sustancia obtenida es de tipo
solanidano. En la figura 5, se muecstran los fragmentos quc originan los picos caracteristicos

de las diferentes agliconas encontradas en los glicoalcaloides.
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Esquessa 2. Patron de para la i por 28




SOLANIDANO
1 X
vz 138 m/r 204
SECOSOLANIDANO
H, H
NN
2
HO
m/z 114
ESPIROSOLANO
< o— X -
N
@ w Ny
m/z 138 wm/z 114
ﬁmr‘ 5. F que los picos isticos de los upos de que
los gl i dc a ik .3,
Ademas, sc observan los fr correspondientes a los picos de m/z 397 — ién
molecular—, m/z 396, 382 (M-15) y 368 (M-29), los cuales se pucden explicar con lo

descrito en el esquemna 3.



®
>
1
s 397
[=2])
-an®
-
HC &
vz 382 (M- 15)
3
vz 368 (M - 29)
Oof
Eaquemn 3. Patron do Y para cxplicar 10s T m/z (M-15) y 368 (M-29)

para cl espectro de masas de la solanidina.
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Aunado a la descripcién anterior, en el espectro de RMN'H (espectro I'V) se observa
ad 534 (J = 4.8 Hz) una sefial « que integra para 1 hidrogeno, ei cual corresponde al

hidrégeno vinilico del C-6, como se ilustra en l1a figura 6.

HO,

H o H

& 534

Figura 6. Hidrogeno vinilico presente en la estructura aislada de acucrdo
a su espectro de RMN'H.

La presencia del grupo hidroxilo se confirmé por la sefial simple 8 3.46, en la figura
7 se muestra la zona donde aparece dicha sefial, la cual desaparece al correr su espectro de

RMN'H con D;O, esto indica que existe un intercambio de hidrogeno por deuterio.

La sefial que aparece en 3 2.82 (dd, J = 10.2 y 3.6 Hz) corresponde al par de
hidrogenos diasterotépicos ubicados en la posicion 26, cuyo desplazamicnto quimico esta
determinado por ¢l efecto de desproteccidon que causa el nitrogeno sobre dichos

hidrégcnos"", lo cual se muestra en la figura 8.

% Para los idcs de la sefial quc a los hi det C-26
a un desplazamiento a campo més alto, debido a la repulsidon clecuﬁmca quc sufre cl Ha e
lomandcnolprennu’lusz74(dJ-70Hz.2H)las cor a estos cn su

espectro de RMN'H



DO
+ DO e
+H,0
— — —
4 3 4 3
Figura 7. Estructura parcial que rep al del en ¢f C-3 (identificado por e}
del hi dela y el agua en su de RMN'H).
H
H
Figura 8. Efccto de por el hacia los

hidrégenos dcl C-26.
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La sefal multiple centrada cn § 2.61 que integra para 2 hidroégenos corresponde a los
ubicados en la posicién 22 y 16, los cuales sufren un cfecto de desprotecciéon por parte del
nitrégeno, ya que se encucntran en posicion a al mismo. Por otra parte, la scilal compleja en

en § 2 2§ se puede asignar a los hidrogenos alilicos del carbono 4

Dentro del intervalo 8 0.8 y 8 1.0 aparecen las sclales correspondicntes a los metilos
18, 19, 21 y 27, esto puede comprobarse al comparar los desplazamientos quimicos de estos
mismos para otros alcaloides aislados dentro del mismo género, como s¢ muestra cn la tabla
27,

DESPLAZAMIENTO QUIMICO PARA LOS METILOS PRESENTES EN
ALGUNOS GLICOALCALOIDES

DESPLAZAMIENTO QUIMICO (5)
~CH, T an [R2D] 3% gina (44)
18 - 0.9 o H2 087
19 1.04 108 082 0.87
21 0.97 109 0.96 1.09
27 0.83 081 0 8BS OR1
‘Tabla 27. Desplazamuento quimico para los £ cor a los mculos prescntes en 3

glicoalcaloides® .

Por ultimo, al comparar los datos de RMN*C de la solanidina (10) con los
informados en la literatura y las sustancias 31 y 45, ver tabla 28, sc observa que los datos de
la solanidina son muy cercanos a los informados para la sustancia en discusion . El
desplazamiento quimico para el C-3 de la solanidina y solasodina es & 71.6 y 71.7
respectivamente, mientras quec la solanocapsina presenta un & 50.9, la diferencia en el

desplazamiento quimico se debe a la naturaleza del grupo que se encuentra en el C-3.



10. Solanidina (solanidano) 31. Sol di

El C-5 y C-6 de la solasodina y solanidina forman parte de un sistema insaturado

(doble enlace), que debido a su tipo de hibridacion -sp?- los electrones se encuentran mas

cercanos al nicleo, lo que ocasiona que pr

un d 1 O quimico mayor
a 100 ppm — 5 140, C-5 y 6 121.7, C-6 — . En la solanocapsina no se observa dicho
efecto, ya que dichos carbonos presentan hibridacion sp®. También se puede observar una
diferencia en el C-16, ¢l cual se encuentra geminal a un oxigeno en la solasodina y
solanocapsina, mientras que en la solanidina se encuentra en posicién a a un nitrégeno; es
por ello, que este Gltimo se encuentra mas desplazado a campo alto (8 69) en comparacion

con los dos primeros (& 78.9 y 74.1), donde ¢l efecto clectroatractor del atomo de oxigeno
es mayor al atomo de nitrogeno.
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DATOS DE RMNYC PARA LOS DIFERENTES ESQUELETOS DE

GLICOALCALOIDES
TIPO DE ESQUELETO
SOLANIDANO ESPIROSOLANO SECOSOLANIDANO
SUSTANCIA
CARBONO AISLADA SOLANIDINA®™ | SOLASODINA® SOLANOCAPSINA™

(23} oy an 5
1 A7 20 179 37 ke i7 3
2 3164 32 4 399 124
3 7178 712 71.65 509
4 42 29 33 5 42 22 ELR.3
s 140 .82 141 9 140 91 427
[ 121 608 121.2 121 40 3R K
7 312 0% il e 312 OR RARY

b, 31 64 320 31 54 41
v 50.22 30 ¢ 003 S2 R
10 36 60 369 16 57 s
11 20 90 213 20 79 20 4
12 39 93 101 39 RS 391
13 30 28 40 6 30 48 42 4
r 5761 ST KR 50 36 s34 1
33.36 316 32 0% 06

G 61.03 69.2 7891 741
7 63 03 63 3 ©n2 73 60 6
[ X 17.0 16 29 138
d 9. 48 19. 12.30 123
[ 36 60, 36 9 3120 330
21 18 28 8O 15 33 153
22 7465 73 7 UR.2% 68 R
23 292 26 3392 9K 3
243 310 16 30 394
25 31 13 31 34 306
26 o0 60.2 37 548
27 19 127 19 17 18 6

‘Tubla 28 Comparacion dc datos de RMN' 'C dce los upos dc de

asi como dc Ja sustancia obtemda®™™"*




110

El CiI,-19 tiene un ligero desplazamiento a campo alto ¢n la solanidina (6 197) y

solasodina (§ 19.3), en comparacion con el mismo metilo de la solanocapsina (5 12 4)csto sc
puede atribuir a la presencia de la doblc ligadura -

y C-26, esta

Por otro lado, el desplazamiento quimico de los atomos de C
determinado principalmente por la presencia del atomao de nitrogeno, el cual ejerce un efecto
de desproteccion sobre dichos atomas de carbono, cuando se comparan los desplazamientos

quimicos entre la solanidina (10), solanocapsina (35) y solasodina (31), siendo la primera la

que muestra desplazamiento mayor para los C-22 v C-26.

Extracto MecOH/CHCI;

de 6 st

En el extracto MeOH (diagrama 2) se detectd por E8%(4) la pr
de tipo esteroidal, identificadas por la reaccién positiva con SbCly /CHCI;, una de ellas se

identifico como a-chaconina, las otras no corresponden a los estandares empleados ¥ no

pudicron purificarse debido a la cantidad obtenida.

En la fase acuosa al realizar una segunda extraccion con CHClL (diagrama 2), se
demuestra por medio de €6F (3), que tanto en la fase organica como en la fase acuosa se

cncuentran  presentes  alcaloides. En la primera hay presencia de a-chaconina (I = 70) y

una sustancia de @& = 41 mayor a la a-solanina (le = 35), en la fase acusa se determind

de = 90 mayor a la solanidina (I = 85).

pr ia de una su

Asi por medio de la metodologia seguida en el estudio de las partes aéreas de
Solanum stoloniferum, diagrama 1 y 2, se encontré la pr de a-solani solanidina y
sL ias, que probabl scan alcaloid

a-chaconina; ademas de otras cuatro
esteroidales pero que no pudieron purificarse por las técnicas cromatograficas usuales.



C. DETECCION DE ALCALOIDES EN EL EXTRACTO AcOH/EtOH/H,0 EN
CASCARA.

En la fase acuosa (diagrama 3) se dctecto por medio dc €BF (3) la presencia de
alcaloides que no corresponden a las referencias, dicha fasc presentd un precipitado de
donde sc obtuvo un solido amarillo (A), el cual se descompone a 110 C y da prueba positiva
con SbCI/CHC!:. En el espectro de IR se observa una banda en 3376 cm’' indicativa de un
grupo hidroxilo polimérico, en 2933 cm’' la banda correspondiente a la v (C-H) sp® y un

grupo carbonilo a 1629 cm’’, caracteristico de una cctona a-f-insaturada

El tratamiento del solido viscoso obtenido al alcalinizar una solucion del solido (A)
permitio la obtencion de 4.7 mg de un solido café (diagrama 3), el cual esta constituido por
dos sustancias (88Ff 5) que dan prucba positiva con SbCI/CHCL, las cuales no corresponden
a los alcaloides empleados como referencia. El residuo se extrajo con CHCl;, lo que
permitic la obtencion de unos cristales de p.f. 50 C, el cual se caracterizd como un

triacilglicerol.

Caracteri i6n del triacilglicerol.

En el espectro de RMN'H (espectro V), se observa una seial maltiple en 8 5.26 que
integra para 1 hidrogeno, donde se observan por lo menos 8 seflales que indican que se
encuentra adyacente a 4 hidrogenos no equivalentes, por lo tanto el hidrogeno forma parte
de un centro quiral. Asi mismo, se observa una sefial que aparcce a § 4.14 (dd J = 11.8, 6

Hz) que integra para 2 hidrd il aun > de un éster, lo que se comprucba

debido a que en ¢l espectro de IR (espectro V1) aparecen bandas caracteristicas de un grupo
carbonilo de éster (1736 y 1178 cm™’).
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Esta seilal también interacciona con el o que aparece a 5 4.29 (J = 1.8, 4.3 Hz,
2H) quec corresponde a un hidrogeno adyacente a un oxigeno de un éster. Con éstos datos la
sefal en & 526 corresponde a un hidrogeno geminal a un grupo éster debido a su
desplazamiento quimico, razén por la cual se propone como estructura base la de un glicerol

esterificado como se abserva en Ia figura 9

o, Ra
DY
S5429(J=4.3,11.8)
H 5526
H4.14 (=6, 11K Hz)
R;j # R2 # R3
O,
Y Re
Ra

Figura 9. Estructura parcial del solido “C™ obtenido cn 1a cdscara.

En este mismo espectro aparece en 5§ 2.30 una seilal «/ (J = 7.5, 1.8 Hz, 6H), cuyo
desplazamiento quimico indica la presencia de tres metilenos adyacentes a un grupo
carbonilo. Asi mismo, en & 0.85 se observa una sefal 7 (J =~ 6.7 Hz) que integra para 9

hidré que corr den a tres mctilos de cadena alifatica (figura 10).

Figura 10. Mctilos de cadena alifatica quc apar a5 0.83
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A 8 1.25 se observa una scilal simple que integra para 46 hidrogenos que
corresponden a 23 metilenos alifaticos. En ¢l cuadro 3 se mucstra una lista de algunos acidos
alifaticos saturados comunes, de los cuales ¢l acido palmitico es el mas abundante, el
caprilico y caprico son caracteristicos de las palmeras y los mas raros son ¢l acido araquidico

y lignocérico.

ACIDOS ALIFATICOS SATURADOS COMUNES
EN LAS PLANTAS
Acido caproico Acido hexanoico, con Ca
Acido caprilico Acido octanosco, con Ca
Acido caprico Acido decanoico, con Cio
Acido launco Acido dodecanoico, con Ciz
Acido murristico Acido tetradecanoico, con Cie
Acido palmitico Acido hexadecanoico, con Ce
Acido estcirico Acido octadcecanoico. con Cia
Acido araquidico Acido cicosanorco, con Co
Acido behénico Acido docosanoico, con Cxx
Acido lignocérnco Acido tetracosanoico, con Cae
Acido melisico Acido tnacontanoico, con Cs,
Cuadro 3. Alcanos mas cn las plantas.

Al observar el cuadro 3 se proponen las siguientes combinaciones dec cadenas dc
acidos saturados unidos a la estructura parcial esterificada: acidos caproico, laurico y
miristico; acidos caproico, caprico y palmitico y finalmente caprilico, caprico y miristico.
Considerando que C; y Ci;o son caracteristicos de las palmeras se descartan las
combinaciones 2 y 3 por lo que la primera combinacion pudicra ser la que este presente en la
sustancia aislada, basandose e¢n lo anterior se proponc la siguiente ecstructura para el

triacilglicerol I1 aislado (figura 11).



Figura 11. Estructura propucsia pam la susiancta aislada, Triacilglicerol (1),

h i por CCV,

Separacién de a Iani y a

En la fase acuosa alcalinizada (diagrama 4) se detectd por €8F (3) a-chaconina
@& = 70 y a-solanina @8 = 36, de la extraccion lig-lig con CHCl; — 30 mg de extracto crudo
-—— se realizo una @8¥ observindose que la muestra absorbida en celita se descomponia
rapidamente’®), ademas esta mezcla no se pudo resolver por esta técnica, ya que la

con un compuesto menos polar y posteriormente con la

a-ch ina eluye al mi iemp
a-solanina, como se observa en la figura 12 donde se muestran las fracciones 68-85 (eluida

con AcOEt y mezclas de AcOE/Me;CO) y 86-100 (Me:CO y mezclas de NMez2CO/McOH).

Del estudio realizado a la cascara (diagrama 3 y 4), s¢ logro detectar a-solanina,
a-chaconina, ademas de otras dos sustancias que posiblemente sean alcaloides esteroidales,

los cuales podran ser separados por la técnica de CLAR.

) La degradacion de la mucstra s comprobé por 88F, pam 1o cunl sc aplicaba una mucstra absorbida en
celita y una sin absorber. a medida que transcusria ¢l tiempo la rmucstm absorbida cn cclita se

transforma.



1. a-Solanina
2. a-Chaconina

3. Fraccidn 68-85
4. Fraccion 86-100

1 2 3 4

Figura 12.Esqucma de 1a
cromatoplaca de CCV

D. IDENTIFICACION DE ALCALOIDES EN EL EXTRACTO ACOWETOHNH/H,0
EN PULPA.

En la fase cloroformica de la pulpa (diagrama 5) se detectaron por G8F (3) tres
sustancias que revelan en longitud de onda larga con una lampara de UV y con SbCly/CHCl,
revelan color café, por lo cual no s¢ pucde suponer la presencia de alcaloides, sino de otro

tipo de sustancias que tienen un doble enlace carbono-carbono que reaccionan con dicho
revelador.

En la fasec acuosa antes de alcalinizar se detectd por €6F (1) la presencia de

a-chaconina y a-solanina, csta fase se alcalinizo, y al reali

le una extraccion continua con
CHCI;, se detectd por B6F (6) una sustancia que da prueba positiva con SbCly/CHCl: 1a cual

tienc un I mayor a la solanidina y no corresponde a ninguna de las referencias.
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Por otro lado. en la fase acuosa resultante de la operacion anterior se detectd por EOF
(3) a-solanina y otras tres sustancias que no corresponden a los estandares empleados; asi,

1a pulpa esta constituida principalmente de a-solanina y a-chaconina

Despucds de realizar una destilacion a presion reducida de la fase acuosa (diagrama 5)
se obtuvo un solido amarillo (D), de ¢ste se tomaron 5 mg. los cuales se disolvicron en
McOH realizando una dilucion hasta una concentracion de 5 pg/ml, al inyectar 5 ul de esta
solucion al cromatografo de alta resolucion se separo a-solanina y a-chaconina, ademas de
otra sustancia que s¢ encuentra en' Mayor proporcion y que no ha sido identificada. El
espectro de IR del solido amarillo (D) (espectro VI, muestra bandas caracteristicas de un
esqueleto  esteroidal semejante a la a-solanina (espectro VIl aislada de Solarom

ehrenbersri®®, en 1a tabla 29 se muestran las bandas caracteristicas de ambas sustancias

ASIGNACION DE BANDAS DE IR FARA EL
SOLIDO (D) Y LA a-SOLANINA

BANDAS cm!
a-Solanina Solido (D) ASIGNACION
3420 1409 -OH
2927 3R48 2930 v (C-H) sp’
1452,1380 1446 -CH,
1636 1538 C-
1070 1053 -C-0-C-
Tabla 29. C. on de los datos esp de IR

obtenidos para el sélido (D) y la a-solanina®®,
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E. ESTUDIO QUIMICO REALIZADO AL EXTRACTO METANOLICO DE LA
RAIZ DE Solanum stoloniferum.

En ¢! extracto MeOH de la raiz se¢ obtuvo un precipitado (diagrama 6), el cual
presentd en su espectro de IR (espectro IX) una sefial a 3433 cm™ que corresponde a un
grupo hidroxilo, mientras que en 1377 cm' se¢ observa una banda muy intensa
correspondiente al v C-O. lo que indica un compuesto altamente polihidroxilado. razén por
la cual se hace poco manejable para el analisis espectroscopico, por lo anterior se procedio a

la obtencion de su correspondiente derivado acetilado

El compuesto acctilado reveld por espectroscopia de IR (espectro X), una sefial a
1750 cm™ correspondiente a un grupo carbonilo de un éster y una banda en 1372 cm™ que
corresponde al estrechamiento C-O Al observar su espectro de RMN'">C (espectro XI) se
comprobé que dicho compuesto se encontraba acetilado, ya que se observan ocho sefiales
que corresponden a ocho grupos carbonilo y una sefial muy intensa en 20 ppm que sc

asignan a grupos acetato

En su espectro de masas (espectro XII), sc observa un pico de m/z 331, el cual

sugiere que dicha molécula esta constituida por una gl peracetilada®, sin embargo en el
espectro de la sustancia en discusién no se observa el pico de m/z 242 [AcOCHO + AcOH],
el cual se genera por medio de una ruptura de Retro Diels Alder. Por otro lado, se observan
los picos de m/z 271 (311 - AcOH), 211 (271 - AcOH) ¥y 169 (211 - CH;CO), lo cual
confirma la presencia de la glucosa, de esta manera se explica la presencia de cuatro grupos
acetato, el resto de los grupos acetato pucde deberse a una unidad adicional de un
carbohidrato. En el esquema 4 sc muestra el patrén de fragr acion para la

aislada.




C—ca,
A a?
< "
Ac "
alo)b
OAc
- AcO
AcO, OAc
o
LW Sac
b
v
OAc —ctio-
&
AcO

AcO

mz 331 (66 89%)

1‘
~T Sk

=00 mz 43 (100%)
mz 211 (73.64%) we—- BVZ 271 (3.4%)

l*wu

m/z 169 (89 86%)
—AcOEt

mz 109 (43.91%)

Esquema 4. Patron de fi

m/z 331 (66.89%)

aislada de la raiz de Solanum stoloniferum.



En su especctro de RMN'H (espectro Xl1il), se observa una seial doble en & 5.61
{J = 3.7 Hz) que corresponde al Hyp. de la glucosa, el cual muestra un acoplamiento con
H2, cuya multiplicidad es un dlf en 5 4 8 (J = 104, 3 7 Hz), lo antcrior se puede confirmar
basandose en su espectro COSY (figura 13), asi mismo, s¢ observa que H: muestra un
acoplamiento rrans diaxial con una scilal triple que sc localiza en 8 537 (J = 10 4 Hz), la
cual se puedc atribuir al hidrogeno de la posiciéon 3 (ver figura 14). El Hy se observa como
una scial triple en aproximadamente cn 5.09 ppm (J = 10 4 Hz), la sciial de Hy se encuentra
entre & 4.3-4.1, zona cn la que también se localizan los hidrogenos diasterotopicos del C-6

de la glucosa, esta situacion se comprucba por medio de su espectro COSY.

My Mg Mg Mg H

0

4.4
4.2 < A e
4, -

585 .65.45.2504.84.64.44.24.0
F2 (PPM)

Figura 13, Espectro COSY para 1= da del de 1a raiz.




He H;0Ac H,54.81(dd)
Hy o
AcO -
H 55.61(d)
A lacd

H,
8 5.61 (m)

b

Figura 14. Estructura parcial del compucsto aislado de Ia raiz.

El H. inter i con las les que se enct an en 5 537 y 4043 (H, y Hs
resp i ). La multiplicidad de la sefial s¢ debe a que la posicion de He cs B-axial,
mientras que H, y H; son a-axiales, por lo que las cc de acopl Jia= Jas

como se observa en la figura 15.

Ha H,
o A H,
A
{ H; -
Hs Hs Hy

Figmra 18. Acoplamicnto Jaa™ Jos

Finat! las les correspondi ala fn e an oscurecidas por
las les correspondi a los hidrog Hs, Hs y Hy de 1a glucosa, situacion por io cual
dificulta ia asi ion de dichos protones. El grupo de sefiales 5 2.1 y 1.9 corresponden a los
grupo metilo de los ocho pr enla Iécula. Estos datos han sido asignados
ala decil-B-D-fr i il-a-D-glucopirandsido (IV) de a cuerdo a Ia literatura™, 1a

cual se muestra en la figura 16.



Figura 16. Estructura de octadecii-{3-D-fructopiranosii-a-D-glucopiranadsido.
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Por otra parte. su espectro de RMN'’C (tabla 30) muestra los desplazamientos

quimicos muy similares a los asignados a la sacarosa caracterizada en el estudio quimico de

Polugormum hydropiper™.

COMPARACION DE DATOS DE RMNVC PARA
LA SUSTANCIA AISLADA
CARBONO SUSTANCIA SACAROSA
AISLADA PERACETILADA™
1 89.93 90.2
2 69 63 705
3 7911 76
] 6819 68
S 3 98 79
1176 62
* 3 GO 63 1
- 104 104
3 T02R 699
3" 75 68 753
5" 6R. 50 68 7
6" 62 B8

63 8

‘Tabla 30. Comparacién de datos de RMN'’C de sacarosa obtenida

con la lo reportado ¢n la literatura®.
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F. ANALISIS DE LOS SOLIDOS CAFES OBTENIDOS DURANTE EL ESTUDIO
QUIMICO.

Como s¢ puede observar en la metodologia descrita en los diagramas (1-7) después
de alcalinizar se precipito un solido café, en el cual posteriormente se determino la presencia
dc glicoalcaloides, estos solidos presentan propiedades fisicas similares’ no funden a mas de
300 C, son casi insolubles en agua, son solubles en acido formico y dan prueba positiva con

el reactive de Marquis, por lo cual se propone que se trata de compuestos derivados de los
fenilpropanoides

Los derivados del fenilpropano o fenilpropanoides son marcadores taxonomicos para
muchas especies de plantas, en la familia Soluraceae se han aislado algunos de estos
compuecstos como et acido ferulico, acido p-cumarnico y acido cafeico — acido clorogénico
e isoclorogénico™ —, en la figura 17 sc muestran algunas cstructuras de éstos Una de las
principales caracteristicas que presentan estos compuestos ¢s< la union que tienen a una, dos

o tres moléculas de azacar como el acido clorogénico que sc ha aislado de Sokirrum
ruberosum®

Los solidos cafes obtenidos en el presente estudio se caracterizaron por presentar en
el espectro de IR (espectro XV) un grupo carboxilo, el cual se manitiesta por las vibraciones
correspondientes al grupo hidroxilo (3404 ¥ 3171 cm™*) y carbonilo en 1641 cm™. Con base

en lo anterior sc procedic a la obtencion de su correspondiente éster metilico, como se
indica en ¢l esquema 5.

La reaccion de metilacion con diazomectano en Et:O s¢ comprobo por medio de su
espectro de 1R (espectro XV1), en donde en el cual se observan las bandas correspondientes
a un grupo éster (1720 y 1290 cm™). En el medio de reaccion se observé la presencia de

a-solanina y a-chaconina, las cuales fueron identificadas por comparacion con muestra
auténtica.



McO, HC
o CH=-GHOO,H HC C=CHCO,H
ACIDO FERULICO ACIDO CAFEICO
on
oH
ACIDO CLOROGENICO
L
Figura 17, Estructura de algunos dervados oel feniipropanc.
R R
oH c-ccoH  N:CH: /ELO/EIOH | ay, CH~CHCO,CH,

Baja tempecratura

R = Cualguicr grupo derivado del fenilpropano

[2 S. R i dc para con un grupo caracteristico de dcido carboxilico.
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G. DETERMINACION CUALITATIVA DE ALCALOIDES EN CUATRO
ESPECIES SILVESTRES MEXICANAS DE PAPA POR CLAR.

Se determind la presencia de a-solanina y a-chaconina en la pulpa de 4 especies

silvestres de papa — Sol stolonyferum (Ti

). S. chrenbergni, 8. cardiophyllum y

S. slytrichon —  asi como otras sustancias que las constituyen. Como primer paso sc
po q Y P P

procedié a determinar los tiempos de rctencién dela a-solanina (88 = 5.2) y a-chaconina

(Ia = 5.77), los cualcs fueron utilizados como estandares, ademas de ser las sustancias mas

comuncs cncontradas en dicho género, como se estra en ¢l cromat ama 2
4w
[
208 N M :!
I} ol )
] \ \ \J\
B - ——
2 LX ]
- 2.00 1 i
1
11
T - T
200 .00 [ )
s

Crematograma 2. Ticmpo dc i6n para la inay h
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La pulpa de las especies de papa analizadas presentaron a-solanina y a-chaconina,
los tiempos de retencion obtenidos se muestran ¢n la tabla 26. en donde sc aprecia que la
diferencia cntre los picos de la a-solanina v a-chaconina (estandares) es dec Ale = 0.57
minutos, micntras que de las muestras analizadas la que mas se aproxima a los estandares
cortesponde a 8. stoloniferum y S. polvirschon, ambas con Alm~ 0 5 El desplazamiento de
los picos que corresponden a la a-solanina y a-chaconina se debe a las impurczas que éstas

presentan y esto es lo que disminuye la capacidad de separacion de la columna

S stolomferum, cromatograma 3, presenta ademas de Jos picos que corresponden a
los estandares, tres picos adicionales de mayor polaridad que la a-solanina, ¢l de mayor
intensidad presenta un e = 6 0, por lo gue sc supone que las tres sustancias correspondan a

alcaloides glicoesteroidales

0.80 1

o A Ajﬂ -

——
v T ~— 7 T ~——
.00 020 0.40 0.60 o.u0 1.00 128 148
- X 90 INOSTES -
Cromatograma 3. Ticnipo dc dc las quc p: stoloniferum.
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- T

t a-ch ina y dos sust a

S. cardiophylium, pres a ct- les, una

de mayor polaridad que la a-solanina 8 = 2.6 y otra de menor polaridad ta= 6.6 quc la

a-chaconina. La primera de clias sc encuentra en mayor proporcidn con respecto a la

a-sol y a-ch i ver cr grama <
1.20
100 -
LY
i
= e ]
- g
o400 - B4
. Y
0320 ’ { J .
— |’
T T T v
v.00 .20 0.0 0.60 .80
X198 ENSTEE
Cromatograma 4. Ticmpo dc dc Jas que Ia pulpa dc 8 cardiophyviium .

S. polytrichon presentan ademas de los tiempos de retencion similares a los

€S nueve si jasmas —18=3.0,35 40,47, 67,74,79,9.6, 133 — como
se¢ observa en ¢l cromatograma 5, ¢! ultimo pico que presenta integra para un area mayor
que la a-solanina y a-chaconina por lo que podria encontrarse en mayor concentracién. Un

estudio realizado por Peter Gregory y colaboradores®™ permitio establecer la frecuencia de



127

los alcaloides mas comunes como la a-solanina y a-chaconina ¢n 16 especies silvestres de
papa. dentro de éstas analizé la pulpa de S polvtrichon encontrando 2.5 mg de
glicoalcaloides por cada gramo de muestra en pcso scco, de esta cantidad el 61%
corresponde a la a-chaconina y ¢l 39%a a la w-solanina, ademas de 2 sustancias adicionales
que no pudo identificar. A diferencia de esie estudio, se detectaron nucve sustancias
adicionales que tampoco pudieron ser identificadas, pero que pucden tratarse de sustancias
esteroidales, debido a la polaridad tan semcjante que ticnen con respecto a los alcaloides

comunes encontrados en dicho género

200 ]
] PN
. e~
T T T T T T T
020 0.40 0.60 o.su 1.00 1.20 1.40
X 78 menuTes

Cromatograma S. Ticmpo de de las quc la pulpa de con S polvirichon.
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prescnta ademas dc los tiecmpos de retencién similares a los
estandares, cuatro picos adicionales (s = 3.8, 4.4,

8. ehrenbergii

6.7, 7.9) 1o cual indica que dos son
compuestos de menor polaridad y dos de mayor polaridad con respecto a la a-solanina 'y
a-chaconina, ver ¢l cromatograma 5

&.00

S.00

re \ i
o L—‘\/‘
100 - J ] e N

T T —
020 0.40 0.60 .0
A NAUTES
Cromatograma 6. Ticmpo dc de las que p la pulpa dc 8§ chrenbergit.

Los métodos que se han utilizado para la identificacion de glicoalcaloides en la papa
son variados; pruebas a la gota con reactivos especificos de precip

i6n y complej

ion.

espectrofotomeétricos, por titulacion, cromatografia de gases y por cromatografia de alta
resolucion. De éstos, en el ultimo se han determinado las condiciones tanto en fase normal”’

como en fasc inversa®, 1os cuales emplean la misma mezcla de elucion (acetonitrilo, metanol
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agua) pero diferentes columnas Sep-pak NH; y C-18 respectivamente. Por fase normal o
inversa ¢l CLAR es una de las técnicas mas empleadas por la rapidez, reproducibilidad y mas
ain por su sensibilidad para cuantificarlos. La determinacion de los glicoalcaloides de
—— a-solanina y a-chaconina — puede ser empleada para el control de calidad de las papas

comestibles.

H. ENSAYO BIOLOGICO

Ensayo frente Arfemia salina L.

La toxicidad de los extractos frente Artemia salina L. se determina por el valor de
CLso, ¢l cual se considera que entre menor sea a 1000 pg/ml 7 es mas téxico. En la tabla 24,
se observa que los extractos mas toxicos son los obtenidos con metanol y AcOE:t de
S. polytrichon (hojas-tallo). En la tabla 31, se muecstran los extractos en orden decreciente
de toxicidad para las diferentes especies analizadas de papa, dependiendo de la parte

biologica y extracto “crudo™,

El extracto mectandlico de S. loriferum (raiz) presentd una mayor toxicidad

(CLsos = 130.629 nug/mi); produciendo la muerte de un 93% dc larvas a una concentracién de
1000 up/ml. Del estudio quimico, se obtuvo un disacarido (octadecil-B-D fructofuranosil-

a-D-glucopirandsido). ademas de la identifi ion por 88F (7) de a-chaconina y otra

sustancia de 8 menor a ésta, la cual da prucba positiva con SbCl;. Por otro lado, cl extracto

MeOH resulté activo contra AMycobacrerium smegmaltis.
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EXTRACTOS MAS TOXICOS ENCONTRADOS EN EL1.
BIOENSAYO DE Arzemia salina 1.

ESPECIE MATERIAL EXTRACTO CL., pg/mi

VEGETAL

5. stoloniferum ralz McOn 130 629

S polytrichon hojas-uallo McOH 152669

8. michoacanum hojas-alio McOH 201.393
hojas-talio AcOE1L 209.517
hoy llo McOH 557 740

N. polytrichon raiz NMcOH 576 360

8. cardiophylium rais McOtt RS 720

‘Tabla 31. R cn el

de Artemia salina L. de tas cuatro
especics mexicanas de papa.

El extracto con acetato de ctilo, de ia misma especie, de la raiz no presenta toxicidad
(CLso = 1174.06), pero si actividad baja contra Streprococcus faecalis y actividad contra
Aycobacterium smegmatis Por medio de C8F (8, muestra 3) se identifico 1a presencia de 2
sustancias donde una correspondc a la a-chaconina, mientras el extracto hexanico (raiz)
presentd actividad baja contra Aycobacterium smegzmatis y no muestra en $6F (9, mucstra 3)
estar constituido por glicoalcaloides, ni de otra sustancia que de prucba positiva con SbCh.

De acuerdo a los resultados antes mencionados se proponen las siguientes hipotesis;

1. En los tres extractos se encuentra una o varias sustancias que tiencn actividad contra
Mycobacternum smegrmatis, donde una de cllas o varas pueden ser glicoalcaloides, el

extracto hexanico no ticne compuestos de polaridad similar. Por lo 1anto, es el extracto
donde se¢ encucntran las sustancias que producen una baja actividad y que
estructuralmente son diferentes a los glicoalcaloides.
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2. Las sustancias que producen actividad y toxicidad en ¢l extracto metandlico
probablemente puedan ser los glicoalcaloides, como la a-chaconina que puede presentar
sinergismo con otras sustancias

. El extracto con acetato de etilo ticne sustancias que son capaces de tener actividad
moderada contra Swreptococcus faecalrs, con la ventaja de no producir toxicidad y que

solamente se encuentran cn dicho extracto

Basandosc cn lo anterior, los extractos con McOH y con AcOEt de 8. stolormferum

obtenidos de la raiz. deberan ser estudiados quimicamente y sus metabolitos secundanios

evaluados biologicamente. con la finalidad de poder csiablecer claramente el o los

responsables de la actividad antimicrobiana que poscen

El extracto metanolico de S, polyverichon (raiz), presenta una mezcla de sustancias

que incluyen a la oa-chaconina ©8F (7, muestra 1), dicho extracto resultd 16xico

(Cl.so = §76.86 pg/ml), csta actividad aumenta — CLso = 152.66 ug/ml — en ¢l extracto de

la misma polaridad, pero de las partes a€reas, donde sc observa la pr

de a-sol

€8F (7, mucstra 2) Cabe scfialar que esta especie de papa debido a su medio ambiente
— zonas muy aridas -— dcsarrolla probablemente una gran cantidad de sustancias
polihidroxiladas que le sirven como mecanismo de defensa y de retencion de agua ante el

medio adverso. se conoce bien que compuestos fendlicos altamente hidroxilados son

demasiado téxicos para algunos organismos, los cuales a su vez tienen notables propiedades
antimicrobianas.

De S. cardiophyllum, los extractos meranélicos tanto de raiz como de las partes

aéreas resultaron toxicos frente Artemia salina L., de éstos solo presentd actividad

antimicrobiana el extracto de la raiz frente a Afycobacterium smesrmatis y actividad baja
contra P 4 aerug

s, Cabe sefalar que S. cardiophyllum cs la especic de papa
que presenta actividad antimicrobiana dependiente de la polaridad del extracto, sobre todo el
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extracto con acetato de etilo que presenta baja toxicidad y actividad antimicrobiana contra
Bacillus subtilis y Sarcina lutea. Es impontante resaltar que los extractos con AcOEt
—— 8. cadiophyllum, raiz — y cl obtenido de hojas y tallo de S. polytrichon, ¢l cual no
muestra toxicidad pero si actividad baja contra fscherichia coli, son los idcales para realizar

un estudio quimico, con la finalidad de aislar los metabolitos secundarios que puedan servir

como posibles antibioticos o antisépticos.

Finalmente, los extractos de S. rich no pr an toxicidad excepto el
extracto metandlico (CLse = 576 86 pg/ml), que presenta hasta un 95 5% de las muertes de
larvas, a una concentracion de 1000 ug/ml; este extracto presenta por 88¥ (7, muestra 7), la
presencia de a-solanina y a-chaconina. El extracto hexéanico de csta especie debe

‘bl

pr e una(s) su ia(s) que tienen una actividad baja contra

Streptococcus fauecalis.

En la tabla 24, se observa que de 21 extractos analizados frente Arremia salina L.,
solo 7 presentan toxicidad. Se dcbe resaltar el hecho, de que no existe ningun informe sobre

estudios de toxicidad con Artemia salina L. de especies pertenccientes al género Solarmum.

Los ensayos de toxicidad teratogénica en embriones de ranas®, han mostrado que la

a-chaconina (CLso = 4.6 mg/L. en 96 h) es mas toxico que la a-solanina (Cl.so = 10.9 mg/L

en 96 h) y éstas a su vez son mas toxicas que su 1i -solanidi . También se han
realizado estudios en ratas con a-solanina, a-chaconina, compuestos fendlicos — acido
caféico y acido clorogénico — y cumarinas®®. De los cuales, se ha encontrado que los

glicoalcaloides producen la muerte en ratas en concentraciones de 40 mg/kg de peso,

mientras que los compuestos fendli no prod icidad, a menos que se empleen dosis

tan altas como en el caso del acido clorogénico -4000 mg/kg- vy -1500 mg/kg- para el acido
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La icidad

que pr an los extractos en Artemia salina L. puecde asumirse de
manera presuntiva que se debe a la presencia de los glicoalcaloides. En el caso dc los
extractos que no resultaron toxicos, se puede suponer que debido a la concentracion 1000
Hg/ml, comparada con otros estudios resulta ser muy baja por 1o que se requiere de una

concenmtracion mayor para poder producir toxicidad, ademas que no sc

identificaron
alcaloides cn estos extractos

A continuacion se enumeran los extractos analizados en el bioensayo, a los cuales se¢
les realizd cromatografia en capa fina, en la 88F 7, se colocaron los extractos metandlicos,

mientras en las cromatoplacas 8 y 9, se muestran los extractos crudos obtenidos con acetato
de etilo y hexano respectivamente.

M ia de elucién de las cr
Revelador: SbCly/CHCIL,
Muestras:

¥ MeOH/NHL,OH 200:3, 1 vez.

A. oc-solanina

B. solanidina

C. «c-chaconina

1. 8. polytrichon (raiz)

2. 8. polytrichon (hojas y tallo)

3. S. stoloniferum (raiz)

4. S. stoloniferum (hojas)

8. S. cardiophylium (hojas)

5. S. cardiophylium (hojas)

6. S. cardiophylium (hojas y tallo)
7. S. michoacarmum (hojas y tallo)



McOH/NHL.OH  (200:3)

_ h < Al 2 3 4 s =8 7 !
Cr 7.C de crudos 1 de
cuatro especies de papa mexicana
McOH/NH O (200.3)
a b c “+v..2_ 3 - 5 @ v :
Cr 8. Cr de crudos dc acetato de

ctilo de cuatro cspecies de papa mexicana



McOH/NH.OH

(200:3)

s _ b c 1. 2 E

- 5 8

Cr ] 9 C de

crudos

cuatro especics de papa mexicana.

Pruebas antimicrobianas.

En la tabla 25 se observa que los extractos con acetato de ctilo, metanol y hexano de

la raiz de 8. stoloniferum, presentan actividad alta, mientras el extracto hexanico de hojas

son moderadamente activos contra Afycobucterium smegmatis'®!

Por otro

extractos con mediana y alta polaridad contra Aycobacrerium smegmatrs

de 8. cardiophyllium obtenidos con AcOEt - partes aéreas - y McOH -raiz -

P9 Afycobacterium smegmaris forma parte de 1a flora normal de la piel y mucosas det hombre™

los

son los extractos
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El tratamiento de infccciones micobacterianas como la tuberculosis™'!, se ha

convertido en un problema importante, debido a la resistencia que generan cstos

microorganismos a los farmacos y aun mas por cl resurgimiento de esta enfermedad en

pacientes infectados con VIH que incluyen especies de Alvcobacterium — tmherculosis y
avitn — .

to ha ocasionado que se realicen numerosas investigaciones para la obtencion
de nucvos antibioticos, los cuales se basan en las caracteristicas mortologicas que presentan
las micobacterias!'®! para combatirlas

Actualmente, para el tratamiento de la tuberculos

s s¢ cmplcan dos tipos de
farmacos. los de primera linea, los cuales combinan el maximo nivel de eficacia con un grado

aceptable de toxicidad —- lsoniacida, Rifampicina y Etambutol, ver figura 18 — y los de

segunda linca que se emplean cuando los anteriores han creado resistencia,

como la
Amikacina y Kanamicina'®™

Mitscher ha informado que la solanidina como sustancia pura presenta actividad

contra Mycohbacterium smegmatis a una concentracion de 1000 ug/mi, ademas ha analizado

otras especies de la familia Solanacea®™ (tabla 12), que muestran csta misma actividad. Este

mismo autor junto con Juvarkar y Beal®? informaron la actividad antimicobacteriana de dos

sustancias obtenidas de Seolanum pscudocapsicum: la solanocapsina que presenta una

inhibicion a una concentracion de 100 pg/ml v la solacasina que presenta inhibicion a una
concentracion de 5 pg/ml, siendo ésta la mas potente posiblemente por el grupo metoxilo o

el grupo imino que posec la estructura, ver figura 19.

1§ 4 tuberculosis ¢s una

que por 1

de aire con particulas infectadas alcanzan via aérea
werminal. Cuando las bacterias son

por los il zan 3 m P
y cctular por los la sc i a
i torrente 10 y otros tehidos (Médula ésea. bazo y rinen)™.

B2 L as mi 1as son . no esporulados ¢ inmaviles, la pared cclular que las  constituye
son acidos (D 4 ) que son dcidos grasos dc cadena larga con multiple
unioncs cruzadas. Su superficic I ba cs lo que su i Dentro de los lipidos que

i sus parcdes sc ceras y 6si ¢ jos ¥
peplidoglucolipidos)®.




Rifampicina

1,01 Hs
O H—C— NH— CHy —CH; —HN— 6—H
H, 1,0M

Figura 18, Estructuras de los farmacos ampliamenic usados para la tuberculosis' ™,

oH
1y H,.

Solanocapsina Solacasina

[s o 1

Figura 19. Estructura dc 1a sol ina y i dc S, de >3
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Asi los extractos dc papas silvestres quc resultaron activos contra Aycobacieriurn
smegrnatis a una concentracion de 1 mg/ml podrian deber su efecto inhibitorio a los
glicoalcaloides (a-chaconina) o a otras sustancias que tengan una estructura csteroidal. Sin
embargo como se observa en la figura 18, las cstructuras para combatir a las micobacterias
no tienen ninguna similitud; por lo que se debe realizar ¢! estudio quimico de éstas especies y
clucidar estructuralmente sus metabolitos mayoritarios, para después establecer su potencia
y si éstos podrian presentar un mecanismo de accion como ¢l que producen los farmacos
actualmenie emplcados. ya sca porque tengan efecto sobre los lipidos de su pared celular

(Isoniacida""! v Etambutol) o bien que intervenga en la biosintesis de acidos nucleicos
(Rifampicina'™!y o antcrior contribuiria al estudio de nucvos antibidticos contra

Afycobactertum smegmatis o bien para otros fines industriales o de salud.

Por otra parte, los extractos analizados dec papas silvestres mostraron ademas tener

una actividad antimicrobiana variada contra microorganismos Gram-positivos,

Gram-
negativos y levaduras

En la tabla 32, se muestran los extractos mas activos y los microorganismos contra
los que fueron activos; se sugierc sean estudiados quimicamente y evaluar biologicamente
las sustancias aisladas con otros microorganismos que presenten las mismas caracteristicas,
ya que ningin extracto mostro actividad amplia contra Gram-positivos y Gram-negativos.
Sobre todo, aquellos extractos que no presentaron toxicidad, ya que para la producciéon de

antibioticos y/o0 antisépticos se requiere que las sustancias sean activas pero no toxicas,

Por otro lado, en la mayoria de los extractos se presenta una inhibicidn baja, la cual
puecde aumentar al evaluar los metabolitos secundarios puros como en c! caso de la

solanidina que presenté actividad de amplio espectro contra Sraphylococcus aureus,

1331 La isoniacida inhibe 1a de dcidos micéli
i d: ia que

cvitando 1a clongacion del acido grase dc cadena
la primem reaccién que s cspecifica para el acido

DNA i de las micobacterias y ouos
su de la iniciacion de la idn de la en la

micolico’ *°.

041 Ja rifampicina inhibe l1a  RNA

a
RNA (pero no a su clongacién)
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Excherichia coli, Satmaonclla gallinarum, Klebsiella prnieumaorue, Mycobacterium smegrmaltis
607 B y Candida albicans™*

EXTRACTOS QUE PRESENTARON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

ESPECIE PARTE | EXTRACTO | MICROORGANISMO | ACTIVIDAD | TOXICIDAD
VEGETAL Closo = pg/ml

N stolonsferum AcOEt Streprococcus faecalis + -
~ hoocan h Hex
N cardioph Hum ACOER Bacillus subriis Y T

Narcina lutea

S. polvirichon raiz McOH Fxcherichia colr P

S stoloniferum hoyas AcOEL Psceudomonas P B8 720
S cardiophyiium iz MeOH acruginosa

S cardiophyvilum | hojas-tallo NeOH Candida albicans x 5774

(+) = actividad (3) = poci activadad
Tabla 32 Exiractos de papas silvestres que ticnen actividad antumicrobiana asi como toxacidad
frente Arrerma salina L

Por otra parte. los extractos que no posecen actividad antimicrobiana pucden ser
evaluados contra otros tipos de ensayos biologicos con la finalidad de aislar sustancias
activas con propiedades hemoliticas®, anestésicas™ y citotoxicas®®. Ademas se podrian
evaluar los diferentes extractos frente a hongos quc afectan a la plantas — Aascobolus
crenularus, Alternaria brassicicola y I’homa medicagzinis 7 — ya que se ha informado que

los glicoalcaloides poscen actividad antifungica contra estos microorganismos. Asi mismo la

papa presentan resistencia al escarabajo de la papa — Ly ser ol lincato Say —y a
la cigarrita verde — FEmpoasca fabae®™ — lo cual podria ser un indicio para poder

determinar su potencialidad como una posible fuente de pesticidas.



X. CONCLUSIONES



Del estudio quimico diferenciado de Solarmum stoloniferum, sc lograron caracterizar
e identificar a-solanina y «a-chaconina; los cuales son los alcaloides mas comunes cn el
géncro Solarmum, v quicnes ticnen como cstructura base la solanidina, sustancia que fue
obtenida a partir de la hidrélisis acida de dichos glicoalcaloides De la cascara se aislé un

triacilglicerol v de la raiz sacarosa la cual fue caracterizada como octadecil-B-D-

fructopiranosil-a-D-glucopiranésido.

Los resultados de la evaluacion biologica de los extractos metandlicos, acetato de
ctilo y hexanicos correspondientes a las partes aéreas y raiz de cuatro especics silvestres
mexicanas de papa presentan actividad antimicrobiana variada, dentro de la que destaca la
producida por 8. stolonyferum (extracto MeOH y AcOEt de raiz asi como extracto AcOEt,
Hex. y MeOH de hojas) v & cardiophyllium (extracto NMcOH de raiz) contra Advcobacterium
smegmatis. Por otra parte. la toxicidad que presentan los extractos es independiente de la
actividad antimicrobiana. por lo que el estudio de los extractos que presentan actividad

antimicrobiana sin toxicidad pueden probablementec ser fuente de nuevas sustancias con

actividad antimicrobiana.

Cabe mencionar que este es el primer estudio quimico y evaluacion biologica
realizado a Solarmum stoloniferum; por lo tanto su importancia radica en que sc identificaron
sustancias toxicas por lo que e€s necesario y urgente continuar con estos cstudios, debido a
que son fuente de alimentacién para muchos grupos sociales, que habitan nuestro pais y el

cual sec convierte como alimento indispensable en su dieta.
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& Scguir estudiando las i

de papas silvestres mexicanas, ya que éstas presentan
alcaloides como metabolitos secundarios, los cuales tienen interés farmacéutico,
farmacolégico, quimico ¢ industrial. Empleando mayor cantidad de material scco, ya que
Ia purificacion de éste tipo de sustancias, requiere mayor cantidad para obtener

rendimientos mais altos en ¢l proceso de aislamiento y purificacion de las sustancias.

Emplcar en la metodologia los extractos mas polares, como el MeOH 6 E1OH, o bien,
emplear una hidrélisis acida del material vegetal, seguida de una alcalinizacién y la
subsecucente extraccion con n-BuOH, la cual presenta mayores rendimientos que el

extracto cloroféormico, ademas de incluir técnicas como CLAR para su aislamiento y
cuantificacion.

Realizar el estudio quimico biodirigido de agqucllos extractos que presentaron actividad
contra Mpycobacterium smegmatis, con la finalidad de evaluar las sustancias puras
obtenidas como posible fuente de antibiéticos;, asi como, los extractos no toxicos que
presentaron actividad antimicrobiana.

Ewvaluar también los extractos de estas especies de papa frente a hongos que afectan a las
plantas como posible fuente po ial de pesticidas y herbicid
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Espectro VIL. Espectrode IR (KBr) del S6ido “D™ aistado ¢ 1a pulpa de Solanum stolomferum
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