INTRODUCCION

Desde la constitucion de la sociedad humana hace diez mil millones de
afios, el ser humano utiliza especies vegetales como medio nutricional y
medicinal, siendo los vegetales terrestres o acuaticos elementos basicos
en las cadenas troficas de la vida. El ochenta por ciento (80%) de la
humanidad depende de remedios caseros y herbarios que han sido base
farmacoquimica de medicamentos universales, y de otros tratamientos
tradicionales como la acupuntura y la homeopatia para curar sus
dolencias y patologias.t

El ministerio del Medio Ambiente expresa que Colombia supera las seis
mil especies vegetales que contienen caracteristicas medicinales.? Por ser
Colombia rica en estas especies, consideramos esencial realizar el estudio
de la Solanum stellatiglandulasum Bitter, reconocida por sus propiedades
medicinales en la ciudad de Armenia, departamento del Quindio,
republica de Colombia, zona Norecuatorial del planeta tierra.

En el presente trabajo se elaboré una extraccién del material vegetal
mencionado para detectar la presencia de diferentes tipos de metabolitos

secundarios.

'Recomendaciones de la O.M.S para gobiernos y consumidores acerca del uso de
tratamientos tradicionales. Revista Panamericana de Salud Pdblica. Vol. 16. Numero
3. Septiembre 2004.p. 218

Zhttp://www.companias.bibliomed.com/lib/ShowDoc.cfm



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A lo largo de su historia la humanidad ha enfrentado las mas diversas
patologias. La época moderna se caracteriza por el déficit de recursos
alimentarios y sanitarios que incrementa las enfermedades y lesiona
peligrosamente los sistemas inmunologicos de la sociedad. Por tal
motivo el hombre fija su atencidn en los recursos naturales, pues intuye y

sabe que la naturaleza guarda la solucion a casi todas sus necesidades.

En los departamentos del Quindio y del Tolima existen especies
vegetales que no han sido estudiadas quimica y farmacologicamente,
como es el caso de la especie Solanum stellatiglandulasum Bitter,
desaprovechandose sus virtudes y potenciales a favor de la subsistencia
humana y de la vida misma. Es nuestro sentir contribuir al
ennoblecimiento y sanidad del mundo, razon por la que académicamente
y como trabajo de grado, proponemos el estudio preliminar de esta

especie.



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Cualificar la presencia de metabolitos secundarios presentes en las

hojas y frutos de la especie Solanum stellatiglandulasum Bitter.

Realizar la evaluacion preliminar de la actividad bioldgica frente a
Artemia salina Leach, empleando el método estadistico grafico de
Probit.

Fraccionamiento del extracto etandlico de los frutos para la

obtencidn de la saponina y las sapogeninas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios mediante

una marcha fitoquimica preliminar.

Determinacion del CL50 en Artemia salina Leach de los extractos

vegetales.

Fraccionamiento por cromatografia de columna y seguimiento por
TLC del extracto etandlico de los frutos para la obtencion de la

saponina y sapogeninas.



JUSTIFICACION

Desde la antigtiedad la humanidad se empefia en dignificar y mejorar su
calidad de vida. Para ello se ha relacionado y ha profundizado en su
entorno. En la actualidad esa relacion ha sido mas justamente valorada

pues de ella depende el bienestar de la humanidad y el futuro de la vida.

Colombia es uno de los paises mas rico en biodiversidad a nivel mundial;
la flora es la primera gran rigueza ya que Colombia posee entre 45000 y
55000 especies de plantas, de las cuales aproximadamente la tercera parte
son endémicas.® Estas especies vegetales ofrecen multiples beneficios a
la industria, la nutricion y la salud. La ciencia y la tecnologia pueden
ayudar a descubrir y utilizar las propiedades terapéuticas de nuestra rica
vegetacion de forma mas efectiva y directa, razon por la que queremos
realizar un estudio fitoquimico preliminar del follaje y frutos de la
especie Solanum stellatiglandulasum Bitter, reconocida por sus
propiedades curativas en el municipio de Armenia, y de este aporte sentar
precedentes para que en el futuro se continue su estudio e investigacion y
lograr un oOptimo aprovechamiento de la Solanum stellatiglandulasum
Bitter.

3nttp://www.virtual.unal.edu.co/cursos/IDEA/2007225/lecciones/capitulo1/04-
gueseentiende.htm



1. MARCO TEORICO

1.1 FAMILIA SOLANACEAE

Esta familia esta conformada por alrededor de 90 géneros con
aproximadamente 2800 especies las que son posibles de encontrar en
todas partes del mundo a excepcion de los polos.*

La familia Solanaceae tiene una importancia economica preponderante,
ya que incluye una serie de especies que producen alimentos, como el
tomate (Lycopersicon esculentum), el pimiento (Capsicum annum), y la
patata (Solanum tuberosum). Otras especies con cierta importancia se
cultivan con fines ornamentales, como la petunia, representada por
diversas variedades del género Petunia, mientras que otras son utilizadas
en la industria farmacéutica por su contenido en alcaloides: hiosciamina,
escopolamina, y belladonina. Tales alcaloides se encuentran en las raices,
en los tallos, hojas, frutos y semillas; aunque su distribucion no es la

misma.®

“http://agrarias.vach.cl/webpapa/botanica.html

°DR. P. FONT, Quer. Plantas medicinales. El Dioscorides Renovado. Editorial Labor,
S.A. 10% Edicién.1987.p.562



1.1.1 Género Solanum

Es el mas importante de esta familia, abarca alrededor de 1700 especies
de plantas herbaceas o arbustivas con las hojas esparcidas, aunque a
menudo acopladas lateralmente.

Se caracterizan por sus flores de hechura regular o casi regular, con el
caliz y la corola de una sola pieza dividida en cinco gajos, lébulos o
dientes, y, casi siempre, también con cinco estambres a veces de longitud
desigual. El fruto es una capsula o una baya dividida en dos
compartimientos, y con frecuencia, cada uno de ellos, se subdivide en
otros dos. Las flores se agrupan en ramilletes semejantes a umbelas o
nacen aisladas de una en una, pero cominmente, tanto las flores como los

ramilletes, nacen fuera de las axilas de las hojas.®

1.1.2 Nombre cientifico: Solanum stellatiglandulasum Bitter.

1.1.3 Sindénimo: Solanum ochraceo-ferrugineum.

1.1.4 Nombres comunes: Frutillo (Colombia); Friega Plato (Paises

suramericanos).’

SDR. P FONT,Op. cit. p.562

"GENTRY, Alwyn H. A Field Guide to the Families and Genera of Woody Plants of
Northwest South America. Conservation International. Washington, D.C. p.189



1.1.5 Accion: El “Frutillo” es utilizado en el municipio de Armenia
(Colombia) como antiinflamatorio, cicatrizante y para tratar las
hinchazones crénicas. 8

1.1.6 Composicion quimica y dotacion farmacoldgica: En los
departamentos del Tolima y del Quindio no se han realizado estudios
quimicos ni farmacoldgicos de esta especie; esta informacion fue
brindada por las Universidades de Tolima y del Quindio. En la especie
Solanum marginatum llamada popularmente “Lulo de Perro” en
Colombia, se ha encontrado que el fruto contiene alcaloides, saponinas
esteroidales que las gentes emplean en maceracion en agua fria como
detergentes para limpiar los pisos y otros objetos. El fruto contiene:
solanina, solanidina, solasonina, solasodina, tomatina, tomalidina,
solauricina y solamargina.® En la especie Solanum mammosum L.
conocida como “Pichichio” en Costa Rica el fruto contiene diosgenina,
nautigenina y solasonina siendo éste Gltimo importante por ser precursor
para la sintesis de medicamentos como hormonas sexuales. En la especie
Solanum paniculatum L. conocida como “Jurubela” en Brasil se ha
reportado la presencia de las siguientes sapogeninas: paniculonina

Ay B; se encuentran también los principios amargos, principalmente
lactonas sesquiterpénicas y germacrandlidos. La coccion de las hojas y
raices de la Solanum paniculatum L. demuestra actividad estimulante de
utero en ratas. Ademas presenta actividad antimicrobiana contra Bacillus

subtilis.

®Recetario popular entre la gente de Armenia. Recogido oralmente.
SGARCIA, Barriga Hernando. Flora Medicinal de Colombia. Tomo IIl. Tercer
Mundo Editores.1992. p.97



Esta planta no debe usarse en la poblacion infantil debido a su

toxicidad.1®

1.1.7 Parte utilizada: Hojas.

1.1.8 Forma de preparacion: Se emplea la infusion de las hojas para
tratar externamente las dolencias. Una vez se obtiene la infusion se
mantiene en ella la zona afectada. En caso de utilizarse como
cicatrizante, las hojas después de la infusién se colocan sobre la piel

maltratada.!!

YMAHABIR. P. Gupla. 270 Plantas Medicinales Iberoamericanas. Convenio Andrés
Bello. Editorial Cyted. 12 Edicion. Santa Fe de Bogota. 1999. p.533-535

1Recetario popular entre la gente de Armenia. Recogido oralmente.



1.2 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD FRENTE Artemia salina
Leach

El bioensayo con Artemia salina Leach es un método que ofrece
informacidn sobre la dosis a partir de la cual los efectos toxicos aparecen
en larvas de este crustaceo altamente sensible a una variedad de
sustancias quimicas. El nivel de estimulo que causa una respuesta en el
50 % de los individuos de una poblacion bajo estudio es un importante
parametro de caracterizacion denotado como DL50 (por dosis letal media
0 DESO0 por dosis efectiva media, CL50 por concentracion letal media, o
CE50 por concentracion efectiva media y Ltm por limite de tolerancia
media). La determinacion de la DL50 requiere de la estadistica cuantal,
necesaria para transformar los valores de respuesta obtenidos en unidades
Anglit, Logit o Probit y las dosis suministradas en unidades logaritmicas
conocidas como dosis metamétricas. 2

El principio de que farmacologia es simplemente toxicologia a bajas
concentraciones o toxicologia es farmacologia a concentraciones altas
correlaciona la bioactividad con el valor de la DL50 y al mismo tiempo
su grado de toxicidad.

En este trabajo se desarroll6 un analisis de bioactividad a través del

método Probit.

Lnttp://www.monografias.com/trabajos14/dosis-letal/ dosis-letal.shtml#dos

130SORIO, Grisales J. Andlisis del procedimiento para la determinacion de la DL50 a
través del método probit en un bioensayo. Revista de investigacion Universidad del
Quindio. Vol. 4. Namero 12. p.110



1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

El cardcter medicinal de una planta se debe a compuestos Ilamados
principios activos, constituidos por uno o varios metabolitos secundarios.
Son caracteristicos para grupos bioldgicos particulares, tal como familia
0 género. Los metabolitos secundarios se forman a partir de los
metabolitos primarios.

Los carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos y grasas comprenden el
llamado metabolito primario.!* Los principales metabolitos secundarios
se mencionan a continuacién, asi como las principales reacciones para

identificarlos.

“BILBAO, R. Maria del rosario. Andlisis fitoquimico preliminar. Oficina de
publicaciones de la Universidad del Quindio. Armenia. Junio 1997. p.10
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1.3.1 TANINOS

Los taninos son polimeros de polifenoles; sustancias con alto peso
molecular (comprendido entre 500 a 3000 uma) con 1 a 2 % de
hidroxilos fendlicos libres, los cuales permiten la formacion de enlaces
cruzados estables, con proteinas y otros biopolimeros como la celulosa y
las pectinas.'®

Son sustancias incoloras, no cristalinas, que forman soluciones coloidales
en agua; estas soluciones poseen un gusto astringente. EI nombre de
taninos procede de la propiedad de curtir (to tan, en inglés) las pieles y
no comprende una clase de compuestos con una estructura basica coman.
Hay dos grupos de taninos: los hidrolizables, que son ésteres, y los

condensados, que son polimeros que derivan de diversos flavonoides.

Los taninos son utilizados como antidiarreicos, cicatrizantes,
antisepticos, reepitelizantes (en uso externo impermeabilizan, protegen y
reepitelizan pieles dafadas), antioxidantes, protectores de la pared

vascular, antinutrientes (por precipitar o inhibir enzimas digestivas).’

15B]LBAO, Op. Cit. p.31-32

®(Universidad del Tolima). Quimica Organica Il: Metabolitos secundarios en
microorganismos, plantas y animales. p.799

Yhttp://www.plantasmedicinales.org/farmacognosia/feb2002/taninos.htm

11
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Figura 1. Polifenoles y Taninos

Ensayos
La deteccion de taninos en andlisis fitoquimicos preliminares se basa en

la propiedad de estos compuestos de producir precipitados con sales de

12



plomo y hierro, con algunos alcaloides como la cinconina y la cafeina y
especialmente con las proteinas. La prueba méas conocida utilizada para el
reconocimiento de taninos, se basa en la precipitacion de una solucion de

gelatina —sal, por la formacion de mdaltiples puentes de hidrogeno entre

los fenoles del tanino y los grupos amidicos de la proteina.'®

Ensayo Gelatina-Sal
[ Proteina
—RCONHCH,RCONHCH,—
H—O H—O
0 o _
Tanino

Figura 2. Reaccion de Gelatina-sal. (Fuente: BILBAO 1997)

Ensayo de FeCls

13
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Figura 3. Reaccion FeCls. (Fuente: BILBAO 1997)

1BSANABRIA, Galindo A. Analisis fitoquimico preliminar, metodologia y su aplicacion en la

evaluacion de 40 plantas de la familia Compositae. Bogota, D.E. 1983. p.41
1.3.2 QUINONAS

Las quinonas son dicetonas insaturadas que por reduccion se convierten
en polifenoles que facilmente las regeneran por oxidacion. Por sus
colores, de amarillo a violeta, contribuyen a la pigmentacion de
numerosos vegetales y de algunos animales.

Algunas, como la vitamina K, la ubiquinona (coenzima Q) y las
plastoquinonas intervienen en fendmenos respiratorios, transportando
electrones, por lo que se les encuentra en todos los seres vivos.

Por el sistema aromatico que dan al reducirse, se les puede dividir en

benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, Yy fenantroquinonas. °

O O
O O
p-Benzoquinona p-Naftoquinona

14
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o-Fenantroquinona p-Antraquinona

Figura 4. Quinonas

'DOMINGUEZ, Xorje. Métodos de investigacion fitoquimica.Editorial Limusa, S.A. 1993.
p.161

Dentro de las benzo y las naftoquinonas muchas son antimicrobianos
(sobre todo contra bacterias Gram positivas), fungicidas y, algunas veces,
vermifugas. Las antraquinonas son purgantes efectivos actuando
directamente sobre la musculatura lisa del colon, dificultando la

reabsorcion del agua.?°

Ensayos

Comportamiento: acido y base.

Las quinonas tienden a dar colores amarillos, rojos y purpuras en
presencia de acidos y bases muy concentrados.

Las antraquinonas se reducen facilmente en presencia de un metal y un

acido mineral.%

Figura 5. Reaccion de Quinonas en medio acido. (Fuente: BILBAO 1997)

15
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2nttp://almeriware.net/almediam/articulos/articulos-090-formulacion.htm

21BILBAO, Op. Cit. p.46

En presencia de bases fuertes las hidroquinonas cambian a su estado
oxidado.

OH 0]

NaOH
H,O

\j

OH 9]

Figura 6. Reaccion de Quinonas en medio basico. (Fuente: BILBAO 1997)

Reaccion de Borntrager-Krauss
Reconoce nafto y antraquinonas por tratamiento del extracto vegetal con

hidroxido de potasio en perdxido de hidrégeno; se agrega acido acético,

luego se realiza una separacion con benceno; a esta capa bencénica se

16



agrega solucion diluida de amoniaco. Un color rojo significa prueba

positiva.?

22BILBAO, Op. cit. p.50-51

1.3.3 FLAVONOIDES

Derivan de la estructura fundamental C¢— C3 - Cg, dos anillos de benceno
unidos por una cadena de 3 &tomos de carbono. Segun la ubicacién de los
anillos bencénicos en la cadena lineal se distinguen las flavonas,

isoflavonas, neoflavonas.

)
O
|
|
| 0
O
Flavona Isoflavona
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Neoflavona

Figura 7. Flavonoides
En muchos flavonoides se forma un puente de oxigeno entre la posicion

orto del anillo A y el atomo de carbono bencilico, adyacente al anillo B,

generandose un tercer anillo C de tipo pirona.

El heterociclo C puede presentar diversos grados de oxidacion y formarse

diferentes flavonoides.?

Los flavonoides son pigmentos naturales de plantas; existen
generalmente en la savia acuosa de las células y son responsables de la

gran variedad de colores de las flores.?
Medicinalmente poseen propiedades de fortalecimiento de los capilares

sanguineos, y mejorador de las funciones de oxigenacion de los tejidos,

de la hemostatica y también como antiinflamatorio.?®

18



2B1LBAO, Op. cit. p 35-36.

24(Universidad del Tolima). Quimica Organica Il: Metabolitos secundarios en
microorganismos, plantas y animales. p.799

Bhttp://www.iespana.es/natureduca/med-sustanc.glucosidos.htm
Ensayos
Los diversos tipos de flavonoides producen reacciones coloreadas

caracteristicas y, por tanto, se puede asignar un determinado flavonoide
al grupo que pertenece, ejem:

Tabla 1. Coloraciones para flavonoides. (Universidad del Tolima; Quimica Organica

I1: Metabolitos secundarios en microorganismos, plantas y animales).

CLASE NaOH H2SO4
Antocianinas Azul a Violeta Naranja — Amarillo
Flavonas Amarillo Amarillo a naranja
Flavonoles Amarillo a naranja amarillo a naranja

Ensayo de Shinoda

Los flavonoides con anillo de y-benzopirona reaccionan en presencia de

acido clorhidrico concentrado y magnesio.?

19




Mg/2HCI + MgCl,

\j

o OH

Figura 8. Reaccion de Shinoda. (Fuente: BILBAO 1997)

%6(Universidad del Tolima). Quimica Orgéanica Il: Metabolitos secundarios en
microorganismos, plantas y animales. p.799

Tabla 2. Coloracién para la reaccion de Shinoda. (Fuente: Universidad del Tolima;

Quimica organica Il: Metabolitos secundarios en microorganismos, plantas y
animales).
Clase Mg/2HCI
Antocianina Rojo
Flavonas Amarillo a rojo
Flavonoles Rojo a violeta

Ensayo de Rosenhein:
Las antocianinas reaccionan con acido tricloroacético adicionado el

carbanion triclorado, por adicion 1,4 al dieno conjugado del catién

flavilio. Se observa coloracion azul cuando el resultado es positivo.?’

20




o
\ (e}
_ (CHsCOMH . +HCl + CO,
OH
OH
C(Cl)s

Figura 9. Reaccion de Rosenhein. (Fuente: BILBAO 1997)

27BILBAO, Op. Cit. p.37

1.3.4 ALCALOIDES

No existe una definicion sencilla de alcaloides puesto que es dificil tener
en cuenta las diferencias entre estructuras y propiedades de 6.000
compuestos adscritos al grupo de alcaloides. Una definicion general de
alcaloides es que son sustancias organicas de origen natural (sobre todo
del reino vegetal) nitrogenadas, de caracter basico, de distribucién
restringida y dotadas de propiedades farmacoldgicas.?® Algunas
excepciones a esta definicion son la colchicina que es un compuesto

neutro y los N-6xidos.?

Propiedades Fisicoquimicas

Los alcaloides bases son solidos cristalizables, raramente coloreados.

21



Las bases cristalizadas tienen puntos de fusion netos, sin
descomposicion, sobre todo por debajo de 200 °C. Los alcaloides bases
son poco solubles en agua, solubles en disolventes organicos apolares o
poco polares.

Los alcaloides forman sales con &cidos minerales u organicos. Estas son
hidrosolubles y es la forma mas comun en que se encuentran en los

vegetales.°

BRUNETON, Jean. Elementos de fitoquimica y farmacognosia. Zaragoza. Acribia.
1991. p.535 y 537

PPELLETIER, S. William. Alkaloids: Chemical and biological perspectivas. A
Wiley Intercience Publication. Jhon Wiley & Sons. New Cork. 1983. p.7

9BRUNETON, lbid., p.359

Ensayo de reconocimiento

Las reacciones de reconocimiento de los alcaloides se basan en los
siguientes comportamientos:
El yoduro potésico cuando reacciona con cloruro de mercurio, forma un
precipitado rojo de yoduro mercurico.

Hg Cl, + 21" ----- » 2CI +Hgl,
Soluble en exceso de iones de yoduro con formacion de un anién
complejo incoloro:

Hgly +1 ------ > [Hgl,]*

La solucion alcalina de este complejo sirve para descubrir indicios de

amoniaco. En esta reaccion se forma el compuesto de color pardo

22



Oxiyoduro mercuriamoénico, que es soluble en exceso de complejo
alcalino, generando intenso color amarillo.
Los alcaloides por su caracter nitrogenado pueden comportarse de forma

similar al amoniaco, ante estos reactivos.3?

SIBILBAO, Op. Cit. p.94
Reactivos de precipitacion:

Se emplean soluciones yodo-yoduradas como el mercuritetrayoduro de
potasio (reactivo de Mayer formula I) o el tetrayodobismuto de potasio
(reactivo de Dragendorff modificado). También se pueden utilizar el

reactivo silicico — tingstico o soluciones alcalinas de yodoplatinatos.32
1.3.5 ESTEROLES
Los esteroles son alcoholes solidos de origen animal (colesterol) o

vegetal (Ergosterol y estigmasterol) cuyo esqueleto fundamental

corresponde al ciclopentano perhidrofenantreno, comun a todos los

23



esteroides y una cadena lateral en la que pueden insertarse radicales
metilo o etilo, particularmente en C-24. Cuando los grupos metilo se
insertan en el C-4 o0 en C-14 se les denomina metilesteroles.

Todos los esteroles tienen un hidroxilo en C-3. Los saturados se

denominan estanoles y los insaturados estenoles.*

2BRUNETON, Op. Cit. p.360

$DOMINGUEZ, Op. Cit. p.139

Ensayos

Reaccién de Liebermann-Burchard

Esta es la prueba méas utilizada en el analisis de esteroides. Aungue se
emplea desde mucho tiempo no se conoce de ella ni el mecanismo ni los
requerimientos estructurales para que una sustancia de positiva la prueba.
Segun A. Sanabria, la experiencia ha demostrado que cualquier esteroide
o triterpenoide con doble enlace (y aun saturado en algunos casos) puede
dar prueba positiva con esta reaccion.

En este ensayo, a una solucion cloroférmica de la muestra que se analiza,

se le agrega un volumen igual de anhidrido acético y una gota de acido

24



HO

sulfdrico concentrado (98%). Si hay esteroles se producen coloraciones

verdes, violetas, rojas o azules.®*

Anh Acetico-H,SO, + Ac. Acetico

HO

o

(0]
— s/
\O

HO

Figura 10. Reaccion de Liebermann-Burchard. (Fuente: BILBAO 1997)

34BILBAO, Op. Cit. p.59
1.3.6 SAPONINAS

Las saponinas son glicosidos que disminuyen la tension superficial de
ésta. La hidrolisis de las saponinas produce carbohidratos y una aglicona
Ilamada sapogenina, la cual tiene un esqueleto esteroidal como la
Diosgenina, o el de triterpeno pentaciclico como la Chichipegenina, o el
de lupeol como en la Estallogenina o el de tipo tetraciclico como en el

Panaxadiol.

25
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© CH,OH
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Diosgenina Chichipegenina
o)
OH
HO
Estallogenina Panaxadiol

Figura 11. Estructuras de Sapogeninas. (Fuente: DOMINGUEZ 1985)

Ya que los glicésidos son dificiles de purificar, las sapogeninas son mas
conocidas que las correspondientes saponinas.® Los anillos E y F de la
saponina esteroidal conforman el sistema espirostanal. El enlace

glicosidico siempre se forma con el oxigeno del carbono 3.%¢
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Ensayos
Las saponinas se reconocen en los analisis fitoquimicos preliminares
mediante los ensayos de la Espuma, Hemolisis de Glébulos Rojos,

Liebermann-Burchard, Rosenthaler y ensayos de carbohidratos.

Ensayo de la Espuma

Al agitar una solucion acuosa de una muestra gque sea 0 contenga
saponinas, se forma una espuma estable como la obtenida al agitar la
solucion acuosa de un jabdn. Puesto que existen otras sustancias que
pueden formar espuma, se debe asumir este ensayo como una prueba

presuntiva de la presencia de saponinas.

%RUIZ, Gil Pilar. Productos naturales. Direccion de publicaciones, Universidad de
Navarra. Universidad Pablica de Navarra, 2202. p.157

$BILBAO, Op, cit. p.59
Ensayo de Hemolisis
Este ensayo es mas confiable que el de la espuma. A una suspension de

globulos rojos en solucion salina diluida, se afiade una solucién de la
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muestra que se presume es 0 contiene saponinas si los globulos rojos se

rompen (hemolizan), se asume que la prueba es positiva.

Este ensayo puede realizarse en el tubo de ensayo, en cajas de Petri con
agar-sangre o en cajas de petri con gelatina-sangre. Cuando la muestra
tiene taninos, estos deben eliminarse antes de realizar la prueba ya que la
interfieren. Esto se logra por tratamiento repetido de la muestra con 6xido

de magnesio, el cual se compleja con los taninos, eliminandolos.?’

Ensayo de Liebermann-Burchard
El sistema esteroidal o pentaciclico de este metabolito puede dar positiva

esta reaccion. (Ver ensayos para esteroles).

Ensayo de Rosenthaler

Las sapogeninas esteroidales y triterpenoides dan colores caracteristicos
con la vainillina al 1% en acido o-fosforico al 10%. Las sapogeninas
triterpénicas pentaciclicas dan color violeta (la reaccion ocurre en el
hidroxilo del C-3) y las esteroidales no reaccionan o dan color verdoso

(la reaccion ocurre en el sistema espirostano).3®

$'http://huitoto.udea.edu.co/~farmacogfit/Esteroides /saponinas/index.htm

$DOMINGUEZ, OP. cit. p.153
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&m -

Vainillina-H,SO,

HO
OCHs

OH

Figura 12. Reaccion de Vainillina con Sapogeninas Esteroidales. (Fuente: BILBAO
1997)

VLL
Vainillina-H,SO,
HO o
OH

H

OCHs

OH

Figura 13. Reaccion de Vainillina con Sapogeninas Pentaciclicas. (Fuente: BILBAO
1997)

1.3.7 GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

Son un grupo de esteroides C,3 0 Cps Que presentan siempre grupos

hidroxilos en los carbonos C-3 y C-14
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Estos compuestos se dan en plantas como en secreciones de ranas y
sapos, son conocidos por sus propiedades venenosas y por su potente
efecto en el muasculo del corazén. Su accion terapéutica depende del tipo
y numero de unidades de azlcar y de la estructura del aglicon que posee
una lactona unida a Cy7.

Los glicésidos cardiotonicos con una lactona de 5 miembros se conocen
como cardenolidos (poseen accion sobre el musculo cardiaco) y los de
lactonas de 6 miembros se conocen como bufadiendlidos (no tienen
accion sobre el muasculo cardiaco, pero son tdéxicos), los cuales son

menos numerosos que los anteriores.

o
o _o °
— =
OH
o OH
L o
LU |
GLU
CARDENOLIDO BUFADIENOLIDO

Figura 14. Estructuras de Glicésidos Cardiotonicos (Fuente: BILBAO 1997)

Los cardiotdnicos van acompafiados a un azucar sin hidroxilaciones en
C-2 y C-6 (desoxiazucar), como glicésidos en el grupo hidroxilo de C-3.

También van moléculas de carbohidratos completas.®
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Ensayos

Ensayos para el Anillo Lactonico

El anillo lactonico de los glicosidos cardiotonicos reacciona con
compuestos aromaticos nitrados generando, con previa ruptura de la
lactona y por sustitucion nucleofilica en el anillo aromético, compuestos
coloreados. En este comportamiento se basan las pruebas de Baljet,

Kedde y Raymond.

Ensayo de Baljet
A la muestra disuelta en alcohol se agrega acido picrico y NaOH. La

prueba positiva da tonalidad de anaranjado a rojo oscuro.

O
(o]
~

NaOH-H,O /—O

NO,
Ac Picrico \/

NO,

o P

GLU OH

Figura 15. Reaccion de Baljet (Fuente: BILBAO 1997)

¥RUIZ, Op. cit. p.158
Ensayo de Raymond

A la muestra disuelta en alcohol se agrega m-dinitrobenceno y NaOH. Se

producen coloraciones violetas que reaccionan rapidamente.
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O,N

OH O

NaOH-H,0 -

P
r

m-Dinitrobenceno

OH
OH

Figura 16. Reaccion de Raymond (Fuente: BILBAO 1997)

Los glicdsidos cardiotdnicos reaccionan con el reactivo de Legal (ver

ensayos para sesquiterpenlactonas).

Otros Ensayos:

Para el sistema anular esteroidal se usa la prueba de Liebermann-
Burchard, tal como se indicd anteriormente para esteroides.

Por otro lado, el desoxiazucar se caracteriza por la prueba de Keller-

Killiani.°

“0BILBAO, Op. cit. p.65 y 66
1.3.8 CUMARINAS
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Son sustancias que presentan intensa fluorescencia; comunmente
fotosensibles, se les considera derivados de la lactona del é&cido
o-hidroxicindmico.*

Se han comprobado propiedades antitumorales en algunas cumarinas,
actividad antimicrobiana y propiedades bioldgicas en cumarinas
sustituidas con heterociclos en C-3. Ademé&s, poseen accion

espasmolitica y bactericida.*?

CUMARINA

Figura 17. Estructura y numeracion de una cumarina (Fuente BILBAO

Ensayos
Las cumarinas se disuelven en soluciones alcalinas acuosas o alcohdlicas

con aparicion amarilla.

4GROS, G. Eduardo y PAMILIO, B. Alicia. Introduccion al estudio de los productos
naturales. Organizacion de los Estados Americanos. Programa regional de desarrollo
cientifico y tecnoldgico. p.48

“2GROS; PAMILIO, Ibid., p.50
Como lactonas dan positiva la prueba del hidroxamato férrico (ver

ensayos para sesquiterpenlactonas).*®
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1.3.9 SESQUITERPENLACTONAS

Las sesquiterpenlactonas son compuestos con 15 atomos de carbono
formados a partir del acido mevalonico por la union cabeza-cola de 3
unidades de isopreno (2-metil butadieno 1,3). Su grupo principal es un

éster ciclico.*

Clasificacion

Las sesquiterpenlactonas se clasifican de acuerdo al tipo de nucleo que
posean con la terminacion olido que indica la existencia de un grupo
funcional lactona. Por ejemplo las que tienen el nudcleo tipo Germacrano
se les llama Germacranolidos, las que tienen el nucleo tipo Eremofilano
son Eremofilandlidos, las que contengan ndcleo tipo Eudesmano son

Eudesmonolidos, etc.*®

“B|IBAO, Op. cit. p.85
%1bid., p.78

“Shtpp://huitoto.udea.edu.co/~farmacogfit/Sesquiterpenlactonas/index.html
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O

EUDESMANOLIDO EREMOFILANOLIDO ©

13

o
GERMACRANOLIDO

GUAYANOLIDO

Figura 18. Lactonas terpénicas (Fuente: BILBAO 1997)

Estado natural
Se les puede encontrar en forma libre principalmente y raramente en
forma glicosidica.

Ensayos

No existe una prueba especifica para reconocer sesquiterpenlactonas en
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muestras bioldgicas, sin embargo pueden utilizarse los siguientes

ensayos:

Ensayo de Hidroxamato férrico:

La muestra se disuelve en etanol, se afiade solucion de clorhidrato de
hidroxilamina y KOH. Se enfria y se acidula con HCI. Se afiade cloruro
férrico y se forma una coloracion violeta. Esta prueba la dan positiva en
general todas las sustancias con funcionalidad ester o lactona. Ejemplo:
las cumarinas, y se basa en la formacion de un complejo entre el acido

hidroxamico formado y el cloruro férrico.

NaOH-HCI-FeCl;-NH,0H
' o

Fet®  +3HCI

OH

Figura 19. Reaccion de Hidroxamato Férrico. (Fuente: BILBAO 1997)

Ensayos para lactonas insaturadas:

Ensayo de Legal
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Las sesquiterpenlactonas con anillos lactona, insaturados producen
coloracidn rosa cuando se disuelven en piridina, se afiade nitroprusiato de

sodio y un alcali. La prueba también la dan positiva las lactonas
o-f insaturadas cuando no se controla el pH, ya que se isomerizan en

medio alcalino. La prueba también la dan los cardendlidos.

1) (CN)s

Fe——N——OH

. . . > NaZ /—O
Nitroprusiato de sodio
\/

NaOH-H,0

OH

OH

Figura 20. Reaccion de Legal. (Fuente: BILBAO 1997)

Ensayo de Kedde
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A la muestra disuelta en alcohol se afiade acido 3,5-dinitrobenzoico y
KOH. Se producen coloraciones violetas o azules que desaparecen

después de una hora. La prueba también la dan positiva los cardenolidos.

o O,N

ﬁo

KOH-H,0 Ao
- NO;
Ac. 3,5 Dinitrobenzoico \/

OH N

COH

GLU OH

Figura 21. Reaccion de Kedde. (Fuente: BILBAO 1997)

Otros ensayos

Las sesquiterpenlactonas producen coloraciones cuando se tratan con
acido picrico e hidroxido de sodio (ensayo de Baljet) y con

m-dinitrobenceno e hidréxido de sodio (ensayo de Raymond).*

“Shtpp://huitoto.udea.edu.co/~farmacogfit/Sesquiterpenlactonas/index.html
1.3.10 CAROTENOIDES

Los carotenoides en su mayoria son pigmentos liposolubles de colores
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amarillo, naranja y rojo.
Los carotenoides son polienos. Casi todos los hidrocarburos
carotenoides tienen la férmula molecular CyHss y son derivados

biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-geranil-pirofosfato.

Clasificacion

Los carotenoides se clasifican en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los
carotenos sélo tienen carbono e hidrogeno (Ejemplo: el B-caroteno),
mientras que las xantofilas ademds contienen  oxigeno
(Ejemplo: la luteina).

Estado natural

Los carotenoides se encuentran en forma libre, como esteres de &cidos

grasos o como glicésidos. Sin embargo los glicosidos carotenoides son

raros.

Ensayos

Los carotenoides dan un color azul intenso con acido sulfurico
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concentrado y con wuna solucion cloroférmica de tricloruro de

antimonio.*’

OSOOOH

Figura 22. Reaccion con H,SO4. (Fuente: BILBAO 1997)

1.3.11 CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas o
compuestos que por hidrolisis se convierten en aquellos.
Los carbohidratos pueden ser monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos

y polisacéridos.

*"htpp://huitoto.udea.edu.co/~farmacogfit/Carotenoides/index.html

Los carbohidratos que reducen los reactivos de fehling , benedict o
tollens se conocen como azucares reductores , y todos los carbohidratos

que contiene un grupo hemiacetal o hemicetal dan pruebas positivas.*®
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Los carbohidratos que sélo contienen grupos acetal o cetal no dan
pruebas positivas con estas soluciones y se llaman azlcares no

reductores.*®

Ensayos

Ensayo de Molish

Sirve para el reconocimiento de todo tipo de azUcares. Los cuales en
medio acido fuerte se deshidratan formando furfurales. Estos furfurales al
reaccionar con el V-naftol originan complejos de intenso color.

Molish positiva: formacion de un anillo de color violeta en la interfase.*

“8MORRISON, Robert T. Quimica Organica. 52 Edicion. México. Addison-Wesley
Iberoamericana. 1990. p.1258

©1bid., p.1285

Ohttp://132.248.56.130/organica/lab2/135.htm
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CHO

H————OH OH
/o on
H__OH 3 H2804
» H,COH o
alfa Naftol H
H————OH
H————OH
CH,OH

Figura 23. Reaccion de Molish. (Fuente: BILBAO 1997)

Ensayo de fehling

Sirve para el reconocimiento de azUcares reductores. El poder reductor
que puede presentar los azUcares proviene de su grupo carbonilo, que
puede ser oxidado a grupo carboxilo con agentes oxidante suaves. Si el
grupo carbonilo se encuentra combinado no puede presentar este poder
reductor.

Los azUcares reductores, en medio alcalino son capaces de reducir el
ion Cu *2 de color azul a Cu * de color rojo. Para ello el grupo carbonilo
del azucar se oxida a grupo carboxilo.

El cobre se reduce si forma un precipitado de Cu,0 de color rojizo.*!

Shttp://www.unav.es/bioquimica/bgfarmacia/practicas.pdf.
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\/

CHO
He— oy H———OH
H———OH H —OH .

CuSO,5H,0 - + Cu,0 + 4H

H——F——o0OH  Tartrato de N y K + NaOH H OH
H———OH H——©H

CH,OH CH,OH

Figura 24. Fehling. (Fuente: BILBAO 1997)

Ensayo de Tollens

Sirve para el reconocimiento de monosacaridos. Los monosacaridos son
capaces de reducir en medio amoniacal, al ion Ag* a Ag°, que se deposita
en las paredes del tubo.

Si el ensayo es positivo se forma un espejo de plata en las paredes del

tubo.%?

Shttp://www.unav.es/bioquimica/bgfarmacia/practicas.pdf
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CHO (@) (O}
X
H————OH
H————OH
H—©H Ag (NH3),
. H————OH
H———OH 30H
H————OH
H————OH
H————OH
CH,OH
CH,OH

Figura 25. Reaccion de Tollens. (Fuente: BILBAO 1997)

+ Ag’ +2 H,0 + 4NH;,
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las muestras para el analisis fitoquimico preliminar fueron recolectadas
por los alrededores del laboratorio de investigaciones en postcosecha,
Universidad del Quindio, Municipio de Armenia, Departamento del
Quindio.

Tres ejemplares de la misma fueron llevados al Herbario de la
Universidad del Quindio (HUQ), para la verificacién de su identidad
taxondmica, y permanecen en el HUQ bajo el cdodigo: T. Rivera, S.

Rivera No.1
2.2 CLASIFICACION BOTANICA

Reino: Vegetal

Subreino: Espermatofitas o Faner6gamas
Division: Angiospermas

Clase: Dicotiledoneas

Subclase: Simpétalas

Orden: Tubiflora

Suborden: Solanineae

Familia: Solanaceas.>®

SGIRALDO, B. David y MURILLO O. Javier. Las Solanaceas. Universidad del Quindio.
Facultad de Ciencias Bésicas y Tecnologias. Quimica en productos vegetales. Armenia. 1989
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Figura 26. Foto de la Solanum stellatiglandulasum Bitter
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2.3 METODOLOGIA
2.3.1 Analisis fitoquimico

El primer paso consistié en la recoleccion del material vegetal el cual se
secO a 40 °C en estufa, después fue molido y tamizado. Se tomaron 500 g
de hojas y se llevo a cabo la extraccion por percolacion con etanol para
obtener el extracto crudo, este procedimiento se efectudé de igual manera
para los frutos. Para el analisis fitoquimico preliminar se utilizo el

método especificado por A. Sanabria.

Se estandarizaron solventes empleados para que garantizaran la respuesta

de los respectivos reactivos.
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Figura 27. Foto del montaje de la percolacion
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500g MATERIAL VEGETAL
PUVERIZADO

Extraer con etanol rectificado

\4 A 4

FILTRADO RESIDUO

Y

Concentrar (100 g obtenidos)

304¢g

RESIDUO |

A 4

ALCALOIDES

RESIDUO II

A 4

ESTEROIDES Y/O
TRITERPENOIDES
FLAVONOIDES
NAFTOQUINONAS
Y/O
ANTROQUINONAS
SAPONINAS
TANINOS

209

\4

EXTRACTO Il

A 4

LACTONAS
TERPENICAS
CUMARINAS

CARDIOTONICOS

Diagrama 1. Obtencion de Extracto Etandlico Total (Fuente: Sanabria 1983)
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Residuo |

Extraer 20 mL HCI 5% a 60 °C

Alcaloides (-)

A

Capaacuosal [

2x15mL (3:2)

Extraer con CHCIs-EtOH

A 4

Capa ac. 2

Acidular pH 2
Evaporar ste
Filtrar

A 4

Filtrado D

A 4

CHCI--FTOH

Evaporar ste
Extraer con HCI
Filtrar

A 4

Filtrado C

Realizar pruebas

A 4

Rxns alcaloides (-) 6 (+)

Filtrado A Filtrar en frio R :
° Residuo
Realizar pruebas (descartar)
> Alcaloides (+)
Llevar a pH 8 con NaOH
Extraer 2x15 mL con CHClIs
» Capa CHCI;

Evaporar ste
Extraer con HCI
Filtrar en frio

Filtrado B

Realizar pruebas

A 4

Rxns alcaloides (—) 6 (+)

Diagrama 2. Analisis preliminar de alcaloides; primera parte (Fuente: Sanabria 1983)
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Filtrado D

Realizar pruebas

A 4

Negativo Positivo

Alcalinizar con NaHCOza pH 7
Extraer 2x15 mL con CHCI3

A 4 A 4

Capaac. 3 Capa CHCl;
Acidular
Rxns para alcaloides Evaporar ste

Extraer con 3 mL de HCI al 5%
Pruebas para alcaloides

A 4

Alcaloides de T— "
amonio cuaternarios Alcaloides fenolicos
ylo 6xidos de aminas (+)o6(+)

(+)6()

Diagrama 3. Analisis preliminar de alcaloides; segunda parte (Fuente: Sanabria
1983)
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RESIDUO I

FILTRADOE [*

A 4

ESTEROIDES Y/O
TRITERPENOIDES

Extraer 2x20mL de éter de petroleo

Filtrar
» RESIDUO
Extraer con 20 y 10 mL de
EtOH-HOH (1:7) a 60°C
Filtrar
SOLUCIONF |« »| RESIDUO

Tomar los siguientes volumenes
y hacer pruebas para:

10 mL

A 4

FLAVONOIDES

A\ 4

10 mL

A 4

NAFTOQUINONAS
Y/O
ANTRAQUINONAS

Diagrama 4. Analisis de Esteroides y/o Triterpenoides,
Antraquinonas, Taninos y Saponinas. (Fuente: Sanabria 1983)

A 4

10 mL

A 4

TANINOS
SAPONINAS

Naftoquinonas y/o
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1 mL DE SOLUCION F

1 mL de solucion gelatina — sal

Centrifugar 2000 r.p.m
Agregar al residuo 2mL de urea 10 M

Afadir 3 gotas de FeClz al 10%

A 4

PRUEBA PARA TANINOS

NEGATIVA
v

POSITIVA

A\ 4

A

PRUEBA DE
ESPUMA CON 3 mL
SOLUCION F

v
5 mL SOLUCION F

Mezclar con 0.2g de MgO vy agitar

sobre bafio maria
Extraer con 12 mL de ETOH hirviendo

Filtrar

SOLUCION G

RESIDUO

A\ 4

A

(Extracto Etanol-Acuoso destanizado)

(Complejo MgO-Tanino)

SOLUCION G1
0.5 mL de 1 mL SOLUCION G1
SOLUCION G1 [« >
5 mL de solucion normalizada de
il glébulos rojos
GELATINA- ¥ -
SAL HEMOLISIS (-) 6 (+)

Diagrama 5. Analisis de Taninos y Saponinas (Fuente: Sanabria 1983)
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10-20 mL de sangre

2. Centrifugar

3. Decantar sobrenadante

4. Repetir la operacion 2 veces

\4

(Blanco)

3 mL de solucidn

\4

\ 4

3mLdesln+1mL

del extracto

Observar

\ 4

Oscurecimiento:

Prueba positiva

Diagrama 6. Prueba de Hemolisis (Fuente: Sanabria 1983)

1. Suspender en 100 mL de sIn salina al 0.85%

5. Suspender en 400 mL de sIn salina al 0.85%
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FILTRADO E

1. Concentrar hasta 5 mL
2. Agregar 10 mL de metanol-agua (9:1)

3. Agitar y separar las dos capas

A 4 l

FILTRADO E; Fase polar: compuestos
polares solubilizados con

el metanol que dificultan

1. Desarrollar con CHCIs-MEOH (9:1) la separacion
cromatogréafica

2. Evaporar ste
3. Observar con ldmpara UV

4. revelar con Liebermann-Burchard y calentar en estufa a 110 °C

Manchas de colores
rojo, azul o verde:
Esteroides y/o
Triterpenoides libres

Diagrama 7. Analisis de Esteroides y/o Triterpenoides (Fuente: Sanabria 1983)
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EXTRACTO Il

1. Adicionar un volumen aproximadamente
igual al del extracto de Acet. de Plomo4% /
0.5% 4&cido acético.

2. Reposar 15 min.
3. Filtrar
4. Concentrar el filtrado a % partes del volumen

5. Enfriar

6. Extraer con 2x15 mL de CHCl3

A 4 A 4

CAPA CLOROFORMICA CAPA ACUOSA

1. Adicionar Na,SOg4

2. Filtrar

3. Concentrar a 3 mL
SOLUCION H

1. Cromatografia en columna, con 50 mL de CHCI3-MEOH (9:1)

2. Concentrar a 2- 3 mL

SOLUCION H;

| Cromatografia en Capa Fina

Voo

N

Diagrama 8. Analisis Preliminar de Cardiotdnicos, Cumarinas y Lactonas Terpénicas
(Fuente: Sanabria 1983)
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PLACA W

1. Aplicar solucion H;

2. Desarrollar con CHCIs-MEOH (9:1)

3. Evaporar ste

4. Observar con lampara UV

5. Asperjar con vainillina 1% / 10% H3PO4

6. Secar a 110 °C por 5 0 10 min.

A 4

Manchas de colores: Esteroides y
Triterpenoides en general

PLACA X
1. Aplicar solucion H;

2. Desarrollar con CHCIs-MEOH (9:1)
3. Evaporar ste

4. Observar con lampara UV

de NHOHCI 2% en etanol + NaOH 2N
6. Secar a 100 °C durante 10 a 15 min.

7. Enfriar

de HCI 2 N y FeCls 1% en etanol

A\ 4
Manchas de color naranja, rojo o
violeta: Cumarinas y Lactonas
Terpénicas

Diagrama 9. Desarrollo de placas W y X (Fuente: Sanabria 1983)

5. Asperjar con una mezcla de volumenes iguales

8. Asperjar con una mezcla de volumenes iguales
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PLACAY

1. Aplicar solucion Hy

2. Desarrollar con CH>Cl,-MEOH-HOH (87:12:1)
3. Evaporar ste

4. Observar con lampara UV

5. Asperjar con una solucién al 2% de ac. 3,5-
dinitrobenzoico en metanol

6. Secar a T° ambiente

7. Asperjar con KOH 2N

Manchas de color violeta: Cardendlidos
y y-lactonas a8 - insaturadas.

PLACA Z

1. Aplicar solucion Hy

2. Desarrollar con CH,Cl,-MEOH-HOH (87:12:1)
3. Evaporar ste

4. Observar con lampara UV

5. Asperjar con vainillina 1% / 10% H3PO4

4 6. Secara 110 °C por 50 10 min.

Color azul violaceo: Cardiotonicos
Coloraciones rojas, rosas, violetas,azules,verdes;
Esteroides y/o Tritepenoides

Diagrama 10. Desarrollo de placas Y y Z (Fuente: Sanabria 1983)
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PLACAT

1. Aplicar solucion A

2. Desarrollar con CH2Cl2-Acetato de etilo (9:1)
3. Evaporar ste

4. Observar con lampara UV

5. Asperjar con Dragendorff Dragendorff
modificado (Munier 1953)

6. Secar en estufa si es necesario

Manchas de color rojo
anaranjado: Alcaloides

Diagrama 11. Desarrollo de laplaca T

El filtrado que se utilizd6 como muestra para la placa T fue el filtrado A

del analisis preliminar de alcaloides.
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2.4 METODO PARA EL BIOENSAYO CON Artemia salina Leach

1. Incubacion de huevos para la obtencion de larvas: 40 mg de huevos de
Artemia salina Leach mas 400 mL de NaCl al 3.7% en agua potable
comercial (Manantial, Brisa, Caribe, etc.); la utilizacion de agua
comercial en lugar de agua destilada se debe al bajo nivel de DO
(Oxigeno Disuelto) en el agua destilada, la cual para su obtencion es
sometida a un fuerte proceso de destilacion que elimina la mayor parte
del oxigeno disuelto en ella; este cambio permite eliminar del
procedimiento el suministro de aire a traveés de bombas. EI recipiente se
oscurece con papel carbon en su exterior y a las 48 horas a temperatura
ambiente e iluminacion constante las larvas de Artemia salina Leach son
tomadas de a diez para someterlas a las diferentes concentraciones de los

extractos.

2. Preparacion de extractos y adicion de larvas: Extracto crudo evaporado
a sequedad en concentracion de 1mg/mL. EIl solvente debe ser solucién
salina (NaCl al 3.7% en agua comercial); de esta solucion se preparan
ocho diluciones (6, 10, 24, 50, 100, 240, 500 y 1000 ppm) por cinco
réplicas, paralelamente se preparan cinco blancos por dilucién de extracto
de la siguiente forma: se toman diez larvas en un vial y se completa el

volumen de cada uno a cinco mililitros con solucion salina.
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3. Analisis estadistico, obtencion de la DL50: Con los datos obtenidos se
determina la DL50 con el 95% de confianza utilizando el método
Probit.>*

540SORIO, Op. cit. p.110
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3. RESULTADOS DE PRUEBAS FITOQUIMICAS
PRELIMINARES

Para la lectura de los resultados debe tenerse en cuenta la siguiente
simbologia:

Presencia en concentracion abundante del metabolito [+++]

Presencia en concentracion moderada [++]

Presencia del metabolito en poca concentracion [+]

Ausencia del metabolito [-]

Resultado dudoso en la prueba, falso positivo (+)

Ademas de las pruebas propuestas por A. Sanabria para la identificacion
preliminar de metabolitos se realizaron otras pruebas con el fin de
obtener una mayor confiabilidad en los resultados tales como: vapores de
NH,OH para flavonoides, Keller-Killiani para desoxiazlcares, CoCl,
para esteroides y triterpenoides, Baljet para glicosidos cardiotonicos y

comportamiento de quinonas en medio &cido y bésico.
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3.1 HOJAS DEL FRUTILLO

Tabla 3. Resultados de Pruebas Fitoquimicas en Hojas

ALCALOIDES
PRUEBA HCl SOLUBLES SOLUBLES ALCALOIDES AMONIO
5% CHCI, CHCI; -EtOH FENOLICOS $/L(J)Ag§|RDNOASRI'DCE)
AMINAS
Dragen- +++ ++ +++ ++ +++
dorff
Mayer +++ + +++ + +
Wagner ++ ++ ++ + ++
Valser ++ ++ + + _
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Shinoda

CoCl; al 2% en H,SO4 al 10%

+++
Vapores de NH,OH ++
FLAVONOIDES
HCI 5% —
Borntrager -
QUINONAS
Comp. Medio &cido +)
Comp. Medio basico 4+
TANINOS Gelatina - sal F+
FeCls +++
SAPONINAS Hemolisis e+
Espuma ++
CARDIOTONICOS Baljet -
Y LACTONAS Kedde N
TERPENICAS
DESOXIAZUCAR Keller-Killiani R
AZUCARES Felhing ++
++
Molish
+
Tollens
CAROTENOIDES H2S04 -
ESTEROIDES Y/O CCD asperjada con .
Lieberman
TRITERPENOIDES CCD asperjada con —
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Tabla 4. Resultados de Pruebas Fitoquimicas en Hojas 1

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA HOJAS

CUMARINAS

Presento
fluorescencia
(manchas
rosadas y
verdes) bajo
la luz UV

Placa
w

Placa
X

Placa
Y

Placa

Placa

CARDIOTONICOS

Presento
fluorescencia
(manchas
rosadas y
verdes) bajo
la luz UV

+++

LACTONAS
TERPENICAS

Presento
fluorescencia
(manchas
rosadas y
verdes) bajo
laluz UV

ESTEROIDES
Y/O
TRITERPENOIDE

Presentd
fluorescencia
(manchas
rosadas y
verdes) bajo
laluz UV .Se
observé una
variedad de
colores
(verde,
violeta, rojo,
amarillo), el
color que
mas
sobresalié
fue el violeta.

+++

ALCALOIDES

Después de
asperjar se
observd
manchas
color rojo
anaranjado

++
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3.1.1 NOTAS DE HOJAS

e No se realizo la prueba para alcaloides de amonio cuaternario
porque no se pudo conseguir el reactivo de Reineckato de

amonio.

e Se utilizo6 como patron para esteroides el colesterol (ver
cromatografia asperjada con CoCl, al 2% en H,SO, al 10%), se

toma como prueba positiva manchas azul-violetas.

e El eluente cloruro de metileno-metanol-agua (87:12:1) no logré
separaciones efectivas, por lo cual se recurrié a otros solventes
y se encontré que la mezcla cloroformo-metanol (9:1) producia
mejores separaciones, por tal motivo este fue el eluente que se
utilizd para correr las placas Y y Z. Para la placa T el mejor

eluente fue la mezcla Diclorometano-Acetato de etilo (9:1).
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Vainillina Dragenorff

lww

Vapores de NH4H ‘;IL_ibermann-Burchard

Figura 28. Cromatografias de Hojas
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3.2 FRUTOS DEL FRUTILLO

Tabla 5. Resultados de Pruebas Fitoquimicas en Frutos

ALCALOIDES SIN DESENGRASAR DESENGRASADO

PRUEBA HCI 5% HCI 5%

Dragendorf - -

Mayer - -

Wagner - -

Valser - -




Shinoda ++

Vapores de NH,OH +

HCI 5% T+

FLAVONOIDES
QUINONAS Borntrager -
Comp. Medio &cido -
Comp. Medio +++
basico

TANINOS Gelatina - sal +++
FeCls F++
SAPONINAS Hemdlisis +++
Espuma +++

CARDIOTONICOS Y LACTONAS TERPENICAS Baljet -

Kedde -

DESOXIAZUCAR Keller-Killiani R
AZUCARES Felhing T+
Molish 4+

Tollens T+

CAROTENOIDES H2504 -
ESTEROIDES Y/O CCD asperjada con F

Lieberman
TRITERPENOIDES CCD asperjada con +++
CoCl; al 2% en H,SO4 al
10%
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Tabla 6. Resultados de Pruebas Fitoquimicas en Frutos 1

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA FRUTOS

Placa Placa Placa Placa
w X Y Z
Manchas
CUMARINAS
rosadas
Manchas
CARDIOTONICOS +t
rosadas
LACTONAS Manchas
ESTEROIDES Y/O Manchas
+++
TRITERPENOIDES rosadas

3.2.1NOTA DE FRUTOS

El eluente cloruro de metileno-metanol-agua (87:12:1) no logro
separaciones efectivas, por lo cual se recurrid a otros solventes y se
encontrd que la mezcla cloformo-metanol (9:1) producia mejores
separaciones, por tal motivo éste fue el eluente que se utilizd para

correr las placas Y y Z.
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Figura 29. Cromatografias de Frutos

Vainillina
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4. ANALISIS DE RESULTADOS FITOQUIMICOS

4.1 TANINOS
Este metabolito se presenta en abundancia en hojas y frutos. El tanino
seria derivado del &cido protocatéquico por el color verde que se

observo.®®

4.2 QUINONAS
En las hojas y frutos se obtienen resultados positivos para quinonas

reducidas. Estas quinonas reducidas se presentan en abundancia.

4.3 FLAVONOIDES

De acuerdo a los resultados obtenidos hay presencia abundante de
flavonoides en hojas y moderada en frutos. Por las pruebas realizadas
estos flavonoides pueden ser leucoantocianidinas y flavonoides con el

nucleo y-benzopirona.

4.4 ALCALOIDES

Existe una gran cantidad de metabolitos y estructuras que producen
interferencias en el analisis de alcaloides. Estos compuestos son
aminoacidos, proteinas, compuestos con grupos carbonilo a-f3

insaturados, entre otros.°®

>BILBAO, Op. cit. 33
*SANABRIA, Op. cit. 18
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El método propuesto por A. Sanabria para le identificacion de alcaloides
ayuda a disminuir estas interferencias; por tal motivo este método ofrece
resultados mas confiables. La literatura reporta que la familia Solanaceae
contiene alcaloides.®” Teniendo en cuenta esto y los resultados obtenidos
hay presencia abundante de alcaloides en las hojas de este especie.

En el fruto no hay presencia de alcaloides.

4.5 ESTEROIDES Y/O TRITERPENOIDES

Este metabolito se presenta en abundancia en hojas y frutos.

4.6 SAPONINAS

La literatura reporta que algunas especies del genero Solanum (ver
composicion quimica y dotacion farmacologica) contienen saponinas. De
acuerdo a esto y a los resultados las saponinas estan presentes en
abundancia en hojas y frutos. Estas saponinas podrian ser triterpénicas
por pertenecer la especie Solanum stellatiglandulasum Bitter a la clase de
las dicotiledéneas®® y por la ausencia de las bandas caracteristicas del

sistema espirostano (ver analisis de espectros IR).

4.7 GLICOSIDOS CARDIOTONICOS
A pesar de que las pruebas con el reactivo vainillina-acido ortofosférico

dieron positivas (esta prueba no es especifica para cardiotdnicos) se

57DR. P. FONT, Op. cit. p.562

GIRARDO, Op. cit. 14
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descarta la presencia de este metabolito en las hojas y frutos ya que las
pruebas para reconocer el anillo lacténico y el desoxiazlcar dieron

negativas.

4.8 CUMARINAS

Aunque la prueba del hidroxamato férrico did negativa no descartamos la
posibilidad de la existencia de este metabolito en las hojas y frutos ya que
se observé fluorescencia (manchas rosadas y verdes) bajo la luz
ultravioleta y segun reporta la literatura las cumarinas presentan

fluorescencia (azul o verde) bajo la luz ultravioleta.*

4.9 LACTONAS TERPENICAS

Se descarta la presencia de este metabolito en hojas y frutos.

4.10 CAROTENOIDES
No hay presencia de este metabolito ni en hojas ni en frutos.

4.11 AZUCARES
Hay presencia abundante de azucares en los frutos y moderada en las
hojas. Por las pruebas de Tollens y Fehling hay presencia de aldosas y

cetosas.

YSANABRIA, Op. cit. 84
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5. PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE LA
SAPONINA'Y SAPOGENINAS

300 g de frutos

&
«

v

Reflujo (2 horas)
ab0°C

Etanol

Y

Concentrar

A 4

Desengrasar

l

Quitar clorofilas

A 4

Quitar taninos

A 4

Concentrar®

A 4

Cromatografia en columna

|

A B (Marco)

Diagrama 12. Obtencién de la saponina y las sapogeninas; primera parte.

ODOMINGUEZ, Op. cit. p.152



A

|

Extracto
etanolico

\4
Concentrar

B (Marco)

l

Extracto

acuoso

A 4

Prueba de
hemolisis
(+++)

Hidrolisis acida

\4
Cromatografia en columna Filtrar
l |
Prueba de Marco ] ¥ ."
Extracto ETOH- | | hemolisis Filtrado Residuo
BUTANOL (9:1) (+4+4) v
Extracto MEOH- Prueba de Secar
H20 (8:2) hemolisis
(+++) v
q ‘I' q v Pesar
Hidrolisis acida
Concentrar (0’1841 9
obtenidos
de Aglicon
\ 4 2.
" Glicésido
Filtrar
\ 4 \ 4
Secar Fusion sodica,
y analisis UV e
v IR
v v Pesar (0,6074 ¢
Filtrado Residuo obtenidos)
} ! |
C D E

Diagrama 13. Obtencidn de la saponina y las sapogeninas; Segunda parte.
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C D E

l l l

Secar Fusion sddica, 0,2gde
analisis UV e glicésido
IR l
A 4
Pesar (0,7874 Hidrolisis &cida
g obtenidos de
Aglicon 1) v
Filtrar
\ 4
Fusién sddica,
analisis UV e IR \ A4
Filtrado Residuo

A 4
Secar

A 4

Pesar
(0,1692 g

obtenidos de

Aglicon 0)

\ 4
Analisis
UVelR

Diagrama 14. Obtencion de la saponina y las sapogeninas; Tercera parte

Se esperd un mes para obtener un precipitado (la saponina) en el extracto
metanol-agua (8:2); en los otros dos extractos el precipitado no se formo
a pesar de que los tres extractos se sometieron a las mismas condiciones
por tal motivo se procedi6 hacer la hidrélisis &cida de éstos para ver si de

esta manera se podian obtener precipitados (las sapogeninas).
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5.1 FUSION SODICA

Algunas especies del género Solanum poseen alcaloides, como la
solasonina, gque se comportan como saponinas®’. Esto podria ocurrir,
motivo por el cual se procedié a una fusion sodica y comprobar si los

metabolitos obtenidos tenian en su estructura nitrégeno.

Trozo de sodio

v

Calentar hasta que salgan vapores

A 4

Enfriar

<+«— Metabolito

A 4

Calentar 3-4 min

!

Romper tubo de ensayo en vaso de
precipitado que contiene 25 mL de H,O

Filtrar en caliente

A 4

Filtrado Residiin

Diagrama 15. Fusion sddica; primera parte

®http://bilbo.edu.uy/~planta/Cursos/material/saponinas.pdf
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1 mL de filtrado

2-3 gotas de solucion de
FeSO4 a ebullicion

A 4

Enfriar

<« 2 gotas H.SO4 al 20%

\4

No hubo formacion de
precipitado azul oscuro®

Diagrama 16. Fusion sddica; segunda parte

2VILLA, Rojas Jais Nover. Manual de Analisis Organico. Universidad del Quindio.

1995. p.100-101
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5.2 OBTENCION DEL DERIVADO

0.2 g de glicosido

——— 2 mL de piridina

2 mL de anhidrido acético

v

Reflujo 2 horas

<«—— 5mbLde HO

v

Filtrar

l
A\ 4 {'

Residuo® Filtrado

Pesar (0,2384 g
obtenidos)

A 4

AnalisisUV e IR

Diagrama 17. Obtencién del Derivado

SDOMINGUEZ, Op. cit. p.152
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5.3 SOLUBILIDADES DE LOS METABOLITOS

Tabla 7. Solubilidades de los metabolitos

Solvente Glicosido Aglicon 0 Aglicon 1 Aglicon 2
Agua + - - -
Metanol - + - +
Etanol - + + +
DMSO
+ + + +
(Dimetilsuféxido)
Acetato de amilo - - - -
Acetona - + + -

Diclorometano

Cloroformo
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5.4 PRUEBAS ADICIONALES

Tabla 8. Pruebas adicionales Glicésido

Prueba Glicosido
2,4 Dinitrofenilhidracina negativo
Vainillina positivo
Solubilidad Clasificacion S,"

Vainillina
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Tabla 9. Pruebas adicionales Aglicon 0

Prueba Aglicén 0
2,4 Dinitrofenilhidracina positivo
Lucas Positivo (alcoholes terciarios y

secundarios)

Tollens negativo

Tabla 10. Pruebas adicionales Aglicén 2

Prueba Aglicén 2

Lucas Positivo (alcoholes terciarios y

secundarios)

Solubilidad Clasificacion N™

“S,: compuestos solubles en agua, pero insolubles en éter. Comprende
sales solubles en agua, compuestos polihidroxilados, acidos

policarboxilicos, hidroxiacidos, polihidrofenoles y carbohidratos simples.

“N: alcoholes, aldehidos y cetonas, ésteres, éteres, hidrocarburos
insaturados y algunos aromaticos, acetales, anhidridos, lactonas,

polihidroxialcolholes, fenoles de alto peso molecular.%

64CARDENAS B, France E. Manual de practicas de analisis orgéanico 1y Il. Universidad del

Quindio. Facultad de Educacion. Tecnologia en productos vegetales. 1990. p.90.
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5.5 NOTAS DE LAS PRUEBAS ADICIONALES

e Al Aglicon 1 no se le pudieron hacer pruebas adicionales porque

ya no se tenia mas muestra.

e Estas pruebas adicionales se hicieron con el fin de tener apoyos en

la interpretacion del espectro IR.

5.6 RENDIMIENTO

Tabla 11. Rendimiento

Metabolitos obtenidos Rendimiento
Glicosido 0,2025 %
Aglicon 0 0,0564 %
Aglicon 1 0,2625 %
Aglicéon 2 0,0614 %

Estos rendimientos son en funcion de los g ramos utilizados para la

obtencion de los metabolitos (ver pag 74).
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6. ANALISIS INSTRUMENTAL DE LOS METABOLITOS
OBTENIDOS

6.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Estos espectros fueron realizados en la Universidad del Valle y en la
Universidad del Tolima.

Como no se pudo conseguir el espectro infrarrojo de una saponina
triterpénica para que sirviera como punto de comparacion, se opté por
consultar los valores de las vibraciones de saponinas y compuestos

triterpénicos reportados en la revista Journal of Natural Products.> 66 67
68, 69, 70

SWATANABE Kazuki. Journal of natural products. Publisher by the American Chemical
Society and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 66. Number 6. p. 881. 2003.

66 TAPONDJOU, Leon A. Journal of natural products. Publisher by the American Chemical
Society and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 66. Number 9. p. 1268. 2003.

67SHIN, Myoung H. Journal of natural products. Publisher by the American Chemical Society
and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 66. Number 10. p. 1354-1355. 2003.

68CHANG, Chi-I. Journal of natural products. Publisher by the American Chemical Society
and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 67. Number 1. p. 91-93. 2004.

91TO, Aiko. Journal of natural products. Publisher by the American Chemical Society and
the American Society of Pharmacognosy. Vol. 67. Number 2. p. 203-204. 2004.

YOHSAKI, Ayumi. Journal of natural products. Publisher by the American Chemical Society
and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 670. Number 3. p. 470-471. 2004.
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6.1.1 Analisis de bandas para el Glicosido

sapogenu Mon Nov 29 14:54:86 2004

=

DD W -e— [ O S D — —i

T

81381

S20 .11

A T "N "I 1500

Peak Repor
File: CAFIRSTOATAIGALAXYISAPOGENU.RAS

Title: sapogenu Mon Nov 29 11.04:54:66 2004

Fiter: None

amd %7 md %T omd %I
341340 743000 107416 754243 202035 829959
138271 662652 163727 881110 145021 88.1546
50041 935337 81381 038644

Figura 30. Espectro IR del Glicésido

1000
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Banda en 3413.40 cm'?
Por la forma e intensidad esta banda corresponde a tensiones O-H de

alcoholes.

Banda en 1074.16 cm!
Esta banda corresponde a las tensiones C-O de alcoholes y por el valor de

la frecuencia se puede tratar de un hidroxilo ciclico.

Banda en 2929.35 cm'!

Esta absorcion corresponde a la tension =C-H de olefina. Se descarta que
sea tension Ar-H ya que no se observan en el espectro las otras
vibraciones que acompafian a los aromaticos como por ejemplo las
vibraciones de deformacion del C-H que aparecen entre los 900-675 cm*

y son las bandas mas fuertes del espectro.™

Banda en 1637.27 cm!
Esta banda corresponde a las vibraciones tensiones C=C de olefina la

cual es coherente con la banda observada a los 2929.35 cm™

ISILVERSTEIN, BASSLER, MORRIL. - Spectrometric Identification of Organic
Compounds. Fifth Edition. 1991. p.108-109.
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Banda en 1450.21cm™y 1382.71cm™
La banda a los 1382.71cm™ corresponde a la vibracién de deformacion
simétrica C-H del grupo metilo y la banda a los 1450.21cm™ es la

vibracion de deformacién asimétrica.’?

Banda en 813.81cm'?
Corresponde a vibraciones tensiones C-C de cicloalcanos, las cuales son

débiles de acuerdo a lo que se observa en el espectro.

6.1.2 Analisis de bandas para los Aglicones

Ya que los espectros de estos compuestos presentan bandas similares a
las del glicosido sélo se hara resefia a las variaciones que aparezcan en

éstos.

20RTEGA, Lopez Juan y BLANCO, Fernandez Manuel. Identificacion de
compuestos organicos por espectroscopia infrarroja. Madrid Centro de estudios y
experimentacion de obras publicas. 1982. p.31
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6.1.2.1 Aglicon 0:

=

H

D W ee— 3 W D DD w —f
28033.21

Sapw_Mon Nov 29 11:12:50:83 2004

1845 66

1837.27

1718.27

1450.21

1369.22

1286.29

1041.37

748 32

474 40

00 00 300 2500 M0

Peak Report
File: C\FIRSTIDATAVGALAXY\SAPW RAS

Title:sapw Mon Nov 29 11:12:50:83 2004

Fitter: None

md % omd % ol 4T
UNA2 BTT00 AT 552063 20321 560835
183727 506273 104137 60.3862 128629 713469
145021 736411 136922 796665 47440  80.283
184555 820741 74632 823448

Figura 31. Espectro IR del Aglicdn 0
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Banda en 1845.55 cm'?
Corresponde a la banda armonica de flexion en el plano =C-H de

olefinas.

Banda en 1286.29 cm!

Corresponde a las vibraciones de flexion en el plano del C-H olefinico.

Banda en 1041.37 cm!

Esta banda corresponde a las tensiones C-O de alcoholes, éstos alcoholes
podrian ser terciarios o secundarios por la prueba de Lucas (ver pagina
82).

Banda en 746.32 cm™

Corresponde a las vibraciones de deformacion C-H del metilo.

Banda en 474.40 cm?
Esta absorcion corresponde a las vibraciones de deformacion C-C, las
cuales ocurren a frecuencias inferiores a 500cm™, segln se reporta en la

literatura’™ y esto es lo que se observa en el espectro.

BZULUAGA, Corrales Fabio; YATES, Brian y INSUASTY, Obando Braulio.
Analisis Organico Clasico y Espectral. Universidad del Valle. Facultad de Ciencias.
Departamento de Quimica. Santiago de Cali. 2000. p.83
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Banda en 1718.27 cm

El aglicon durante la hidrolisis y/o almacenamiento o manipulamiento
se pudo haber oxidado levemente y probablemente se presente algo de
cetona (a pesar de la mediana intensidad de la sefial, para la cual la
esperariamos mayor, aungue también depende de la concentracion en que
se encuentre), lo cual explicaria la sefial a los 1718.27 cm™, la presencia
de este grupo carbonilo se apoya con la prueba de la 2,4

dinitrofenilhidrazina la cual fue positiva.
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6.1.2.2. Aglicén 1

Departamento de Quimica
Universidad del Valle
005~
i o
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T ' |
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ER-301104

FECHA: 01/12/2004 APODIZATION:
Analista: Luis Eduardo Hurtado

SCANS: RESOLUCIUN:

Figura 32. Espectro IR del Aglicén 1
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Banda en 2853.48 cm'?
Esta banda se debe a tensiones de los enlaces C-H de los metilos y

metilenos.

Banda entre 1656.73-1622.02 cm™

Esta banda corresponde a las vibraciones de tensién C= C de olefina.

Banda en 1440.72 cm

Corresponde a la vibracion de flexion del C-H del metileno.

Banda en 664.43 y 636.46cm™
Corresponden a las vibraciones de flexion fuera del plano de los enlaces

C-H olefinicos.

Banda en 1716.52 cm™

El aglicon durante la hidrolisis y/o almacenamiento o manipulamiento
se pudo haber oxidado levemente y es posible que se presente algo de
cetona (a pesar de la mediana intensidad de la sefial, para la cual la
esperariamos mayor, aungue también depende de la concentracion en que

se encuentre), lo cual explicaria la sefial a 1716.52 cm
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6.1.2.3 Aglicon 2

sapogene Mon Nov 29 10:46:25:82 2004
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Figura 33. Espectro IR del Aglicon 2
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Banda en 1095.37 cm™?

Esta banda corresponde a las tensiones C-O de alcoholes, éstos alcoholes
podrian ser terciarios o secundarios por la prueba de Lucas (ver pagina
82).

Banda en 950.74 y 804.17cm?
Estas absorciones se deben a las tensiones C-C de cicloalcanos, los

cuales son débiles de acuerdo a lo que se observa en el espectro.

Banda en 468.62 cm™

Esta banda corresponde a las vibraciones de deformacion de C-C.
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6.1.3 Analisis de bandas para el Derivado del Glicésido
Igual que para el anélisis de los aglicones aqui solo se hace resefia de las

variaciones que aparecen con respecto al glicésido.

sapi Mon Nov 20 11:21:38.73 2004

2

s

800 31
801 68

g
28586.07

23984
1450.21

DD W e — [ N S D - —f =

2935.14
1132 01

D
1373.07
-
p.45

Peak Report

File: ¢\irst\data\galaxy\sapi ras

Title: sapi Mon Nov 20 11:21:38:73 2004

Fitter: None

omd %T emd %T omd %
174913 97661 123422 10.2037 103945 16.2774
137307 256347 113201 406394 203514 431718
145021 519150 348476 6528172 2856.07 66.3932
80168 812517 80031 815478

Figura 34. Espectro IR del Derivado del Glicésido
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Banda en 2856.07 cm'?
Esta banda se debe a tensiones de los enlaces C-H de los metilos y los

metilenos.

Banda en 1749.13 cm'?
Esta banda corresponde a la tension C=0 de un grupo éster segun reporta

la literatura de estos temas.’*

Banda en 1234.22 y 1132.01 cm**

La absorcion a los 1234.22 cm™ corresponde a la tension asimétrica de la
tension C-O-C y la absorcion a los 1132.01 cm™ es la tension simétrica.
De estas dos absorciones la primera es la mas importante. De alli que se

observe que ésta haya sido la més intensa.

Posiblemente los metabolitos obtenidos seria una saponina y sapogeninas
triterpénicas ya que las bandas observadas en los espectros IR de éstos
coinciden con las bandas que presentan algunas saponinas y/o estructuras
pentaciclicas™, ademas no se observan las bandas tipicas de la cadena

espiroacetal para saponinas y sapogeninas esteroidales’®y por pertenecer

MAVRAM, Margareta. Infrared Spectroscopy. Wiley-Intercience. A Division of John Wiley
& Suns. New York. London. Sydney. Toronto. 1992 p.421

S KOILE Kazuo. Jourrnal of natural products. Publisher by the American Chemical Society
and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 66. Number. 12. 2003. p.1598

S DOMINGUEZ, Op. cit. p.154
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la especie Solanum stellatiglandulasum Bitter a la clase de las
dicotiledéneas.””

6.2 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

6.2.1 Glicésido obtenido

Spectrum/Peak Report Date 21/08/2004 Time 00:55:28 Page1 of 1
Method file : <untitled>

Information : Default Method

Data File : C\HPCHEM\1\PROFESOR\PEDRONEL\WMAIAM1.SD Created : 12/31/99 23:01:45

Overlaid Spectra:
saponina

35— A{‘:‘;’
~
SRR
/
25 N
2 N
15 - \_ c g
1
— !
———————— . ————————————— 4
200 225 280 275 - 30 0325 350 H
# Name Peaks(nm) Abs(AU) Valleys(nm) Abs(AU)
1 saponina 282.0 1.26990 266.0 1.24060
Report generated by : Jose Fernando Signature: ................

Compuesto en agua

Figura 35. Espectro UV del glicésido

Las saponinas con instauracion presentan en el UV una sefial entre
205-210 nm’® cuya intensidad aumenta con el incremento de grupos
unidos al doble enlace. En el espectro UV del glicésido se observa una

absorcion a los 205 nm. Esta se justifica por el grupo croméforo (doble

""GIRARDO, Op. cit. 14
.DOMINGUEZ, Op. cit. p.154
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enlace) presente en la estructura del compuesto.

Los espectros UV de las saponinas triterpérnicas de la especie Nephelium
maingayi Hiern presentan dos sefiales de absorcion, siendo la sefial méas
débil la mas desplazada hacia el rojo” coincidiendo con las absorciones

observadas para el compuesto de nuestro estudio.

6.2.2 Aglicones obtenidos

Spectrum/Peak Report Date 20/08/2004 Time 23:47:36 Pagetof 1
Method file : <untitled>

Information : Default Method

Data File : C:\HPCHEM\UVEXE\RIVERA1.SD Created : 12/31/99 23:02:11

Overlaid Spectra:

Absorbance (AU)

T T T T T T

340 360 380 400 420 Wavelength (nm

1A4-§
1.2—3
1 ;\
0.5—: ~—
T \
0.4 \\
02 T
-~ 2o o

# Name Peaks(nm) Abs(AU) Valleys(nm) Abs(AU)

1 'sapogenina real 292.0 1.49380 - bl

Report generated by : Jose Fernando Signature: ................

Compuesto en etanol

Figura 36. Espectro UV del Aglicon 0

“TAPONDJOU, Leon A. Journal of natural products. Publisher by the American
Chemical Society and the American Society of Pharmacognosy. Vol. 66. Number. 9.
2003. p.1598.
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Method file:  <untitied>
Information:  Default Method
DataFile :  C:\HPCHEM\1\PROFESOR\PEDRONEL\TOA1.SD Created : 12/31/99 23:02:13

Overlaid Spectra:
sapogenina
2
1.8
. 16
= 1
% 14
é 1.2~;
P
T4 ]
08
0.6
0.4
w0 @5 w0 a5 a0 45 40 Waweghoo
# Name Peaks(nm)  Abs(AU) Valleys(nm) Abs(AU)

1 sapogenina 1 2990 206430 ™ ™

Report generated by : Jose Fernando Signature: ................

Compuesto en etanol

Figura 37. Espectro UV del Aglicén 1
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Spectrum/Peak Report Date 20/08/2004 Time 23:44:13 Pagetof 1

Method file : <untitied>
Information : Default Method

Data File : C:\HPCHEM\WUVEXE\LEONARA1.SD  Created : 12/31/99 23:01:55
Overlaid Spectra:
sapogenina 2
+
j Y
; \ .
\
|9 \\
|8 \
\ '
5 \ '
N\ |
| —
| — |
: T T L S - | T T T I
L 240 250 260 270 280 20 300
# Name Peaks(nm) Abs(AU) Valleys(nm) Abs(AU)

1 sapogenina 2 239.0 0.28664 bl b

Report generated by : Jose Fernando Signature: ................

*** End Spectrum/Peak Report ***

Compuesto en etanol

Figura 38 .Espectro UV del Aglicén 2

En el espectro UV se observa un maximo de absorcion a los 292 nm para
el aglicon 0, a los 299 nm para el aglicon 1y a los 239 nm para el aglicon
2. Estas absorciones se deben a la instauracion presente en sus

estructuras.
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Los aglicones 0 y 1 tienen sus absorciones mas desplazadas hacia el rojo
comparadas con el aglicon 2, esto pudo haber sido ocasionado por el
grupo carbonilo (cetona producto de la oxidacion como se menciono
anteriormente para el analisis infrarrojo de los aglicones 0 y 1) que
estaria afectando la absorcion de la insaturacion.

La absorcion de la transicion n—n* del carbonilo quedaria solapada por
la absorcion de la transicion n—n* de la olefina que es de mayor

intensidad.
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6.2.3 Derivado del Glicésido

Spectrum/Peak Report Date 21/08/2004 Time 00:58:24 Page1of 1

Method file : <untitled>
Information : Default Method
Data File : C:\HPCHEM\1\PROFESOR\PEDRONEL\SUMAK1.SD Created : 12/31/99 23:01:50

Overlaid Spectra:

derivado

J ©
}‘ ‘«‘
2
151
!
14
05
0]
S S S —
200 2225 250 275 300 3% 350
# Name Peaks(nm) Abs(AU) Valleys(nm) Abs(AU)
1 derivado 248.0 2.65040 g i
Report generated by : Jose Fernando Signature: ................

Compuesto en cloroformo

Figura 39 .Espectro UV del derivado del glicosido

En el compuesto UV del glicdsido se observo una sefial a los 205 nm.
Esta sefial seria la que se observa en el espectro UV del derivado a los
248 nm y su desplazamiento batocrémico se justificaria por la

incorporacion del grupo carbonilo del éster en la estructura.
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La absorcion de la transicion n—n* del carbonilo queda solapada por la

absorcion de la transicion m—n* de la olefina que es de mayor

intensidad.

No fue posible hacer uso de Cromatografo de gases debido a que el

equipo presentaba problemas.
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7. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

7.1 EXTRACTO CRUDO DE HOJAS

Tabla 12. Resultados de citotoxicidad Hojas

Larvas muertas en los extractos

Tabla 13. Resultados en Blancos

Larvas Muertas en los blancos

Concentracion| 1| 2 | 3 | 4 | 5 | Concentracion| 1 | 2 3 4 5
1000 7/8(19] 9|8 1000 0] 1 0 0 0
500 718|876 500 1] 0 0 0 0
240 7/6 |6 |7 |6 240 0] 0 1 0 0
100 6|7 |5|5 |6 100 1] 2 0 0 0
50 6/ 4|4 |5 |5 50 0] 1 1 0 0
24 41 4|5 |5 ]|5 24 0| O 0 0 0
10 41 3|5 |5 1|4 10 0] 0 1 0 0

6 414 3|43 6 111 0 0 0
Tabla 14. Dosis Letal Media Hojas
ProlE;tP\/Asa I;;)riimmo de Iahzjoar;c:;t:fzglr;udel extracto crudo de las

LdP 42 Aprox.

Log X (Concentracion del extracto crudo de hojas en ppm)

Intervalo con el 95% de

confianza para la DL50 (ppm)

Desde Hasta
12,777609551 | 154,735688
DL50 = 44,4651796
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7.2 EXTRACTO CRUDO DE FRUTOS

Tabla 15. Resultados de citotoxicidad Frutos  Tabla 16. Resultados en Blancos

Larvas muertas en los extractos Larvas Muertas en los blancos

Concentracion|{ 1|2 | 3 | 4 | 5 | Concentracion| 1 | 2 3 4 5
1000 5/6|5|5| 5 1000 0] 0 0 0 1
500 3|14| 3|2 2 500 0] 1 0 1 0
240 2121111 240 0] 0 0 0 0
100 211111 1 100 210 0 0 0
50 2111171/ 0 50 0|0 2 0 0

24 1011 1 24 0] 0 2 0 1
10 1(1/1,0] 0 10 0| 0 1 0 0

6 0|10 )11 6 0(1| 010 1

Tabla 17. Dosis Letal Media Frutos
Probit Vs Logaritmo de \aconce‘mramlrlin del extracto crudo de Frutos
P Intervalo con el 95% de
confianza para la DL50
(ppm)
Desde Hasta

477,3588839 | 7522,626833

DL50 = 1894,99149

Log X (Concentracion del extracto crudo de frutos en ppm)
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8. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA PRUEBA DE
CITOTOXICIDAD

8.1 EXTRACTO CRUDO DE HOJAS
El DL50 arrojado por el analisis estadistico es de 44,4651796 ppm. Esta
connotacién indica que la especie Solanum stellatiglandulasum Bitter

posee en sus hojas metabolitos secundarios con actividad citotoxica.

8.2 EXTRACTO CRUDO DE FRUTOS
Este extracto presenta menor efecto en comparacion con el de las hojas.
No obstante es capaz de producir cambios fisiologicos en el crustaceo

causando la muerte a la mitad de ellos en una dosis de 1894,99149 ppm.
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9. CONCLUSIONES

En las hojas se encontraron en abundancia alcaloides, taninos, saponinas,
hidroquinonas, flavonoides y esteroides y/o triterpenoides. En presencia
moderada azucares. Aunque éstos sean metabolitos primarios acompafian
en forma de glicésidos a muchos metabolitos secundarios. Por lo tanto se
incluyen en los resultados. (Los términos abundante y moderado se
emplean aqui con relacion a la simbologia de la pagina 61)

No se encontraron glicosidos cardiotonicos, lactonas terpénicas ni

carotenoides. Posiblemente habria presencia de cumarinas.

En los frutos se encontraron en abundancia taninos, saponinas,
hidroquinonas, azlcares, esteroides y/o triterpenoides. En presencia
moderada se encontraron flavonoides. No se encontraron alcaloides,
glicosidos  cardiotonicos, lactonas terpeénicas ni  carotenoides.

Posiblemente habria presencia de cumarinas.

Por los analisis instrumentales y por pertenecer la especie Solanum
stellatiglandulasum Bitter a la clase de las Dicotileddneas la saponina y
sapogeninas obtenidas podrian ser de tipo triterpénica cuyas estructuras

son similares.

La especie Solanum stellatiglandulasum Bitter presenta actividad

citotoxica frente a la Artemia salina Leach.
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La diferencia en los resultados de la DL50 entre frutos y Hojas podria

responsabilizarse a la presencia de alcaloides en las hojas.
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10. RECOMENDACIONES

Para elucidar la estructura quimica de los metabolitos obtenidos, se
recomienda analisis mas especializados como RMN protdnico y de C*3,

Masas y consultar literatura mas especializada.

Se recomienda realizar otros tipos de bioensayo que permitan vislumbrar

el potencial de la especie Solanum stellatiglandulasum Bitter.

Se recomienda continuar con el estudio fitoquimico de la Solanum

stellatiglandulasum Bitter.
Se recomienda que se estimule la investigacion a través de convenios con

otras universidades, adquisicion de material bibliografico y mayor

presupuesto para la investigacion de proyectos de grado.
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