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INTRODUCCION

Como una contribucién al estudio de las plantas de la Flora
Colombiana, con especialidad de aquellas que llaman la atencion
por sus propiedades toxicas o medicinales atribuidas por el puebdlo,
Yy habiendo sido informados por el doctor Hernando Garcia Ba-
rriga que la planta conocida en Bogotd con el nombre erréneo de
Toronja presenta una accion tensioactiva, razén por la cual algunas
gentes la emplean como sustituto del jabon para lavar pisos y
ropas y que ademds es considerada popularmente como una planta
venenosa, decidimos hacer un estudio fitoquimico de la planta,
con el fin de buscar alcaloides u otros principios activos respon-
sables de las propiedades atribuidas.

En el presente trabajo se desarrolla la marcha fitoquimica
sistemdtica y se encuentra que hay presentes heterdsidos de acciéon
hemolitica y alcaloides; ademds se descubre que las semillas son
ricas en aceite.

Una vez realizado el andlisis cualitativo del fruto, se divide
el trabajo en tres secciones:

Se realiza un estudio detallado del aceite, determinando sus
constantes fisicoquimicas y su composicion quimica. Se hace luego
un estudio comparativo, en base al rendimiento obtenido, con los
encontrados en las semillas de las plantas usadas industrialmente
en la producciéon de aceites.

Se lleva a cabo la separaciéon de los alcaloides por diferentes
técnicas y se establece un método con el cual se obtiene un rendi-
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miento aceptable. Se identifican los alcaloides por las técnicas
clisicas de andlisis orgdnico y luego por métodos instrumentales,
especialmente cromatografia y espectrofotometria.

Se efectian ensayos farmacoldégicos en ratones y estudios he-
modindmicos en perros, determinando la tozicidad del jugo y de
los alcaloides responsables.

Briggs y colaboradores estudiaron en Nueva Zelanda un alca-~
loide separado de la Solanum marginatum, al cual denominaron
Solamargina; pero como podrd apreciarse en el presente trabajo,
este alcaloide no se encontro en la Solanum marginatum estudiada
por nosotros, hallando si un alcaloide relacionado a la Solamargina,
pero no el identificado por ellos.

ESTUDID BOTANICOD

A . Clasificacion botdnica (1, 2).

Division: Fanerégamas.
Subdivisién: Angiospermas.
Clase: Dicotiledéneas.

Subclase: Simpétalas.

Serie: Tetraciclicas.

Orden: Personatae.

Familia: Solanaceas.

Género: Solanum.

Especie: Marginatum (Linneo).

1. Sinonimos.

Solanum sactum Jacq.
Solanum argyrocantha Dun. Cours.
Solanum niveum All.

2. Nombres vulgares.

Departamento de Antioquia: ‘“Lulo”.
Departamento de Cundinamarca: ‘“Toronja”.

NOTA: Se conoce también con el nombre vulgar de “lulo” a la planta
Solanum quitoense, cuyo fruto, morfolégicamente similar a la baya
del Solanum marginatum, tiene uso doméstico en la preparacion de
bebidas refrescantes.

B. Descripcion botdnica.

La planta Solanum marginatum se presenta en forma de
arbusto de 1.50 mts. de alto, ocasionalmente hasta 3.00 mts.,, con
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el tallo principal erecto, ramas secundarias numerosas, lefiosas y
con aguijones fuertes; la corteza de los tallos tiernos, jovenes, con
indumento blanco debido a los tricomas que son de este color. Fi-
gura nimero 1.

FIGURA 1

Hojas: Sinuado lobuladas, de 12-18 ecmts. de largo, 8.5 -12
cmts. de ancho; haz de color verde brillante, blanquecina en las
margenes y sobre los nervios principal y secundarios, debido a los
tricomas blancos. Figuras ntimeros 2 y 3.

FIGURA 2




FIGURA 3

Inflorescencia con tres a seis flores, caliz niveo tomentoso, sé-
palos ovado-elipticos de 1 cmt. de largo, 0.5 cmts. de ancho. Corola

blanca de 3 cmts. de diametro, anteras amarillas. Figura nu-
mero 4.

Ty . :
3
. b6 BT 88 B :
: et _é--s..a? i 8 13 % @ pEY =
- | P A : T G ;

FIGURA

46 —



Fruto: Baya grande, 3.5 - 4.0 cmts. de didmetro, globosa, pén-
dula, amarilla en la madurez, exocarpio apergaminado, liso o glabro,
duro; mesocarpio jugoso de color amarillo verdoso, con numerosas
semillas amarillas de textura dura. Figura numero 5.

FIGURA 5

C. Distribucion geogrdfica.

Especie de area de dispersién muy grande: se encuentra en el
Asia y Africa tropicales.

En Colombia crece espontineamente en lugares incultos, en
climas frios a una altura sobre el nivel del mar comprendida entre
2.600 a 3.500 mts.

ESTUDIO QUIMICO

GENERALIDADES
A . Recoleccion del material.

Iniciamos nuestro estudio con la recoleccién del material bota-
nico, en potreros localizados entre los barrios San Fernando y Las
Ferias, y sitios comprendidos en los alrededores del Campo Euca-
ristico de la ciudad de Bogota.

Muestra del material botanico fue llevado al Herbario Nacional
Colombiano y debidamente clasificado con el N° 115578 por el doc-
tor Hernando Garcia Barriga.
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B. Desecaciéon del material.

E1 material recolectado se subdividio en pequefios pedazos y se
someti6 a desecacion en estufa a 40°C durante 48 horas.

Por ser de interés para el presente trabajo el fruto, debido a
las caracteristicas que presenta, seleccionamos las bayas desecadas,
las pulverizamos y tamizamos por malla N¢ 80.

C. Caracteristicas del polvo del fruto.

El polvo se presenta de color amarillo oscuro, olor caracteris-
tico, sabor amargo; su inhalacion es irritante a la mucosa nasal
que se manifiesta por piquifia seguida de estornudos.

D. Exzamen microscopico del polvo.

Para observar los elementos existentes en el polvo, se hicieron
las preparaciones en hidrato de cloral al 10%. Los elementos que
caracterizan el polvo del fruto del Solanum marginatum son: Res-
tos de endospermo, mesocarpio y vasos en forma espiralada.

E. Reacciones microquimicas (8).

Como punto de partida para los posteriores analisis, realizamos
sobre el polvo y el fruto, las reacciones microquimicas que se des-
criben a continuacién:

1. Celulosa.

Sobre un porta-objetos se coloca una muestra del polvo y se
somete a la accion de los reactivos cloro - yoduro de zinc y carmin
de Grenacher, observandose en ambos casos tincion del material.

2. Principios voldtiles.

Un trozo del fruto se somete a calentamiento en un vidrio de
reloj cubierto con un porta-objetos; al examinar al microscopio, no
se observa ningtn sublimado.

3. Sustancias reductoras (momnosacdridos).

Se toma un pequefio trozo del fruto y se coloca sobre un porta-
objetos junto con dos gotas de reactivo de Benedict; calentando por
unos minutos, enfriando y examinando al microscopio, se observa
la presencia de un precipitado rojo de 6xido cuproso.

4. Sustancias grasas.

Una pequena cantidad de polvo del fruto presenta fijacién de
color rojo, con el reactivo Sudan III.
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ANALISIS PRELIMINAR

A. Estudio del jugo.

Continuamos el estudio quimico en el jugo fresco, obtenido de
las bayas maduras con cantidad suficiente de agua.

El jugo presenta las siguientes caracteristicas: abundante can-
tidad de espuma color blanco; la fase liquida es de color amarillo
claro, pero al contacto con el aire tanto la espuma como el extracto
acuoso toman una coloracion carmelita oscura. Es de sabor amargo
y astringente, de caracter acido al tornasol. Pesando 800 Gm. de
frutos, extrayendo el jugo, lavando la pulpa residual con pequeias
porciones de agua, completando a un volumen final de 1.000 ml. y
midiendo su pH al potenciémetro, se obtienen valores comprendi-
dos entre 4.6 -4.8.

B. Ensayos preliminares (4).

1. Reaccion a los indicadores.

Con papel indicador universal da un pH entre 4.5 y 5.0. Su
acidez nos indica la presencia de acidos orgéanicos libres o de sus-
tancias fenélicas.

2. Reaccion con cloruro férrico.

A unos mililitros del extracto acuoso se adicionan unas gotas de
solucién acuosa al 1% de cloruro férrico recientemente preparado,
dando por resultado una coloracién verde esmeralda; esto nos su-
giere la presencia de sustancias tanicas o fenolicas.

3. Accion del acetato de plomo.

A unos 20 ml. del extracto acuoso se adiciona, gota a gota,
solucion de acetato de plomo; aparece un precipitado de color gris
claro. El precipitado se filtra y al filtrado se le adiciona, gota a
gota, solucion de subacetato de plomo produciéndose una nueva
precipitacion. Esta reaccién nos indica que pueden estar presentes:
acidos organicos, tanoides, proteinas y mucinas que precipitan con
el acetato, asi como gomas, mucilagos y heterdsidos que precipitan
con el subacetato.

4. Accion del reactivo de Fehling.

A 5 ml. de solucion del reactivo de Fehling, se adiciona un ml.
de jugo, se calienta suavemente en bafio Maria y se observa reduc-
cién del reactivo. A unos mililitros del filtrado procedente de la
precipitacion con acetato de plomo, se les adiciona solucién de oxa-
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lato de sodio al 10%, gota a gota, hasta cuando no hay mas forma-
cién de precipitado; se filtra y se comprueba que la reaccién es
neutra; se adiciona parte del filtrado a solucién recientemente
preparada del reactivo de Fehling observandose reducciéon del
reactivo. Esto nos indica que en el jugo hay presentes azicares
reductores.

5. Accién del reactivo de Tollens.

Como en el caso anterior, hay reduccion del reactivo con el
jugo puro, y con el filtrado obtenido de la precipitacién con acetato
de plomo. \

6. Presencia de gomas, mucilagos y wectinas.

A 5 ml. del jugo se adicionan unos 15 ml. de alcohol de 95 con
2% de acido clorhidrico; no hay precipitacién, indicando la ausen-
cia de estas sustancias en el jugo natural.

7. Alcaloides.

Se determina la presencia de alcaloides haciendo uso de los
siguientes reactivos: Dragendorff (DR), Bertrand (BER), Bou-
chardat (BOU), Marme (MAR), Valser (VAL), Hager (HAG),
Mayer (MAY), Herrera (HER), Solucion yodo-yodurada (SYY),
Mandelin (MAN), Friode (FRO), Marquis (MRQ) y Erdman
(ERD). Las respuestas a estos reactivos aparecen en el cuadro I.

C. Ezxtraccion con agua acidulada.

Unos 20 Gms. de frutos se extraen con 200 ml. de agua caliente
que contiene 2% de acido clorhidrico obteniéndose una solucién de
color amarillo. Esta solucién se filtra y se somete a la accién de los
rzactivos para alcaloides usados en el caso anterior. Ademas, se
hacen pruebas con los siguientes reactivos: Solucién de hidrixido
de potasio al 10% (KOH), Solucién al 5% de acido fosfomolibdico
en etanol de 95 (A. FM.), acido nitrico concentrado, acido sulfirico
concentrado y reactivo para taninos.

Los resultados se tabulan en el cuadro 1.

Como las respuestas a todos los reactivos para alcaloides usa-
dos fusron positivas, se puede asegurar la presencia de una sustan-
cia alcaloidal.
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CUADRO 1

REACTIVO JUGO EXTRACTO CON AGUA ACIDULADA
DR Precipitado floculento anaranjado Precipitado rojo naranja
BOU Precipitado color carmelito Precipitado carmelito
BER Precipitado blamco (gris) Precipitado blanco
MAR Precipitado gris amarillento Precipitado blanco
VAL Precipitado floculento blanco Precipitado blanco
HAG Precipitado verde gelatinoso Precipitado verde
MAY Precipitado blanco gelatinoso Precipitado blanco
HER Negativo Precipitado blanco
SYY Precipitado carmelito Precipitado carmelito
MAN Coloracién rojo - violeta Coloracion amarillo - rosado - rojo - violeta
FRO Precipitado rojo - violeta Coloracién rojiza
MRQ Coloracién amarilla que pasa a rojo vino Coloracion rojo - violeta
con halo azul que pasa a verde
ERD Coloracién roja Coloracién amarilla - roja
KOH Precipitado gelatinoso de color amarillo
A.FM. Precipitade azul oscuro
HNO: Conc. Coloracién amarilla
H.30, Conc. Color amarillo - rosado - rojo
R. Taninos Precipitado blanco Ligero precipitado




MARCHA FITOQUIMICA SISTEMATICA

Debido a las caracteristicas tan importantes que ofrece el
fruto, nos dedicaremos exclusivamente al analisis del mismo, de-
jando para otro estudio posterior el analisis de la hoja, tallo y
raices.

Iniciamos la marcha sistematica siguiendo la técnica de M. E. -
Wall y colaboradores, del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (5), la cual comienza con la preparaciéon de un ex-
tracto alcohdlico del material fresco: se pesan 100 Gms. de los
frutos, se dividen en pequefios trozos, se extraen los principios
solubles en alcohol colocando el material en un baléon de 1.000 ml,,
adicionando 500 ml. de alcohol d= 95 y sometiendo a calentamiento
bajo reflujo durante 6 horas en bafio Maria; (el alcohol contiene
1% de carbonato de calcio). Se obtiene una solucion de color ama-
rillo oscuro; se filtra y en el filtrado se hacen los siguientes ensayos:

1. Saponinas.

Se toma 1 ml. del extracto alcohdlico y se coloca en un tubo de
ensayo; se adicionan 15 ml. de agua destilada, se tapa, se agita
vigorosamente y se deja en reposo. Se produce una espuma que
persiste por mas de 12 horas. Esta prueba nos puede indicar la
presencia de una saponina.

Para comprobar su presencia, efectuamos la prueba de la he-
molisis, usando sangre humana estandarizada: se colocan en un
tubo de ensayo 10 ml. de sangre estandarizada y 1 ml. del extracto
alcohdlico. La hemélisis se presenta de manera inmediata.

Estas pruebas nos indican que el fruto contiene un principio
activo hemolitico, que posiblemente ha de ser un heterdsido
saponinico.

2. Alcaloides.

Del extracto alcohdlico tomamos una alicuota de 50 ml., se
evapora a sequedad sobre un bafio Maria, quedando un residuo ama-
rillo verdoso que se disuelve en agua ligeramente acidulada y
ensayamos con reactivos para alcaloides indicados en el Cuadro
I; las respuestas fueron todas positivas.

El extracto acuoso se alcaliniza con amoniaco y se extrae con
cloroformo. Se repiten las pruebas para alcaloides, las cuales fue-
ron en este caso, negativas,

De los resultados concluimos que hay presentes alcaloides inso-
lubles en cloroformo.
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3. Taninos.

Con otra porcién del residuo evaporado, se hace una mezcla
con 25 ml. de agua, se filtra y sobre el filtrado ensayamos taninos
por la accién del cloruro férrico al 5%. Se produce una ligera colo-
racion verdosa la cual se puede considerar positiva.

Sobre el mismo filtrado probamos la reaccién con solucién de
gelatina sal, obteniendo como resultado una ligera precipitacién
blanca de aspecto floculento. Considerando estas dos reacciones po-
sitivas, se concluye que hay presentes taninos.

4. Esteroles insaturados.

15 ml. del extracto alcohdlico se evaporan a sequedad; se di-
suelve el residuo én cloroformo y se le hace la prueba de Lieber-
mann-Buchard para esteroles insaturados. La reaccion es positiva.

MARCHA FITOQUIMICA SEGUN FLORIANI

Finalizado el analisis segun la técnica de M. E. Wall y colabo-
radores, el cual es unicamente orientador, procedemos a efectuar
una marcha mas detallada segiin el método rapido de Floriani (6),
especial para plantas medicinales. Este método consta de dos par-
tes: Extraccion con éter-cloroformo y destilacion con arrastre de
vapor. E

Por este método se estudiaron separadamente el fruto total y
las semillas.

A. Fruto total.

1. Primera parte: Extraccion con éter - cloroformo.

50 Gms. de las bayas, sometidas a desecacion a 40° C, pulveriza-
das y tamizadas por malla N? 30, se someten a extraccién continua
en soxhlet durante 6 horas, usando como solvente una mezcla a
partes iguales de éter y cloroformo. Se obtiene una solucién (A-1)
y un residuo (R-1). De la solucién (A-1) evaporamos el solvente;
el residuo de esta evaporacion se trata con agua destilada, calen-
tando sobre baiio Maria, se deja enfriar y se filtra; el filtrado es de
apariencia lechosa y lo denominamos solucién (A -2). Queda un
residuo (R- A -1). En esta solucién investigamos alcaloides, acidos
organicos y fenoles:

a) Alcaloides: Se toma una alicuota de la solucién, se coloca en
una ampolla de decantacién, se alcaliniza con hidréxido de sodio al
10% y se extrae con cloroformo; del cloroformo se extrae con agua

— 53 —



acidulada (HC1), y, en esta solucién acuosa, ensayamos reactivos
para alcaloides.

Inicialmente no hubo reaccién, pero a las 24 horas se obser-
varon cristales con algunos de los reactivos.

Los resultados se tabulan en el Cuadro II.

CUADRO II

REACTIVO RESPUESTA A LAS 24 HORAS
Dragendorff Cristales en forma de granulos
Marme Cristales en forma de agujas
Bertrand Cristales en forma de agujas
Bouchardat Cristales en forma de granulos
Valser Negativo
Mandelin Negativo
Frade ; Negativo

Se puede concluir que hay alcaloides presentes, solubles en éter-
cloroformo, aungue su cantidad es pequefia.

b) Acidos organicos: Reaccién neutra al tornasol. No se pro--
duce efervescencia con el bicarbonato de sodio. Concluimos que no
hay acidos organicos.

¢) Fenoles: Reaccion positiva con el cloruro férrico al 1%.

El residuo (R-A-1) se seca y se redisuelve en éter - cloro-
formo; se evapora el solvente y se trata con etanol de 80 hirviendo;
se filtra en caliente obteniéndose la solucién (A -3) y el residuo
(R-A-3).

La soluciéon (A -3) se deja enfriar y vuelve a filtrarse; en el
filtrado, solucion (A -4), investigamos resinas, obteniendo un re-
sultado negativo para éstas. En el residuo (R -A-4) de esta fil-
tracion, se investigan ceras pero éstas también dan resultado ne-
gativo. '

En el residuo (R - A - 3) se investigan grasas, dando resultado
positivo para el reactivo Sudan III. Este mismo residuo se sapo-
nifica con solucién alcohélica de hidréxido de potasio, se evapora
el etanol, se trata con cloroformo y se filtra. En el filtrado, solu~
cién (A-5), se investiga fitosterol: 0.5 ml. del extracto clorofér-
mico, adicionados de 2 ml. de anhidrido acético, se calientan hasta
disolucién completa, se deja enfriar y se adiciona una gota de acido
sulfirico; una coloracién verde esmeralda indica la presencia de
fitosterol.
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El residuo (R - A -5) se somete a ensayo para acidos grasos:
se acidula con acido clorhidrico al 10% ; se produce efervescencia
quedando luego una capa grasa sobrenadante que indica la pre-
sencia de acidos grasos. El residuo (R -1) se seca a la temperatura
ambiente, se coloca en un soxhlet y se agota durante 6 horas con
propanona. Se filtra dando la solucién (A -6) y el residuo (R -2).

Se evapora el solvente de la soluciéon (A - 6); el residuo se trata
con éter etilico puro y neutro, se agita y se filtra a los 30 minutos;
se obtiene la solucion (A -T7) v el residuo (R -3). En este residuo
investigamos principios amargos, dando un resultado negativo.

La solucion (A -7) se somete a una corriente de amoniaco
seco y se filtra: se obtiene la solucion (A - 8) y el residuo (R -4).

En la solucién (A -8) se investigan alcaloides, cuyo resultado
es positivo, considerando como positivos leves cambios en los re-
activos.

En el residuo (R -4), que es de color carmelita oscuro, inves-
tigamos pigmentos flavonicos y resinas. El resultado es negativo.

2. Segunda parte: Destilacion con arrastre de vapor.

50 Gms. de material fresco, desecado, pulverizado y tamizado
por tamiz N? 30 se someten a una destilacién con arrastre de vapor
de agua. En el destilado se investigan alcaloides volatiles, acidos
volatiles y aceites esenciales. El resultado es negativo en todos los
€asos.

El residuo se trata con 500 ml. de agua destilada, se hierve
durante media hora y se filtra en caliente; (fue necesario filtrar a
través de una tela, ante la imposibilidad de filtrar por papel, algo-
dén o lana de vidrio, aun al vacio). Este filtrado se evapora hasta
extracto seco; se trata luego con etanol de 98, se hierve y se filtra
en caliente. Se obtiene: soluciéon (B -1) y residuo (R-B-1). En
este residuo investigamos la presencia de sales minerales por cal-
cinacién, obteniendo resultado positivo; a la llama se comprueba la
presencia de sales de sodio y potasio. También se investigan en
este residuo, la presencia de gomas y mucilagos por la reaccién con
el acido nitrico (7), dando un resultado negativo.

La solucion (B-1) se enfria en una mezcla de hielo y sal
comun, y se filtra a las 24 horas. Se investigan saponinas en una
alicuota del filtrado, siendo negativo el resultado. El resto de la
soluciéon (B -1), se mezcla con tres veces su volumen de éter eti-
lico y se filtra; se obtiene la soluciéon (B -2) y el residuo (R-B-2).

En la solucién (B - 2), se investigan alcaloides y tanoides. Para
alcaloides unicamente dieron resultado positivo los reactivos de
Dragendorff y Bouchardat. Los tanoides se investigan con solucio-
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nes al 1% y 5% de cloruro férrico, dando coloracién verde esme-
ralda; con los reactivos de precipitacién para taninos, se obtienen
resultados positivos. Se concluye asi, que estas sustancias estan
presentes.

B. Semillas.

Se siguieron las mismas técnicas que para el fruto total. Los
resultados se tabulan en el Cuadro III.

CUADRO III

FRUTO TOTAL SEMILLAS
Acidos grasos .. .. .. .. .. .. .. o.n + 4+ 4+ + 4+ 4+
Acidos orgénicos .. .. .. .. .. .. .. — —
Alcaloides .. .. .. .. .. .. .. .. .. + + —
Celulosa .. .. .. .. cv 0 et vt ve o> +++ +++
Ceras .. vv vo ve oo 2o e 2e on ou a» —_ —
Esencias .. .. .. .. .. .. .. .. .. — —
Fenoles .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. + 4+ e
Fitosterol .. .. .. .. .. .. .. .. oL .. + + +++
Glucotanoide .. .. .. .. .. .. .. .. — -—
GOMAS «. vv ti tv ve et et ae ee e — —
Grasas .. .. oo ee vn en e ee owa -+ + 4+ +
Heterésidos .. .. .. .. .. .. .. .. .. + e
Heterdsidos antraquinémicos .. .. .. .. —_ —
Heterdsidos saponinicos . + + —
Holésidos .. .. .. .. .. .. .. e -
Mucilagos .. .. —— -
0SaS .. v th th te e e e e e + -
Pigmentos flavénicos .. .. .. .. .. .. — —
Principios amargos .. e e e s + +
Sales minerales .. .. ., .. .. .. .. .. +++ +++
Resinas . e ee ee — —
Taninos .. .. .. .. .. .. .. .. . + 4 —_

CONVENCIONES:
Negativo: —.

Escasamente: +.

Presente en pequefia cantidad: + 4.
Cantidad apreciable: + 4 4.
Cantidad abundante: + 4 + 4.

ESTUDIO DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS

En el desarrollo de la marcha fitoquimica, pudimos apreciar
que las semillas presentaban una abundante cantidad de aceite,
razén por la cual decidimos estudiar detalladamente las propieda-
des fisicoquimicas, y efectuar el andlisis cualitativo y cuantitativo
de este aceite.
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A. Técnica de extraccion.

Antes de entrar al proceso real de extraccion del aceite, se
requieren varias operaciones mecanicas que preparan la semilla
para tal fin:

1. Separacion y lavado de las semillas.

Se tomaron bayas maduras de tamafio uniforme, se lavaron
y partieron transversalmente; por medio de un chorro de agua se
separaron las semillas del pericarpio, se recogieron sobre una
malla fina (N? 20) y se lavaron sobre ésta hasta que quedaron
completamente libres de restos de pericarpio y el agua del lavado
no produjo mas espuma.

2. Secado de las semillus.

Las semillas se extendieron sobre una bandeja en un espesor
adecuado que permitiese la penetracién del calor y se colocaron en
la estufa con corriente de aire a 40° C durante dos dias.

3. Molienda.

Una vez secas, se molieron por molino tipo Corona, obtenién-
dose una harina de consistencia pastosa.

4. FEuxtraccion.

La harina obtenida anteriormente se pes6 y se sometié a
extraccion continua durante 6 horas (para asegurar extraccién
completa) en un soxhlet, usando como solventes mezcla de éter-
cloroformo o disolvente 10 -20.

Se procedi6 luego a la separacion del aceite, en primer tér-
mino por destilacién, para recuperar la mayor parte del solvente;
se evaporaron luego las ultimas trazas de solvente y se filtr6. Este
aceite, asi obtenido, se someti6 a enfriamiento, formandose un
precipitado que se separé por centrifugacién 'y filtracién posterior.

El aceite obtenido de esta manera fue usado para la deter-
minacién de su composicién quimica y sus constantes fisicas y qui-
micas.

B. Andlisis (8) (12).
1. Caracteristicas organolépticas.

Estado fisico: liquido.
Color: amarillo.

Olor: caracteristico.
Sabor: caracteristico.
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En realidad es dificil dar un concepto exacto sobre el color,
sabor y olor del aceite, ya que se pudo comprobar que estas pro-
piedades varian de acuerdo al solvente empleado en la extraccidn,
asi: usando mezcla de éter-cloroformo, el color del aceite es ama-
rillo oscuro, con olor y sabor semejantes a los de la manteca de
cacao. Con disolvente 10 - 20, el color es més claro y su olor y sabor
no pueden determinarse exactamente,

2. Constantes fisicas.

Peso especifico: 0.918 (15° C).
Indice de refracciéon: 1.4750 (20° C).
Accion de la luz U.V.: Fluorescencia amarillo-cremosa.

3. Aeccion de disolventes.

Eter: soluble.

Etanol: insoluble.

Metanol: insoluble.

Benceno: soluble.

Cloroformo: soluble.

Eter de petréleo: zoluble.
Acetona: soluble.

Acido acético: soluble.
Tetracloruro de carbono: soluble.

4. Constantes quimicas (11).

Indice de acidez: 5.0.

Indice de saponificacién: 181.
Indice de ésteres: 176.

Indice de yodo: 144.

Indice de yodo absoluto: 148.
Indice de ciandgeno (9, 10): 58.2.
Materia insaponificable: 2.35%.
Titulo: 14-16°C.

5. Determinacion de los #cidos gresos solidos y liquidos.

Segtn Tortelli y Rugieri (8), el método para la determinacion
de los acidos grasos liquidos y sélidos de una grasa, se lleva a cabo
aprovechando la diferencia de solubilidades de las sales de plomo
en el éter: las sales plimbicas de los acidos sélidos son insolubles
en éter, mientras que las de los acidos liquidos se disuelven fac:l-
mente.
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Partiendo de 20 Gms. de la grasa en examen y siguiendo la téc-
nica, se obtuvieron los siguientes resultados:

Acidos liquidos: 74.5%.
Acidos s6lidos: 8.2%.

Los principales acidos grasos presentes en el aceite de semi-
llas de solandceas (13), pueden ser: acido oléico, acido linoléico, -
4cido palmitico y acido estearico.

C. Determinacion de la composicion quimica del aceite por croma-
tografia de gases (14).

Para esta determinacion, seguimos la técnica de transesterifi-
caciéon (15), la cual consiste en la formaciéon de los ésteres metilicos
de los acidos grasos, por un proceso de catilisis de KOH en metanol,
evitando totalmente cualquier traza de humedad mientras ocurre
la reaccién. La técnica seguida por nosotros fue la indicada de
transesterificacion por catalisis con KOH, pero en lugar de usar
soluciéon de KOH 0.2 N en metanol, adicionamos la potasa sélida a
la mezcla de metanol y aceite anhidros. La técnica seguida se indica
a continuacién: Se pesan con exactitud-unos 5 Gms. del aceite a
investigar, se le adicionan 25 ml. de metanol anhidro y unas 5 per-
las de KOH bien secas: la mezcla se somete a calentamiento a reflu-
jo sobre bafio Maria durante 4 horas, hasta que sea homogénea
y luego se mantiene por un tiempo posterior de 20 minutos. La
mezcla se deja enfriar y se le adiciona un volumen igual de agua
fria dando una solucién opalescente. Los ésteres metilicos se ex-
traen con tres porciones de éter sulffirico; los extractos se combi-
nan y lavan con pequeiias porciones de agua destilada hasta que no
den coloracion a la fenolftaleina ; el extracto etéreo asi obtenido, se
seca sobre sulfato de sodio anhidro y posteriormente se filtra; el
residuo del éter se remueve por medio de una corriente de aire
seco y luego se dejan los ésteres durante dos horas en estufa a 50
grados C para remover cualquier resto de éter que pueda atin per-
manecer.

Los ésteres asi obtenidos fueron llevados a separacién en el
cromatografo de gases PERKIN ELMER 820, el cual se operé en
las siguientes condiciones:

Detector de conductividad térmica con corriente de 200 mili-
amperios.

Corriente de helio a 41 libras.

Flujo de 28 milimetros por minuto.

Columna BDS (Butanediol succionato al 15% en Chromo-
sar W).
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Longitud: 12 pies (3.66 m.).
Didmetro: 14 pulgada (0.32 cm.).
Tubo de acero inoxidable.

Temperatura del inyector: 250 grados C.
Temperatura de la columna: 210 grados C.
Temperatura del detector: 215 grados C.
Atenuacién: 1.

Volumen de la muestra inyectada para una buena separacién:
0.2 microlitros. Bajo estas condiciones, el orden de salida de los
ésteres fue el siguiente:

Palmitato de metilo.
Estearato de metilo.
Oleato de metilo.

Linoleato de metilo.

Los resultados obtenidos se observan en el correspondiente cro-
matograma.

Comparados los tiempos de salida con patrones en idénticas
condiciones, Palmitato y Oleato, se determinaron estos dos ésteres;
los otros se determinaron por comparacién en cromatogramas tipo,
suministrados por Perkin Elmer, obtenidos en condiciones simi-
lares (16).

Composicion cuantitativa.

Por los cromatogramas obtenidos se puede determinar la com-
posicién en porcentaje de cada uno de los ésteres de los acidos gra-
sos que componen el aceite; esta determinacién cuantitativa se hace
por el método de normalizacién interna (17), para lo cual es necesa-
rio integrar las areas de cada uno de los picos obtenidos; esta inte-
gracion se hizo por triangulacién, midiendo la altura a la linea base
v el ancho a media altura.

Area: Altura x ancho a media gltura.

La cantidad por ciento de cada componente, se obtiene de la
siguiente relacién:

Area del compuesto A
de areas de todos los compuestos

% Compuesto A =guma total

De los cromatogramas hechos con diferentes esterificaciones
del aceite, extraidos en diversas ocasiones, con muestras distintas



de material, se obtuvieron los siguientes porcentajes de los com-
puestos:
Palmitato: 8.05%.
Estearato: 4.83%.
Oleato: 12.62%.
Linoleato: 74.499%.

Sin tener en cuenta las trazas de otros Aacidos grasos, los
cuales escasamente se pueden detectar en la cromatografia y cuyo
. porcentaje no alcanza al 1%. (Figura N¢ 6).

D. Ensayo de toxicidad del aceite.

Con el fin de determinar si el aceite encontrado, podria usar-
se como alimento, hicimos un ensayo tentativo de toxicidad de la
siguiente manera: Se tomaron 10 ratones blancos de 28 Gms. de
peso promedio, se les administré alimento (Finca) impregnado
con buena cantidad de aceite y se mantuvieron en observacion bajo
esta dieta durante 5 dias. En los 10 ratones no se observé efecto
toxico alguno, ni pérdida de peso.

E. Rendimientos obtenidos en el proceso de extraccion.

En el Cuadro IV presentamos valores de los rendimientos en-
contrados por nosotros, tanto en el porcentaje de semillas del fruto,
asi como el porcentaje de aceite obtenido en las semillas secas.

F. Estudio comparativo del rendimiento (18, 18, 20).

Las plantas industrialmente usadas para la extraccién de
aceite, presentan los rendimientos promedio que aparecen en el
Cuadro V. Es facil apreciar que las semillas del Solanum margi-
natum, ofrecen un rendimiento comparable al de las semillas de
girasol y soya y superior al del algodén, tung, oliva y palma afri-
cana.
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CUADRO IV

PESO FRUTOS

PESO SEMILLAS

PESO SEMILLAS

PESO ACEITE

MADUROS (Gm.) SECAS (Gm.} % MOLIDAS (Gm.) EXTRAIDO (Gm.} %
210 66 31.43 50 11.5 23
720 180 25.0 50 12.0 24
600 91 16.0 50 10.0 20
150 27.8 18.5 150 33.5 22
230 50.2 21.8 50 8.5 17
186 40.9 22.0 91 17.8 19.5
425 73.1 17.2 50 12.5 25
800 164.0 20.5 50 9.8 19.6
810 147.4 18.2 50 10.2 20.4
360 70.2 19.5 50 11.4 22.8

Rendimiento promedio de semillas en el fruto: 21.01%

Rendimiento promedio de aceite en las semillas: 21.83%.



CUADRO V

ACEITE : RENDIMIENTO

%
(8743 13 - O 64
Nuezdepalma ... ... ... (o0 cil cir tit cie th e e e 47
RiICINO .ot tis tit the it ti tie tee et e e e e e 45
Mani descasearado ... ... ... c.. il cit tie cee see eee een 45
AJonjoll ... L. L. i e et e tee e e e e e 45
CO0lZA ..t tit it et it tee tee e e v e eee e 35
Linaza ... ... ... cof ee eee aen 34
Mani €on CASCAra ... ... ... it cet tee e een o wer e ees 32
GIrasol ... ... .. ci i ti teh eee et e aen e e 25
SO c it ti i i et tee tie tee et e e ee e e 17
Algodon ... ... .. L. il it ce e e i e e e 15
B 0 ) 2 15
Palma Africana ... ... ... ci. cit v it aen o awe aee o aan 14

G. Comentario.

1. Del estudio comparativo del rendimiento del aceite, cree-
mos que valdria la pena tenerlo en cuenta para un posible
uso industrial, sabiendo que en Colombia existe un déficit
de 44% de produccién (18, 20).

2. De acuerdo a los anilisis efectuados sobre el aceite, éste
podria clasificarse dentro del grupo de los aceites semise-
cantes.

3. Teniendo en cuenta los resultados de la prueba de toxicidad,
seria posible darle uso como aceite comestible.

ESTUDIO DE LOS ALCALOIDES

En la marcha fitoquiniica sistematica se determiné la presen-
cia de alcaloides, los cuales tratamos de clasificar e identificar uti-
lizando métodos quimicos e instrumentales.

Teniendo en cuenta las referencias bibliogrificas, se sabe que
las solanaceas contienen alcaloides del grupo del tropano (21, 22),
atropina, hiosciamina, escopolamina, etc. y gluco-alcaloides de es-
tructura esteroidal (23, 24, 25), solanina, tomatina, solasonina, so-
lauricina, solangustina, solanocapsina y solamargina.

Inicialmente, para determinar a cuil de estos dos grupos
pertenecen los alcaloides presentes en esta planta, se siguié la
técnica de extracciéon con soluciéon de 4cido tartarico al 10% y pos-
terior separacién con éter (26). El resultado negativo obtenido con
los reactivos de alcaloides sobre el extracto etéreo (27), nos indica
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la ausencia de alcaloides del grupo del tropano. Por el anterior resul-
tado, es facil suponer que se encuentran gluco alcaloides de estruc-
tura esteroidal, lo cual se comprueba haciendo una extraccién gene-
ral de alcaloides con alcohol amilico y sometiendo el extracto a la ac-
cién de reactivos especificos (28), cuyos resultados fueron positivos,
como se aprecia en los cuadros VII y VIIL

DETERMINACION CUANTITATIVA DE
ALCALOIDES TOTALES

Para determinar fque el contenido de alcaloides justifica un
trabajo posterior de separacion e identificacién, ensayamos una
extraccion global de alcaloides, utilizando diferentes solventes;
aprovechando que el mejor rendimiento se obtuvo con alcohol ami-
lico, se procedié a una determinacién cuantitativa neta de la si-
guiente manera:

Se pesaron 200 Gm. de frutos maduros frescos, se partieron
en pequefios trozos y se sometieron a extraccién con 500 ml. de al-
cohol amilico adicionado de 20 ml. de solucién concentrada de amo-
niaco. Se calenté a reflujo sobre bafio Maria durante 6 horas, se
separé la fase alcohdlica por filtracién, y el residuo se sometié de
nuevo a extraccion con igual cantidad de alcohol amilico. Se reunie-
ron los extractos alcohdlicos y a continuacién se evaporé el solvente
sobre baflo Maria hasta sequedad. Como producto final se obtuvo
una sustancia de color carmelita, que presenta al microscopio aglo-
meraciones de cristales, unos en forma de agujas y otros en forma
de hojas planas; estas sustancias en solucién con acido clorhidrico
al 1%, dan positivas las pruebas con los reactivos para alcaloides.

La cantidad obtenida de alcaloides totales fue de 9.95 Gm.,
que equivale a un rendimiento global del 5%.

Como se puede apreciar que la cantidad de alcaloides presentes
es relativamente abundante, procedemos a su separacién, purifica-
ciéon e identificacion.

A. Identificacion de los alcaloides en el fruto, su obtencion y pu-
rificacion.
1. Identificacion.

Partiendo de la base de que los alcaloides presentes en las ba-
yas de Solanum marginatum son de estructura esteroidal, llevamos
a cabo las siguientes pruebas preliminares de identificacién:
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a) Se tomaron unos 0.5 Gm. de polvo del fruto y se trataron
con acido sulfarico moderadamente concentrado; en unos segundos,
se produjo una coloracién rojo vino (28).

b) Se tomaron 0.5 Gm. de polvo del fruto y se les adicioné
4cido nitrico medianamente concentrado; en pocos segundos se
observé una coloraciéon rojo ladrillo (28).

¢) 5 Gm. del polvo del fruto se extrajeron con alcohol caliente
hasta agotamiento; el extracto alcohdlico se concentré a sequedad y
el residuo se extrajo con agua acidulada con clorhidrico. La solu-
cién acuosa dio una fuerte coloracién carmelita oscura; se filtré
sobre papel, del filtrado se tomaron 2 ml. y se les agregaron dos
gotas de acido sulfirico concentrado. Inicialmente se observé una
coloracién amarilla que pas6 a rosado y finalmente a rojo vio-
leta (29).

2. Separacion y purificacion.

Para la separacion y purificacién de los alcaloides ensayamos,
entre otras, la técnica de Stas-Otto (30), siendo bastante tediosa y
de bajo rendimiento. Probamos luego el método de extraccién segin
Meyer (30). Acondicionando este método, para el tipo de fruto que
tenemos, se oper6 de la siguiente manera: Se pesaron 720 Gm. de
frutos maduros y se preparé un extracto acuoso; el jugo se separé
de la pulpa por expresién en una tela, lavando el residuo con por-
ciones de 500 ml. de agua por cuatro veces consecutivas; los extrac-
tos acuosos se reunieron y se dejaron en reposo durante 24 horas
en refrigerador, decantando el liquido sobrenadante del precipitado
que se form6 durante el reposo; el residuo se lavé con nuevas por-
ciones de agua destilada, se filtré y se reunié con la fraccién acuosa
separada por decantacion. Los extractos acuosos asi reunidos se
alcalinizaron con solucién concentrada de amoniaco, se evaporé el
agua por calentamiento a 90 grados C, quedando una masa negra
de aspecto resinoso; de esta masa resinosa se hizo extraccién con
alcohol caliente durante tres veces, se filtré el extracto alcoholico
y se evapord el solvente hasta consistencia de miel espesa; este
extracto se dejo en maceracién durante una noche con 200 ml. de
solucién al 2% de acido sulfirico; el liquido se filtré y se precipité
con amoniaco, dando un precipitado de aspecto gelatinoso color gris
oscuro, el cual se lavé varias veces con agua destilada y se someti6
a recristalizacién con etanol-agua.

Los alcaloides asi obtenidos, se purificaron atin més por diso- -
lucién en 4cido acético al 2%, precipitacién con amoniaco y crista-
lizacién en alcohol amilico durante 4 veces; recristalizado final-
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mente en etanol, se obtuvo un sélido que presenta al microscopio
agujas y hojas planas. El rendimiento obtenido en este caso fue de
0.05%. Los cristales obtenidos por este método se usaron posterior-
mente para las pruebas de identificacién.

Por cromatografias, en papel y capa delgada, se determiné que
los alcaloides obtenidos por este método, eran dos sustancias con
valores de Rf diferentes. Estos valores de Rf, corresponden a los de
la Solanina y Tomatina dados por la bibliografia.

3. Procedimiento definitivo para la obtencion de alcaloides.

Aprovechando las propiedades fisicoquimicas de los alcaloides

glucosidicos y las experiencias obtenidas por las extracciones ante-
riores, desarrollamos la siguiente técnica, con la cual se obtuvo
unicamente el alcaloide de mayor Rf, el cual designamos como To-
" matina:
Se seleccionaron frutos maduros que no presentasen deterioro
- producido por insectos o microorganismos, se pesaron 500 Gm., los
cuales se partieron en trozos pequeinos y se sometieron a extraccién
con 1 litro de etanol de 95 que contenia 10 ml. de solucién concen-
trada de amoniaco y 8 Gm. de carbonato de calcio; esto con el fin
de liberar los alcaloides de los tejidos vegetales; se calent6 a reflujo
sobre un bafio Maria por término de 8 horas, se separé el extracto
alcohdlico por filtracién en un lienzo y el residuo se sometié de
nuevo a otras dos extracciones con 500 ml. de etanol cada vez calen-
tando durante 4 horas; los extractos alcohélicos se reunieron y una
porcién del residuo se someti6 a otra extraccion; este ultimo extrac-
to se ensay6 con los reactivos para alcaloides (Mandelin, Fréde,
Dragendorff), siendo sus resultados negativos, por lo cual conclui-
mos que el alcaloide fue extraido totalmente.

Los extractos alcohdlicos reunidos se concentraron sobre baiio
Maria hasta sequedad, quedando un residuo de color carmelito
oscuro el cual se disolvié en 250 ml. de solucién al 2% de acido
acético, se dej6 en digestién durante 12 horas a temperatura am-
biente, luego se filtré6 y se precipité por adicion gota a gota de
solucion concentrada de amoniaco, hasta cuando no se observd mas
precipitacion; el precipitado se filtré y se lavé, luego los alcaloides
asi obtenidos se purificaron de la siguiente manera:

El precipitado se disolvié en 250 ml. de solucién al 1% de
Acido clorhidrico, se adicionaron 300 ml. de alcohol amilico agitando
vigorosamente, luego se dejoé en reposo durante 12 horas a tempe-
ratura ambiente; la fraccién alcohédlica se separd en forma de un
gel color carmelito oscuro; se evapor6 etsolvente sobre baiio Maria
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hasta sequedad, quedando una masa de aspecto resinoso, color car-
melita, donde se pudo observar la presencia de cristales en forma
de ‘agujas finas. El extracto obtenido anteriormente se disolvié en
agua por trituraciéon en un mortero, dando una solucién de aspecto
de tintura la cual se filtr6 y se precipité alcalinizando con amoniaco;
el precipitado obtenido se disolvi6 en solucién al 0.5% de acido
sulfirico y se filtr6 en presencia de carbén activado; el filtrado se
volvié a precipitar con amoniaco, se lav6é hasta fin de alcalinidad,
se secod y se sometié a lavado con los siguientes solventes: benceno,
cloroformo y éter etilico. El alcaloide se disolvi6 en alecohol amilico
v luego se someti6 a varias recristalizaciones en etanol-agua.

El producto final es un polvo amarillento de p f. 265 grados C,
que por cromatografia en capa delgada da una sola mancha con
Rf. 0.24.

La cantidad de alcaloide obtenido por esta técnica fue de 0.930
Gm. que equivale a un rendimiento de 0.19%.

B. Identificacion de los alcaloides por sus reacciones guimicas.

Los alcaloides glucosidicos de las solanéceas, se identifican por
sus propiedades fisicoquimicas, las cuales se tabulan en el cuadro
VI (29, 33).

La mezcla de los dos alcaloides separados por el método de
Meyer, se determiné quimicamente de la siguiente manera:

1. Emnsayos preliminares.

a) Analisis elemental (34). Se comprob¢ la presencia de nitré-
geno por el método de Lassaigne.

b) EI punto de fusién de la mezcla obtenida, fue de 273 gra-
dos C con descomposicién.

¢) Rotacién especifica: —78 (conc. 0.95% en etanol).

d) Solubilidad: Agua: insoluble.

Eter: insoluble.
Cloroformo: insoluble.
Benceno: insoluble.
Etanol: soluble en caliente.

La disolucién de los alcaloides en agua acidulada, y bufferi-
zando a pH 6.5, produce una solucién amarilla que con agitacién da
abundante cantidad de espuma estable por mas de 6 horas.

e) Accién de los reactivos de Tollens y Fehling: El producto
original no redujo el Fehling, pero si el Tollens.

Al hidrolizar el alcaloide con acido clorhidrico se obtuvo el agli-
¢6n, un soélido blanco amorfo, que no redujo los reactivogs de Feh-
ling ni Tollens.

-~
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CUAMPRO VI

ALCALOIDE FORMULA P.F. ROTACION P.F. RE. Rf.
MOLECUT AR oC. HIDROLISIS ESPECIFICA DERIV. C.D. PAPEL
Solanina . CisH:: OuN 280 Solanidina 42.16 (HCI) Clh: 212 0.20 0.56
285 Gluc. - Rham. 56.5 (Pir.) Act: 204 !
235 Galac. 60.0 (Pir.)
Solanidina . C.-Hi:ON 210 28.5 (Et.) Clh: 345 0.56 0.95
219
Solagonina . Ci:Hr01N 284 Solasodina 68.7 (Et.) Clh: 265 0.30 0.46
Rham. - Gal. 53.0 Per: 199
Gluc. Act: 135
Solasodina . CxH.O0:N 198 97.1 (Met.) Clh: 234 0.66 0.96
Per: 144
Act: 195
Tomatina . . CooHeOuN 263 Tomatidina 30.0 0.24 0.49
267 Xil. - Glue.
Galac.
Tomatidina . . . CxHis O:N 209 8.8 (Met.) Clh: 275 0.73 0.91
211 280
Solauricina . CisHs0xN 272 Solauricidina Per: 185
Rham. - Galac.
Glue.
Solamargina . CsH0isN 301 Solasodina —105 (Et.) Per: 188 0.79

Rham. - Gluc.




2. Reaccidn de Lziebermann - Burchard (35).

Por ser el aglicon de estos alcaloides de ntucleo esteroidal, se
sometieron a esta reaccion, tanto los alcaloides como el aglicon
producto de la hidrélisis, obteniéndose en ambos casos resultado

positivo.

Esta reaccion, que para estos alcaloides no estd incluida en
la bibliografia, consideramos que vale la pena tenerla en cuenta
como prueba indicativa para alcaloides esteroidales y mas especi-
ficamente para alcaloides del grupo de la Solanina.

3. Reacciones especificas.

Rooke y colaboradores (29) dan una serie de reacciones de iden-
tificacion que consideran especificas para estos alcaloides. Al so-
meter los cristales obtenidos a la accion de estos reactivos, obtu-
vimos los resultados que aparecen en el cuadro VII.

Ademas, estos alcaloides dan reacciones con el acido nitrico,
clorhidrico, sulfurico, reactivo de Mandelin, etc. (28). Efectuados
los ensayos, se obtuvieron los resultados que aparecen en el cua-

dro VIII.

CUADRO VII

REACTIVO

GLUCOALCALOIDE

AGLICON

H.SO: conc. caliente

Erdmann

Vainillina en AcOH glac.
+ H.SO« frio

Vainillina en AcOH glac.
+ H.SO. caliente

Acido picrico
Acido fosfomolibdico en
etanol

Amarillo - rojo vino

Amarillo

Anillo carmelito rodea-
do de halo rojo vino

Amarillo - amarillo os-
curo - rojo caoba-
rojo sangre - carme-
lito

No precipita

Precipitado
curo

azul os-

Amarillo - carmelito
Amarillo
Idem glucoalcaloide

Amarillo - rojo naran-
ja - rojo vino - car-
melito oscuro

No precipita
Precipitado
curo

azul os-

CUADRO VIII

REACTIVO

RESPUESTA

HNO;s; cone, .. . o0 o0 W
HClcone. .. .. .0 c0ve oo
H.SOscone. .. .. .. .. ..
Metanol-H:SO: partes

iguales .. .. .. .. ..
Etanol-H:SO, partes

iguales .. .. .. .. ..
R. Mandelin ..

se 2 s s

Incoloro - rojo piirpura - desaparece la coloracién
Coloraciéon amarilla a los 5 min. -

Amarillo - naranja - rojo vino - violeta profundo
Amarillo rojizo - verde esmeralda - rosado

Amarillo rojizo - verde esmeralda - rosado

Amarillo - rojo - naranja - pirpura - carmelito

violeta
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4. Hidrolisis.

Se llevé a cabo la hidroélisis acida del aicaloide asi: 160 mg.
se calentaron a reflujo durante 2 horas en solucion de acido clor-
hidrico al 2% sobre bafio Maria; se dej6 enfriar dando una sus-
pensién floculenta de color blanco; se filtré y se recristaliz6. En
el filtrado se investigé la presencia de azilicares, por cromatogra-
fia en papel (37). Los cristales obtenidos en forma de base libre,
dieron un p.f. de 213 grados C.

Con estas pruebas quimicas, que se consideran especificas
para estos alcaloides, agrupamos la sustancia aislada dentro de los
alcaloides de la solanina. Comparando los resultados obtenidos con
los dados en el Cuadro VI, podemos decir que el componente prin-
cipal es tomatina,

C. Cromatografia de los alcaloides obtenidos.

Los alcaloides obtenidos en forma de polvo amorfo, tal como
se describi6é en A, y con el fin de comprobar su identidad, fueron
sometidos a los siguientes ensayos cromatogréaficos, tanto el pro-
ducto obtenido por el método de Meyer como el del indicado por
nosotros.

1. Cromatografia ascedente sobre papel.

Del polvo amarillo amorfo, se preparé una solucién al 1% en
etanol de 95.

Como medio absorbente se emple6 papel Watmann N¢ 1; como
solvente, una mezcla formada por: n-butanol, acido acético gla-
cial y agua (4:1:5) ; de esta mezcla se us6 tinicamente la fase orga-
nica luego de saturaciéon con agua; como revelador se empleé tri-
cloruro de antimonio (31).

En todos los ensayos realizados, hemos obtenido los valores de
Rf, 0.54 y 0.49, comprobando en los diferentes casos los mismos
valores.

Vale la pena hacer notar que de la extraccién por el método
de Meyer se obtuvieron dos manchas con los Rf anotados, mientras
que en la extraccién indicada por nosotros, tinicamente se obtuvo
una mancha con el Rf correspondiente a la tomatina, es decir, por
esta extraccién la tomatina obtenida se puede considerar libre de
mezclas de alcaloides o sustancias similares.

2. Cromatografia sobre placa de Silica gel G.

Las soluciones alcohélicas usadas para estas cromatografias,
fueron preparadas nuevamente con la misma concentracién. Esto lo
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hicimos con el fin de estar seguros de la pureza de la solucién, evi-
tando cualquier contaminacion o alteraciéon que pudieran ocasio-
narse.

Como solvente se empleé una mezcla constituida por: n-bu-
tanol, acido férmico y agua (4:1:5) ; luego de saturacién se separé
la fase organica que se us6é como solvente; como revelador se em-
ple6 solucién al 5% de acido fosfomolibdico en etanol de 95. Los
Rf correspondientes a los alcaloides obtenidos, asi como los de sus
productos de hidrélisis, corresponden a los dados en la biblio-
grafia (36).

De esta manera se confirma la identidad de los alcaloides
encontrados, complementando los resultados con los obtenidos en
las cromatografias sobre papel.

3. Cromatografie de los aziicares.

Una comprobacién a los anteriores resultados, con los cuales
practicamente se identificaron los alcaloides, se llevé a cabo sobre el
producto soluble de la hidrélisis acida, el cual consta de monosaca-
ridos provenientes del desdoblamiento de la molécula del glucoal-
caloide.

Por cromatografia sobre papel Schleicher & Schuell 1507,
usando como solventes (37) :a) Mezcla de n-butanol, acido acéticoy
agua (4:1:5); b) Butanol, piridina y agua (6:4:3) y como reve-
lador en ambos casos oxalato acido de anilina?®, se encontraron
valores de Rf que comparados con monosacaridos patrones, identi-
fican a la glucosa, xilosa y galactosa, azilicares que componen la
molécula del alcaloide tomatina.

D. Separacion de le tomatina y solanina por cromatografia en
capa delgada.

De los alcaloides obtenidos por el método de Meyer, que como
va se ha indicado son tomatina y solanina, procedimos a su sepa-
raci6n, haciendo uso de las técnicas de cromatografia (39), para
separacion de compuestos puros.

Las cromatografias se efectuaron de la siguiente manera: Se
alistaron placas de vidrio de 20 x 10 perfectamente lavadas y neu-
tralizadas, se extendi6 la silica obteniendo una pelicula con espe-
sor de 250 micrones; las placas luego se activaron a 120 grados C
durante una hora.

Sobre las placas asi preparadas se aplicé la solucién de los
alcaloides en etanol, por colocacién sucesiva de gotas dejando una
linea de manchas a lo largo de las placas; la cantidad de solucién
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aplicada por cada 10 placas, fue de 3 ml.; luego de dejar secar las
manchas, se hicieron correr por cuatro veces sucesivas, a fin de
asegurar una buena separaciéon. La distancia recorrida por el
solvente en cada ocasiéon fue de 15 cm.

Una vez efectuada la separacion, se revelé con acido fosfo-
molibdico en los extremos izquierdo y derecho de las placas, se
raspo la silica y se procedid a la extraccion de ella, usando dioxano
como solvente; luego se evaporé el dioxano y se obtuvieron los
alcaloides en forma absolutamente pura, lo cual se comprobé por
medio de otra cromatografia en capa delgada.

Los alcaloides asi separados, se usaron luego para las deter-
minaciones espectrofotométricas.

E. Andlisis espectrofotométrico de los alcaloides obtenidos.

Para complementar el anilisis de los alcaloides por técnicas
instrumentales, tomamos los espectros al infrarrojo de los alca-
loides puros utilizando un espectrofotémetro Perkin Elmer modelo
137 B.

1. Espectros en fase liquida.

De los alcaloides separados cromatograficamente, tal como se
indicé anteriormente, se preparé una solucién en dioxano la cual
se colocéd entre las placas de cloruro de sodio de una celda sellada
modelo 127 - XX90, y dioxano puro en una celda de espesor va-
riable modelo 127 - 1168 ; de esta manera, se obtuvieron los espectros
para la tomatina y para la solanina (Figuras Nos. 7 y 8).

Como puede observarse, las absorbancias presentadas por am-
bos compuestos son practicamente las mismas; en vista de lo
anterior y basados en que compuestos de estructura semejante
pueden potenciar las absorbancias presentadas (40) y ademads para
obtener el espectro de la mezcla de estos dos alcaloides, preparamos
una solucién de los alcaloides obtenidos por el método de Meyer,
usando dioxano como solvente; colocamos la solucién en la celda
sellada, y con celda de compensaciéon como en el caso anterior, se
obtuvo el espectro correspondiente. (Figura N© 9).

2. Espectros en fase sélida.

Para la mezcla de alcaloides, obtuvimos su espectro en fase
s6lida, usando el método de la pastilla de bromuro de potasio, se-
gun Lyon (41). La pastilla preparada por compresién a 20.000 lbs.
de presién durante 20 minutos, se colocd en una celda desmontable
modelo 186 - 0091; dejando actuar libremente el haz luminoso de
compensacion, se obtuvo el espectro (Figura N° 10). También se
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obtuvo un espectro de la mezcla, colocando el polvo finamente divi- -
dido sobre placas de cloruro de sodio en la celda desmontable. (Fi- -
gura N? 11).

3. Andlisis de los espectros.

Después de consultar “The Sadler Standard Spectra” de 1968,
no se encontraron alli los espectros de solanina y tomatina, para
una comparacién con espectros patrones.

En vista de lo anterior, nos limitaremos a indicar, tal como
aparece en el Cuadro IX, los valores en las zonas de mayor absor-
bancia; para ello seguimos las indicaciones dadas en “The Sadler
Standard Spectra” (42), segin las cuales, para tratar de identificar
una sustancia desconocida, se busca el valor de la longitud de onda
de mayor absorcién, y luego los picos mas pronunciados entre dos
valores consecutivos en milimicras.

Del espectro obtenido en fase sélida, se obtuvieron las absor-
bancias mas representativas, exceptuando los valores entre 9 y
10 milimicras, en las cuales hay una amplia zona de absorcién,
quizas debido a la unién de dos o mas picos. De todas maneras,
aqui determinamos los valores en los cuales se presenta una ab-
sorbancia de mas del 60%, comparando simultineamente los es-
pectros de las figuras Nos. 9 y 10.

Los valores obtenidos fueron:

CUADRO IX
0O — -— 23 38 1B 50 — 43 37 — — @—
3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15

Longitud de onda de mayor absorbancia: 3.0

Los valores asi tabulados, se compararon con varios espectros
que presentaban absorbancias similares, coincidiendo todos ellos
con los de aminas terciarias; esto nos corrobora que los productos
separados del fruto de Solanum marginatum son alcaloides, ya que
todos estos son aminas terciarias.

ESTUDIO FARMACOLOGICO

Teniendo como referencia el concepto popular, que las bayas
de Solanum marginatum son venenosas, realizamos en el Labo-
ratorio de Farmacologia del Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia, la prueba de toxicidad, con la
determinacién de la DL;, del jugo obtenido del fruto, y luego por



una serie de estudios hemodindmicos en perros determinamos el
efecto sobre la tensién arterial y la respiracion.

PRUEBA DE TOXICIDAD

Para la determinacién de la toxicidad, preparamos un ex-
tracto acuoso del fruto, con una concentracién de 800 mg. por ml.
a partir del cual se hicieron diferentes diluciones.

La inyeccién intraperitoneal, en ratones blancos, de 870
mg./kg. en solucién de pH 4.7, produce un efecto doloroso inme-
diato, que se manifiesta por chillidos, intento de fuga precipitada
y comportamiento desesperado. Esta reacciéon tiene una duracién
de 30 segundos, después de los cuales se observa una profunda
depresién que se prolonga durante todo el tiempo de observacion.

La administracién intraperitoneal de 1.250 mg./kg. en solu-
cion de pH 4.7, produce excitabilidad inmediata de duracién rela-
tivamente corta, seguida de depresiéon profunda; al cabo de 10
minutos, se presenta un marcado efecto respiratorio manifestado
por respiracién lenta profunda y forzada. Igualmente, es notoria
la pérdida de la motilidad y de la capacidad de defensa. Con dosis
que van entre 3.500 y 4.000 mg./kg., administradas por via intra-
peritoneal, se presentan las mismas manifestaciones ya descritas,
en medio de un periodo convulsivo no muy fuerte, hasta que se
produce la muerte por paro respiratorio.

Es notoria la intensidad y la brevedad de la reaccién dolorosa,
la cual atribuimos exclusivamente a la sustancia y no al pH de
la solucién. Para comprobar esto, se prepar6 solucién salina a pH
7.4 con la cual se inyectaron los animales patrones en cada caso,
sin observarse en éstos, alguna reaccién especial o manifestacion
de incomodidad.

Es de anotar que, con las primeras dosis, se produjo muerte
tardia, ya que ésta no se hizo manifiesta durante el tiempo de
observacion.

Se pudo ademas observar, que la sustancia es absorbida por
via oral, ya que un grupo de animales fue sometido a tomar jugo
del fruto, observandose reaccién de malestar e intolerancia, asi
como cierta dificultad de coordinacién del equilibrio y finalmente
la muerte.

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA

Esta prueba se llevé a cabo en ratones blancos, con peso pro-
medio de 29 Gm. Se tomaron 14 grupos de 10 animales cada uno
y se les inyect6 intraperitonealmente, la dosis correspondiente.
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Se sigui6 el procedimiento llamado de “Acumulacién” de da-
tos observados durante un periodo de 2 horas, acumulando los
animales vivos y los animales muertos.

La grafica “en espejo” se establecié con base en los siguientes |,
datos:

Dosis Muertos Vivos L7

Meg/k. Muertos Vivos acumulados acumulados Mortalidad
1.250 0 10 0 18 18 0
2.500 2 8 2 8 10 20
5.000 10 0 12 0 12 100

La perpendicular trazada del punto de corte de las 2 curvas
a la abscisa, cae en el valor (dosis letal media) correspondiente a
3.270 mg./k.
Este valor fue comprobado aplicando la férmula matematica
del método de RED y MUENCH, mediante la cual:
50 — Mi
Log DL;,= Log di + Log int ———
- Ms — Mi
Donde:
di: dosis inferior al 50% =—2.500 mg./k.
int: intervalo —=2. ‘
Mi: mortalidad inferior al 50 % = 20.
Ms: mortalidad superior al 50% = 100.

Asi,
50 — 20
Log DLjy=Log 2.500 4 Log 2 ———8 —
100 — 20
Efectuando la operacién, se obtiene un valor de 3.250 mg./k.
para la DL;,, valor que es sensiblemente igual al resultado obte-
nido en la grafica “en espejo’”. (Figura N?¢ 12).

HEMODINAMIA EN PERRO

Para el estudio del efecto del jugo del fruto del Solanum mar-
ginatum, y de la tomatina aislada, sobre la tension arterial y la
respiracién, se emplearon perros de un peso promedio de 10 kilos .
anestesiados por via intraperitoneal con pentobarbital sédico
(40 mg./kg.).

La tension arterial se registr6 mediante manémetro de mer-
curio en cdnula arterial (carétida). La respiracién se registré me-
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diante tambor de Marey en canula triqueal. La administracién de
las soluciones se practic6 intravenosamente en la vena safena
externa.

El jugo se preparé en solucién salina en concentracién corres-
pondiente a 800 mg. de fruto total por ml. de solucién. La toma-
tina se disolvié en solucién salina a pH 6.5; la concentracién de
las soluciones de tomatina usadas, correspondian a dosis de: 20
mceg./kg., 100 mcg./kg., 1.000 meg./kg. y 10.000 mcg./kg., estando
cada dosis en 0.1 ml. de solucién.

RESULTADOS

Jugo del fruto: La administraciéon intravenosa de 0.1 ml./kg.,
produce disminucién de la tensién arterial e inmediata estimula-
cién respiratoria; la recuperacion al nivel inicial de T. A. se efec-
tia en forma lenta; lo mismo sucede en este caso con la respiracién.

El jugo, en dosis de 0.5 ml./kg., produce los mismos efectos,
pero més acentuados, presentdndose disminucién dela T. A. a 5§ mm.
y la recuperacién mas lenta; en la respiracion, luego de la inmediata
estimulacién, sigue un paro respiratorio del cual se recupera lenta-
mente. Con dosis de 1 ml./kg., se aumenta la respuesta con dismi-
nucién de la T. A. a 0.0 mm., seguido de paro respiratorio del cual
no hay recuperacion.

Tomatina: En la grafica pueden observarse las respuestas al
estimulo eléctrico con corriente de induccién y una fuente de 114
voltios, y las de la epinefrina y acetilcolina, de acuerdo con la res-
pectiva actividad de estas drogas.

Al aplicarse dosis de 20 mecg./kg., 500 mcg./kg. y 1.000 meg/
kg. de tomatina se observan ligeras alteraciones tensionales con
rapida recuperacién del animal y sin alteracién respiratoria.

Cuando se administré la dosis de 5 mg./kg., la baja de la pre-
sién sanguinea fue similar a la obtenida con 5 mecg./kg. de acetil-
colina y con la estimulacién eléctrica sobre el vago simpético, pero
se puede observar muy claramente la hiperpnea ocasionada por la
tomatina, mucho mas marcada que la ocasionada por la acetil-
colina.

Por otra parte, hay una demora en la recuperacién tensional,
cuando se administra tomatina, con franco desfallecimiento de las
propiedades cardiocirculatorias.

Al atropinizarse el animal con 0.5 mg./kg. de sulfato de Atro-
pina I. V., la respuesta es usual para estos casos y vemos, muy cla-
ramente, que la accion anticolinérgica del alcaloide, inhibe la res-
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puesta normal de la acetilcolina en tanto que no ocasiona ninguna
alteracion en la de la tomatina.

Se muestra asi, de manera muy significativa que la posible ac-
cion de la tomatina no puede clasificarse dentro del terreno de las
sustancias para-simpéatico-miméticas, ya que cuando se bloquea la
funcion colinérgica, persiste la respuesta hipotensora y respiratoria
con caracteristicas absolutamente iguales a antes del bloqueo con
atropina.

Es posible que los fenémenos ocasionados por la actividad de la
tomatina, se deban a un bloqueo ganglionar (accion gangliople-
giante), lo cual le daria a este glucoalcaloide una singular impor-
tancia dentro de las precarias investigaciones que en la actualidad
se han hecho sobre este llamativo tema.

De los resultados obtenidos en las hemodinamias, en las cua-
les Gnicamente se ensay6 el jugo natural, y la similar respuesta
presentada con dosis de 5 mg./kg. de tomatina, se puede concluir
que ésta es la sustancia responsable de las acciones hipotensora y
respiratoria.

La mayor intensidad de la respuesta presentada por el jugo,
puede ser debida a una cantidad mayor de tomatina por ml., o a un
sinergismo causado por otros alcaloides secundarios, taninos y sa-
poninas que también se hallan presentes.

CONCLUSIONES

1. Creemos haber informado por primera vez, la presencia de
aceite en las semillas de Solanum marginatum;

2. EI aceite encontrado, por su estructura y sus- propiedades, se
clasifica dentro de los aceites semisecantes.

3. El rendimiento en aceite que se obtuvo de las semillas es com-
parable al de las semillas de soya. Industrialmente se puede
usar como aceite semisecante en la fabricaciéon de pinturas,
aprovechando la pulpa residual de las semillas, como materia
prima para la fabricaciéon de papel, de la misma manera .que
se usa la pulpa residual de las semillas de soya y otras plantas
oleaginosas.

4. Por no ser téxico, el aceite puede usarse como aceite comestible.

5. Se identificaron los alcaloides presentes en el mesocarpio del -
fruto como glucoalcaloides de nfcleo esteroidal del grupo de
la solanina, y el principal alcaloide se identific6 como tomatina,
por sus reacciones y productos de hidroélisis.
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Se consider6 la reaccién de Liebermann-Burchard como una
reaccion indicativa para alcaloides de ntcleo esteroidal y espe-
cialmente del grupo de la solanina.

. La tomatina es la responsable de la espuma producida por el

Jjugo, pues el alcaloide aislado y solubilizado a pH 6.5, produce
espuma estable por mas de 6 horas.

La sustancia separada se clasific6 como alcaloide por sus es-
pectros al infrarrojo, ya que no pudiéndose comparar con alca-
loides patrones, se compar6é con espectros que presentaban
similares absorbancias, coincidiendo todos en ser aminas ter-
ciarias.

. Por los ensayos farmacologicos, se determiné una dosis letal

media de 3.250 mg./kg. para el jugo.

La toxicidad del fruto se debe al alcaloide identificado como
tomatina, pues por hemodinamias en perros, se observaron los
mismos efectos producidos por el jugo del fruto.

La muerte producida por intoxicacién con Solanum margina-
tum, es debida a una potente accion hipotensora, acompaiiada
de estimulacién respiratoria y finalmente paro pulmonar.

RESUMEN

Se realiz6 el andlisis fitoquimico de la planta Solanum margi-
natum.

Se estudio6 el aceite obtenido de las semillas y se le determiné
su composicién cualitativa y cuantitativa por el método clisico
de Rugeri y Tortelli y por cromatografia de gases.

Se hizo un breve estudio comparativo del rendimiento en aceite
obtenido, con los rendimientos de los aceites usados actualmen-
te en escala industrial.

Se hizo el ensayo toxicolégico para el aceite, en ratones, admi-
nistrado por via oral.

Se aislaron los alcaloides del fruto, por varias de las técnicas
encontradas en los textos especializados, y se dio un método
de extraccion.”

Los alcaloides separados se analizaron por los métodos qui-
micos clasicos, por técnicas de microanalisis instrumental, es-
pecialmente por cromatografia y anilisis espectrofotométrico.
Se hicieron ensayos de toxicidad del jugo y de los alcaloides
aislados y se determiné la dosis letal media del jugo.

Por hemodinamia en perros, se determiné la accién hipotensora
producida por el jugo, lo mismo que por el alcaloide, y sus
efectos en el sistema respiratorio.
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SUMMARY

A gystematic phytochemical analysis on Solanum Marginatum
is herein presented. Glycosides with hemolytic action, alkaloids and
fixed oil were found.

The further analytic work was divided in 3 parts: 1. The
phycochemical constants as well as the chemical composition of
the oil were determined: 2. The alkaloids were separated by diffe-
rent techniques and the method wich yielded the greatest amqunt
of alkaloids was taken as the standard method; 3. Their identiflc:«%-
tion was carried out by classical organic and instrumental analyti-
cal methods. .

The pharmacologicals tests were performed on mice and the
hemodynamic studies on dogs. The toxicity of the oil and the alka-
loids was determined.

RESUME

Tl est faite dans le travail une marche phytochimique systéma-
tique de Solanum Marginatum et il se trouve qu’il y a des hétérosi-
des avec une action hémolytique, des alcaloides et que les semances
sont riches en huile.

Une fois faite I'analyse qualitatif du fruit, le travail est divisé
en trois parts: il est réalisé un étude détaillé de I'huile avec les
déterminations de ses constantes chimiques-physiques et de sa com-
position chimique; il est faite une séparation des alcaloides au mo-
yen de différentes téchniques en établisant la méthode avec laquelle
le rendement obtenu est acceptable; aussi, il est réalisée 'identifica-
tion de ces principles au moyen des techniques classiques d’analyse
organique et par des méthodes instrumentales.

Les essais pharmacologiques ont été réalisés sur des souris et
les hemodinamiques sur des chiens en déterminant la toxicité de
I’huile et des alcaloides.
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