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RESUMEN

Se evaluaron tres métodos de extraccion de alcaloides en las hojas de variedades
de yerbamora (Solanum nigrum L.) provenientes de los municipios de Obonuco y
Chachagui, encontrando que el método mas adecuado de extraccion fue la
hidrélisis &cida en comparaciéon a los métodos de extraccién asistida por
ultrasonido e hidrolisis basica respecto al nimero de alcaloides extraidos y a su
concentracion. Se evaluaron las condiciones Optimas de extraccién de alcaloides
de las hojas de yerbamora por hidrélisis acida encontrando las condiciones
Optimas de extraccion 8 horas de reflujo a 78 °C empleando &cido sulfarico
etanolizado a una concentracion 2 molar.

Mediante técnicas cromatograficas se identificaron los principales alcaloides
presentes en las hojas de las dos variedades de yerbamora. Empleando GC-MS
se identificaron los alcaloides de los extractos encontrando 21 alcaloides para la
variedad proveniente de Chachagii y 25 alcaloides para la variedad proveniente
de Obonuco; los alcaloides presentes en ambas variedades fueron en total 16
entre los cuales figuran como mayoritarios la ergocriptina, ciclo(L-leucil-L-prolil),
derivados de dicetopiperazinas y derivados de las feniletilaminas. Como alcaloides
no volétiles se encontraron derivados de la tiramina y la triptamina.

Realizando el andlisis por HPLC-PDA se identificaron las principales familias de
alcaloides mediante la comparacién de espectros UV-Vis con la literatura,
encontrando que los extractos presentan los grupos de alcaloides esteroidales,
inddlicos, quinolinas, isoquinolinas, quinolonas y derivados de las piridinas.
Complementariamente se realizé un analisis por LC-MS/MS el cual reveld la
presencia de 10 alcaloides entre los cuales destacan la ergocriptina, ergotamina,
hipaconitina, cinchonina y el alcaloide esteroidal solasodina.

La comparacion de las dos variedades de yerbamora por GC-MS indica que la
mayor concentracion de alcaloides similares se encuentra en la variedad
proveniente de Obonuco, encontrando una concentracion de alcaloides de 0,441
mg/g mientras que en Chachagui se encontr6 una concentracion de 0,158 mg/g,
estos valores se pueden atribuir a las condiciones ambientales de las zonas de
recoleccion, condiciones climaticas, entre otros factores.

Palabras clave: Yerbamora (Solanum nigrum L.), extraccion &cida, alcaloides,
metodologia de superficie de respuestas, técnicas cromatograficas.



ABSTRACT

Three methods for alkaloids extraction were evaluated in two varieties of Black
nightshade's leaves (Solanum nigrum L.). These plants were collected from two
municipalities: Obonuco and Chachagui. It was found that the best extraction
method was acid hydrolysis in comparison with the other two methods: ultrasound
assisted extraction and basic hydrolysis according to the number of extracted
alkaloids and their concentration. The optimal conditions of the alkaloids extraction
from Black nightshade's leaves were performed by acid hydrolysis finding that the
best hydrolysis time is 8 hours reflux at 70 °C using sulfuric acid with ethanol at 2
molar concentration.

Using chromatographic techniques the main alkaloids were identified from the
leaves of the two black nightshade varieties. The GS-MS spectrometry technique
allowed the identification of alkaloids from extracts, finding 21 alkaloids from the
variety from Chachagii and 25 alkaloids from the one from Obonuco. In total, 16
alkaloids were present in both plants finding mainly: ergocryptine, cycle (L-leucyl-L-
prolyl), diketopiperazines derivatives and phenylethylamine derivatives. Among the
non-volatile alkaloids were found tyramine and tryptamine derivatives.

The HPLC-PDA analysis allowed the identification of the major groups of alkaloids
by comparing UV-Vis spectra with those reported in the literature. It emerged that
the extracts contain steroidal alkaloids, indole, quinolines, isoquinolines,
quinolones and derivatives pyridines chemical groups; this analysis was performed
as a complementary support of the GC-MS analysis.

In addition, an analysis by LC-MS/MS was carried out revealing the presence of 10
alkaloids including ergocryptine, ergotamine, hypaconitine, cinchonine and the
solasodine steroidal alkaloid.

Comparing the two varieties of black nightshade by GC-MS showed that the
highest concentration of similar alkaloids is found in the variety from Obonuco, with
a 0,441 mg/g concentration value of alkaloids; while in Chachagtii's one the value
is 0,158 mg/g concentration. These values can be attributed to environmental
conditions of harvesting areas, weather conditions, among some other factors.

Keywords: Black Nightshade (Solanum nigrum L.), acid hydrolysis extraction,
alkaloids, Response surface methodology, chromatographic techniques.
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GLOSARIO

Analito: Sustancia objeto de estudio para su deteccidn, identificacion y/o
cuantificacion asi como sus derivados.

Alcaloide: Metabolito secundario producido por organismos vivos que se
caracteriza por presentar el grupo quimico amino.

ANOVA: Analisis de varianza estadistico en el cual se comparan mas de dos
medias entre si.

Coeficiente de variacion: Desviacion estandar dividida por la media. Su expresion
porcentual es la desviacion estandar relativa RSD.

Condiciones de repetibilidad: Condiciones en las que un mismo operador o
analista obtiene resultados de ensayos independientes para métodos iguales, con
los mismos equipos e idénticas muestras a analizar.

Ensayo: Operacion realizada de acuerdo a un determinado procedimiento el cual
consiste en determinar cualitativa y/o cuantitativamente las propiedades de un
producto o proceso.

Exactitud: Grado de concordancia entre el resultado del ensayo y un valor de
referencia.

Precisiobn: Nivel de concordancia entre varios resultados de ensayo
independientes obtenidos bajo condiciones predeterminadas.

Repetibilidad: Precision en condiciones de repetibilidad.

Varianza: Medida de dispersion de datos, se define como el cuadrado de la
desviacion estandar.



INTRODUCCION

El Departamento de Narifio cuenta con una amplia biodiversidad de flora, de la
cual hay muchas investigaciones por realizar para encontrar aplicaciones
potenciales en diversas areas de las ciencias. Entre las variedades de flora se
encuentra la yerbamora (Solanum nigrum L), un sub-arbusto extendido por Africa,
Eurasia y Suramérica cuyo uso terapéutico es muy importante y ampliamente
difundido en diversas regiones segun informacion registrada por la ethomedicina.
El Departamento de Narifio, especificamente los municipios de Pasto
(corregimiento de Obonuco) y Chachagli cuentan con gran diversidad de la
especie Solanum nigrum L. ampliamente extendida por dichas regiones.

El uso etnobotanico conocido de la yerbamora comprende los siguientes aspectos:
narcético, analgésico, sedante, antiséptico, sudorifico, estimulante, antineuralgico;
atenua los efectos de neurosis como la epilepsia; también se emplea la infusién
por su efecto antinflamatorio y cicatrizante.! Las pasta de hojas se emplea como
humectante, emoliente para sanar quemaduras, llagas, Ulceras, herpes, entre
otros males cutaneos,” mientras que su coccién se emplea contra afecciones
gastrointestinales y respiratorias, hipertension, cirrosis, reumatismo, entre otros
males. Estudios recientes indican que los extractos de estos alcaloides presentan
actividad neurofarmacéutica probada en ratas, por lo que presenta accion como
depresor del sistema nervioso central, lo cual sugiere una aplicacion potencial de
los extractos como sedantes o somniferos.>

La importancia terapéutica se atribuye a los metabolitos alcaloides esteroideos,
inddlicos y tropanicos de los cuales se han identificado la solasonina, solamargina,
solanina y solamargina y las agliconas solasodina y solanidina como algunos de
los componentes de actividad biolégica mayoritaria.* Estos hechos, sumados al
uso medicinal basado en numerosas fuentes de informacion etnobotanica que se
encuentran en la region, asi como la gran variedad de especies sin estudios

Vésquez C., Bernal H. Plantas medicinales en Colombia: Origen, uso tradicional, eficacia,

seguridad y aplicabilidad desde el sistema de salud. En: Rutas para el conocimiento, conservacion
y uso sostenible de las plantas medicinales nativas en Colombia (2011). p. 61-64.

Jainu M., Shyamala C. Antiulcerogenic and ulcer healing effects of Solanum nigrum (L.) on
experimental ulcers models: Possible mechanism for the inhibition of acid formation. En: Journal of
Ethnopharmacology (2006). vol. 104, p. 156-163.

3 Perez R., Perez J., Garcia L., Sossa M. Neuropharmacological activity of Solanum nigrum
fruit. En: Journal of etnopharmacology (1998). vol. 62, p. 43-48.

Huang H., Syu K., LIN J. Chemical composition of Solanum nigrum Linn extract and
induction of autophagy by leaf water extract and its major flavonoids in AU565 breast cancer cells.
En: Journal of Agricultural & Food Chemistry (2010). vol. 58, p. 8699-8708.
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guimicos que sustenten dicha informacién justifican el estudio de esta planta, cuya
importancia radica en analizar las propiedades y caracteristicas fitoquimicas de
dicha variedad, comparandola con respecto a los perfiles de alcaloides reportados
en previos estudios. También hay que tener en cuenta que no hay estudios ni
registros de esta especie en la region, por ende es necesario ampliar y comparar
el modelo tedrico encontrado en la bibliografia, asi como complementar estudios
anteriores realizados en otros paises, para encontrar una aplicacion potencial.

Incentivada por realizar un mejor aprovechamiento de la biodiversidad Narifiense,
la presente investigacion tiene como propésito determinar la composicion quimica
y la cuantificacion de los alcaloides presentes en las hojas de yerbamora
recolectada en Obonuco y Chachagui.
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1. OBJETIVOS
1.1 Objetivo general

Determinar los alcaloides en las hojas de yerbamora (Solanum nigrum L)
recolectadas en los municipios de Pasto y Chachaguii.

1.2. Objetivos especificos
-Extraer los alcaloides esteroidales presentes en las hojas de yerbamora.

-Comparar los métodos de extraccion de alcaloides (extraccidén &cida, alcalina y
asistida con ultrasonido) para el analisis de alcaloides en hojas de yerbamora

-Identificar y cuantificar los alcaloides mayoritarios de las hojas de yerbamora
(Solanum nigrum L.) mediante técnicas cromatograficas.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Rol de la etnobotanicay la fitoquimica

La botanica es una ciencia que ofrece alternativas terapéuticas econémicas para
las regiones que poseen rica biodiversidad. Dentro de las ciencias de la salud
existe la medicina naturista que abarca una serie de practicas y terapias para el
tratamiento y prevencion de enfermedades empleando el uso de productos
naturales; estas practicas se remontan a los origenes del hombre y las
civilizaciones abarcando lo que se conoce como etnomedicina y etnobotanica las
cuales son ramas de ciencias integradas enfocadas hacia la mejora de la salud y
la calidad de vida de un grupo o poblacion especifica.’

Las ciencias exactas como la quimica, se ven en la obligacion de investigar
nuevas alternativas para la mejora de la calidad de vida empleando materias
amigables con el medio ambiente y que fomenten el desarrollo social, es por razén
la importancia de integrar la tradicion y la ciencia como una alternativa en la
investigacion en plantas medicinales.

Relacionando estos aspectos, nace la fitoquimica como una disciplina cientifica
enfocada al aislamiento, purificacién, elucidacién y caracterizacién de bioactividad
presente en los metabolitos secundarios de los vegetales, la cual tiene aplicacion
en la industria farmacéutica, alimenticia, de tintes, entre otras.®

2.2. Layerbamora

La yerbamora es un subarbusto de la familia de las solanaceae (solanacea) cuyo
nombre cientifico es Solanum nigrum L. Es nativa de Eurasia e introducida en
Suramérica donde se extendid por todo el continente.

Presenta raices blancuzcas, tallo pubescente (ciliado) ramificado desde
aproximadamente la base de la planta, crece hasta 1 metro de altura, presenta
hojas alternas lanceoladas de forma ovalada, eliptica y romboidal de 13 cm de
longitud por 6 cm de ancho. Sus flores son pequefas, con cinco pétalos blancos y
centro amarillo, agrupadas en

5 .y . N . . . .z ..
Chang A. Tradicién y ciencia, una alternativa en la investigacion de plantas medicinales.

En: Etnomedicina y etnobotanica: avances en la investigacion. Universidad Andina Simon Bolivar.
g2010). p. 13.

Echeverri F. Blusqueda de sustancias bioactivas de plantas de la flora Colombiana.
Estructura, actividad y sintesis. En: Etnomedicina y etnobotéanica: avances en la investigacion.
Universidad Andina Simén Bolivar. (2010). p. 157.
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corimbos axilares con 3 a 6 flores en cada corimbo. Su caliz presenta 5 sépalos,
estambres con antenas amarillas. Sus frutos son bayas globosas de
aproximadamente 8 mm de diametro, de color negro al madurar y semillas
reniformes. La figura 1 muestra las caracteristicas fisicas de la yerbamora.’

Figura 1. Flores, frutos y hojas de la yerbamora.

‘\l ”

Fuente: Romero, S. (2002).2

Solanum es uno de los mas importantes géneros botanicos de la familia
Solanaceas el cual comprende 84 géneros y aproximadamente 3000 especies, de
la cual Solanum Nigrum es la mas extendida y la cual presenta mas variables de

! Fonnegra R., Jimenéz S. Plantas medicinales aprobadas en Colombia. Universidad de

Antioquia (2007). vol. 2, p. 272-275.
8 Romero S. Recopilacion bibliografica de Solanum Nigrum, L. (Yerbamora). Universidad
Veracruzana. Facultad de ciencias quimicas (2002). p. 19-22.
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especie en el género solanum.

Este arbusto ha sido investigado por sus diversas propiedades terapéuticas, entre
las que destacan: su accién antihistaminica y antialergénica ya que los estudios
indican la reduccion y eliminacion de alergias bloqueando la accion de la
histamina, actividad fitoestrogénica estudiada en ratas actuando sobre la funcion
reproductiva de dichos animales,® actividad in-vitro contra el virus de la hepatitis C,
tratamiento contra enfermedades inflamatorias intestinales tales como la
enfermedad de Crohn o la colitits ulcerosa,'® aplicacién potencial para el
tratamiento del melanoma metastasico, tipo de tumor de tipo cutaneo asociado al
cancer de piel, efecto citotoxico en lineas celulares de cancer HepG2 y CT26,
carcinoma en hepatocitos y en el colon, tratamiento del cancer de seno,*! actividad
antioxidante y antihiperlipidémica, es decir, actividad caracteristica para reducir la
concentracion de lipidos en la sangre, particularmente el colesterol y evitar asi
enfermedades coronarias.*?

2.3. Los alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios de caracter basico los cuales son
sintetizados generalmente por aminoacidos o derivados N-heterociclicos como el
pirrol, pirimidina o purina. Los alcaloides se caracterizan por presentar un
nitrégeno en un anillo heterociclico, debido a esto su clasificacion es arbitraria ya
gue no hay una necesidad real en separarlos de las aminas ya que ambos se
originan a partir de aminoacidos. Sin embargo existen compuestos quimicos que
no se consideran alcaloides y son excepciones a la definicion quimica dada
anteriormente, las cuales son aminas y amidas que no son basicas, tal como la
colchicina o el 4cido aristocélchico.™

La funcién de los alcaloides aun no esta establecida, sin embargo se sabe que los
derivados de la pirimidina y purina cumplen roles importantes en procesos
bioldgicos, existen algunas deducciones acerca del “rol” que desempefian estos

° Nirmal S., Patel A., Bhawar S., Pattan S. Antihistaminic and antiallergic actions of extracts

of Solanum nigrum berries: Possible role in the treatment of asthma. En: Journal of ethno-
pharmacology (2012). vol. 142, p. 91-97.

Rahimi R., Shams M., Abdollahi M. A review of the efficacy of traditional Iranian medicine
for inflammatory bowel disease. En: World Journal of Gastroenterol (2010). vol. 16, p. 4504-4514.

Shokrzadeh M., Azadbakht M., Ahangar N., Hashemi A., Saeedi S. Cytotoxicity of hydro-
alcoholic extracts of Cucurbitapepo and Solanum nigrum on HepG2 and CT26 cancer cell lines. En:
Pharmacognosy Magazine (2010). vol. 6, p. 176-179.

Arulmozhi V., Krishnaveni M., Karthishwaran K.; Dhamodharan G., Mirunalini S. Antioxidant
and antihyperlipidemic effect of Solanum nigrum fruit extract on the experimental model against
chronic ethanol toxicity. En: Pharmacognosy Magazine (2010). vol. 6, p. 42-50.

3 Bilbao M. Andlisis fitoquimico preliminar. Universidad del Quindio, facultad de ciencias
béasicas y tecnologicas, programa de quimica de productos vegetales (1997). p. 83-99.
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metabolitos en las plantas, tal como su funcion como productos de desecho o
almacenamiento de nitr6geno, transporte de nitrégeno no metabolizado,
proteccion de la planta frente al ataque de depredadores, reguladores de
crecimiento, entre otras funciones, sin embargo estos metabolitos son secundarios
ya que no son esenciales.

Todos los alcaloides pueden bio-sintetizarse mediante las vias del acido shikimico,
policétidos o el acido mevaldnico en combinacion con aminoacidos en diferentes
condiciones lo cual da como resultado una alta diversidad de compuestos.*

Como se mencion6 anteriormente, la clasificacion de los alcaloides puede ser
arbitraria, como por ejemplo la clasificacién segun sus propiedades farmacoldgicas
se pueden distinguir: los estimulantes nerviosos, los alucinégenos,
parasintopatomiméticos (modificadores del sistema nerviosos auténomo),
parasintopatoliticos (modificadores del sistema nervioso central), etc.

También se pueden clasificar de acuerdo a su distribucion botanica o a su origen
biosintético.

Principalmente se clasifican como alcaloides verdaderos si son derivados de
aminoacidos con un anillo heterociclico; protoalcaloides si son derivados de
aminodacidos sin necesidad de presentar un anillo heterociclico y pseudoalcaloides
si no son derivados de aminoacidos sino que son simplemente aminas. Sin
embargo la forma correcta de clasificarlos es en funcién de su estructura:*®

-Alcaloides alifaticos:
-Derivados de la ornitina.
-Derivados de la lisina.

-Alcaloides aromaticos:

-Derivados del acido nicotinico.
-Derivados de la fenilalanina y tirosina.
-Derivados del triptofano.

-Alcaloides de origen diverso:
-Alcaloides terpénicos y esteroidales.
-Alcaloides diversos.

La tabla 1 muestra las estructuras de algunas familias mas usuales y extensas de
alcaloides.

14 Kurt B., Torssell G. Natural Product chemistry. A mechanistic biosyntetic and ecological

aJ)proach. En: Apotekarsocieteten (1997). vol. 2, p. 348-390.
! Arango G. Alcaloides y compuestos nitrogenados. En; Farmacognosia y fitoquimica.
Facultad de quimica farmacéutica. (2008). p. 13-15.
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Tabla 1. Estructuras de las familias de alcaloides mas distribuidas en la
naturaleza.

Familia de alcaloides Estructura

Indélicos ©§

2 y 4 Quinolinas @
Isoquinoleinas @

Ny,
N\R
"
AN
- 2
N R
\ "
=
R
N .
R
Tropanicos ~ ﬁ
N

Fuente: Arango G. (2008).%°

Pirrélicos

En general la biosintesis de alcaloides depende de un aminoacido, asi los
alcaloides verdaderos se originan por la condensacion de un aminoéacido
descarboxilado con un anillo heterociclico, los precursores de estos alcaloides son
la L-ornitina, L-lisina, L-tirosina o L-fenilalanina. Los protoalcaliodes en cambio, se
originan por la condensacion de un aminoacido descarboxilado con una cadena
que no sea de tipo heterociclica. En contraste, los pseudoalcaloides cuyo
esqueleto no proviene de aminoacidos sino de sus precursores, mediante
reacciones de transaminacion en diferentes vias sintéticas de los aminoéacidos.*’

Algunas de las principales familias de alcaloides derivan de la L-ornitina, que es un
importante precursor de alcaloides pirrolidinicos, tropanos y pirrolizidinos; la L-

1 Arango G. (2008). op, cit., p. 19-39.
o Aniszewski, T. Alkaloids - secrets of life, alkaloid chemistry, biological significance,
applications and ecological role. En: Elservier science (2007). p. 73-88.
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fenilalanina es un precursor de los protoalcaloides derivados de la feniletilamina y
algunos alcaloides tipo ergot (como la ergotamina). La L-tirosina biosintetiza
algunos derivados de feniletilaminas y las isoquinolinas; el acido L-antranilico es
precursor de quinazolinas, quinolinas y acridinas mientras que la L-histidina es
precursor de alcaloides imidazoles, mientras que la L-Lisina es un precursor de
piperidinas, quinolizidinas e indolizinas. Los alcaloides presentes en la yerbamora
a menudo son producto de la L-ornitina y el acido L-nicotinico.®

Los alcaloides generalmente son incoloros, salvo aquellos que son altamente
conjugados como por ejemplo la berberina de coloracion amarilla, la sanguinarina
color rojo, la urabaina color verde, entre otros; habitualmente son sélidos a
temperatura ambiente, aunque las bases no oxigenadas son liquidas.

Figura 2. Representacion de los alcaloides en forma de aminas base y su sal.

.- H X + -

R3N R3NH X

Alcaloide base Alcaloide sal
Fuente: Arango G. (2008). *°

Debido al caracter basico de los alcaloides, su solubilidad puede variar en funcion
del pH, en forma basica son solubles en solventes organicos apolares tal como el
benceno, éter etilico, cloroformo, diclorometano, entre otros; en forma de sales
son solubles en solventes polares como el agua, etanol, soluciones acidas, etc.?
Las figuras 2 y 3 indican la forma protonada de los alcaloides y su forma base.

Figura 3. Alcaloide Higrina, en su forma base y sal.
CHs

H\+ /CHz.

N cH, M N CH,

| o |

O 0
Higrina bésica Sal de la Higrina
Fuente: Arango G. (2008).%*
Por lo tanto, para la extraccion de alcaloides hay que tener en cuenta en su
caracter basico para la elecciébn de un solvente adecuado, asi mismo se puede
proceder con la formacion de la sal del alcaloide por accion de un acido mineral

18 Aniszewski T. (2007). op, cit., p. 122-128
19 Arango G. (2008). op, cit., p. 8-12.
20 Kurt B. (1997). op, cit., p. 390-402.
2 Arango G. (2008). op, cit., p. 8-12.
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para que de esta manera, sea soluble en medios polares. Para la adecuada
extraccion de los alcaloides es necesario tener en cuenta que las hojas de las
plantas pueden contener cera 0 materia grasa que generan emulsiones en el
proceso de extraccion, por lo tanto es necesario desengrasar el material vegetal
mediante el uso de hexano o éter de petrdleo, sin embargo el proceso debe
realizarse a modo de lavado para evitar extraer alcaloides en el desengrasado.?

2.4. Composicion quimica de la yerbamora

La composicion quimica del aceite esencial de las hojas de la planta indica la
presencia de los siguientes grupos: -carbohidratos, glicosidos, alcaloides,
flavonoides, saponinas y taninos. Sus compuestos mayoritarios son los acidos
grasos linoléico y palmitico, el aminoacido asparagina, el flavonoide rutina, los
alcaloides solanina, solasodamina, solangustina, solanigrina, solamarina, a y 8
solanegrina, el esterol triacontano, acido citrico, entre otros.??

2.4.1. Alcaloides en la yerbamora

Estudios realizados por Gheewala (2013) reportan el analisis de glicoalcaloides
de frutos secos de Solanum Nigrum Linn en la India, cuyas referencias reportan
actividad biolégica por la composicion de dichos compuestos en frutos. El analisis
se realizé por GC-MS y HPLC. Se encontr6 como principal constituyente el
glicoalcaloide esteroidal Solasonina (5,85 mg/g) y su aglicona solanidina en un
porcentaje del 75,9%.%*

Entre los principales alcaloides se presenta la solasodina como aglicona, y como
glucésidos estan la solasonina y solamargina los cuales presentan una actividad
potencial en el tratamiento de carcinomas de piel y uso en la industria
farmacéutica como productor de esteroides tal como la diosgenina, %ue se obtiene
de tuberculos tipo Dioscorea spp. también conocidos como fiame.?> La aglicona
solasodina presenta una estructura similar a la diosgenina, con un nitrdgeno
analogo, y puede ser convertida de la misma manera que la diosgenina a acetato
de 16-deshidropregnenolona (figura 4), la cual se emplea en la semisintesis de
farmacos y esteroides anticonceptivos. En contraste con las especies de
Dioscorea, las especies solanum son més faciles de cultivar.?®

22 Ibid., p. 9.

238 Fonnegra, R. (2007). op, cit., p. 272.

24 Gheewala N., Saralaya M., Sonara G., Gheewala T. Phytochemical Evaluation of Total
Glycoalkaloid of Dried Fruit of Solanum Nigrum Linn. En: Current Pharma Research (2013). vol. 3,
p. 1010-1013.

° Shokrzadeh M, op, cit., p. 176-179.

26 Cham B., Daunter B., Evans R. Solamargine and other solasodine rhamnosyl glycosides
as anticancer agents. En: Asia Pacific Journal of Pharmacology (1994). vol. 9, p. 113.
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Figura 4. Estructura de la diosgenina, solasodina y el acetato de
deshidropregnenolona.

Varias etapas

HO AcO

X =0, Diosgenina
X =N, Solasodina
Fuente: Sato, Y. et al. (1951).%"

Acetato de 16-deshidropregnenoclona

Investigaciones de la familia de las solanaceas y estudios de caracterizacion en
las especies: Solanum esculentum, Solanum trilobatum, Solanum nigrum, y
Solanum tuberosum reportan la presencia de alcaloides en los extractos
metandlicos. Estos extractos fueron analizados mediante HPLC y GC-MS. Este
estudio permiti6 establecer estudios de inhibicion mediante antibiogramas
estableciendo %ue la composicion quimica de las plantas poseen actividad
antimicrobiana.?

Otras propiedades terapéuticas reportadas para los alcaloides de Solanum nigrum
extraidos de plantas medicinales en la China indican que estos compuestos
presentan propiedades antitumorales en estudios in vivo e in vitro, inhibiendo el
crecimiento de celular en el cancer de cuello uterino. Se describe que los ensayos
de Solanum nigrum L. muestran resultados significativos sobre el crecimiento de
tumores.” Se describen otras propiedades en la medicina tradicional de China
para este planta y sus alcaloides, especificamente para tratamiento de cancer
gastrico y de higado. Muestras colectadas en 9 provincias de China reportan la
presencia de los alcaloides solasonina, solamargina y B-2-solamargina.*

27 Sato Y., Miller H., Mosettig E. Degenration of solasodine En: Journal of the American

Chemical Society (1951). vol. 73, p. 207.

8 Akilan C., Srividhya M., Mohana P., Jeba., S; Sundara M. Comparative analysis of
phytochemicals, antibiogram of selected plants in solanaceae family and its characterization
studies. En: International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences (2014). vol. 6, p. 946-
950.
29 Li J., Li Q., Gao D., Han Z., Li K. Antitumor effects of total alkaloids isolated from Solanum
nigrum in vitro and in vivo. En: Pharmazie (2008). vol. 63, p. 534-538.

3 Bai Y., Lin C.,, LUO W, Wang Y., Sun C., Jia Q. Simultaneous quantification of four
saponins, three alkaloids and three fatty acids in Solanum nigrum Linn by HPLC-ELSD. En: Journal
of Medicinal Plants Research (2012). vol. 6, p. 3632-3639.
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Otras investigaciones sobre los alcaloides presentes en las hojas, tallos y frutos
de las plantas pertenecientes a la familia de las solanaceas describen las diversas
propiedades medicinales que posen este tipo de alcaloides, principalmente la
solasodina. Entre ellos se encuentran usos terapéuticos por su efecto diurético,
antifungico, en el tratamiento del cancer, cardiotonico, antiespasmodico,
antiandrogenico, antipiretico, y varios efectos sobre el sistema nervioso central.®
Se ha reportado el uso de los frutos en la medicina tradicional para el tratamiento
de la disenteria, diabetes y enfermedades de la piel con la aplicacion del zumo de
los frutos.** Es de resaltar que Solanun nigrum es una planta referenciada en la
farmacopea China debido a los efectos medicinales descritos anteriormente. Estos
efectos se han asociado a los alcaloides extraidos y purificados entre los que se
encuentran: solasonina, B-1-solasonina, solamargina y solanigrosida P. Estos
glicoalcaloides tiene efectos citotoxicos en las celulas MGC-803, causantes del
cancer gastrico.*

En agricultura, se han realizado estudios sobre la contaminacién de semillas de
chicharos y plantaciones de soya por alcaloides de los arbustos de S. nigrum que
se encuentran como maleza cerca de los cultivos en regiones agricolas en
Canada, determinando el glicoalcaloide a-solasonina en chicharos verdes
utilizando HPLC-UV.** Asi mismo se ha reconocido sus propiedades
antimicrobianas, antifungicas y el uso como bio-insecticida en el control de plagas
en diversos cultivos.

Para la identificacion y cuantificacion, se han empleado diversas metodologias de
extraccion y técnicas analiticas principalmente HPTLC, HPLC y GC-MS.*

Estos alcaloides estan presentes en las hojas, frutos, corteza y raiz de la planta.
La concentracion de dichos alcaloides en hojas aumenta levemente a medida que
pasan las semanas de desarrollo, sin embargo la mayor cantidad de compuesto se
evidencia en hojas pequefias en relacion a las maduras. En las raices se puede
observar un aumento en la concentracibn a medida que pasa el tiempo de
desarrollo, y en frutos la concentracion decrece con el tiempo. Los estudios

3 Patel K., Singh R., Patel D. Medicinal significance, pharmacological activities, and

analytical aspects of solasodine: A concise report of current scientific literature. En: Journal of Acute
Disease (2013). vol. 2, p. 92-98.
s Gogoi B., Zaman K. Phytochemical Constituents of Some Medicinal Plant Species Used in
Recipe During ‘Bohag Bihu’ in Assam. En: Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry. (2013).
vol. 2, p. 30-40.
3 Xia D., Fangshi Z., Yun Y., Min L. Purification, antitumor activity in vitro of steroidal
glycoalkaloids from black nightshade (Solanum nigrum L). En: Food Chemistry (2013). vol. 141 p.
1181-1186.
3 Cavlovic P., Mankotia M., Pantazopoulos P. Liquid Chromatographic Determination of a-
Solasonine in Frozen Green Peas as an Indicator of the Presence of Nightshade Berries. En:
Journal of AOAC international (2003). vol. 86, p. 759-763.

Patel, K. (2013). op, cit., p. 94.

32



indican que después de 28 semanas la concentracion de Solasodina disminuye
aproximadamente un tercio en raices y aumenta considerablemente en el vastago.
En hojas maduras aumenta hasta el valor maximo aproximadamente de 200 ug
por hoja. Las hojas de Solanum nigrum son el érgano donde se da la sintesis
mayoritaria de alcaloides.*®

Figura 5. Mecanismo de biosintesis de la solasodina a partir de colesterol y acido

mevalonico.
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Fuente: Kurt, B. et al. (1997).%

Los alcaloides esteroideos son caracteristicos de muchas especies de la familia
solanaceae, el colesterol es un precursor de dichos alcaloides; la solasodina
presenta un esqueleto esteroidal intacto. En la biosintesis de la solasodina, el C-
27 del colesterol se deriva en el carbono C-2 del acido mevalonico. Una reaccion
procede sin pérdida del hidrégeno 3 del C-27, la cual consiste en una aminacién
directa sin intervencion del grupo carbonilo. Por otro lado, procede la formacion de
un anillo de piperidina por via de una imina.*

36 Eltayeb A., Al-ansari A., Roddick J. Changes in the steroidal alkaloid solasodine during

development of solanum nigrum and solanum incanum. En: Phytochemistry (1997). vol. 46, p. 489-
494,
s Kurt B. (1997). op, cit., p. 394.
38 Ibid., p. 396.
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El método de extraccion y purificacion de alcaloides basicamente consiste en la

maceracion quimica de érganos secos pulverizados con acido oxalico o algun otro

acido, seguido por una hidrolisis y la formacion de una base insoluble en medio
39

acuoso.

Los polisacaridos mayoritarios presentes en los 6rganos de s. nigrum presentan
accion antitumoral y accion contra el carcinoma hepatocelular. Se han encontrado
2 polisacaridos mayoritarios denominados SNLWP compuesto principalmente por
arabinosa, manosa, glucosa y galactosa; y SNLAP compuestos por arabinosa,
manosa, Xilosa, glucosa y galactosa. Los dos oligosacaridos mayoritarios de 2-
desoxi azucares presentes en las hojas de Solanum nigrum (figura 6), se han
identificado  por  espectroscopia como etil-B-D-tevetopiranosil-(1-4)-3-D-
oleandropiranosido (1) y etil-B-D-tevetopiranosil-(1-4)-a-D-oleandropiranosido (2)
(C16H300g).*

Figura 6. Estructura de los oligosacaridos de 2-desoxiazucares.
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Fuente: Bilbao, M. (1997).*

Las agliconas mayoritarios en la yerbamora son la solasodina y solanidina, sus
estructuras se presentan en la figura 7; como glucdsidos se encuentran la
solasonina, a y B-solamargina y a-solanina.

La solasonina y la solamargina presentan la aglicona solasodina en su estructura,
mientras que la solanina presenta la aglicona solanidina. Los carbohidratos
presentes como monomeros son: ramnosa (Rham), glucosa (Glu) y galactosa

39 Lancaster J., Mann J. Changes in solasodine content during the development of Solanum

laciniatum Ait. En: New Zealand Journal of Agricultural Research (1975). vol. 18, p. 139.
Chen R., Feng L., Li H., Zhang H., Yang F. Two novel oligosaccharides from Solanum
nigrum. En: Carbohydrate Research (2009). vol. 344, p. 1775-1777.
“ Bilbao M. (1997). op, cit., p. 89.
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(Gal). Las unidades poliméricas son: Rham-Rham-Glu (solamargina), Rham-Gal-
Glu (solanina) y Rham-Glu-Glu (solasonina). Las estructuras de estos
polisacéaridos se presentan en las figura 8.

Figura 7. Estructuras de la solanidina y la solasodina.
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Fuente: Wilkomirsky, T. et al. (2004).%?

42 Mufioz O., Montes M., Wilkomirsky T. Plantas medicinales de uso en Chile: quimica y

farmacologia. Ed Universitaria. Comité de publicaciones cientificas. Universidad Santiago de Chile
(2004). p. 273-274.
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Figura 8. Estructuras de los carbohidratos laterales en la solasonina, solamargina
y solanidina.
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Fuente: Gongalves, M. et al. (2006).%3

43 Goncalves M., Diniz M., Borba J. Modesto efeito hipolipemiante do extrato seco de

berinjela (Solanum melongena L.) em mulheres com dislipidemias, sob controle nutricional. En:
Brazilian Journal of Pharmacognosy (2006). vol. 16, p. 656-663.
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2.5. Técnicas de extraccion, purificacidén y analisis de alcaloides
2.5.1. Extraccion en medio alcalino

Para extraer alcaloides de las hojas de una planta, se debe desengrasar el
material y pulverizar para tener mayor superficie de contacto. El material
desengrasado y pulverizado se mezcla con una porcién igual de solucion NH,OH
al 5% dejando en reposo por 4 horas y se libera la primera fraccion de alcaloides
con un solvente organico apolar o de polaridad media, esta primera fraccion
contendrd impurezas tal como pigmentos, esteroles, acidos grasos, entre otros
compuestos, por lo tanto se separan los alcaloides de las impurezas mediante la
adicion de acido mineral diluido, formando dos capas que se pueden decantar: la
solucion organica libre de alcaloides y la solucién acuosa, que contiene alcaloides.
Nuevamente se vuelve a alcalinizar la solucién y se extrae con un solvente no
polar; la fase organica se separa por decantacién y se obtienen los alcaloides
totales, los cuales se pueden concentrar a presién reducida.**

2.5.2. Extraccion en medio acido

Al igual que la extraccion en medio alcalino, en esta extraccion es necesario
desengrasar las hojas y pulverizarlas previamente. Debido a que los alcaloides en
su estado natural se encuentran en forma de sales, resulta util su extraccion en
agua acidulada, alcohol o soluciones hidroalcohdlicas aciduladas. ElI material
vegetal se mezcla con una porcion igual en volumen de etanol al 70% y se realiza
una maceracion quimica a 40°C. Después de concentrar el extracto, se alcaliniza
con amoniaco 5% y se extrae con un solvente organico de polaridad media, en
donde se podran distinguir dos fases: la acuosa contiene los alcaloides en forma
de sales solubles, la organica contiene impurezas tal como lo esteroides o acidos
grasos. La fase acuosa es nuevamente alcalinizada con una segunda porcion de
amoniaco al 5% y se adiciona un solvente organico apolar, en la fase alcalina se
encuerlgran las impurezas mientras que la fase organica presenta los alcaloides
bases.

2.5.3. Extraccién asistida por ultrasonido

La técnica de extraccibn de metabolitos secundarios en plantas mediante
ultrasonido es un método desarrollado a lo largo de las ultimas cuatro décadas.

Ultrasonido hace referencia a todas las ondas sonoras que comprenden
frecuencias entre 16 kHz a 10 MHz. El ultrasonido se puede clasificar en
Ultrasonido de sefal, cuyas frecuencias estan en el rango de 100 kHz a 1 MHz, y

e Kurt B. (1997). op, cit. p. 396.
45 Ibid., p. 396.
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ultrasonido de potencia, con frecuencias entre 16 a 100 kHz. Este dltimo es el
caso de la EUA.*® La extraccién por EUA se realiza mediante un equipo sonicador,
Su esquema se representa en la figura 9.

Figura 9. Esquema equipos de EUA.
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Fuente: Azuola, R, et al (2007).*’

El fundamento de la extraccion por medio de EUA es el efecto hidrodinamico
conocido como cavitacion, en el cual las ondas sonoras que atraviesan un fluido,
forman burbujas microscépicas las cuales hacen implosion a causa de la
compresion, generando altas presiones y temperaturas en pequefias areas del
fluido, esto genera ondas de choque que “bombardean” la muestra sodlida
fragmentandola y de esta manera reducir el tamafio de la particula lo que aumenta
el area superficial de contacto con el solvente, dispersandolo en él.#®

4 Azuola R., Vargas P. Extraccion de sustancias asistidas por ultrasonido. En: Tecnologia en
marcha (2007). vol. 20, p. 30-40.
47 ibid., p. 35.

48 Pino V. Extraccién y preconcentracion micelar. Aplicacion a la determinacién de

hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras de interés medioambiental. Tesis doctoral en
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El ultrasonido puede favorecer la re-hidratacion de tejidos secos, abriendo los
estomas de las hojas facilitando el transporte de sustancias al solvente.

La técnica de extraccion se realiza por medio de un homogeneizador ultrasénico.
Las ventajas de este método es su rapidez en la extraccion, las cantidades bajas
de disolvente empleado, sus bajos costos y la calidad de extractos. Algunas de
sus desventajas son: no se puede extraer grandes cantidades de muestra (menos
de 80 g de tejido vegetal), se requiere etapas de filtracion y concentracion de
muestra post-extraccion.*

2.6. Técnicas cromatogréaficas

La cromatografia es un método empleado para la separacién de los componentes
gue constituyen una muestra en donde dichos componentes se distribuyen en dos
fases, una denominada fase estacionaria y la otra movil. Segun sea la fase, la
cromatografia puede clasificarse por la naturaleza de la fase movil como
cromatografia de gases (GC) si la fase movil es un gas, técnica util para
componentes volatiles; o cromatografia liquida (LC). La cromatografia liquida
puede ser en capa delgada (TLC) o cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). Otra diferencia entre ambas técnicas radica en los detectores ya que en
HPLC se necesita un detector con mayor sensibilidad respecto a GC debido a la
fase empleada; resulta mas simple diferenciar una muestra cuya fase sea un gas
inerte que una muestra que presente un liquido inerte de masa superior a la de la
muestra. Ademas de esto, el tipo de columna varia segun la técnica: en GC la
columna es capilar, su longitud puede comprender varios metros su diametro
milimetros, mientras que en HPLC la columna es empacada y sus dimensiones
son reducidas respecto al largo de la columna comparandola con la columna GC.*

2.6.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas

La cromatografia de gases es una técnica analitica de separacion y determinacion
de compuestos quimicos volatiles en una mezcla, este método se basa en la
distribucion de las moléculas en una fase estacionaria (columna) y su flujo
mediante una fase movil que es un gas portador. La fase estacionaria retiene los
compuestos afines a ella segun su polaridad, una de las columnas mas empleadas
en la separacion de compuestos de alcaloides es la columna DB-5 compuestas de
5% difenil 95% dimetilsiloxano de dimensiones: 30 m de longitud y diametros

qbuimica analitica. Universidad de la Laguna. Tenerife, Espafia (2002). p. 32-35.

Djilani A., Legseir B., Soulimani R., Dicko A. New extraction technique for alkaloids. En:
Journal of the Brazilian Chem|cal Society (2006) vol. 17, p. 29.

Quattrocchi O., Andrizzi S., Laba R. Introduccién a la HPLC, aplicacidn y préactica. Buenos
Aires (1992). p. 14-48.
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internos entre 0,25 a 0,32 mm, el espesor de fase es de aprox. 0,25 pm.*!

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) es una
técnica muy empleada para determinar compuestos organicos a nivel de trazas ya
que es capaz de obtener registros tridimensionales, esto quiere decir que para
cada tiempo de retencion (tiempo entre la inyeccion de la muestra en la columna y
el registro de un pico de analito al detector) se obtiene un espectro de masas de
las moléculas que han emergido de la fase estacionaria. Esto es importante para
identificar y cuantificar los analitos que componen la mezcla de componentes
volatiles y semivolatiles del aceite esencial de una especie vegetal.>

La figura 10 indica el esquema de un cromatdgrafo de gases.

Figura 10. Esquema de un cromatografo de gases.
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Fuente: Skoog, D. et al. (2007).>

La espectrometria de masas se basa en la obtencion de iones a partir de
moléculas organicas en fase gaseosa, dichos iones son separados de acuerdo a

>t Zhao R., Yuan J., Li H., Wang X., Jian T., Lin J. Nonequilibrium hollow-fiber liquid-phase

microextraction with in situ derivatization for the measurement of triclosan in aqueous samples by
gas chromatography-mass spectrometry. En: Journal of Analytical and bioanalytical chemistry
£2007). vol. 387, p. 1911.
2 Skoog D., Holler F., Nieman T. Principios de andlisis instrumental, qunta edicién, Ed.
McGraw-Hill (2007), p 788-796.
>3 Skoog D. et al. (2007). op, cit. p. 790.
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su relacion masa carga (m/z). La introduccion de la muestra puede ser directa o
indirecta, sin embargo resulta mejor para un analisis una introduccién a partir de
un cromatografo; posteriormente la muestra pasa por la fuente de iones la cual
puede ser ionizacion electronica (El) o ionizacion quimica. A la salida de la fuente
de iones se encuentra el analizador de masas, encargado de separar los
diferentes iones producidos con el fin de detectarlos de manera individual. Algunos
de los analizadores mas empleados son el analizador de campo magnético,
analizador cuadrupolar y la trampa de iones. Por ultimo, los iones proceden al
detector para poder relacionar la maza de dichos iones con la intensidad de la
corriente.

Ademas de permitir la identificacion de los compuestos, la técnica de GC-MS
permite cuantificar. Una de las formas de cuantificar analitos se basa en el uso del
método del estandar interno; en el cual se afiade a la muestra una cantidad
conocida y constante de un estandar el cual es similar al analito pero no idéntico
(se puede tratar de iguales grupos funcionales sin ser el mismo compuesto). La
sefal del analito se compara con la sefial del estandar interno mediante la
siguiente ecuacion:>

x_F*As
c. C,

Ecuacion 1

En donde A, es el area del pico x y C4 su concentracion; As es el area del estandar
interno y Cs su concentracion. F es el factor de respuesta.

El estandar interno debe cumplir con las siguientes caracteristicas:
-Presentar alta pureza.
-Inerte frente a los componentes de la muestra.
-No debe estar presente en la muestra a analizar.
-Soluble en el solvente de la muestra.
-No debe eluir junto con algiin componente de la muestra.

2.6.2 Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC

La cromatografia liquida de alta eficiencia presenta varias modalidades de
separacion segun la naturaleza del analito, algunas de las modalidades mas
empleadas son la cromatografia liquido-sélido (LSC) o de adsorcion (fase
estacionaria polar), cromatografia de intercambio i6nico (IEC) en donde la fase
estacionaria esta constituida por un polimero o silica gel, cromatografia de
exclusion de particulas (SEC) la cual funciona como tamiz, etc.

>4 Ibid. p. 792
% Larsson C. The use of an “internal standard” for control of the recovery in microdialysis. En:
Pharmacology Letters (1991). vol. 49, p. 73-78.
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Un cromatografo liquido (figura 11) se constituye por un reservorio, el cual
alimenta al sistema con la fase movil; un inyector de la muestra, una bomba que
permite el paso de la fase movil a través de la columna, un detector o sistema de
monitoreo, y un procesador de datos o integrador que permite registrar e
interpretar datos.>®

Una condicion de analisis éptima para alcaloides es empleando una columna RP-
18, 250-4,5 ym, como fase mévil se puede emplear la mezcla acido ortofosforico,
metanol y acetonitrilo a diferentes gradientes; flujo de 1mL.min-1, volumen de
inyeccion de 80 pL, longitud de onda: 254 nm.>’

Figura 11. Esquema de un cromatégrafo HPLC

Fuente: Quattrocchi, O. et al. (1992).%®

2.6.3 Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas LC-MS/MS

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) es una
técnica muy util ya que se aplica a una amplia gama de compuestos quimicos, no
requiere derivatizacion pre o post-columna de la muestra lo cual es util tanto para

% Zhao R. et al. (2007). op, cit. p. 1911.
> Fang S., Shengyu L., Dajun H., Gang C. Effects of glycoalkaloids from Solanum plants on
cucumber root growth. En: Phytochemistry (2010). vol. 71, p. 1534-1538.
%8 Quattrocchi O. et al. (1992) op, cit. p. 30.
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compuestos volatiles como de compuestos no volatiles y termolabiles, realiza un
andlisis tridimensional ya que se obtienen registros de tiempo de retencion,
espectro UV-Vis y fragmentaciones de los componentes de la muestra.

Esta técnica suele emplear detectores espectrométricos multi-masas, es decir LC
acoplada a espectros de masas de tipo Tandem (LC-MS/MS 6 LC-MS?), en donde
los iones son formados en la fuente de iones (que puede ser El, ESI o MALDI) y
separados de acuerdo a su relacion masa-carga (m/z) en el primer analizador de
masas (MS;), estos iones formados se denominan iones precursores.
Posteriormente estos iones se seleccionan y se generan nuevos iones (iones
productos), estos iones se forman por disociacion inducida por colision, foto-
disociacion o algun otro proceso sobre los iones precursores. Los iones productos
son seleccionados, separados y detectados en el segundo analizador de masas
(MS;) para posteriormente dirigirse al detector. Este proceso se muestra en la
figura 12.%°

Figura 12. Diagrama de la espectrometria de masas Tandem.
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Fuente: Vogeser, M. et al. (2007).%°

Los analizadores de masas tienen como funcién separar las especies formadas
respecto a su relacibn masa-carga. Existen muchos tipos de analizadores de
masas, entre los mas empleados estan:

-Cuadrupolos y analizadores de trampas de iones: Los iones son filtrados
empleando potenciales electrostaticos los cuales seleccionan los iones de acuerdo
a su relacion m/z.

-Analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF): Los iones son separados
empleando su diferencia de tiempos de vuelo a través de una trayectoria
extendida.

-Analizadores de masas de sector magnético: Usan campos magnéticos con el fin
de seleccionar los iones dirigiendo el haz de interés hacia el detector.®

> Kang J. Principles and Applications of LC-MS/MS for the Quantitative Bioanalysis of

Analytes in Various Biological Samples, Tandem Mass Spectrometry - Applications and Principles.
In-Tech open science, Dr. Jeevan Prasain (2012). p. 441-492.

Vogeser M., Parhofer K. Liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC-MS/MS)-
technigue and applications in endocrinology. En: German society of endocrinology (2007). vol. 9, p.
559-570.
ot Kang J. op, cit. p. 450.
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2.7. Disefio experimental

El disefio experimental se define como una serie de pruebas que caractericen los
factores X; (variables independientes de entrada controlables) que tengan mayor
influencia en un ensayo, de esta manera se evallan las variaciones en los factores
gue generen una respuesta cuantitativa. Este proceso se realiza con el fin de
minimizar el efecto de las variables no controlables Z; o covariables y asi minimizar
la variabilidad de las respuestas.®

Un disefio experimental presenta dos fases principales:

-Caracterizacion de un proceso:. en donde se determinan los rangos de las
variables controlables que mas influyan en los factores de respuesta y asi
minimizar el efecto de las covariables.

-Optimizacién de un proceso: en donde se determinan los niveles de los factores
caracterizados que dan una respuesta Optima.

2.7.1. Tipos de disefio experimental

Para elegir el tipo de disefio experimental hay que tener en cuenta varios factores
entre los que se encuentran el objetivo del experimento, el nimero de factores a
controlar, los niveles que se someteran en cada factor, los efectos esperados,
entre otros. Es por esa razén que un disefio experimental se debe clasifica segun
convenga.®®

Generalmente los experimentos se clasifican en dos tipos: el experimento absoluto
y el experimento comparativo. ElI experimento absoluto centra su interés en la
estimacion y las propiedades fisicas de la poblacion estudiada, la seleccién de
tratamientos se realiza mediante procesos aleatorios. En el experimento
comparativo los tratamientos se comparan por su efectos medios sobre un factor
de respuesta con el fin de determinar qué tratamiento es el que mas se adecula a
un factor de respuesta Optimo. Sin embargo una forma de clasificar
especificamente un disefio es en funcion del objetivo de experimento, la estrategia
de comparacién y la cantidad de variables independientes, de esta manera se
tienen los siguientes tipos de disefio:*

-Comparativos (disefios al azar, disefios de bloques, etc.)
-Factoriales (2", 3", etc.)

62 Bartlett M. Properties of Sufficiency and Statistical Tests. En: Proceedings of the Royal

Souety of London (1937). vol. 160, p. 268-282.
Anscombe F. The Validity of Comparative Experiments. En: Journal Royal of the Statistical
Souety (1947). vol. 61, p. 181-211.
Box G., Wilson K. On the Experimental Attainment of the Optimum Conditions. En: Journal
of the Royal statistical society (1951). Vol. 13, p. 30-45.
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-Disefios de mezclas (disefio de redes, axial, etc.)
-Robustos (Disefios ortogonales)

2.7.2. Metodologia de superficies de respuesta

La metodologia de superficies de respuesta (MRS) es un conjunto de técnicas de
disefio experimental y optimizacion de procesos en donde se considera una
variable cuantitativa de respuesta (y) que depende de una serie de factores x;

(i=1,..., K) y parametros B, (m=1,..., |) relacionados por: y=n(xy, .. X,; Bis e B

La MSR es una estrategia analitica que permite determinar las condiciones
optimas de un proceso implicando tres aspectos: disefio, modelo y técnica de
optimizacién. Los dos primeros aspectos tienen relacion entre si dependiendo del
comportamiento entre las variables y las respuestas del experimento, mientras que
la técnica de optimizacion arroja informacién sobre el punto Optimo en el que
interactdan las variables de respuesta.®

La MSR se fundamenta en encontrar los niveles éptimos de un factor para una
determinada respuesta centrando la atenciébn en los niveles que den una
respuesta de interés Optimo, esto implica mejorar significativamente el resultado
de un experimento respecto al tiempo, condiciones, eficiencia, entre otros factores.
La interaccion de muchas variables afectan el resultado de un experimento, estas
variables afectan en diferente proporcién, por lo tanto para elaborar una buena
MSR resulta necesario seleccionar los factores que afecten cierta caracteristica de
manera significativa; por esta razon es necesario realizar un analisis de varianza
ANOVA.

Dicha interaccion entre variables es de forma polinomial, para ello se efectian
metodologias de tipo factorial, uno de ellos es la metodologia de Superficie de
respuesta factorial 2%, donde k son los factores que afectan una caracteristica, la
base 2 indica los niveles los cuales pueden ser bajos o altos, por lo tanto el
expgsrimento cuenta con 2* tratamientos. La ecuacién de primer orden esta dada
por:

1y =Bo+ B X1+ By X+ BroX X+ Ecuacién 2
En donde:

py= promedio de la variable de respuesta.
Bo= valor medio de la respuesta en ausencia de los factores x1 y x2.

o Derringer G., Suich R. Simultaneous optimization of several responses. En: Journal of

%uality Technology (1980). vol. 12, p. 215.
6 Khuri A., Cornell J. Response Surfaces. Dekker, New York (1987). p. 305.
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B.= efecto lineal del factor 1 sobre la respuesta en promedio.

B,= efecto lineal del factor 2 sobre la respuesta en promedio.

B1.= relacion de interaccion entre X; y X, sobre la respuesta en promedio.
¢ = efectos no explicados por el modelo (error).
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2.8 Antecedentes

El grupo de investigaciones botanicas de la Universidad de Narifio en conjunto a la
Universidad Nacional de Colombia realizaron en 2005 un estudio etnoboténico en
las poblaciones de Casabuy, Hato viejo y Sanchez en el municipio de Chachagiii,
Narifio, encontrando en la familia solanaceae 9 especies, de las cuales aprox.
55,4% de ellas se encuentran en matorrales y zonas abiertas. La especie Solanum
nigrum L. presenta el porcentaje mas elevado del indice de versatilidad, y del uso
cultural contra las enfermedades asociadas al aparato respiratorio, sistema
nervioso y enfermedades cutaneas son tratadas con la mayor cantidad de
especies.®’

Entre las especies de la familia solanaceae se encontr6 que la Yerbamora
(Solanum nigrum) presenta siete registros de uso y actualmente esta aprobada en
el Vademécum Colombiano de plantas Medicinales como coadyuvante en el
tratamiento de inflamaciones cutaneas.®®°

El interés por esta planta nace por los conocimientos ancestrales y etnobotanicos,
sin embargo el enfoque cientifico se hizo conocer en la Ultima década gracias a
investigaciones sobre la actividad anti-cancerigena de los glicoalcaloides
esteroidales como agentes en la quimioterapia. El género Solanum abarca cerca
de 1400 especies de plantas de las cuales Solanum nigrum L. es una de las mas
importantes a nivel medicinal debido a la presencia del glicoalcaloide esteroidal
solasodina, el cual se considera una alternativa potencial en la sintesis de
diosgenina la cual es precursora de muchos farmacos esteroidales, tales como
anticonceptivos, hormonas, reductores de colesterol, entre otros. Muchas
investigaciones reportan que los glicoalcaloides presentes en esta planta
presentan actividad como antiacelerador cardiaco, inhiben la acetilcolinesterasa, la
cual es una enzima clave en la transmisién del impulso nervioso, por lo tanto
puede tener una aplicacion potencial en la industria de farmacos antidepresivos y
sedantes.”

67 . - .
Bernal, H., Garcia M., Quevedo S. Pautas para el conocimiento, conservacion y uso

sostenible de las plantas medicinales nativas en Colombia: Estrategia nacional para la
conservacion de plantas. Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial e Instituto de
Investigacion de recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt (2011). p. 141-149.

Vademécum colombiano de plantas Medicinales. Ministerio de Proteccion Social (2008). p.

304.

69 . - .
Moncayo N; Zambrano J. Plantas medicinales utilizadas en las zonas de manejo de la

comunidad indigena Monilla Amena (Amazonas). En: Colombia, Universidad y Salud. Ed.
Universidad de Narifio (2006). p. 15-33.
! Sutkovic J., Ler D., Gawwad M. In vitro production of solasodine alkaloid in solanum
nigrum under salinity stress. En: Journal of Phytology (2011). vol. 3, p. 43-49.
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3. METODOLOGIA
El esquema general de la metodologia se muestra en la figura 13.

Figura 13. Diagrama general de la metodologia.
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Fuente: Esta investigacion.
3.1. Recoleccion de muestras

Se realiz6 un muestreo aleatorizado de hojas de yerbamora (Solanum nigrum L)
procedentes de la vereda San Felipe, en el corregimiento de Obonuco en las
coordenadas N 1° 11' 47,8" E 77° 19' 28,8" a 3200 m.s.n.m. aprox. y en la vereda
El Convento, municipio de Chachagui en las coordenadas N 1° 22' 25,0" E 77° 14
33,5" a 1900 m.s.n.m. aprox. Las muestras fueron recolectadas en estado de
madurez del fruto manifestado en la coloracion violeta oscuro de los frutos, como
lo cita Ogg A. et al. (1981)."

" Ogg A., Rogers B., Schilling E. Characterization of Black Nightshade (solanum nigrum) and

related species in the United States. En: Weed Science. Vol. 29, p. 27-32.
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3.1.1. Clasificacion taxondmica de las muestras

Un ejemplar significativo de yerbamora de cada region fue entregado al laboratorio
de taxonomia vegetal del herbario PSO de la Universidad de Narifio para su
clasificacion taxonémica, cuyo certificado se observa en los Anexos Ay B.

3.2. Material general de laboratorio y reactivos quimicos

El tratamiento de las muestras, la extraccion de alcaloides y el analisis
instrumental por GC-MS y HPLC fueron desarrollados en el laboratorio de
Cromatografia de la seccion de laboratorios de la Universidad de Narifio.

3.2.1. Material general de laboratorio

-Micropipetas Bbdeco de volumen ajustable (100 — 1000 pL).
-Balanza analitica Pioneer OHAUS PA214.

-Agitador magnético Agimatic-N (P-Selecta).

-Plancha de calentamiento Gerhardt Bonn EV16.
-Minimolino Janke Kunkel modelo IKA A-10.

-Bafio ultrasénico Fisher FS20H.

-Rotaevaporador Eyela 1100.

-Bloque térmico de temperatura ajustable Eyela MG-2200.

3.2.2. Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos empleados en todos los procesos fueron reactivos para
extraccion y andlisis: Cloroformo grado HPLC (Honeywell) - Etanol absoluto
(Sigma Aldrich) - Acido sulfarico (Merck-millipore) - Amoniaco (Honeywell) -
Dodecil sulfato de sodio (Merck-millipore) - Cloruro de sodio (Merck) - n-Hexano
(Sigma Aldrich) - Cafeina (Alfa-Aesar) MSTFA (Sigma Aldrich).

3.3. Tratamiento de las muestras

Se seleccionaron las hojas con las mejores caracteristicas fisicas, que cumplieran
un tamafo adecuado y su coloracion sea verdosa; se descartaron las hojas
amarillentas o marrones, agujereadas o con marcas. El material vegetal
seleccionado se lavé con agua destilada para remover tierra e impurezas y se
secO al ambiente por un dia, posteriormente se almacend durante una semana
sobre capas de papel periddico con el fin de deshidratar las hojas y secarlas para
su posterior molienda. El proceso de secado se presenta en la figura 14.
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Figura 14. Secado de hojas de Solanum nigrum en papel periédico.

e

Fuente: Esta investigacion.

Las hojas secas fueron pulverizadas en el minimolino Janke Kunkel, como se
observa en la figura 15; posteriormente se almacenaron en bolsas de papel para
su posterior tratamiento, rotulando las bolsas con la informacion de procedencia
de la muestra y el tipo de extraccion al cual se someterian.

Figura 15. Molienda de hojas en el minimolino.

Fuente: Esta investigacion.
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3.3.1. Desengrase del material vegetal

50 g de material vegetal molido y seco fue sometido a desengrase empleando 150
mL de n-hexano, realizando una maceracién quimica a 25°C por 2 horas
empleando una plancha de calentamiento con agitacion magnética.
Posteriormente se filtré el contenido del desengrase por filtracion a gravedad
usando papel filtro franja azul. Se realizaron pruebas cualitativas de Dragendorff y
Mayer al filtrado con el fin de asegurar la ausencia de alcaloides en dicha fraccion.
La fraccion sdlida del filtrado que contenia el material vegetal desengrasado fue
secada a temperatura ambiente y almacenada para los posteriores analisis. Este
proceso se realizo para las dos regiones de muestreo por separado.

3.4. Evaluacion de los métodos de extraccion

Para la evaluaciéon de los procesos de extraccion de alcaloides de hojas de
yerbamora realizaron tres meétodos (extraccion acida, extraccién alcalina y
extraccidn asistida por ultrasonido), los cuales son los mas usados para el analisis
de alcaloides en especies de Solanum nigrum.’? Las extracciones se realizaron
por triplicado para cada método empleando hojas de la variedad recolectada en
Obonuco. Los datos obtenidos en cada ensayo se trataron estadisticamente
mediante un andlisis de varianza ANOVA, usando el programa Statgraphics
centurion XV. La tabla 2 presenta la evaluacion de los métodos de extraccion.

Tabla 2. Evaluacién de los métodos de extraccion para el andlisis de alcaloides en

yerbamora.
Metodo_qe Ensayo 1 VR Ensayo 2 VR Ensayo 3 VR
extraccion
HA EiM; VA; EaoM; VA, EsM; VA3
HB EiM;, VB, EoM; VB, EsM; VB3
EUA EiM3 VC; EaoM3 VC, EsM3 VC;

VR= Variable de respuesta (dependiente) mg/g de alcaloides.
EnM,= Ensayo niumero n, muestra n.

VN,= Valor n del ensayo n.

Fuente: Esta investigacion.

De los datos obtenidos en la evaluacién del método de extraccion, se escogio el
método que reportd mayor numero de picos cromatograficos correspondientes a
alcaloides y su concentracion expresada en mg/g de muestra, de acuerdo a la

& Wang D., Wang S., Du Q., Wang N., Liu S., Wang X., Jiang J. Optimization of Extraction
and Enrichment of Steroidal Alkaloids from Bulbs of Cultivated Fritillaria cirrhos. En: BioMedical
Research International (2014). vol. 1, p. 15.
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cuantificacion e identificacion en las hojas de yerbamora por GC-MS. De esta
manera se cumple con las figuras de mérito de identidad, selectividad y eficiencia
en los andlisis.

3.5. Extraccion de alcaloides de yerbamora

De acuerdo en lo planteado en el item 3.4. (Evaluacion de los métodos de
extraccion), se procedié a realizar las extracciones de alcaloides de yerbamora
recolectada en Obonuco y Chachagui de acuerdo a la metodologia descrita a
continuacion.

3.5.1. Extraccion acida de alcaloides

Se pesaron 5 (£ 0,2) g del material vegetal pulverizado y desengrasado en una
balanza analitica, los cuales se transfirieron a un erlenmeyer de 250 mL de boca
esmerilada y se adicionaron 60 mL de &cido sulftrico 2M en etanol al 70%. El
sistema se conecté a un condensador y se sometié a reflujo por 4 horas a 78°C,
temperatura controlada por termoémetro. La figura 16 muestra el sistema de reflujo.

Figura 16. Sistema de reflujo en medio &cido.
‘ | s —— \

Fuente: Esta investigacion.
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Posteriormente se filtré el contenido por gravedad empleando papel filtro franja
azul, recibiendo el filtrado en un embudo de decantacion. Se adicionaron 15 mL de
amoniaco al 25% hasta pH 9 (comprobando el pH con papel tornasol), enseguida
se adicionaron 10 mL de cloroformo grado HPLC y 5 mL de NacCl al 10% con el fin
de romper las emulsiones formadas; se agitd vigorosamente y se dejo en reposo
hasta la separacién completa de fases, las cuales se separaron por decantacion,
conservando la fase organica; se realizaron 2 extracciones sucesivas con 10 mL
de cloroformo.

Se juntaron las fases orgénicas y se procedié a acidular con 30 mL de &cido
sulfirico 2 M hasta pH 4 con el fin de separar los alcaloides en su forma
protonada. Se adicionaron 5 mL de NaCl al 10 %, y se agit6 vigorosamente, se
dejé en reposo para su posterior separacion conservando la fase acuosa; la cual
se neutraliz6 con NaOH 2 M y se llevd a pH 9. Se procedié a realizar dos
extracciones sucesivas de 10 mL de cloroformo, conservando la fase organica.
Para comprobar que la extraccibn de alcaloides sea completa y no queden
remanentes en los residuos, se realizd una prueba cualitativa con los reactivos
Dragendorff y Mayer, de esta manera se determiné que las extracciones fueron
suficientes.

Finalmente se concentr6 el extracto a presidon reducida empleando un
rotaevaporador (figura 17) y reconstituyéndo en 1,0 mL de diclorometano grado
HPLC para el analisis por GC-MS como se describe en la seccién 3,7.

Figura 17. Rotaevaporacion de un extracto.

Fuente: Esta investigacion.
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La extraccion acida fue realizada por triplicado para cada region de recoleccion
con la misma cantidad de material vegetal sin desengrasar, con el fin de
determinar si hay perdida de analitos en este procedimiento y contrastar los
resultados obtenidos. Algunos autores como Eltayeb E. (1997)"® o Ding X (2013)",
no realizan el proceso de desengrase en muestras de Solanum nigrum, mientras
que Al-Ashaal H. (2010)"® no reporta desengrase para muestras de Solanum
tuberosum L.

3.5.2. Extraccion basica de alcaloides

Se pesaron 5 (£ 0,2) g de material vegetal tratado y desengrasado en un
erlenmeyer de 125 mL sobre los cuales se afiadieron 60 mL de amoniaco al 25%.
Se sometid el sistema a maceracion quimica en una plancha de agitacion
magnética como en la figura 18, a 25°C por 4 horas en campana de extraccion.
Posteriormente la muestra fue filtrada por gravedad recibiendo el filtrado en un
embudo de decantacion, el cual contenia 10 mL de cloroformo grado HPLC.

Figura 18. Agitacibn magnética en la extraccion basica.

PR >

-

Fuente: Esta investigjabin.

W
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s Eltayeb A. et al. (1997). op, cit., p. 490.

Ding X., Zhu F.,, Yang Y., Li M. Purification, antitumor activity in vitro of steroidal
glycoalkaloids from black nightshade (solanum nigrum L.). En: Food chemistry (2013). vol. 141, p.
1181-1186.

& Al-Ashaal H. Regeneration, in vitro glycoalkaloids production and evaluation of bioactivity
of callus methanolic extract of Solanum tuberosum L. En: Fitoterapia (2010). vol. 81, p. 600-606.
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Se realizaron 3 extracciones con igual volumen de cloroformo, conservando la
fase organica, la cual una vez separada se acidul6 con H,SO,4 2 N hasta pH 4 y se
adicionaron 5 mL de NacCl al 10%, agitando vigorosamente el embudo.

Se separo la fase acuosa la cual fue basificada con amoniaco al 10% hasta pH 8
(confirmando el pH mediante papel tornasol). Se procedid a realizar dos
extracciones sucesivas con 10 mL de cloroformo grado HPLC.

Se concentro el extracto a presion reducida y se reconstituyo el extracto en 1,0 mL
de diclorometano grado HPLC para el andlisis por GC-MS como se describe en la
seccion 3,7.

Se realizé el mismo proceso por triplicado para cada muestras sin desengrasar.
3.5.3 Extraccion asistida por ultrasonido

Se depositaron 5 (+ 0,2) g del material vegetal desengrasado en un erlenmeyer de

125 mL sobre el cual se adicionaron 80 mL de solucion dispersante SDS 0,1% y

se sonifico el sistema por 4 horas a 25°C en un bafio ultrasénico como lo indica la

figura 19.

Figura 19. Bafio ultrasonico Fisher FS20.

i E

Fuente: Esta investigacion.
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Se filtr6 la mezcla por gravedad empleando papel filtro franja azul y recolectando
el filtrado en un embudo de decantacion.

La solucion acuosa fue basificada con amoniaco al 10% hasta pH 8 y se extrajo
con 3 porciones de 10 mL de cloroformo grado HPLC, recolectando la fase
organica, la cual fue acidificada a pH 4 con H,SO4 2 M comprobando el pH con
papel tornasol y se aumenté la fuerza ionica con NaCl al 10% para mejorar la
separacién de fases.

Se agitd vigorosamente el embudo y se separ6 la fase acuosa la cual fue
basificada nuevamente con amoniaco al 10% hasta pH 8. Los alcaloides se
extrajeron con 3 porciones de 10 mL de cloroformo grado HPLC.

Se concentrg el extracto a presion reducida y se reconstituyo el extracto en 1,0 mL
de diclorometano grado HPLC para el andlisis por GC-MS como se describe en la
seccion 3.7.

El mismo procedimiento se realiz6 por triplicado para material vegetal sometido al
desengrasado y sin desengrasar.

3.6. Disefio experimental

A través de un disefio experimental se optimizaron las condiciones de los factores
que intervienen en el proceso de extraccion para el método que reporté mayor
rendimiento.

Para este propoésito, se realizé un disefio de experimentos tipo superficie de
respuestas 23 (dos factores: concentracion y tiempo - tres niveles: alto, medio y
bajo). Este tipo de disefios ha sido utilizado para la optimizacion de los factores
que influyen en los procesos de extraccion de componentes bioactivos en
productos naturales.”®

Los factores experimentales a evaluar para el método son: concentracion de
acido sulfurico y tiempo de extraccion. La variable de respuesta es la
concentracion de alcaloides expresada en mg/g de material vegetal.

Para el tratamiento y optimizacion del disefio se empled el paquete estadistico
Statgraphic centurion XV.

e Guo L., Cho Y,, Kang S., Lee S., Baek Y., Kim Y. Orthogonal array design for optimizing

extraction efficiency of active constituents from Jakyak-Gamcho Decoction, the complex formula of
herbal medicines, Paeoniae Radix and Glycyrrhizae Radix. En: Journal of Ethnopharmacology
(2007). vol. 113, p. 306-311.
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La tabla 3 presenta los factores y niveles del disefio experimental.

Tabla 3. Disefio experimental de superficie de respuesta: concentracion de acido y
tiempo de extraccion.

Factores
Niveles Concentracion de acido (M) Tiempo de extraccién (hrs)
1 0,5 4
2 1,0 6
3 2,0 8

Nivel bajo: 1; nivel medio: 2; nivel alto: 3.
Fuente: Esta investigacion.

Una vez establecidas las condiciones éptimas de extraccidon de los alcaloides de la
yerbamora, se analiz6 un nuevo lote de muestras extraidas de acuerdo a los
resultados de la optimizacion del disefio de experimentos con el fin de identificar,
cuantificar y comparar las variedades de Solanum nigrum en las dos zonas de
recoleccion (ver figura 13).

3.7. Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas

Para el analisis de las muestras por GC-MS se empled un cromatdgrafo de gases
acoplado a un detector selectivo de masas Shimadzu GC-MS QP2010S (Figura
20). Se empled una columna cromatografica capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm X
0,25 um df). El analizador se oper6 en modo full scan (35-700 uma) a 70 eV en
modo impacto electronico El. La temperatura de la fuente de iones fue 230°C, la
temperatura de interfase fue 300°C. La inyeccion se realiz6 en modo splitless a
280°C. El gas de arrastre empleado fue Helio UAP 5.0 (Linde) a un flujo de 1
mL.min™. El volumen de inyeccién fue de 1,0 pL del extracto reconstituido en 1,0
mL de diclorometano grado HPLC.

La cuantificacion de las muestras se realiz0 mediante el método del estandar
interno. Para ello se adicioné 100 uL de solucion patrén estandar interno (cafeina)
2000 ppm con el fin de cuantificar la concentracion de alcaloides en funcion de su
area cromatogréfica; asi como determinar el porcentaje de recuperacién de la
cafeina y determinar si existe degradacion de compuestos en la hidrélisis.

La identificacion de alcaloides se realizO mediante la comparacion de los
espectros de masas obtenidos empleando las bases de datos NIST y Wiley 239.
El andlisis de datos se realiz0 empleando el software Labsolutions (shimadzu
corporation).
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Figura 20. Cromatografo de gases-masas Shimadlzu GC-MS QP2010.

Fuente: Esta investigacion.

De manera complementaria se realizd una reaccion de derivatizacion con el fin de
identificar alcaloides no volatiles en las muestras. Este procedimiento se realizd en
un equipo Eyela MG-2200 como el que se muestra en la figura 21, empleando
como agente derivatizante MSTFA a una tem;)eratura de 60°C durante 30 minutos
como lo reporta Valdés A. et al. (2015)""; posteriormente se inyectaron las
muestras derivatizadas por GC-MS bajo las mismas condiciones de inyeccion. Los
derivados TMS de alcaloides de yerbamora han sido reportados por Eanes R. et
al. (2014)."®8

Figura 21. Blogue térmico de temperatura ajustable Eyela MG-2200.

Fuente: Esta investigacién'.

" Valdés A., Sullini G., Ibafiez E., Cifuentes A., Garcia-Cafas V. Rosemary polyphenols

induce unfolded protein response and changes in cholesterol metabolism in colon cancer cells. En:
Journal of Funtional Foods (2015). vol. 15, p. 29-439.

78 Eanes R., Tek N. Solid-phase microextraction (SPME) followed by On-fiber derivatization of
solasodine and solanidine aglicones of steroidal glycoalkaloids. En: Journal of liquid
chromatography & related technologies (2014). vol. 31, p. 1132-1146.
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3.8. Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC

Para el analisis por HPLC, las muestras se inyectaron en un cromatografo de
liguidos de alta eficiencia Waters Breeze HPLC con loop de 20 uL, inyector manual
Rheodyne 7225I, fase movil (acetonitrilo : agua-acido férmico 0,1%) a flujo de 0,8
mL.min~ 1, usando una columna analitica Waters X-terra (150 mm x 4,6 mm x 5,0
pum) termostatizada a 30°C. Se utilizé un detector de fotoarreglo de diodos PDA
Waters 2998 a longitudes de onda de 208 y 294 nm. La separacién se realizd en
modo gradiente, el cual se determind realizando varios ensayos siguiendo el
gradiente propuesto por Bai Y. (2012).” El extracto se concentré con nitrégeno
gaseoso y se diluydé en fase moévil. En la tabla 4 se muestra el gradiente de
separacién del andlisis.

Tabla 4. Gradiente de separacion en el analisis HPLC-PDA para el extracto de
alcaloides de hojas de yerbamora.

Tiempo (min) Flujo (mL.min™) %A %B
0 0,5 95 5
10 0,5 25 75
11 0,5 5 95
16 0,5 95 5
20 0,5 95 5

A: acido férmico 0,1% acuoso.
B: acetonitrilo.
Fuente: Esta investigacion.

3.9. Analisis por cromatografia liguida acoplada a espectrometria
de masas LC-MS/MS IT

Se realiz6 un andlisis por LC-MS/MS en las instalaciones del laboratorio
FOODOMICS del instituto de ciencias de la alimentacién de la Universidad
Autonoma de Madrid (CIAL-CSIC).

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida Agilent 1200 con detector DAD y
acoplado a un espectrometro de masas tandem de trampa de iones (LC/MS-IT)
Agilent 6320 equipado con interfase electroespray (ESI) e inyector automatico. La
columna empleada fue Agilent Zorbax eclipse (150 mm x 4,6 mm x 3,5 pym).

Las condiciones de operacion del detector de masas fueron: Drying gas (N2) a un
flujo de 8.0 L.min~™ * a temperatura de 300°C. Nebulizador 40 psi; Voltaje del

7 Bai Y. et al. (2012). op, cit. p. 3632-3639.
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capilar 3000 V. Rango de masas 100-900. Interfase ESI operado en modo

negativo y positivo. La adquisicion de datos se realizon con el software LC/MS lon
tramp system 6320 series de Agilent.

Los espectros de masas se analizaron empleando la base de datos Mass Bank.®

80 Fuente: http://www.massbank.jp/

60



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion del método de extraccion

Se analizaron los datos de los extractos de yerbamora analizadas por GC-MS para
los tres métodos de extraccion. El criterio para determinar el método mas eficiente
en la extraccion de alcaloides en las muestras de estudio, fue el numero de
alcaloides totales identificados y su area relativa expresada en concentracion por
mg/g de muestra.

Los ensayos del método de extraccibn mas eficiente solo se realizaron para la
variedad proveniente de Obonuco debido a la disponibilidad de muestras.

El promedio de los tres ensayos para cada método de extraccion significa el
namero de picos cromatograficos correspondientes a diversos alcaloides
identificados, los valores se registran en la tabla 5.

Tabla 5. Numero de picos cromatograficos correspondientes a alcaloides
obtenidos en los tres tipos de extraccion.

Método de NUumero de picos cromatograficos S % CV
extraccion ppgavo1  Ensayo2  Ensayo3  promedio
HA 24 25 22 24 1,527 6,45
HB 9 8 11 9 1,527 16,37
EUA 12 13 12 12 0,577 4,68

Fuente: Esta investigacion.

La tabla 5 indica que entre los tres métodos de extraccion, la hidrélisis acida
presenta mayor promedio de nimero de alcaloides extraidos.

Respeto al % CV, la dispersion de datos es menor en la EUA. La EUA se
caracteriza por ser un método de extraccion que presenta menos pasos en el
proceso en relacién con HA 'y HB, lo cual significa que se minimizan los errores en
el proceso de preparacion de la muestra.

La gréafica 1 indica la dispersion de los datos y el numero de alcaloides extraidos
en las 3 réplicas de cada método.
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Gréfica 1. Dispersion por cédigo de nivel para niumero de alcaloides.
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Fuente: Esta investigacion.

La relacion entre el nUmero de alcaloides extraidos en los tres métodos asi como
la dispersion de los datos se puede apreciar con la grafica 2 de caja y bigotes:

Grafica 2. Caja y bigotes para numero de alcaloides.

EAU (

Metodo

8 1 14 17 20 23 26
No de Compuestos

Fuente: Esta investigacion.

El nimero de alcaloides totales extraidos en cada uno los tres métodos no es el
anico criterio a tener en cuenta para la eleccién del método de extraccion, también
fue necesario comparar la concentracién total de alcaloides identificados en los
tres métodos de extraccion. Estos datos se expresan en la tabla 6.

Tabla 6. Concentracion total de alcaloides comunes en mg/g para los tres métodos
de extraccion.

Método de Concentracion total de alcaloides (mg/g) S % CV
extraccion Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Promedio
HA 0,589 0,550 0,500 0,546 0,0446 8,16
HB 0,243 0,229 0,254 0,242 0,01256 5,18
EUA 0,281 0,300 0,294 0,292 0,0097 3,33

Fuente: Esta investigacion.
62



El método que reportd mayor concentracion de alcaloides fue HA, sin embargo
también fue el que tuvo mayor variacion en los datos. La grafica 3 muestra la
relacion entre la concentracion (mg/g) de alcaloides totales y la dispersion de los
datos.

Grafica 3. Dispersion por codigo de nivel para concentracion de alcaloides en
mg/g.
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Fuente: Esta investigacion.

La dispersion de los datos en HA puede ser causa del nimero de pasos en el
proceso de extraccion, la cual es mayor si se compara con HB y EUA. La
extraccion por hidrélisis acida, a pesar de ser un proceso de extraccibn mas
complejo que HB y EUA, extrae mayor concentracion de alcaloides, tal como lo
indica la gréfica 4 de caja y bigotes.

Grafica 4. Caja y bigotes para concentracién de alcaloides en mg/g.
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Fuente: Esta investigacion.

Resulta evidente que el mejor método de extraccion para alcaloides en hojas de
Solanum nigrum L, corresponde a la hidrdlisis acida, ya que el promedio de las
tres réplicas realizadas indican mas alcaloides extraidos y mayor concentracion.
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Se sabe que la HA en muestras vegetales favorece el rompimiento de la pared
celular lo cual permite la liberacion de los componentes alcaloidales, ademas los
alcaloides pueden protonarse en medio &cido formando sales hidrosolubles.?! La
hidrélisis basica y la extraccion asistida por ultrasonido presentaron condiciones
mas débiles en la extraccion de alcaloides en hojas de Solanum nigrum.

4.2. Comparacion de los métodos de extraccién en muestras vegetales
desengrasadas y sin desengrasar

El desengrase de las muestras vegetales se realiza con el fin de remover materia
grasa de las hojas la cual impide separar facilmente las fases acuosa y organica
en la decantacion ya que se forman emulsiones. Sin embargo, en el proceso de
desengrase pueden perderse algunos alcaloides segun su naturaleza, tal es el
caso de los alcaloides esteroidales los cuales al presentar en su estructura el
esqueleto base de esterano (ciclopentanoperhidrofenantreno), hace que sean muy
afines a los solventes usualmente usados en el desengrase.®

En el presente trabajo se contrasté la extraccion de alcaloides empleando material
vegetal desengrasado y sin desengrasar. Se realizé el anadlisis de varianza
respecto al nimero de alcaloides y la concentracion total de alcaloides similares
en el tratamiento de desengrase y sin desengrasar. Los datos de los procesos
sometidos a desengrasado y sin desengrase se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Numero de alcaloides en el proceso de desengrase y sin desengrasar.

HA de muestras Numero de picos cromatograficos s %CV
Ensayo 1l Ensayo 2 Ensayo3 promedio

Desengrasadas 21 23 23 22 1,155 5,17

Sin desengrasar 24 22 24 23 1,155 4,95

Fuente: Esta investigacion.

El andlisis de varianza presentado en la tabla 7 mostré que ambos tratamientos de
muestra (desengrase y no desengrasar) no presentan diferencias significativas. La
dispersién de datos en el tratamiento de muestras con y sin desengrase es la
misma (diferencia de 2 alcaloides), sin embargo, respecto a la media, el
coeficiente de variacion es menor en muestras sin desengrasar; ademas que el
valor de numero de alcaloides en promedio es mayor en una unidad. Con los
valores de la tabla 7 se procedio a realizar las graficas 5y 6.

8 Hoebler C., Barry J., David A., Delort-Laval J. Rapid acid hydrolysis of plant cell wall

polysaccharides and simplified quantitative determination of their neutral monosaccharides by gas-
liquid chromatography. En: Journal of Agricultural and Food Chemistry (1989). vol. 37, p. 360-367.
8 Arango G. (2008). op, cit. p. 12.
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Gréfica 5. Dispersion por cédigo de nivel para nimero de alcaloides en el
desengrase.
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Fuente: Esta investigacion.

En las gréficas 5 y 6 se puede observar una gran dispersion en el numero de
alcaloides, esto se debe a que el niumero de alcaloides es una variable discreta
(toma valores enteros). En ambas graficas se puede observar que el proceso sin
desengrasar resulta mejor a pesar que no hayan diferencias significativas entre los
tratamientos, esto se evidencia ya que el proceso sin desengrasar extrajo 23
compuestos en promedio de las tres réplicas para la variedad proveniente de
Obonuco, mientras que el proceso desengrasado extrajo 22 alcaloides.
Posteriormente (numeral 4,4) se identific6 la 9-octadecenamina como el
compuesto que aparece en muestras sin desengrasar pero no en muestras
desengrasadas.

Ademas de esto, se establecié que los cromatogramas obtenidos en los procesos
desengrasados y sin desengrasar presentan similitudes (ver anexo F), lo cual
puede inferir que el desengrase no afecta la reproducibilidad de los datos
cromatograficos.

Gréfica 6. Caja y bigotes para niumero de alcaloides en el tratamiento de
desengrase.
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Fuente: Esta investigacion.
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De la misma manera, la tabla 8 relaciona el tratamiento de desengrase de las
muestras respecto a la concentracion total de alcaloides similares identificados
para ambos procesos.

Tabla 8. Concentracion total de alcaloides comunes en mg/g para el proceso de
desengrase y sin desengrasar.

HA de Concentracion total de alcaloides (mg/g) S % CV
muestras Ensayo 1l Ensayo 2 Ensayo3 promedio

Desengrasadas 4,666 4,514 4,601 4,594 0,076 1,66

Sin desengrasar 5,571 5,489 5,533 5,531 0,041 0,74

Fuente: Esta investigacion.

A diferencia de la relacion de numero de alcaloides respecto al tratamiento de
desengrase, la ANOVA de la concentracion de alcaloides presentd diferencias
significativas: el promedio de la concentracion de alcaloides en mg/g fue mayor en
muestras sin desengrasar y el valor de desviacion de datos es menor que el
tratamiento de desengrase. Este comportamiento se puede observar mejor
mediante la grafica 7.

Grafica 7. Dispersién por codigo de nivel para concentracion de alcaloides en el
tratamiento de desengrase.
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Fuente: Esta investigacion.
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Asi mismo, la gréfica 8 de caja y bigotes muestra claramente que no desengrasar
la muestra da como resultado mayor concentracion de alcaloides en mg/g.

Gréfica 8. Caja y bigotes para concentracion de alcaloides en el tratamiento de
desengrase.
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Fuente: Esta investigacion.

Los resultados obtenidos para el método de extraccion HA indican que si bien, el
desengrasado facilita la extraccion en el procedimiento liquido-liquido al no formar
suspensiones y facilita la interpretacion de datos cromatogréaficos al remover
impurezas, el no desengrasar las muestras ahorra tiempo en el andlisis, costos de
solventes; reduce la contaminacion por uso de solventes tdéxicos como el n-
Hexano mitigando el impacto medioambiental y la salud del analista, por otro lado
aumenta la eficiencia de la extraccién al reducir un paso en el proceso de
preparacion de las muestras en el cual se pueden perder analitos.

Los ANOVAS de las tablas 7 y 8 indican que no se presentd diferencia
estadisticamente significativa entre ambos procesos, sin embargo se encontrd
mayor concentracion de compuestos y mayor numero de picos cromatograficos en
muestras sin desengrasatr.

Respecto a la formacion de emulsiones, se pudo controlar este inconveniente por

adicion de cloruro de sodio acuoso al 10%, lo cual facilitd la separacion de fases
en los procesos de extraccion, como lo indica la figura 22.
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Figura 22. Emulsion formada en el proceso de extraccion sin desengrasar.
y e

\ 4

4.3. Optimizacion de condiciones de extraccion de alcaloides

Establecido el método de extraccion de alcaloides mas adecuado (HA) y sin
desengrasar las muestras vegetales, se optimizaron las condiciones de extraccion;
la metodologia de superficie de respuesta (MRS) determiné las condiciones
adecuadas de extraccion influenciadas por los factores: concentracion de acido
sulfarico (0,5; 1,0y 2,0 M) en etanol y el tiempo de extraccién (4, 6 y 8 horas).

El mayor rendimiento de extraccion respecto a numero de alcaloides y su
concentracion en miligramos de alcaloides totales por gramo de hojas son
funciones de los niveles de cada uno de los factores experimentales, estos valores
se presentan en las tablas 9y 10.

Tabla 9. NUumero de picos cromatograficos correspondientes a alcaloides en la
optimizacién de las condiciones de extraccion.

Concentracion de Numero de alcaloides identificados
H2S04 4 horas 6 horas 8 horas
05M 6 5 7
1,0M 8 5 10
20M 22 14 25
*n=3

Fuente: Esta investigacion.
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Tabla 10. Concentracion total de alcaloides por gramos de hojas en la
optimizacién de las condiciones de extraccion.

Concentracion de Concentracion de alcaloides identificados (mg/g)
H2504 4 horas 6 horas 8 horas
05M 0,334 0,452 0,526
1,0M 0,426 0,575 1,030
2,0M 1,291 1,125 1,313
*n=3

Fuente: Esta investigacion.

4.3.1. Efectos estimados para numero de alcaloides
Relacionando los valores de la tabla 9, se determinaron mediante pruebas del
valor-P las estimaciones para los efectos experimentales tiempo de hidrdlisis y
concentracion de acido, ademas de las interacciones entre dichos efectos con el
fin de establecer el error estandar. Los valores se expresan en la tabla 11.

Tabla 11. Efectos estimados para el nimero de alcaloides.

Efecto Estimado del numero de Error

alcaloides* Estandar.

Promedio global del analisis 5,13889 2,38407

cromatografico

A: Concentracion molar de H,SO,. 13,6667 2,37788
B: Tiempo de hidrodlisis en horas 2,5 2,39902
AA 6,5 471846

AB 1,5 2,85982

BB 10,3333 4,11861

*Valores minimos ajustados al disefio experimental.
Errores estandar con 3 GL.
Fuente: Esta investigacion.

La tabla indica el error estandar relativo de los datos experimentales lo cual mide
cuan dispersos estan los valores; como se puede observar, los valores tienen un
porcentaje de variacion bajo (< 5%).

El valor del estimado permite determinar el comportamiento de los factores
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determinantes; en este caso se encontré que para la extraccion de alcaloides
respecto a numero de compuestos, el factor determinante fue la concentracion de
acido; este factor presenta un efecto de aumento positivo (+) en la extraccion de
alcaloides (numero de alcaloides totales). Dicho factor determinante se puede
apreciar mejor en el diagrama de Pareto (grafica 9).

Gréfica 9. Diagrama de Pareto estandarizado para la extraccién de alcaloides.
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Fuente: Esta investigacion.
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Para determinar la significancia estadistica de los efectos, se realizé un andlisis de
varianza, como se indica en la tabla 12.

Tabla 12. Andlisis de Varianza para numero de alcaloides.

Factores experimentales @ Sumade GL Cuadrad Razon-F Valor-P

Cuadrados o0 Medio
A: Molaridad de H,SO4 280,167 1 280,167 33,03 0,0105
B: Horas de hidrdlisis 9,21053 1 9,21053 1,09 0,3740
AA 16,0952 1 16,0952 1,90 0,2621
AB 2,33333 1 2,33333 0,28 0,6362
BB 53,3889 1 53,3889 6,29 0,0870

Error total 25,4444 3 8,48148

Total (corr.) 422,889 8

GL: Grados de libertad.
Fuente: Esta investigacion.
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Como se puede ver en la tabla 12, el efecto que tiene un valor-P menor que 0,05
(0,0105) indica que para el numero de alcaloides el unico factor estadisticamente
significativo diferente de cero (respecto al valor-P) es la concentracion de acido
sulfarico con un nivel de confianza del 95,0 %, por lo tanto se puede afirmar que
es el Unico factor principal que influye positivamente respecto al numero de
alcaloides totales extraidos.

Se determin6 que el aumento del numero de alcaloides en la extracciébn se
presenta en niveles altos de acido sulfarico (2,0 M) y tiempo (8 h). Esto se puede
evidenciar en la grafica 10, de factores principales la cual relaciona los factores
tiempo y concentracion con el promedio del nimero de alcaloides aislados. Este
valor y el grafico concuerdan con lo reportado en literatura respecto a los tiempos
de extraccién 6ptimos de 4 y 8 horas.®

Gréfica 10. Efectos principales para numero de alcaloides.
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Fuente: Esta investigacion.

En el factor tiempo se puede evidenciar un valor minimo en promedio para tres
réplicas registrado a 6 horas de extraccion; una de las posibles causas de este
fendbmeno es que la mezcla de extraccion acido sulfarico-etanol era una mezcla no
azeotropica, posiblemente a 6 horas disminuye el equilibrio de extraccién entre
solventes y solutos.®* También puede ser causa de un excesivo rompimiento de la
membrana de organelos como vacuolas a 6 horas que libere compuestos como
enzimas, las cuales afecten el equilibrio de extraccion,® sin embargo estas sélo
son hipotesis planteadas, las causas aun son desconocidas.

8 Lancaster J. et al. (1975), p. 139.
84 Visth S., Chatuverdi S. Isolation of Natural Products. En: Current Pharma Research (2012).
vol. 2, p. 584-599.
8 Grabber J. How do lignin composition, structure, and cross-linking affect degradability? A
review of cell wall model studies. En: Crop Science (2005). vol. 45, p. 820-831.
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Este fenobmeno en donde la extraccion de compuestos no presenta un
comportamiento lineal también se va visto en otros estudios como lo reportan
Chew K. et al. (2011)*° y Hismath I. et al. (2011).%"

El analisis de varianza permitio establecer el factor experimental principal que hay
que tener en cuenta para optimizar el proceso de extraccion de alcaloides, los
cuales presentan un modelo ajustado de segundo orden que permiten predecir la
tendencia o comportamiento a seguir para alcanzar las condiciones 6ptimas; estos
valores se expresan en la tabla 13.

Tabla 13. Coeficientes de regresion para niumero de alcaloides.

Coeficiente Estimado*
Constante 49,2778
A: Concentracion molar de H,SO4 -8,33333
B: Tiempo de hidrdlisis en horas -15,5
AA 5,77778
AB 0,5
BB 1,29167

*Valores minimos ajustados al disefio experimental.
Fuente: Esta investigacion.

Con estos valores se puede construir la ecuacion del modelo ajustado, la cual
indica la relacién entre el numero de alcaloides extraidos en funcién de los dos
factores experimentales principales:

N ,=49,2778—8,33333C,—15,5t+5,77778 C .2+ 0,5C 4t +1,29167

Ecuacion 3
En donde:
Na: Numero de alcaloides totales.
Ca: Concentracion molar de acido sulfurico.
t: Tiempo de extraccion en horas.
86 Chew K., Ng S., Thoo Y., Khoo Z., Wan W., Ho C. Effect of ethanol concentration,

extraction time and extraction temperature on the recovery of phenolic compounds and antioxidant
capacity of Centella asiatica extracts. En: International food research journal (2011). vol. 18, p. 571-
578.
87 Hismath I., Wan W., Ho C. Optimization of extraction conditions for phenolic compounds
from neem (Azadirachta indica) leaves. En: International food research journal (2011). vol. 18, p.
931-939.
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A pesar que la concentracion de &cido es el factor determinante y significativo
estadisticamente para la extraccion de alcaloides, el tiempo también influye en los
valores, por esa razon la ecuacion 3 relaciona la concentracion de &cido sulfarico
extractor con el tiempo de extraccion.

Con estos datos realizé un grafico de superficie de respuesta estimada para el
namero de alcaloides, el cual expresa las condiciones éptimas de deseabilidad
(mayor numero de alcaloides) respecto a los factores experimentales, segun lo
indica la gréfica 11.

Grafica 11. Superficie de respuesta estimada para nimero de alcaloides.
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Fuente: Esta investigacion.

4.3.2. Efectos estimados para concentracion de alcaloides

De la misma forma que en el numeral 4.3.1, con los datos de la tabla 10 se
determinaron las estimaciones para los efectos experimentales respecto a la
concentracion de alcaloides en miligramos por gramos de hojas de Solanum
nigrum. Los datos se resumen en la tabla 14.
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Tabla 14. Efectos estimados para concentracion de alcaloides en mg/g.

Efecto Estimado concentracion
de alcaloides*
Promedio global del analisis 0,494417
cromatografico

A: Concentracion molar de H,SO,. 0,774333

B: Tiempo de hidrolisis en horas 0,257643
AA 0,0415

AB -0,135214
BB 0,532

*Valores minimos ajustados al disefio experimental.
Fuente: Esta investigacion.

Error

Estandar.

0,149144

0,148757
0,150079
0,29518
0,178906
0,257654

La tabla 14 indica que el error estandar es muy bajo, por lo tanto la dispersion de

los datos es minima. Al igual que para el nimero de alcaloides, para la extraccién

de alcaloides respecto a su concentracion se encontré que el factor determinante
fue la concentracion de acido; este factor presenta un efecto de aumento (+). En el
diagrama de Pareto (grafica 12), se observa que la interaccion molaridad de acido

sulfdrico y tiempo tienen un efecto negativo (-), sin embargo este efecto no es

significativo para la variable de respuesta concentracion de alcaloides (mg/g).

Grafica 12. Diagrama de Pareto estandarizado para la extraccion de alcaloides.
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Se determind la significancia estadistica de los efectos mediante una ANOVA,
como se indica en la tabla 15.

Tabla 15. Andlisis de Varianza para concentracion de alcaloides.

Factores Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
experimentales Cuadrados Medio

A: Molaridad de H,SO4 0,899388 1 0,89938 27,10 0,0138
B: Horas de hidrolisis 0,0978229 1 0,097822 2,95 0,1845

AA 0,000656095 1 0,000656 0,02 0,8971
AB 0,01896 1 0,01896 0,57 0,5047
BB 0,141512 1 0,141512 4,26 0,1309
Error total 0,0995786 3 0,03319
Total (corr.) 1,31447 8

Fuente: Esta investigacion.

La concentracion de acido sulfarico en la hidrélisis acida es el unico factor que
influye positivamente para obtener mayor concentracion de alcaloides en la
extraccion por HA. Lo anterior se observa en el valor-P menor que 0,05 (0,0138)
con un nivel de confianza del 95%.

La gréfica de efectos principales (grafica 13) permite establecer el efecto de la
concentracion de acido sulfurico respecto a la variable de respuesta del estudio.

Gréfica 13. Efectos principales para concentracion de alcaloides.
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Fuente: Esta investigacion.
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Por lo tanto se puede concluir que tanto la concentracion de alcaloides como el
ndamero de alcaloides que se obtienen en la extraccion por HA dependen
principalmente de la concentracion de acido sulfurico. Al igual que en el nimero de
alcaloides, la concentracion de alcaloides presentd un efecto no lineal respecto al
tiempo de extraccion, observandose un minimo a 6 horas.

Se establecio el factor experimental principal mediante el analisis de ANOVA, el

cual hay que tener en cuenta para optimizar el proceso de extraccion de
alcaloides; estos valores se expresan en la tabla 16.

Tabla 16. Coeficientes de regresion para concentracion de alcaloides.

Coeficiente Estimado*
Constante 1,57628
A: Concentracion molar de H,SO, 0,694429
B: Tiempo de hidrolisis en horas -0,67725
AA 0,0368889
AB -0,0450714
BB 0,0665

*Valores minimos ajustados al disefio experimental.
Fuente: Esta investigacion.

Con estos valores se puede construir la ecuacion del modelo ajustado, que indica
la relacién entre la concentracién de alcaloides extraidos en funcion de los dos
factores experimentales principales:

[A]: 1,57628+0,694429C ,—0,67725t+0,0368889 C ,2+0,0450714 C 4t +0,0665 t*
Ecuacion 4

En donde:
[A]: Concentracion de alcaloides totales en mg/g.
Ca: Concentracion molar de acido sulfuarico.
t: Tiempo de extraccion en horas.
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Gréfica 14. Superficie de respuesta estimada para concentracion de alcaloides.
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Fuente: Esta investigacion.

La grafica 14 indica el diagrama de superficie de respuesta el cual expresa las
condiciones Optimas de deseabilidad (mayor concentracion de alcaloides en la
extraccion por HA) respecto a los factores experimentales. Como se puede
observar, a medida que aumenta el tiempo de extracciéon y la concentracion de
acido, aumenta la concentracion de alcaloides, sin embargo respecto al factor
tiempo la relacion no es directamente proporcional. Esto concuerda con los datos
obtenidos en el analisis de efectos estimados para nimero de alcaloides.

4.3.3. Optimizacion del disefio

Los experimentos realizados variando las interacciones de los factores se
expresan en la tabla 17.

Tabla 17. Interacciones de factores y efectos en los experimentos.

Experimento  H,SO,4 (M) Tiempo Alcaloides Concentracion

(horas) (mg/g)
1 6 4 0,355
2 9 0,942
3 0,5 6 4 0,232
4 1 4 7 0,338
5 2 4 20 1,203
6 2 6 12 0,811
7 2 8 24 1,225
8 0,5 8 6 0,438
9 0,5 4 0,246

Fuente: Esta investigacion.
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Con estos datos se procedio a realizar la matriz del disefio experimental que
indique las condiciones Optimas en la extraccion de alcaloides de las hojas de
yerbamora mediante hidrélisis acida, segun lo indica la tabla 18.

Tabla 18. Matriz del disefio experimental.

Experimento Concentracion de No. de Deseabilidad
alcaloides (mg/g) alcaloides
Prevista  Observada
1 0,355 4,0 0,0 0,0
2 0,942 9,0 0,459913 0,485283
3 0,232 4,0 0,0 0,0
4 0,338 7,0 0,285875 0,225167
5 1,203 20,0 0,848201 0,894427
6 0,811 12,0 0,711554 0,569561
7 1,225 24,0 0,958877 1,0
8 0,438 6,0 0,308423 0,209284
9 0,246 5,0 0,148163 0,110905

Fuente: Esta investigacion.

Esta matriz ayuda a determinar la combinacion de los factores experimentales que
simultAneamente optimiza varias respuestas; dichas respuestas presentan un
valor de deseabilidad el cual indica el experimento que asegure Optimas
condiciones de extraccion de alcaloides.

La tabla 18 muestra que el experimento 7 presentaba las condiciones mas
favorables en la extraccion de alcaloides en hojas de Solanum nigrum debido a su
valor de deseabilidad prevista (0,958877).

Las condiciones de tiempo de extraccién y concentracion de acido sulfarico en la

hidrdlisis acida para una adecuada extraccion de alcaloides se registran en la tabla
19.
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Tabla 19. Optimizacion de deseabilidad.

Factor Valor bajo  Valor alto Valor 6ptimo
Concentracion molar de H,SO,4 0,5 2,0 2,0
Horas de extraccion 4,0 8,0 8,0
Respuesta Valor 6ptimo

Concentracion de alcaloides (mg/qg) 1,22955

Numero de alcaloides 22,3889
Fuente: Esta investigacion.

Los factores y variables de respuestas se pueden observar con el gréfico de
superficie de respuesta estimada de deseabilidad (grafica 15).

El valor de deseabilidad oscila entre 0,0 a 1,0, el valor minimo indica que las
condiciones experimentales no son suficientes para maximizar el valor de nimero
de alcaloides y su concentracion, por lo tanto la concentracion de acido y el tiempo
de hidrdlisis en los experimentos seran insuficientes; en contraste el valor maximo
(1,0) indica que las condiciones de extraccion son las adecuadas; de esta forma
se establece que las mejores condiciones de extraccion de alcaloides en hojas de
solanum nigrum se dan a 8 horas de hidrélisis usando H,SO,4 2,0 M en etanol.

Grafica 15. Superficie de respuesta estimada para concentracion de alcaloides.

Deseabilidad
Il 0,0
[ NI
0,2
0,3

0,4
HTHAT
HHA 7
HH I

L ,” 17 2 ] 0’5
Oy4 L L1 11’1’1:",1,’1 : 0, 6
: ; : 0,7

8 0,8
o9

05 08 11 14 7 > 4 Tiempo  pmm 10

1]

Deseabilidad

Concentracion Acido

Fuente: Esta investigacion.

Entre los alcaloides identificados (item 4,4) aislados a 8 horas y que no estaban
presentes a 4 ni 6 horas destacan (1-etil-2-metilpropil)-dimetilamina; benceno-
etanamina; 2-[3-hidroxipropil]-5-pirrolidinona e higrina. La diferencia de los
cromatogramas y los compuestos identificados se observan en los anexos Dy F.
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Establecidas las condiciones Optimas de extraccion experimentales de alcaloides
en la yerbamora, se procedio a realizar la extraccion de alcaloides de un nuevo
lote de muestras cuya recoleccion se describen en el item 3.1. Este procedimiento
se realizo con el fin de identificar, cuantificar y comparar la variedad de Solanum
nigrum proveniente de las dos zonas de recoleccién (Obonuco y Chachagiii).

4.4. Andlisis de alcaloides de la yerbamora por GC-MS

El analisis de los cromatogramas de las dos variedades indica un total de 21
alcaloides para yerbamora proveniente de Chachagui y 25 alcaloides para la
variedad de Obonuco (el andlisis de regiones y el nUmero de alcaloides totales asi
como su cuantificacion se tratara en el numeral 4.8 y anexos C y D).

Como se observa en la figura 23, los cromatogramas indican la similitud entre
picos correspondientes a alcaloides extraidos de hojas de yerbamora de
Chachagui y Obonuco.

Figura 23. Cromatogramas TIC de GC-MS de alcaloides en variedades
yerbamora de Chachagui (superior) y Obonuco (inferior).
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*Ac-g: acidos grasos.
*El: Estandar interno.
Fuente: Esta investigacion.
Como se indica en la figura 23, ademas de los alcaloides también se identificaron
80



los aminoéacidos Acido glutamico, fenilalanina, prolina, isoleucina y leucina. Hay
que tener en cuenta que los aminoacidos al presentar el grupo amino se
comportan de forma similar a los alcaloides, por ende pueden protonarse en medio
acido; es asi como se extraen en conjunto.

Ademas se encontraron acidos grasos como el acido palmitico, linoléico y oléico,

teniendo en cuenta que el material vegetal no fue desengrasado.

Como se observa en el cromatograma, el nimero total de alcaloides mayoritarios y
comunes que se encontraron en las dos variedades fueron 16, los cuales se
registran en la tabla 20:

Tabla 20. Alcaloides mayoritarios identificados en hojas de yerbamora por GC-MS.

Alk

o O A W DN B

9
10
11
12
13
14
15

16

Compuesto

5-Metil-2-pirrolidinona
4-heptanamina
3,3-dimetil-2-butanamina
5-nonilamina
2-pirrolidin-metanol

1-metil-2-hidroxi-2-fenil-N,N-dimetil-
etilamina

2-(metoximetil)-pirrolidina
4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)-morfolina
3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2]-pirazina
Ergocriptina
3,9-diazatriciclo-dodecan-2,8-diona
3-(dietilamino)-1,2-propanodiol
2-[3-hidroxipropil]-5-pirrolidinona

Acido 4-Pirrolo benzazocina-carboxilico

3-bencil-1,4-diaza-2,5-dioxobiciclo-
nonano

9-Octadecenamida

tr
(min)

4,676
6,300
7,020
7,730
8,255
9,280

10,440
11,630
12,315
12,660
12,785
14,245
17,170
20,060
20,750

27,100

Masa
molecular
(m/z)

99
115
101
143
101
179

115
184
210
575
194
147
143
244
244

281

(m/2)

41, 84, 99

55, 72
44
44, 85
43,70
44,72

43,70
43, 70

Fragmentos

41, 70, 154
70, 125, 154
41,70, 194

58, 86
41, 84

115, 143

70, 125, 244

58, 72

Fuente: Esta investigacion.

Para identificar los alcaloides se analizaron sus espectros de masas en
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comparacion con los reportados en las bases de datos (NIST y Wiley 239)
teniendo como criterio su pico base y las fragmentaciones con mayor intensidad.
La comparaciéon se realizé teniendo en cuenta que los compuestos mayoritarios
cumplan al menos un 90% de similitud frente a los espectros reportados por las
bases de datos.

Las figuras 24 a 31 indican el espectro de masas de algunos de los alcaloides
mayoritarios (superior) y su respectiva comparacidbn con los espectros
proporcionados con las bases de datos (inferior). Los datos de los espectros de
masas de los demas alcaloides se consignan en el anexo G y sus estructuras en
el anexo E.

Figura 24. Espectro de masas de la Ergocriptina.

b mEom L ay il

Fuente: Esta investigacion.

La ergocriptina es un alcaloide de tipo inddlico de la familia de la ergotamina
(figura 25). Este alcaloide se caracteriza por presentar un pico base en m/z 70
correspondiente al ion derivado de la pirrolidina; sus fragmentaciones mas
intensas en modo El a 70 eV estan en la relaciébn m/z 125 para el ion de 2-ceto-
1,4-diazabiciclo [3.3.0] octeno y 154 para la dicetopiperacina enolizada.

La estructura en general de los alcaloides tipo ergor y sus fragmentaciones mas
comunes se pueden observar en las figuras 25 y 26.

Figura 25. Estructura general de los alcaloides tipo ergot.

Fuente: Vokoun, J. et al. (1975).%

88 Vokoun J., Rehacek Z. Mass spectra of ergot peptide alkaloids. Czechoslovak academy of
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Figura 26. Fragmentacion de masas de la Ergocriptina.
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Fuente: Vokoun, J. et al. (1975).%°

Sciences. En: Chemical Communications (1975). vol. 140. p. 1731-1734.
8 Vokoun J., Rehacgek Z. Mass spectra of ergot peptide alkaloids. Czechoslovak academy of
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Otro alcaloide mayoritario es el 3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2a]-pirazina ¢ Ciclo(leucil-
prolil). Este alcaloide es un derivado de las 2,5-dicetopiperazinas, caracterizado
por presentar fragmentaciones a m/z 41, 70 y 154, tal como lo indica su espectro
de masas (figura 27). Sus fragmentaciones mas comunes en el modo El a 70 eV
se pueden observar mediante la figura 28.

Figura 27. Espectro de masas del Ciclo(leucil-

prolil).
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Fuente: Esta investigacion.

Flgura 28. Fragmentamon de masas del ciclo(leucil-prolil).
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Fuente: Furtado, N. et al. (2007).%°

Sciences. En: Chemical Communications (1975). vol. 140. p. 1731-1734.
Furtado N., Vessecchi R., Tomaz J., Galembeck S., Bastos J., Lopez N., Crotti A.
Fragmentation of diketopiperazines from Aspergillus fumigatus by electrospray ionization tandem
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El alcaloide 3-bencil-1,4-diaza-2,5-dioxobiciclo-nonano (BDN) es de tipo inddlico,
algunas de sus fragmentaciones son similares a las propuestas por la figura 28 tal
como la fragmentacion a m/z 70, 85 y 154 comunes en alcaloides tipo indol. Su
espectro se presenta en la figura 29.

ol 10, 000N

Figura 29. Espectro de masas del BDN.

Fuente: Esta investigacion.
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El alcaloide derivado de la pirrolidinona presente en el extracto presentan
fragmentaciones en el modo El a m/z 99, 84 y 41, el espectro de masas se indica

en la figura 30.

Figura 30. Espectro de masas de 5-metil-2-pirrolidinona.
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Fuente: Esta investigacion.

Para la fragmentacion, la molécula se tautomeriza a su forma enol para poder
hacer un rompimiento del enlace C5-N, posteriormente se libera el grupo ~ OH tal
como lo indica Blossey (1964), en la fragmentacion de la figura 31.

Flgura 31 Fragmentauones de 5-metil-2-pirrolidinona.

R
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Fuente: Blossey, E. et al. (1964).%

mass spectrometry (ESI-MS/MS). En: Journal of Mass Spectrometry (2007). vol. 42, p. 1279-1286.
Blossey E., Budzikiewicz H., Ohashi M., Fodor G., Djerassi C. Mass spectrometry in
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De la misma manera se analizaron los extractos derivatizados con el fin de
determinar los alcaloides no volatiles que estén presentes en la yerbamora, los
alcaloides comunes identificados para las dos variedades se presentan en la tabla
21, dichos alcaloides se presentaron como TMS-derivados.

Tabla 21. Alcaloides no volatiles mayoritarios identificados en las hojas de
yerbamora por GC-MS.

N° Compuesto tr (Mmin) Masa molecular Fragmentos
(m/z) (m/z)
1 1-metil-2-feniletilamina 4,400 134 73, 100, 188
2 3,6-dihidro-3,6-dimetil-pirazina 5,100 110 73, 170
3 1H-Indol-3-acetamida 5,690 174 73, 202
4 Triptamina 7,655 160 73, 102, 203
6 5-metoxi--Indol-3-etanolamina 11,935 190 73, 231
7 Tiramina 12,075 137 73,174
8 Feniletanolamina 13,480 137 73,174

Fuente: Esta investigacion.

Como estos alcaloides no son volatiles fue necesario realizar la derivatizacion del
extracto empleando como agente derivatizante MSTFA, este reactivo se
caracteriza por ser el mas volatil del grupo de las TMS-acetamidas. La reaccién de
derivarizacion empleando MSTFA permite la sustitucion de un hidrégeno del
compuesto no volatil por el grupo TMS, esto aumenta la volatilidad de los
alcaloides lo cual facilita su andlisis por GC-MS. La reaccion general entre el
reactivo MSTFA y un compuesto no volatil se expresa en la figura 32.

Figura 32. Reaccién de derivatizacion con MSTFA.

0 0
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X = 0, NH, NR, COO-
R= Alk, Ar
Fuente: HICHROM GC-Derivatization reagents.®?

structural and stereochemical problems. Tropane alkaloids. En: Tetrahedron (1964). vol. 20, p. 585-
505.

% HICHROM GC-Derivatization reagents. Recuperado de:
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Los espectros de masas de dos derivados TMS tipo inddlicos se registran en las
figuras 33y 34:

Figura 33. Espectro de masas de la triptamina.
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Fuente: Esta investigacion.

Figura 34. Espectro de masas de 1H-Indol-3-acetamida.
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Fuente: Esta investigacion.
4.5. Andlisis de alcaloides de la yerbamora por HPLC-PDA

El analisis por HPLC-PDA se realizé con el proposito de ampliar la informacion
analitica de los resultados obtenidos por GC-MS. Esta herramienta nos permite
identificar la presencia de grupos alcaloidales en las hojas de yerbamora mediante
el uso de los espectros UV-Vis. Se identificaron los principales grupos funcionales
de los alcaloides mediante la comparacién de los espectros UV-Vis obtenidos en el
analisis con los espectros reportados en la literatura.

Los cromatogramas HPLC del extracto de hojas de yerbamora de las regiones de
Chachagtii y Obonuco registran 22 picos comunes en total. Los compuestos
mayoritarios en los extractos de ambas regiones, teniendo como criterio el
promedio del tiempo de retenciébn y absorbancia maxima (fase mévil acido
férmico:agua), fueron 9 alcaloides para una longitud de onda A= 208 nm; 4
alcaloides para A= 254 nm y 9 alcaloides para A= 294.

http://www.hichrom.com/assets/ProductPDFs/GC/GC_Derivatization_Reagents.pdf.
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La clasificacion del tipo de alcaloide y los valores de absorbancias maximas se
consignan en la tabla 22, en donde se reportan los alcaloides como grupos
funcionales; sin embargo no se reporta la identidad del alcaloide debido a que no
se usaron estandares para identificarlos por HPLC debido a la cantidad de
compuestos encontrados (picos cromatograficos) y su diferente naturaleza

quimica.

Tabla 22. Grupos de alcaloides identificados en las hojas de yerbamora originaria

de Obonuco y Chachagui por HPLC-PDA.

HCOOH/H20

A (nm) Alcaloide tr (Min) Tipo Amax nm

Alcaloide 1 3,978 Esteroidal 208-266
Alcaloide 2 5,383 Esteroidal 210
Alcaloide 3 6,075 Inddlico (ergot) 223-274
Alcaloide 4 6,507 Isoquinolina 210-283

208 Alcaloide 5 7,273 Dihidroindélico 224-260
Alcaloide 6 7,866 Piridina 224-256-286
Alcaloide 7 8,726 Esteroidal 210-279
Alcaloide 8 9,968 Quinolina 230-280
Alcaloide 9 12,292 Isoquinolina 273-363
Alcaloide 10 6,157 2-Quinolona 223-274

254 Alcaloide 11 7,006 Quinolina 213-266
Alcaloide 12 7,292 Isoquinolina 214-273
Alcaloide 13 7,552 4-Quinolona 221-279
Alcaloide 14 5,686 Inddlico 216-258-292
Alcaloide 15 6,471 Isoquinolina 205-283
Alcaloide 16 6,890 Inddlico 223-260-294
Alcaloide 17 7,288 Isoquinolina 214-273

294 Alcaloide 18 8,040 Inddlico 216-242-325
Alcaloide 19 8,518 Inddlico 215-323
Alcaloide 20 9,959 Quinolina 232-280
Alcaloide 21 10,655 Inddlico 217-242-323
Alcaloide 22 11,532 Quinolina 204-323

Fuente: Esta investigacion.
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Los espectros UV-Vis de algunos alcaloides junto con el cromatograma a una
longitud de onda de 208 nm se aprecian en las figuras 35 a la 54. Los demas
cromatogramas se adjuntan en el anexo F.

Figura 35. Cromatograma HPLC-PDA a A= 208 nm.
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Fuente: Esta investigacion.

La mayoria de alcaloides esteroidales presentan solo una insaturacion entre los
carbonos C5 y C6, la cual se manifiesta en una banda de absorcion a 350 nm,
esta banda también es comun en alcaloides tropanicos; sin embargo los alcaloides
esteroidales suelen presentar una banda de absorcion intensa entre 230 a 254 nm
caracteristica de las aminas.” Los alcaloides 1, 2 y 7 presentan un espectro de
absorcion similar al reportado por por Sangster A. et al. (1965) (figura 36).

9 Sangster A., Stuart K. Ultraviolet spectra of alkaloids. University of the West Indies,

Kingston. En:. Chemical reviews (1965). vol. 65, p. 69-130.
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Figura 36. Espectros UV-Vis de los alcaloides esteroidales y su desplazamiento

40—

Log. &

a0

batocrémico.

Log. e

40

20

IIIII'I_I_

Amy

10—t

200

Ay

Fuente: Sangster A. et al. (1965).%

El espectro UV-Vis presentado corresponde al alcaloide 7 (figura 37), hay que
notar la similitud entre los espectros de alcaloides de yerbamora procedente de
Obonuco (derecha) con Chachagui (izquierda), ademas que sus tiempos de
retencion son similares (8,708 y 8,728 respectivamente), esto indica que se trata
del mismo compuesto que esta presente en las hojas de yerbamora en ambas

regiones.

Los alcaloides 1 y 2 a pesar de presentar un espectro similar al alcaloide 7,
presentaban diferentes tiempos de retencion lo cual indica que se tratan de
diferentes compuestos de la misma familia o pueden ser isbmeros.

Figura 37. Espectro UV-Vis (A= 208 nm) del alcaloide 7.
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Fuente: Esta investigacion.

9 Ibid. p. 72-73.
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Los alcaloides de la familia de las quinolinas presentan dos regiones de absorcion
a 240 y 310 nm respectivamente, esto debido a las estructuras resonantes de la
quinolina protonada en solventes polar (figura 38).%
Figura 38. Estructuras resonantes de la quinolina.
+
+
Fuente: Sangster A. et al. (1965).%

Estas bandas mencionadas anteriormente para quinolinas, se pueden apreciar en
la figura 39.

Figura 39. Espectro UV-Vis de las quinolinas.
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Fuente: Sangster A. et al. (1965).%"

Los alcaloides 8, 11, 20 y 22 presentan espectros UV-Vis similares al espectro de
la quinolina. La figura 40 presenta los espectros del alcaloide 11 para las regiones
de Obonuco (derecha) y Chachagui (izquierda).

% Ibid. p. 97.
% Ibid. p. 97-99.
o Ibid. p. 100-101.

91



Figura 40. Espectro UV-Vis (A= 254 nm) del alcaloide 11.
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Fuente: Esta investigacion.

En general, los alcaloides derivados de la isoquinolina presentan bandas de
absorcion aprox. a 235 nm a causa de su cromoforo benzopiridina; si su coméforo
es la tetrahidroisoquinolina, la banda de absorcion es menos intensa y se desplaza
batocrémicamente. Si la molécula presenta un grupo auxécromo con oxigeno (-
OH, -OR) que esté en conjugacion con el benceno, el espectro de absorcién es
mas complejo que la isoquinolina, presentando bandas entre los 300 a 350 nm
segun el grupo radical.

Los alcaloides opiaceos presentan bandas similares pero a menor intensidad, es
decir, presentan un efecto hipocromico, esto es causa de la presencia de un anillo
no conjugado en su estructura.?® Dichos espectros se presentan en la figura 41.

Figura 41. Espectro UV-Vis de las isoquinolinas (protopinas izquierda y erisodinas
derecha).
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Fuente: Sangster A. et al. (1965)..%°

% Ibid. p. 81-92.
9 Ibid. p. 92.
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Los alcaloides 4, 9 y 17 presentan estas bandas caracteristicas (figuras 42 y 43)

Figura 42. Espectro UV-Vis (A= 208 nm) del alcaloide
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Fuente: Esta investigacion.

Figura 43. Espectro UV-Vis (A= 294 nm) del alcaloide 17.
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Fuente: Esta investigacion.

Las quinolonas también presentan tres bandas de absorcion a 235, 270 y 320 nm
respectivamente, las cuales presentan un orden decreciente en intensidad. La
diferencia principal entre 2-quinolonas y 4-quinolonas radica en la presencia de
dos maximos de absrocion en la banda de 270 nm en las 2-quinolonas mientras
gue en las 4-quinolonas es una sola banda; mientras que en la banda de 320 nm
los derivados de 4-quinolonas presentan dos o tres maximos de absorcién segun
los grupos auxdcromos, tal como lo indica la figura 44.*%

100 Ibid. p. 117.
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Figura 44. Espectro UV-Vis de las 2-quinolonas (derecha) y 4-quinolonas

(izquierda).
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Fuente: Sangster A. et al. (1965).'%
A 254 nm se encontraron dos espectros similares a las 2 y 4-quinolonas, se
denominaron estos compuestos como alcaloides 10 y 13, tal como lo indican las
figuras 45 y 46 respectivamente.

Figura 45. Espectro UV-Vis, alk 10. Figura 46. Espectro UV-Vis alk13.
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Fuente: Esta investigacion.

1ot Ibid. p. 117.
94



Respecto a los alcaloides inddlicos, resulta dificil establecer un patrén general en
sus bandas de absorcion, esto se debe a la gran cantidad de alcaloides que
presenta esta familia, tal como los ergot, los hidroxialquil indoles, oxindoles,
vinilindoles, indolinas, entre otros.

Generalmente los indoles presentan dos tipos de bandas a 245 y 295 nm las
cuales pueden sufrir desplazamientos batocrémicos o hipsocrémicos segun el
sustituyente y el solvente. Grupos auxécromos que contienen el grupo hidroxilo
presentan bandas muy intensas a 330 nm mientas que los cetoésteres aq,(3-
insaturados presentan un desplazamiento batocrémico.***

A continuacién se presentan los espectros UV-Vis de diferentes tipos de alcaloides
inddlicos y su comparacion con los espectros obtenidos por HPLC-PDA.

Los alcaloides indolo-quinolinas N, 2, 3 trisustituidos presentan una banda de
absorcion a 230 nm aproximadamente, con un maximo de absorcién a 250 nm y
una banda intensa entre los 330 nm. Un ejemplo de esta clase de alcaloides se
observa en la figura 47 y su espectro similar es el alcaloide 19 (figura 48)

Figura 47. Espectro UV-Vis de los indoles N, 2, 3 sustituidos.
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Fuente: Sangster A. et al. (1965).1%
102 Ibid. p. 84-90.
108 Ibid. p. 106.
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Figura 48. Espectro UV-Vis (A= 294 nm) del alcaloide 19.
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Fuente: Esta investigacion.

Los alcaloides de la familia ergot (ergotamina, ergocriptina, entre otros) presenta
una estructura base de tipo indolo-quinolina 3, 4 disustituidas la cual presenta dos
bandas entre 210 a 240 nm y 260 a 290 nm. Su espectro es similar a las
quinolinas con la diferencia que la banda de mayor energia (menor A) en
alcaloides tipo ergot es menos intensa que las quinolinas, esto hace que la
diferencia de intensidades entre las dos bandas no sea tan notoria. La figura 49
presenta un espectro tipico de indolo-quinolinas mientras que la figura 50 presenta

el espectro obtenido por HPLC-PDA.

Figura 49. Espectro UV-Vis de los indoles (ergotamina).
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104 Ibid. p. 105-106.



Figura 50. Espectro UV-Vis (A= 208 nm) del alcaloide 3.
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Fuente: Esta investigacion.

Los oxoindoles son compuestos que presentan el grupo carbonilo en la posicién 2
de la estructura biciclica del indol, esta clase de alcaloides son derivados del
triptéfano, su cromoforo indol genera transiciones TT—1* manifestada en dos
bandas intensas en regiones de mayor energia (A aproximada entre 210 y 250
nm); su auxocromo carbonilo genera una banda menos intensa a 300 nm. La
figura 51 es un ejemplo del espectro de alcaloides oxoinddélicos (indoles
monolt(%rpénicos) y la figura 52 es el espectro obtenido por analisis de HPLC-
PDA.

Figura 51. Espectro UV-Vis de los indoles monoterpénicos.
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105 Ibid. p. 84.
106 Ibid. p. 105.
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Figura 52. Espectro UV-Vis (A= 294 nm) del alcaloide
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Fuente: Esta investigacion.

Los 2-vinil-indoles presentan una banda intensa entre los 210 a 230 nm; entre los
300 a 350 nm presentan una banda intensa y un hombro caracteristico del grupo
vinilo; sin embargo esta banda presenta un desplazamiento hipsocrémico respecto
a un alqueno normal.’’ Las figuras 53 y 54 indican el espectro UV-Vis en general
de vinil-indoles y uno de los espectros obtenidos en el desarrollo de la
investigacion respectivamente.

Figura 53. Espectro UV-Vis de los alcaloides dihidroinddlicos.
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to7 Ibid. p. 105-106.

108 Ibid. p. 106.
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Figura 54. Espectro UV-Vis (A= 208 nm) del alcaloide 5.
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La protonacion de las aminas genera un efecto hipsocromico, como el solvente
usado fue &cido férmico acuoso los datos espectrales se presentaron a menores
longitudes de onda que los valores reportados en la literatura.*®

109 Ibid. p. 70.
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4.6. Andlisis de alcaloides de la yerbamora por LC-MS/MS

El andlisis por LC-MS/MS se realiz6 como complemento al andlisis de los
alcaloides presentes en las muestras.

Los cromatogramas de las dos variedades de yerbamora analizados a 208 nm y
294 nm se presentan en las figuras 55 y 56.

Figura 55. Cromatograma LC-MS/MS (A= 208
nm).
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Fuente: Esta investigacion.

Figura 56. Cromatograma LC-MS/MS (A= 294 nm).
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Fuente: Esta investigacion.

La identificacion tentativa de los alcaloides se realizdé por la comparacion de los
espectros de masas empleando la base de datos Mass Bank, los cuales se
presentan en la tabla 23.
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Tabla 23. Alcaloides mayoritarios identificados en las hojas de yerbamora por LC-

MS/MS.
A max Alcaloide tr (Min) Masa molecular Fragmentos
(m/z) (m/z)
Indolilmetil glucosinolato 2,8 448 449
208 nm Feruloil-tiramina 4,6 313 314
Brucina 13,9 393 394
Ergocriptina 17,0 575 574
Glucoerucina 15,7 421 422
Hipaconitina 16,1 615 616
204 nm Ajmalicina 16,8 352 353
Ergotamina 21,1 581 582
Solasodina 25,8 413 414
Cinchonina 26,8 294 295
Fuente: Esta investigacion.

El espectro de masas y las fragmentaciones de la solasodina (espectro superior)
con su respectiva comparacion de la base de datos (espectro inferior) se presenta
en la figura 57:

Figura 57. Comparacion de espectros de masas por LC-MS/MS de la solasodina.
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Entre los alcaloides identificados por LC-MS/MS se encuentra la solasodina, este
compuesto también es reportado en trabajos realizado por otros autores entre los
cuales se encuentran Sammani A. et al. (2015), el cual reporta la presencia de
solasodina en frutos y hojas de muestras recolectadas en Siria;**° Mohy-ud-din A.
et al. (2010) reportaron solasodina en frutos en muestras procedentes de
Pakistan;''* mientras que Ding X. et al. (2013) reportan este alcaloide en muestras
recolectadas en China.*? La figura 58 presenta las fragmentaciones MS/MS de la
solasodina.

Figura 58. Fragmentaciones comunes MS/MS de la solasodina.
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110 Sammani A., Shammaa E., Chehna F. Qualitative and quantitative Steroidal alkaloids of

solanum species distributed widely in Siria by TLC and HPLC. En: International journal of
marmaceutical sciences review and research (2013). vol. 23, p. 23-27.
Mohy-ud-din A., Khan M., Ahmad M., Kashmiri A. Chemotaxonomic value of alkaloids in
solanum nigrum complex. En: Pakistan Journal of Botany (2010). vol. 42, p. 653-660.
1z Ding X. et al. (2013). op, cit., p. 1181-1186.
113 Cahill M., Caprioli G., Vittori S., James K. Elucidation of the mass fragmentation pathways
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Otros alcaloides como la ajmalicina y la cinchonina ha sido reportados en otras
especies del género solanum tal como solanum khasianum, segun lo reporta
Srivastava M. et al. (2016).**

La hipaconitina, en cambio, se reportd tentativamente en la especie Solanum
aethiopicum por Kouassi K. et al. (2016).1*

No hay referencias de ergotamina ni ergocriptina en la especie solanum nigrum en
otros estudios, lo cual hace de la planta una especie promisoria en este tipo de
compuestos, siendo de gran interés ya que pueden ser compuestos que se
encuentren en las variedades nativas del departamento.

of potato glycoalkaloids and aglycons using Orbitrap mass spectrometry. En: Journal of mass
sPectrometry (2010). vol 45, p. 1019-1025.

1 Srivastava M., Sharma S., Misra P. Elicitation Based Enhancement of Secondary
Metabolites in Rauwolfia serpentina and Solanum khasianum Hairy Root Cultures. En:
Pharmacognosy magazine (2016). vol. 12, p. 315-320.

e Kouassi K., Sorokina E., Mamybékova B., Békro Y. UV-Visible spectrophotometric
detection of Solanum aethiopicum hexanic and n-butanolic excerpts and their anticancer activity
monitored by flow cytometry and microscopy . En: Journal of Biomedical and Pharmaceutical
Research (2016). vol. 5, p. 28-39.
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4.7. Limite de deteccion, exactitud y precisién de la metodologia de
alcaloides de la yerbamora por GC-MS

Para la cuantificacion por el método del estandar interno por GC-MS de los
alcaloides en la yerbamora de las dos zonas de recoleccion se empledé un
estandar de cafeina de concentracion 200 ppm. El estandar interno fue adicionado
a las muestras antes de realizar la hidrolisis acida de las hojas con el fin de
determinar la exactitud del método expresado en el porcentaje de recuperacion.

Los cromatogramas de los extractos indican que la cafeina no se degrado en el
proceso de extraccion (ver figura 23), asi mismo el espectro de masas de la
cafeina (figura 59), presentada a un tiempo de retencion en promedio de 11,42
minutos; lo cual es un indicio de que el método de extraccion no altera la
naturaleza de los alcaloides presentes en las muestras.

Figura 59. Espectro de masas de la cafeina como estandan interno (superior) y
tedrico (inferior).
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Fuente: Esta investigacion.

Para la determinacién de limite de deteccidn se realiz6 una recta de calibracion de
cafeina a diferentes concentraciones (el proceso se realiz6 por triplicado) y se
determind el area de los picos cromatograficos con el fin de encontrar la relacién
concentracion-area cromatografica. Dichos valores se registran en la tabla 24.

Tabla 24. Datos de la recta de calibrado del estandar interno para el limite de
deteccion.

Cafeina tr (Min) CV (%) Area cromatografica CV (%)
(ppm) (promedio de cuentas pV.s™)
10 11,281 0,20 112.296 3,5
20 11,267 0,21 265.622 7,3
50 11,289 0,25 756.369 13,1
100 11,270 0,42 1'410.404 2,6
200 11,255 0,57 3'443.272 51

Fuente: Esta investigacion.
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De esta manera se procedio a graficar el area cromatografica en funcion de la
concentracion de cafeina en ppm tal como lo indica la gréfica 16.

Gréafica 16. Recta de calibracion de la cafeina.

4000000
f(x) = 17365,82x - 122209,35

3500000 R = 0,99 3443272
3000000
2500000
2000000
(O]

@
1500000
1000000

500000

0 50 100 ppm 150 200 250
Fuente: Esta investigacion.

Con los valores de la grafica se determiné la tendencia lineal la cual se cifie a la
ecuacion 5, en donde el area cromatografica es funcion de la concentracién en
partes por millon (Cppm).

A(C pm)=17.366%C ,,,,—122.209 Ecuacién 5

Los limites de deteccion se calcularon teniendo en cuenta el promedio de area de
la sefial ruido de la linea base (2921,6 pV.s™) y el valor de su desviacién estandar
empleando la ecuacion descrita por the internationa conference on harmonisation
(ICH):*®

S Ecuacion 6
Donde Lp es el limite de deteccion (en ppm), s es el valor de la pendiente de la
recta de calibrado y o es la desviacion estandar. Realizando el célculo se obtuvo
que el valor del limite de deteccion corresponde a 0,25 ppm.

Para calcular el porcentaje de recuperacion de la cafeina en los extractos

116 Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology, Q2(R1), International

Committee on Harmonization (2005). p. 8-13.
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inyectados, se tomo6 como referencia el valor del area cromatografica en promedio
de la cafeina adicionada a la yerbamora; este valor se reemplazo en la ecuaciéon 5
con el fin de determinar la concentracion real de cafeina en la muestra y contrastar
el valor tedrico (200 ppm) con dicho valor. ElI promedio de los valores de areas de
la cafeina recuperada fue de 186 ppm, por lo tanto al relacionar el valor
experimental con el tedrico se tiene que el porcentaje de recuperacion de la
cafeina corresponde al 93%; este valor indica que la cafeina no sufrié reacciones
en el proceso de hidrélisis y que el método de extraccion de alcaloides es
adecuado.

4.8. Cuantificacion de alcaloides presentes en las hojas de yerbamora
nativa de Obonuco y Chachagui

La cuantificacién de alcaloides se realiz6 mediante el uso de la ecuacion 7. Para la
obtencion de los datos se emple6 el software Labsolutions (Shimadzu
corporations). La concentracion en ppm de cada alcaloide se calculé multiplicando
la concentracion del estandar interno (200 ppm de cafeina) por la razon entre el
area cromatogréfica individual (Aak) Y la total (A7), de la siguiente manera:

alk

A
ppm,,; =200ppm * A

T Ecuacion 7

El area total es el resultado de la sumatoria de areas de los alcaloides individuales
identificados. El valor se expresa en miligramos de cada alcaloide sobre la masa
de material vegetal tratado.

Para la comparacion de las dos zonas de muestreo se elaboré un resumen del
promedio de niumero de alcaloides y su concentracion con el fin de contrastar los
valores y determinar las diferencias significativas entre las variedades de
yerbamora procedentes de Obonuco y Chachagtii, estos valores se presentan en
la tabla 25:

Tabla 25. Cuantificacién de alcaloides en las hojas de yerbamora por GC-MS.
Procedencia Alcaloides totales (promedio) Alcaloides similares (promedio)

NUamero Concentracion Numero Concentracion
(mg/g) (mg/g)
Obonuco 25 0,904 0,441
Chachagiii 21 0,291 16 0,158

Fuente: Esta investigacion.

Con los valores de la tabla 25 se procedi6 a realizar un ANOVA, para ello sélo se
tuvo en cuenta la concentracion de los alcaloides presentes en las hojas de las
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dos variedades de yerbamora, estos datos se resumen en la tabla 26.

Tabla 26. Repetibilidad del método de extraccion.

Variedad Concentracion (mg/g) Promedio % CV
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 (mg/g)
Obonuco 0,911 0,897 0,906 0,904 1,09

Chachagui 0,300 0,281 0,292 0,291 3,28
Fuente: Esta investigacion.
Los valores del % CV indican que el método de extraccion presenté valores
inferiores al 5 % lo cual es aceptable para el andalisis de compuestos mediante GC-
MS. Por lo tanto el método de extraccion presenta una buena repetibilidad.**’

Gréfica 17. Caja y bigotes de la repetibilidad del método.
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Fuente: Esta investigacion.

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de alcaloides
comunes en las hojas de variedades de yerbamora provenientes de Obonuco y
Chachagui. Esto se confirmd estadisticamente mediante el andlisis de las dos
medias de las muestras a un nivel de confianza del 95%. El grafico 17 de cajay
bigotes indica el contraste entre ambas variedades, asi como la baja dispersion de
los datos en las réplicas en las dos variedades.

Estos datos indican que la variedad de solanum nigrum L originaria del
corregimiento de Obonuco presentdé mayor numero de alcaloides respecto a la
variedad procedente del municipio de Chachagii. Referente a los alcaloides
similares en ambas variedades, la tabla 27 compara la concentracion de alcaloides
totales para las dos zonas de estudio.

1 Validation of chromatographic methods. Center for drug evaluation and research CDER

(1994). p. 4-28.
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Tabla 27. Concentracion promedio de alcaloides mayoritarios identificados en las
hojas de yerbamora por GC-MS.

Concentracion (mg/g)

N° Compuesto tr min Chachagti Obonuco
1 5-Metil-2-pirrolidinona 4,676 0,039 0,107
2 4-heptanamina 6,300 0,008 0,011
3 3,3-dimetil-2-butanamina 7,020 0,014 0,024
4 5-nonilamina 7,730 0,007 0,010
5 2-pirrolidin-metanol 8,255 0,006 0,011
6 1-metil-2-hidroxi-2-fenil-N,N-dimetil-etilamina 9,280 0,003 0,006
7 2-(metoximetil)-pirrolidina 10,440 0,004 0,007
8 4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)-morfolina 11,630 0,024 0,048
9 3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2]-pirazina 12,315 0,019 0,023
10 Ergocriptina 12,660 0,021 0,034
11 3,9-diazatriciclo-dodecan-2,8-diona 12,785 0,004 0,004
12 3-(dietilamino)-1,2-propanodiol 14,245 0,006 0,009
13 2-[3-hidroxipropil]-5-pirrolidinona 17,170 0,004 0,007
14  Acido 4-Pirrolo benzazocina-carboxilico 20,060 0,014 0,047
15 3-bencil-1,4-diaza-2,5-dioxobiciclo-nonano 20,750 0,005 0,029
16 9-Octadecenamida 27,100 0,004 0,058
*n=3 Total 0,158 0,441

Fuente: Esta investigacion.

Esto indica que la concentracion de alcaloides es mayor en la variedad de
Obonuco, esta afirmacion resulta valida considerando las condiciones ambientales
de las dos regiones: Chachagiii es una zona arida de vegetacion escasa en
relacion a Obonuco; esta Ultima se caracteriza por ser una zona de tipo bosque
lluvioso donde abunda gran variedad de flora, lo cual lleva a inferir que hay mayor
disponibilidad de nutrientes en el suelo lo que implica la biosintesis de alcaloides
en mayor concentracion; ademas de esto la zona de Obonuco presenta mas
competencia para el desarrollo de la planta (otras especies de plantas, insectos y
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depredadores) lo cual estimula la formacién de alcaloides.®

La gréafica 18 presenta la relacion de concentracion en mg/g entre los alcaloides
comunes de las dos variedades de yerbamora.

Gréfica 18. Comparacion de variedades de yerbamora segun la concentracion de
alcaloides en mg/g.
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Fuente: Esta investigacion.

118 Frischknecht P., Baumann T. Stress induced formation of Purine alkaloids in plant tissue

culture of Coffea arabica. En: Phytochemistry (1985). vol. 24, p. 2255-2257.
109



4.9. Recopilaciéon de informacion de los alcaloides identificados en las
muestras de yerbamora

Se realizé una revision de los alcaloides reportados para la yerbamora en
especies originarias de diferentes paises y las propiedades biologicas de estos
compuestos. Esta informacién se recopila en las tablas 28 y 29.

Tabla 28. Resumen de alcaloides reportados para yerbamora.

N° Compuesto Técnica Reportado Referencia
analitica
1 5-Metil-2-pirrolidinona GC-MS Si (E) Jasim H (2015)**°
2 3,3-dimetil-2-butanamina GC-MS No
3 2-pirrolidin-metanol GC-MS Si (E) Jasim H (2015)
4 2-(metoximetil)-pirrolidina GC-MS No
5 4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)- GC-MS No
morfolina
6  3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2]- GC-MS No
pirazina
7 Ergocriptina GC-MS No
8 3-(dietilamino)-1,2-propanodiol  GC-MS No
9 2-[3-hidroxipropil]-5- GC-MS No
pirrolidinona
10 3-bencil-1,4-diaza-2,5- GC-MS No
dioxobiciclo-nonano
11 9-Octadecenamida GC-MS Si (E) Jasim H. (2015)
12 Triptamina LC-MS/MS  Si(E)  Wakhloo J. (1965)*%°
13 Tiramina LC-MS/MS  Si (E) Cai X. (2010)***
14 Feniletanolamina LC-MS/MS  Si (G) Szopa J. (2001)*#

119 Jasim H., Hussein A., Hameed |., Kareem A. Characterization of alkaloid constitution and

evaluation of antimicrobial activity of solanum nigrum using gas chromatography mass spectrometry
g%C-MS). En: Journal of pharmacognosy and phytotherapy (2015). vol. 7, p. 57-73.

Wakhloo J. Evidence for indole-3-acetic acid and tryptophan in the shoot of solanum
nigrum and the effect of potassium nutrition on their levels. En: An international journal of Plant
Biology (1965). vol. 65, p. 301-314.

121 Cai X., Chin Y., Oh S., Kwon O., Ahn K., Lee H. Anti-inflammatory constituents from

solanum nigrum. En: Bulletin of the Korean Chemical Society (2010). vol. 31, p. 199.

122 Szopa J., Wilczynski G., Fiehn O., Wenczel A., Willmitzer L. Identification and quantification

of catecholamines in potato plants (solanum tuberosum) by GC-MS. En: Phytochemistry (2001).
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15 1H-indol-acetamida LC-MS/MS Si (E) Wakhloo J. (1965)

16 Feruloil-tiramina LC-MS/MS Si (E) Cai X. (2010)

17 Brucina LC-MS/MS No

18 Ergotamina LC-MS/MS No

19 Hipaconitina LC-MS/MS  Si (G) Kouassi K. (2016)
20 Ajmalicina LC-MS/MS  Si(G)  Srivastava M. (2016)
21 Cinchonina LC-MS/MS  Si(G)  Srivastava M. (2016)

E= reportados en la especie Solanum nigrum
G= reportados en el género Solanum.
Fuente: Diversas fuentes.

Tabla 29. Propiedades referenciadas de alcaloides.

N° Compuesto Propiedades Referencia

1 5-Metil-2-pirrolidinona Antibacterial Jasim H. (2015)

2 3,3-dimetil-2-butanamina Cardiovasculares ~ ChenY. (2004)'#

3 2-pirrolidin-metanol Antibacterial Jasim H. (2015)

4 2-(metoximetil)-pirrolidina Agente antiarritmico  Lloyd J. (2010)***

5 4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)-morfolina Precursor de iminas Ramesh M (2016)'%°

6  3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2]- Inhibidor de Yan P. (2004)*2°
pirazina aflatoxinas

7 Ergocriptina Antitumoral Ito A. (1985)*%’

8  3-(dietilamino)-1,2-propanodiol Anestésico Rider T. (1930)*?®

voI 58, p. 315-320.

Chen Y., Qiu C., Wang H. Cardiovascular pharmacological characterization of novel 2,3-
dimethyl-2- butylamlne derlvatlves in rats. En: Life sciences (2004). vol. 75, p. 2131-2142.

24 Lloyd J., Finlay H., Vacarro W., et al. Pyrrolidine amides of pyrazolodihydropyrimidines as
potent and selective K, 1,5 blockers. En: Bioorganic & medicinal Chemistry Letters (2010). vol. 20,
P, 1436-1439.

Ramesh M. Synthesis and characterization of new Mannich base of 1-(morpholin-4-
ylmethyl)-pyrrolidine-2,5-dione (L) with some transition metal complexes. En: International Journal
of Pharmacy & pharmaceutical research (2016). vol. 6, p. 230-240.

126 Yan P., Song Y., Sakuno E., Nakajima H., Nakagawa H., Yabe K. Cyclo(L-Leucyl-L-Prolyl)
produced by Achromobacter xylosomdans Inh|b|ts Aflatoxin productlon by Aspergillus parasiticus.
En: Applied andenviromental microbiology (2004). vol. 70, p. 7466-7473.

127 Ito A., Kawashima K., Fujimoto N., Watanabe H., Naito M. Inhibition by 2-Bromo-a-
ergocriptine and tamoxifenof the growth of an estrogen-dependent transplantable pituitary tumor
glz\éltT/F84) in F344 rats. En: Cancer research (1985). vol. 45, p. 5436, 5441.

Rider T. Local anesthetics derived from dialkylaminopropanediols and phenylurethans. En:
Journal of the American Chemical Society (1930). vol 52, p. 2115-2118.
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9 2-[3-hidroxipropil]-5-pirrolidinona

Agente antiarritmico

Lloyd J. (2010)

10 3-bencil-1,4-diaza-2,5- Antibacterial/ntoxida  Devi N. (2012)*?°
dioxobiciclo-nonano nte

11 9-Octadecenamida Antibacterial Jasim H. (2015)

12 Triptamina Psicofarmacologicas Shimazu S. (2004)**°

13 Tiramina Cardiovasculares  Broadley K. (2010)***

14 Feniletanolamina Cardiovasculares Broadley K. (2010)

15 1H-indol-acetamida Psicofarmacologicas Shimazu S. (2004)

16 Feruloil-tiramina Anti-inflamatorias Cai X. (2010)

17 Brucina Antitumoral Qin J. (2012)***

18 Ergotamina Antitumoral Ito A. (1985)

19 Hipaconitina Anticancerigeno Kouassi K. (2016)

20 Ajmalicina Antioxidante Jaleel C. (2006)*3

21 Cinchonina Anticancerigeno  Genne P. (1994)'%

Fuente: Diversas fuentes.

129 Devi N., Wahab F. Antimicrobial properties of endophytic fungi isolated from medicinal plant

Camellia sinesis. En: International Journal of Pharma and Bio Sciences (2012). vol. 3, p. 420-427.
130 Shimazu S., Miklya 1. Pharmacological studies with endogenous enhancer substances:
Beta-phenylethylamine, tryptamine, and their synthetic derivatives. En: Progress in neuro-
Pssiychopharmacology & biological psychiatry (2004). vol. 28, p. 421-427.

Broadley K. The vascular effects of trace amines and amphetamines. En: Pharmacology &
Therapeutics (2010). vol. 125, p. 363-375.
132 Qin, J. Anti-Tumor Effects of Brucine Immune-Nanoparticles on Hepatocellular Carcinoma.
En: International Journal of Nanomedicine (2012). vol. 7, p. 369-379.
153 Jaleel C., Gopi R., Lakshmanan G., Panneerselvam R. Triadimefon induced changes in the
antioxidant metabolism and ajmalicine production in Catharanthus roseus (L.) G. Don. En: Plant
Science (2006). vol. 171, p. 271-276.
134 Genne P., Duchamp O., Solary E., Pinard D., Belon J., Dimanche-Boitrel M., Chauffert B.
Comparative effects of quinine and cinchonine in reversing multidrug resistance on human leukemic
cell line K562/ADM. En: Leukemia Research (1994). vol. 8, p. 160-164.
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CONCLUSIONES

1. Se determind que el mejor método de extraccion corresponde a la hidrdlisis
acida al encontrar mayor promedio de alcaloides extraidos respecto a los otros
dos métodos.

2. Se determinaron las condiciones Optimas de extraccion de alcaloides de
yerbamora mediante hidrolisis acida por medio de un disefio experimental de
metodologia de superficie de respuestas. Se encontrd que el tiempo de extraccion
adecuado son 8 horas de reflujo empleando acido sulfurico 2 molar etanolizado.

3. Se concluyo que el desengrase de las hojas es un proceso que no interfiere en
el proceso de extraccion de alcaloides en la yerbamora. No desengrasar la
muestra reduce una etapa en el proceso de extraccién lo cual favorece su
rendimiento; ademas del ahorro de tiempo, costos de solventes y mitigacion de la
contaminacion producida por estos mismos.

4. Realizando la comparacion por GC-MS y su andlisis estadistico se encontraron
diferencias en las muestras provenientes de las dos regiones. Se encontraron 25
alcaloides para la variedad de yerbamora proveniente de Obonuco y 21 para la
variedad de Chachagui, de las cuales 16 alcaloides fueron similares para ambas
variedades. Respecto a estos 16 alcaloides, su concentracion en la variedad
proveniente de Obonuco es mayor a la variedad de Chachagui, siendo las
concentraciones respectivas 0,441 y 0,158 miligramos de alcaloides por cada
gramo de hojas.

5. El analisis por HPLC-PDA arroj6 como resultado 22 picos cromatograficos
cuyos espectros UV-Vis fueron similares a los reportados en la literatura para
alcaloides. Se identificaron las principales familias de alcaloides presentes en las
hojas de solanum nigrum la cuales son: esteroidales, indolicos y dihidroinddlicos,
quinolinas, isoquinolinas y quinolonas 2, 4 sustituidas.

6. En el andlisis por LC-MS/MS se identificaron tentativamente 10 alcaloides entre
los cuales destaca el alcaloide esteroidal solasodina reportado previamente en
otros trabajos para la especie solanum nigrum. Los alcaloides Ajmalicina,
Cinchonina e hipaconitica fueron identificados tentativamente, estos han sido
reportados para otras especies del género solanum. Los alcaloides Ergotamina y
ergocriptina no han sido reportados para la especie solanum nigrum.

7. Entre los alcaloides mayoritarios destacan la ergocriptina, triptamina, derivados
de la feniletilamina, derivados de la 2-pirrolidinona.
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La mayoria de los alcaloides fueron de tipo inddlico, sin embargo también se
identificaron pirrélicos, quinolinas y el alcaloide esteroidal solasodina.

8. Se realizd una revision bibliografica sobre las propiedades de los alcaloides
identificados,  dichas  propiedades son  anestésicas, antibacteriales,
anticancerigenas, anti-inflamatorias, antioxidantes, antitumorales,
cardiovasculares y psicofarmacoldgicas. Estas propiedades hacen de Ila
yerbamora nativa de Obonuco y Chachagti, una planta con gran potencial a nivel
medicinal.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas muestreos con el fin de aumentar la informacion de
los alcaloides de la yerbamora y su relacion con las condiciones agroecolégicas.
Esto permitiria establecer quimiotipos de esta especie.

Con el fin de ampliar la informacion sobre el proceso de extraccion se recomienda
realizar un disefio experimental que incluya puntos estrella en el numero de
experimentos, por ejemplo concentraciones de acido extractor mayores a 2 M y
menores a 0,5 M.

Respecto a la preparacion de la muestra se establecid que no realizar el proceso
de desengrase en las muestras vegetales puede afectar la separacion de las fases
acuosa y organica en la etapa de extraccion con solventes posterior a la hidrélisis
acida, esto se debe a la formacion de una suspension coloidal correspondiente a
acidos grasos entre otros compuestos interferencia. Esta suspension puede
taponar el embudo en el cual se realice la separacion liquido-liquido. Para
solucionar esto se recomienda decantar la mayor parte de la fase orgéanica,
posteriormente filtrar por gravedad la fase acuosa, el remanente de la fase
organica y la suspension empleando papel filtro cualitativo y realizando lavados
con el solvente organico. El filtrado libre del coloide se recibe nuevamente en el
embudo de decantacion donde se separa la fase organica mas facilmente.

En este caso el solvente extractor debe ser cloroformo ya que su densidad es
mayor que la del coloide; ademas se debe emplear solucién acuosa de cloruro de
sodio al 10% para aumentar la fuerza ionica y separar mejor las tres fases.

Se recomienda el uso de estandares de alcaloides para la identificacion vy
cuantificacion de estos compuestos. Sin embargo, debido a la variedad y
caracteristicas de los alcaloides reportados en esta investigacion, resultaria un
trabajo muy costoso y extenso.

Se recomienda realizar estudios de actividad antioxidante y actividad biologica a
los extractos con el fin de potencializar el conocimiento sobre esta especie.
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ANEXOS

x0 A. Identificacion taxondmica de yerbamora proveniente de Chachagui

>

Ane
j\- Universidad de Narifio
HERBARIO-PSO )
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA

La suscrita directora del HERBARIO PSO DE LA UNIVERSIDAD DE
NARINO, certifica que el estudiante LUIS FELIPE ARTURO PERDOMO,
identificado con cédula de ciudadania No. 1.020.415.784, solicité el servicio de
secado e identificacién taxondmica para una muestra botanica, la cual contiene la
siguiente informacion:

Nombre comun reportado: “Yerbamora”

Lugar de colecta: Municipio de Chachagui, Vereda el Convento.
Altura sobre el nivel del mar: 1.950 m.s.n.m

Coordenadas: N 1° 22 25" E 77° 14 33.5"

Fecha de colecta: febrero/ 2016

Una vez revisadas las caracteristicas morfoldgicas del ejemplar y comparado con los
exsicados registrados en el Herbario de Investigaciones —HERBARIO PSO-, como
Gnica coleccidn vegetal legalmente registrada en el departamento de Narifio, la
muestra corresponde a la especie:

Solanum nigrum L.

Se expide a solicitud del interesado, como soporte para el trabajo de grado
denominado: “Estudio quimico de los alcaloides presentes en las hojas de
yerbabamora (Solarium nigrum L.) originaria de los municipios de Pasto y
Chachagui” a los tres (03) dias del mes de marzo de 2015.

Universidad de Narifio

—‘ I3Net '—-

GP.CER 112082  SG-GER 110449 CO-SC-CER 110449

Ciudad Universitaria Torobajo - Laboratorios de Biologia - Bloque | - Tel. 731 1449 Ext. 263
email: adminherbario@udenar.edu.co - San Juan de Pasto - Narifio - Colombia
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Anexo B. Identificacién taxondmica de yerbamora proveniente de
Obonuco

HERBARIO-PSO
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA

La suscrita directora del HERBARIO PSO DE LA UNIVERSIDAD DE
NARINO, certifica que el estudiante LUIS FELIPE ARTURO PERDOMO,
identificado con cédula de ciudadania No. 1.020.415.784, solicitd el servicio de
secado e identificacién taxonémica para una muestra botanica, la cual contiene la
siguiente informacion:

Nombre comun reportado: “Yerbamora”
Lugar de colecta: Vereda San Felipe, Obonuco.
Altura sobre el nivel del mar: 3.200 m.s.n.m
Coordenadas: N 1° 11" 47.8" E 77° 19" 28.8"
Fecha de colecta: febrero/ 2016

Una vez revisadas las caracteristicas morfoldgicas del ejemplar y comparado con los
exsicados registrados en el Herbario de Investigaciones —HERBARIO PSO-, como
Unica coleccidn vegetal legaimente registrada en el departamento de Narifo, la
muestra corresponde a la especie:

Solanum nigrum L.

Se expide a solicitud del interesado, como soporte para el trabajo de grado
denominado: “Estudio quimico.de los alcaloides presentes en las hojas de
yerbabamora (Solanum nigrum L.) originaria de los municipios de Pasto Yy
Chachagui” a los tres (03) dias del mes de marzo de 2015.

1
7 / 5
AIDA ELENA-BACA GAMBOA
Pirectora Herbario PSO
L-Universidad de Narifio

y

—‘ 1Z3Net —'

GPCER 112092 SCCER 110449 CO-SC-CER 110449

Ciudad Universitaria Torobajo - Laboratorios de Biologia - Bloque | - Tel. 731 1449 Ext. 263
email: adminherbario@udenar.edu.co - San Juan de Pasto - Narifio - Colombia
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Anexo C. Alcaloides totales identificados por GC-MS en hojas de yerbamora

originaria de Chachagui

© N O g A~ WN R Z

N P R R R R R R R R R
O © W N o Ul A W N P O

21

Compuesto
5-Metil-2-pirrolidinona
4-formil-1,3-dihidro-1,3-dimetil-2H-imidazol-2-tiona
4-heptanamina
3,3-dimetil-2-butanamina
5-nonilamina
2-pirrolidin-metanol
1-metil-2-hidroxi-2-fenil-N,N-dimetil-etilamina
2-(metoximetil)-pirrolidina
4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)-morfolina
3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2-a]-pirazina
Ergocriptina
3,9-diazatriciclo[7.3.0.0]-dodecan-2,8-diona
3-(dietilamino)-1,2-propanodiol
N-Metil-efedrina
2-[3-hidroxipropil]-5-pirrolidinona
5-Pirrolidino-2-pirrolidona
Acido 4-Pirrolo benzazocina-carboxilico
3-bencil-1,4-diaza-2,5-dioxobiciclo[4.3.0]-nonano
5-(3-hidroxibutil)-2-pirrolidinona
13-docosenamida
9-Octadecenamina

Fuente: Esta investigacion.

tr
4,676
5,535
6,300
7,020
7,730
8,255
9,280
10,440
11,630
12,315
12,660
12,785
14,245
14,950
17,170
18,400
20,060
20,750
22,360
26,850
27,100

%
20,2
3,7
4,3
7,4
3,4
1,3
3,7
2,2
12,6
3,6
10,6
2,2
3,2
2,0
2,0
2,5
2,8
7,1
1,5
2,0
1,6
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Anexo D. Alcaloides totales identificados por GC-MS en hojas de yerbamora

originaria de Obonuco

© N O U A~ WN R Z

N PR R R R R R R R R
O O© 00 N O 0o h W N PP O

21
22
23
24
25

Compuesto
5-Metil-2-pirrolidinona
4-formil-1,3-dihidro-1,3-dimetil-2H-imidazol-2-tiona
5-metil-3-Isoxasolamina
4-heptanamina
3-amino-2,4-dimetil-pentano
3,3-dimetil-2-butanamina
5-nonilamina
2-pirrolidinametanol
1-metil-2-hidroxi-2-fenil-N,N-dimetil-etilamina
(1-Etil-2-metilpropil)-dimetilamina
2-(metoximetil)-pirrolidina
4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)-morfolina
3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2-a]-pirazina
Ergocriptina
3,9-diazatriciclo[7.3.0.0]-dodecan-2,8-diona
Benceno-etanamina
3-(dietilamino)-1,2-propanodiol
2-metilamino-1-(3,4-metileno-dioxifenil)-butan-1-ona
2-[3-hidroxipropil]-5-pirrolidinona

[5-(piperidin-1-carbonil)-1H-imidazol-4-il]-piperidin-1-il-
metanona

Acido 4-Pirrolo benzazocina-carboxilico
Acido 6-oxo-hexahidroazocino[4,5,6]indol-4-carboxilico
3-bencil-1,4-diaza-2,5-dioxobiciclo[4.3.0]-nonano
Higrina
9-octadecenamina

Fuente: Esta investigacion.

tr
4,775
5,595
6,195
6,320
6,540
7,025
7,735
8,255
9,295
9,915
10,455
11,620
12,330
12,665
12,800
14,010
14,245
14,940
17,180
19,950

20,090
20,365
20,765
22,385

27,085

%
19,4
2,5
1,9
5,5
1,0
4,3
1,9
1,1
4,9
1,6
1,3
9,7
1,8
9,1
1,7
0,9
1,6
1,1
2,2
3,1

1,3
3,5
8,5
1,6
8,4
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Anexo E. Estructuras de los alcaloides presentes en las dos variedades de

yerbamora
2-Pirrolidin-metanol 1-metil-2-hidroxi-2-fenil-N,N- 2-
dimetil-etilamina (metoximetil)pirrolidina
H OH | H
N N N
~
4-(pirrolidin-2-ilcarbonil)- Ciclo(leucil-prolil) 3,9-diazatriciclo-dodecan-2,8-
morfolina 0 diona
@] | ‘O
N
N _— /\>
K/O | °
o]
2-(3-hidroxipropil)-5- 3-bencil-1,4-diaza-2,5- Higrina
pirrolidinona dioxobiciclo-nonano ~nN
H o
HO M=o ‘ \ I
/\/\Q/ . 5
N
\
(6]
5-metil-2- 4-Heptanamina 3,3-dimetil-2-
Pirrolidinona butanamina
H NH., NH:
© o /vl\/\
—=
9- 5-pirrolidino-2- Indolilmetil
octadecenamina pirrolidona glucosinolato
o OH

H o
Han J\\/”“\v/“\/“\/ T N = o]
j N SO, N s oF
P A OH
OH
NH
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Tiramina 1H-Indol-3-
H, acetamida
NH:
S
HO \ 0]
NH
Cinchonina

Feruloiltiramina

Ok

CH,0 Y

I=

HO

HO

5-metoxi-
triptamina

CH, O

Triptamina

NH

Solasodina

Solasodina

NH

NH,

NH.
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Anexo F. Cromatogramas: GC-MS y HP

LC

Cromatogramas comparativos GC-MS de la optimizacién de las condiciones de
extraccion en funcién del tiempo de extraccion: 4 horas superior, 6 horas medio, 8

horas inferior (concentracion de acido 0,5 M).

Max Intensity - 13.077.577

(x1.000.000)
IC Time

2.5+

WMMNMMMML

12.264 Scan® 1,658 Inten. 424 132]

0.0 T T T T T T T T T T -
8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0  min
‘™M 0-HA-SD.aad
(x1.000.000) Max Intensity - 16,320,828
TIC. Time 10768 Scan# 13556 Inten. 1.187.677|

2.5+

0.0

80 30 100 110 120 130 140 150 180 170 min
M 0-HA-D aad
(x1,000,000) Max Intensity - 19,067,969
TIC Time 11469 Scan# 1495 Inten_ 263.385|
25
0.0 T T T T T T T T T T
8.0 970 10.0 110 12.0 13.0 140 15.0 16.0 7.0 min

Fuente: Esta investigacion.

Cromatogramas comparativos GC-MS de la optimizacion de las condiciones de
extraccién en funcion de la concentracion de acido: 0,5 M superior, 1,0 M medio,

2,0 M inferior (tiempo de extraccion 8 horas).

Max Intensity - 12,276,639

(x10.000.000)
TC

104 Time 9387 Scan# 1078 Inten. 10,930,589
0.s]
50 50 70 80 90 10.0 110 12.0 130 140 15.0 16.0 17.0 min
Derivat-2. aad
(10,000,000} Max Intensity - 20,913.249
9 U,T‘C Time Scan# Inten.
0s]
50 6.0 70 50 90 10.0 110 12.0 130 140 15.0 16.0 17.0 min
Derivat-3.aad
(210,000,000} Max Intensity - 21.429.9934
e ¥y Time Scan# Inten_
0.5
50 60 70 80 a0 10.0 110 12.0 130 140 15.0 16.0 17.0 min

Fuente: Esta investigacion.
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Cromatogramas comparativos GC-MS de las muestras desengrasadas (superior) y
sin desengrasar (inferior).

(x1,000,000)
mic

154

1.04

> - JL w

0.0

T B B B B B B B B ey Sy ey By ]
8.0 9.0 100 11.0 120 130 140 150 16.0 min

(x1,000,000)
1.57TIC

1.0

0.54

0.0

T B e B B B A B
70 8.0 9.0 10.0 110 120 130 140 15.0 16.0 170 min

Fuente: Esta investigacion.

Cromatogramas HPLC-PDA (A= 254 nm).

Ym-Chachagiii +—e Alk-12

s
H

Alk-11

T T T T T [ T T T T [ T T T T T
13.00 14.00 1500 16.00

Ym-Obonuco | _ o AlK-12

Alk-13

T T T T T L e e B e e e e e . B e e e e e S — — —
2.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 5.00 10,00 11.00 12200 12.00 14.00 1500 18.00
Mrutes

Fuente: Esta investigacion.
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Cromatogramas HPLC-PDA (A= 294 nm).

Ym-Chachagiii . Alk-10 4—= Alk-21

T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 £00 8.00 7.00 8.00 8.00 10.00 11.00 1200 12.00 14.00 1800 16.00
Mrutes
w0
Ym-Ohonuco - —e Alk-16 ] 5
Alk-14e— 3 : _ Alk10 £ anc21
2 b Al 17 S

|
iy ol
e e e e e e e I B e e e e e e e e B L e e e e e e e B LA B e e e e e e e R
200 4.00 500 8.00 7.00 .00 200 10.00 11.00 1200 12.00 14.00 1500 16.00
Mnutes

Fuente: Esta investigacion.
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Anexo G. Espectros de masas por GC-MS y LC-MS/MS de los alcaloides
presentes en las dos variedades de yerbamora

Espectros de masas (superior: muestra; inferior: base de datos):

3,9-diazatriciclo-dodecan-2,8-diona:

110,000
0.5
184
n.nﬁ L A T . 240250 P 2068 a1 az3 a9 e
=@ 1o 1% oo 2t 3l 2k 4 sho
1 ghci.000)
0.54-41
184
DB.R'.'..%T...IQ? e .
A 1o 1% 2o ok 3l 2k ahy P sho
Fuente: Esta investigacion.
3-bencil-1,4 diaza-2,5-dioxobiciclo-nonano:
1 ohx10,000) -
70
0.5] 41 -
l= =t
0.0 Iflllllillil ." i :[3' 11-'3 . 215 IT 23 22 37 =8 4w T S 54
=0 1ho 1 2o 2k alo ako o 4 sho
1 pl10.000; -
0.5 . T 1T Zr
D.Buz"u"u'u'Jl'.‘Ju"u'u'.1;3..2?1.... —— — — — — ———
N 1ho 150 200 kg alo kg afo ah sho
Fuente: Esta investigacion.
1,2-propanodiol:
I“I 10,000}
o 3
0.5
4|4 1 151 o6 17 . Tl Tl o Tl
S T Y TP 18 wd 155 B A [\ N - SO < . | . A o I s » M. - 44 4f il
1ba 1k 200 2o abo 2+ 4o 420
1.0 10,000}
: T
0.5
D_ULE[BH. L 115.14* 1
2 1ba 1k 2o 2o abo 2+ 4o 42n sho

Fuente: Esta investigacion.

134



9-octadecenamina:

I.D= 10,000}
0.5 T
ns.“ ;L A JLL ‘.".1?. ; i [ Eu 20 283 791 300 337 asm  oor  ana a3 4gs Ba_
e 1 120 ) 3 o kg sho
1.0 10,000}
0.5 [
n.n.“ aL Hhob 8 e BB o . 34188 a8 oome 1 1
Y 1o 150 2o 28g alg g o 2k sho
Fuente: Esta investigacion.
Bencenoetanamina:
1050000
0.5
R I N LT N .- B - B - B B - 41 4w aes  mp me &
= 1o 1% 2 abg 2k 2o 0 0
1.po0.000;
0.5+
oot . 4 405 o498
= 1 1k 2 e abo kg aho atn sho
Fuente: Esta investigacion.
2-(3-hidroxipropil)-5-pirrolidinona:
1.-.: 10,000}
0 o
0.5¢ g
”,5 RO O L L DN TN S - - DU .1 #2|  ap 4 4 40 G
T 1bo 14 2 e alo kg 0 sho
1.0 10,000)
2%
0.5 1
”E;HI.I r e 1
T 1bo 1k 2 e aho kg o aky sho

Fuente: Esta investigacion.
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2-metoximetil-pirrolidina:

1,gE10.000)
0.5
43
S | T N 1. . 14 2 gy 29 ey 28431 247 372 2m 464 oagy o=y
1o 1k zho 2p 3 4k sho
1.B= 10,0000 i
0.5
43
D.u.l'l""..115;...................... — 1
1ho 150 o 2 o i alo ko sho
Fuente: Esta investigacion.
Ciclo(leucil-prolil):
J olx10.000)
o 7 T2
D.Eﬁ-ﬁ1
126 L
oo, ||1|l|. el o WP op 9m o  am ae Sags ap  sA 519
T m 1ho 1% o sho
1...: 10,000}
= 7 T2
0.5 !
. .l.l.il.lll. - A R N S | |
T 1ho 180 2 2k 3o B o & sho
Fuente: Esta investigacion.
Tiramina:
1.—.: 10,0000
o Ta
T3
0.4
53.415 R L R WL S WA - n_ %2 A aw oam | o _ 408 42| ado  a7a R4 sm
T 1bo 150 oLy 3 akg 0 4 sho
10 10,0000 T
3
0.5
nn.~'Ef.-.l.1?ﬂ..1?U.-. L 150 . 2R S I - I —— ——
T 100 150 2o 24 alo akg o 2 sho

Fuente: Esta investigacion.
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1H-indol-3-acetamida:
u= 10,000}

0.5 2
0.0 '“lsh“'I l; l?? " 1?5 " éal' I{F. jﬂ .ET?S.E"E' 75 B s apa

1 1 2 abo an ' a'gibn' ' ﬁaq'q:gn' — Eb%ﬂF
1 10,000}
o g
0.5] .
a5 2
Dslillll”wz”‘i?“l - S| - T N - R 1 I R B
T 1bo 150 oho ko alg ko o 480 o

Fuente: Esta investigacion.

Espectros masas-masas (superior: muestra; inferior: base de datos):

Brucina:
200 250 300 350 400 450 500 ‘Wawelength [nm]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n 1
Intens. UV, 14.3min#17115,
[maAl]
e
ImenE;- +M 5, 14 3min #713
=107 385.4
21 ez
[N PR
Intend ] M S2(393.4), 14 3min #71%
3354
o] 1481 9[
Q 41 I FTY .J.L | 556.1
Intens. +M 52(380.8), 14 3min #715
4000 ] 0.2 3585
2000 129.3 I T 3
0 | g .Jul..l 521]'.4
) y T T T T T T T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 miz
Mass Spectrum
951965

Fuente: Esta investigacion.
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Cinchonina:

200 250 300 350 400 480 500 Waelength [nm]
o e
Intens. U, 26.8min #32205,
[mAL]
500
Imens?; 2569 +M5, 25.8min #1478
=10 !
5]
05 13‘,?'3 4378 5413
Ime%%- 1522969, 25 9min #1877
«10 2958
2
1
Intend. TN 52340 ), B Smin #1478
s 1% ETE e 675.8
0 ||m|||”|‘?‘.| o : : . . . . -
260 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 miz
Mass Spectrum
2351
Fuente: Esta investigacion.
Feruloiltiramina:
200 260 300 350 a0 450 500 Waselength [nm]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 n 1
Intens. UV, 4.Tmin #5679,
[mAU]
u—\\_\k
In:r; e NS, 2 Tmin #221
| I 485.4
| - Lol e
|men2=. ot TNE2@14.8), & Tmin 22
=109 .
2]
2141
Imen%_ e SME116.7), &.6min 23
x1077 .
|
u T T T T T T T T T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 mz

Mass Spectrum

14.1364

Fuente: Esta investigacion.
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Hipaconitina:

200 250 N 350 400 450 500 Wavelength [nm]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Intens. ] UV, 181 min #18270,
[mAl]
10003
intend 3 NS, 16, Imin #619
e 8187
: o |
507
24 vl o dii il ) g
Intend. TME2B17.6), 16, min #2820
78T
1000
6696 ‘
Intens. " SN S2(E32.8), 16.2min #2821
5004 |I 5117
1 |
T T T T T T T T T
260 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 miz
Mass Spectrum
£1€.312

Fuente: Esta investigacion.
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