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Resumen

Se recolectaron frutos del Solanum wrightii Benth y el Solanum psendocapsicum L con el fin de implementar un proceso pata la extraccion,
purificacién, identificacién y cuantificacion de la solasodina presente en ellos. El proceso inicial se bas6 en la publicacién de Sanabria
(1980), con un proceso de secado, molienda y desengrase, seguido de una extraccién sélido-liquido con etanol al 95%, en reflujo. Se
continué con el procedimiento descrito por Mola, de Araujo y de Magalhies (1997); los extractos recuperados se concentraron a
presién reducida, obteniendo una pasta semisélida que fue disuelta en una solucién de HCL 0.5 M, seguido de una precipitacién de
los glucoalcaloides mediante la adicién de solucién de NaOH 6.0 M; estos se sometieron a hidrélisis 4cida en una mezcla de etanol al
95% y HCl 3.0 M, durante cuatro horas. Se precipité un sélido grisiceo que se separé por centrifugacién v se purificé en
cromatografia de columna (CC), segiin el procedimiento descrito por Pinell, Sauvain y Cuevas (1998); se logré separar un compuesto
con punto de fusién de 202°C, que corresponde al de la solasodina estindar. Para confitmar el compuesto se realizaron pruebas de
identificacién de alcaloides, cromatografia de capa fina (CCF), cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) e identificacién por
espectroscopia infrarroja. La cuantificacién de la solasodina se realizé por HPLC, por el método de patrén externo mediante una
cuarva de calibracion con patrones desde 15 ppm hasta 50 ppm. La solasodina obtenida presentd una coloracién amarilla y un
rendimiento de 0.074% en base seca. El procedimiento se repitié para los frutos del S. psendocapsicnm L. Sin embargo, en la etapa de
purificacién por CC no se logré una separacién ptima de los compuestos alcaloidales presentes y no fue posible obtener solasodina.
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Abstract

Solanaceae fanily of the genns Solanum, found the species Solanum wrightii Benth and Solanum pseudocapsicum: 1, which are the subject of this
investigation, in order fo implensent a process for the extraction, purification, identification and quantification of solasodine present in the fruits of these plants.
The fruits of Solanum wrightii Benth and Solanum psendocapsicun L were collected in the Santiago de Cali and Popayan Cities respectively. The initial part
of the extraction process, was based a Sanabria (1980) publication, to drying process, grinding and degreasing followed by a solid-liguid extraction with 95%
ethanol under reflux. Subsequently continwed the procedure described by Mola, de Araujo y de Magalbies (1997), where the recovered extracts were
concentrated nnder reduced pressire, obtaining a paste semisolid, which was dissolved in a solution of 0.5 M HCL, Jollowed by precipitation of glycoalkalvids
by adding 6.0 M NaOH solution, they were subjected to acid hydrolysis in a mixcture of 95% ethanol and 3.0 M HC/ for 4 hours. A gray solid was
precipitated which was separated by centrifisgation and was purified on column chromatography according to the procedure described by Pinell, Samvain y
Chievas (1998), is able to separate a componnd with relting point of 202°C, corresponding o the melting point of standard solasodive. For confirmation of
the componnd was carried ont identification lests for alkaloids, thin layer chromatography (CC), liqnid bigh efficiency chromatography (HPLC) and
identification by infrared speciroscopy (IR,). Onantification of solasodine was performed by HPLC by the external standard method nsing a calibration curve
with patterns from 15 ppm to 50 ppm. The solasodine obtained showed a_yellow and a yield of 0.074% on dry basis. The procedure for extraction and
prrification of solasodine was repeated for the fruits of 5. psendocapsicum L. however, it was not possible fo obtain solasodine as in the purification step by
column chromatography, was not achieved an optimmm separation of the consposnds alkalsids present.

Keywords
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I. INTRODUCCION

Las plantas son una fuente inagotable de compuestos
quimicos y complejas sustancias activas. Esto es algo
conocido y explotado por el hombre desde hace muchos
afios. Gracias a la importante biodiversidad del planeta, el
aprovechamiento de estos recursos cada vez adquiere
mayor protagonismo y divulgacion. La biodiversidad es un
tema importante y complejo que abarca desde la
variabilidad

comunidades y ecosistemas, hasta el conocimiento de las

genética de  especies, poblaciones,
relaciones que se establecen entre los seres humanos y la
naturaleza. Fl desconocimiento taxondmico, es uno los
principales obsticulos para su conservacion y utilizacién

sostenible (Chapazrro, 2010).

Esta investigacién identificé y cuantificé el alcaloide
esteroidal solasodina de los frutos de las plantas Solanum
wrightii Benth y Solanum psendocapsicun L. perteneciente a la
familia Solanaceae. A esta familia pertenecen numerosas
plantas utiles como la papa (Solanusm tuberosum), el tomate
(Lycopersicuns esculentum), €l tabaco (Nicotiana tabacum), el aji
(Capsicum spp.), el tomate de arbol (Cyphomandra betacea), la
berenjena (Solanum melongena) v el lulo (Selanum quitoense).
Por su contenido de alcaloides se destacan la belladona, el
estramonio, el belefio y la mandrigora, entre otras.

La importancia de las plantas pertenecientes a este
género radica en los alcaloides esteroidales que se pueden
aislar, que son sustancias que sirven de materia prima para
la sintesis de diferentes tpos de hormonas y compuestos
esteroidales, como: la progesterona, la testosterona, la
hidrocortisona, la cortisona, los andrdgenios y estrogenos,
la prednisona y la prednisolona (Indrayanto, Syahrani,
Sondakh, & Santosa, 1996).

Actualmente, el consumo. anual a nivel mundial de
esteroides, como diosgenina, es de varios miles de
se encuentra en continuo

toneladas; su demanda

crecimiento y no logra ser satisfecha.

II. METODOLOGIA
A. Tratamiento del material vegetal

Los frutos de S.wrightii Benth se colectan en el
departamento del Valle del Cauca, en el municipio de
Santiago de Cali, a una altura de 699.3 msnm; los frutos del
S. psendocapsicum L se colectan en el departamento del
Cauca, en el municipio de Popayin, a una altura de 1737
msnm.
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La clasificacién taxonomica de las plantas se realiza en
el Herbario CUVC de la Universidad del Valle donde se
encuentran los ejemplares No. COL: 26796 de Solanum
pseudocapsicum L. y No. COL: 12382 de Solanum wrightii
Benth.

Los frutos colectados se cortan, se secan en un horno a
una temperatura de 55°C durante 72 horas, se pesan y se
someten a un proceso de molienda en un molino de
discos, hasta alcanzar una granulometria homogénea. El
material seco y molido se desengrasa durante siete horas,

utilizando éter de petréleo en un extractor tipo Soxhles con
capacidad de 250 g.

B. Extraccion etanolica de gkmoa/m?aidﬂ

Se realiza una extraccion solido-liquido utilizando 50 g
de material seco, molido y desengrasado, con 600 mL de
etanol al 95% (Sanabria, 1980). La extraccion se realiza en
un sistema de reflujo, durante seis horas, con agitacién
ebullicion  (78°C).
Posteriormente, se filtra la muestra en caliente y se repite el

constante v a temperatura de
proceso de extraccion dos veces mas, realizando la prueba
de Dragendorff y Mayer a cada uno de los extractos
obtenidos; se mezclan los extractos y se filtran nuevamente
al vacio. El extracto hidroalcohdlico obtenido se concentra
por destilacién al vacio a una temperatura de ebullicién de
58°C, hasta obtener un extracto concentrado semisélido.

C. Hidrilisis de glicoalealoides

Se adiciona un volumen de 66 ml de HC1 0.5 M; luego
se realiza una etapa de desengrase, adicionando 15 mL de
tolueno y colocando en reflujo a 65 °C, durante 30
minutos; se repite el procedimiento dos veces mas,
descattando las porciones de tolueno. Se adiciona a la
mezcla resultante, una solucién de NaOH 6.0 M hasta
alcanzar un pH de 10.0 y se lleva a refrigeracién hasta
alcanzar 15 °C, dejando la muestra en reposo durante 60

minutos.

Los crudos  se por

centrifugacién a 10.000 tpm durante diez minutos y se

glucoalcaloides separan
secan en horno a 65°C, durante tres horas. Posteriormente
se pesa el solido obtenido y se realizan pruebas de
Dragendor(f y Mayer.

Para la hidrlisis de los glucoalcaloides se adiciona 15
mL de etanol al 95% y 15 mL de solucién de HCI 3.0 M
por cada 1.0 g de glucdsidos crudos y se lleva a reflujo a2

una temperatura de 79°C durante cuatro horas.
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Posteriormente, se adiciona suficiente cantidad de solucién
de NaOH 6.0 M hasta ajustar el pH a 10.0 y se lleva
nuevamente a reflujo durante treinta minutos. Se refrigera
a una temperatura de 10 °C y se deja reposar 24 horas.

Se separa el precipitado por centrifugacidn a 10.000rpm
durante diez minutos y se seca en horno a 65°C durante
tres horas. El precipitado se pesa v se recristaliza en
tolueno, (10 mL de tolueno por cada 1.0 g de alcaloides
crudos), se coloca en reflujo durante veinte minuros y se
refrigera a 1.0 °C durante dos horas. Posteriormente se
centrifuga a 10.000 rpm durante diez minutos, se filtra al
vacio, se pesa y se mide el punto de fusién.

Las etapas descritas en la Figura 1 para la extraccién y
purificacién de los glucoalcaloides se repiten utilizando los
frutos del 5. pseudocapsicum L. El sélido obtenido al final del
proceso, se pesa, y se mide su punto de fusién.

D. Purificaciin de la solasodina por cromatografia de colunma (CC)

Para la purificacién de la solasodina se realiza
cromatografia de columna al compuesto aislado de los
frutos de Solanum wrightii Benth y Solanum psendocapsicum L,
utilizando silica gel (MERCK 60), como fase estacionaria,
la cual se empaca utilizando como eluyente una mezcla de
CHCl::MeOH (19:1), segin la metodologia descrita por
Pinell, Sauvain y Cuevas (1998). Se deben separar todas las

fracciones mediante seguimiento con cromatografia de

capa fina, agrupando aquellas fracciones que presenten
igual Rf. Se evapora el solvente, se pesa la muestra
obtenida y se mide el punto de fusién.

E. Identificacion por cromatografia de capa fina (CCF)

Para la identificacién de la solasodina en los

compuestos aislados, se realiza cromatografia de capa fina,
utilizando una placa en silica gel (MERCK 60), con
eluyente CHCl;:MeOH (4:1), revelado con H28O4 50% a
90°C por tres minutos (Pinell et al., 1998). Con el mismo
método se realiza cromatografia de capa fina a2 la
solasodina estindar del Laboratorio Santa Cruz; Biotechnology,
para determinar su Rf y compararlo con los Rf obtenidos
de los compuestos aislados.

F. Identificacin por infrarrojo

Los espectros infrarrojo del estindar de solasodina de
Santa Cruz, Biotechnology y de la muestra extraida de los
frutos del Solamum wrightii Benth, se realizan en pastillas de
KBr, en un espectrofotémetro Affinity de Shitmadzu Ftir.

G. Identificacion y cnantificacion por HPLC

En la identificacién y cuantificacién de la Solasodina
por HPLC se utiliza un equipo Waters 1525 Binary HPLC
Las

condiciones cromatogrificas para la evaluacién son las

Pump provisto del Software Breegze version 2.

siguientes: Columna u-Bondapak C 18 de 10 um 1254,
150 x 3.9 mm, eluyente Isopropanol:Metanol (70:30), flujo
de 1.0 mL/min, utilizando un detector Waters 2489 UV /
Visible a 205 nm, con un volumen de inyeccién de 25 uL
para cada muestra y utilizando un filtro de 0.45 um. Las
muestras aisladas se preparan a una concentracién de 40
ppm y los patrones de solasodina se preparan a
concentraciones de 15, 20, 30, 40, 50 ppm utilizando
etanol al 98%, realizando inyecciones por triplicado. La
cuantificacién de solasodina se lleva a cabo por el método
de patron externo, mediante una curva de calibracion;
luego se inyecta una muestra de 40 ppm procedente de los
frutos del Solanum wrightii Benth y se interpolan la ireas
para determinar la pureza de la solasodina. En las Figuras 1
y 2 se observa la metodologia propuesta.

Figura 1. Proceso de obtencién de glucoalcaloides crudos a partir
de los frutos del S. wrightii y el S. pseudocapsicum L
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Figura 2. Proceso de obtencién de solasodina a partir de los
glucoalcaloides crudos de los frutos de S. wrightii y del S.
pseudocapsicum
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III. RESULTADOS Y ANALISIS

Se realizaron diferentes ensayos para la extraccidn e
hidrélisis de los glucoalcaloides presentes en los frutos del
Solanum wrightii Benth, hasta obtener el método exitoso y

replicarlo con los frutos del Solanum pseudocapsicins L.

Después de realizar el procedimiento de extraccién de
glucoalcaloides descrito en la Figura 1, se obtuvieron dos
compuestos de coloracién gris provenientes de los frutos
del Solanum wrightii Benth y Solanum pseudocapsicuns L, los
cuales fueron sometidos a una etapa de hidrolisis Acida,
para romper el enlace glucosidico y obtener asi los
alcaloides en su estado puro (Figura 2).

Después de la hidrolisis se recuperaron dos compuestos
solidos que conservaron la coloracién grisicea; se observo
una disminucién de 35°C en el punto de fusion para el
compuesto hidrolizado de los frutos del Solamum wrightii
Benth; para el compuesto hidrolizado de los frutos del
S.psendocapsicum L, el punto de fusién disminuyé en 8°C.

Para la purificacién de la solasodina presente en los
compuestos hidrolizados se realizé cromatografia de
columna con seguimiento en cromatografia de capa fina,
segtin el método propuesto por Pinell et al. (1998). En el
compuesto hidrolizado de los frutos del Solamums wrightii
Benth, se logré separar dos fracciones a las cuales se les
evapor6 el solvente, quedando un compuesto de color gris
y otro compuesto de color amarillo; a estos se les midi6 su
punto de fusién, y se observé que el compuesto de color
amarillo presentd un punto de fusion igual al reportado en
la literatura para la solasodina (Tabla 1).

Al realizar cromatografia de capa fina al compuesto de
coloracion gris, se observaron cuatro manchas que no se
separaron satisfactoriamente —impidiendo la lectura de sus
Rf-; este compuesto se descarta como impureza. Al
realizar cromatografia de capa fina al compuesto de color
amarillo, se presentd una gran mancha de color rosado con
Rf de 0.52 y una pequefia mancha con Rf de 0.68. Este
compuesto fue sometido a una segunda cristalizacién en
metanol, para retirar las impurezas restantes. Finalmente se
recuperd 0.048 g de cristales purificados del alcaloide
proveniente de los frutos del Solanunm wrightii Benth.

La purificacion de la solasodina presente en el
compuesto hidrolizado de los frutos de 5. psendocapsicunm ¥l
se realiz6 con el mismo método de cromatografia de
columna, pero no se logré una separacién optima de los
compuestos alcaloidales presentes, ya que se produjeron
multiples fracciones que, al ser sometidas a cromatografia
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de capa fina, revelaban diferentes manchas que eran
arrastradas por el eluyente, impidiendo la determinacién de
sus Rf, indicando que los frutos del §. psewdocapsicum L
tienen un alto contenido de alcaloides, pero que no se
pueden separar ni purificar con el método propuesto.

En la Tabla 1 se observan los resultados de las pruebas
cualitativas realizadas al compuesto aislado de los fratos
del Solanum wrightii Benth y a la solasodina estdndar del
laboratorio Santa Cruz, que coinciden en el punto de
fusion y en el Rf.

Tabla 1. Pruebas cualitativas de identificacién de solasodina

Compueste  Alcaloide Solasodina
Prueba purificado estandar
Cromatografia capa fina (Rf) 0,52/0.68 0,52
Punto de fusion (°C) 202 202

A. Pruebas espectroscipicas de identificacion de la solasodina

El compuesto obtenido se sometié a andlisis por
infrarrojo; al comparar los espectros del estindar de
solasodina y la muestra, se observaron las absorciones en
las frecuencias esperadas de acuerdo a lo reportado en la
literatura presentada por Conley (1992). Sin embargo, las
bandas caracteristicas en el espectro de la muestra obtenida
(Figura 4), presentan una mayor intensidad y son mis
agudas que las bandas presentadas en el espectro del

estindar (Figura 3).

Figura 3. Espectro IR de la solasodina estindar Laboratorio Santa
Cruz
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B. Andlisis cromatogrifico y cuantificacion por HPLC de la
Solasodina

El compuesto fue analizado por cromatografia de
HPLC, obteniendo wuna separacién optima de los
compuestos; ademds, se obtuvo un pico bien definido con
un tiempo de retencidn (TR) de 2.701 minutos (Figura 5),
similar al tiempo de retencién obtenido de la muestra
estindar de solasodina, que presenté un TR de 2.743

(Figura 6).

Figura 5. Cromatograma solasodina extraida de los frutos del’
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Para la cuantificacién de la pureza del alcaloide
obtenido, se realizé una curva de calibracién por el método
de patrén externo (Figura 7), el cual presenté un factor de
correlacién de 0.9998. La Tabla 2 presentan los resultados
de las dreas obtenidas en la lectura de los patrones de
solasodina utilizados en la curva de calibracién.

Tabla 2. Datos de la curva de calibracién de solasodina

Concentracion (ppm) Area
15 154502
20 208938
25 260232
30 309635
40 415105
50 521150

Figura 7. Curva de calibracién de solasodina por el método de
patron externo
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Se realizé la cuantificacién de solasodina en la muestra
aislada de los frutos de Solamum wrightii Benth, utilizando la
curva de calibracién realizada con patrones de solasodina
estindar, calculando asi una pureza de solasodina del

88.1% (Tabla 3).

Tabla 3. Datos de cuantificacién de solasodina en la muestra
aislada de los frutos del Solenum wrightii Benth

Concentracion Area Concentracion % pureza
muestra (ppm) solasodina (ppm)
40 15 35,24 88,1

IV. CONCLUSIONES

Se recolectaron e identificaron taxonémicamente los
frutos de las plantas Solanum pseudocapsicums Ly Solanum
wrightsi Benth, para llevar a cabo la extraccidn, purificacién,
identificacién y cuantificacién del alcaloide esteroidal
solasodina.

Mediante hidrolisis,
purificacién e identificacién de cromatografia de capa fina,

el proceso de extraccidn,
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y por
espectrometria infrarrojo, se logré aislar, identificar y
cuantificar el alcaloide esteroidal Solasodina de los frutos
de la planta Solanum wrightsi Benth, recolectados en Santiago
de Cali,

Al realizar la cromatografia de columna para la
putificacién de la Solasodina de los frutos del S.
Dpsendocapsicurs L, no se logré obtener un compuesto puro
con las caracteristicas fisicoquimicas del alcaloide
debido a2 que no hubo

cromatogrifica de los compuestos con el método utilizado.

esteroidal, separacién
Este resultado respalda las investigaciones realizadas por
Barbosa-F., Agra, Oliveira, Paulo, Trolin, Cunha, Ataide, y
Bhattacharyya (1991) en Brasil y por Aliero, Grierson y
Afolayan (2005) en Africa, donde reportan que el
porceritaje de solasodina presente en los frutos de esta
planta es 0%.
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Pata el compuesto aislado de los frutos del Solamum
wrightii Benth, se obtuvo un punto de fusion de 202°C,
valor que coincide con el reportado por el Sigma Aldrich
1996 para Ia solasodina estdndar.

En telacién al peso de los frutos secos y molidos del
Solanum  wrightii Benth, el rendimiento del compuesto
obtenido fue de 0.084%, mientras que el rendimiento de la
solasodina pura aislada fue de 0.074%.

Al comparar el espectro infrarrojo de la muestra aislada
de los frutos del Solanum wrightii Benth, con el espectro
infrarrojo de la solasodina estindar del Laboratorio Santa
Cruz, se observaron coincidencias en las bandas
caracteristicas, lo que permite concluir que el compuesto
aislado pertenece al alcaloide esteroidal solasodina.

En los cromatogramas de HPLC realizados al
compuesto aislado de los frutos del Solanun wrightii Benth y
a la solasodina estindar de Laboratorios Santa Cruz, se
observd una separacidn optima de la solasodina con el
método utilizado, en el cual se observé un tiempo de
retencién TR de 2.700 minutos aproximadamente, lo que
permite concluir que el compuesto aislado pertenece al
alcaloide esteroidal solasodina.
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