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RESUMEN

La especie vegetal Solanum pseudocapsicum L. (Solanacea),
conocida cominmente como “mirto”, es una potencial fuente
de estructuras funcionalizadas, que pueden ser empleadas en
la obtencién de farmacos esteroidales. En Colombia, no se
han reportado estudios fitoquimicos de esta especie vegetal,
que crece de forma silvestre en algunas regiones de nuestra
geografia y, més aun, queda mucho por estudiar en cuanto
al contenido de metabolitos secundarios, provenientes de
esta planta. Tomando como base un método de extraccion
de caréacter exploratorio, anteriormente evaluado para el
género Solanum, se extrajeron de los frutos verdes y rojos
de S. pseudocapsicum L. glicoalcaloides totales. Con el
método utilizado, se obtuvo un rendimiento de 7,94g y
2,489 de dlicoalcaloides totales por kg de fruto fresco para
los frutos verdes y para los frutos rojos, respectivamente.
El rendimiento obtenido es mayor al reportado en la India
por Vijayan y colaboradores para esta especie vegetal. El
precipitado obtenido de los frutos verdes fue hidrolizado y se
pudo llegar a proponer la O-metilsolanocapsina, estructura
dihidroderivada de la solanocapsina, como uno de los
compuestos presentes.
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SUMMARY

The species Solanum pseudocapsicum L. known commonly
in Colombia, as “mirto” is a potential source of highly

functionalized structures that could be used as precursors
of steroidal medicines. To the best of our knowledge
phytochemical studies on this species have not yet been
reported. Based on a previously described extraction
method total glycoalkaloids from green and red fruits of S.
pseudocapsicum L. were extracted. This method showed
to be useful and 7.94g and 2.48g of glycoalkaloids per
kg of fresh fruit in green and red fruits, respectively, were
obtained. After hydrolysis of the initial precipitate, O-methyl
solanocapsine, a structure derived from solanocpasine has
been proposed as one of the components present in the
extracts.

Key words: Myrthe; glycoalkaloids; solanocapsine.
INTRODUCCION

Uno de los procesos quimicos de mayor relevancia en la
industria farmacéutica es la obtencién de medicamentos
con estructuras esteroidales, como hormonas sexuales
y corticosteroides, que cumplen funciones de vital
importancia en procesos metabdlicos del hombre y los
animales. Algunos de estos derivados son utilizados en
tratamientos de desdrdenes hormonales, metabdlicos o
como anticonceptivos orales, ademas se ha estudiado
ampliamente la actividad de estas sustancias, como agentes
anti-inflamatorios, diuréticos, anti-oxidantes, anti-virales,
anti-microbianos y anti-tumorales (Usubillaga et al. 1997,
Vijayan et al. 2002; 2004; Aliero et al. 2006; Dongre et al.
2007; Lien et al. 2012). Por tal motivo, se realizan constantes
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esfuerzos para descubrir nuevas fuentes de obtenciéon
de estructuras esteroidales basicas. Las especies del
género Solanum son un recurso natural rico en alcaloides
esteroidales, flavonoides y sus glicosidos, de los cuales, se
ha sabido que poseen variada actividad biolégica (Cornelius
et al. 2010). A pesar que la literatura también reporta un
amplio rango de variacién en el contenido de glicoalcaloides
de diferentes especies del género Solanum, muy pocos
estudios reportan datos cuantitativos del contenido total
de dlicoalcaloides (Sanchez-Mata et al. 2010). La especie
vegetal Solanum pseudocapsicum L. (Solanaceae), llamada
popularmente en diferentes regiones de Colombia como
“Mirto”, “Grano de Oro”, “Tomaticos” o “Espanta Pulgas”
(Pérez-Arbelédez, 1996), se cultiva en viveros como planta
ornamental o crece de forma silvestre en algunas regiones de
Colombia. De acuerdo con Aliero et al. (2005) es un recurso
atil y susceptible de ser usado en la obtencién de estructuras
esteroidales, que pueden ser modificadas quimicamente para
obtener farmacos o medicamentos y, segin Jeyasankar et
al. (2012), para la obtencién de extractos que han mostrado
cierta actividad biolégica en larvas de insectos, lo cual,
los hace potencialmente Utiles en el control de plagas en
agricultura, como plaguicidas naturales que, probablemente
llegarian a reemplazar los pesticidas sintéticos, siendo un
método netamente natural, no causaria ningin tipo de
contaminacién y seria completamente amigable con el
medio ambiente.

La planta es un pequefio arbusto bien ramificado de
tallos rectos y lenosos, con hojas alternas, sin estipulas,
lanceoladas, con base atenuada. Las flores son pequenas
con céliz persistente y solitarias, con segmentos agudos de
pétalos blancos y estambres amarillos insertos en el tubo de
la corola, nacen opuestas a las hojas. La planta se destaca
por sus frutos en forma de baya globosa, con exocarpio
liso de un color rojizo brillante o naranja rojizo de tonalidad
mas clara (Garcia, 1975; Aliero et al. 2005). La morfologia
anatémica de las hojas, los tallos y los frutos maduros de esta
especie vegetal, ha sido también investigada por métodos
histolégicos (Sanghvi et al. 2011).

Los alcaloides presentes en diferentes partes del arbusto de
S. pseudocapsicum L. estan representados, principalmente,
por la solanocapsina, molécula esteroidal hexaciclica, con
dos atomos de nitrégeno, uno de ellos extraciclico (Bruneton,
2001). Estudios realizados sobre plantas medicinales de la
India han reportado en esta especie vegetal la presencia de
una mezcla de esteroisémeros del 3-amino-16,23-dihidroxi-
22,26-epimino colestanos intimamente asociados con la
solanocapsina (Chakravarty et al. 1984; Dongre et al. 2007);
en Sur Africa, se identificaron 41 compuestos volatiles, entre
los que se destacan acidos grasos, terpenoides y aldehidos,
que fueron obtenidos por hidrodestilacion (Aliero et al. 2007)
y otros 25 tipos de compuestos diferentes, entre los que

predominan hidrocarburos, alcoholes y derivados de acidos
carboxilicos, entre otros (Aliero et al. 2005). De otra parte,
usando como disolvente una mezcla 1:1 metanol-agua
y empleando un equipo Soxhlet, se extrajeron alcaloides
totales en los frutos verdes de S. pseudocapsicum, con
un rendimiento de 0,533% (Vijayan et al. 2002) y 0,023%,
en frutos maduros (Vijayan et al. 2004). Varios alcaloides
esteroidales, entre los que se incluyen solanocapsina,
solacasina, solacapina, episolacapina, isosolacapina y
O-metil-isosolanocapsina, han sido aislados de hojas, de
frutos maduros, de tallos y de raices de esta especie vegetal
(Vijayan et al. 2004; Aliero et al. 2007; Dongre et al. 2007).

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de determinar
los alcaloides totales de la pulpa y de las semillas de los
frutos verdes y rojos de S. pseudocapsicum L., iniciando asi,
a nivel exploratorio, las caracterizaciones de los metabolitos
secundarios de esta especie vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Los alcaloides totales de la pulpa y de las semillas de
los frutos verdes y rojos de S. pseudocapsicum L., se
extrajeron teniendo como base un método de extraccién,
evaluado anteriormente con otras especies vegetales del
género Solanum (Moreira et al. 1980), los cuales, fueron
caracterizados mediante pruebas fitoquimicas clasicas,
como Dragendorff y Wagner, especificas para alcaloides; los
ensayos de Liebermann-Burchard y Salkowski, para soportar
la presencia de estructuras esteroidales glicosidicas; la
reacciéon de Felhing, para glucésidos (Bilbao, 1997) vy,
finalmente, la reaccién de espuma, para saponinas y
sapogeninas (Dominguez, 1979).

Los espectros UV-VIS de los precipitados fueron disueltos
en etanol anhidro y registrado en un espectrofotémetro
Marca Thermo Spectronic Modelo Genesys 2. Los espectros
IR preparados en pastillas de KBr fueron obtenidos en un
espectrofotémetro con transformada de Fourier Thermo-
Nicolet Modelo NEXUS FT-IR. Los perfiles cromatogréficos y
los espectros de masas, se registraron con un cromatégrafo
de gases, acoplado a detector selectivo de masas SHIMADZU
Modelo GC-MS QP2010 S, con muestreador e inyector
automético AOC 20i y fueron ensayados 4 tipos de columnas
capilares diferentes: HP-5 (Crosslinked 5% PH ME Siloxano)
30m x 0,32 I.D. x 0,25um df.; SHR5XLB SHIMADZU 30m x
0,25mm LD. x 0,25um df.; HP-20M (Carbowax 20M) 25m
x 0,2mm LD. x 0,2um df., y HP-1701 (14% CNPRPH ME
Siloxano) 30m x 0,32mm [.D. x 0.25um df., para encontrar
experimentalmente la mejor elucién de los compuestos.

Material Vegetal: Se colectaron aleatoriamente frutos globosos
sanos de S. pseudocapsicum L. de color verde y de color rojo,
en tamanos aproximadamente iguales de diferentes arbustos
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y fueron caracterizados, siguiendo la metodologia AOAC
7.003/84,930.15/90, adaptado para % de sustancias volatiles
y la metodologia AOAC 7.009/84,942.05/90, adaptado para
% de cenizas (Bernal, 1998). El lugar de recoleccién fue el
departamento de Cundinamarca (Colombia), inmediaciones
de la laguna de Fuquene, hacia el municipio de Susa, a una
altura comprendida entre 2300 y 2400 msnm., ubicado en
las coordenadas 5°27’ de latitud norte y 73°49’ de longitud
oeste, con una temperatura media anual cercana a los
14°C, piso térmico frio. Un espécimen del material vegetal
recolectado fue taxonémicamente identificado, autenticado
y certificado en el Herbario Nacional Colombiano de la
Universidad Nacional de Bogotd, quedando una muestra
testigo, bajo el cédigo 509380.

Preparacién del material vegetal: Se retiraron las impurezas
de los frutos lavandolos con suficiente agua potable; luego,
fueron separadas manualmente las semillas de la pulpa, para
enseguida secarlos en horno de conveccién con circulacion
de aire constante, a una temperatura de 50°C, por un
periodo de 96 horas. Posteriormente, se redujo el tamano de
particula en un molino eléctrico, cuidando de no someter el
material vegetal a sobrecalentamiento que pudiera degradar
los compuestos y, a continuacion, se tamizo a través de una
malla No. 18. Asi se obtuvieron muestras homogéneas,
finamente divididas en tamanos de particula <1,0mm,
las cuales, se conservaron en recipientes de polipropileno
cerrados, al abrigo de la humedad y la luz.

Extracciéon: 25g de cada material vegetal preparado fue
desengrasado durante 6h en equipo Soxhlet, usando
como disolvente éter etilico (160mL); seguidamente, los
compuestos polares fueron extraidos por reflujo continuo
durante 20h, con una solucién etandlica de acido acético
al 10% (150mL), produciendo extractos etandlicos crudos
(EEC) que, al ser concentrados, permitieron obtener una
pasta semisolida en un evaporador rotatorio, a una presién
de 26mbar. Se redisolvié en 150mL de una solucién acuosa
de acido acético al 10%, calentando a 70°C, durante 30min;
después de filtrar al vacio, los liquidos obtenidos se calentaron
de nuevo a 70°C y, posteriormente, con una solucién de
hidréxido de amonio al 28%, se indujo la precipitaciéon de
los glicoalcaloides totales a pH 9,0 - 9,2, obteniendo una
masa sélida de color ligeramente amarillo; ésta fue filtrada

con una membrana de 0,45um, se secé y se pesod, para ser
comparado con el porcentaje descrito en la literatura, para
esta especie vegetal (Vijayan et al. 2004; 2002).

Precipitados obtenidos: Cada uno de los precipitados
obtenidos de los extractos de las fracciones vegetales
de pulpa y de semillas: pulpa de fruto rojo seco molido
(PFRSM), semilla de fruto rojo seco molido (SFRSM), pulpa
de fruto verde seco molido (PFVSM) y semilla de fruto verde
seco molido (SFVSM) fueron evaluados cualitativamente
con ensayos quimicos clésicos especificos para alcaloides
esteroidales y, posteriormente, fueron analizados mediante
técnicas fisicas e instrumentales, como espectrofotometria
ultravioleta visible (UV-VIS) e infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR).

A la mezcla de glicoalcaloides obtenidos de las semillas del
fruto verde se les realizé una hidrdlisis por reflujo continuo
a 70°C, con una solucién de HCl al 7% en etanol, durante
4h, precipitando lentamente con hidréxido de amonio
concentrado, extrayendo luego con porciones de 5mL de
diclorometano, separando las fases por centrifugacion a
2000rpm y recuperando la fase medianamente polar. A
la mezcla de alcaloides obtenida, se le aplicé un perfil de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). Los resultados experimentales de cuantificacion
gravimétrica permitieron comparar el contenido total de
alcaloides del fruto rojo contra el fruto verde y contrastar el
rendimiento contra el reportado en la literatura (Vijayan et al.
2004; 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1, se puede observar que el fruto verde present6
mayor porcentaje de residuo seco y de materia orgénica,
condiciébn que podria ser deseable para este estado
vegetativo de los frutos de Solanum pseudocapsicum L. en
el proceso de extraccién de diferentes tipos de metabolitos,
favorecido, ademas, por las condiciones bioecoldgicas del
lugar de recoleccién de los frutos.

Usando método de reflujo continuo con etanol acidulado,
previo tratamiento de desengrase con éter etilico en Soxhlet,
se obtuvieron 12 extractos crudos: tres procedentes de

Tabla 1. Resultados del anélisis préximo basico, que caracterizan los frutos recolectados.

PARAMETRO FRUTO ROJO FRUTO VERDE
Sustancias Volétiles a 105°C (%) 83,91 78,55
Cenizas (%) 2,24 2.89
Residuo Seco (%) 16,09 21,45
Materia Orgénica (%) 13,85 18,56
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semillas de fruto rojo, tres de semillas de fruto verde, tres
de pulpas de fruto rojo y tres de pulpas de fruto verde de S.
pseudocapsicum L., alos cuales, se le practicaron las pruebas
de reconocimiento fitoquimicas cualitativas de Dragendorff,
Wagner, Lieberman Burchard, Salkowski, la prueba de la
espuma y la reaccién de Fehling. Estas pruebas evidenciaron
la presencia de glicoalcaloides esteroidales. De los extractos
mencionados anteriormente, se obtuvieron precipitados que
se caracterizaron cualitativamente y como se puede observar
en la tabla 2, el andlisis gravimétrico muestra que la mayor
cantidad de glicoalcaloides totales en base seca se obtuvo,
principalmente del fruto verde, donde se logré establecer
que el rendimiento de alcaloides totales obtenido en el fruto
fresco fue de 0,794%, para frutos verdes y 0,248%, para los
frutos rojos, es decir, que de los frutos verdes se obtuvieron
7,94g de dlicoalcaloides totales por kg, de fruto fresco y
2,489 de dlicoalcaloides totales por kg de fruto fresco, en el
fruto rojo. Comparando entonces el resultado obtenido entre
las fracciones vegetales es en las semillas de fruto verde,
donde se hall6 la mayor concentracién de alcaloides totales,
que puede ser un indicativo que, en el estado vegetativo de
los frutos rojos, se da una transformacion o degradacion
de estos compuestos enddégenos a otros metabolitos
secundarios, que seria interesante estudiar. De otra parte, el
resultado obtenido experimentalmente es mayor al reportado
en la literatura para esta especie vegetal (Vijayan et al. 2004;
2002), que podria suponer una variacién intraespecifica en
esta especie vegetal. El método de extraccién propuesto
por Moreira (Moreira et al. 1980) habia presentado ventajas
significativas respecto al rendimiento de alcaloides totales
obtenido, contra otros solventes y técnicas por él ensayadas
en otras especies vegetales, siendo la extraccién con etanol
acidulado la principal diferencia frente al método usado por
Vijayan et al. 2002).

Las bandas de méaxima absorcién observadas en el UV-VIS,
para cada uno de los precipitados obtenidos, disueltos en
metanol fueron respectivamente:

- PSFVSM: 210, 243, 285y 312nm
- PSFRSM: 204, 285 y 318nm

- PFVSM: 204, 234, 285 y 315nm
- PFRSM: 204, 228, 285 y 318nm

Las bandas de absorcion exhibidas en el UV-VIS hacia 204nm,
210nm, cercanas a 245nm y 310nm, asi como la resolucién
de bandas tipicas en el infrarrojo hacia 3400cm’’, 1600cm’
' de grupos (C=N) y 1660cm™ y sumado a las pruebas
fitoquimicas cualitativas, es evidencia tipica de alcaloides
esteroidales en los extractos obtenidos (Chakravarty et al.
1984; Dominguez, 1979).

El precipitado proveniente de los EEC de las semillas de fruto
verde fue el que mostré mayor contenido de glicoalcaloides
totales, por ello fue hidrolizado y posteriormente analizado
con diferentes pruebas fitoquimicas cualitativas especificas
y andlisis instrumentales, como espectroscopia UV-VIS,
FT-IR y cromatografia de gases, acoplada a espectrometria
de masas GC-MS (Aliero et al. 2005;. 2006; Badami et al.
2005; Cipollini & Levey 1997; Coelho et al. 1988; Eltayer
et al. 1997; Jain & Sharma, 1977; Laurila et al. 1999;
Weissenberg, 2001).

Las pruebas fitoquimicas cualitativas realizadas revelaron
claramente la presencia de compuestos esteroidales
en el precipitado obtenido de la hidrdlisis, que dieron
verdaderamente positivas las pruebas de Liebermann
Burchard y Salkowski y para compuestos alcaloidicos, los
ensayos de Dragendorff y Wagner (Bilbao, 1997). Se deja
en evidencia la presencia de nulcleos espirosténicos o
furosténicos, al dar positiva la prueba de la formacién de
espuma (Dominguez, 1979), se descarta la presencia de
grupos glucosidicos al revelar una respuesta negativa el
ensayo de Fehling, lo que indica que la hidrdlisis fue exitosa
y total. Al analizar por espectroscopia UV-VIS una fraccién
del compuesto hidrolizado disuelto en etanol, mostré
definidamente absorciones méaximas en 207 y 258nm; con
base en lo anterior, se puede concluir que las absorciones
mostradas del compuesto hidrolizado soportan la presencia
de compuestos alcaloidicos esteroidales (Chakravarty et al.
1984; Dominguez, 1979).

El espectro de infrarrojo del producto hidrolizado,
superpuesto con el espectro IR del precipitado de partida
(Gréfica 1), pone de manifiesto que después del proceso
de hidrdlisis se observan bandas de mejor resolucién hacia

Tabla 2. Resultados del rendimiento de glicoalcaloides totales obtenido para los extractos etandlicos crudos de cada fraccién

vegetal evaluada.

GLICOALCALOIDES TOTALES (%)

Estado del Frut Fraccién Vegetal
stado del Fruto raccion Vegeta SEMILLA + PULPA
SEMILLA PULPA
FRUTO ROJO 1,28 + 0,13 0,52 = 0,19 1,79 + 0,08
FRUTO VERDE 3,23 0,11 1,05 + 0,23 4,28 + 0,27
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Gréfica 1. Espectro FT-IR comparativo entre el precipitado obtenido del extracto etandlico crudo de las semillas del fruto

verde seco y molido y su fraccién hidrolizada.

3400cm’’, 1600cm™’ de grupos (C=N)y 1660cm’’, tipicas de
un alcaloide esteroidal obtenido de extractos alcohdlicos de
S. pseudocapsicum (Mitscher et al. 1976; Coll et al. 1984).

No se obtuvieron resultados satisfactorios ensayando las
columnas capilares: HP-5; SHR5XLB y HP-20M, ya que
no mostraron elucién de compuestos que proporcionaran
informacion representativa que confirmaran la presencia de
estructuras esteroidales. El mejor resultado cromatogréfico
(Gréfica 2), se obtuvo para el precipitado hidrolizado de las

semillas verdes usando la columna capilar HP-1701 (14%
CNPRPH Me Siloxano) 30m x 0,32mm [.D. x 0,25um df,,
en las siguientes condiciones: temperatura del inyector
27°C, relacién split 10:1, gas de arrastre helio, control de
flujo velocidad lineal 46,5cm/s, flujo en la columna 1,5mL/
min, temperatura inicial en el horno 150°C, velocidad de
calentamiento 15°C/min, temperatura final 270°C durante
40 min, temperatura de la Interfase 270°C, temperatura de
la fuente de iones 240°C, voltaje de ionizacién: 70V, corriente
de emision: 35uA, voltaje del detector: 0,89KkV.

Sample Information

Sample Name : PpdoSVEH
Sample Amount 1.000
Dilution Factor : 1.000
Vial # 23
Injection Volume 1000
Chromatogram PpdoSYE H
900,000 g
I
J gi TIC*1.00
L=
T T A e e LA T B A B e LA
10.0 200 30.0 40.0 470
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time LTime F.Time Area Area Heightleight®%s  A/H Mark Name
1 3272 53220 3343 2705 093 181371 1343 125 MI
2 6.234 6.200 6.270 7139 0.03 8745 065 083 Ml
3 6.305 6323 6428 TIB9E1 320 358RTT 2657 216 MI
4 6,443 6428 6463 14009 0.06 20753 154 081 Ml
5 6,497 6480 6,533 14701 0.06 14709 109 .00 MI
6 35223 34288 37998 23301481 9572 Te6163 5673 3040 MI
24344435 100,00 1350618 100.00

Gréfica 2. Perfil cromatogréfico del precipitado hidrolizado, obtenido de las semillas del fruto verde seco y molido.
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El espectro de masas de la senal que aparece para el tiempo  ellos m/z 70, m/z 112, m/z 171, m/z 144, m/z 255, m/z 301,
de retencion (Tr) de 35,22min (Gréfica 3) mostré que varios m/z 314 y m/z 329, coinciden con senales tipicas m/z de
de los posibles fragmentos de la muestra hidrolizada, entre  nucleos esteroidales. Con base en las estructuras amino

Sample Information

Sample Name : PpdoSVE H
Sample Amount : 1.000
Dilution Factor - 1.000

Vial # 123

Injection ¥ olume : 1.000

Spectrum

R.Time: 35.22(Scan#: 1899)
MassPeaks: 123
100+ -

m

144

343 42
e o Mo W | M
30 S0 700 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
m'z
Gréfica 3. Espectro de masas obtenido en el tiempo de retencién 35,22 min. del precipitado hidrolizado, obtenido de las
semillas del fruto verde seco y molido.
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Figura 1. Fragmentos MS-IE propuestos para el tiempo de retencién 35,22min.
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espirosolanas, estudiadas por Chakravarty et. al (1984), se
propone para el perfil de masas, obtenido en Tr 35,22 min,
el rompimiento, mostrado en la figura 1, que corresponde a
la estructura de la solanocapsina, posiblemente la O-metil
solanocapsina, donde el grupo metil esta unido por un
oxigeno al carbono 22 y es similar a la estructura reportada
por Dongre et al. (2007); asi mismo, Coll et al. (1984)
reportan, para esta estructura, los fragmentos m/z 171,
m/z 112 y m/z 70, derivados del rompimiento de los anillos
E/F de la estructura esteroidal, similar a los fragmentos
observados por Mitscher (Mitscher et al. 1976), en su orden
m/z 444, m/z 429, m/z 412, m/z 343, m/z 171, m/z 144, m/z
139, m/z 112, m/z 111, m/z 82, m/z 70 y m/z 56, coherente
con los fragmentos de masa obtenidos en este trabajo, para
el precipitado hidrolizado de la semilla del fruto verde.
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