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RESUMEN

RODRIGUEZ R.,G. 1992. Desarrollo de una metodologia de
anadlisis de alcaloides totales en el género Erythrina
spp. Ppor espectroscopia ultravicoleta (UV). Tesis Mag.
Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE.

Palabras claves: Erythrina, alcaloides, espectroscopia
ultravioleta (UV), cromatografia liquida de alta presién
(HPLC), extracciédn, purificacién, andlisis.

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de
Nutricidén Animal del Area de Ganaderia Tropical del Centro
Agrondémico Tropical de Investigacidédn y Ensenanza (CATIE),
con el propédsito de desarrollar una metodologia de andlisis
de alcaloides totales en poré (Erythrina spp). Esta debia
ser sencilla rapida y bajo costo, pero tan precisa como
otros métodos convencionalés, para ser utilizada en la
seleccién de clones del género Erythrina spp.

La investigacién consistid de dos etapas:

1. Desarrollo metodolbgico (extraccidn
purificacidén y anadlisis).

2. Evaluacién de la precisidén y efecto de secado
de la muestra (horno, liofilizado y fresco}.

Para el desarrollo metodoldgico se empled el clon 2652
de la especie Erythrina berterocana y para la segunda etapa
se emplearon seils clones, 1os cuales correspodieron a las
especies E.berteroana, E.poeppigiana y E.costaricensis del
archivo «c¢lonal de Erythrina del CATIE. El desarrollo
metodolbégico consistid en realizar pruebas de extracciédn,
purificacién y andlisis de los alcaloides con el fin de
lograr una metodologia que estuviese acorde con el objetivo
planteado. En la segunda etapa, ya con la metodologia
desarrollada se evalud su precisidén y el efecto de secado de
la muestra (secado al horno a 60 °C por 48 horas,
liofilizado por igual periodo de tiempo y la muestra en
fresco, molida a 1 mm bajo nitrdégeno liquido).

Todos los resultados en cuanto a c¢oncentracidén de
alcaloides fuercon expresados como absorbancia por gramo de
muestra seca (A/g MS).

Para evaluar la precisién del método desarrollado se
empledé un disefioc completamente al azar de una via y los
cuadrados medios de los clones y el error se emplearcn en el
cidlculo del coeficiente de correlacién intraclase., Para
evaluar el efecto del secado, se usd un modelo de bloques al
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azar con individuos como bloques, tratamientos vy su
interaccién.

Los resultados del desarrollo metodoldgico demuestran
que el mejor disolvente para la extraccién de los alcaloides
corresponde al cloroformo alcalino (0.1 % de hidréxido de
sodio) y un tiempo de calentamiento de 30 minutos. La
columna desechable purificd bien los alcaloides y por
espectroscopia ultravioleta pudieron ser analizados.

Después de realizar estos analisis estadisticos se
logré demostrar que el secado al horno fue el mas preciso,
sin embargo el secado por liecfilizacidn estuvo muy cercano y
la magnitud de los valores obtenidos en el analisis de
alcaloides fue mayor. Los resultados del analisis en los
diferentes tratamientos de secado se correlacionaron con
métodos convencionales de andlisis de alcaloides resultando
en un valor de correlacidén superior al 0.9. Después de
realizar este experimento se concluyd que esta técnica de uv
{ultravioleta), es adecuada para analizar alcaloildes totales
en hojas de poré, a bajo costo, con equipo sencillo, rapido
y con una alta precisidén.
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SUMMARY

RODRIGUEZ R.,G. 1992. Development of a methodology of
analysis of total alkaloids in the genus Erythrina spp by
ultraviolet-visible spectroscopy (UV). Master of Science
Thesis. Turrialba, Costa Rica.

Key words: Erythrina, alkaloids, ultraviclet spectroscopy
(uvy, high pressure liguid chromatography (BPLC},
extraction, purification, analysis.

This study was conducted in the Animal Nutrition
laboratory in the Tropical Cattle Department at the Tropical

Agricultural Research and Training Center (CATIE), to
develop a method of total alkaleoid analysis in poro
(Erythrina spp.). This  should be easy, fast and

inexpensive, but as precise as other conventional methods,
to be used in clone selection of the Erythrina spp. genus.

Research consisted of two stages:

1.Methodological development (extraction, purification
and analysis).

2.Evaluation of precision and effect of sample drying
{(oven, lyophilization, and fresh).

The clone 2652 of the Erythrina berterocana species was
used for the methodological development, and six clones
pertaining to the species E.bertercana, E.poeppigiana and
E.costaricensis of CATIE's c¢lone bank were used in the
second stage. The methodological develcopment consisted of
conducting extraction and purification tests and alkaloid
analyses to achieve a methodology in accordance with the
obijective. In the second stage, the precision and effect of
sample drying (oven drying at 60 € for 48  Thours,
lyophilization for the same amcunt of time and the fresh
sample ground in 1 mm in liquid nitrogen) were evaluated.

All of the results of alkaloid concentration were
expressed as absorbance per gram of dry sample (A/g DS).

A completely randomized one-way design was used to
evaluate the precision of the method and the half squares of
the clones and the error were used to calculate the
interclass correlation coefficient. The randomized block
design, with individual treatments and their interactions as
blocks, was used to evaluate the effect of drying.



Results of the methodological development showed that
the best solvent for alkaloid extraction was alkaline
chloroform (0.1 % sodium hydroxide) with a 30 minute heating
period. The column purified the alkaloids well so that they
could be analyzed by ultraviolet spectroscopy.

After conducting these statistical analyses, 1t was
shown +hat oven drying was the most precise; however,
lyophilization drying was closest, and the magnitude of
values obtained in alkaloid analysis was greater. Results
of +the analysis in the different drying treatments
correlated with conventional methods of alkaloid analysis
resulting in a correlation value above 0.9. After finishing
this experiment, it was concluded that the uv (ultraviolet)
technique, is adequate to analiyze total alkaloids in poro
leaves, quickly, precisely, and at a low cost, with simple
equipment.
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1. INTRODUCCION

Existe una serie de compuestos quimicos producto del
metabolismo no esencial de las plantas (metabolitos

secundarios) gque se encuentran en una gran variedad de

especies forraijeras. Estos metabolitos podrian estar
relacionados con problemas tales como: la toxicidad
potencilal de algunas plantas forrajeras, deficiencias

inducidas y efectos adversos sobre la respuesta animal,

cuando estas especles son consumidas.

Los alcaloides corresponden a este grupo de compuestos,
e incluyen una amplia variedad de sustancias con grupos de
heterociclos nitrogenados que exhiben tanto accidn

farmacoldgica como actividad inhibitoria a nivel ruminal.

La presencia de alcaloides en pastos y forrajes es un
gran problema para los animales gue pastorean o consumen
estos materiales; por ejemplo los alcaloides en Veratrum
(Phalavis arundinacea L.) causan efectos teratogénicos en
ovejas {(malformaciones ciclépicas al. nacimiento). En
gramineas los estudios se han concentrado en los alcaloides
del pasto canario rojo (Saccharum officinarum) y en los
alcaloides del grupo de la Perlolina presentes en Lolium y
Festuca sp, por estar en estos compuestos asociados a los
bajos consumos de estas especies. Los alcaloides en
gramineas han sido reportados como limitantes de la
digestidn por sus efectos deletéreos sobre los organismos
del rumen.

El pord, una fabacea perteneciente al género Erythrina
gue esta distribuida ampliamente en las zonas tropicales vy
subtropicales, es empleada en Costa Rica como &rbol de

sombra en los cafetales y cacaotales, en cercas vivas y, en
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afos recientes, como follaje en la alimentacidon tanto de

caprinos como bovinos.

Todas las especies de FErythrina examinadas hasta el
momento han mostrado la presencia de alcaloides. Los
extractos de semilla con altas concentraciones de estos
metabolitos, denotan un efecto de paralisis selectiva del
nervio motor de musculos de animales como el ratén, conejo,

etc.

Los alcaloides presentes en las especies de este género
son bastante conocidos y se clasifican en "diendfilos",
"alquenéfilos”, y "lactonicos", distinguiéndose entre este

Gltime grupo la 8-Eritroidimna, como uno de los mas toéxicos.

Existe una gran cantidad de métecdos de purificacion y
cuantificacién de estos metabolitos en la literatura. La
mayoria de los procedimientos requlieren equipo costoso Yy
sofisticado, cComo espectrofotémetro ultravioleta {(UV),
cromatégrafo de gas (GCO) ¥ cromatégrafo liquido de alta
presién (HPLC); ademas de que para su cuantificacién, es
necesario contar con alcaloides puros (no disponibles en el

mercado), como patrones en la cuantificacién.

Con esta investigacién se pretende establecer una
metodologia de anadlisis de alcaloides totales dgque s3sea
sencilla, rapida y de bajo costo, pero tan precisa como
otros métodos convencionales, para Ser utilizada en 1la

seleccioén de clones del género Erythrina.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Distribucién y usos de especies de Erythrina spp

A nivel mundial, el género Erythrina presenta alrededor
de cien especies, de las cuales 36 se encuentran en América
Central (NEILL, 1887).

Algunas de las especies estén ampliamente distribuidas,
tal es el caso de Erythrina poeppigiana (Walpers) O.F.
CooK., que crece desde Costa Rica hasta Bolivia; E. fusca
Willd , originaria de Centro y Suramérica y E. berteroana
Urban localizada desde el sur de Méxice hasta Colombia vy

Venezuela.

Estas especies han sido utilizadas comc postes vivos
para cercas; sombra vy abono para cultivos anuales vy
perennes; soporte para plantas trepadoras, mejoradoras de
suelos en programas de conservacién y como forrajes en la
alimentacidén de animales (RUSSO, 1984).

En los Cuadros 1 y 2 se pueden observar datos obtenidos
por varios autores, en relacidén a la produccidn y calidad de

biomasa en algunas epecies de Erythrina spp.

La preoduccién de biomasa del pord es variable,
dependiendo del sistema de manejo gque se le dé a la
plantacién. RUSS0O (1982) En sistemas asociados con café, en
los cuales el fin primordial del pord es el proveer sombra y
en donde los arboles estaban sembrados con un
distanciamiento de (6 x 6) m, se obtuvo un promedio de 6.46
kg de materia seca de biomasa comestible/arbol. En un
estudio complementario sobre la misma plantacidén se reportan
rendimientos promedic de 11.7 y 13.9 kg de Dbiomasa
comestible por Aarbol, con una y dos podas anuales,

respectivamente,



Cuadro 1. Produccidn de biomasa de algunas especies de
Erythrina spp.

Biomasal Frec. Edad Especie D.s. Sistema
(Kg MS/4rb) poda {afios) (m)
Fuent.e {meses) '
Russo 6.46 12 8 joys 6xr6 sombra
{1882) de cafeé
Espinoza (.83 3 3 P 1.25 cerca
(1985) 1.36 5 3 P 1.25 viva
Rodriguez
(1985) 1.85 4 2 o) 3x2 pastizal
.78 4 2 p 3xi pastizal
0.69 3 2 p 3xZ pastizal
0.50 3 2 ol 3x1 pastizal
Alvarez 2.24 6 1 D exd cultivo
(1987) 2.58 6 1 o) 6x3 callejones
2.07 6 1 D 6x2
1.78 6 1 D exl con maiz
Sanchez 0.13 3 0.66 o) 0.5x0.5 plantacidn
et al 0.13 4 0.66 b 0.5x0.5
{1989a) 0.15 6 0.66 D 0.5x0.5
Sanchez 0,84 3 8 b 1.0 cerca
et al 1.33 6 8 b 1.0 viva
{(1985h) 1.18 9 8 D 1.0
1.00 12 8 D 1,0
1.61 3 5 b 0.6
1.78 & 5 b 0.6
1.14 9 5 b 0.6
0.62 12 5 b 0.6
Russo, et al
{1989) 0.45 8 4 b 0.6 cerca
viva
Jiménez 2.70 6 4 o 6x4 cultivo
{(1390) 2.64 & 4 o) ox3 callejones
2.50 6 4 P 6x2
1.52 6 4 p exl con maiz
Nygren 1.01 6 1 8] 6x4 cultivo

(1990) callejones

nota:

1 = Material comestible

2 p = E poeppigiana b: E berterocana
D.s. = densidad de siembra (metrcos)

Fuente: PEREZ, 1950,



Ccuadro 2. Calidad de biomasa en algunas especies de
Erythrina spp.

Fuente Especiel Materia Proteina Digestibilidad
seca ~ cruda in vitro
~~~~~~~~~~~~~~ ($)——=—mmm—m—m
Mc Dowell b 24,90
(1974)
Roldan p 34.40
(1981)
Benavides p 23.40 27.80
(1983Db) b 27.80 24 .30
De Ledn b 23.10
{1984)
Espinoza P 30.47 20.35
(1984) P 19.60 22.40
P 24.40
Rodriguez p 25.87 26.49
(1985) ) 22.25 11.37
P 29.60 7.18
Pineda p 20.30 24.52 48,80
{1986)
Vargas C 22.10 21.60 51.20
(1987)
Tobén p 19.20 24.40 54.70
(1988)
Abarca P 22.70 29.30 52.29
(1989)
Russo b 26.20 26.30
et al (1989)
Sanchez b 29.20
(1989a) b 11.90
b 5.70
Alargbn D 20.40 26.40 55.60
(1990)

nota:
1l v». E bertercana «: E. cocheata p: E. poeppigiana
Fuente: PEREZ, 18%0
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ESPINOZA (1984), al podar arboles de una cerca viva
sembrados a 1.25 metros de distancia, observé valores
promedios de 0.96 y 1.18 kg de materia seca de biomasa
forrajera/érbol/poda para frecuencias de corte de 3 y 5
mneses, respectivamente. Resultados similares obtuvo
RODRIGUEZ (1985) en una evaluacidén de la produccidn de
irboles intercalados con pasto "king grass" (Pennisetum
purpureum x P.typhoides). Los me-jores resultados fueron
encontrados bajc una densidad de siembra de 3 x 2 m Yy una
frecuencia de corte de cuatro meses (1.5 kg de materia
seca/arbol/poda), sin observarse diferencias significativas
con respecto a otras combinaciones de densidad de siembra y

frecuencias de poda en este ensayo..

ESNAOLA vy BENAVIDES (1983), realizaron pruebas de
aceptabilidad del follaje del pord con cabras alimentadas
Gnicamente con ese material por 30 dias. El consumo fué de
1.17 kg de MS/animal/dia, lo que equivale a un 3.3% del peso
vive. No se observaron problemas asociados a toxicidad o

aceptabilidad.

£n la alimentacién animal se han obtenido Dbuenos
resultados al sustituir parte o la totalidad de la proteina
cruda (PC) de la dieta del animal por PC del follaje del

porod.

PINEDA (1986) evalud el follaje del poré en terneros de
lecheria de 48 kg de peso inicial sustituyendo la PC de la
harina de soya hasta en un 100%, sin diferencias
significativas en los tratamientos y con ganancias de peso
de hasta 400 g/dia. El analisis econdmico mostrd que era
recomendable la sustitucién del 65% de la proteina aportada

por la harina de soya por Ssu equivalente en follaje de poré.



GUTIERREZ y BENAVIDES (1286), evaluando el pord
suplementado con banano COmMO fuente energética en la
produccién de leche en cabras; observaron un efecto lineal
positivo del consumo de MS de pord sobre la produccibn y

calidad (grasa, proteina y sblidos totales) de la leche.

VARGAS (1987), al suplementar con forraje de pord
toretes que se manejaban en pastoreo, observé un crecimiento
significativo cuando el consumo de materia seca de este
material fué igual o superior al 0.30% del peso vivo. El
consumo de pord estuvo determinado por los niveles de
oferta, observindose ademds que la adicién de una fuente
energética como banano mejord significativamente la ganancia

de peso.

ALAGON (1990), empleando follaje de pord comparado con
tres fuentes nitrogenadas de diferente degradabilidad
ruminal come suplemento protéico para vacas lecheras
alimentadas con cafia de aziicar integral (Saccharum
officinarum), encontré que 1la produccién de leche para los
tratamientos con harina de pescado y soya fueron superiores
al follaje de pord y urea (11.0 y 10.5 cont a 9.6 Yy 9.3
kg/vaca/dia, respectivamente). LOS tratamientos afectaron el
contenido de proteina en la leche, siendo superior para la
harina de pescado y la soya, en tanto el pord fué superior

en grasa y so6lidos totales.




VASQUEZ (1991), probd el follaje de pordé con dos
fuentes nitrogenadas, harina de pescado Yy urea Como
suplemento en novillas de lecheria alimentadas con una dieta
basal de cafa de azucar integral y una suplementacién
energética de melaza y pulidura de arroz. Las ganancias de
pesoc exhibieron diferenclas significativas siendo de 0.763
kg/novilla/dia para el rratamiento con harina de pescado,
superior a la obtenida con urea (0.592 kg/vaquilla/dia),
pero similar al tratamiento con poréd {0.647

kg/vaquilla/dia) .

CAMERO (1991), compard al pord vy al madero negro
(Gliricidia sepium) como suplemento protéico en lugar de la
urea, en la producciéon y composicién de la leche de vacas
consumiendo heno de Jaragua (Hiparrhenia rufa) de baja
calidad. Se encontr6 que la produccién de leche fue
estadisticamente igual para los forrajes de pord y madero
negro (7.3 y 7.4 kg/vaca/dia). No se encontraron diferencias
para la composicién de la leche para ninguno de los

tratamientos.

2.2. Alcaloides

2.2.1. DbDefinicién y clasificacién

Los alcaloides constituyen un grupo mudy heterogéneo de
bases nitrogenadas, c¢on acclén fisioldgica mas © menos
intensa sobre los animales. Se han encontrade unos 50

alcaloides en oOrganos animales, doce de éstos no son de
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origen vegetal y por definicidn se acostumbra excluirlos del

grupo.

Los alcaloides aparecen en diversas familias de
plantas, hongos, algas vy otros vegetales inferiores
(DOMINGUEZ, 1973). La mayoria de los alcaloides presentes en
los vegetales se encuentran como sales de Acidos orgdnicos,
aungque en algunos casos puede haber un Acido especial
asociado a ellos; en éstos casos pueden estar ligados en

forma de glicdsidos de la ramnosa, galactosa y glucosa.

Aungque con frecuencia los alcaloides son agrupados de
acuerdo a su procedencia boténica, es mas raclonal
clasificarlos de acuerdo con alguno de los 254 tipos

estructurales en que hasta el momento se legs ha dividido.

Se ha tratado de conocer la funcidén de los alcaloides
en las plantas, v se les ha considerado como productos
terminales del metabolismoe del nitrdégeno. También, se les ha
ascciado con la proteccidn del vegetal ante los actos
predatorios de insectos y animales herbivoros, aungue
existen alcaloides que son téxicos tanto para el hombre como
para los animales superiores, pero no para los insectos. Se
han aportado datos que sugieren gue algunos alcaloides
intervienen en el c¢recimiento vegetal, vya sea por su
capacidad de formar gquelatos o por intervenir en fendmenos

de oéxido-reduccidn.
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En lo gue concilerne a su distribucién en la planta, los
alcaloides pueden estar presentes en ciertos o4rganos o en
ciertas partes de la planta; pero en algunas especies se
encuentran distribuidas en toda 1a planta. Hay también
especies en las cuales so6lo aparecen en alguna etapa
fenolébgica de la planta, © éen determinadas condiciones

ecoldgicas.
2.2.2 Alcaloides en Erythrina spp.

Una relacién boténica cercana ¥ paralela entre todos los
miembros del género Erythrina es la presencia de alcaloides
"isoquinoli-espirociclicos”, 1o0S cuales son encontrados en

rodas las partes de la planta.

Existen tres tipos de alcaloides en las especies de
Erythrina: "dienotfilos, alquentdfilos vy lacténicos” (Figuras
1,2 v 3 respectivamente). LOS dienéfilos se caracterizan por
tener un sistema dieno conjugado con el anilleo A vy B, los
alguendfilos tienen un doble enlace 1-6 en el anillo A Y los
lacténicos como la a ¥ B-Erytroidina tienen un anillc

lacténico en lugar de un anillo pencénico. (Figura 3).

Desde hace mas de 50 afos se tiene conocimiento de la
actividad "curareiforme” de estos dalcaloides, la cual esta
asociada con la configuracion de espirocamina (FOLKERS and
SHAREL, 1941). En contraste con los alcaloides del curare;
los «cuales son sales cuaternarias, los alcalcides de

Erythrina spp son todos aminas terciarias. Entre 108
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principales tipos de actividades farmacoldglcas se pueden
citar el sedativo, hipotensive, depresivo, laxativo y

diurétice (JACKSON, 1985).

Para la identificacién de los alcaloides es importante
clasificarlos en: alcaloides ™Mlibres" llamados con el
prefijo "eritr-"; alcaloides "oombinados® los cuales son
ésteres del acido sulfoacético, y en su denominacidn se
utiliza la raiz "erisotio-" y alcaloides liberados, que son
producidos de la hidrélisis de los alcaloides combinados y

cuyos nombres empiezan con "eriso~".

Parte de la distribucién de los alcaloides presentes en
el género Erythrina se muestran en los Cuadros 3 y 4. Las
cantidades de alcaloides "liberados" obtenidos de semillas
son predominantes sobre los otras tipos y excede grandemente

a la fraccién de alcaloides "libres" (MARION, 1952).

2.2.3 Biosintesis

Se ha especulado muche sobre la posible ruta
biosintética que conlleva a la formacién de los alcaloides
de Erythrina spp (Figura 4). Segun BARTON, et al (1974,
dos moles de Tirosina se condensan para formar la "Base de
shiffs”, la cual por medio de un acoplamiento oxidative
fenblico para-para, y de la apertura del anillo, forma
imina, la cual sufre reduccidn Y se convierte en

dibenzazonina, (BARTON, et al., 1974).
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Ry
Alcaloide Rl R2 R3 R4
a) Eritramina Me Me B H
b) Eritratidina Me Me OH 31
c) Erisotina H Me OH H
d) Erisosalvina ME H OH H
e) Erisopitina H H OH H
f) Britratinona ~Me— = H
g) Erisotinona H Me = H
n) Erisoflorinona H H o H

nota:

H = Hidrégeno (Me) = CHz- (OH) = Hidréxilo
{=0) = Carbonile
Fuente: HARGREAVES and JOHNSON, 1974.

Figura 1. Estructura quimica ¥y alguncs ejemplos de los
alcaloides tipo alquendfilo presentes en el género
Erythrina.
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Alcaloide Ell Eiz E{3 I{4
a) Erisodina H Me Me H
b)Y Erisovina Me H Me H
c) Erisopina H H Me H
d) Eritralina -Me-— Me B
e) Eritravina Me Me B H
f} Erisotrina Me Me Me H
g) Erisonina H Me H H
h) Erisolina Me H H H
i) Eritrinina -Me- Me OH

nota:

H = Hidrégeno (Me) = CHz- {OB) = Hidroxilo
(=0) = Carbonilo
Fuente: HARGREAVES and JOHNSON, 1974.

Figura 2. Estructura gquimica y algunos ejemplos de 1los
alcaloides tipo dienofilo presentes en el género
Erythrina.
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B-Eritroidina o ~-Eritroidina

Figura 3. Estrutura quimica de dos tipos de alcaloides
lacténicos presentes el el género Erythrina.

Un subsecuente atague largo del par de electrones del
nitrbogenc sobre el doble enlace conijugado de la diquinona,
produce la erysodienona. Esta €S convertida a erysoenona
para gue, PpoOr reduccibén, se convierta en erysotrina. Por
pérdida de agua este alcaloide es convertido en erysocdina

(dieno) .

Los alcaloides lacténicos presentes en el género
Erythrina como o Yy g-Eritroidina son formados & partir de 1ia
erysopina, ya sea por un rompimiento intradicl o© por uno
extradiol. La forma del rompimiento no es clara, sin embargo
en cualquier caso la ciclacién origina e-Eritroidina y por

isomerizacién la g-Eritroidina (DAYNE, 1983).
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Figura 4. Esquema resumido de la ruta piosintéticg_de los
alcaloides presentes en el género Erythrina.
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Cuadro 3. Alcaloides en semillas de especies americanas
del género Erythrina, estudiadas en el laboratorio
Roger Adams.

a a
n n
a a o © a a
n n an n nn

a a a i i ni 1 ii
n naana aa da v oV 1 dd
i innin on inlnl o ii
r 1iiv i ii tiaial 0 0
t advap nl at s ts t r T
o roor o 0O ro o 0o 0 tt
s tsst s 58 ts 8 88 8 t t
i iiiidi 1iid ii i idi i ii
r rrrrxr rr rr r rr E B
E EEEEE EE E BT EE E !

Especie dienéfilos alquenédfilos lactédn.

fusca + + + + +

pceppi + + + + + + o+

macrop + + 4+ +

guatem + 4+ 4+ + o+ o+ +

berter + o+ o+ o+ + o+

salvii + + + + o4+ + + + F + +

anota:

lactén. = lacténicos

poeppi. = poeppigiana

macrop. = macrophylla

guatem. = guatemalensis

barter. = herteroana

salvii. = salviiflora

Fuente: ARDULLAH and BARAKAT, 1979.
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Cuadro 4. Ocurrencia de alcaloides en hojas de cuatro
especies de Erythrina spp, estudiadas en Cardiff.

a a
n n
a a o 0 a a
n n an n n n
a a a i i ni i ii
n naana aa da v ov 1 d d
i innin on inlnl o i i
r liiwv i 1i +ia ial oo
t adwvap nl at s ts £ rr
0O roor o OO0 ro o og¢ o t ot
s tsst s s8 ts 5 88 S t t
i ii4iid 1iid LI T T T A ii
r rrrr r rr rr r rr ¥ EE
E EEEEE ER EE E EE E TR
Especie dienéfilos alquenétfilos lactén.
poeppigiana + +
"libres™® + + + +
"liberados™ + + + o+
macrophylla +
"libres" + +
.+.
berteroana +
"l1ibres” + +
+
salviiflora + o+
"libres" + 4+
+ +

Fuente: JACKSON, et al, 1982.
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Cuadro 4. Ocurrencia de alcaloides en hojas de cuatro
especies de Erythrina spp, estudiadas en Cardiff.

a a
nn
a a 0 0 a a
n nanmn non
a a a i ini i ii
n naana aa da v ov « d d
i innin nn inlnl o ii
r lidiwv i i1 tiaial 0 0
t advap nl at s ts f rr
0O roor o oo ro o 00 0 Lt
8 tsst s s 8 ts 58 88 8 £t
i 1iii i id idi i ii i ii
r¥r rrrr r rr rr r rr r- E E
E EEEEE EE EE E BE E TR
Especie dientfilos alquenéfilos lactén.
poeppigiana + +
"libreg" + + + +
"liberados® + + + +
macrophylla +
"libres" + +
.{_
berteroana +
"libreg" + 4+
+
salviiflora o+
"libreg® + o+
+ +

Fuente: JACKSON, ot al, laa2,
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2.2.4. Cuantificacién

El contenido de alcaloides en el género Erythrina spp
varia dependiendo de la parte-de la planta entre (0.5-1.0)%
en base seca, pero en algunas especies es mucho menor del
0.1%. Para la cuantificacidén es necesario extraer entre 5 a
10 g de semillas con metanol, lo cual permite la separacidn
de los alcaloides "libres" o fraccién de alcaloides
glucosidicos. Luego, con la hidrdlisis dcida en caliente, se
obtiene los alcaloides "liberados®". En trabajos mas
recientes, las semillas soh desengrasadas con hexano antes
de proceder a extraer los alcaloides; sin embargo, algunos

de- éstos pueden ser extraidos con este disolvente.

Los extractos crudos (fraccidén en hexano, "libre" v
*liberados") con N-O-bistrimetilsilacetamida son calentados
para derivar los grupos hidroxilos libres, luego los
alcaloides son separados, identificados y cuantificados por
cromatografia de gases, empleando un detector de masas y una
columna empacada con OV-17 (ABDULLAH and BARARAT, 1979;

JACKSON and CHAWLA, 1982; CHAWLA,et al, 1985; PAYNE, 1991).

En el Cuadro 5 se puede apreciar algunas propiedades

fisicas de los alcaloides presentes en el género Erythrina.
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2.2.5. Consideraciones farmacolégicas

Los extractos de semillas de plantas de especies del
género Erythrina, han sido conocidos desde los afios cuarenta
por evidenciar una accidén paralizante sobre 1los animales.
Estos alcaloides actian bloqueande la transmisidédn de
impulsos nervioseos al miasculeo, impidiendo su movimiento y
proveocando paro respiratoric, seguido de la muerte del

animal (CRAIG, 1955).

Cuadro 5. Algunas de las propledades fisicas més importantes
de alcaloides presentes en el género Erythrina.

‘Alcaloide PE£.(°C) aD Maximo (s) (nm) ¥
B-Eritroidina 99.5-100 88.8 238
a-Eritroidina 99.5-100 224
Erisodina 204-205 248.0 285; 235
Erisosovina 178-179.5 252.0 285; 239
Erisopina 241-2472 265.2 292; 240
Eritralina 106-107 211.8 292; 238

nota:

Pf.= Punte de fusién.

* = Longitud de onda.

Fuente: BOEXELHEIDE, 1950.

Por ejemplo, los extractos alcohdélicos de E. americana
presentan un efecto en el sistema nervicso periférico y son

efectivos para reducir convulsicnes en algunos animales. A
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este respecto, los alcaloides mas importantes han sido la -
eritroidina vy el dihidro-fi-eritroidina, los cuales se han

estudiado intensamente.

Los alcaloides presentegs en especies de este género son
las tnicas bases terciarias con una actividad farmacolégica
relativamente alta, siendo la dihidro-f2-Eritroidina, cinco
veces mas efectiva que la 8&-Eritroidina como se puede

ohservar en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Efecto farmacoldgico de algunos alcaloides presen-
tes en hojas y semilias de especies del género

Erythrina.
Ratdn Rata Otros
Alcaloide For Dos For Dog For Dog
{mg/Kyg} (mg/kg) {mg/Kg)
B-Eritroidina
HCL SCHO 45 HQ1 8C50 1260 HOL EVEQ 8.6
HCI SC100 50 EC1 0450 510 {coneio)
HCL 0850 120 BC1 0850 510 HCL TV50 8.8
HCL 08100 140 {perra)
bibkidre HCL sSC50 .3
EC1 0S50 7.5
Tatrahidro HBr SC50 8.5
Eritralina HBr SC50 72.0
Erisodina HC1 SC50 100.0
HC1 0850 155.0
nota:
For = férmula bog = donis
8¢ = Subcutdneo 08 = Oral

IV = Intravenoso
Fuente: CRAIG, 1855.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Desarrollo nmetodolégico

La metodologia de extracéién de alcaloldes desarrollada
por ROTTINGHAUS, et al, (1991) sirvidé de base para iniciar
el estudio planteado en este trabajo. Se midieron wvariables
como el tiempo de calentamiento en baflo maria a 50 °C, el
namero de extracciones con cloroforme . alcalino, ia
concentracién de hidréxido de sodio y el tiempo de agitacién
de la muestra. Todas las pruebas fueron relizadas en el
Laboratorioc de Nutricién Animal del Centro Agrondmico
Tropical de Investigacidn y Ensefanza {CATIE}), con material
del clén 2652 que pertenece a la especie Erythrina
berteroana, la cual se recolecté a una edad de rebrote de
nueve meses. La muestra fue secada al horno a 60 °C por 48
horas y molida a 1 mm, la eleccién de este clon se baso en
el alto contenido del alcaloide B-Eritroidina reportado por

PAYNE (19%91).
3.1.1. Extraccién

Las pruebas consistieron en pesar 0.25 g de nuestra y
realizar extracciones con clorcformo con y sin hidréxido de
sodio al 0.1%, homogenizando el tejido vegetal muestra a
muestra f{(homogenizador eléctrico) por 5 vy 10. minutos vy
calentando en bafio maria por 30 minutos a 50 °C. Con los
resultados de estas pruebas se procedidé a la elaboracidn de

una cinética de extraccién de 0 a 5 horas, empleando la
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misma cantidad de muestra, 15 ml de cleoroforme y 0.75 ml de
hidréxido de sodie al 0.1% ({(0.75ml}. Para establecer la
concentracién éptima de NaOH en el proceso de hidrdlisis-

extraccion, se probaron concentraciones de 0 hasta 1.0%.
3.1.2., Purificacibn

En esta etapa se eliminaron todos los contaminantes del
extracto anterior con el f£in de poder cuantificar féacilmente
los alcalcides. Se probdé una columna desechable rellena de
silica gel, ésta fue preparada empleando cartuchos de
ijeringas a las cuales se.les ingertdé un disco o filtro de
papel de 0.5 pulgadas de didmetro en la parte inferior vy
sﬁperior de 1.6g de silica gel gque forman la columna. Se
puede adicionar 0.5g de sulfato de sodio anhidro (Naj50,),
el cual puede mejorar la eficiencia de 1 misma. Es
importante compactar la columna hasta un volumen de 3

ml (Figura 5.).

Esta columna retuve cuantitativamente Jlos alcaloides, se
eliminaron los contaminantes empleando mezclas de
disolventes organicos y finalmente los alcaloides fueron
eluidos en forma pura. Para verificar la composicién de cada
unc de los lavados de la columna se empled la ayuda de la
técnica de cromatografia de capa fina y cromatografia

liguida de alta presidn (HPLC) .
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3.1.3. Analisis

Para el andlisis se empled la técnica de espectroscopia
ultravioleta {UV), sin embargo, para comprobar la eficiencia
de la columna, fue de gran avuda el uso de la técnica de
cromatografia liguida de alta presidén (HPLC). Para el
andlisis fue necesario correr un espectro ultravioleta (UV)
desde 200 hasta 400 nm de longitud de onda de los alicaloides
totales puros en diferentes disolventes con el propésito de
elegir los méximos de absorbancia y determinar la longitud
de onda a la cual se haria el andlisis. Los resultados de
esta determinacidén fueron reportados como absorbancia por

gramo de muestra seca (A/g MS).

5 —
4 ~Filtro bioldgico
Na5S50, Anhidro-[:
{1g) 3 - Filtro bioldégico
2 -
- 1.6g de silica gel
1 Jo—
0 4 ~Filtro bioldgico
(ml) | |

Figura 5. Esquema de la columna desechable de 5 ml empleada
en la purificacién de los alcaloides.
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3.2. Evaluaciétn de la precisién y diferencias del
método segin el tratamiento de muestra empleado

3.2.1. Seleccién del material experimental

El material de Erythrina a utilizar para evaluar la
precisién, proviene del archivo clonal del CATIE,
establecido por el Proyecto Arboles Fijadores de Nitrdgeno
en 1987. Bl sitio se localiza a 602 m.s.n.m., y presenta una
temperatura promedio anual de 21.5 °C y una precipitacién
media anual de 2634 mn, con una humedad relativa del B87%.
Seis clones del género Erythrina fueron selecclonados segun

su contenido de B-Eritroidina (Cuadro 7).

Cuadro 7. Especies y clones de Erythrina a utilizar en los
ensayos de desarrollo metodolégico.

# clon especie | 8-Eritroidina Procedencia

(BLSF) { g/g M38")

2652 berterocana 3548 Naranjo, Osa.

2689 bertercana 1456 S.Maria de Dota
2667 berteroana 1039 La Suiza, Turrialba
2708 poeppigiana 969 Naranijo, Alajuela
2674 berteroana 266 Sarapiqui, Heredia
2750 costaricensis 8 Paso Canoas

nota:

* <
= Materia seca.

BLSF = Baneo Latincamericano de Semillas Forestales, CATIE.
Fuente: PAYNE, 1991.
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El estudio de precisién y el efecto de los tratamientos
de secado sobre la cantidad de alcaloides cuantificados se
realizé en tres etapas:  preparacién de la muestra,

extraccioén, purificacién y cuantificacidén de los alcaloides.
3.2.2. Preparacién de la muestra

En esta primer etapa las muestras colectadas (hojas)
fueron picadas en trozos de aproximadamente una pulgada y
rrasladadas al laboratorio en hieleras para conservar su
estado fresce natural vy evitar posibles pérdidas de
metabolitos volatiles. Posteriormente, cada muestra fue
dividida en tres submuestfas de aproximadamente 250 g, las
cuales fueron sometidas a las diferentes formas de secado ©

tratamientos preliminares al proceso de extraccion:
3.2.2.a. Secado al horno

Las submuestra fueron colocadas en bolsas de papel
perforadas y secadas en una estufa de circulaclién de aire
forzado a una temperatura de 60 °C hasta alcanzar peso

constante (aproximadamente 48 horas).
3.2.2.b. Secado por liofilizacidn

Las submuestras fueron secadas por sublimacién de la
humedad a muy baja temperatura y vacio hasta peso constante

(aproximadamente 48 horas),
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En ambos casos, la submuestra seca fue mollda a 1 mm en

un molino Willey, previo al proceso de extraccién.
3.2.2.c. Muestra fresca

L.as submuestras (250g) fueron congeladas con nitrégeno
ligquido e inmediatamente molidas en un molino Willey. en
presencia de N, 1liquido para -que las muestras no se
descongelaran. luego, la muestra se almacend en bolsas
plasticas selladas y fueron mantenidas en congelacidén a 20

°C, hasta la extraccidn.

3.2.3. Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se llevé acabo bajo un  disefio
completamente al azar aplicado independientemente a cada
tratamiento y luego se evalud la confiabilidad de los mismos
mediante el calculo del coaeficiente de correlacidn

intraclase (SNEDECOR y COCHRAN, 1981).

Para el analisis estadistico se utilizd el siguiente

modelo:
Yij = + Bi +1iJ
donde:
Yij = Concentracién de alcaloides totales para el i-

ésimo clon y empleando el tratamiento de la
muestra t.

of = media general.
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§i = efecto debido al i-é&simo clon.

€ij = error.

El esquema de ANDEVA utilizado fue el siguiente:

Fuente de variacidn Gl CM
Entre clones 5 Se2
dentro de clones 42 Sdz
(error)
Total ‘ 47

El cialculo del coeficiente de correlacidn intra clase
(ri) (SNEDECOR y COCHRAN, 1981) se realizd de la siguiente

forma:

se? - sd?

se? + (n-1)sa?

donde:
n = NiGmero de repeticiones dentro de &rboles.

Se? = vVarianza debida a clones.

Ssd? = varianza debida a repeticiones.

Se establecidé en ocho el nGmero de repeticiones dentro
de los &rboles (n) ya que a partir de este nimero no se

observa ganancias apreciables en precisidn, cualquiera que
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este calculo por tratamiento, se elige como el método méas
confiable al gque presente el mayor wvalor para este

coeficiente.

Para verificar si hubo diferencia entre los métodos de
preparacién de muestras, se utilizd un disefo de bloques al
azar en donde 1los individuos fueron los bloques y los

tratamientos, los diferentes métodos de secado.

Para el analisis estadistico se utilizd el siguiente

modelo:
Yljk’ = ol + Zai + B 3 + (LB)lj + a"ijk
donde:
Yijk = Concentracién de alcaloides totales para el i-ésimo
clon yv el j-ésimo tratamiento.
“ = media general.
%; = efecto debido al i-ésimo clon.
Bj = efecto debido al j-ésimo tratamiento.
(Lﬁ)ij = error experimental.

*ijk = error muestral.




El esquema de ANDEVA utilizado fue el siguiente:

Fuente de variacion Gl
Bloques (individuos) 5
Tratamientos (secados) 2
Blogues X tratamiento (E.Exp.) 10
Error muestreal 126

Total 143
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Extraccibédn

Los resultados obtenidos en las pruebas de extraccidn
(Cuadrc 8) muestran que es necesario realizar una buena
homogenizacién del tejido o un calentamiento en bafio maria
para mejorar la extraccldén de los alcaloides. Se puede
cbservar en el Cuadro 8 gque no hay una diferencia entre
homogenizar el tejido o realizar un calentamientc suave por
treinta minutos. Se decidid continuar las pruebas empleando
el calentamiento ya que eh este caso se puede trabajar con
grupos de muestras y no con muestras individuales como

sucede con el homogenizador de tedjido.

En la Figura 6 se puede observar que para el clon 2652
(berterocana), la cantidad de alcaloides extraidcs al emplear
hidréoxido de sodio es mas del doble de la cantidad extraida
al no utilizar la base, lo cual indica que la cantidad de
alcaloides ligados es superior a la de los libres, esto
también ha sido observado por otros investigadores (CHAWLA,

et al, 1985; JACKSON and CHAWLA, 1982; PAYNE, 1991).

En las Figuras 6 y 7 se aprecia la cantidad de
alcaloides extraidos al variar la concentracién de hidréxido
de sodio y el tiempc de calentamiento. Con la concentracién
de 0.1% de NaOH se obtuvo la maxima extraccién de alcaloides
totales, concentraciones superiores a éste no resultaran en

incrementos en el nivel de extracciédn.
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Cuadro 8. Influencia de des métodos de extraccidn e
hidrb6lisis sobre muestras foliares de Erythrina
berteroana en la cantidad de alcaloides extraidos.

Tratamiento ‘ (p/g MS)
Normal 6.73 0.25
Homogenizado (5 minutos) 7.60 0.15
Homogenizado (10 minutos) 7.55 0.13
Calentamiento (30' a 50 °C) 7.52 0.20

En el tejido vegetal los alcaloides se encuentran en
dos formas, libres y formando ésteres o glucésides, por lo
que es necesaria la liberacién de estos compuestos para
poder hacer una mediciénrtotal de ellos. El hidréxido de
sbdio y el calentamiento se encargan de realizar el proceso

de hidrélisis.

En cuanto al tiempo de calentamiento, en la Figura 7 se
puede ver que hasta después de una hora, se logra
estabilizar la cantidad de alcaloides extraides, por lo que
se recomienda al menos una hora de calentamiento para lograr

el mayor porcentaje de extraccidn.

En lo referente al numero de extracciones de la muestra
las pruebas revelaron que con una extraccidn, se obtenia el

90% del rendimiento méximo (Figura 8).
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Alcaloldes (A/g MS)
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Figura 6. Efecto de la concentracidn de hidroxideo de sodio
sobre la cantidad de alcaloides extraidos.
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4.2 Purificacidn

Con el fin de eliminar la humedad que pudiese reducir
la eficiencia de separacién de la columna, despuées de la
extraccién-hidrélisis de los alcaloides, la mezcla fué
filtrada en papel de separacidn de fase (este tipo de papel
sb6lo permite el paso de disolventes organicos).
Seguidamente, fué necesario adicionar un volumen equivalente
de hexano (baja la polaridad de la mezcla) fué necesario
adicionar ya que de lo centrario, al pasar el filtrado a
través de la columna, parte de los alcaloides pasarian
tqmbién con el disoclvente. Una vez los alcaloides fueron
atrapados en la columna, algunos pigmentos no polares fueron
eliminados empleando 5 ml de éter etilico, y otros mas
polares con 5ml de una mezcla éter etilico:acetona (75:23).
Finalmente, los alcaloides practicamente puros Ifueron

eluidos con 10 ml de una mezcla de acetona:metancl (85:5).

Para comprobar la pureza de cada una dé los extractos,
se corrieron cromatogramas en capa fina empleando placas de
silica gel vy cloroformo:metanol (95:5) comc medio de
arrastre y cromatografia en un cromatégrafo liquido de alta
presién {(HPLC) empleando una columna de silica gel, {(Figura
9). El rendimiento de la columna desechable en cuanto al
porcentaje de recuperaciéon fue del 85% y se pudo ilustrar

empleando como en el caso anterior la técnica de HPLC.
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4.3 Analisis

La eleccidén de la longitud de onda (245 nm) en 1la
cuantificacidn de alcaloides por el método de
espectroscopia ultravioleta (UV) v cromatografia HPLC,
fueron determinadas corriendo un espectro UV de 200 a 300 nm
de los alcaloides totales puros en diferentes disolventes.
Los maximos de absorbancia en cloroformo v una mezcla de
diclorometano:etanol (70:30) corresponden a 245 vy 236 nm
respectivamente, estas a su vez, son las empleadas en el

método UV y el HPLC (Figura 10).

4.4 Metodologia propuesta para la cuantificacidén de
alcaloides totales presentes en hojas Jde pord
(Erythrina spp)

Con base en los resultades obtenidos, se 1llegd a
establecer una metodologia de extraccidn (hidrdlisis) vy
cuantificacidén de alcaloides totales en hojas de pord que a
continuacidn se detalla:

4.4.1 Equipo, cristaleria y reactivos empleados
A. Extraccion
Equipo

~-Balanza analitica

-Bafio maria

~Dispensadores de 15 v 0.75 ml

-Soporte para filtracidn
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Cristaleria
—Tubos de centrifuga de 50 ml con tapa
-Embudos de espiga corta
-Viales de 40 ml
Reactivos
~Cloroformo
—4idréxido de sodio al 0.1% (p/v)
Otros

-Papel de separacién de fases

B. Purificacién
Equipo
-Sistema de filtracidn
-Bomba de vacilo
~-Bafio maria o bafio seco a 50" C
-Evaporador de aire
Cristaleria
~Tubos de ensayo
-Cartuchos de jeringas desechables de 5 ml
~Pipetas Pasteur
~Pipetas de 5 ml
Reactivoes
-Hexrano
~-Eter etilico
~-Eter etilico/acetona (75:25)

~-Acetona/metanol (95:5)

39



Otros

40

-Filtros de 0.5 pulg.diém. (5&S)
~Gomas de hule

-Silica gel (Sigma, S~-9258)

C. An&lisis

Equipo

—Espectrofotbémetro UV con graficador La longitud de
onda empleada se determiné realizando un espectro UV de
los alcaloides totales en diferentes disolventes de 200

a 300 nm.

~Cromatégrafo liquido de alta presidén (HPLC) con
programador de gradiente e integrador y un detector de

longitud de onda wvariable UV/Vis.

~Columna de 250 x 4.6 mm I.D., rellena de silica gel,
con particulas de 5 mm de didmetro y su correspondiente

precolumna.

Cristaleria

~Pipeta de 10 ml

Reactivos

~Diclorometano grado HPLC

-Etanol grado HPLC
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A.4.2. Metodologia de extracecién y analisis de
alecaloides totales en hojas de pord
(Exythrina spp)

4.4.2.1 Procedimiento de extraccidn

a2 muestra de 0.25 g de hoja seca (al hornoc o
iiofilizada), o 1.25 g de nmuestra fresca, molidas a 1lmm, es
colocada en tubos de centrifuga de 50 ml con tapa. Se le
adiciona 15 ml de cloroformo y 0.75 de nidréxido de sodio al
0.1% y se calienta por 30 minutos en bafio maria a 50 "C. Una
vez transcurrido el tiempo, la mezcla es filtrada a través

de papel de separacién de fase.

El filtrado fue recogido en un vial de 40 ml y se
adicionaron 15 ml de hexano. Luego de mezclados, son pasados

a través de una columna de silica agel.
4.4.2.2. Procedimiento de purificacién

1a columna es colocada en un sistema de filtraciébn al vacio
en serie y con la ayuda de una pipeta Pasteur se pasa la
mezcla de cloroformo-hexano a través de 1la columna. E1
filtrado se desecha ya que los alcaloides permanecen en la
columna junto con algunos pigmentos. Después de pasar toda
1a muestra a través de la columna, se realizan tres lavados;
el primero, efectuado con 5 ml de éter etilico, se descarta;
el sequndo lavado, con 5 ml de éter etilico-acetona (75:25)
se descarta también, y finalmente la columna es lavada con

10 ml de acetona-metancl (95:5). En este ultimo lavado, los
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alcaloides son eluideos fuera de la columna para luego ser

evaporados hasta sequedad en bafio maria a 50 °C.

4.4.2.3 Procedimiento de analisis
4.4.2.3.1 Analisis por espectroscopia
ultravioleta (UV)

La muestra evaporada en el paso anterior fué luego
disuelta en cloroformo (10 ml) y se hizo la lectura a 254
nm. los resultados del analisis fueron reportados en
unidades de absorbancia por gramo de muestra seca (A/g MS).

4.4.2.3.2 Bnalisis por cromatografia liquida
de alta presidn (HPLC)

Para los analisis de cromatografia liquida de alta
presién la muestra purificada y seca fue disuelta en 2 ml de
una mezcla de diclorometano-etanol. De estos se tomaron 30

1 para ser lnyectados al cromatégrafo con una jeringa de
100 &ul, a través de un "loop" de 20 al. La separacibn se
lleva a cabo por medio de una elucién a un flujo constante
de 1.5 ml/minuto de una mezcla de disolventes compuesta por
diclorometano-etancl (70:30). La longitud de onda utilizada
por el detector para la identificacién y andlisis de estos
compuestos fué de 236 nm. Para el analisis empleando esta
técnica, es necesario usar patrones de cada uno de los

alcaloides que se desea cuantificar.
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0.25g hoja seca

muestra

1.25g hoja fresca

15 ml CHCLs; + 0.75 ml

hidrdlisis y extraccidn de NaOH (0.1% p/v) ¥y
calentar a 50° C por
30 minutos

papel separador de fases

adicionar 15 ml de hexano

purificacidn de columna de silica gel
los alcaloides (1.6g de silica)

lavados de la columna

1 ~ 5ml &ter etilico 1 se descarta

2 - 5ml éter:acetona (75:25) |~ se descarta

3 - 10ml acetona:MeOH (95:5) —se recoje

evaporacidén a sequedad

adicién de 10ml de CHCl5
cuantificacidn leer en espectrofotdmetro
UV a 245 nm.

Figura 11. Diagrama de flujo para el procedimiento propuesto
para el andlisis de alcaloides totales en pord
(Erythrina spp).
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4.5 Efecto del tratamiento de las muestras previo a

las determinaciones del laboratorio

En el Cuadro 9 y Figura 12 se puede apreciar 1la
variacién en el contenido de alcaloides totales entre los
clones seleccionados para la evaluacidn del método
desarrollado en el presente estudio, asi como el efecto del
tratamiento de la muestra luego de su recoleccién en el
campo. Se puede notar que los valores mas altos corresponden
al clon 2652 el cual fue identificado comc E. bertercana y
el wvalor mas bajo corresponde al clon 2650, el cual se
identificd como E. costaricensis. Por otro lado, se observd
que los clones de més alto contenido de alcaloides totales
se. presentan consistentemente para las muestras

liofilizadas. (Cuadro 10)

Para el contenido de alcaloides totales, se detectaron
diferencias altamente significativas en el efecto de los
individuos (p <0.0001), de 1los tratamientos (p <0.002) vy
para la interaccién individuo x tratamiento (p <0.0001)

{Cuadro 11}.

Dependiendo del proceso de secado de la muestra, se
notaron grandes diferencias cuantitativas mas que
cualitativas en cuanto a la presencia de estos metabolitos
secundarios como se puede apreciar en la Figura 13. En el
caso de secado al horno en donde los resultados son baijos,
se atribuyen a pérdidas por volatilizacién, reacciones

enzimaticas catalizadas por la temperatura del horno,
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procesos de oxidacion de los alcaloides fenblicos a gquinonas
y finalmente a polimerizacidn irreversible con otros

componentes de la planta.

Cuadro 9. Concentracién {A/g MS) de alcaloides totales
presentes en las hojas de seis individuos del
género Erythrina.

Individuo Especie Tratamiento Alcaloides”

2652 berterocana Horno 4,071
Liofilizado 7.078

Fresco 3.593

2674 berteroana Horno 1.551
Liofilizado 3.499%

Fresco _ 1.780

2667 berteroana Horno 1.865
Liofilizado 3.214

Fresco 1.833

2708 poeppigiana Horno 1.571
Liofilizado 2.366

Fresco 1.414

2689 berteroana Horno 1.680
Liofilizado 2.067

Fresco 1.336

2750 costarricensis Hoxrno 1.089
Liofilizado 1.784

Fresco 0.843

nota:

* = promedic de ocho repeticiones
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Alcaloldes (A/g MS)
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Liofilizado 7,08 2,37 3,21 237 207 178
Fresco 3,58 1.41 1,83 1,6% 1,34 0,84
Clones y tratamientos
Figura 12. Concentracién de alcaloides totales en seis clones del géne~

ro Erythrina spp. a diferentes tratamientos de secado de
la muestra.
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En el caso de la muestra fresca, los bajos resultados se
pueden atribuir al método de extraccién, ya gque éste se
realiza con un disolvente organico insoluble en agua, y la
muestra fresca contiene alrededor del 80 % de humedad, por
lo que es posible que no haya un Dbuen contacto entre el
disolvente vy el soluto (alcaloides totales) que se desea

extraer.

Cuadro 10. Prueba de rango miltiple de Duncan para la
variable contenido de alcaloides totales en pord
(Erythrina spp) .

Tratamiento Promedio Agrupamiento
Duncan
Liofilizado 3.34 A
Horno 1.97 B
Fresco 1.80 B

Cuadro 11. RAnalisis de varianza de los se€ls clones de pord
(Erythrina spp) utilizados en la cuantificacién
de alcaloides totales.

F.de V. Gl CM F Pr> F
Individuc 5 41.11 887 0.0001
Tratamiento 2 33.95 12 0.0020
Indiv x Trat 10 2.74 58 0.0001
Error muestral 126 0.05

Total 143 C.V.

il
il

A
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En el Cuadro 12 se muestran los coeficientes de
correlacién intraclase (ri) segin el tratamieénto de secado
aplicado. Estos valores dan una idea de cuan repetibles son
los resultados obtenidos empleando el método propuesto, el
maximo valor esperadoc es de 1.0, el cual representa la

maxima precisién posible para el analisis.

El tratamiento de secado al horno corresponde al valor
mas alto, seguido del liofilizado 'y por altimo el
tratamiento en fresco. Lo mismo sucede con el coeficliente de
variacién {(C.V.). Entre los dos primeros métodos no hay
diferencia en cuanto a precisién, pero si para el ultimo
tratamiento y esto es atribuible a que la muestra fresca es
dificil de manejar por la alta variacién en el contenido de
humedad de una repeticién a otra y a la imposibilidad de
analizar todas las mnuestras al misme tiempo. Hay dque
recordar gque estas muestras permanecieron congeladas hasta
el dia del analisis, y gue la muestra a analizar (1.25 g
fué tomada y pesada a témperatura ambiente y dque las
condiciones ambientales de un dia a otro nunca fueron las
mismas. En el caso del método de liofilizacién, a pesar de
ser muy parecido en precisidn al secado en el horno, las
diferencias en el coeficiente de correlacién y de variacidn
se atribuyen a valores muy altos de absorbancia ya que la
ley que relaciona la absorbancia con la concentracién (Ley

de Beer Lamber) es mas precisa cuando se hacen lecturas
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entre el intervalo de 0.2 y 0.6 unidades de absorbancia para

una celda de 1 cmz.

Cuadro 12. Coeficiente de correlacidn intraclase (ri) para
las determinaciones de alcalcides totales en
muestras de poréd (Erythrina spp) sometidas a
diversos tratamientecs de secado previos a su

andlisis.

Tratamiento Coef. Corr. (ri) Cc.V.
Horno 0.99 4.0
Liofilizado 0.98 7.6
Fresco 0.93 14.6

Se sugiere que el tratamiento de secado al horno a
sesenta grados centigrados por 48 horas es el més apropiado
no sélo porque muestra una repetibilidad alta, sino porque
requiere de eqguipo de secado generalmente disponible en
todos los laboratorios. Por el contrario, si bien el método
de liofilizacién presenta una repetibilidad similar al

anterior, requiere de un equipo poco comin y ONeroso.

En el Cuadro 13 se presentan los valores de correlacion
entre el método de cuantificacién establecido en esta
investigacisén, el método A4cido-base (A-B) y el método de
PAYNE (1991). En las Figuras 14 y 15 se muestran los
esquemas de los métodos, por ejemplo; en el procedimiento
seguido por PAYNE (1991) se emplean cantidades grandes de
muestras, periodos largos de extraccién e hidrélisis vy
finalmente un método complicadc y costoso de cuantificacidn

por cromatografia de gas y detector da masas, dificilmente
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accesible para la mayoria de los laboratorios de analisis

rutinarios.

Cuadro 13. Prueba de correlacidn de los diferentes métodos
evaluados en la cuatificacion de alcaloides
totales en pord (Erythrina spp).

A-B (1) Payne Liofil. Fresco
Hoxrno 0.95886 0.96089 0.97546
0.0025 0.0023 0.0009
Fresco 0.89222 0.95002
0.0168 0.0001
Liofil, 0.96733 0.84676
$.0016 0.0334
Payne 6.91567
0.0104

El esquema de la Figura 14 presenta el método &cido-
base, muy comin en el aislamiento y purificacién de
alcaloides presentes él en tejido vegetal. Supone una serie
de extracciones organicas e inorgénicas basadas en las
propiedades 4cido-base de los alcaloides, io cual lo
convierte en un procedimiento lento, tediocso y de poca
repetibilidad. Este método extrae solo alcaloides, por 1lo
que puede servir como marco de referencia para comparar

otras técnicas.

La correlacién entre el método A-B (liofilizado), el
metodo de Payne y el propuesto en esta investigacién, fué
alta y significativa. Es importante resaltar la buena
correlacion entre el método propuesto y el de Payne (1991)

en lo que se refiere al tratamiento al horno, ya que fueron
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pocos los individuos evaluados y ademas que las muestras, a
pesar de corresponder a los mismos clones, fueron
recolectadas en diferentes sitios, época y reportados en

diferente forma.

Finalmente, el método establecido, no requiere patrones
de cada uno de los alcaloides, cosa que es importante
resaltar si se toma en cuenta que estos compuestos no se
encuentran accesibles en el mercado. El equipo empleado para
la extraccidn, purificacién y principalmente para la
cuantificacién es comin en la mayoria de laboratorios de
anadlisis proximal del &rea, necesitandose como equipo
adicional unicamente un pequenRo espectrofotbdmetro UV-VIS

para la determinacién de los alcaloides totales.
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0.25g hoja seca
muestra

1.25g hoja fresca

15 ml CHCly + 0.75 ml

hidrélisis y extraccidn de NaOH {(0.1% p/v) ¥y

calentar a 50 °C por
30 minutos.

filtracidén papel separador de fase

en embudo separador
purificacidn de los se extrae con HCl 5%
alcaloides. 3 % 6.25ml

se neutraliza con NH4 10% hasta pH=10

I

se enfria a 5° C

I

extraccidn en embudo separador
con CHCl;, 4 X 6.25ml

evaporacidén a sequedad

adicidén de 10ml de CHClj
cuantificacion leer en espectrofotdémetro
UV a 245 nm.

Figura 14. Diagrama de flujo para el procedimiento &cido-
base (A-B) para el andlisis de alcaloldes totales
en pord (Erythrina spp).
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20g de muestra

secada al horno o
liofilizada

extraccidn(1l)

1~ en soxhlet 400 ml
de hexano por 24 hrs.

H

2- en soxhlet 400 ml
de etanol por 24 hrs

se evaporan en rotavapor y se
mezclan con 100ml de H;SO4 al 2%

extracecidén (2)

‘la mezcla anterior se extrae
con CHCl3 6 x 50ml y estos
extractos organicos se descartan

residuo acuoso es neutralizado
con NaHCO4 y NH3 25% a pH 10

extraccidn (3)

I

con cloroformo 5 x 50ml

—
-

residuo acuoso

acidificado a pH=2

con HC1 25% y con

1 hora de calor a
60° C.

cuantificacién

extracto organico

secado sobre NapSO4
anhidro y evaporado
a 0.2-5.0 mg/ml

por GC/MS

Figura 15. Diagrama de flujo para el procedimiento propuesto

por Payne (1991),

en pord (Erythrina spp).

para el andlisis de alcaloides
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5. CONCLUSIONES

El tiempo de hidro6lisis-extraccidn, el métode de secado
empleado y el uso de hidréxido de sodio, influyen en la
cantidad de alcaloides totales extraidos en hojas de

Erythrina spp.

El métcdo de secado al horno es el més adecuado en
cuanto a precisidén, costos de equipo y secado, aunque el
nétodo liofilizado es el que extrae la mayor cantidad de

alcaloides.

La técnica de espectroscopia ultravioleta (UV) puede
ser utilizada para el andlisis de alcaloides totales en
hojas de pord (E:ythxiha spp), reportando los resultados

como absorbancia por grame de muestra seca (A/g MS).

El método propuesto en esta investigacidén tiene
ventajas con respecto a los métodos reportados en la
literatura, como: bajos costos del equipo empleado, corta
duracién del anilisis y no regquiere de alcaloides puros como

patrones.
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6. RECOMENDACIONES

A pesar de la alta correlacién entre los métodos
convencionales y el propuesto en esta investigacidén, serla
comveniente analizar un namero mayor de individuos 'y
especies del género Erythrina para asegurar la confiabilidad

de los resultados obtenidos en este trabajo.

Para detrerminar con exactitud la escogencia del
tratamiento de la muestra, es necesario evaluar los
tratamientos de secado al horno y fresco por el método
dcido-base (A-B) vy correlacionarlos con los resultados

obtenidos en esta investigaciodn.

Esta técnica puede ser utilizada para la seleccidén de
genotipos de Erythrina spp con bajos contenidos de
alcaloides, lo que disminuye los riesgos potenciales de

accién toéxica en animales que los consumen.

Fvaluar el efecto ambiental en la concentracion de

alcaloides en especies de Erythrina.

Analizar el contenido de alcaloides en orina, heces y
leche con el proposito de verificar si hay acumulacién o no

de estos metabolitos secundarios en el animal.
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