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RESUMEN

Se realizaron comparaciones entre ensayos cualitativos de rutina para establecer cual resulta
mas sensible para detectar la presencia de alcaloides en muestras pequenas de semillas de plan-
tas herbaceas nativas. Se compar6 entre los analisis de deteccién convencionales de precipita-
cion y de cromatografia en capa delgada (CCD) utilizando reactivo de Dragendorff y reactivo
de Iodoplatinato. A su vez se estim6 un umbral minimo de sensibilidad para la deteccion de
alcaloides con reactivo de Dragendorft cuando es utilizado en reacciones de precipitacion. Para
ello se evalu6 su capacidad de deteccidn frente a extractos de semillas comerciales ricas en alca-
loides de Capsicum spp. obtenidos a partir de muestras de diferente masa. Se pudo corroborar
la presencia de alcaloides en semillas de algunas especies de plantas dicotiledoneas herbaceas
nativas. Los resultados sugieren que los ensayos convencionales en CCD resultan mas sensibles
para detectar alcaloides en semillas que los ensayos de precipitacion.

SUMMARY

Routine qualitative assays were compared to establish which is more sensitive to detect alkaloids
in seeds from native herbaceous plants. Conventional analysis for alkaloid detection such as
precipitation reactions and thin-layer chromatography (TLC) were compared using Dragendorff
reagent and Iodoplatinate reagent. In addition, it was assessed a minimum threshold of sensitivity
for alkaloid detection with Dragendor{f reagent when used in precipitation reactions. In this way,
detection capability was assessed on extracts from commercial alkaloid-rich seeds of Capsicum spp.
obtained from different mass samples. Several native forbs seeds were positive for alkaloids. Results
suggest that usual TLC assays are more sensitive to detect alkaloids in seeds than precipitation
reactions.
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INTRODUCCION

Los analisis farmacogndsicos de rutina permiten explorar la presencia de produc-
tos naturales con potencial interés fitomédico tales como los alcaloides. Los ensayos
cualitativos usualmente utilizados para la deteccion de alcaloides pueden clasificar-
se en reacciones de precipitacion coloreadas (Farmacopea Nacional Argentina, 2010;
Kuklinski, 2003) y deteccion por cromatografia de capa delegada (CCD) (Harbor-
ne, 1998). La deteccion se basa en la combinacion de los alcaloides con los metales
constituyentes del reactivo cromogénico, formandose de esta manera un complejo de
color que indica que una muestra es positiva. Sin embargo, los reactivos usados en
reacciones de precipitacion se activan dependiendo tanto de la cantidad de muestra
evaluada como de la concentracién de alcaloides presentes en la muestra, arrojando
con frecuencia resultados falsos (Gunatilaka et al., 1980). El reactivo de Dragendorft
es ampliamente utilizado en reacciones de precipitacion (Kuklinski, 2003). El reactivo
de Iodoplatinato y el reactivo de Dragendorff son también utilizados como reveladores
en spray durante los procedimientos convencionales de cromatografia en capa delgada
(CCD) debido a la alta sensibilidad que presentan frente a alcaloides (Gunatilaka et al.,
1980; Harborne, 1998; Rezai-Basiri et al., 2010). En estos ensayos en CCD cuando una
muestra es positiva en alcaloides, el reactivo de Iodoplatinato forma una o varias ban-
das color azul-grisdceo sobre la placa de CCD (Rezai-Basiri et al., 2010). En cambio,
el reactivo de Dragendorff forma una o més bandas color anaranjado intenso sobre la
placa de CCD (Vitale et al., 1995).

El objetivo de esta nota fue comparar ensayos cualitativos de rutina para establecer
cual resulta mas sensible en detectar la presencia de alcaloides a partir de muestras
pequenas de semillas de plantas herbaceas nativas.

MATERIAL Y METODO

Se explord la presencia de alcaloides en las semillas de plantas herbaceas del desierto
del Monte central; gramineas: Neobouteloua lophostachya Gris., Sporobolus cryptan-
drus (Torr.) A. Gray, Pappophorum spp., Trichloris crinita (Lag.) Parodi, Eragrostis pi-
losa (L.) Beauv., Jarava ichu (R. Et. P.), Setaria leucopila (Scrib. Et Merr.) K. Schum.,
Digitaria californica (Benth.) Henrard, Aristida mendocina Phil., y dicotiledoneas her-
baceas: Chenopodium papulosum Moq., Lappula redowskii (Hornem.) Greene, Par-
thenium hysterophorus L., Glandularia mendocina (Phil.) Covas et Schnack, Sphaeral-
cea miniata (Cav.) Spach., Phacelia artemisioides Gris., Plantago patagonica Jacquin y
Datura ferox L. Las semillas fueron identificadas por comparacion con materiales del
herbario Ruiz Leal (MERL) y bibliografia especifica (Ruiz Leal, 1972). Se usaron como
control positivo las semillas comerciales de Capsicum annuum y las semillas silvestres
de D. ferox debido a que concentran niveles altos de alcaloides capsaicinoides (rango
0,1-0,28%; Tewksbury et al., 2008) y alcaloides tropanicos (rango 0,02-0,52%; Vitale
et al., 1995) respectivamente.

Una vez secas, las semillas fueron molidas y analizadas de la siguiente manera: se
macer6 0,5 g de cada especie de semilla en 10 ml de n-hexano durante 12 h, luego
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se filtré con papel watman #4 y se recuperd la muestra de semilla. Una vez seca la
muestra, se agregaron 10 ml de metanol (MeOH) y 40 ul de éacido clorhidrico con-
centrado (HCI) hasta pH éacido con papel tornasol. Se dejé macerar durante 24 h y
se calent6é por 10 minutos a 60°C en bafo térmico agitando intermitentemente. Se
enfrid y se filtré con papel watman #4, obteniendo los extractos metanélicos de cada
muestra. A cada extracto metandlico, se agregaron una o dos gotas de NH,OH hasta
pH alcalino (azul con papel tornasol). Luego se agregaron 5 ml de H,O , mds 5 ml
de cloroformo (CHCL,) y se colocé en una ampolla de decantacién agitando hasta
formar una emulsion. Una vez separada la emulsion en dos fases, una hidroalcoholica
y otra organica, a la fase organica se la concentrd en rotavapor obteniendo un extracto
crudo para cada muestra. En el extracto crudo los alcaloides totales se encontraban
como bases libres. Posteriormente, se evaluaron los extractos crudos de las semillas
mediante CCD usando como reveladores el reactivo de Dragendorft y el reactivo de
Iodoplatinato de la siguiente manera: cada extracto crudo se resuspendid con éter eti-
lico y mediante capilares de vidrio fueron sembrados sobre una placa de CCD (Merck,
Germany, #HX887500, TLC silicagel 60 E, UV indicator). La placa se corri6 en una
fase mévil de CHCL: MeOH (7:3) y posteriormente se revel6 con reactivo de Dragen-
dorft (Merck, Germany #2934 lot. OC548958). Luego, se repitié el procedimiento de
siembra en una nueva placa de CCD pero esta vez se revel6 con reactivo de Iodopla-
tinato (Merck, Germany). En todas las placas cromatograficas realizadas se utilizaron
patrones de los alcaloides capsaicina (Sigma, Chemical Co.) y nicotina (Berna lab.)
como testigos de revelado.

Para las reacciones de precipitacion con reactivo de Dragendorft se procedié de la
siguiente manera: se repiti6 la microextraccion y a cada extracto metanoélico se le agre-
g6 gota a gota el reactivo de Dragendorff hasta observar la formacion de precipitados
color anaranjado-marrén. Se evalué el umbral de sensibilidad de deteccion del reac-
tivo de Dragendorff usado en reacciones de precipitacién sobre extractos que fueron
obtenidos a partir de 0,5; 0,75; 1,0 y 1,5 g de semillas comerciales de Capsicum annuum
L., Capsicum pubescens Ruiz et Pav. y Capsicum baccatum Buch.-Ham. ex Wall.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Mediante el ensayo de precipitacion con reactivo de Dragendorfl, partiendo con poca
cantidad de muestra de semilla (0,5 g), se observaron negativos para todas las semillas
inclusive en las usadas como control positivo. Sin embargo, mediante el procedimiento
en CCD y revelado con reactivo de Dragendorff se detectd la presencia de alcaloides
en las semillas de C. papulosum, P. hysterophorus, S. miniata; asi como también en
las semillas usadas como control positivo: D. ferox y C. annuum (Tabla 1). Todos los
positivos obtenidos con el reactivo de Dragendorff en CCD fueron constatados con
el reactivo de Iodoplatinato (Tabla 1). Se obtuvieron negativos para alcaloides en las
semillas de las gramineas: Neobouteloua lophostachya, Sporobolus cryptandrus, Pappo-
phorum spp., Trichloris crinita, Eragrostis pilosa, Stipa ichu, Setaria leucopila, Digitaria
californica, Aristida mendocina; y dicotiledoneas herbaceas: Lappula redowskii, Glan-
dularia mendocina, Phacelia artemisioides, Plantago patagonica.
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Tabla 1. Deteccién de alcaloides totales en extractos de semillas silvestres obtenidos a partir de
muestras pequefias (0,5 g de cada especie de semilla). Se compara para el reactivo de Dra-
gendorft en dos aplicaciones distintas: una como revelador en spray sobre CCD y otra como
agregado para la formacion de precipitado. Se constatan los positivos y negativos obtenidos
con reactivo de Dragendorff sobre CCD mediante revelado con reactivo en spray de Iodoplati-
nato sobre CCD

Table 1. Alkaloids detection in wild seeds extracts obtained from small samples (0.5 g of each

type of seed). Dragendor{f reagent is compared in two distinct applications: as a spray on TLC,
and as added to precipitate formation. It highlights the positive and negative Dragendorff reagent
obtained on TLC by Iodoplatinato spray reagent on TLC

Semillas Reac.cu.)ne? ,de Revelado en spray sobre CCD
precipitacion

Dragendorff  Iodoplatinato  Dragendorff

Capsicum annum* -
Datura ferox -
Sphaeralcea miniata -

Parthenium hysterophorus -

+ + + + +
+ + + + +

Chenopodium papulosum -

* semilla comercial

Los resultados del ensayo de sensibilidad de deteccion del reactivo de Dragendorff
cuando es usado en reacciones de precipitacion sugieren que, para las semillas ricas en
alcaloides, la deteccidn positiva se logra a partir de extractos obtenidos de muestras de
gramaje > 1,0 g (C. annuum) o bien 2 0,75 g (C. pubescens y C. baccatum) (Tabla 2).
Por lo tanto, los extractos realizados con menos de 0,75 g de muestra se encontrarian
debajo del limite de sensibilidad de deteccién del reactivo de Dragendorft cuando es
usado en reacciones de precipitacion.

Los extractos de semillas obtenidos a partir de 0,5 g de muestra estarian debajo del
limite minimo de sensibilidad del reactivo de Dragendorft cuando es usado en reac-
ciones de precipitacion, arrojando asi falsos negativos. En cambio, el reactivo de Dra-
gendorfty el reactivo de Iodoplatinato usados en forma de spray sobre CCD resultaron
muy sensibles en detectar alcaloides tanto en las semillas de herbaceas nativas y como
en aquellas usadas como control positivo. En conjunto, los resultados sugieren que la
utilizaciéon de CCD vy revelado con los reactivos en spray —vya sea de Dragendorft o
de Iodoplatinato— resulta mas apropiado para detectar alcaloides que la utilizacion de
ensayos de precipitacion.
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Tabla 2. Umbral de sensibilidad del reactivo de Dragendorft para la deteccién de alcaloides
usado en reacciones de precipitacion sobre extractos obtenidos a partir de cantidades crecien-
tes de semillas ricas en alcaloides: C. annuum, C. pubescens'y C. baccatum.

Table 2. Sensitivity threshold of Dragendorff reagent for alkaloids detection used in precipitation
reactions on extracts derived from growing amounts of alkaloid-rich seeds: C. annuum, C. bac-
catum and C. pubescens.

Semillas Reacciones de precipitacion con reactivo de Dragendorff

extracto 0,5 extracto 0,75 extracto 1,0 extracto 1,5
(g.10ml?) (g.10ml?) (g.10ml?) (g.10ml?)

Capsicum annuum - - o +
Capsicum pubescens* = + + 4+ +++
Capsicum baccatum* - + o ++

* procedencia: Santa Cruz, Bolivia
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