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RESUMEN

Recientes investigaciones sefalan que las semillas de Erythrina americana Miller tienen un alto contenido de proteina y un adecuado
contenido de lipidos, lo cual representa una alternativa para ser usadas como alimento humano. Las flores y semillas de E. americana
conocidas como "Colorin" son altamente apreciadas por su sabor y son empleadas como complemento proteinico en algunos paises.
En muchas regiones de México, tradicionalmente son cocinadas las flores, pero las semillas no son consumidas por su alta toxicidad
debido a la cantidad de alcaloides que contienen. Los cuales tienen un efecto sobre el sistema nervioso periférico, como relajante
muscular y en el sistema nerviosos central como sedante. El objetivo del presente trabajo fue determinar el contenido y distribucion de
alcaloides en las flores (céliz y corola) y localizar los alcaloides mas toxicos. Mediante las técnicas de cromatografia de liquidos y
espectrometria de masas, se analiz6 el extracto observandose un alto contenido de alcaloides en el céliz en comparacion con el
encontrado en la corola, sin embargo, los alcaloides téxicos a y B-eritroidina fueron detectados en ambos tejidos.
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IDENTIFICATION OF ALKALOIDSIN THE INFLORESCENCES OF Erythrina americana Miller

SUMMARY

Recent research has shown that the seeds of Erythrina americana Miller are high in proteins and an adequate content of lipids, giving
it possibilities as a human food. The E. americana flowers and seeds are known in Mexico as "Colorin", and are highly appreciated for
their flavor; in some countries they are used as a protein complement. In several regions of Mexico, traditionally the flowers are
cooked, but the seeds are not consumed because the presence of alkaloids makes them highly toxic. The alkaloids affect the periph-
eral nervous system: muscular relaxation and a strong sedative effect on the central nervous system. The objective of the present
study was to determine the alkaloid content in some parts of the flowers (calyx and corolla) and where the most toxic alkaloids are
located. By liquid chromatography and mass spectrometry of the extract, it was observed that alkaloid content was higher in the calyx

than in the petal, although the toxic alkaloids a- y B-erythroidine were detected in both tissues.
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INTRODUCCION

La busqueda de nuevos principios activos naturales
basada en el uso popular de determinadas plantas, es un
hecho bien documentado. En este sentido la Organizacion
Mundial de la Salud, en 1976 cre6 un comité de Medicina
Tradicional con el propésito de promover y desarrollar la
ensefianza y la investigacion sobre plantas medicinales y
uno de los aspectos mas importantes que enfatizaba este
comité era el hallazgo de nuevos farmacos, aislando
principios activos contenidos en las plantas.

En este contexto, entre las numerosas plantas
mexicanas usadas en la medicina tradicional se encuentran

las leguminosas entre ellas las del género Erythrina
(Hastings, 1990; Lozoya y Lozoya, 1982). Existen diversas
especies de Erythrina, distribuidas ampliamente en todo el
mundo, pero en México se localiza un nUmero importante
de ellas (Neill, 1993), sin embargo, los estudios fitoquimicos,
etnobotanicos, fisioldgicos, farmacolégicos y toxicolégicos
sobre las especies de Erythrina son escasos y aislados.

Por el potencial y versatilidad de usos que representa
el género Erythrina ha surgido el interés de estudiar
diferentes especies (Garcia-Mateos et al., 2000a; b; Garcia-
Mateos, 1996). Estudios previos sefialaron la presencia de
varios metabolitos, pero los alcaloides identificados son los
gue presentan efectos farmacoldgicos importantes sobre
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el sistema nervioso periférico como relajante muscular,
empleados clinicamente como coadyuvantes en anestesia
(Payne, 1991) y accién sobre el sistema nervioso central
como tranquilizante (Craig, 1955; Garcia-Mateos et al.,
2000b).

En algunos paises de América Central y en México
se usan diferentes especies de Erythrina como forraje y
alimento. Sotelo et al. (1993) sefialaron que las semillas
detoxificadas de E. americana al ser analizadas presentaron
un alto contenido de proteinas y un adecuado contenido
de grasas, lo cual representa una alternativa en su uso
como forraje o alimento (Kass, 1994).

Tradicionalmente las flores de varias especies de
Erythrina apreciadas por su sabor (Figura 1), son utilizadas
para la elaboracion de algunos platillos (Lozoya y Lozoya,
1982), pero su uso se ha limitado por la toxicidad de los
alcaloides presentes en la mayoria de las especies (Payne
y Foley, 1992).

Las flores comestibles son E. edulis, E. berteroana,
E. fusca, E. americana, E. poeppigianay E. costaricensis.
En América Latina, un método popular de cocinar las flores
consiste en la preparacion de sopas y ensaladas, y las
semillas molidas se utilizan para hacer tortillas.
Tradicionalmente las flores de Erythrina son utilizadas para
la elaboracién de algunos platillos colombianos y en
diversas regiones de nuestro pais se emplean en la
preparacion de algunos platillos (Lozoya y Lozoya, 1982).

Las semillas de E. edulis contienen aproximadamente
20 % de proteina, para que puedan consumirse deben
hervirse por lo menos 45 min, o freirse. Recientes
investigaciones indicaron que las semillas de E. edulis no
cocinadas pueden ser tdxicas si se consumen por largos
periodos, debido a la presencia de alcaloides del tipo
eritrinano. Las semillas de otras especies son mas téxicas.
En algunos lugares, se prepara una pasta con la harina de
las semillas combinada con harina de trigo y arroz, y se
usa como complemento para hacer tortillas.

El valor nutritivo del follaje de Erythrina se afecta con
la edad y la estacién de cosecha, en las semillas dicho
valor también varia entre las especies. Los andlisis del
follaje sefialaron que el contenido de proteina cruda varia
entre 20 y 32 %. Los niveles de digestibilidad estan entre
45y 60 %. Mas del 40 % de la proteina cruda de la pastura
de Erythrina es soluble. Las hojas contienen 24 % de
proteina, 29 % de fibra cruda y 21 % de carbohidratos (con
base en peso seco). Ademas son ricas en potasio y pobres
en calcio. Las vainas contienen 21% de proteina, 23 % de
fibra cruda (con base en peso seco), 24 % de carbohidratos
y frescas contienen 91 % de humedad. Las semillas cocidas
pueden sustituir hasta 60 % del alimento concentrado para
pollos y peces (Barrera, 1994).

Identificacion de alcaloides...

Sotelo et al. (1993) sefalaron que las semillas
detoxificadas de E. breviflora y E. americana son ricas en
proteina (38.5y 42.5 %, respectivamente) y contienen una
concentracion de grasa de 0.1 y 0.3 %, las proteinas
encontradas presentan un buen balance de aminoacidos
segun lo establecido por la FAO en 1973, por lo que
consideran que estas especies requieren de mayor
investigacién para usarse confiablemente como forraje.

En el presente estudio se evallo el contenido de
alcaloides en el céliz y la corola de las flores de E. americana
con la finalidad de determinar su potencial como alimento,
asi como la identificacién de los mismos mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas (CL/EM).

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material vegetal

Las flores para el estudio se colectaron de varios
ejemplares elegidos al azar, localizados en la poblacién de
Colorines, Estado de México. Las caracteristicas climaticas
de las zonas de colecta de las especies de Erythrina son: altitud
1680 m; latitud norte 19°11'; latitud oeste 100°11'; clima
(A)Ca(wl)(w)(i)gw"; temperatura media anual 19.0°C y una
precipitacion media anual de 1006.7 mm (Garcia, 1973). La
autenticidad del material vegetal fue realizada por el Ing.
Joaquin Becerra Zavala del Herbario CHAPA del Colegio de
Postgraduados. Un ejemplar fue depositado en el mismo
Herbario.

Extraccion de alcaloides

Las flores se separaron en céliz y corola, ambos
tejidos se secaron en una estufa de laboratorio a una
temperatura de 60 °C y se trituraron separadamente en un
molino hasta obtener un tamafio de particula muy fina, se
guardaron en bolsas que se mantuvieron en refrigeracion
(5 °C), hasta el momento de iniciar la extraccion de los
alcaloides. La cantidad de céliz que se proceso fue de 155
gy 189 g de pétalos.

La obtencién de los extractos crudos de alcaloides
se realiz6 conforme a la metodologia de Games et al.
(1974). La muestra en polvo fue desgrasada con hexano
en un soxhlet por 48 h, el disolvente se evaporo a vacio y
se lavo con una solucion de H,SO, al 2 %. La separacion
de la grasa de los alcaloides presentes en el extracto se
realiz6 con tres lavados consecutivos de diclorometano de
100 ml cada uno (3 X 100). La fase acuosa se basificé con
NaHCO, hasta alcanzar un pH de entre 8 6 9, seguido de
una extraccion con diclorometano (3 X 100). El extracto de
diclorometano se sec6 con Na,SO, anhidro y se evapord
bajo presion reducida para obtener la fraccion de alcaloides
libres del extracto hexanico.



El residuo vegetal se sec6 a temperatura ambiente y
se proceso con metanol en un soxhlet durante 48 a 72 h,
El disolvente se evaporé a sequedad. El extracto se disolvid
en una solucion de H,SO, al 2 %, después se realizaron
lavados consecutivos con diclorometano (3 X 100). El
disolvente se trat6 con Na,SO, anhidro para eliminar la
humedad y después se evaporé para obtener la fraccion
de alcaloides libres del extracto metandlico.

El remanente de la fase acuosa se acidificé a pH de
2 con acido clorhidrico concentrado. La mezcla se llevo a
reflujo durante 3 h a una temperatura entre 60y 70 °C. La
mezcla fria, se alcalinizé con NaHCO, hasta obtener pH 8
y se extrajo con diclorometano (3 X 100), el disolvente se
sec6 con Na,SO, anhidro y posteriormente se evaporo,
obteniédose la fraccién de alcaloides liberados (Games et
al., 1974).

Las fracciones de alcaloides libres del extracto
hexanico, alcaloides libres del extracto metandlico y
alcaloides liberados se analizaron preliminarmente por
cromatografia en capa fina (CCF). Los analisis en CCF se
realizaron utilizando placas de aluminio recubiertas de gel
de silice (silica gel 60 GF,,,, Merck), el eluyente empleado
fue diclorometano:metanol en una proporcion de 8:2. En
todos lo casos, antes de revelar las placas con el agente
cromogénico se procedié a visualizar las placas con luz
ultravioleta (onda corta y larga). Las placas se revelaron
con el reactivo de Dragendorff (reactivo especifico para
alcaloides).

Purificacion de los alcaloides

Por cromatografia preparativa en columna se
separaron y purificaron varios alcaloides. La separacion
se realiz6 mediante el fraccionamiento del extracto
metandlico, utilizando como adsorbente silica gel (400 g
de gel de silice G 60 Merck 70-230 mallas); el proceso de
elucidn se efectud con diclorometano:metanol iniciando con
proporciones 99:1 hasta 80:20. Se recogieron fracciones
de 5 mly cada fraccién fue analizada por cromatografia en
capafina, visualizandose con luz ultravioleta de onda corta
y larga y con el reactivo de Dragendorff, combinandose
aquellas cromatograficamente similares, finalmente, se les
eliming el disolvente.

Identificacion de los alcaloides por cromatografia de
liquidos y espectrometria de masas (CL/EM)

Los analisis se realizaron en fase reversa en un
cromatografo de liquidos de alta resolucién Waters 600
acoplado a un espectrometro de masas Finnigan Mat LCQ.
En el cromatografo se us6 una columna Supelco Discovery
C-18 (5um) de 250 mm X 4.6 mm (i.d.) usando como fase
movil linear de 1 ml-min? y un gradiente programado de
tres disolventes: A (0.1 % de acetato de amonio), B
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(metanol) y C (acetonitrilo) de la siguiente manera: t = 0
min, 75 % A, 20 % B, 0.5 % C; t =10 min, 50 % A, 45 % B,
5%C;t=15min, 50 % A, 45 % B, 5 % C. La vaporizacion
de la fuente APCI fue de 450 °C y la presion del gas
nitrégeno de 80 y 20 psi, respectivamente, la temperatura
capilar fue de 150 °C. El detector usado fue de UV a 230
nm. Por espectrometria de masas se confirmaron e
identificaron los alcaloides, lo cual se realizé comparando
los espectros con los de muestras auténticas (estandares)
y con biblioteca de espectros.

RESULTADOSY DISCUSION

El método de analisis permitié detectar un niimero
mayor de estructuras de naturaleza alcaloidal en el céliz
en comparacion con los de la corola, hecho que justifica el
uso de los pétalos en la preparacion de alimentos
tradicionales.

Se observa que en la corola el nimero de alcaloides
liberados identificados en este estudio es menor al
observado en el caliz, sin embargo, la cantidad de alcaloides
libres de la fraccion del extracto metandlico es mucho mayor
en el caliz que en la corola (Figura 1)
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Figura 1. Contenido de alcaloide en caliz y corola de Erythrina
americana.

La identificacion por CL/EM permitié detectar
estructuras no descritas en ambas estructuras florales de
E. americana (Cuadro 1), debido posiblemente a que el
método de analisis empleado (CL/EM), el cual permite
mayor resolucion que los empleados en trabajos previos
(Garcia-Mateos et al., 1998; 1996). Las estructuras
moleculares identificadas se muestran en la Figura 2. Los
alcaloides que fueron purificados por cromatografia
preparativa en columna, fueron identificados empleando el
mismo método de andlisis, lo que permitié corroborar su
identidad, para usarse como muestras auténticas
(referencias) en investigaciones posteriores.
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Figura 2. Estructuras de los alcaloides identificados en célizy corola
de Erythrina americana.

Por otro lado, los espectros de masas de los alcaloides
presentes en los extractos analizados mostraron el patrén
de fragmentacion caracteristico de los alcaloides del tipo
eritrinano (Boar y Widdowson, 1970). Los espectros
muestran los iones moleculares (M*) de los alcaloides
identificados: erisodina de m/e 299, eritralina m/e 297,
eritrinina m/e 313, cristamidina m/e 309, a-eritroidina m/e
273, p-eritroidina m/e 273 y 8-oxo-a-eritroidina m/e 287
(Amer et al., 1991).

CUADRO 1. Alcaloides identificados en Erythrina americana

Alcaloide Caliz Corola

a-eritroidina
B-eritroidina
8-oxo-o-eritroidina

+ o+ o+ o+

Eritrinina
Eritralina

+ o+ o+ o+ o+

Cristamidina
Erisodina +
Alcaloide no identificado (PM=326.25)

+

+: alcaloide presente, -: alcaloide no presente; PM: peso molecular.

Identificacion de alcaloides...

Se encontraron siete estructuras de alcaloides en el caliz
y cinco en la corola (Cuadro 1), lamayoria de naturaleza diénica,
caracteristica de las especies localizadas en nuestro continente
(Hargreaves et al., 1974), se desconocen los efectos toxicos y
farmacol6gicos de algunos de estos metabolitos.

Se detectd la presencia de un alcaloide de peso mo-
lecular de 326.35, no descrito en la literatura, la elucidacion
de su estructura fue imposible realizarla por la pequefia
cantidad de muestra que se obtuvo para poder llevar a cabo
los estudios espectroscopicos y espectromeétricos.

Se observo en ambos tejidos la presencia de los
alcaloides o- y B-eritroidina, identificados en investigaciones
previas (Cuadro 2; Garcia-Mateos et al., 1998; 1996; Aguilar
et al., 1981), caracteristicos de la especie analizada, en la
literatura se encuentran descritos sus efectos farmacolégicos
(Garcia-Mateos et al., 2000b; Garcia-Mateos, 1996; Lozoyay
Lozoya 1982) y la elevada toxicidad en animales de laboratorio
(Garcia-Mateos et al., 2000a; Garin et al., 1997).

CUADRO 2. Alcaloides identificados en flores de Erythrina
americana en investigaciones previas.

Referencias Alcaloides

Aguilar et al., 1981
Garcia-Mateos et al., 1996

a-eritroidina, f-eritroidina,
o-eritroidina, p-eritroidina,
eritristemina-n-o6xido,
alcaloide no identificado

Garcia-Mateos et al., 1998 a-eritroidina, p-eritroidina,

eritristemina-n-6xido

El Cuadro 3 muestra los tiempos de retencion para cada
uno de los alcaloides encontrados en la CL/EM. Por otro lado,
los esperados alcaloides n-6xidos descritos previamente en
las flores de E. americana (Garcia-Mateos et al., 1998; 1996),
no se detectaron. En las Figuras 3 y 4 se presentan los
cromatogramas en donde se puede observar la presencia de
los alcaloides: 8-oxo-ai-eritroidina (m/e 287), a-eritroidina (m/e
273) y b-eritroidina (m/e 273), identificados en la fraccion de
alcaloides libres del céliz y de pétalos de E. americana.

CUADRO 3. Tiempos de retencion relativos de los alcaloides de
Erythrina americana mediante el analisis de
cromatografia de liquidos.

Alcaloide Tiempo de Retencién
Relativo*

(Detector UV a 230 nm)

o-eritroidina 1.00

B-eritroidina 1.16

8-oxo0-a-eritroidina 0.95

Eritrinina 1.69

Erisodina 1.23

Eritralina 1.39

Cristamidina 1.50

Alcaloide no identificado 1.40

“Expresado con respecto al tiempo de retencién de o-eritroidina
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Figura 3. Cromatograma del andlisis de CL/EM de la fraccion de alcaloides libres del extracto metandlico del caliz de Erythrina americana.
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CONCLUSIONES

En el caliz se identificé un mayor nimero de alcaloides
del tipo eritrinano en comparacion con los pétalos, en ambas
estructuras florales el perfil fue diferente. Los alcaloides
identificados en el céliz fueron: tres alcaloides del tipo
lactonico, tres del tipo diénico y uno no identificado. En la
corola se observd la presencia de tres alcaloides del tipo
lactonico y dos del tipo diénico. No se observo la presencia
de los alcaloides-n-6xido de esqueleto eritrinano. Tampoco
se observo la presencia de alcaloides del tipo alquénico.

El uso de las flores en la preparacion de diversos
platillos tradicionales, puede ocasionar un efecto
tranquilizante y sedante en los consumidores, por la
presencia de los alcaloides lactonicos o- y B-eritroidina
identifcados en el presente estudio.

El método de analisis por cromatografia de liquidos y
espectrometria de masas permitié detectar las estructuras
de alcaloides que en trabajos previos no se habian
identificado en flores de esta especie.
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