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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue aislar metabolitos a partir de frutos verdes de Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav obtenidos del centro de investigacion IVITA-PUCALLPA, ubicado
en Coronel Portillo, Ucayali. La investigacion fue experimental. Se utilizé polvo seco de
cascaras (C) y semillas (S), se realizaron extracciones sucesivas con éter de petrdleo (EP),
cloroformo (EC), acetato de etilo (EA) y etanol (EE) por ultrasonido. Por analisis fitoquimico
se identificaron compuestos fendlicos, terpenoides, saponinas y flavonoides en EP, EC y EA.
A partir de EA de semillas se fraccion6 por exclusién molecular con Sephadex LH-20 y éter
de petréleo — diclorometano — metanol [3:2:1] como fase mdvil, se obtuvieron las fracciones
SE — 1y SE — 2, esta Gltima fraccion dio la sub-fraccion SE — 2.1. Los EA y EC obtenidos de
cascaras se fraccionaron también con Sephadex LH-20 y metanol obteniendo las fracciones CE
— 1y CE — 2 respectivamente. A partir de CE — 1 se obtuvieron las sub-fracciones: CE — 1.1
(26.2 mg), CE — 1.2 (62 mg), y CE — 1.3 (40 mg). A partir de CE — 2, se obtuvieron, CE — 2.1
(19.7 mg) y CE — 2.2 (21.1 mg), las sub-fracciones fueron analizadas por RMN *H. Se logrd
identificar por primera vez éacido oleico y triacilglicerol compuesto por &cido linoleico en
semillas, y compuestos fendlicos como &cido cafeico, &cido siringico, &cido ferdlico y &cido
cumarico en céscaras de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. contribuyendo a la quimica del
género Solanum y a la blasqueda de metabolitos secundarios de importancia en especies

endémicas de nuestro pais.

Palabras clave: Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, UHPL/MS, RMN H, ultrasonido.



ABSTRACT

The objective of the research was to isolate metabolites from green fruits of Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav obtained from the IVITA-PUCALLPA research center, located in
Coronel Portillo, Ucayali. The research was experimental. Dry powder of shells (C) and seeds
(S) was used, and successive extractions were carried out with petroleum ether (EP),
chloroform (EC), ethyl acetate (EA), and ethanol (EE) by ultrasound. The phytochemical
analysis identified phenolic compounds, terpenoids, saponins, and flavonoids in EP, EC, and
EA. From EA from seeds, it was fractionated by molecular exclusion with Sephadex LH-20
and petroleum ether - dichloromethane - methanol [3:2:1] as mobile phase, fractions SE - 1 and
SE - 2 were obtained, this last fraction gave the sub-fraction SE — 2.1. The EA and EC obtained
from the shells were also fractionated with Sephadex LH-20 and methanol, obtaining the
fractions CE-1 and CE-2, respectively. From CE — 1 the sub-fractions were obtained: CE — 1.1
(26.2 mg), CE —1.2 (62 mg), and CE — 1.3 (40 mg). From CE-2, CE-2.1 (19.7 mg) and CE-2.2
(21.1 mg) were obtained, *H NMR analyzed the sub-fractions. It was possible to identify for
the first-time oleic acid and triacylglycerol composed of linoleic acid in seeds, and phenolic
compounds such as caffeic acid, syringic acid, ferulic acid, and coumaric acid in Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav husks. they were contributing to the chemistry of the Solanum genus

and to the search for important secondary metabolites in endemic species of our country.

Keywords: Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, UHPL/MS, RMN *H, ultrasonic assisted.



I. INTRODUCCION

El estudio de productos naturales promueve la investigacion de los recursos naturales
identificando moléculas (metabolitos primarios y secundarios) que puedan ser utilizadas en
diversas areas como farmacologia y nuevos materiales, entre otros.

El Pert es un pais megadiverso que alberga plantas endémicas y aquellas que crecen en
diversas regiones del continente (Mostacero, 2017); sin embargo, a nivel nacional estos
estudios no son fomentados con la importancia que deberian, desaprovechando la riqueza
vegetal que tiene el pais.

Los extractos provenientes de los productos naturales presentan diferentes metabolitos
como alcaloides, terpenos, polifenoles y otros los cuales son conocidos por sus propiedades
medicinales como antiinflamatorias (Yang et al., 2020), antitusigenas, antihipertensivas,
afecciones a las vias respiratorias, entre otras. En los ultimos afios, han tomado relevancia como
pesticidas naturales, debido a su actividad insecticida (Adeyemi, 2010; Boncan et al., 2020;
Rattan, 2010).

La familia Solanaceae presenta 3000 especies en 98 géneros. EI género Solanum es el
mas representativo (Pereira et al., 2018) e incluye a especies cultivadas de importancia global
como el tomate (S. lycopersicum), la berenjena (S. melongena) y la méas representativa de
nuestro pais: la papa (S. tuberosum) (Sérkinen et al., 2015).

En Solanum spp., se reportan diversos metabolitos secundarios entre ellos:
glicoalcaloides esteroideos bioldgicamente activos, alcaloides esteroideos, saponinas,
esteroides, flavonoides y alcaloides (Al Sinani y Eltayeb, 2017; Barros et al., 2018). Dentro del
género Solanum se hace mencion que Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. contiene taninos,

flavonoides, saponinas, alcaloides y esteroides (Rodrigues, 2014).



La presente investigacion se basa en el estudio de metabolitos secundarios mayoritarios
provenientes de los frutos verdes de la especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav., su
aislamiento por técnicas cromatogréaficas diversas e identificacion por UHPLC-Triple Quad-
MS-MS y RMN H.

La descripcion problematica del estudio se desarrolla en el primer capitulo, detallando
los objetivos, justificacion e importancia de la investigacion. En el segundo capitulo se
encuentran las bases tedricas que fundamenta la investigacion, dando de la especie vegetal
Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, los usos y reportes de trabajos previos, se describe también
el género Solanum, propiedades y metabolitos secundarios mayoritarios de importancia dentro
del género. El tercer capitulo describe toda la metodologia realizada, desde la obtencion del
material vegetal hasta el analisis de datos obtenidos por los diferentes espectros, también se
indican los reactivos, materiales y equipos de manera detallada. Finalmente, el cuarto y quinto

capitulo describen los resultados, discusion y las conclusiones respectivamente.



1.1.  Descripcion y formulacion del problema

América Latina, Africa y Asia, albergan los 19 paises con megadiversidad, que
contienen cerca del 70% de la biodiversidad del planeta (Bravo, 2012) aun cuando sus
territorios son tan solo el 10% de la superficie del planeta (Benitez-Badillo et al., 2010). Entre
esos 19 paises se encuentra el Peru, considerado un pais megadiverso.

Desde la época precolombina, el Perd, por su gran riqueza de flora, ha sido fuente de
plantas medicinales (Lock, 2016), esto se debe a que esta localizado en la regién tropical del
globo, por su geografia peculiar es evidente que el medio ambiente natural peruano contiene
casi todas las regiones naturales del planeta (Pulgar, 2014) generando una gran biodiversidad
que no ha sido estudiada en su mayoria, desaprovechando asi un gran potencial medicinal y
farmacoldgico.

La medicina tradicional ha sido y sigue siendo utilizada en todos los paises del mundo,
en especial en paises en vias de desarrollo, donde entre el 70-95% de la poblacion depende de
ella (Robinson y Zhang, 2011), sin embargo, no se le ha dado un enfoque adecuado en cuanto
a la evaluacion de su calidad, seguridad y eficacia basada en la investigacion.

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(ONUAA) o Food and Agriculture Organization (FAQO) (2006) los paises latinoamericanos son
los que poseen los indices mas altos de deforestacion (Leguia-Aliaga et al., 2011), esto conlleva
a una gran disminucion de especies, y con ellas, la pérdida de una potencial fuente de nuevos
principios activos. A pesar de que existen leyes en nuestro pais para la conservacion y
aprovechamiento sostenible de los recursos naturales y la diversidad biologica, para el acceso
a recursos genéticos y el uso de los conocimientos tradicionales de los pueblos indigenas del

Peru, la investigacion de los recursos naturales no ha alcanzado el impacto esperado.



El enfoque actual de los productos naturales en el pais es de industrializacion y
exportacion de materia prima, y aungue eso significa un gran aumento economico para el pais,
mejorando su posicion de exportador, deja de lado la investigacion cientifica en productos
naturales (De la Cruz, 2004; Silva-Montoya, 2017). En el Peru, se estima que existen 25 000
especies de plantas (8% del total mundial) (Mostacero, 2017), sin embargo, menos del 5% han
sido estudiadas desde el punto de vista quimico y farmacolégico (Lock, 2016).

Solanum, es uno de los géneros méas grandes entre las plantas y el Pert posee una alta
riqgueza de especies (Sarkinen et al., 2015), sin embargo, dicho estimado solo obedece a
estudios realizados en la Costa y los Andes tropicales, dejando de lado asi un gran nimero
posible de especies por estudiar en la Amazonia (Roumy et al., 2020; Roumy-Ruiz et al., 2020).

El género Solanum presenta una gran variedad de metabolitos secundarios, muy
valiosos farmacologicamente entre ellos los triterpenoides, que se han convertido en una de las
clases mas importantes de productos naturales. Sin embargo, la importancia de los
triterpenoides naturales se ha subestimado siendo asi muy limitados en las revisiones de
productos naturales (Xu et al., 2018) desaprovechando su potencial farmacoldgico,
antibacteriano y pesticida (Li et al., 2015). Otro grupo de igual importancia son los compuestos
fenodlicos, estos suelen utilizarse como antioxidantes naturales y han demostrado maultiples
beneficios para la salud por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antivirales (Silva-
Beltran et al., 2017) e incluso antiparasitarias (Friedman et al., 2018). Lamentablemente la
mayoria de los compuestos fenolicos son desaprovechados debido a encontrarse mayormente
en subproductos vegetales como cascaras, las cuales son consideradas desechos en la industria
alimentaria (Limaet al., 2021), estos compuestos fendlicos son descartados a pesar de presentar

actividad pesticida, como fungicida e insecticida (Joshi et al., 2014; Patzke y Schieber, 2018)



Actualmente es muy importante evitar la infestacion y contaminacion por insectos de
los granos y productos alimenticios durante su almacenamiento, (Quiroz et al., 2015) por esta
razon se ha utilizado una gran variedad de insecticidas sintéticos de accion rapida y efecto
duradero, para controlar las plagas de insectos (Suri et al., 2015). Se encuentran incluidos
plaguicidas organofosforados, carbamatos y piretroides que son utilizados de manera continua;
sin embargo, las implicaciones de los residuos de plaguicidas asociados en el medio ambiente
y la salud humana han resaltado la necesidad de desarrollar productos quimicos menos
peligrosos (Nobsathian et al., 2019).

El fracaso de los insecticidas sintéticos para garantizar el control total de las plagas de
insectos radica en el desarrollo de resistencia y resurgimiento de estos (Adesina y Rajashekar,
2018), el dafio severo causado a la ecologia y al medio ambiente, asi como a la salud humana,
el efecto cancerigeno y la destruccion de los insectos beneficiarios. El nivel de residuos de
pesticidas en alimentos ha obligado a la comunidad cientifica a explorar los productos
tradicionales e indigenas abandonados y descuidados que son productos de bajo costo, seguros
para el medio ambiente y facilmente biodegradables como alternativas a los insecticidas
sintéticos para combatir las plagas de insectos agricolas (Adesina y Rajashekar, 2018; Suri et
al., 2015).

La busqueda de nuevas moléculas biolégicamente activas como agentes de control para
plagas de insectos, hongos, bacterias u otros organismos, sigue siendo una prioridad de
investigacion global debido a que amenazan una necesidad primordial humana, la alimentacién
(Quiroz et al., 2015).

La presente investigacion propone realizar un estudio de los componentes quimicos
presentes en la especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, enfocandose en la obtencion de
metabolitos secundarios, especialmente la identificacion de aquellos con posible actividad

plaguicida, con el fin de contribuir al conocimiento cientifico y la literatura en quimica.



Planteamiento de Problema
Problema general

¢Se podran identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los frutos
verdes de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav?
Problemas especificos

¢Se lograran aislar los metabolitos secundarios mayoritarios en el fruto de Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav. mediante técnicas cromatograficas?

¢Se podran identificar mediante técnicas hifenadas (UHPLC-Triple Quad-MS-MS) y
espectroscopicas como RMN *H los posibles metabolitos secundarios presentes en el fruto de

Solanum grandiflorum Ruiz & Pav?



1.2.  Antecedentes

Solanum

El género Solanum es uno de los que presenta el mayor nimero de especies, unas 1400
se encuentran distribuidas alrededor de todo el mundo, la mayor parte se encuentra en América
Tropical (Anteparra et al., 2010), regiones subtropicales y tropicales de Africa, Australia y
partes de Asia (Kaunda y Zhang, 2019).

En el PerQ, el género Solanum posee unas 276 especies, 253 son nativas y 23 son
introducidas y/o cultivadas (Sérkinen et al., 2015). El género Solanum presenta una gran
diversidad de propiedades, por ello durante los Gltimos 30 afios ha recibido gran atencion en
estudios quimicos y bioldgicos (Kaunda y Zhang, 2019). Costa-Barros et al., 2018 realizaron
una evaluacion virtual de metabolitos secundarios del género Solanum, el conjunto de datos
mostré 734 moléculas, con 421 estructuras quimicas diferentes, en 110 especies del género
Solanum. Estas 421 estructuras fueron clasificadas en 54 clases de metabolitos secundarios,
destacandose: glicoalcaloides esteroidales (Al-Sinani y Eltayeb, 2017; Fekry et al., 2019;
Sonawane et al., 2018), alcaloides, compuestos fendlicos, lignanos (Feki et al., 2014; Kaunda
& Zhang, 2019), aceites y grasas, aminoacidos, saponinas, lactonas, cumarinas y terpenoides

(Matsuba et al., 2015; Soto-Vasquez, 2014) todos de gran interés terapéutico y farmacolégico.

Solanum grandiflorum

Las primeras publicaciones sobre la especie Solanum grandiflorum datan de 1978, 1985
y 1993, donde se comenzaron a investigar sus propiedades botanicas (Kuraishi et al., 1978),
siendo de vital importancia en cuanto a alimentacion para otras especies animales (Uieda y

Vasconcellos-Neto, 1985) y su taxonomia vegetal (Lavania, 1993).



Con el avance de la tecnologia se descubrio que posee propiedades medicinales como
relajantes, sedantes y antiespasmodicas (Lizcano et al., 2010). También es muy comun el uso
de almidon de frutos de S. grandiflorum para el control de la diabetes (De Angelis Pereira et
al., 2003; Pereira et al., 2018). Un estudio del extracto crudo del fruto de S. grandiflorum,
encontrd alcaloides, saponinas (De Angelis Pereira et al., 2003), glicosidicos, cardiotonicos,
taninos y triterpenos (Bezerra et al., 2013). La actividad antifingica del extracto etandlico del
fruto de S. grandiflorum contra cepas de Fusarium oxysporum (Aradjo y Lima, 2013) y de
Rhizoctonia solani (Fonseca et al., 2013; Lima y Ferreira Neto, 2014) dio buenos resultados de

inhibicion fangica.

En un estudio realizado en Colombia sobre 19 plantas medicinales provenientes de la
Amazonia, se determino que el extracto crudo de las hojas de S. grandiflorum posee actividad
antioxidante por su contenido de compuestos polifendlicos y de flavonoides (Lizcano et al.,
2010). Posteriormente se determind que las hojas de S. grandiflorum contenian una gran
cantidad de &cidos hidroxicinamicos (Lizcano et al., 2012). Finalmente, se evalud la capacidad
hepatoprotectora y el efecto antioxidante del extracto de hojas de S. grandiflorum en medio
metanolico, dando resultados favorables, 1o que sugiere que son una fuente de antioxidantes
naturales (Ghassam et al., 2012)

El anélisis fitoquimico de las hojas de S. grandiflorum identifico alcaloides, glicésidos
cardiotonicos, cumarinas volatiles, flavonoides, saponinas, triterpenos y derivados
antracenicos, asi mismo el extracto etandlico presentd una importante actividad antifingica
frente a Candida albicans (Rodrigues, 2014). En lineas mas actuales, se realizé un trabajo sobre
el uso del extracto de hojas y flores de S. grandiflorum para la sintesis de nanoparticulas de
Ag®, utilizando compuestos fenolicos, obteniéndose AgNps de un tamafio menor a 50 nm

(Alarcon et al., 2021).



Acidos Fenolicos

Los acidos fenolicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, presentando como propiedad biologica la actividad antioxidante y actividad
antimicrobiana (Villa y Ledn, 2016; Zarate-Martinez et al., 2021). Los acidos fendlicos han
ganado relevancia por sus mdaltiples beneficios a la salud (Kumar y Goel, 2019) y
funcionalidades como actividades antioxidantes, antiinflamatorias, inmunorreguladoras,
antialérgicas, antimicrobianas, antitrombdticas, cardioprotectoras, anticancerigenas,
antidiabéticas (Rashmi y Negi, 2020) y plaguicidas (Joshi et al., 2014; Ren et al., 2020). En los
altimos afios los acidos fenolicos se han utilizado para la sintesis de nanoparticulas (NP)
metéalicas, como agentes reductores y estabilizadores en el proceso de sintesis de NP.(Amini y
Akbari, 2019).

En el género Solanum se detecta la presencia de &cidos fenolicos como 4acido
clorogénico, acido p-cumarico, &cido cafeico, acidos ferulicos (Kaushik, 2019; Kim et al.,
2019; Pinela et al., 2019; Singh et al., 2020) estos son derivados del acido hidroxicinamico
(clorogénico, cafeico y feralico) y del acido hidroxibenzoico (galico, vainillina y p-hidroxil
benzoico). Los compuestos fendlicos existen de manera libre (clorogénico y cafeico) o como
polisacaridos (ferdlico y p-cumarico) (Singh et al., 2020). Se reportd en cascara de S.
tuberosum la presencia de compuestos fendlicos con bioactividad como antioxidantes (Kim et
al., 2019) antidiabéticos, hepatoprotectores y antibacterianos. Entre los compuestos reportados
se encuentra acido clorogénico, siendo el mayoritario (Kaushik, 2019), acido cafeico, acido p-
cumarico y acido feralico (Singh et al., 2020).

Triterpenos

Los triterpenoides son componentes activos importantes presentes en plantas (Cai et al.,

2019) por esa razon existen diversos estudios, siendo uno de los mas destacados en el ambito

de la medicina el aislamiento de triterpenos para tratar afecciones del sistema inmunoldgico
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(Rios, 2010) y se podrian considerar su uso en la quimioprevencion y quimioterapia del cancer
(Yadav et al., 2010) inclusive, se han encontrado saponinas triterpenoides con potencial
actividad para la quimioprevencion del cancer de mama (Pérez et al., 2017). Asi también, se
informa sobre su uso como hepatoprotectores (Xu et al., 2018). Uno de los terpenoides mas
importantes encontrados en el género Solanum es el lupeol (Ramos y De Oliveira, 2016)
importante por su actividad antiinflamatoria (Liu et al., 2021). Ademas se siguen reportando
nuevos terpenoides como officinoterpenoside E en Solanum melongena L (Yang et al., 2018),
la importancia de los triterpenoides como insecticidas se ha destacado en los ultimos afios (Hill
y Connolly, 2017) debido a sus propiedades repelentes de insectos como defensas en las plantas

(Filho Mendes da Silva et al., 2017).

Actividad pesticida

En especies del género Solanum se pueden encontrar monoterpenos y sesquiterpenos
volatiles que presentan un papel importante en la interaccion con patégenos e insectos
herbivoros como defensas naturales (Yang et al., 2021), por ello en los ultimos afios se han
realizado estudios en terpeno sintasa, debido a su funcion en la sintesis de terpenos, con el fin
de investigar posibles fuentes de biopesticidas (Boncan et al., 2020; Celedon y Bohlmann,
2019).

Asi como los terpenoides, los &cidos fendlicos también se encuentran destacando en el
area insecticida. Un estudio revel6 que el acido siringico (SA) aporta a la degradacién del
herbicida acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA), los resultados no solo confirmaron una
eliminacion de MCPA en las muestras enriquecidas con SA en comparacion al control, sino,
una disminucion de la fitotoxicidad (Urbaniak et al., 2019). Luego, se llevo a prueba en suelo

contaminado con MCPA y con dos especies cucurbitaceas: calabacin (C. pepo L.) y pepino (C.
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sativus), el resultado de la aplicacion de SA es que llega a mitigar la influencia toxica de MCPA
en el suelo, dependiendo de las especies de plantas cultivadas (Mierzejewska et al., 2022).
Por otra parte, se realizé un ensayo usando cinco compuestos fenolicos (florizina,
resveratrol, acido ferulico, 5-n-alquilresorcinoles y quercetina) como ingredientes activos en la
preparacion de una emulsion bioactiva donde se identific al acido ferulico como altamente
efectivo contra el crecimiento de Botrytis cinérea (Patzke y Schieber, 2018). También se
reportd que derivados del &cido ferulico son potenciales antivirales contra el virus del mosaico
del tabaco (TMV) (Ren et al., 2020; Tang et al., 2020). Joshi et al., 2014, sugieren al acido
cafeico como molécula insecticida debido a su potente efecto inhibidor de la proteasa intestinal
alterando la expresion génica en larvas de Helicoverpa armigera. Se evalud el acido cafeico en
Spodoptera littoralis, midiendo los indices de alimentacion, los cuales disminuyeron
significativamente, reduciendo niveles de alatostatina-A y a su vez disminuyendo la

produccion de a-amilasa y proteasa intestinal (Bahrami et al., 2018).

Se evaluo el extracto de Myrciaria cauliflor frente a S. frugiperda en estado larvar, se
presentd un incremento de la mortalidad del 150% y una disminucion de hembras en 55%. Se
identificd en el extracto compuestos fendlicos como acido galico, acido elagico, acido salicilico
y catequina, responsables de actividad (Alves et al., 2014). Marques et al., 2016, realizé un
ensayo a partir del extracto de Malpighia emarginata en S. frugiperda, mostrando signos de
inhibicion en estado pupal y aumentando la mortalidad en edad adulta, los compuestos
responsables fueron identificados como acido galico, galato de epigalocatequina, catequina,
acido p-cumarico, acido salicilico y quercetina.

Se realiz6 un estudio evaluando compuestos fendlicos y lectinas sobre la actividad
enzimatica digestiva de S. litura. Los resultados mostraron una reduccion significativa en

actividades de serin proteasa y tripsin esterasa en larvas (Su et al., 2018).
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En una investigacion reciente, se evalud la accion del acido galico sobre larvas de
Spodoptera litura F. a diferentes concentraciones con resultados positivos en mortalidad de
larvas y reduciendo el indice de emergencia de adultos (Punia et al., 2021). El presente afio, se
evalud la actividad insecticida de tres extractos provenientes de S. graminifolia en S. fugiperda
mediante la ingesta en larvas. El extracto etandlico caus6 mayor mortalidad (81%). Se
identificaron en el extracto quercetina, acido clorogénico, acido solidagoico, &cido galico,

hexdsido y acido rosmarinico entre otros compuestos fenolicos (Herrera-Mayorga et al., 2022).
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1.3. Objetivos

1.3.1. Obijetivo general
Identificacidn de metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el fruto de Solanum

grandiflorum Ruiz & Pav.

1.3.2. Obijetivos especificos

1. Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios en el fruto de Solanum grandiflorum
Ruiz & Pav. mediante técnicas cromatogréaficas.

2. ldentificar mediante técnicas hifenadas (UHPLC-Triple Quad-MS-MS) vy
espectroscopicas como RMN *H los posibles metabolitos secundarios presentes en el fruto de

Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.
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1.4. Justificacion

En la actualidad la busqueda de nuevas moléculas bioactivas a partir de plantas es
prominente y continda desempefiando un papel importante (Barros et al., 2018) en diversas
areas como medicina, farmacologia, industria agropecuaria, industria alimentaria entre otros
(David et al., 2015; Raja et al., 2017; Zhang et al., 2018).

El género Solanum, es uno de los méas importantes a nivel econémico y alimentario de
manera global (Silva et al., 2022), siendo incluso estudiada su genémica para la mejora de
especies y sus recursos (\Vossen et al., 2014). Este género presenta una gran variedad de
metabolitos secundarios de gran interés debido a su bioactividad, entre ellas actividades
farmacoldgicas: actividad citotoxica, anticancerigena, antiinflamatoria, antiulcerogénica y
antimicrobiana (Barros et al., 2018; Ramos y De Oliveira, 2016).

La agricultura moderna, en los dltimos afios, enfrenta una crisis ambiental (Nava-Pérez
et al., 2012), la presencia de plagas tienen un impacto directo en la produccién agricola de
alimentos y productos almacenados, ya que pueden representar la pérdida de produccién y en
casos severos, la pérdida total (B. Singh & Kaur, 2018). sin embargo, el uso de plaguicidas es
cada vez mas controlado debido a los dafios al medio ambiente y a la salud publica, por esa
razén, en los ultimos afos el estudio de nuevos compuestos de origen vegetal con propiedades

insecticidas ha tomado relevancia (Berestetskiy y Hu, 2021).

Las plantas son una gran fuente de metabolitos secundarios que puede utilizarse en el
desarrollo de métodos ambientalmente seguros para el control de plagas de insectos y son una
verdadera alternativa al insecticida sintético (Adesina y Rajashekar, 2018), esto se debe a que
han desarrollado mecanismos de defensa contra sus depredadores, que incluyen insectos

patogenos, hongos, bacterias, virus y otros herbivoros (Divekar et al., 2022; Quiroz et al.,



15

2015). La busqueda de alternativas para el control de plagas es de gran importancia y se ha
comenzado a incluir derivados de plantas para la produccion de insecticidas reportando
toxicidad para organismos, en especial el efecto antialimentario, que se utiliza para el manejo
de cultivos (Melanie et al., 2022), siendo estos mas seguros para los humanos y produciendo
menos residuos en el medio ambiente en comparacion a los pesticidas sintéticos
convencionales, dando un enfoque mas sostenible (Nobsathian et al., 2019) y amigable con el
ambiente, en el control de plagas de insectos (Bonilla et al., 2019) por ese motivo el uso de
pesticidas botanicos ya se estd dando globalmente (Adesina y Rajashekar, 2018) impactando

positivamente en el area de la agricultura y la horticultura modernas (De Geyter et al., 2007).

Uno de los metabolitos secundarios mas relevantes son los triterpenoides por poseer
diversas propiedades (Xu et al., 2018), como antiiflamatoria, antiviral, antimicrobiana y
antitumoral (Anteparra et al., 2018), ademas, en los Ultimos afios se ha demostrado que
presentan actividad plaguicida (Singh y Kaur, 2018) en especial los triterpenos glicosilados
que tienen actividad insecticida (Rahimi et al., 2019). Por su parte, los acidos fenolicos al ser
ampliamente distribuidos en el reino Plantae (Villa y Leo6n, 2016), forman parte muy
importante del sistema de proteccion de las plantas frente a plagas y son considerados una
alternativa natural a los agentes fitosanitarios convencionales (Patzke y Schieber, 2018). En los
ultimos afios han ganado relevancia en el area de la agricultura (Joshi et al., 2014) por ayudar
a la degradacion de herbicidas (Urbaniak et al., 2019) y a la mitigacion de la fitotoxicidad en
los cultivos (Mierzejewska et al., 2022). Ademas, han presentado actividad insecticida con
resultados positivos en mortalidad de larvas y reduciendo el indice de emergencia de adultos
(Alves et al., 2014; Marques et al., 2016; Punia et al., 2021), debido al efecto antialimentario

(Herrera-Mayorga et al., 2022; Su et al., 2018). Por esto, se han comenzado a desarrollar,
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mediante nanotecnologia, sintesis ecoldgica de nanoparticulas (NP) con acidos fenolicos por
su capacidad antioxidantes y las propiedades plaguicidas mencionadas (Amini y Akbari, 2019).

Este proyecto de investigacion tiene como proposito justificar, impulsar y promover el
estudio de los metabolitos secundarios provenientes del fruto de la especie Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav, que en la actualidad no posee un estudio profundo a nivel quimico,
dando a conocer la especie y contribuir al conocimiento en el area de quimica organica,
especificamente el area de productos naturales que actualmente en nuestro pais es de gran
importancia y su realizacién seria un gran aporte para la literatura quimica y para futuros

estudios en diversas areas como medicina, farmacologia, agricultura entre otros.
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1.5.  Hipdtesis

1.5.1. Hipotesis general

El fruto de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. posee metabolitos secundarios de interés

bioldgico.

1.5.2. Hipotesis especificas

1.El fruto de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav tiene compuestos fenolicos.
2.Los metabolitos secundarios obtenidos del fruto de Solanum grandiflorum Ruiz &
Pav seran identificados mediante técnicas hifenadas (UHPLC-Triple Quad-MS-MS) y

espectroscopicas como RMN H.
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

La especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav pertenece al género Solanum, a la familia
Solanaceae (Tabla 1) (Chevrette, 2013; Tropicos.org, 2019).

Es un arbol o arbusto (Orozco et al., 2015) de 2,5-10 m de alto, tallo y ramas con
pubescencia inconspicua y con escasos aculeos. Hojas de 15-34 x 11,2-25 cm, simples, ovadas,
con el margen lobulado, de olor fétido, apariencia negruzca, pubescentes, asimétricas en la
base, con aculeos en las venas. Flores (Figura 1) de 25-33 mm de largo. Caliz castafio claro, de
12-16 mm de largo. Corola rotécea, lila, de 22-35 mm de largo. Anteras amarillas, atenuadas,
de 13,5-16 x 1-2 mm, glabras; filamentos estaminales de 1-3 mm de largo. Ovario de 1-3 x 2-
3 mm, glabro; estilo de 2-20 mm de largo, glabro; estigma de 0,5 mm de largo, bilobado. Fruto
(Figura 2) una baya esférica, amarillo-verdosa cuando madura, glabra, de 30-50 mm de
didmetro, pedicelo fructifero muy engrosado. Semillas de 3-4 x 2,5- 3,5 mm (Milagros y
Benitrz, 2014), que crece todo el afio (Singh, 2016).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum L.
Especies Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Nota. Tomado de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. en GBIF Secretariat, Backbone

Taxonomy, 2021, Checklist dataset https://www.gbif.org/es/species/2929153.
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Figura 1

Flores de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

Nota: Tomado de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. en GBIF Secretariat, Backbone
Taxonomy, 2021, Checklist dataset https://www.gbif.org/es/species/2929153.
Figura 2

Fruto, hojas y flores de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Nota: Tomado de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. en GBIF Secretariat, Backbone

Taxonomy, 2021, Checklist dataset https://www.gbif.org/es/species/2929153.
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2.1.1.1. Distribucion. La especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav se encuentra
distribuida en paises como Brasil, Colombia, Ecuador y Pera (Figura 3) (Sérkinen et al., 2015).
Esta especie fue reportada por primera vez en Per( en 1799 (Knapp, 2008). En el Perq, la
especie se encuentra distribuida en los departamentos de Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Loreto,
Madre de Dios, Pasco, San Martin, Ucayali (Sarkinen et al., 2015) y Junin (Zufie Da Silva,
2016).

Figura 3

Distribucién de la especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav a nivel mundial

Nota: Tomado de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. en GBIF Secretariat, Backbone
Taxonomy, 2021, Checklist dataset https://www.gbif.org/es/species/2929153.

2.1.1.2. Usos. El fruto de la especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav se usa
ampliamente en la medicina popular, debido a que se le atribuyen propiedades relajantes,
sedantes, antiespasmddicas (De Angelis Pereira et al., 2003) y antiepilépticas (Fonseca et al.,
2013). El extracto del fruto presenta actividad antiflngica (Fonseca et al., 2013), al igual que

el extracto de hojas (Rodrigues, 2014).
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2.1.1.3. Composicion. Un analisis fitoquimico en hojas encontro alcaloides, glucosidos
cardiotonicos, cumarinas volatiles, flavonoides, saponinas, triterpenos y derivados
antracentricos libres (Tabla 2) (Rodrigues, 2014).

Tabla 2

Reconocimiento de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de hojas de S.
grandiflorum Ruiz & Pav

) ) Presencia / y o
Metabolitos secundarios _ Coloracion / Precipitado
Ausencia
Alcaloides + Naranja
Glucosidos cardiotdnicos + Naranja
Cumarinas volatiles + Rosa fosforescente
Flavonoides + Verde
Taninos - Marrén
Saponinas + Espuma
Triterpenos y/o Esteroides + Marrén
Derivados antracénicos libres + Morado-violeta

Nota: Reactivos utilizados para el andlisis fitoquimico: Alcaloides: reactivo de Mayer,
reactivo de Wagner y reactivo de Dragendorff.; glucosidos cardiotonicos: reactivo de Kedde,
reactivo de Baljet y reactivo de Lieberman; cumarinas volatiles: reaccidén con hidréxido de
amonio; flavonoides: reaccidén con acetato de plomo; taninos: reaccién de cloruro férrico;
saponinas: prueba de la espuma; triterpenos y/o esteroides: reactivo de Lierbermann-Buchard;
derivados antracenicos libres: reaccion de Borntrdger. Adaptado de Cristina y Lima, 2016;
Rodrigues, 2014.

Se realiz6 también el analisis fitoquimico en fruto de Solanum grandiflorum Ruiz &
Pav donde se encontraron alcaloides, saponinas (De Angelis Pereira et al., 2003), saponinas

esteroideas, glicoalcaloides y flavonoides (Fonseca et al., 2013).
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2.1.2. Metabolitos secundarios encontrados en el género Solanum.

El género Solanum puede biosintetizar esteroides y alcaloides libres o glucosilados,
flavonoides (Figura 4), que son de interés terapéutico y presentan una gran variedad de
actividades farmacoldgicas, como actividad citotoxica, anticancerigena, antiinflamatoria,
antiulcerogénica y antimicrobiana (Barros et al., 2018).

Figura 4

Clases y subclases de metabolitos aislados del género Solanum
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Nota: Tomado de Barros et al., 2018.
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Los principales metabolitos secundarios encontrados en el género Solanum son:
glicoalcaloides esteroidales, alcaloides, saponinas, esteroides, flavonoides, antraquinonas y
triterpenos que se consideran marcadores quimiotaxonémicos de este género (Barros et al.,
2018; Govindarajan y Chinnachamy, 2014; Kalebar et al., 2019; Mashwani et al., 2016; Pereira
et al., 2019; Ramos y De Oliveira, 2016; Soto Vasquez, 2014).

Los glicoalcaloides esteroidales (SGA) (Figura 5) presentes en el género Solanum se
caracterizan por tener aglicona esteroidal nitrogenada y residuos de glucosidos. Hasta la fecha,
se han identificado 107 SGA. Los SGA tienen estructuras unicas y muestran actividades
farmacoldgicas significativas, como citotoxicos, antimicrobianos y algunos son venenos,
siendo los SGA mas conocidos en el género Solanum el solanidano y espirosolano (Al Sinani
y Eltayeb, 2017; Friedman et al., 2018; Zhao et al., 2021).

Figura 5

Estructuras quimicas de glicoalcaloides esteroidales (SGA) presentes en diferentes especies
del género Solanum
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Nota: Tomado de Zhao et al., 2021.
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Figura 6

Estructuras de diferentes flavonoides agliconicos
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Nota: Tomado de M. Kumar et al., 2021

Ademas de los alcaloides, los flavonoides forman un grupo importante de compuestos
que se han descrito para el género Solanum, entre las mas destacables se encuentran las
agliconas de flavona y flavonol reportadas para el género Solanum. Los flavonoides aglicénicos
se derivan de esqueletos de flavonas (apigenina y luteolina) y flavonoles (kaempferol,
quercetina, miricetina y herbacetina) (Silva et al., 2022), siendo las mas comunes en el género

Solanum la quercetina, apigenina, kaempferol e isorhamnetina (Piao et al., 2014).
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2.1.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son un tipo de metabolitos secundarios que se encuentran en
una gran diversidad de plantas (Ambriz-Pérez et al., 2016; Martin G., 2018) con méas de 8000
estructuras conocidas, desde los fenolicos simples como los acidos fenolicos a mas complejos
como los taninos (Shah et al., 2018). Presentan tal importancia que poseen su propia base de
datos llamada Phenol-Explorer, donde se describen 500 polifenoles diferentes en méas de 400

productos, principalmente en frutas (Lima et al., 2019)

2.1.3.1. Estructura. Los compuestos fenolicos tienen uno o mas anillos
aromaticos en su estructura, al que se pueden acoplar uno o mas grupos hidroxilo (Ambriz-
Pérez et al., 2016; Shah et al., 2018). Pueden existir como glucdsidos o agliconas; compuestos
de matriz o de unién libre; y que comprenden principalmente estructuras polimerizadas o
monomeéricas (Alara et al., 2021). Los compuestos fendlicos de las plantas pueden ser simples
en cuanto a su estructura quimica, como las benzoquinonas (C6) y los acidos hidroxibenzoicos
(C6-C1), o pueden ser quimicamente complejos y producirse en forma polimérica, como la
lignina (C6-C3)n y los taninos condensados (C6-C3-C6), (Al Jitan et al., 2018).

Los compuestos fendlicos se pueden agrupar en flavonoides y no flavonoides como se
observa en la Figura 7:

o Los flavonoides: Estan compuestos por dos anillos aromaticos unidos a
través de un heterociclo con oxigeno. Segun el grado de hidrogenacidn y la sustitucion
del heterociclo se pueden subclasificar en flavonoles, flavonas, isoflavonas,
antocianinas, flavanoles, flavanonas, etc. Los flavonoides suelen presentarse en la

naturaleza como glucosidos.(Ambriz-Pérez et al., 2016; Tungmunnithum et al., 2018)
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o No flavonoides: Estos pueden ser fenoles no carboxilicos, cumarinas y
acidos fenolicos (Creus, 2004; Vuolo et al., 2018), siendo los mas conocidos, de este

ualtimo, el &cido benzoico y cindmico (Alara et al., 2021)

Figura 7

Esquema de la clasificacion general de los compuestos fendlicos.
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2.1.3.2. Biosintesis. Los compuestos fenolicos se biosintetizan en las plantas por

medio de rutas como la del &cido shikimico y la del acetato-malonato (Martin-Gordo, 2018),

como se puede apreciar en la Figura 8.



Figura 8

Ruta biogénica de algunos compuestos fendlicos
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2.1.3.3. Propiedades. Los compuestos fendlicos se encuentran principalmente
en vegetales dandoles las caracteristicas organolépticas a los alimentos, en especial, frutas y
verduras (Alara et al., 2021). Asi mismo participan en la defensa de las plantas contra los rayos
ultravioleta (UV), patdgenos y otros depredadores (Shah et al., 2018).

Se consideran un componente vital de la dieta humana y exhiben una enorme actividad
antioxidante, asi como otros beneficios para la salud reduciendo significativamente el riesgo
de muchas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Kumar y Goel, 2019). Las
bioactividades estan relacionadas con sus caracteristicas quimicas, particularmente la presencia
de una estructura aromatica y multiples grupos hidroxilo capaces de donar electrones o atomos
de hidrdégeno, neutralizando los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (Lima et
al.,, 2019), demostrando propiedades antiinflamatorias (Ambriz-Pérez et al., 2016),
antimicrobianas, antibacterianos, como agentes cardioprotectores, promotores del sistema
inmunoldgico, proteccion de la piel contra la radiacién UV (Tungmunnithum et al., 2018) y
antiproliferativas, entre otras, lo que ha generado un gran interés en su uso por parte de diversas
industrias (Albuquerque et al., 2021) como en la industria textil, alimentaria (Al Jitan et al.,

2018) y aplicaciones farmacéuticas y médicas (Tungmunnithum et al., 2018).

2.1.4. Acidos fendlicos

Los acidos fenolicos tienen muchas funciones en las plantas: son componentes estructurales de
la pared celular, mejoran la absorcion de nutrientes, favorecen la germinacion de semillas bajo
estrés abidtico, actian como moléculas sefalizadoras en las respuestas de defensa local y
sistematica de las plantas, y median la seleccion de poblaciones microbianas beneficiosas para

las plantas en suelo de rizosfera (Al Jitan et al., 2018).
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2.1.4.1. Estructura. Los acidos fenodlicos estan ampliamente distribuidos en las
plantas y se presentan en forma insoluble como componentes estructurales de la pared celular
asociados con xilanos, pectina y lignina, en forma conjugada con azUcares, como dépsidos o
como glucdsidos simples(Al Jitan et al., 2018)

Hay 2 clases de acidos fendlicos, los derivados del acido benzoico (acido galico) y los
del acido cindmico como el acido cumarico y ferulico (Figura 9). El &cido cafeico se encuentra
principalmente en vegetales y frutas, en su mayoria estan esterificados con acido quinico. El
acido ferdlico es otro acido fendlico comin que se encuentra en los cereales; mayormente
esterificado con hemicelulosas (Alara et al., 2021).

Figura 9

Estructura de acidos fenolicos
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Nota: Adaptado de Lock, 2016.

La biosintesis de acidos fendlicos en las plantas se produce principalmente a través de la via
del shikimato/fenilpropanoide a partir de dos aminoacidos aromaticos: L-fenilalanina y/o L-
tirosina. Tres procesos estan involucrados en la biosintesis de &cidos fendlicos: desaminacion,

hidroxilacion y metilacion (Al Jitan et al., 2018).
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2.1.4.2. Propiedades. Los é&cidos fendlicos son el grupo mas destacado de
compuestos bioactivos presentes en diversas fuentes vegetales, éstos imparten caracteristicas
organolépticas tipicas a los alimentos y estan relacionados con varios beneficios para la salud
(Rashmi y Negi, 2020).

Los &cidos fendlicos, poseen un resto de fenol y una estructura estabilizada por
resonancia que hace que la donacion de atomos de H resulte en una propiedad antioxidante a
través de un mecanismo de eliminacion de radicales, se encuentran en todas partes y también
son antimicrobianos, anticancerigenos, antiinflamatorios, antimutagénicos, etc (Kumar y Goel,
2019), y tienen mucha relevancia en la parte alimenticia (Adebo & Medina-Meza, 2020;

Cianciosi et al., 2018; Ciulu et al., 2018)

2.1.5. Terpenoides

El término “terpenoide” se refiere a un grupo de sustancias que tienen un origen
biosintético comuin y que siguen la llamada “regla del isopreno” (Lock, 2016). Los terpenos,
o terpenoides son uno de los mayores grupos de productos naturales y comprenden numerosas
sustancias con funciones importantes en los procesos fisiologicos y patologicos (Filho
Mendes da Silva et al., 2017). La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas (Avalos y Elena, 2009).

Figura 10

Estructura del isopreno

H,C——C——CH=—=CH,

CH,

Nota: Adaptado de Lock, 2016.
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Miles de compuestos que pertenecen a la familia de los terpenoides con propiedades
antimicrobianas se han asociado a su composicion quimica, estructura y grupos funcionales
los cuales derivan de un precursor de cinco atomos de carbono, el difosfato de isopentenilo y
con base al nimero de unidades de isopentenilo se clasifican como mono-, sesqui-,
diterpenoides, entre otros, ademas la presencia y/o ausencia de algunos grupos funcionales
especificos que diversifican ain méas los compuestos que pertenecen a la misma subclase
biosintética (Gallegos-Flores et al., 2019).

Figura 11

Biosintesis de terpenoides
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Nota: Tomado de Lock, 2016.
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Los esqueletos de la mayoria de las moléculas de sefializacion en plantas, mediadores
de la "transmision™ intercelular de plantas responsables de coordinar su crecimiento, desarrollo
y respuestas a las sefiales ambientales, se construyen a partir de unidades C5 de isopreno y, por
lo tanto, son isoprenoides (terpenoides). Cumplen muchos roles importantes en la naturaleza
(Tarkowska y Strnad, 2018).

Los isoprenoides esenciales mas ampliamente estudiados son una familia de
triterpenoides tetraciclicos conocidos como esteroles, que se encuentran tanto en el reino
animal como en el vegetal, es decir, en la mayoria de los eucariotas. El esterol mas conocido
es el colesterol (C27), que puede ser producido por células vegetales y animales (Tarkowska y

Strnad, 2018).

2.1.5.1. Propiedades. La actividad antimicrobiana de los terpenoides puede
explicarse por al menos cinco mecanismos de accion; estos incluyen, dafio en la estructura y
funcién de la membrana, inhibicién de la biosintesis y funcion de los acidos nucleicos,
interferencia de procesos metabdlicos esenciales, induccion de la coagulacion de los
componentes citoplasmaticos y la interrupcion en la comunicacion celular normal; estos
mecanismos de accion pueden verse influenciados por varios factores, como las
caracteristicas de las células bacterianas (bacterias Gram positivas y negativas), condiciones
ambientales y fisicoquimicas (la hidrofobicidad, la concentracion del compuesto, la
temperatura y el pH) (Gallegos-Flores et al., 2019).
En recientes investigaciones se ha demostrado el uso de terpenoides o terpenos,
utilizandolos en la industria quimica como una solucién ecoldgica en repelentes de insectos,

insecticidas, desinfectantes, fungicidas y bactericidas (Filho Mendes da Silva et al., 2017).
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2.15.2. Triterpenoides. Los triterpenos son los terpenos de 30 carbonos.
Usualmente generados por la union cabeza-cabeza de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de
ellas formada por unidades de isopreno unidas cabeza-cola. Los triterpenoides son metabolitos
abundantes en la naturaleza y se ha demostrado que poseen una amplia gama de actividades
bioldgicas (Suri et al., 2015).

Figura 12

Ndcleos triterpénicos mas comunes

Cammarang

CREL

Urgana Olaanone

Lupang

Nota: Tomado de Dev & Nagasampagi, 2018.
Entre los Triterpenos se encuentran esteroides y esteroles derivados del escualeno, una
molécula de cadena lineal de 30 C de la que derivan todos los triterpenos ciclicos. Los

esteroides que contienen un grupo alcohol, y es el caso de casi todos los esteroides vegetales,
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se denominan esteroles. Los méas abundantes en plantas son el estigmasterol y el sitosterol, que
solo difiere del estigmasterol en la ausencia del doble enlace entre C 22 y C 23 (Lock, 2016).
Los principales nucleos triterpénicos son: escualeno, lanostano, lupano, oleanano,

ursano dammarano, entre otros (Hill y Connolly, 2017).

2.1.5.3. Propiedades. Las actividades anticancerigenas de los triterpenoides y
sus saponinas se han revisado ampliamente. Otras actividades como el propiedades
antidiabéticas y efectos neuro farmacoldgicos de triterpenoides también han sido descubiertos
(Hill y Connolly, 2017) en especial las enfermedades relacionadas a inflamaciones cronicas
(Yadav et al., 2010). Las saponinas se sintetizan en practicamente todas las plantas con flores
(Rahimi et al., 2019) Los triterpenos, particularmente los triterpenos pentaciclicos poseen una
gran variedad de actividades bioldgicas interesantes, tales como antitumoral, antidiabética,
antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral, antiparasitaria, hepatoprotectora, cicatrizante,
antioxidante, antipruritico, antiangiogénica (Alarcén y Cespedes, 2015; Quiroz et al., 2015),
pero en estudios recientes se ha demostrado su potencial actividad insecticida (Rattan et al.,
2015).

Las saponinas son metabolitos secundarios que constituyen una gran familia de
compuestos estructuralmente conformados por un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos
como aglicona o sapogenina, sustituidos por oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos
que les confieren un carécter anfifilico. Las saponinas son consideradas como un factor anti
nutricional que se encuentra en semillas, cascara y son las responsables del sabor amargo
(Bonilla et al., 2019), sin embargo, poseen un elevado valor farmacoldgico, por lo que
determinar la concentracion de este metabolito y la presencia de otros en las diferentes partes
de la planta, permitira desarrollar futuras evaluaciones bioldgicas (Mena et al., 2015). Las

saponinas triterpenoides poseen amplias actividades bioldgicas como antiinflamatorias,
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antitumorales, analgésicas, cardioprotectoras y agentes citotoxicos (Rattan et al., 2015), en los
ultimos afios se ha destacado su efecto piscicidas, insecticida, anti-protozoos, antiinflamatorio,
leishmanicida, antitrichomonas, antiagregante plaquetario, broncolitico, hipo-colesterolémico,
asi como su actividad citotoxica frente a varias neoplasias (Bonilla et al., 2019; Mena et al.,
2015).

Las saponinas poseen actividades insecticidas claras: ejercen una accion fuerte y rapida
contra una amplia gama de insectos plaga diferente de la neurotoxicidad. Los efectos mas
observados son aumento de la mortalidad, disminucion de la ingesta de alimentos, reduccion
de peso, retraso en el desarrollo y disminucion de la reproduccion. Segan las principales
hipétesis en la literatura, las saponinas ejercen una actividad repelente / disuasoria, soportan
problemas digestivos, provocan defectos de muda de insectos o causan efectos de toxicidad

celular (De Geyter et al., 2007).
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11l. METODO

3.1. Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion es basica, el disefio es experimental

3.2. Ambito temporal y espacial

La colecta de la especie vegetal Solanum grandiflorum Ruiz & Pav se llevo a cabo en
la estacion de investigacion IVITA-PUCALLPA perteneciente a la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ubicada en la provincia de
Coronel Portillo, departamento de Ucayali, desde la primera semana de septiembre hasta la
quincena de octubre del 2020.

El desarrollo de la parte experimental se realizo en el laboratorio de Quimica Analitica
de la Universidad Nacional Federico Villarreal. Lima- Per( y en el laboratorio de Productos

Naturales de la Universidad de Chile, Santiago de Chile — Chile.

3.3. Variables

Variable independiente: Fruto verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Variable dependiente: Metabolitos secundarios mayoritarios en el fruto verde de

Solanum grandiflorum Ruiz &Pav.

3.4. Poblacién y muestra
La poblacion estudiada estuvo conformada por frutos de la especie Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav provenientes de 30 arboles dentro de una hectarea. La muestra

vegetal fue de 15 kg de fruto verde.
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Tabla 3
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Materiales, equipos y reactivos utilizados en el proyecto de investigacion.

Materiales

¢ \Vasos de precipitado de 250 mL

e Placas Petri

¢ Viales &mbar con tapa

e Viales transparentes con tapa

¢ \Vasos de precipitado de 100 mL

¢ Recipientes de 500 mL ambar
con tapa rosca boca ancha.

e Pipetas grandes de 100 mL de
capacidad

¢ Tubos de ensayo lunas de reloj

e Espatulas

e Pipeta volumétrica de 0.5 mL de
capacidad

e Pipeta volumétrica de 1 mL de
capacidad

e Cromatofolios de silicagel para
analisis cualitativos.

e Camara cromatogréfica para
placa analitica con su respectiva
tapa

e Embudos de vidrio de 100 mL
de capacidad.

e Papel filtro Whatman nlimero 40

¢ Papel indicador
PANPEHA

e Papel aluminio

e Pipetas descartables de 5
mL

e Camara cromatografica de
20 x 20 cm para placa
preparativa con su
respectiva tapa

e Columna cromatografica
de 5 cm de diametro y 1.3
m de largo.

e Columna cromatografica
de 3 cm de diametro y 60
cm de largo.

e Columna cromatografica
de 2.5 didmetro y 50 cm de
largo.

e Columna cromatografica
de 3.5 cm de diametro y
1.2 m de largo.

e Columna cromatografica
de 5 cm de diametro y 12
cm de largo.

Equipos

e Estufa de esterilizacion (EUROLAB modelo WHL 30B)

e Ultracentrifuga (Hettich-Universal 320/320R)

e Ultrasonido (BIOBASE modelo UC-20S)

¢ Balanza analitica (BOECO — BAS 31 Plus)

e Evaporador rotativo (Heidolph — Hei-VAP Value)

e Bomba de vacio (Vacuubrand — PC 3001 Vario PRO)

e UHPLC-MS-MS (Triple Quad 4500 - AB Sciex Instruments)
e Espectrometro de resonancia magnética nuclear (BRUKER AVANCE |11 HD-400-RMN 1H)

Reactivos

= Agua ultra-pura

=Etanol Q.P

=Metanol Q.P.

=Eter de petroleo G.A.

=Diclorometano

=Cloruro férrico 1%

=Acido clorhidrico
concentrado

=Tolueno

=Acido sulfarico concentrado
=Cinta de magnesio

= Acetato de etilo Q.P.
=Acido formico Q.P.
=Acido acético glacial Q.P.
»Sephadex LH — 20
=Gel de silice fina 60.
=Eter de petroleo P.A.
=Diclorometano P.A.
=Metanol P.A.

= Acetato de etilo P.A.
=Cloroformo deuterado.
=Metanol deuterado.
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3.6. Procedimientos

Figura 13

Metodologia utilizada para la investigacion.

Seleccion de la muestra vegetal

Tratamiento de la muestra

Extraccidn por polaridad creciente por
ultrasonido

Obtencion delextractﬂ crudo

Extracto crudo de ciscara verde Extracto crudo de semilla

Tamizaje fitoguimico

3.6.1. Obtencidn de la droga vegetal a partir de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

A Recoleccion, seleccion y clasificacion taxonémica de Solanum grandiflorum
Ruiz & Pav. Se colectaron 15 kg de frutos verdes de S. grandiflorum Ruiz & Pav. provenientes
del Instituto Veterinario de Investigaciones de Trépico y de Altura (IVITA) de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Ucayali, Per(, durante los meses de Septiembre — Octubre, se
seleccionaron los frutos sin dafos fisicos causados por insectos o agentes microbianos (Mak et

al., 2013) (Figura 14,15).



39

Figura 14

Hojas, flor y fruto de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

— 2

Figura 15

Frutos verdes de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

w

\
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B. Tratamiento de la muestra vegetal. Se realiz6 un primer lavado con agua

destilada para eliminar la tierra en la muestra vegetal, luego se desinfect6 el fruto por inmersion
con hipoclorito de sodio 10 ppm por 10 minutos, y se dej6 reposar en papel Kraft para que
absorba el exceso de agua antes de llevar a secado en un rango de 35°C a 38°C (Figura 16)

(Mak et al., 2013).
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Figura 16

Limpieza y desinfeccion de frutos verdes de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

Figura 17

Separacion de semillas de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

Se separo el fruto en tres partes: cascara, semillay pulpa. Se retir6 la cascara con ayuda

de una espétula, sin embargo, para separar la pulpa y las semillas del fruto se utiliz6 un tamiz
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de acero inoxidable para optimizar el proceso como se observa en la Figura 17. La céscara y
semillas obtenidas se enjuagaron con agua ultrapura en grandes cantidades y la separacion se
realiz6 de forma manual.

C. Secado de la muestra vegetal. Las cascaras se secaron sobre papel Kraft, las
semillas y la pulpa sobre placas Petri de vidrio como se observa en la Figura 18. El secado de
las muestras se realizo en estufa entre 36-39 °C (Okokon et al., 2017).

Figura 18

Cascaras de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Luego se realizd la molienda del material vegetal en un moledor eléctrico como se

muestra en las Figuras 19-21.
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Figura 19

Molienda de céscaras secas de la especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Figura 20

Céscaras totalmente molidas de frutos verdes de Solannum grandiflorum Ruiz & Pav.
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Figura 21

Semillas de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

D. Extraccion preliminar de hojas, cascaras, semillas y pulpa de Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav. y Marcha fitoquimica. Se realiz0 la extraccion con etanol al 80%
a temperatura ambiente (Shen y Shao, 2005), en un frasco &mbar de 100 mL de capacidad.
Figura 22
Extractos de hojas (A), pulpa (B), semillas (C) y cascaras verdes (D) obtenidos a partir de

Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.
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Se dejo en maceracion por 3 dias y luego se filtré con papel filtro Whatman rapido, el
filtrado se concentro hasta sequedad en un rango de temperatura entre 36-38 °C (Figura 22).

Con los extractos obtenidos se realizé una marcha fitoquimica para revelar la presencia
de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, antraquinonas, azucares reductores, glucosidos

cardiacos y terpenoides (Okokon et al., 2016, 2017).

3.6.2. Extraccion de la droga vegetal proveniente de Solanum grandiflorum

A. Extraccion de céscaras y semillas de Solanum grandiflorum. EIl proceso de
extraccion en cascaras y semillas del fruto de Solanum grandiflorum se realiz6 por maceracion
asistida con ultrasonido, empleando disolventes de polaridad creciente: éter de petrdleo (EP),
cloroformo (EC), acetato de etilo (EA) y etanol (EE) (Figura 23). Se colocaron 120 g de
muestra seca de semillas en un frasco color ambar con 100 mL de disolvente.
Figura 23

Extraccion por ultrasonido con solventes de polaridad creciente

Muestra seca y pulverizada

¥

Extraccion con éter de
petrdleo (EP)
I

v
[ExtacodeEP |

| Extraccion con cloroformo (EC) |
I

Extraccion con acetato de etilo (EA)
|

| Extraccién con etanol (EE) |
I

Extracto EE

Se realizo la extracciéon durante 30 minutos con tres intervalos de 10 minutos cada

uno, manteniendo el rango de temperatura entre 20°C a 32°C, luego se filtro con papel filtro
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Whatman répido. El extracto obtenido se recibid en placas Petri como se muestra en la Figura
24 y se concentr6 a temperatura entre 36°C-38 °C (Okokon et al., 2017). EI mismo
procedimiento se realiz6 para la extraccion de las cascaras del fruto, como se muestra en la
Figura 25.

Figura 24

Filtracion de EA de céscara verde (A) y semillas (B) del fruto de Solanum grandiflorum

Figura 25

Extracto seco de EA de cascara (A) y extracto seco de EA de semilla (B) de Solanum
grandiflorum
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Se repitio el tamizaje fitoquimico con los extractos obtenidos, para evidenciar la
presencia de terpenoides, poniendo énfasis en triterpenoides (Okokon et al., 2016, 2017), para
ello se realizo la prueba de Liebermann-Burchard (Lock, 2016). Los extractos crudos de

semillas y cascara verde fueron tratados segun las metodologias 1 y II.

3.6.3. Metodologia I

3.6.3.1. Cromatografia en capa fina (TLC) preliminar. Para continuar la
separacion se realizaron pruebas en TLC con los extractos de éter de petréleo (EP), cloroformo
(EC), acetato de etilo (EA) y etanol (EE) de semillas y cascaras empleando cromatofolios de
silicagel 60 F254 (Merck) y diferentes fases moviles, segun la Tabla 4.
Tabla 4

Fases mdviles utilizadas en TLC para seleccionar extractos de semilla y cascara.

Fase movil Proporcion (mL)

Eter de petréleo — Diclorometano 3:1
Eter de petréleo — Diclorometano 1:1
Eter de petréleo — Diclorometano 3:1

Eter de petréleo — Cloroformo 3:1

Eter de petréleo — Cloroformo 1:1

Eter de petréleo — Cloroformo 1:3
Eter de petréleo — Acetato de etilo 9:1
Eter de petréleo — Acetato de etilo 9.5:0.5
Eter de petréleo — Acetato de etilo 8.5:15
Eter de petroleo — Acetato de etilo 4:1

Cloroformo — Metanol 6:1
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3.6.3.2. Fraccionamiento de extracto EC de semillas

A. Preparacion de la muestra. EI EC obtenido a partir de las semillas presento
una sustancia aceitosa, por lo que antes se tuvo que decantar para separarlo del aceite. Una
parte del EC seco (Figura 26) de las semillas de Solanum grandiflorum se mezclé con silicagel
para columna hasta obtener una consistencia pastosa.

Figura 26

EC (A) y EA (B), secos de semillas del fruto de Solanum grandiflorum

B. Empaque de la columna. Se empaqueté la columna cromatogréfica de 3 cm de
didmetro y 60 cm de largo con silicagel G60 como fase estacionaria (Chianese et al., 2019), se
compacto retirando los espacios de aire y se sembr6 la muestra preparada del extracto EC,

segun la Figura 27.
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Figura 27

Columna cromatogréfica con silicagel y EC de las semillas de Solanum grandiflorum

S
~e

C. Desarrollo cromatografico. Se utilizaron como eluyentes mezclas de éter de
petroleo, cloroformo y acetato de etilo en polaridad creciente, segun la Tabla 5 (Hasballah et
al., 2021). Se recibieron 90 eluatos, los cuales fueron analizados posteriormente por TLC.

Tabla b

Fase movil utilizada en la CC del extracto EC de semillas

Fase movil Proporcion Volumen
Eter de petroleo - Cloroformo 9:1 150 mL
Eter de petroleo - Cloroformo 4:1 150 mL
Eter de petréleo - Cloroformo 8:2 150 mL
Eter de petréleo - Cloroformo 7:3 150 mL
Eter de petroleo - Cloroformo 1:1 150 mL

Eter de petroleo — Acetato de etilo 1:1 200 mL
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D. Anélisis de los eluatos por TLC. Los eluatos obtenidos fueron monitoreados
por TLC, se sembrd el primer eluato y luego los siguientes (cada cinco eluatos). Se utilizaron
cromatofolios con silicagel 60 F2s4 y como fase movil mezclas de éter de petréleo y cloroformo
segun la Tabla 6, los cromatofolios se aspersaron con vainillina- &cido fosférico, se calentaron
a 105 a 110°C en plancha de calefaccion hasta la aparicion de un color morado y se observaron
en la ldmpara UV-Visible a una longitud de onda de 365 nm.

Tabla 6

Fase movil utilizada en las TLC de los eluatos obtenidos de la CC del EC

Eluatos Fase movil Proporcién
1-15 Eter de petroleo - Cloroformo 4:1
16-30 Eter de petroleo - Cloroformo 7:3
31-45 Eter de petréleo - Cloroformo 7:3
46-60 Eter de petroleo - Cloroformo 7:3
61-75 Eter de petroleo - Cloroformo 1:1
76-90 Eter de petréleo - Cloroformo 8:2

Los eluatos se agruparon segun los valores de Rf obtenidos en las TLC, en 4 sub-fracciones
(Bs 3, Bs4 y 5, Bs6 y Bs7) como se observan en la Tabla 7, cada sub-fraccidn se coloc6 en una
placa Petri hasta la evaporacion a sequedad del solvente.

Tabla 7

Sub-fracciones a partir del extracto cloroférmico EC

Tubos con eluatos Sub-fraccion
17-25 Bs3
26-55 Bs4y5
56-65 Bs 6

66-90 Bs7
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Finalmente, se redisolvio cada sub-fraccidn obtenida con cloroformo (P.A), se trasvaso a viales
de color ambar, se llevé a campana hasta evaporar todo el cloroformo y se pesé en balanza
analitica. Las sub-fracciones se sellaron con Parafilm y se llevaron a refrigeracion hasta su

posterior analisis.

3.6.3.3. Fraccionamiento de extracto EA de semillas

A. Preparacion de la muestra. En el extracto EA no se observo una sustancia
aceitosa, la muestra se prepard con el mismo procedimiento descrito a partir del extracto EC.

B. Empaque de la columna cromatografica. Se empaqueté la columna
cromatografica 3 cm de diametro y 60 cm de largo con gel de silice G60 como fase estacionaria
(Chianese et al., 2019), se compacto retirando los espacios de aire y se sembrd la muestra
preparada del extracto EA de semillas.

C. Desarrollo cromatografico. El desarrollo cromatografico se realizd con
mezclas de éter de petroleo, cloroformo y acetato de etilo en polaridad creciente, segun lo
descrito en la Tabla 8, obteniendo 50 eluatos que fueron analizados por TLC, usando éter de
petréleo — acetato de etilo [1:1], como fase movil, y vainillina — acido fosférico, como
revelador. Se reunieron los eluatos segun su Rf: 1-15 (Cs1) 12.6 mg y de 16-50 (Cs2) 4g, luego
se realiz6 una columna cromatogréfica a partir de Cs2.

Tabla 8

Fase movil utilizada en la CC del EA de semillas

Fase movil Proporcion Volumen (mL)
Eter de petréleo - Cloroformo 7:3 150
Eter de petréleo - Cloroformo 6:4 150
Eter de petréleo - Cloroformo 11 150
Eter de petréleo - Cloroformo 4:6 150
Cloroformo 100% 100

Cloroformo- Acetato de etilo 9:1 150
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3.6.3.4. Cromatografia en columna de Cs2

A. Preparacion de muestra. Se prepar6 la muestra mezclandola con silicagel G60
hasta obtener una pasta homogénea.

B. Empaque de la columna cromatografica. Se empaqueté la columna
cromatografica de 3 cm de diametro y 60 cm de largo con silicagel G60 como fase estacionaria
(Chianese et al., 2019), se compacto retirando los espacios de aire y se sembrd la muestra
preparada de Cs2.

C. Desarrollo cromatografico. Se realizé la elusion con mezclas de éter de
petréleo, cloroformo y acetato de etilo en polaridad creciente, como se describe en la Tabla 9,
se obtuvieron 100 eluatos que después fueron analizados por TLC

Tabla 9

Fase movil utilizada en la CC de Cs2

Fase movil Proporcion Volumen (mL)
Eter de petréleo - Cloroformo 8:2 100
Eter de petréleo - Cloroformo 8:2 250
Eter de petréleo — Acetato de etilo 4:9 200
Acetato de etilo 100% 200
D. Analisis de los eluatos por TLC. Los eluatos obtenidos fueron monitoreados

por TLC para poder reunirlos en sub-fracciones. Se sembré el primer eluato y luego los
siguientes (cada cinco eluatos). Se utilizaron cromatofolios con silicagel 60 F2ss y como fase
movil mezclas de éter de petréleo y cloroformo segin la Tabla 10. las cromatofolios se
aspersaron con vainillina- acido fosférico, se calentaron a 105°C - 110°C en plancha de
calefaccion hasta la aparicion de un color morado y se observaron en la lampara UV-Visible a

una longitud de onda de 365 nm.
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Tabla 10

Fase movil utilizada en las TLC de los eluatos obtenidos de Cs2

Elutatos Fase movil Proporcion
1-15 Eter de petrdleo - Cloroformo 6:4
16-30 Eter de petroleo - Cloroformo 1:1
31-45 Eter de petrdleo - Cloroformo 1:1
46-60 Eter de petr6leo - Cloroformo 1:1
61-75 Eter de petroleo - Cloroformo 1:1
76-90 Eter de petrdleo - Cloroformo 1:1

E. Agrupacion de sub-fracciones. Los eluatos se agruparon segun los valores de
Rf obtenidos en las TLC, obteniéndose 4 sub-fracciones (Cs2.1, Cs2.2, Cs2.3 y Cs2.4) como
se observan en la Tabla 11. Cada sub-fraccién se coloco en una placa Petri hasta la evaporacion
a sequedad del solvente, posteriormente se re-disolvid cada sub-fraccién obtenida en
cloroformo y se trasvaso a viales de color &mbar.

Tabla 11

Sub-fracciones a partir de eluatos obtenidos de Cs2

Tubos Sub-fracciones
1-29 Cs2.1
30-45 Cs2.2
46-60 Cs2.3
61-75 Cs2.4

Las sub-fracciones obtenidas de Cs2 (Csz.1, Cs2.2, Cs2.3 Y Cs2.4), fueron analizadas por TLC con
silicagel 60 Fas4 y éter de petréleo — cloroformo [1:1], como revelador se usé H2SO4 al 5% -
metanol. Posteriormente se enviaron a analisis por resonancia magnética nuclear de hidrégeno

(RMN *H).
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F. Andlisis de las sub-fracciones por RMN H. Las sub-fracciones Cs2.1, Csz2,
Cs23 'y Cs2.4 se concentraron a sequedad en un rotavapor, posteriormente se agregd 5 mL de
cloroformo para analisis (P.A.) y se llevo a concentrar hasta sequedad total, este procedimiento
se realizd 3 veces. Luego se redisolvieron las muestras con 5 mL de cloroformo deuterado
(CDClg), con una pipeta Pasteur de tallo largo se tom¢ una alicuota y se llevo al tubo de RMN.

Finalmente se tapo, etiqueto y se envid al analisis.

3.6.4. Metodologia Il

3.6.4.1. Tratamiento de extractos de semillas y cascaras de frutos verde de
Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. Se trasladaron a los laboratorios de investigacion en
Productos Naturales de la Universidad de Chile, extractos crudos de semillas y cascara de frutos
verdes de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, las cuales se mantuvieron refrigeradas hasta su
apertura.

A Tratamiento de los extractos obtenidos a partir de semillas de Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav. A los extractos de éter de petréleo, cloroformo y acetato de etilo
obtenidos a partir de semillas de Solanum grandiflorum se les realiz6 un tratamiento previo de
limpieza por ultracentrifugacion, debido a su aspecto aceitoso.

Cada uno de los extractos fue centrifugado a 9000 RPM durante 20 minutos. Al
finalizar, con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio de tallo corto se procedié a retirar el aceite
sobrenadante de cada uno de los extractos.

B. Tratamiento de los extractos obtenidos a partir de cascara de Solanum
grandiflorum. Los extractos obtenidos a partir de cascara de Solanum grandiflorum se llevaron
a rotavapor para eliminar los posibles restos humedad y asi evitar interferencias en las

posteriores pruebas.
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3.6.4.2. Fraccionamiento por cromatografia del extracto EA de semillas de
Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

A. Preparacion de la muestra. ElI EA-S se llevd a sequedad en rotavapor a 40°C,
luego se realizaron pruebas de solubilidad, siendo la mezcla de éter de petroleo — diclorometano
— metanol [3:2:1], el mejor disolvente. Se concentrd a sequedad y se prepararon 36 mL de la
mezcla seleccionada para disolver el EA - S, se filtro primero en algodon y luego en papel filtro
Whatman nimero 40 de filtracion rapida, se recogid el filtrado en un vaso de precipitado y se
concentro hasta sequedad total en un rotavapor.

B. Cromatografia de exclusion molecular. Se utiliz6 una columna de 5 cm de
diametro y 1.5 m de largo, como fase estacionaria se usé Sephadex LH — 20, se llevo a
acondicionamiento previo con 600 mL de la fase mavil, éter de petroleo — diclorometano —
metanol [3:2:1], posteriormente, se realizé el lavado de tubos de recoleccion con la misma
mezcla. La muestra se redisolvié en 18 mL de éter de petroleo — diclorometano — metanol
[3:2:1] y se guardd un patron comparativo para el analisis cromatografico. La muestra se
sembrd en la columna, con la llave cerrada, lentamente con una pipeta Pasteur, posteriormente,
se abrid la llave de la columna a razén de 1 gota cada 30 segundos, los eluatos se colectaron en
los tubos previamente lavados. Se utilizaron 600 mL de fase mavil y se colectaron 60 eluatos.

Se analizaron los eluatos obtenidos por TLC, usando cromatofolios de silicagel 60 F2s4
y como fase movil éter de petroleo — acetato [7:3] y éter de petréleo — acetato [1:1]. El revelador
utilizado fue H2SO4 al 5% - metanol, después de aspersar, se llevé a calentamiento a 100°C
por 15 minutos, y se observaron en lampara UV-visible a onda corta (254 nm) y onda larga
(365 nm), las manchas obtenidas fueron marcadas. Se reunieron los eluatos 17 al 39 (SE - 1)
y del 40 al 46 (SE — 2) los cuales se trasvasaron a viales y se llevaron a sequedad utilizando el

rotavapor. Se obtuvieron 2.1106 g de SE — 1 y 65.6 mg de SE — 2. Se decidio utilizar SE — 2,
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debido a que durante el analisis en TLC realizado a SE — 1 se pudo observar manchas de grasa
brillantes de gran tamafio al contacto con el revelador H2SO4 al 5% - metanol.

C. Cromatografia en columna con silicagel. Se llevo SE — 2 a una columna de
2.5 cm de diametro y 50 cm de largo, usando como fase estacionaria gel de silice gruesa. La
muestra se prepar6 con SE — 2, diclorometano y gel de silice, en un mortero. La elusion fue en
gradiente, con volumenes de 150 mL, como lo muestra la Tabla 12.

Tabla 12

Elusion en gradiente para el fraccionamiento con gel de silice en SE - 2

N° Fase movil Porcentaje
1 Eter de petroleo 100%
2 Eter de petroleo — Acetato de etilo 5%
3 Eter de petrdleo — Acetato de etilo 10%
4 Eter de petroleo — Acetato de etilo 15%
5 Eter de petroleo — Acetato de etilo 20%
6 Eter de petrdleo — Acetato de etilo 25%
7 Eter de petroleo — Acetato de etilo 30%
8 Eter de petroleo — Acetato de etilo 35%
9 Eter de petrdleo — Acetato de etilo 40%
10 Eter de petroleo — Acetato de etilo 45%
11 Eter de petroleo — Acetato de etilo 50%
12 Eter de petrdleo — Acetato de etilo 60%
13 Eter de petroleo — Acetato de etilo 70%
14 Eter de petroleo — Acetato de etilo 80%
15 Eter de petrdleo — Acetato de etilo 90%
16 Acetato de etilo 100%
17 Metanol 100%

Se recolectaron 170 eluatos en tubos diferentes, todos se mantuvieron al ambiente para

que el solvente se evapore espontaneamente.
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Se analizaron los eluatos obtenidos por TLC, con fase estacionaria de silicagel 60 Fosa.
La fase mdvil fue éter de petroleo — acetato al 50% [1:1]. El revelador fue H2SO4 al 5% -
metanol. Se seleccioné la sub-fraccion obtenida a partir de acetato de etilo 100% (SE — 2.1)
con un peso de 30.1 mg.

D. Preparacion de muestras para analisis por RMN 'H. Se llev6 a SE - 2.1 a
andlisis por RMN H. La sub-fraccion fue trasvasada a un vial previamente pesado y luego se
Ilevo al rotavapor hasta sequedad, se agregd 5 mL de cloroformo para analisis (P.A.) y se llevo
una vez mas al rotavapor hasta lograr sequedad total, este procedimiento se realizd 3 veces.
Finalmente, se redisolvio la sub-fraccion con 5 mL de cloroformo deuterado, con una pipeta

Pasteur de tallo largo se tomé una alicuota, se llevo al tubo de RMN y se envid al analisis.

3.6.4.3. Fraccionamiento por cromatografia del extracto EA de cascara del

fruto verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

A Preparacion de la muestra. El extracto EA - C se concentro hasta sequedad en
un rotavapor, a 40°C y 100 RPM. Se realiz6 la primera prueba de solubilidad en metanol. Se
redisolvid la muestra en metanol y se llevo a filtrar en algodon y luego en papel filtro Whatman

namero 40 de filtracién rapida.

B. Cromatografia de exclusion molecular. En una columna de 3.5 cm de
didmetro y 1.2 m de largo, se utiliz6 Sephadex LH — 20 como fase estacionaria, se acondicion6
con 200 mL de metanol. Los tubos de recoleccion se lavaron con metanol. La muestra se
sembrd en la columna lentamente con un gotero Pasteur con la llave cerrada, posteriormente,
se abrio la llave de la columna a razon de 1 gota cada 30 segundos y se colecto en los tubos
previamente lavados. Se utilizaron 600 mL de metanol como fase movil, se colectaron en total

84 eluatos.
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Se realiz6 el analisis de eluatos obtenidos por TLC con silicagel 60 F254 como fase
estacionaria y éter de petroleo — acetato al 15% [8.5:1.5] como fase movil. El revelador
utilizado fue H2SO4 al 5% - metanol, después de aspersar, se llevaron los cromatofolios a
calentamiento a 100°C por 15 minutos. Se observaron con lampara UV-visible en onda corta
(254 nm) y onda larga (365 nm), las manchas obtenidas fueron marcadas. Finalmente, se
concentrd del eluato 30 al 45 en un vial nuevo, totalmente seco, donde se trasvaso la fraccion
y se llevo a sequedad utilizando el rotavapor. Se obtuvo 200 mg a partir de los eluatos 30 al 45

(CE—1).

C. Cromatografia en columna con silicagel al vacio. La sub-fraccion CE — 1 fue
separada por cromatografia en columna (12 cm largo x 5 cm de didmetro) con silicagel y la
fase movil en gradiente como se observa en la Tabla 13. La muestra se mezclé con 2 g de
silicagel y 5 mL de diclorometano, se homogenizé y se dejé evaporar el solvente en campana
extractora. Se coloco la muestra preparada previamente en la columna para su separacion y se
comenzd a verter la fase maévil en gradiente como lo muestra la Tabla 13. El volumen utilizado
fue de 100 mL por cada fase mavil y se colectaron 11 eluatos.

Los eluatos obtenidos se analizaron por TLC con fase estacionaria de silicagel 60 Foss
y fase movil, éter de petroleo — acetato al 50% [1:1]. El revelador fue H2SO4 al 5% - metanol.
Se tomaron los eluatos 10% - 20% (CE - 1.1), 60% - 70% (CE — 1.2) y 90% - 100% (CE — 1.3)

como muestras para analisis por RMN *H.
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Tabla 13

Fase movil en gradiente para la separacion con gel de silice de CE - 1

N° Fase movil Porcentaje
1 Eter de petroleo 100%
2 Eter de petréleo — Acetato de etilo 10%
3 Eter de petréleo — Acetato de etilo 20%
4 Eter de petréleo — Acetato de etilo 30%
5 Eter de petréleo — Acetato de etilo 40%
6 Eter de petréleo — Acetato de etilo 50%
7 Eter de petréleo — Acetato de etilo 60%
8 Eter de petroleo — Acetato de etilo 70%
9 Eter de petroleo — Acetato de etilo 80%
10 Eter de petroleo — Acetato de etilo 90%
11 Acetato de etilo 100%
3.6.4.4. Preparacion de muestras para analisis por RMN H. Se llev6 CE —

1.1, CE - 1.2 y CE — 1.3 al andlisis por RMN H. Las sub-fracciones fueron trasvasadas a los
viales previamente pesados y luego se concentraron hasta sequedad en el rotavapor.
Posteriormente, se les agregé 5 mL de metanol para anélisis (P.A.) y se les llevo una vez mas
a rotavapor hasta lograr sequedad total, este procedimiento se realizé 3 veces. Finalmente, se
redisolvieron las sub-fracciones con 5 mL de metanol deuterado, con una pipeta Pasteur de

tallo largo se tomé una alicuota que se llevo a tubos de RMN, y se enviaron para el analisis.

3.6.4.5. Fraccionamiento por cromatografia del extracto EC de cascara del
fruto verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. Se realizé una cromatografia en columna
de exclusion molecular para el EC obteniéndose la fraccion CE — 2 (60.5 mg), luego, a la
fraccion obtenida se le realizé una cromatografia al vacio donde se obtuvieron dos sub-

fracciones, de los eluatos 60% - 70% (CE — 2.1) y de 80% - 100% (CE — 2.2), que fueron
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analizadas por RMN *H. Las condiciones cromatograficas en cada caso fueron las mismas que

las empleadas con el extracto de EA.

3.6.4.6. Analisis por UHPLC-MS-MS del extracto de EA de las cascaras del
fruto verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. El extracto de EA obtenido a partir de la
cascara del fruto verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav fue disuelto en metanol para
posteriormente ser analizado por Ultra High Performance Liquid Chromatography— Triple
Quadrupole - Mass Spectrometer (UHPLC-Triple Quad-MS-MS) con ekspert 100-XL
Autosampler acoplado a detector de masas ABSciex.

La separacion cromatogréafica fue en gradiente 0,1% acido formico acuoso (solvente A)
y acetonitrilo (solvente B), el flujo caudal de la fase movil fue de 0.50 mL/min y el tiempo de
corrida fue de 20 min, siendo el volumen de la muestra inyectada de 10 puL, a temperatura de
50°C. Este andlisis se realizd en la Unidad Central de Instrumentacion de la Universidad
Catolica de Chile.

Tabla 14

Fase movil para el analisis de EA obtenido de cascara del fruto verde de Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav.

Tiempo de Retencion Flujo (mL/min)  Solvente A (%) Solvente B (%)

(min)
1 0.00 0.50 95 5
2 1.00 0.50 95 5
3 12.00 0.50 50 50
4 13.00 0.50 50 50
5 16.00 0.50 0 100
6 17.00 0.50 0 100
7 19.00 0.50 95 5
8 20.00 0.50 95 5
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3.7.  Andlisis de datos

El andlisis de los datos obtenidos por HPLC — MS — MS se realiz6 utilizando el equipo
UHPLC-Triple Quad 4500-MS-MS marca AB Sciex Instruments con el software otorgado por
la empresa. El andlisis realizado por RMN se llevé acabo utilizando el equipo Bruker Avance

111 HD-400-RMN *H, con software propio del equipo otorgado por la empresa BRUKER.
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IV. RESULTADOS

4.1. Pesos de los extractos obtenidos a partir de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
En las Tablas 15 y 16 se muestran los pesos de los extractos obtenidos a partir de las
semillas y cascaras del fruto de Solanum grandiflorum.

Tabla 15

Pesos de los extractos EP, EC, EA y EE a partir de semillas de Solanum grandiflorum

Extracto Peso total (g)
Eter de petréleo (EP) 31.38
Cloroformo (EC) 26.54
Acetato de etilo (EA) 14.66
Etanol (EE) 8.59

Tabla 16

Pesos de los extractos EP, EC, EA y EE a partir de cascaras de Solanum grandiflorum

Extracto Peso total (g)
Eter de petréleo (EP) 3.89
Cloroformo (EC) 0.84
Acetato de etilo (EA) 0.38
Etanol (EE) 0.15

4.2. Tamizaje fitoquimico

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de semillas y cascaras del fruto de

Solanum grandiflorum Ruiz & Pav se visualizan en las Tablas 17-19.
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Tabla 17

Analisis fitoquimico de semillas, pulpa y cascara del fruto verde Solanum grandiflorum Ruiz

& Pav redisuelto en metanol.

Extractos \ Reactivos Hojas Semilla Pulpa Céscara del
fruto verde
Shinoda - - - -
Baljet - - - -

FeCls + + + ++

Hidréxido de amonio - - - .

Liebermann-Burchard + - - .

Leyenda: (-) Negativo (+) Ligeramente positivo (++) Positivo (+++) Muy positivo

Tabla 18

Analisis fitoquimico de hojas, semillas, pulpa y cascaras del fruto verde de Solanum

grandiflorum Ruiz & Pav redisuelto en agua.

Extractos \ Hojas Semillas Pulpa Céscaras
Reactivos verdes
Shinoda - - + +
Baljet - - - -
FeCls + + + ++
Hidréxido de - - - -
amonio
Gelatina-Sal - - ++ +
Espuma + - ++ ++

Leyenda: (-) Negativo (+) Ligeramente positivo (++) Positivo (+++) Muy positivo
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Figura 28
Extracto de pulpa redisuelto en agua (A): reaccion de Shinoda, Baljet, espuma y tricloruro
férrico. Extracto de pulpa redisuelto en metanol (B): Shinoda, Baljet, hidréxido de amonio y

tricloruro férrico.

Tabla 19

Reaccién de Liebermann — Burchard en extractos de semillas y cascaras del fruto verde de

Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Extracto Semilla Céascara
Eter de petroleo + -
Cloroformo +++ ++
Acetato de etilo ++ +
Etanol - -

Leyenda: (-) Negativo (+) Ligeramente positivo (++) Positivo (+++) Muy positivo

En la Figura 29 se puede apreciar el resultado del tamizaje fitoquimico detallado en la

Tabla 19 para semillas de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.
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Figura 29
Reaccion de Liebermann — Burchard para extracto de éter de petréleo (A), cloroformo (B),
acetato de etilo (C) y etanol (D) de semillas del fruto verde de Solanum grandiflorum Ruiz &

Pav

4.3. Metodologia |

4.3.1. Cromatografia en capa fina (TLC) preliminar a EP, EC, EA y EE de las semillas de
Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

La seleccion de los extractos de EP, EC, EA y EE a fraccionar, obtenidos a partir de
las semillas del fruto de Solanum grandiflorum, se realiz6 por TLC, los resultados obtenidos

se observan en las Figuras 30 — 33.
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Figura 30
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de semillas, fase estacionaria silicagel y fase movil
éter de petrdleo — cloroformo [3:1] (A) con revelador acido fosforico-vainillina al visible (B)

con revelador acido fosférico-vainillina a 365 nm.

e

Figura 31
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de semillas, fase estacionaria silicagel y fase movil
éter de petrdleo — cloroformo [1:1] (A) con revelador acido fosforico-vainillina al visible (B)

con revelador acido fosférico-vainillina a 365 nm.

oS -
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Figura 32

TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de semillas, fase estacionaria silicagel y fase movil

éter de petroleo — acetato de etilo [9:1] (A) con revelador acido fosforico-vainillina al visible

(B) con revelador &cido fosférico-vainillina a 365 nm

Figura 33

TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de semillas, fase estacionaria silicagel y fase movil
éter de petrdleo — acetato de etilo [9.5:0.5] (A) con revelador acido fosférico-vainillina al

visible (B) con revelador &cido fosférico-vainillina a 365 nm.




67

Segun los resultados, el extracto mas enriquecido en terpenoides fue el extracto
cloroférmico (EC), seguido por el extracto de acetato de etilo (EA), en menor medida el de éter
de petréleo (EP).

4.3.2. Cromatografia en capa fina a EP, EC, EAy EE de las cascaras de Solanum
grandiflorum Ruiz & Pav.

La seleccion de los extractos de EP, EC, EA y EE a fraccionar, obtenidos a partir de las
cascaras del fruto de Solanum grandiflorum, se realiz6 por TLC; los resultados obtenidos se
observan en las Figuras 34 — 38
Figura 34
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de cascaras, fase estacionaria silicagel y fase movil
éter de petrdleo — cloroformo [1:1] (A) con revelador &cido fosforico-vainillina al visible (B)

con revelador acido fosférico-vainillina a 365 nm.
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Figura 35
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de cascaras, fase estacionaria silicagel y fase movil
éter de petrdleo — cloroformo [1:3] (A) con revelador acido fosforico-vainillina al visible (B)

con revelador acido fosférico-vainillina a 365 nm.

Figura 36
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de cascaras, fase estacionaria silicagel y fase movil

éter de petroleo — acetato de etilo [9:1] con revelador acido fosforico-vainillina a 365 nm.
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Figura 37
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de cascaras, fase estacionaria silicagel y fase movil

éter de petrdleo — acetato de etilo [8.5:1.5] (A) con revelador acido fosférico-vainillina al

visible (B) con revelador &cido fosférico-vainillina a 365 nm.

Figura 38
TLC con extractos de EP, EC, EA y EE de cascaras, fase estacionaria silicagel y fase movil

éter de petroleo — acetato de etilo [4:1] (A) con revelador acido fosforico-vainillina al visible

(B) con revelador &cido fosférico-vainillina a 365 nm.
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El extracto més enriquecido en terpenoides fue el extracto de acetato de etilo, seguido
por el extracto cloroférmico y en menor medida el de éter de petroleo.

A partir de esta informacién, se decidié fraccionar en el laboratorio de Quimica
Analitica de la Universidad Nacional Federico Villarreal, el extracto cloroférmico (EC) y de
acetato de etilo (EA) de semillas (S), ésta se realizo por columna cromatogréafica usando gel de

silice G60 con fase mdvil. A partir de EA — S se obtuvo la sub-fraccion Cs2.

4.3.4. Cromatografia en columna de silicagel a la sub-fraccion Cs2 obtenida a partir de EA
— S de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Los eluatos de la CC del EC de las semillas del fruto de Solanum grandiflorum, se
analizaron por TLC, los resultados obtenidos se observan en las Figuras 39 — 48.

Figura 39

TLC de eluatos 15 a 30, después de ser revelados con vainillina-acido fosférico, al visible
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Figura 40

TLC de eluatos 15 a 30, después de ser revelados con vainillina-acido fosforico, a 365 nm

Figura 41

TLC de eluatos 30 a 45, después de ser revelados con vainillina-acido fosforico, al visible.
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Figura 42

TLC de eluatos 30 a 45, después de ser revelados con vainillina-acido fosférico, a 365 nm

Figura 43

TLC de eluatos 45 a 60, después de ser revelados con vainillina-acido fosforico, al visible.
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Figura 44

TLC de eluatos 45 a 60, después de ser revelados con vainillina-acido fosforico, a 365 nm.

Figura 45

TLC de eluatos 60 a 75, después de ser revelados con vainillina-acido fosforico, al visible.
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Figura 46

TLC de eluatos 60 a 75, después de ser revelados con vainillina-acido fosférico, a 365 nm

Figura 47

TLC de eluatos 75 a 90, después de ser revelados con vainillina-acido fosférico, al visible.
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Figura 48

TLC de eluatos 75 a 90, después de ser revelados con vainillina-acido fosforico, a 365 nm.

Tabla 20

Fracciones obtenidas a partir de EC-S de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Sub fracciones Peso total (mg)
Bs3 6.4
Bs4y5 110.1
Bs 6 20.5
Bs7 0.7

En la Tabla 20, se pueden apreciar las fracciones obtenidas a partir de EC de semillas

del fruto de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, fueron agrupadas mediante su Rf.
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Tabla 21

Fracciones obtenidas a partir de EA-S de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

Sub-fracciones Peso total (mg)
Cs1 12.6
Cs2 4331

En la Tabla 21, se observan las fracciones obtenidas a partir de EA de semillas del fruto
de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav la segunda fraccion (Cs2) tuvo un peso mayor en
comparacion a la primera fraccion (Csl), por esta razén, se decidio realizar un segundo
fraccionamiento, esta vez a Cs2.

Tabla 22

Sub-fracciones obtenidas a partir de Cs2 del extracto EA-S

Sub-fracciones Peso total (mg)
Cs21 18.1
Cs22 25.4
Cs23 43.1
Cs24 0.8

En la Tabla 22, se observan los pesos de las sub-fracciones obtenidas a partir de Cs2,
éstas fueron llevadas a la Universidad de Chile donde se realizé un TLC que mostr6 2 grupos
separados de manchas de coloracion intensas y con diferentes valores de Rf que se llamaron

Grupo 1y el Grupo 2 (Figuras 49-51).
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Figura 49
TLC de sub-fracciones Cs2.1, Cs2.2, Cs2.3 y Cs2.4 con revelador H2SO4 al 5% - metanol
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Figura 50
TLC de sub-fracciones Cs2.1, Cs2.2, Cs2.3y Cs2.4 en lampara UV a 254 nm.
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Figura 51

TLC de sub-fracciones Csz.1, Cs22, Cs23y Cs2.4 en lampara UV a 365 nm.

Los Rf obtenidos con los grupos 1y 2 se presentan en la Tabla 23.

Tabla 23

Rf de los grupos 1y 2 obtenidos

Grupo Rf
Grupo 1 0-15
Grupo 2 4

Los resultados del analisis por RMN *H de las sub-fracciones Csz.1, Cs22 Y CS23

dieron espectros que se encuentran en las Figuras 53-55.
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Figura 52

Espectro de RMN H de la sub-fraccion Csz.1
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Figura 53

Espectro de RMN *H de la sub-fraccion Cs;.
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Tabla 24

Tabla de sefiales en los espectros de RMN *H de la sub-fraccion Csz.1

Sefial d (ppm) Protén (H) Tipo de hidrogeno
A 0.81-0.99 -CH3 Hidrogenos metilicos
B 1.22 -1.27 -(CHy)- Hidrogenos metilénicos de &cidos grasos
C 154160 _CH,CH,C=0) Hidrogenos 3 — aI'grupo del &cido

carboxilicos
D 2.01-2.03 -CH,CH=CH- Hidrogenos alilicos externo
E 293_ 296 -CH,-C=0 Hidrogenos ,m.etllemcos o vecino CO del
acido carboxilico
F 5.30-5.34 -HC=CH- Hidrogenos olefinicos
Tabla 25

Tabla de sefales en los espectros de RMN *H de la sub-fraccion Cs;..

Sefal d (ppm) Protén (H) Tipo de hidrogeno
A 0.86 - 0.88 -CH3 Hidrogenos metilicos
B 1.20-1.28 -(CHy)- Hidrégenos metilénicos de acidos grasos
c 151 159 _CH,CH,C=0) Hidrogenos 3 — allgrupo del acido
carboxilicos
D 2.01-2.04 -CH,CH=CH- Hidrogenos alilicos externo
E 293_998 -CH,-C=0 Hidrégenos metilénicos a vecino CO del

acido carboxilico

F 5.31-5.36 -HC=CH- Hidrogenos olefinicos
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Figura 54

Espectro de RMN H de la sub-fraccion Csz3
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La sub-fraccion Cs;.3 present6 un espectro de RMN *H diferente, los desplazamientos
de las sefiales se observan en la Tabla 26.

Tabla 26

Desplazamientos (ppm) en RMN *H de la sub-fraccion Csz3

Sefial d (ppm) Protén (H) Tipo de hidrogeno
A 1.25-1.40 -CH3 Hidrogenos metilénico
B 1.50-1.75 -H20 Hidrogenos provenientes de agua
C 2.0 -CH,CH=CH- Hidrogenos alilicos externos
D 35 CH=CH- Hidrogeno de carbono doble
enlace
E 3.75-4.0 =HC-CH.CH= Hidrdgenos alilicos internos

F 4.03-4.25 -HC=CH- Hidrdégenos olefinicos
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4.4. Metodologia Il

En el caso de los extractos obtenidos a partir de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, se
decidio realizar el fraccionamiento en el laboratorio de Productos Naturales de la Universidad
de Chile debido al bajo rendimiento obtenido en peso, sobre todo por parte de los extractos

obtenidos a partir de céscara verde.

4.4.1. Fraccionamiento de extracto EA de semillas de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

A. Cromatografia de exclusion molecular. Los eluatos obtenidos se analizaron por
TLC con la fase mavil éter de petrdleo — acetato [7:3], (Figura 56) se observé que a partir del
eluato 17 aparece un grupo de manchas con el mismo Rf y con la misma coloracion hasta el
eluato 39.

Figura 55

TLC de eluatos 10 al 19 con revelador H2SO4 al 5% - metanol.
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Figura 56

TLC de eluatos 10 al 19 en lampara UV a 254 nm.

Figura 57
TLC de eluatos 10 al 19 en ldampara UV a 365 nm.
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Por lo cual los eluatos se agruparon como SE — 1 (Figuras 56 y 57), a partir del eluato
40 no se apreciaban las manchas observadas previamente como en los eluatos 17 — 39 (Figura
58), por esa razdn se dejo de recolectar eluatos.

Figura 58

TLC de eluatos 30 al 40 con revelador H2SO4 al 5% - metanol
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Figura 59

TLC de eluatos 30 al 40 en lampara UV a 254 nm.
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Figura 60
TLC de eluatos 30 al 40 en lampara UV a 365 nm.

Posteriormente, después de cambiar la fase movil a éter de petroleo — acetato [1:1], se
observo otro patrén, diferente al de SE — 1 (Figura 60). Como se visualiza en la Figura 61 a
partir del eluato 40, se presentan manchas de tonalidad moradas con el mismo Rf y con la
misma coloracion hasta el eluato 46, siendo recolectados como una segunda fraccion (SE — 2).

Figura 61

TLC de eluatos 40 al 46 con revelador H»SO4 al 5% - metanol.
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B. Fraccionamiento de SE — 2 por cromatografia de exclusion molecular. Se
fraccion6 SE — 2, y no se observaron manchas después del revelado (Figura 62), excepto en el
eluato obtenido con acetato de etilo al 100% (SE — 2.1) como se observa en la Figura 63.
Figura 62

TLC de eluatos 1 al 90 con revelador H2SO4 al 5% - metanol.

Figura 63
TLC de sub — fracciones de acetato 100% y metanol 100% con revelador H2SO4 al 5% -

metanol.
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C. Andlisis por RMN H. La sub-fraccion obtenida SE — 2.1 dio el espectro de

la Figura 64. Los desplazamientos se observan en la Tabla 27.

Figura 64
Espectro de RMN H de la sub-fraccion SE — 2.1.
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Tabla 27

Tabla de sefiales en los espectros de RMN H de la sub-fraccion SE — 2.1

Sefial d (ppm) Proton (H) Grupo funcional
A 1.32-1.33 -(CH2) n- Hidrégenos metilénicos de acidos grasos
-CH>CH.C=0 o L -
B 1.56 - 1.58 Hidrogenos B — al grupo del acido carboxilicos
C 1.96-2.04 | “CH2CH=CH- Hidrdgenos alilicos externo
D 999999 -CH2-C=0 Hidrogenos metilenico vecino al carbono del
' ' acido carboxilico
E 272275 | =HC-CHCH= Hidrogenos alilicos internos
F 407413 | -CH20COR- Hidrégenos
G 4.24 - 4.28 -CH20COR- Hidrogenos a
H 527535 | -CHOCOR Hidrégeno f

Nota: Hidrogenos oy f: provenientes del esqueleto de glicerol. Adaptado de Barison et al.,

2010.




4.4.2. Cromatografia del extracto EA de cascaras de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

A. Cromatografia de exclusion molecular. Del fraccionamiento por exclusion
molecular con Sephadex, se observo a partir del eluato 30 al 45 la aparicion de un grupo de
manchas con el mismo color y Rf (CE — 1), como se observa en la Figura 66.

Figura 65

TLC de eluatos 30 al 40 sin revelar.

Figura 66
TLC de eluatos.30 al 40 en lampara UV a 254 nm.

e —




Figura 67
TLC de eluatos 30 al 40 en lampara UV a 365 nm.
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Figura 68
TLC de eluatos 40 al 50 en lampara UV a 365 nm.

B. Cromatografia en columna al vacio de CE -1. La sub-fraccion CE — 1, fue
Ilevada a cromatografia en columna al vacio, para separar la clorofila presente que actia como
interferente en la mayor parte de fraccion. En la Figura 70, se pueden ver ligeras manchas de

coloracion verde.
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Figura 69

TLC de 100% éter de petréleo a 100% acetato de etilo aumentado de 10 en 10 con revelador

H2SO4 al 5% - metanol.
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Figura 70

TLC de 100% éter de petrdleo a 100% acetato de etilo aumentado de 10 en 10 a ldmpara UV

a 254 nm
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Figura 71

TLC de 100% éter de petréleo a 100% acetato de etilo aumentado de 10 en 10 a lampara UV

a 365 nm.

Se reunieron los eluatos obtenidos en sub-fracciones por el Rf obtenido (Figuras 70 y
71). En el caso de CE — 1.1 se consideraron los eluatos de 10 y 20% [éter de petroleo: acetato
de etilo], CE — 1.2, los eluatos de 60 y 70% [éter de petrdleo: acetato de etilo], finalmente, los

eluatos de CE — 1.3, 90 y 100% [éter de petrdleo: acetato de etilo].

C. Andlisis por RMN *H. Se llevaron las sub-fracciones obtenidas: CE — 1.1, CE
— 1.2y CE - 1.3 a analisis RMN H.

Figura 72
Espectro RMN *H de la sub-fraccion CE — 1.1
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Figura 73
Espectro RMN *H de la sub-fraccion CE — 1.2
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4.4.3. Cromatografia del extracto EC de cascaras de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

A. Cromatografia de exclusion molecular. Se obtuvieron los siguientes resultados
para EC de cascaras, se visualiza en la Figura 75, la aparicion de un grupo de manchas del

eluato 30 al 67 (CE — 2) (Figuras 76 al 78).
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Figura 75

TLC de eluatos 55 al 65 con revelador H2SO4 al 5% - metanol.

Figura 76
TLC de eluatos 55 al 65 en lampara UV a 254 nm.
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Figura 77

TLC de eluatos 55 al 65 en lampara UV a 365 nm.

Figura 78
TLC de eluatos 65 al 70 en lampara UV a 365 nm.

B. Cromatografia de columna al vacio de CE — 2. CE — 2 fue llevado a
separacion por cromatografia de vacio utilizando los mismo parametros y fase movil. La
presencia de clorofila fue mucho mas destacada en esta fraccién a diferencia de CE — 1 (Figuras

79y 80).
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Figura 79

TLC de 100% éter de petréleo a 100% acetato de etilo aumentado de 10 en 10 con revelador

H,SO4 al 5% - metanol

Figura 80
TLC de 100% éter de petréleo a 100% acetato de etilo aumentado de 10 en 10 en lampara

UV a 254 nm.
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Figura 81

TLC de 100% éter de petréleo a 100% acetato de etilo aumentado de 10 en 10 en lampara
UV a 365 nm.
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Segun los valores de Rf, los eluatos se reunieron en CE — 2.1 (60 y 70% de [éter de

petréleo: acetato de etilo]) y CE — 2.2 (80 y 100% de [éter de petrdleo: acetato de etilo]).

C. Andlisis por RMN 'H. Se llevaron las sub-fracciones obtenidas: CE — 2.1y
CE — 2.2 al analisis RMN H.

Figura 82
Espectro RMN *H de la sub-fraccion CE — 2.1
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Tabla 28

Tabla de sefiales en los espectros de RMN *H de la sub-fraccion CE — 2.1

Serial d (ppm) Grupo funcional

A 1.27-1.29 Hidrégenos metilénicos de acidos grasos
B 2.60 - 2.77 Hidrdgenos alilicos

C 3.30-3.35 Hidrdgenos alilicos

D 3.85-3.93 Hidrdgenos alilicos

E 6.25 - 6.45 Hidrégenos aromaticos

F 6.73 — 6.83 Hidrogenos aromaticos

G 7.06 -7.12 Hidrégenos aromaticos

H 7.41—-7.50 Hidrogenos aromaticos

Figura 83

Espectro RMN *H de la sub-fraccién CE — 2.2
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4.5. Andlisis de EA de céscara verde en UHPLC-MS-MS

El andlisis cromatogréfico del extracto de acetato de etilo (EA) a partir de cascaras
verde del fruto de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav, codificado como CARO-C-03, se realizd
por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (UHPLC-Triple Quad-MS-MS)
siguiendo los parametros en el capitulo anterior, este anlisis se llevo a cabo en la Unidad
Central de Instrumentacion de la Facultad de Quimica y de Farmacia de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile. La identificacion de los compuestos quimicos se realizo a partir
de una comparacion con un total de 31 estandares, la Figura 84 corresponde a la lectura de EA
de céscara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Figura 84

Cromatograma obtenido del EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

T XIC of -MRM (65 pairs): 178.949/135.000 Da ID: Cafeico-1 from Sarple 15 (CARO-C-03) of M160G2Z.wiff (Turbo Spray) Mex. 6.066 cps.
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Se obtuvieron resultados para 7 estandares utilizados en el analisis UHPLC.
Figura 85
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

con el estandar de &cido siringico -1.

Analyte: Siringico-1 (197.0/181.9)

Data File M170322.wiff Result Table 210422
Acquisition Date 3/17/2022 2:09:12 PM G'Sge%”thm MQ4
Acquisition Method  Phenol analysis :\rl‘asrt;gme”t Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. Conc]. ()

100 Standard 3.385e+05 | 4.44 100.00 67.039
200 Standard 8.058e+05 | 4.29 200.00 206.418
400 Standard 1.510e+06 | 4.29 400.00 416.487
600 Standard 2.167e+06 | 4.28 600.00 612.346
800 Standard 2.558e+06 | 4.29 800.00 729.136
1000 Standard 3.750e+06 | 4.28 1000.00 1084.489
2500 Standard 8.442e+06 | 4.29 2500.00 2484.085
CARO-C-03 Unknown | 5.112e+05 | 4.66 N/A 118.534

100

RT (Exp. 4.44 (4.44) o0 4

RT): min o

[Calculated 67.039 [

conc]: e

Area: 338518.2

Samp|e (Standard) ' I L

Type: -

200 12000

10000 42

RT (Exp. 4.29 (4.29) min g ™

RT) E E000

[Calculated 206.418 :EEE

groenac] 805784 0 " 1 2 3 4 5 [ 7 ) 9 10 1 12 13 14

. . Time, min
Sample (Standard)
Type:




100

400

20000 429
RT (Exp. 4.29 (4.29) min g
RT) £ 1oom
[Calculated 416.487 5000
Conc] " 2 3 4 5 3 7 8 10 1 12 13 14
Area: 1510042.3 Time. min
Sample (Standard)
Type:
600 ared

4.28

2584
RT (Exp. 4.28 (4.28) min g 2
RT) E 1524
[Calculated ~ 612.346 -
Conc] 0e0 2 3 4 5 3 7 8 10 1 12 13 14
Area: 2166657.3 Time. min
Sample (Standard)
Type:
800 st 429
RT (Exp. 4.29 (4.29) min g,
RT): £
[Calculated 729.136 et
Conc: e
Area: 2558195.1 R A vonomeme
Sample (Standard)
Type:
1000 i, -
RT (Exp. 4.28 (4.28) min s
RT): z 2e4
[Calculated 1084.489 To
Conc]: e
Area: 3749517.6 R A vonomeme
Sample (Standard)
Type:
2500 1265 -
RT (Exp. 4.29 (4.29) min g o
RT) E 6.0ed
[Calculated ~ 2484.085 -
ConC]: 0.0e0
Area: 8441657.0 R A vonomeme
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 - e
RT (Exp. 4.66 (4.66) min g
RT): 2w
[Calculated 118.534 1000
Conc]: 0
Area: 511156.1 R oo
Sample (Unknown)

Type:
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Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

con el estandar de &cido siringico -2.

Analyte: Siringico-2 (197.0/122.9)

Data File
Acquisition

M170322.wiff

Date

3/17/2022 2:09:12 PM

Acquisition

Phenol analysis

Method

Project

LLT\LLT

Result Table
Algorithm Used

Instrument Name

210422
MQ4

Triple Quad 4500

Sample Name

Sample
Type

Area (cps)

RT
(min)

Target
[Conc]. ()

[Calculated
Conc]. ()

100

Standard

2.085e+05

4.43

100.00

74.926

200

Standard

4.497e+05

4.29

200.00

192.712

400

Standard

8.823e+05

4.29

400.00

403.975

600

Standard

1.272e+06

4.29

600.00

594.450

800

Standard

1.656e+06

4.28

800.00

781.839

1000

Standard

2.253e+06

4.28

1000.00

1073.340

2500

Standard

5.131e+06

4.29

2500.00

2478.757

CARO-C-03

Unknown

3.295e+05

4.72

N/A

134.053

100

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc]:
Area:
Sample
Type:

4.43 (4.43) min
74.926

208466.2
(Standard)

Intensity

3000

2000

1000

5 3

7 El El 10
Time, min

200

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc]:
Area:
Sample

Type:

4.29 (4.29) min
192.712

449671.9
(Standard)

Intensity

7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

429

7 El El 10
Time, min

400

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Concl:
Area:
Sample

Type:

4.29 (4.29) min
403.975

882304.8
(Standard)

Intensity

12000
10000
8000
6000
4000
2000

429

7 El El 10
Time, min
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600 -
15000 i
RT (Exp. 4.29 (4.29) min 2 o
RT): =
[Calculated 594.450 s
Conc]: ol
Area: 1272368.1 T e vonomeme
Sample (Standard)
Type:
800 25000 -
20000 ’
RT (Exp. 4.28 (4.28) min g 1o
RT) E  jmm
[Calculated 781.839 5000
Conc]: 0
Area: 1656110.4 T e vonomeme
Sample (Standard)
Type:
1000
3ed 4.28
RT (Exp. 4.28 (4.28) min g o
RT): £
[Calculated ~ 1073.340 =
Conc: e
Area: 2253056.6 T e vonomeme
Sample (Standard)
Type:
2500 7ed 129
Ged
RT (Exp. 4.29 (4.29) min g
RT): - 304
[Calculated 2478.757 =
Conc]: e
Area: 5131124.6 T e vonomeme
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 2000 472
2800
RT (Exp. 4,72 (4.72) min g
RT) E 1500
[Calculated ~ 134.053 "
Conc: 0
Area: 329548.3 TP e oo
Sample (Unknown)

Type:
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Figura 87
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
con el estandar de acido ferdlico -1.

Analyte: Ferulico-1 (192.9/134.0)

Data File M170322.wiff Result 210422
Table
Acquisition Date 3/17/2022 2:09:12 PM S'Sgec(’j”thm MQ4
Acquisition Method  Phenol analysis :\rl‘asrt;gme”t Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()
100 Standard 2.450e+06 5.83 100.00 <0
200 Standard 5.553e+06 5.67 200.00 57.220
400 Standard 1.181e+07 5.67 400.00 463.420
600 Standard 1.541e+07 5.66 600.00 697.253
800 Standard 1.919e+07 5.65 800.00 942.880
1000 Standard 2.370e+07 5.65 1000.00 1235.911
2500 Standard 4.,081e+07 5.63 2500.00 2347.621
CARO-C-03 Unknown 2.008e+07 6.06 N/A 1001.051
100
264 582
RT (Exp. 5.83 (5.83) min T
RT): £
[Calculated <0 e
gr‘oenaC] 2450235 0 el 1 2 3 4 5 1 7 3 9 10 1 12 13 14
. . Time. min
Sample (Standard)
Type:
200 et
7ed BE7
RT (Exp. 5.67 (5.67) min ¢
RT): P
[Calculated 57.220 i
,CA::‘)enaC] 5552517 5 D:D 1 2 3 4 5 1 7 3 9 10 1 12 13 14
. . Time. min
Sample (Standard)
Type:
400
1,565 &
RT (Exp. 5.67 (5.67) min £ 108
RT): £
[Calculated  463.420 Bt
g?ena(:] 11805580 7 nied 1 2 3 4 ) [ 7 g 9 1 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
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600
2.0e5 B.EE
RT (Exp. 5.66 (5.66) min g
RT) 2 1
[Calculated 697.253 50
ConC]: 0.0e0
Area: 15405224.7 T otwewn o RE
Sample (Standard)
Type:
800 2525 B.ES
RT (Exp. 5.65 (5.65) min g
RT) E 1.0e5
[Calculated  942.880 -_
ConC]: 0.0e0
Area: 19186430.1 T otwewn o RE
Sample (Standard)
Type:
1000
365 568
RT (Exp. 5.65 (5.65) min g o
RT): 2
[Calculated  1235.911 e
Concl: 0
Area: 23697364.3 ® e, nnoEomn
Sample (Standard)
Type:
2500 6 N
Bed g
RT (Exp. 5.63 (5.63) min 7 :z
RT): 2 e
[Calculated 2347.621 e
Concl: 0
Area: 40811107.3 ® e, nnoEomn
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 2058 oo
1.5e5
RT (Exp. 6.06 (6.06) min g
RT): 2
[Calculated 1001.051 504
Concl: 00e0
Area: 20081917.8 ® fome. in neonomoEn
Sample (Unknown)

Type:
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Figura 88
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

con el estandar de acido feralico -2.

Analyte: Ferulico-2 (192.9/177.9)

Data File M170322.wiff Result Table 210422
g;?e”'s'“on 3/17/2022 2:09:12 PM Algorithm Used  MQ4
Acquisition . Instrument .
Method Phenol analysis Name Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()
100 Standard 7.710e+05 5.81 100.00 24.205
200 Standard 1.832e+06 5.65 200.00 165.300
400 Standard 3.616e+06 5.65 400.00 402.427
600 Standard 4.843e+06 5.64 600.00 565.608
800 Standard 7.459e+06 5.62 800.00 913.282
1000 Standard 8.760e+06 5.62 1000.00 1086.257
2500 Standard 1.896e+07 5.60 2500.00 2442.920
CARO-C-03 Unknown 1.120e+07 6.04 N/A 1410.687
100
10000 5.8
RT (Exp.  5.81(5.81) min S
RT) = am
[Calculated 24.205 00
groenaC] 770994 5 " 1 2 3 4 ) [ 7 g 9 1n n 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
200 25000 565
20000
RT (Exp. 5.65 (5.65) min 2 oo
RT) = 10000
[Calculated 165.300 500
groenaC] 1832296 7 " 1 2 3 4 ) [ 7 g 9 mn 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
400 5ot .
ded
RT (Exp. 5.65 (5.65) min 2
RT): £
[Calculated 402.427 ot
il?ena?] 3615933 5 tet 1 2 3 4 ) [ 7 g 9 mn 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
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600 et B.E4
Ged )
RT (Exp. 5.64 (5.64) min P
RT) z 3ed
[Calculated  565.608 -
Conc] [ B 7 8 3 10 1 12 13 14
Area: 4843360.4 Time. min
Sample (Standard)
Type:
800 1.0e5 BE2
8.0e4
RT (Exp. 5.62 (5.62) min 2 g
RT) z 1084
[Calculated 913.282 2008
Conc] e 3 7 8 3 10 1 12 13 14
Area: 7458515.7 Time. min
Sample (Standard)
Type:
1000 1.265 52
1.0e5 )
RT (Exp. 5.62 (5.62) min g o
RT): i
[Calculated  1086.257 voa
COHC] e 3 7 8 3 10 1 12 13 14
Area: 8759611.9 Time. min
Sample (Standard)
Type:
2500 2.59e8 BED
RT (Exp. 5.60 (5.60) min e
RT): 2 s
[Calculated 2442.920 50
Conc] 0.0e0 B 7 8 3 1o 1 12 13 14
Area: 18964246.1 Time. min
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 1=
1.0e5 M
RT (Exp. 6.04 (6.04) min g
RT): = 4024
[Calculated 1410.687 200
Conc] 0.0e0 B 7 8 3 10 1 12 13 14
Area: 11199928.5 Time. min
Sample (Unknown)

Type:




Figura 89

107

Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

con el estandar de acido cafeico-1.

Analyte: Cafeico-1 (178.9 / 135.0)

Type:

Data File M170322.wiff Result Table 210422
g;?e”'s'“o” 3/17/2022 2:09:12 PM Algorithm Used MQ4
Q(;(tqﬁgtlon Phenol analysis INn;rtT:gment Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()
100 Standard 9.505e+06 3.99 100.00 114.159
200 Standard 1.289e+07 3.87 200.00 189.041
400 Standard 1.701e+07 3.90 400.00 280.183
600 Standard 3.071e+07 3.85 600.00 583.589
800 Standard 4.283e+07 3.84 800.00 851.849
1000 Standard 5.512e+07 3.84 1000.00 1123.919
2500 Standard 1.153e+08 3.84 2500.00 2457.261
CARO-C-03 Unknown | 8.331e+07 | 4.42 N/A 1747.943
100 155
393

RT (Exp. 3.99 (3.99) min g 10
RT) £ 5 Ded
[Calculated 114.159
Conc: 0.0e0
Area: 9505423.6 e T feewn R
Sample (Standard)
Type:
200 1.5e5 187
RT (Exp. 3.87 (3.87) min 2 10
RT): £
[Calculated  189.041
COHC]: 0.0e0
Area: 12887975.0 e T feewn R
Sample (Standard)
Type:
400 255 -

2.0e5
RT (Exp. 3.90 (3.90) min 2 ss
RT) £ 1.0e5
[Calculated 280.183 5 0ed
Conc]: 0.0e0
Area: 17005068.8 e T feewn R
Sample (Standard)
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600
4e5 388
RT (Exp. 3.85 (3.85) min g
RT) £ 25
[Calculated 583.589 1es
(A:?enac-]: 30710577.2 g 7 R T
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
800 N -
5e5
RT (Exp. 3.84 (3.84) min g
RT) £ ie:
[Calculated 851.849 1;
(A:?enac-]: 42828458.4 g 7 R T
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
1000 5
Teb 384
Be5
RT (EXD 3.84 (384) min g =
RT): : =
[Calculated 1123.919 i
ifen;]: 55118451.3 - : T8 T T
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
2500
1.5eE 384
RT (EXp 3.84 (384) min g e
RT): -
[Calculated  2457.261 505
Concl: oo
Area: 115348373.2 ’ v mn
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 3e5
Be5 4.42
Teb
RT (Exp. 4.42 (4.42) min z =
RT): E e
[Calculated 1747.943 265
gfenac']: 83306987.0 . : T8 TR
. . Time, min
Sample (Unknown)

Type:
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Figura 90
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
con el estandar de acido cafeico -2.

Analyte: Cafeico-2 (178.9 / 133.9)

Data File M170322.wiff Result Table 210422

POAUISIHON 311712022 2:09:12 PM Algorithm Used  MQ4
Acquisition
Method

Project LLT\LLT

Phenol analysis Instrument Name  Triple Quad 4500

Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()
100 Standard 9.706e+05 3.99 100.00 121.762
200 Standard 1.700e+06 3.86 200.00 203.667
400 Standard 2.835e+06 3.89 400.00 331.218
600 Standard 4.884e+06 3.85 600.00 561.532
800 Standard 7.313e+06 3.84 800.00 834.380
1000 Standard 9.371e+06 3.84 1000.00 1065.615
2500 Standard 2.197e+07 3.83 2500.00 2481.826
CARO-C-03 Unknown | 1.598e+07 | 4.42 N/A 1808.711

100 14000

12000 393
10000
2000
6000

RT (Exp. 3.99 (3.99) min
RT):

[Calculated 121.762 o
COI’]C] v 1 2 3 4 ) [ 7 g 9 mn 1 12 13 14
Area: 970616.0 Time. min

Sample (Standard)
Type:

200

Intersity

RT (Exp. 3.86 (3.86) min 15000
RT):
[Calculated 203.667 som0
Concl: 0
Area: 1699529.2 Time, min
Sample (Standard)
Type:

400 ot

Intersity

10000

RT (Exp. 3.89 (3.89) min
RT):

[Calculated 331.218 Tsd

Conc]: .

Area: 2834679.7 1 2 3 1 5 [ EMJﬁ a moon 1 13
Sample (Standard)

Type:

Intersity
I~
o
%
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600 ;e: 385
RT (Exp. 3.85 (3.85) min ¥
RT) £ 3ed
[Calculated  561.532 -
Conc]: et
Area: 4884380.1 ’ nomoEoEen
Sample (Standard)
Type:
800 1065 -
2.0e4
RT (Exp. 3.84 (3.84) min % 6o
RT) z 4004
[Calculated 834.380 2008
COnC] 0100 5 7 8 10 n 12 13 14
Area: 7312606.8 Time. min
Sample (Standard)
Type:
1000
1.2e5 384
1.0e5
RT (Exp. 3.84 (3.84) min z a0
RT): £ Bled
[Calculated ~ 1065.615 -
ConC]: 0,060
Area: 9370501.7 ’ nomoEoEen
Sample (Standard)
Type:
2500 2065 -
2.5e5
RT (Exp. 3.83 (3.83) min
RT) E 1.5e5
[Calculated  2481.826 o
ConC]: 0,060
Area: 21974178.0 ’ nomoEoEen
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03
1.5e5 4.42
RT (EXp 4.42 (442) min g 1o
RT): z
[Calculated  1808.711
ConC]: 0,060
Area: 15983736.1 ’ A
Sample (Unknown)

Type:
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Figura 91
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
con el estandar de acido cumarico -1.

Analyte: Cumarico-1 (162.9/119.0)

Data File Result Table
Acquisition
Date
Acquisition
Method

Project

M170322.wiff
3/17/2022 2:09:12 PM

210422

Algorithm Used MQ4

Phenol analysis Instrument Name

LLT\LLT

Triple Quad 4500

Sample Name Sample
Type
Standard
Standard
Standard
Standard

Standard

Area (cps) Target
[Conc]. ()
100.00
200.00
400.00
600.00

800.00

[Calculated
Conc]. ()

<0

53.968

365.920

709.441

1015.308

(min)
5.16
5.02
5.02
5.01
5.01

100
200
400
600
800

6.567e+06
1.275e+07
2.582e+07
4.022e+07
5.304e+07

1000

Standard

6.072e+07

5.00

1000.00

1198.563

2500

Standard

1.090e+08

5.01

2500.00

2350.285

CARO-C-03

Unknown

8.166e+06

5.59

N/A

<0

100 1085
RT (Exp.
RT) 404
[Calculated <0 2004
COHC]: 0.0e0
Area: 6567268.8
Sample (Standard)
Type:

200

5.16 (5.16) min

E.0ed

Intersity

Time, min

5.02
1.5e5

RT (Exp.
RT):
[Calculated 53.968 50t
COHC]: 0.0e0
Area: 12747440.7
Sample (Standard)
Type:

400

5.02 (5.02) min

1.0e5

Intersity

1 2 3 4 5 [ 7 g ] 1 n 12 13 14
Time, min

502
3e5

RT (Exp.
RT):
[Calculated 365.920 18
Concl: 0ot
Area: 25822281.7
Sample (Standard)

Type:

5.02 (5.02) min

25

Intersity

1 2 3 4 5 [ 7 g ] 1 n 12 13 14
Time, min
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600 Be5
Se5 5.01
RT (Exp. 5.01 (5.01) min
RT) £ 2:5
[Calculated  709.441 s
(A:Penac-]: 40220267.1 : o otwewa TP
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
800 Be5
Teb 5.01
Beb
RT (Exp. 5.01 (5.01) min g =
RT) £ 368
[Calculated  1015.308 =
(A:Penac-]: 53040108.7 : o otwewa TP
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
1000 et
Beb 600
Ted
RT (Exp. 5.00 (5.00) min 5 =
RT): = v
[Calculated 1198.563 2
il?enac] 60720840 3 ;ZZ 3 B 7 8 10 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
2500 1.5e6 5.0
RT (Exp. 5.01 (5.01) min g 10
RT) E 5.0e5
[Calculated  2350.285
;:?enac_]: 108993000.6 : o otwewa TP
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 et
ot 5.59
RT (Exp. 5.59 (5.59) min P
RT): S
[Calculated <0 2ot
;:?enac_]: 8166282.6 - ’ D otwenn T
. . Time, min
Sample (Unknown)

Type:
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Figura 92
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
con el estandar de acido cumarico -2.

Analyte: Cumarico-2 (162.9 / 92.8)

Data File M170322.wiff Result Table 210422
g;?e”'s'“o” 3/17/2022 2:09:12 PM Algorithm Used ~ MQ4
Q(;(tq#(l)ﬂtlon Phenol analysis Instrument Name  Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()
100 Standard 4.025e+05 5.16 100.00 83.972
200 Standard 8.278e+05 5.02 200.00 183.234
400 Standard 1.703e+06 5.02 400.00 387.627
600 Standard 2.697e+06 5.01 600.00 619.581
800 Standard 3.560e+06 5.00 800.00 821.039
1000 Standard 4.413e+06 5.00 1000.00 1020.028
2500 Standard 1.069e+07 4.99 2500.00 2484.519
CARO-C-03 Unknown | 4.803e+05 5.57 N/A 102.128
100 E000
5000 518
RT (Exp. 5.16 (5.16) min z j\
RT) E 2000
[Calculated 83.972 Jom0
Conc: 0
Area' 4025307 1 2 3 4 g B T?ime"niE:l ] 10 n 12 13 14
Sample (Standard)
Type:
200 12000
10000 =02
RT (Exp. 5.02 (5.02) min 2 :ZEE
RT): £
[Calculated ~ 183.234 o
Concl: 0
Area' 8277694 1 2 3 4 g B T7ime' 'niE:l ] 10 n 12 13 14
Sample (Standard)
Type:
400 25000
502
20000
RT (EXp 5.02 (502) min z  15mn /\
RT) 2
[Calculated 387.627 5000
Concl: 0
Area: 1703397.6 TR e
Sample (Standard)
Type:
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600 a4
5.01
Jed
RT (Exp. 5.01 (5.01) min 3,
RT): -
[Calculated 619.581 et
groena?] 2697094 8 et 3 4 5 B 7 8 10 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
800 et
600
ded
RT (Exp. 5.00 (5.00) min Y
RT) £ 2ed
[Calculated 821.039 ot
groena?] 3560150 4 et 3 4 5 B 7 8 10 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
1000 ot -
Bed
RT (Exp. 5.00 (5.00) min z e
RT): z »
[Calculated ~ 1020.028 i
il?enac] 4412624 4 et 3 4 5 B 7 8 10 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
2500 1.5e5 1.99
RT (Exp. 4.99 (4.99) min g 0t
RT) E 5.0ed
[Calculated 2484.519
)CA\:?enaC] 10686553 5 n0e0 3 4 5 B 7 8 10 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 5000
4000 >
RT (EXp 5.57 (557) min g
RT): E mw
[Calculated 102.128 1000
)CA\:?enaC] 480308 4 " 3 4 5 B 7 8 10 1 12 13 14
. . Time, min
Sample (Unknown)

Type:
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Figura 93
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
con el estandar de acido abscisico -1.

Analyte: Abscisico-1 (263.1/152.9)

Data File M170322.wiff Result Table 210422
g;?e”'s'“o” 3/17/2022 2:09:12 PM Algorithm Used  MQ4
Acquisition . .
Method Phenol analysis Instrument Name  Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()

100 Standard 4.181e+05 7.91 100.00 <0
200 Standard 1.373e+07 7.67 200.00 119.805
400 Standard 2.467e+07 7.67 400.00 476.346
600 Standard 3.345e+07 7.67 600.00 762.282
800 Standard 4.052e+07 7.67 800.00 992.648
1000 Standard 4.855e+07 7.67 1000.00 1254.540
2500 Standard 8.089e+07 7.67 2500.00 2308.348
CARO-C-03 Unknown | 8.324e+05 7.86 N/A <0

100 6000

5000 TEH

RT (Exp. 7.91 (7.91) min 2 iggg

RT): £

[Calculated <0 TEEE

Conc]: 0

Area' 4181218 1 2 3 4 g B :ime'mii ] 10 n 12 13 14

Sample (Standard)

Type:

200 2le2 767

RT (Exp. 7.67 (7.67) min

RT) E 1.0e5

[Calculated 119.805 5 0ed

COHC]: 0.0e0

Area: 13729582.2 TR e

Sample (Standard)

Type:

400

. 767

RT (Exp. 7.67 (7.67) min 2 L

RT): £

[Calculated  476.346 e

ConC]. Be 1 2 3 4 g B 7 a8 ] 10 n 12 13 14

Area: 24670959.8 Time. min

Sample (Standard)

Type:
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600

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc]:
Area:
Sample
Type:

7.67 (7.67) min
762.282

33445658.1
(Standard)

Intensity

Bef

4ef

3e5

2B

1e5

0e0

7 8 E:} 10
Time, min

800

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc]:
Area:
Sample
Type:

7.67 (7.67) min
992.648

40515021.0
(Standard)

Intensity

Be5
5e5
4e5
3ef
2B
1e5

0e0

7 8 E:} 10
Time, min

1000

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc:
Area:
Sample
Type:

7.67 (7.67) min
1254.540

48551848.4
(Standard)

Intensity

Teb
Be5
5ef
4ef
3e5
2B
165
0e0

7 8 E:} 10
Time, min

2500

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc]:
Area:
Sample
Type:

7.67 (7.67) min
2308.348

80890683.7
(Standard)

Intensity

1.2e8
1.0e8
8.0e5
E.0eS
4.0e5
2.0e5

0.0=0

7 8
Time, min

w
=

CARO-C-03

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc:
Area:
Sample
Type:

7.86 (7.86) min
<0

832441.8
(Unknown)

Intensity

2000
7000
E000
5000
4000
3000
2000
1000

7 8 E:} 10
Time, min
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Figura 94
Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav
con el estandar de acido abscisico -2.

Analyte: Abscisico-2 (263.1/219.0)

Data File M170322.wiff Result Table 210422
g;?e”'s'“o” 3/17/2022 2:09:12 PM Algorithm Used  MQ4
Q(;(tq#(l)ﬂtlon Phenol analysis Instrument Name  Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Concl. ()

100 Standard N/A N/A 100.00 N/A
200 Standard 9.158e+06 7.67 200.00 42.519
400 Standard 1.518e+07 7.67 400.00 310.834
600 Standard 2.387e+07 7.67 600.00 698.109
800 Standard 2.849e+07 7.67 800.00 903.521
1000 Standard 3.345e+07 7.67 1000.00 1124.708
2500 Standard 6.253e+07 7.67 2500.00 2420.309
CARO-C-03 Unknown | 5.556e+05 7.85 N/A <0
100 8000

7000

E000
RT (Exp. N/A (1.76) min g -
RT) = 0w
[Calculated N/A 00
Conc]: 0
Area' N/A 1 2 3 4 g B -:ime' 'niE:l ] 10 n 12 13 14
Sample (Standard)
Type:
200

767

RT (Exp. 7.67 (7.67) min
RT) E 5.0e4
[Calculated 42.519
COHC]: 0.0e0
Area: 9158328.6 [ g
Sample (Standard)
Type:
400 2.065 .67
RT (Exp. 7.67 (7.67) min g
RT) 2 1
[Calculated 310.834 5004
Conc]: 0.0e0
Area: 15181238.8 TR e
Sample (Standard)
Type:
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600 ,
3e5
RT (Exp. 7.67 (7.67) min £
RT): 2
[Calculated 698.109 hs
Conc]: et
Area: 23874481.4 ) Yoo R
Sample (Standard)
Type:
800 - ,
RT (Exp. 7.67 (7.67) min
RT): g
[Calculated 903.521 165
ConC] el 4 7 8 3 10 1 12 13 14
Area: 28485406.8 Time. min
Sample (Standard)
Type:
1000 5e5 -
4e5
RT (Exp. 7.67 (7.67) min g
RT): = 265
[Calculated 1124.708 165
Conc: et
Area: 33450449.8 ) Yoo R
Sample (Standard)
Type:
2500 ,
Be5
RT (Exp. 7.67 (7.67) min g
RT): 2 165
[Calculated 2420.309 205
Conc]: et
Area: 62533071.1 ) Yoo R
Sample (Standard)
Type:
CARO-C-03 _—
2000
RT (EXp 7.85 (785) min 2 s
RT) E 4000
[Calculated <0 om0
Conc: 0
Area: 555580.4 ) toe R
Sample (Unknown)

Type:
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Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

con el estandar de Luteolina-2.

Analyte: Luteolina-2 (285.0 / 150.9)

Data File
Acquisition
Date
Acquisition
Method
Project

M170322.wiff

3/17/2022 2:09:12 PM

Phenol analysis

LLT\LLT

Result Table

Algorithm Used

210422
MQ4

Instrument Name  Triple Quad 4500

Sample Name

Sample
Type

Area (cps)

RT
(min)

Target
[Conc]. ()

[Calculated
Conc]. ()

100

Standard

N/A

N/A

100.00

N/A

200

Standard

N/A

N/A

200.00

N/A

400

Standard

N/A

N/A

400.00

N/A

600

Standard

N/A

N/A

600.00

N/A

800

Standard

6.856e+06

7.98

800.00

<2 points

1000

Standard

N/A

N/A

1000.00

N/A

2500

Standard

N/A

N/A

2500.00

N/A

CARO-C-03

Unknown

2.435e+04

6.75

N/A

<2 points

loo 4000
3000
RT (Exp.
RT):

N/A (6.41) min

2000

Intensity

N/A 1000

[Calculated
Conc:
Area:
Sample
Type:

N/A
(Standard)

Time, min

200

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc:
Area:
Sample
Type:

N/A (6.41) min

Intensity

N/A

N/A
(Standard)

25000

20000

15000

10000

5000

Time, min

400

RT (Exp.
RT):
[Calculated
Conc]:
Area:
Sample

Type:

N/A (6.41) min

Intensity

N/A

N/A
(Standard)

ded

3ed

Zed

Ted

]

Time, min
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600 7ed
Eed
RT (Exp. N/A (6.41) min -
RT) £ 364
[Calculated N/A f:
Conc]: e
Area N/A 4 5 B T?ime"“ian 3 10 1 12 13 14
Sample (Standard)
Type:
800 EZE 7.98
RT (Exp. 7.98 (7.98) min g o
RT): 2w
[Calculated <2 points 204
Conc]: -
Area: 6856093.5 Yoo R
Sample (Standard)
Type:
1000 ot
Ted
Ged
RT (EXD N/A (641) min g =
RT): b
[Calculated N/A 2
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Cromatograma correspondiente a EA de cascara verde de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

con el estandar de Isorhamnetina -1.

Analyte: Isorhamnetina-1 (315.0 / 299.9)

Type:

Data File M170322.wiff Result Table 210422
g;?e”'s'“o” 3/17/2022 2:09:12 PM Algorithm Used ~ MQ4
Q(;(tq#(l)ﬂtlon Phenol analysis Instrument Name  Triple Quad 4500
Project LLT\LLT
Sample Name Sample Area (cps) RT Target [Calculated
Type (min) [Conc]. () Conc]. ()
100 Standard N/A N/A 100.00 N/A
200 Standard N/A N/A 200.00 N/A
400 Standard N/A N/A 400.00 N/A
600 Standard N/A N/A 600.00 N/A
800 Standard N/A N/A 800.00 N/A
1000 Standard N/A N/A 1000.00 N/A
2500 Standard N/A N/A 2500.00 N/A
CARO-C-03 Unknown 3.605e+04 6.92 N/A <2 points
100 15000
RT (EXp N/A (673) min z  omo
RT): £
[Calculated  N/A e
groenac] N/A " 1 2 3 4 ) B 7 g 9 m 12 13 14
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il?ena?] N/A noet 1 2 3 4 ) B 7 g 9 m 12 13 14
. Time, min
Sample (Standard)
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600 1.5e5
RT (Exp. N/A (6.73) min
RT) E 5.0e4
[Calculated N/A
ConC]: 0.0e0
Area N/A B T?ime"“ian 3 10 1 12 13 14
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Type:
800 1.5e5
RT (Exp. N/A (6.73) min g 10
RT) E 5.0e4
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Analizando los resultados obtenidos, se evidencia la identificacion de acidos fenolicos,
siendo el acido cafeico y acido ferulico los mayoritarios, seguidos del &cido siringico y acido
cumarico, también se pueden observar trazas de acido abscisico, luteolina e isorhamnetina. En
la Tabla 29 se realizd un resumen de los compuestos fendlicos identificados, la masa
experimental, el tiempo de retencidn obtenido a partir de la cromatografia y la masa teorica
reportada en la bibliografia.

Tabla 29

Compuestos fenolicos identificados en el analisis UHPLC-MS-MS

. Tiempo de
Analito expet/ilr/rin tal Tr?l\r)ls/gon retenl.?:ién M/Z tedrico
(min)

Acido siringico 196.981 181.900 4.66 198.171
Acido ferulico 192.946 134.000 6.06 194.182
Acido cafeico 178.949 135.000 4.42 180.16°

Acido cumarico 162.913 119.000 5.59 164.16*

Acido abscisico 263.133 152.900 7.86 264.32°

Luteolina 285.022 150.900 6.75 286.24°

Isorhamnetina 314.957 299.900 6.92 316.26'

1 National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 10742, Syringic acid. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Syringic-acid.

2 National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 445858, Ferulic acid. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ferulic-acid.

3National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 689043, Caffeic acid. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Caffeic-acid.

4 National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 637542, 4-Hydroxycinnamic acid. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/637542.

® National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 643732, Abscisic acid. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Abscisic-acid.

® National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 5280445, Luteolin. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Luteolin.

" National Center for Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary for
CID 5281654, Isorhamnetin. Retrieved July 17, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/lIsorhamnetin.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Los rendimientos obtenidos de los extractos a partir de semillas del fruto verde de
Solanum grandiflorum Ruiz & Pav fueron mayores en comparacion de los extractos obtenidos
a partir de céscaras verdes, esto se debe a que las semillas contienen una gran cantidad de
acidos grasos (Li et al., 2020), y esto se refleja en que aproximadamente el 30% del peso en el
extracto EP era aceite, una situacion similar se observo en EC, en menor medida en EA. La
ultracentrifugacion realizada en la metodologia Il permitié eliminar el exceso de aceite debido
a la presencia de una gran cantidad de acidos grasos (Salinas-Sanchez et al., 2020; Valencia et
al., 2020).

El tamizaje fitoquimico realizado a los extractos obtenidos (EP, EC, EA 'y EE) identifico
la presencia de compuestos polifendlicos, saponinas y flavonoides; los terpenoides fueron
mayoritarios en los extractos EC y EA de semillas y cdscaras, sin embargo, en el EE de semillas
no se observaron debido a que el tamizaje fitoquimico es un ensayo cualitativo (Lock, 2016) y
es probable que los terpenoides se encuentren en muy pequefias cantidades, no detectadas por

reactivos empleados.

5.1. Metodologia |

A. Fraccionamiento de EC y EA a partir de semillas obtenidas del fruto de la
especie de S. grandiflorum Ruiz & Pav. Durante el primer fraccionamiento realizado a EC y
EA, se pudo observar en las TLC manchas de tonalidad morada con el revelador vainillina-
acido fosforico en el visible, segun la literatura indica positivo para glucésidos triterpénicos y
acidos grasos (Wagner y Bladt, 1996), con luz UV de onda larga (365nm) se visualizaron
manchas de tonalidad magenta-anaranjado indicando la posible presencia de esteroides o

terpenoides (Lock, 2016), ademas, se observaron manchas azules, esto se debe a que el
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revelador utilizado también da positivo a catequinas o lignanos que dan azul en ultravioleta
(Fadle et al., 2018). Los valores de Rf obtenidos del analisis en TLC oscilaban entre 0.5 a 0.6,
estos se encontraron en una zona caracteristica de terpenoides, indicando su posible presencia
(Fadle et al., 2018, 2019), de esta forma se pudieron agrupar las fracciones y sub-fracciones

obtenidas.

En la TLC realizadas a las sub-fracciones de las semillas se pudo apreciar que Cs2.1y Cs22
presentaron manchas similares entre si con el mismo Rf. En el analisis RMN *H, se visualiza
que Cs2.1 y Cs2.2 presentan sefiales muy similares entre si. En el caso de Cs..1 presento 6 sefiales
en total. La primera sefial aparece de 0.81 a 0.99 ppm (A), es de hidrdégenos metilicos (CHz);
la segunda sefial, 1.22 a 1.27 ppm (B), de hidrogenos metilénicos (CH>) de acidos grasos; la
tercera sefial, 1.54 a 1.60 ppm (C), es de hidrdgenos beta del grupo (CH2CH2CO) del acido
carboxilico; la cuarta sefial, 2.01 a 2.03 ppm (D), de hidroégenos alilicos (-CH2CH=CH-). La
quinta sefial, 2.23 a 2.26 ppm (E), es de los hidrégenos metilicos alfa, vecino al CO del acido
carboxilico (CH2-CO) del acido graso; la sexta sefial, 5.30 a 5.34 ppm (F), es de hidrégenos
olefinicos (HC=CH) (Tabla 24).

Figura 97

Estructura de &cido oleico identificado a partir de la sub-fraccion Csz.2

Sin embargo, el espectro obtenido de RMN H para la sub-fraccion Csz presentd 6
sefiales en total. La primera sefial aparece de 0.86 a 0.88 ppm (A), es de hidrogenos metilicos

(CHB3); la segunda sefial, 1.20 a 1.28 ppm (B), de hidrogenos metilénicos (CH2) de &cidos
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grasos; la tercera sefial, 1.51 a 1.59 ppm (C), es de hidrégenos beta del grupo (CH2CH2CO) del
acido carboxilico; la cuarta sefial, 2.01 a 2.04 ppm (D), de hidrogenos alilicos externos
(CH2CH=CH). La quinta sefial, 2.23 a 2.28 ppm (E) es de los hidrogenos metilicos alfa, vecino
al CO del &cido carboxilico (CH2-CO) carboxilico del acido graso. Finalmente, una sefial de
5.31 a5.36 ppm (F), es de hidrégenos olefinicos (HC=CH) (Tabla 25), la similitud entre Csz1
y Cs22en cuanto al nimero de sefiales es notoria, no obstante los desplazamientos obtenidos
dentro de lo establecido en Csz . son similares a los reportados para el acido oleico (Figura 97)

(Lee et al., 2015).

Por su parte, la sub-fraccion Cs23 presenta un espectro totalmente diferente en
comparacion a Csy.1 y Cs2.. Las sefiales para Cs2.3 fueron 6 sefiales en total. La primera sefial
aparece de 1.25 a 1.40 ppm (A), es de hidrogenos metilicos (CH3); la segunda sefial, 1.50 a
1.75 ppm (B), de hidrogeno que proveniente de agua (H20); la tercera sefial, 2.01 a 2.03 ppm
(C), es de hidrégenos alilicos externos (CH2CH=CH); la cuarta sefial, 3.5 ppm (D), es de
hidrogenos de carbono con doble enlace; la quinta sefial, 3.75 a 4.0 ppm (E), de hidrogenos
alilicos internos (=HC-CH2-CH=). Finalmente, la sexta sefial, 4.03 a 4.25 ppm (F), es de

hidrogenos olefinicos (HC=CH) (Tabla 26).

5.2. Metodologia Il

A. Fraccionamiento de EA a partir de la semilla (S) del fruto de la especie de S.
grandiflorum Ruiz & Pav. El fraccionamiento a la muestra de EA — S fue realizado en el
laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de Chile, por cromatografia de exclusion
molecular, usando Sephadex LH — 20 como fase estacionaria, se obtuvieron dos fracciones: SE
—1,(2.110 g) y SE - 2 (65.6 mg). Al realizar el analisis por TLC de la fraccion SE — 1 usando

revelador HoSO4 5%-metanol se observo la presencia manchas de tonalidad rosadas-lila, en el
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visible, y anaranjadas en UV en onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) con mayor
intensidad, por la tonalidad presentada se podria tratar de digalactosildiacilglicerol (DGDG)
(Z. Wang & Benning, 2011), un lipido que ha sido reportado en otras especies de Solanum (X.
Y. Xu et al., 2020). Ademas, durante el analisis por TLC se noto la presencia de manchas que
aparecian al contacto directo con el revelador (H2SO45%-metanol) (J. U. N. Wang et al., 2015)
siendo mas brillantes y de color blanco en UV, esto sugiere la presencia de acidos grasos (Y.
Li et al., 2020).

Figura 98

Estructura esterificada del acido linoleico identificado a partir de la sub-fracciéon SE — 2.1.

A A

H, O~ 2 CH==CH___ _cH=—cH CH
B T
C E c CH; CHs

Posteriormente, al realizarse el fraccionamiento de SE — 2, se obtuvo la sub-fraccion
SE —2.1, con peso de 30.1 mg. El espectro obtenido de RMN *H para esta sub-fraccion presentd
8 sefales en total, las primeras dos sefiales en la zona de 1.32 a 1.36 ppm (A), hidrégenos
metilénicos de &cidos grasos (CH2), segunda sefial 1.56 a 1.58 (B), hidrogenos beta del grupo
(CH2CH2CO) del &cido carboxilico. La tercera sefial de 1.96 a 2.04 ppm (C), hidrégenos
alilicos externos (CH2CH=CH), cuarta sefial de 2.22 a 2.29 ppm (D), hidrogenos metilicos alfa
vecino al CO del &cido carboxilico (CH2-CO) del acido graso, quinta sefial de 2.73 a 2.75 ppm
(E) hidrogenos alilicos internos (=HC-CH2-CH=). En el rango de 4.07 a 4.13 ppm y 4.24 a
4.28 ppm se presentan dos sefiales (F y G), que representan a los hidrogenos alfa del glicerol,
los cuales son los unicos parecidos entre si, en cuanto al tamafio y forma. Por ultimo, una sefial
en 5.27 a 5.33 ppm (H), hidrogeno B del glicerol, todos presentados en la Tabla 27 (Sartori,

2020; Sierra-Zurita D, Zuleta-Prada H, Aguirre-Mandujano E, Reyes-Trejo B, 2016). Segun
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las sefales obtenidas y desplazamiento mostrado, podria tratarse del acido linoleico (Figura
98) (Prema et al., 2015) que a su vez se encuentra esterificado al glicerol, siendo parte de uno
(o mas) de los acidos grasos que conforman el triacilglicerol (Figura 99) (X. Y. Xu et al., 2020).

Figura 99

Estructura del glicerol (A) y de triacilglicerol (B)
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B. Fraccionamiento de extracto de acetato de etilo (EA) y extracto

cloroformico (EC) a partir de la cascara (C) del fruto de la especie de S. grandiflorum
Ruiz & Pav. En el fraccionamiento de EA-C se obtuvo la fraccion CE-1 (200 mg) la cual fue
agrupada por andlisis de cromatografia en capa fina (TLC) segin su Rf. Los eluatos que
conforman CE — 1, eran totalmente incoloros. Por analisis TLC solo se observaron manchas
con tonalidades moradas después del uso del revelador (H2SO4 5%-metanol). En presencia de
luz UV en onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) se podia apreciar una tonalidad azul

brillante, este tipo de tonalidades se han reportado para esteroides (Bhawani et al., 2010).

Las sub-fracciones obtenidas a partirde CE-1sonCE—-1.1, CE-12yCE-1.3. La
sub-fraccién CE — 1.1 presenta caracteristicas totalmente diferentes en comparacioén a CE — 1.2

y CE — 1.3, tales como manchas de tonalidad blanca en lampara UV (254 y 365 nm), un menor
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tamafo en las manchas con un Rf de 3.5, a diferencia de CE — 1.2 y CE — 1.3 que presentaron
manchas de tonalidad azul brillante en lampara UV (254 y 365 nm), un mayor tamafo de las
manchas, con un Rf 1.5 para CE — 1.2 y 0.5 para CE — 1.3. Por el andlisis de RMN *H, se
determind que el espectro obtenido para CE — 1.1 era similar a los reportados por plasticos (J.
Yuan & Cheng, 2017), lo cual es frecuente debido al uso de Parafilm para proteger las muestras
y aparece como interferencia en las muestras. Sin embargo, las sub-fracciones CE — 1.2 y CE
— 1.3, presentaron espectros muy complejos, y debido a la poca cantidad de sub-fraccién

obtenida no se pudo continuar con la separacion.

A partir del fraccionamiento de EC-C, se obtuvo la fraccion CE-2 (60.5 mg),
conseguida a partir de la agrupacion por analisis de cromatografia en capa fina (TLC) segun su
Rf, presento tonalidades moradas al usar revelador (H2SO4 5%-metanol). En presencia de luz
UV en onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm), también se apreciaba una tonalidad azul
brillante. Sin embargo, la fraccion presentaba una gran cantidad de clorofila en comparacion a
EA-C.

De CE - 2, se obtuvo las sub-fracciones CE — 2.1y CE — 2.2. La sub-fraccién CE - 2.1
presentd un Rf de 2 y su andlisis de RMN H presentd cinco tipos de sefiales con
desplazamientos a 3.33 ppm, 3.91 ppm, 4.86 ppm, 6.80 ppm y 7.45 ppm, siendo los dos ultimos
muy similares a los registrados para acido cinamico (Hanai et al., 2001; Kalinowska et al.,
2007; Schneider et al., 2003). Sin embargo, las sefiales se encontraban solapadas, confirmando
la complejidad de la muestra. En el caso de la sub-fraccion CE — 2.2, presentd un Rf de 1 y
también present6 complejidad en la muestra y por la poca disponibilidad de la sub-fraccion no

se pudo continuar el fraccionamiento.
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Debido a la complejidad mostrada en los espectros de RMN *H, se decidio llevar a
UHPLC el extracto EA para identificar los posibles metabolitos de interés, esto se realizd con
31 estandares, logrando identificar positivamente en 7 estandares, a partir de este analisis se
obtuvo como informacion el tiempo de retencidn y area del pico, con lo que se calculd la
concentracion, estos datos permitieron determinar los compuestos mayoritarios en la muestra
EA.

Se identificaron: acido cafeico (1808.711 mg/L) (Kim et al., 2019; Morais et al., 2015;
B. Singh et al., 2020) y &cido ferdlico (1410.687 mg/L) (L6pez-Cobo et al., 2014; B. Singh et
al., 2020) como compuestos mayoritarios, seguidos de &cido siringico (134.053 mg/L) (B.
Singh et al., 2020; Witbooi et al., 2021) y &cido cumarico (102.128 mg/L) (Jakl et al., 2021;
Pinela et al., 2019; Vaitkeviciene et al., 2020), estos compuestos fenolicos han sido reportados
anteriormente en el género Solanum. Ademas, se encontraron trazas de acido abscisico (Wu et
al., 2018), luteolina (Silva et al., 2022) e isorhamnetina (B. Yuan et al., 2019), compuestos
fenolicos que también han sido reportados en el género Solanum con anterioridad. Los
resultados obtenidos por MS-MS fue corroborado utilizando tres decimales para acido
cumarico (Sinosaki et al., 2020), acido cafeico (Seraglio et al., 2016), acido ferulico (Kaszuba

et al., 2021) y acido siringico (Barnard et al., 2011).
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VI. CONCLUSIONES

a. La especie Solanum grandiflorum Ruiz & Pav presenta metabolitos secundarios
de interés, que, aunque ya han sido reportados en otras especies de Solanum, esta es la primera

Vez que se reportan en esta especie endémica de la Amazonia del Perd.

b. Los resultados obtenidos por tamizaje fitoquimico, TLC y RMN H a partir del
extracto de acetato de etilo de cascaras del fruto de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav. dieron
positivos a la presencia de compuestos polifenolicos; también a la presencia de terpenoides, sin
embargo, al encontrarse en baja concentracion y en una muestra muy compleja, no fue posible

aislarlos.

C. Las interferencias en el andlisis como el exceso de aceite en las semillas y la
clorofila en las céascaras de fruto verde se pudieron eliminar por ultra centrifugacion,

cromatografia de exclusién molecular y cromatografia en columna al vacio.

d. Se identificaron acido oleico y un triacilglicerol conformado por un &cido
linoleico a partir del extracto acetato de etilo de semillas del fruto de Solanum grandiflorum

Ruiz & Pav.

e. Se identificaron acidos fendlicos como: acido cafeico, acido siringico, acido
ferdlico y &cido cumarico, como metabolitos mayoritarios a partir de EA de céscaras del fruto
de S. grandiflorum Ruiz & Pav. Ademas, se identificd &cido abscisico, luteolina e

isorhamnetina como trazas.
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f. Se identifico mediante el uso de RMN *H, la presencia de &cido linoleico en la
sub-fraccién obtenida SE — 2.1 proveniente de EA — S, formando parte de un triacilglicerol
(TGA). Ademas, también se identifico la presencia de acido oleico, a partir de la sub-fraccion

Cs2.2. Ambos compuestos han sido reportados con anterioridad en el género Solanum.

g. Del andlisis por UHPLC del extracto EA de cascaras del fruto verde, se
identificaron acido cafeico, acido siringico, acido ferulico y &cido cumarico, como metabolitos

mayoritarios en EA-C y 4cido abscisico, luteolina e isorhamnetina como trazas.
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VIl. RECOMENDACIONES

a. Realizar un andlisis usando el mesocarpio del fruto de Solanum grandiflorum

Ruiz & Pav, con el fin de determinar la presencia de metabolitos secundarios.

b. Realizar un anélisis RMN 3C a las sub-fracciones obtenidas a partir de EA-S.
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IX. ANEXOS

Anexo A: Constancia taxonomica de Solanum grandiflorum Ruiz & Pav

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA)
Estacion Experimental Pucallpa

"Afo de la lucha contra la Corrupcion e Impunidad”

HERBARIO REGIONAL DE UCAYALI IVITA PUCALLPA HRUIP

CONSTANCIA

Por el presente dejo constancia que las muestras botanicas presentada por el
Proyecto de Investigacion Basica N° 397 — 2019 — FONDECYT - CONCYTEC,
pertenece a la especie: Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.

Clase: Equisetopsida

Sub clase: Magnoliidae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum grandiflorum Ruiz & Pav.
N.V.: Sicahuito

Se expide la presente constancia para los fines convenientes del solicitante.
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