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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo el aislamiento y caracterizacion del glicoalcaloide
esteroidal solanina por espectroscopia de infrarrojos en el fruto de berenjena Solanum
melongena L. La solanina es un compuesto que ha demostrado tener actividad antiproliferativa
y efectos anticancerigenos.

Se analizo el fruto de la berenjena adquirido en supermercados locales, empleando un
muestreo de tipo aleatorio simple. Para la extraccion de solanina, se probaron tres métodos:
extraccion con &cido acético al 5% Yy etanol absoluto; extraccion con acido acético al 2% y
micro-Soxhlet con etanol al 80% y extraccion por maceracion con metanol. Cada proceso fue
seguido de una etapa individual de aislamiento y purificacion. EI método con el que se
identificd la presencia de solanina por cromatografia de capa fina (CCF) con un factor de
retencion (Rf) de 0.12 y una desviacion estandar de 0.02 en el fruto de berenjena, fue el de
maceracion.

Posteriormente, se analizd la presencia de solanina en tres partes del fruto de berenjena:
cascara, pedunculo y pulpa con semillas, siguiendo el método de extraccion por maceracion.
Se detectd la presencia de solanina en muestra de cascara, con una concentracion de 0.53
mg/g y una desviacion estandar de 0.15.

La confirmacion del compuesto se llevo a cabo por espectroscopia de infrarrojos (FT-IR). Las
comparaciones de los espectros IR experimentales se realizaron con el espectro del estandar y

el espectro computacional.



Ademas, se determind que el punto de fusion del compuesto aislado fue de 283°C con una
desviacion estandar de 0.94. Se realiz6 el ensayo cualitativo de Libermann-Burchard, dando
positivo para la presencia de un compuesto esteroidal.

En conclusion, se adecu6é un método que permite la obtencion de solanina a partir del fruto de
la berenjena, identificando la presencia del compuesto en la cédscara y no en pedunculo y
pulpa con semillas.

Palabras claves: Solanina, aislamiento, Solanum melongena L., CCF, espectroscopia de

infrarrojos.



ABSTRACT

The purpose of this research was to isolate and to characterize the steroidal glycoalkaloid
solanine using infrared spectroscopy in the fruit of eggplant Solanum melongena L. Solanine
is a compound that has shown antiproliferative activity and anticancer effects. The eggplant
was purchased on local supermarkets a simple random sampling type. Solanine was extracted
using three methods: extraction with acetic acid 5% and absolute ethanol; acetic acid 2%
extraction and micro-Soxhlet with ethanol 80%; and extraction by maceration with methanol.
Each process was followed by a single stage of isolation and purification. The method that
identified the presence of solanine in the eggplant, using thin layer chromatography with a
retention factor (Rf) of 0.12 and a standard deviation of 0.2 in eggplant fruit, was maceration.
Subsequently, the presence of solanine was analyzed in three parts of the eggplant fruit: peel,
stalk and pulp with seedst, following the method of extraction by maceration.

Solanine presence was detected in peel sample with a concentration of 0.53 mg/g and a
standard desviation 0.15. Infrared spectroscopy (FT-IR) was used to confirm the presence of
the compound. Comparisons of experimental IR spectra were made with standard and
computational spectrum. Furthermore, it was determined that the melting point of the isolated
compound is 283 °C with a standard deviation of 0.94. Qualitative Liebermann-Burchard test
gave a positive result for the presence of steroids.

In conclusion, a method to isolate solanine from eggplant fruit was adapted, identifying the
presence of the compound just in the peel.

Keywords: Solanine, isolation, Solanum melongena L, TLC, infrared spectroscopy.



INTRODUCCION

Las plantas son fuente inagotable de compuestos quimicos y complejas sustancias activas, esto
es algo conocido y explotado por el hombre desde hace muchos afios. Gracias a la importante
biodiversidad del planeta, el aprovechamiento de estos recursos cada vez adquiere mayor
protagonismo y divulgacion. La biodiversidad es un tema amplio y complejo que abarca desde
la variabilidad genética de especies, poblaciones, comunidades y ecosistemas, hasta el
conocimiento de las relaciones que se establecen entre los seres humanos y la naturaleza. El
desconocimiento taxondémico, es uno de los principales obstaculos para su conservacion y
utilizacion sostenible [1].

El alcance de las enfermedades hoy en dia se prolifera de una manera muy rapida en especial
el cancer, es por esta razon que alrededor de todo el mundo se buscan maneras y productos
para prevenir o curar dicha enfermedad.

El presente trabajo tiene como finalidad el aislamiento y caracterizacion de la solanina
obtenida de la berenjena Solanum melongena L. La importancia del estudio de la solanina
como alcaloide se concentra en su actividad antiproliferativa, es decir que actda contra las
células cancerosas del colon e higado humano. Investigaciones realizadas revelan que este
compuesto como anticancerigeno ataca a las células malignas del cuello uterino, el linfoma y
el estbmago [2].

En la actualidad existen estudios de la extraccion de solanina en tubérculos de papa (Solanum
tuberosum) [3]. Sin embargo, se encuentra muy poca informacion de la solanina en otros tipos

de plantas de la familia Solanaceae.



La solanina es un glicoalcaloide esteroidal derivado de las plantas del género Solanum, cuya
formula elemental es C4sH;3NOjs Esta constituida por tres partes: un oligosacarido, un
esteroide y un heterociclo que contiene nitrégeno. Es una sustancia téxica en concentraciones
de 2 mg/kg. Se encuentra presente en las hojas, frutos y tubérculos.

Debido a la presencia de este compuesto en la berenjena (Solanum melongena L.), se ha visto
la necesidad de adecuar un método de extraccion, aislamiento y caracterizacion de esta
sustancia en el fruto, ya que es la parte comestible de la planta.

Para poder guiar de una manera mas facil al lector a través de este trabajo, a continuacion se
detalla la estructura del mismo:

En el Capitulo 1, se encuentra una descripcion de la planta de berenjena y la solanina.

En el Capitulo 11, se indican los principios teéricos de las técnicas analiticas implementadas en
este trabajo, al igual que los materiales y métodos ocupados en el desarrollo experimental.

En el Capitulo 11, se encuentran los resultados obtenidos, los mismos que son discutidos por
comparaciones experimentales y tedricas de otros estudios realizados.

En el Capitulo IV, se muestran las conclusiones y recomendaciones obtenidas del trabajo de

investigacion.



CAPITULO |

1.  MARCO TEORICO

1.1. BERENJENA (Solanum melongena L.)

1.1.1. ETIMOLOGIA [4]

El nombre cientifico de la berenjena es Solanum melongena L. Solanum proviene del vocablo
griego strychnos y podria ser relacionado con el latin “sol ”, debido a que la planta crece sitios
algo soleados. Melongena proviene del vocablo griego byzantino, que significa negro,

probablemente por el color del fruto.

1.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA [5]

A continuacion se realiza una breve descripcion acerca de la clasificacion taxonémica de la
planta de berenjena. En la Figura 1.1 podemos observar la representacion de la planta y su

fruto.



Nombre comun: Berenjena
Reino: Plantae

Subreino: Viridaeplantae
Superdivision: Streptophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliosida
Orden: Solanales

Familia: Solanaceae
Género: Solanum L.

Especie: Solanum melongena L.

Figura 1.1. Planta de Solanum melongena L. [6]



1.1.3. EVALUACION MACROSCOPICA DE LA BERENJENA

ORIGEN
Su origen se dio en zonas subtropicales y tropicales asiaticas. En la actualidad se cultiva en
paises mediterraneos como Espafia, Italia, Grecia y en América fue introducida por los

espafoles. China y la India son los paises con mayores cultivos en el mundo [7].

PLANTA
Es una planta herbacea, en sus tallos se encuentran tejidos lignificados que le dan aspecto
arbustivo, puede rebrotar dos veces al afio con un cuidado y poda adecuada. Mide entre 0,7 a

1,0 m de altura. Tiene varias ramificaciones erectas, espinosas [7].

SISTEMA RADICULAR
Su sistema radicular es muy potente, lo que permite soportar periodos de sequia, y sus raices

alcanzan grandes profundidades [8].

HOJAS
Son enteras, ovaladas y grandes, miden de 15 a 25 cm de largo con nervaduras que presentan
espinas y por la parte posterior estan cubiertas de una vellosidad grisacea, insertas de forma

aleatoria en el tallo [8].

FLORES [7]
Las flores se presentan solitarias o0 en pequefios racimos, de tamafio mediano, con caliz de 5 o

mas sépalos espinosos, con corola de 5 0 mas pétalos de color violaceo y con estambres que

8



encierran el ovario que después de autofecundacion daré origen al fruto o baya que constituye
el érgano de consumo.

Los pétalos son de color violaceo, tanto el pedinculo como el caliz poseen abundantes
espinas, aunque actualmente se tiende al cultivo de variedades sin espinas. Los estambres
presentan anteras muy desarrolladas de color amarillo que se sitian por debajo del estigma,
dificultando la fecundacion directa. El céliz de la flor perdura después de la fecundacion y
crece junto al fruto, envolviéndolo por su parte inferior, lo que puede dar lugar a ataques de
botritis cuando la humedad relativa es elevada, ya que los pétalos quedan atrapados entre el
caliz y el fruto.

La mayor parte de las variedades florecen en ramilletes de tres a cinco flores, una de las cuales
es hermafrodita de pedunculo corto y continuo desde el tallo hasta el céliz, da lugar a un fruto
comercial, mientras que el resto de las flores abortan o dan lugar a un fruto pequefio de peor
calidad. Normalmente la primera flor aparece en el vértice de la primera bifurcacion o tallo
principal de la planta. La fecundacion de la flor es autbgama, aunque también puede haber
cruzamiento con flores de otras plantas o incluso de la misma planta. EI exceso de humedad
perjudica la dehiscencia del polen, por lo que la flor puede caerse como consecuencia de la

falta de fecundacion.

FRUTO [7]

Los frutos de la berenjena son de forma variable desde redonda a alargada, con un tamarfio
muy pequefio (2 cm) a grandes (30 cm de largo), con una epidermis lisa o corrugada.

Existen diversas variedades de color oscuro, rayadas o de color mas claro, y de forma
alargadas o cortas. El color del fruto depende de la cantidad de antocianinas que tenga el

mismo. Los frutos brillantes de color negro o morado oscuro (Figura 1.2) son mas

9



demandados. La estructura interna de la berenjena en estado inmaduro es comparable al
tomate del género Solanum lycopersicum, pero en la medida que avanza la madurez, se hace
dificil distinguir los diferentes tejidos porque las paredes del fruto se fusionan con tejido
desarrollado a partir de la placenta, formando una sola masa de tejido parenquimatoso, en el

que se encuentran inmersas semillas.

Figura 1.2. Fruto de berenjena Solanum melongena L.

SEMILLAS
Sus semillas son pequefias aproximadamente de 2 mm, tienen unas contexturas planas y

pardas.

VARIEDADES [7]
Las variedades de berenjenas que se comercializan son:

e “Americana” se basa en su uniformidad de forma (ovalada a globosa), firmeza y color

de la piel parpura oscuro.
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e “Japonesa” es elongada, delgada, de color purpura claro a oscuro, muy perecedera.

e “Blanca” tiene forma ovalada a globular, tamarfio pequefio y de piel delgada.

e “Mini-Japonesa” es pequefia, elongada, con vetas de diferentes tonalidades de purpura
y violeta.

e “China” que es elongada, delgada y de color purpura claro.

ZONAS DE CULTIVO

En el Ecuador no existe un registro de las principales zonas de cultivos de la berenjena, pero
se conoce que en la provincias de Manabi, Chimborazo y Pichincha se encuentra cultivos
artesanales, siendo Manabi la principal provincia que provee de este producto al resto del
pais. En Figura 1.3 podemos observar un cultivo artesanal existente en la provincia de

Manabi.

Figura 1.3. Cultivo de Berenjena, sector “El Limon” via Portoviejo — Crucita, Ecuador

11



REQUISITOS CLIMATOLOGICOS

La berenjena tiene un mejor crecimiento a temperaturas promedio mensuales de 21 a 29 °C,
por lo que se le denomina un cultivo de época célida. Las temperaturas promedio menores a
18 o mayores a 35 °C pueden ser una causa limitante para el crecimiento, polinizacion y
fructificacion de estos cultivos. Las temperaturas que se consideran éptimas son diurnas de 26
a 32 °C y nocturnas de 21 a 26 °C. A temperaturas por debajo de los 15 °C el crecimiento de
la planta es minimo. Al exponerse a temperaturas por debajo de los 10 °C, tanto la planta
como el fruto sufren dafios por el frio. Condiciones de humedad muy alta o muy baja
favorecen la presencia de distintos tipos de enfermedades e insectos que pueden ser dafiinos a

la planta [9].

1.1.4. COMPOSICION NUTRICIONAL

El fruto de la berenjena resulta adecuado para tratar la obesidad y se utiliza en las dietas para
adelgazar por su alto contenido en agua, que supera el 90% vy especialmente por su bajo
contenido caloérico. Su consumo aporta minerales, como fdsforo y hierro, junto con el calcio,
el sodio y el potasio. Su aporte vitaminico es pobre en comparacién con otras frutas, verduras
u hortalizas. Posee vitamina Bg, vitamina By y en cantidades menos apreciables vitamina B; y
vitamina B; [10].

La piel de la berenjena contiene una antocianina, la nasunina, con accion antioxidante sobre
los lipidos sanguineos. Ademas contiene flavonoides que pueden ayudar a disminuir los
niveles de colesterol [11]. En la Tablal.l se pueden apreciar los componentes y sus

respectivas cantidades por cada 100 gramos de fruto fresco.

12



Tabla 1.1. Composicion de la berenjena por cada 100 g de fruto fresco [11]

ELEMENTO POR 100 g DE PORCION
COMESTIBLE
Energia (kcal) 27
Proteinas (g) 1.2
Lipidos totales (g) 0.2
AG saturados () 0.05
AG monoinsaturados (g) Trazas
AG poliinsaturados () 0.1
Colesterol (mg/1000kcal) 0
Hidratos de carbono (g) 4.4
Fibra (g) 1.2
Agua (g) 93
Calcio (mg) 11
Hierro (mg) 0.7
Yodo (1g) 2
Magnesio (mg) 12
Zinc (mg) 0.28
Sodio (mg) 2
Potasio (mgQ) 214
Fosforo (mg) 214
Selenio (ug) 1
Tiamina (mg) 0.04




Riboflavina (mg) 0.05
Niacina (mg) 0.6
Vitamina Bg (Mmg) 0.08
Folatos (ug) 18
Vitamina By, () 0
Vitamina C (mg) 6
Vitamina A: Eq. Retinol (ug) 3
Vitamina E (mg) 0.03

1.1.5. PROPIEDADES MEDICINALES DE LA BERENJENA

Los principales beneficios medicinales de la berenjena se describen a continuacion [12]:
« Mejora la circulacion sanguinea
« Interviene en la prevencion de arteriosclerosis
« Ayuda a disminuir el colesterol
. Intervienen como desengrasante, no permitiendo que los &cidos grasos saturados se
depositen en las arterias
. Estimula la bilis, lo cual permite disolver las grasas ayudandole al higado
« Contribuye con un efecto balsamico calmando dolores

« Es muy adecuada para tratar la obesidad
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1.2. ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos de caracter basico, provenientes en su mayoria de las plantas
como metabolitos secundarios.

La estructura quimica de los alcaloides es extremadamente variable. Un alcaloide contiene al
menos un atomo de nitrégeno procedente de un tipo de amina. En su forma pura, la mayoria
de alcaloides son solidos cristalinos incoloros, no volatiles y tienden a tener un sabor amargo

[13].

1.2.1. GLICOALCALOIDES

Los glicoalcaloides son compuestos formados por la union de un alcaloide y un azucar. Son
metabolitos secundarios que la propia planta produce como mecanismo de proteccién y en
respuesta a situaciones de estrés, como la temperatura o ataque de insectos u hongos, actuando

como un insecticida sobre ellos [3].

1.2.2. ALCALOIDES ESTEROIDALES [14]

Los alcaloides esteroidales estdn presentes en las familias Solanaceae y Liliaceae. Son
sustancias que poseen caracteristicas tanto de esteroides como de alcaloides. En su estructura
tienen un ndcleo complejo que contiene nitrégeno.

Los esteroides son  compuestos  organicos, derivados del ndcleo  del

ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano que estan compuestos de carbono e hidrogeno
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formando cuatro anillos fusionados. Su estructura basica posee 17 atomos de carbono en total,

la misma que puede ser modificada por adicion de diferentes grupos funcionales.

1.2.3. BIOSINTESIS [15]

En el Diagrama 1.1 se observa una simplificacion de la biosintesis de los glicoalcaloides
esteroidales. En (a) se presenta la biosintesis a partir de la acetil coenzima A hasta la
formacion de glicoalcaloides esteroidales, en el proceso, interfieren el sustrato FPP (2-trans,
6-transfarnesildifosfato). Las flechas entrecortadas indican multiples pasos enzimaticos. Los
terpenos hacen referencia a isopreniodes de bajo peso molecular. En (b), se muestran las
formulas estructurales para varios intermediarios de la biosintesis de glicoalcaloides
esteroidales.

La solanina se sintetiza del colesterol que es producido en la planta por factores que producen

estrés a la misma.
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Isopentenildifosfato
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2.3- Oxidoescualenc Sesquiterpenos
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Esteroles < Sitosterol, Campesterol Colesteral
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Brasinoesteroides Solanidina
SGT2 SGT3+ ™, SGT1, SGT3

"a

-
Chaconina Solanina

Diagrama 1.1. Diagrama de la biosintesis, (Acetyl- CoA, acetil coenzima A; HMGR, 3-
hidroxi-3-metilglutaril; SS, escualeno sintasa; VSP, ciclasa vetispiradiene; SMT, esterol

C24-metiltransferasa; SGT, glicosiltransferasa solanidina) [15]

1.2.4. SOLANINA

Fue aislada por primera vez en 1821 por Desfosses, en las bayas maduras de la yerba mora
(Solanum nigrum) [16]. Se encuentra de manera natural en los miembros de la familia de las
Solanaceas como las papas (Solanum tuberosum), el tomate (Solanum lycopersicum), la hierba
mora y la berenjena, entre otros. Esta sustancia es parte del mecanismo de defensa natural de

la planta.
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La solanina es un glicoalcaloide esteroidal derivado de las plantas del género Solanum, cuya
formula elemental es C4sH73NO1s. Esta formado por una parte de oligosacaridos, un esteroide

y un heterociclo que contiene nitrégeno como se muestra en la Figura 1.4

OLIGOSACARIDO

|

HETEROCICLO
ESTEROIDE CONTIENE

N

ENLACE GLICOSIDICO

Figura 1.4. Estructura quimica de la solanina [17]

En la Figura 1.5 se observa la formula tridimensional de la molécula de solanina, donde las

esferas de color gris corresponden a los &tomos de carbono, las de color rojo a los oxigenos,

las blancas a los hidrdgenos y la de color azul al nitrégeno.
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Figura 1.5. Estructura tridimensional de la solanina

1.2.4.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

En la Tabla 1.2 se puede observar algunas propiedades fisicas y quimicas correspondientes a
la molécula de solanina. En su estructura denota la presencia del atomo de nitrdgeno como
alcaloide. Presenta un elevado peso molecular lo que indica que se trata de una

macromolécula. EI compuesto es altamente soluble en alcohol caliente y poco soluble en agua.
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Tabla 1.2. Propiedades fisicas y quimicas de la solanina [18,19]

Solanina

Sinénimos:

NUmero de CAS:

Férmula molecular:

Peso molecular:

Punto de fusién:

Cristalizacion:

Solubilidad:

1.2.4.2.USO MEDICINAL

Histéricamente la solanina se ha utilizado en el tratamiento de epilepsia y el asma. Tiene una
actividad antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli y de Staphylococcus
aureus. La importancia del estudio de este glicoalcaloide se centra en su actividad
antiproliferativa, es decir que actua contra las células cancerosas del colon e higado humano.
Como efectos anticancerigenos podemos mencionar que ataca a las células malignas del cuello
uterino, el linfoma y el estomago. Estas pruebas clinicas se ensayaron en base a la extraccion

de solanina contenida en la papa (Solanum tuberosum) [2].
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Estudios realizados en los Gltimos afios, revelan que la solanina podria inducir cambios

morfologicos en las células hepatocarcinomas [20].

1.2.4.3. TOXICIDAD

En los animales, la ingesta total de la planta puede llegar a producir diversos tipos de
intoxicaciones, en los seres humanos que regularmente consumen el fruto de la berenjena se
pueden observar diferentes tipos de problemas neuroldgicos y gastrointestinales, que pueden
evaluarse como toxicidad aguda, subaguda y crénica [21], de acuerdo a la dosis de solanina
ingerida pueden presentar diversos sintomatologia como se resume en el Diagrama 1.2. Asi,
una dosis de 2 — 4 mg/kg se considera peligrosa, determinandose como dosis letal media

(DLsp) a la ingesta de cantidades mayores a 5 mg/kg [22].

Dolor
de
cabeza

Dolor
abdominal

Edema
cerebral

Diarrea

Calambres

Diagrama 1.2. Diagrama sintomatoldgico por la ingesta de solanina
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CAPITULO 1l

2. MATERIALES Y METODOS

Para el aislamiento y posterior caracterizacion de la solanina del fruto de la berenjena, se

emplearon tres métodos de extraccion, los cuales se describen a continuacion:

2.1. MUESTREO

El muestreo es una herramienta de la investigacion cientifica, cuya funcion bésica es
determinar que parte de una poblacién debe examinarse, con la finalidad de hacer inferencias
sobre dicha poblacion.

Para la extraccion se utilizaron frutos de berenjena Solanum melongena L. del tipo americana.
Las muestras analizadas fueron adquiridas mediante un muestreo probabilistico aleatorio
simple en la provincia de Pichincha, ciudad Quito en los supermercados Supermaxi de la Av.
12 de Octubre y Plaza del Norte.

Los criterios de recoleccidn de muestras se basaron en similitud de peso, color, textura y lisura
de piel del fruto de la berenjena. Las muestras fueron identificadas adecuadamente y de modo
inmediato para su posterior analisis. En cada método de extraccion, se tom6 como muestra
representativa el doble del peso sugerido en la técnica. Se realizaron cinco repeticiones por

método, dando como resultado un total de quince muestras analizadas.
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Una vez adecuado el método idoneo de extraccion, se usaron cinco muestras mas para las

pruebas de caracterizacion.

2.2. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El tratamiento previo al andlisis asegura la homogeneidad de la muestra analitica, ya que esta
debe contener todos los componentes de la muestra completa y ademas mantener las mismas
proporciones.

Para los métodos de extraccion 1y 2, se lavo el material vegetal y se procedio a recortar en
rebanadas de aproximadamente 5 cm de todo el fruto. Se homogeneizé y se separ6 en frascos
con sellado hermético de acuerdo a la cantidad necesaria para cada método.

En el método 3 luego de la homogeneizacion, la muestra fue secada en la estufa Memmert®

modelo UNB 500 a 60 °C por aproximadamente 24 horas.

2.3. EXTRACCION

La extraccion es la técnica mas empleada para separar un producto organico de una mezcla de
reaccion o para aislarlo de sus fuentes naturales. Puede definirse como la separacion de un
componente de una mezcla por medio de un disolvente. La separacion de una mezcla de
compuestos sélidos también se puede llevar a cabo aprovechando diferencias de solubilidad en

un determinado solvente.
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2.3.1. EXTRACCION CON SOLVENTES

Es el proceso por el cual se extrae un componente soluble de un s6lido mediante un solvente.

Para llevar a cabo la extraccion sera necesario, en primer lugar, poner en contacto intimo las
dos fases hasta conseguir la transferencia de soluto de la mezcla original al disolvente. Una
vez finalizada esta etapa de transporte de materia, se procede a la separacion de las fases,
obteniéndose una mezcla de disolvente y soluto llamada “extracto” y una mezcla de la que se
ha extraido el soluto, denominada “refinado”, que estara formada por la fase solida inerte con

una parte de la disolucion retenida [23].

2.3.2. EXTRACCION POR MICRO-SOXHLET

Es una extraccion ciclica continua, donde se emplea un solvente organico que al evaporarse,
asciende hasta el refrigerante donde se condensa y cae por goteo al compartimento que

contiene la muestra, extrayendo el analito de interés [24].

2.3.3. EXTRACCION POR MACERACION

Esta técnica se basa en la extraccion de la fase solida con una fase liquida, donde la materia

vegetal (solida) al ser molida o fragmentada, permite que el solvente (liquido) penetre en los

tejidos de la muestra de tal manera que los ablanda y disuelve las porciones solubles,

facilitando la extraccion [25].
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2.4. METODO 1: EXTRACCION CON SOLVENTES

Este método se basé en lo indicado por Treaseet. al. (1988) [26] para la extraccion de
alcaloides en papa (Solanum tuberosum). Se pesaron 25 g de muestra fresca previamente
tratada como se indico en el apartado 2.2, en una balanza analitica Mettler Toledo modelo
AL204 con precision de 0.1 mg. Se licu6 con 100 mL de una solucion de &cido aceético al
5%/etanol (1:9) por 5 minutos. Posteriormente, se filtrd con una bomba de vacio Gast modelo
DAA-V704-EB utilizando tierras de diatomeas como medio filtrante. El filtrado se calentd en
una placa marca Velp a 90°C hasta que se redujo a la mitad del volumen inicial. Esta solucion
se alcalinizd con 120 mL de hidroxido de amonio al 10%, se filtr6 nuevamente al vacio con
tierras de diatomeas y se realizaron tres lavados con 25 mL de hidroxido de sodio 0.1 N. El
residuo se colocé en un vaso de precipitacion y se lavé con 50 mL de acido acético al 5%. Se
agitd y se realizd una ultima filtracion. El filtrado se lo llevé a bafio Maria en el equipo

Gemmy modelo YCW-010E hasta la evaporacion completa del solvente.

2.5. METODO 2: EXTRACCION POR MICRO-SOXHLET

Este método fue propuesto por Spoladore, D. et al. (1983) [27] en su articulo “ExtraCao e
isolamento de a-Solanina de brotos de batata”. Se pesaron 500 g de la muestra previamente
tratada y se dejé en maceracion en un frasco ambar con 2 L de acido acético al 2% por 48
horas (ver Figura 2.1). Luego se procedio a filtrar y se ajusté el pH a 9 del filtrado con 35 mL
de hidréxido de amonio 15 M. Se sometié a un bafio Maria a 85.5°C por un tiempo de 5 horas

y luego se refrigerd por 24 horas.
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Figura 2.1. Macerado en acido acético al 2%

El precipitado fue separado por centrifugacion utilizando una centrifuga Mixtasel BL a 100
rpm durante 5 minutos. Se lavé al precipitado dos veces con 15 mL de hidréxido de amonio al
1%, se filtrd y se dej6 secar a temperatura ambiente.

El residuo, se introdujo en cartuchos de papel filtro que se colocaron en la camara de
extraccion del equipo de micro-Soxhlet. La extraccion se realizd con 17 mL de etanol al 80%
por 5 horas (ver Figura 2.2). Para la eliminacion del solvente, se rotaevaporo en el equipo de

marca Biichi® modelo BM 200.

Figura 2.2. Equipo de micro-Soxhlet
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2.6. METODO 3: EXTRACCION POR MACERACION

En el método descrito por CaasilLit, M, et al. (1990) [28]. Se pesaron 4 g de muestra seca
tratada previamente como se muestra en la Figura 2.3, la misma que se coloco en un frasco

ambar con 40 mL de metanol absoluto, se agitd y se dejo en maceracion por 17 horas.

Figura 2.3. Pesado y macerado de la muestra seca

El extracto se sometio a bafio Maria con una temperatura constante de 50 °C por un tiempo de
4 horas y se colocd por 30 minutos en un bafio de ultrasonido Branson modelo 3510, como se

ilustra en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Muestra sometida a bafio Maria y bafio de ultrasonido

Se dejo enfriar a temperatura ambiente, se filtro y se lavo el papel filtro con tres porciones de
5 mL de metanol absoluto. Se recogio el lavado como se indica en la Figura 2.5, la solucién
recolectada se evapor6 hasta obtener un volumen de 2 mL aproximadamente y se adiciond 20

mL de acido clorhidrico al 1%, se mezcl6 vy filtro.

Figura 2.5. Filtrado y lavado

Se lavo el papel filtro con 15 mL de acido clorhidrico al 1% y amoniaco concentrado (1:1), la

solucion del lavado se recolectd y se afiadieron 10 mL de cloroformo. Se trasvaso la mezcla a
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un embudo de separacién, donde se recogio la fase organica y se realizaron tres extracciones

con 10 mL de cloroformo y etanol (3:2) como se indica en la Figura 2.6.

Figura 2.6. Separacion de la fase organica

La fase organica recolectada se rotaevapor6 a 75°C, como se muestra en la Figura 2.7.

Figura 2.7. Evaporacién de la fase organica recolectada

29



Una vez que se probé que el método 3 fue el mejor para el proceso de extraccion, se realizé el
muestreo y tratamiento de las muestras de acuerdo a las condiciones sefialadas anteriormente,
en el fruto fresco dividido en tres partes: cascara, pedunculo y pulpa con semillas como se
muestra en la Figura 2.8 y se procedié con lo indicado en el apartado 2.6.

Finalmente por gravimetria, se determino la cantidad de analito obtenido en cada una de las
partes del fruto analizado. Se tomé en cuenta el peso inicial y final de los balones para el

calculo correspondiente.

Figura 2.8. Berenjena de izquierda a derecha: cascara, pulpa con semillas y pedinculo

2.7. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

La identificacion se realizé por cromatografia de capa fina (TLC) con el estandar de solanina,
mientras que la caracterizacién se hizo por espectroscopia de infrarrojos con transformadas de

Fourier (FT-IR). Se determind el punto de fusion y se realizé un ensayo cuantitativa.
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2.7.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La cromatografia de capa fina conocida también como TLC (thin layer chromatography, por
sus siglas en inglés) es una técnica cromatografica que se utiliza para la separacion de
componentes puros de una mezcla.

En la cromatografia de capa fina, la fase estacionaria est& constituida por una cromatoplaca. El
sustrato que se va analizar se coloca cerca del borde de la superficie absorbente en forma de
una pequefia mancha circular con la ayuda de un capilar y se deja secar. Luego, se sumerge
este borde de la placa en el disolvente o fase movil. El disolvente asciende por la placa por
efecto de la capilaridad, arrastrando consigo el sustrato. Antes de que alcance el extremo
superior de la placa, se detiene el flujo del disolvente retirando la placa de la camara

cromatografica. Se deja secar y se revela [29].

El coeficiente de particion, o factor de retencion (Rf), relaciona la distancia recorrida por el o
los componentes del sustrato sobre la distancia recorrida por el disolvente, o que nos permite

tener la cualificacion. Dicha relacion responde a la formula [29]:

distancia recorrida por el sustrato

Rf =

" distancia recorrida por el disolvente (1)

2.7.2. IDENTIFICACION DE SOLANINA POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Para la identificacidn, se emple6 la técnica de cromatografia de capa fina utilizando como
estandar a la solanina Sigma Aldrich con pureza al 99% (ver Anexo 1) y los productos
obtenidos de los tres métodos propuestos.
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Se utilizaron cromatoplacas de silicagel marca Merck 60G. Como disolvente se utilizd una
mezcla de cloroformo, metanol e hidroxido de amonio al 1% (70:30:5) [30]. Se saturo la
camara cromatografica por 20 minutos y se colocaron las placas tomando en consideracion
que el solvente no sobrepase la linea de siembra de las muestras.

Se realizo el revelado del analito rociando las cromatoplacas con una solucién de acido
sulfurico y metanol (1:1), permitiendo de esta manera la formacién de un complejo
colorimétrico de color rojo.

La identificacion del compuesto se realizé6 comparando los factores de retencién (Rf).

2.7.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS (IR)

La espectroscopia de infrarrojos es una técnica analitica que se utiliza para el estudio de
moléculas, que se basa en la region infrarroja del espectro. Esta es la region de longitudes de
onda que da mayor informacion sobre las vibraciones de las moléculas y, por lo tanto, sobre la
estructura de las mismas.
La espectroscopia infrarroja se emplea principalmente para compuestos organicos v,
esencialmente, para identificacion y determinacion de estructuras quimicas [29].
Los tipos de muestras que se pueden analizar por espectroscopia de infrarrojos son:

e Muestras solidas (puras o mezclas)

e Muestras liquidas (puras o solucion)

e Muestras gaseosas
En el caso de las muestras liquidas y gaseosas se emplean celdas como un acople en el equipo.
Las sustancias al tener enlaces quimicos producen frecuencias de vibracion especificas, las

mismas que corresponden a los niveles de energia de la molécula. Las frecuencias dependen
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de las masas atomicas, de la forma de la superficie de energia potencial de la molécula y de la
geometria molecular.

Cuando la muestra es incidida por la radiacion infrarroja, ésta es capaz de ocasionar cambios
en los estados vibracionales de la molécula. La posicion e intensidad de las bandas depende de
la molécula en andlisis. La absorcion de radiacion que obtiene la muestra, indica el tipo de
enlace y grupos funcionales presentes en la muestra.

La regién del infrarrojo se divide en tres subregiones, conocidas como infrarrojo cercano
(NIR), infrarrojo medio o fundamental (MIR) y el infrarrojo lejano (FIR). El analisis quimico
tiene mayor aplicacion en el infrarrojo medio (4000-600cm™) y el infrarrojo cercano.

Los tipos de vibraciones que ocurren en la molécula, se dan por las posiciones relativas de los
atomos que no estan fijas, sino que fluctian continuamente como resultado de diferentes tipos
de vibracion. Pueden distinguirse dos tipos basicos de vibraciones, las de tension y las de
flexion.

Una vibracién de tension supone un cambio continuo en la distancia interatomica a lo largo
del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexidn se caracterizan por un cambio
en el angulo entre dos enlaces y son de cuatro tipos: tijereteo, de balanceo, de aleteo y de

torsién. Los distintos tipos de vibracion se ilustran en la Figura 2.9.
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Balanceo en el plano  Tijereteo en el plano

Aleteo fuera del plano  Torsion fuera del plano

Vibraciones de tension
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'

+

Figura 2.9. Representacion de las vibraciones moleculares por la interaccion con energia

infrarroja [31]

2.7.5.3.INSTRUMENTACION

El espectrofotdmetro FT-IR esta constituido por cuatro componentes fundamentales: fuente,

interferémetro, compartimiento de muestra, detector y salida los cuales estan representados en

el Diagrama 2.1.

Fuente de z .
radiacion IInterferometroI E> |::> |::> I Salida

Diagrama 2.1. Diagrama de bloques de los componentes de un espectrofotometro FT-IR
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El espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier, esta constituido por un
interferometro de Michelson el cual posee un espejo movil, un espejo fijo y un divisor de haz
como se observa en la Figura 2.10.

El haz de radiacion infrarroja es generado en la fuente y después de su colimacion se dirige
hacia el interferbmetro mediante un espejo. El rayo del laser sigue a la radiacion infrarroja a
través del interferometro con el objeto de determinar el desplazamiento del espejo movil y
para conocer la longitud de onda a la que se produce la absorcion de radiacion, luego se
encuentra un espejo ajustable que conduce el rayo procedente del interferometro a la muestra.

Desde el compartimiento de la muestra el rayo llega a un detector térmicamente estable [31].

Inker endimeto

o

Efpwn del |85t

e s
H
¢ Detector del liser

Figura 2.10. Esquema de un espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de
Fourier (FT-IR) [31]
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2.7.6. DETERMINACION DE LA SOLANINA POR ESPECTROSCOPIA DE

INFRARROJOS CON TRANSFORMADAS DE FOURIER (FT-IR)

Luego de la extraccion realizada mediante el método 3 en las partes del fruto: cascara,
pedunculo y pulpa con semillas, se procede a la identificacion de solanina por espectroscopia
de infrarrojos FT-IR.

Las muestras resultantes del aislamiento fueron redisueltas en 5 mL de diclorometano. Se
tomo con un gotero la muestra y se colocaron 2 gotas en el porta-muestra del equipo FT-IR

Perkin EImer modelo BTXII de la Figura 2.11 para su analisis.

Figura 2.11. Equipo FT-IR Perkin Elmer modelo BTXII

Los parametros bajo los cuales se realizaron los analisis fueron los siguientes:

e Rango entre 4000.0-520.0 cm™
e NuUmero de exploraciones: 10
e Resolucién: 4.0 cm™

e Intervalos: 2.0 cm™

e Unidad: % transmitancia
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2.7.7. OTRAS PRUEBAS

Para completar este trabajo de investigacion se realizaron dos pruebas de identificacion

importantes para compuestos organicos, las cuales se describen a continuacion:

2.7.7.1. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION

La determinacion de punto de fusidn, se realiz6 en una placa caliente de Fischer, que consta de
un termémetro que registra temperaturas hasta de 300 °C, un bloque de calefaccién macizo
sobre el que se deposita la muestra. La temperatura se regula por medio de un transformador
variable y el punto de fusion puede observarse con ayuda de un foco de iluminacion.

Para la lectura de la solanina, se colocaron los cristales de la muestra entre el porta y
cubreobjetos y estos sobre la placa de calentamiento, se focalizé la muestra y se reviso que el
termometro se encuentre colocado correctamente. Luego se procedid a encender la placa y

determinar el punto de fusion correspondiente.

2.7.7.2. ENSAYO CUALITATIVO

Para la identificacion de estructuras esteroidales se realizé el ensayo de Liebermann-Burchard,

el cual nos permitio reconocer la presencia de solanina mediante una prueba colorimétrica

positiva cuando se evidencia un cambio de color que puede ser [32]:
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e Rosado - rojo
e Azul verdoso
e Verde intenso

e Verde oscuro — negro

Para la preparacion del reactivo se coloco 1 mL de anhidrido acético con 1 mL de cloroformo
en un tubo de ensayo y se agregaron 2 gotas de acido sulfdrico concentrado. En esta mezcla se
colocaron 2 gotas de la muestra obtenida por el método 3 y se observé el cambio de

coloracion.
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CAPITULO 11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EXTRACCION

Para el aislamiento de la solanina en el fruto de la berenjena no se encontré un método
especifico, por lo que las técnicas propuestas se ajustaron haciendo algunas modificaciones
para poder obtener el compuesto deseado. Los métodos encontrados fueron para el aislamiento
de solanina exclusivo en hojas de berenjena y en tubérculos de papa Solanum tuberosum.

La eleccion del solvente fue determinada en funcidn de los datos aplicados en estudios previos

realizados.

En el método 1 de extraccion con solventes, no se realizaron modificaciones, de esta manera
se mantuvieron las condiciones indicadas por Trease, G. y sus colaboradores. Como resultado,
se observo en la base del recipiente un residuo sélido de color blanquecino amarillento que no
correspondia a la solanina por las pruebas de identificacion realizadas, sino posiblemente a

una mezcla del compuesto con algun flavonoide por su coloracion.

En el método 2 se realizo una extraccion por micro-Soxhlet. Se empled un equipo micro para
realizar la extraccion, manteniendo las condiciones propuestas Spoladore, D. y sus
colaboradores en el articulo “ExtraCao e isolamento de a-Solanina de brotos de batata’. De

esta manera se disminuyd el tiempo de andlisis y la cantidad de solvente utilizado.
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Luego de la evaporacion de la muestra, se observo la presencia de un residuo blanquecino en
las paredes del baldn. Sin embargo, al igual que en el método 1, las pruebas de identificacion,

no confirmaron la presencia de solanina.

En el método 3 de extraccibn por maceracion, una de las modificaciones fue la
implementacion de un bafio con ultrasonido por 30 minutos para garantizar una mejor
superficie de contacto de la muestra con el solvente. En uno de los pasos de este método
indicado por CaasiLit, M. y sus colaboradores en su articulo “Mechanism of Resistance of
Eggplant (Solanum melongena L.) to the Cotton Leaf hopper, Amrascabiguttula (Ishida) II.
Morphological and Biochemical Factors Associated with Resistance”, se emplea sulfato de
sodio anhidro para la saturacion de la solucion, sin embargo al momento de la separacion,
dicho compuesto contaminaba el extracto por la ausencia de agua en la muestra, por lo que se
decidio descartar este paso en funcion de que este reactivo solo sirve para eliminar la
humedad.

Al finalizar la evaporacion, se observo la presencia de una sustancia blanca en las paredes del
balén, como se observa en la Figura 3.1. Las pruebas de identificacion confirmaron que la

sustancia obtenida fue solanina.

Figura 3.1. Aislamiento de la solanina por el método de extraccion por maceracién
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Una vez culminadas las extracciones de solanina en el fruto de berenjena, se puede indicar que
en el caso del método 1 de extraccion con solventes y del método 2 de extraccion por micro-
Soxhlet no se obtuvieron resultados positivos. Esto se puede atribuir a que de acuerdo al uso
del solvente, varia la solubilidad del glicoalcaloide, tal como se indica en la Tabla 3.1. Como
se puede observar, el acido acético al 5% extrae menor cantidad de solanina que el metanol,
con una diferencia de 2.98 y 4.29 pg/mg de extracto seco respectivamente en una matriz de
papa Solanum tuberosum. En el método 1, donde se utilizo etanol que es un buen disolvente de
la solanina, al estar en una mezcla con el acido acético al 5%, disminuyd la efectividad de
extraccion. En el método 2, propone el uso de acido acético al 2%, y sin embargo tampoco se
evidenciaron mejores resultados. En el método 3 en cambio, se empled metanol, los resultados

demostraron que el proceso de extraccion fue satisfactorio.

Tabla 3.1. Concentracion de solanina en extractos obtenidos por diferentes disolventes
[33]

Extractos obtenidos por 1 g de cascara Solanina

seca de papa (Mg/mg extracto seco)
en 40 mL durante 48 h

Tetrahidrofurano

Metanol

Acetato de etilo

Cloroformo

Acetonitrilo

Acetona

Isopropanol

Etanol
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Diclorometano 0.855

Agua 0.693

Acido acético al 5% 2.98

El rendimiento de la solanina obtenido siguiendo el método 3 fue de 0.53 mg/g de acuerdo a

los siguientes resultados indicados en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Contenido de solanina extraido de la cascara seca de berenjena

Contenido de solanina (mg/g)

Promedio

Desviacion estandar

Como se puede observar, la presencia de solanina en el fruto de berenjena no es significativa,
resultado que concuerda con el estudio realizado por Zhou, B, et al. (2009) [34], donde se
determiné por HPLC (High performance liquid chromatography, por sus siglas en inglés) un

contenido de solanina de 0.62 mg/g en muestra seca.
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3.2. IDENTIFICACION DEL COMPUESTO

Luego de realizar el aislamiento de la solanina en el fruto homogenizado y en cada una de las
partes del fruto, se procedid a su identificacion mediante las técnicas de cromatografia de capa

fina y espectroscopia de infrarrojos.

3.2.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Con esta técnica usando las cromatoplacas de silicagel, se pudo calcular el factor de retencién
(Rf) unicamente de la muestra obtenida del método 3. Los métodos 1 y 2 no mostraron ningin
resultado, a pesar de ser analizadas bajo las mismas condiciones.

En la Tabla 3.1 se pueden observar los resultados del anélisis cromatografico con los
diferentes métodos. El valor promedio de Rf obtenido del resultado del método 3, muestra un

factor de retencion de 0.12, una desviacién estandar de 0.02.

Tabla 3.3. Resultados de identificacion de solanina por cromatografia de capa fina

Rf Rf
Estandar Muestra

Método 1
Método 2

Promedio

Desviacion estandar

|
- Meétodo2
Método 3
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En la Figura 3.2, se observan las cromatoplacas empleadas en la cromatografia de capa fina

con las muestras obtenidas de cada método.

Meétodo 2 Método 3

|

!

Figura 3.2. Cromatoplacas de los métodos de extraccion 1,2y 3

Una vez que se realizo la identificacion de la solanina por cromatografia de capa fina se
determind que el método 3 es el adecuado para el aislamiento de la misma, por lo que se

descartaron los métodos 1y 2.

3.2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS

El analisis de identificacion por espectroscopia de infrarrojos se efectud en las partes del fruto
de berenjena tratadas de acuerdo al protocolo 2.6 y 2.7.6. Se realiz6 la comparacién espectral
del estandar de solanina de la Figura 3.3, el espectro IR computacional de la Figura 3.5 y los
espectros IR experimentales de solanina en la céscara, pedunculo y pulpa con semillas del

fruto de la berenjena.
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Figura 3.3. Espectro IR del estdndar de solanina pura 99% Sigma Aldrich

En la Tabla 3.1, se puede observar el espectro IR del estandar de solanina, donde se identifican

los grupos funcionales y el tipo de vibraciones en los siguientes rangos:

Vibracién de tensién del C-H en el rango de 3056 — 2850 cm™
Vibracién de flexion del C-H en el rango de 1390 — 1350 cm™
Vibracién de flexién del -CH; en el rango de 900 — 880 cm™

Vibracion de flexion del CH3 en el rango de 1650 — 1400 cm?

Vibracién de tensién del —CH,-N en el rango de1385 — 1360 cm™
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Tabla 3.4. Identificacion de grupos funcionales en el espectro infrarrojo

Intervalo de
nimero de
Grupo
onda Espectro IR
funcional
(cm™)
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El solvente empleado para la lectura de las muestras y del estandar fue diclorometano. Para
eliminar el efecto del disolvente presente en las muestras, se obtuvo el espectro IR del
solvente puro, como se muestra en la Figura 3.4. Se pueden apreciar las bandas tipicas del
diclorometano. A 1265 cm™ pertenece la vibracion de flexién del H-C-H y las situadas en el

rango de 700 a 748 cm™ corresponden a la vibracién de tension del C-CI.

744 d}

E00 @00 5200

Figura 3.4. Espectro IR del diclorometano
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Para la comparacion espectral se tomé como referencia los resultados presentados por
Glossman, D. (2007) [35], en cuyo estudio se obtuvo el espectro IR de la solanina usando el
programa Swizard con el modelo CHIH-DFT (Density functional theory for heterocyclic
systems, por sus siglas en inglés). El espectro computacional de solanina se aprecia en la
Figura 3.5, el mismo, facilita la identificacion de las bandas en el espectro del estandar y en
los experimentales. El espectro computacional se obtiene en fase gaseosa, sin influencia de

parametros externos y por lo tanto, existe variacion con el experimental.

I "
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112 =22
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Figura 3.5. Espectro IR computacional de la molécula de solanina [35]

Una vez obtenidos los espectros IR experimentales de las tres partes del fruto de berenjena, se

realiz6 un analisis comparativo con los espectro IR del estandar y computacional de solanina.

En la Figura 3.7 se observa la comparacion con el espectro IR obtenido de la extraccion del
pedunculo, donde se pueden apreciar las bandas similares a la del estandar a 2970 cm™ que

esta dentro del rango del grupo funcional C-H y la de 1365 cm™ correspondiente al enlace
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-CH,-N. Sin embargo, se observa una banda a 1736 cm™ perteneciente a un grupo carbonilo el
mismo que no pertenece al espectro del estandar de solanina ni al espectro computacional. Por
la ubicacion de dicha banda y la coloracion del compuesto se pensaria que se trata de un
flavonoide. La rutina es un flavonoide presente en el fruto de la berenjena [36], en la Figura

3.6 se muestra el espectro computacional del mismo.
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(=L

Figura 3.6. Espectro IR computacional de la molécula de flavonoide rutina usando el

modelo M05-2X/3-21G [37]

La correlacion del espectro del pedunculo con el del estandar es de 0.4589. Por lo que no se

pudo identificar solanina en el pedunculo del fruto de la berenjena.
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ESPECTRO COMPUTACIONAL SOLANINA
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Figura 3.7. Comparacion de los espectros IR del computacional y estandar, con el

espectro de la muestra extraida del pedunculo de berenjena
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Figura 3.8. Comparacion de los espectros IR del computacional y estandar, con el

espectro de la muestra extraida de la pulpa con semillas de berenjena
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En la Figura 3.8 se observa el espectro del extracto de la pulpa con semillas donde se
presentan las bandas a 3016 y 2854 cm™ pertenecientes al enlace C-H, a 896cm™ del CH, y en
1388 cm™ del grupo —CH,-N. Estas bandas concuerdan con las del espectro del estandar y del
computacional. Sin embargo, no se puede afirmar la presencia de solanina, ya que su espectro
no tiene la resolucion adecuada para la identificacion del mismo y su correlacion con el

estandar es de 0.6461.

Con el compuesto obtenido del pedinculo y de la pulpa con semillas, se realizd una
redisolucidn en metanol caliente para eliminar impurezas, sin embargo los espectros mostraron

valores de correlacion menores a 0.9, por lo que no se identifica la presencia de solanina.

En el analisis comparativo, que se realizé del espectro IR de la cascara de la Figura 3.9, se
puede observar la concordancia de la mayoria de bandas que existe con el espectro IR del
estandar y el espectro IR computacional, ya que se aprecian a 2955, 2868 y 1465 cm™ las
vibraciones correspondientes al enlace C-H. A 895 cm™ se visualiza la banda correspondiente
a -CH,, a 1696 cm™ del CH3 y en 1383 cm™ se evidencia la vibracion mas importante del
enlace —CH,-N de la estructura de la solanina como alcaloide. Ademas el valor obtenido de
correlacion es de 0.9157, con lo que se puede identificar la presencia de solanina en la muestra

de céscara de berenjena.
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Figura 3.9. Comparacion de los espectros IR del computacional y estandar, con el

espectro de la muestra extraida de la cascara de berenjena
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3.2.3. OTROS PRUEBAS

3.2.3.1. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION

Se realiz6 la determinacion del punto de fusion en tres muestras obtenidas de la extraccion de

cascara de la berenjena y del estandar, en la Tabla 3.3 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 3.5. Resultados obtenidos del punto de fusién

Muestra Punto de fusion °C Punto de fusién °C
(estandar)

Desviacion estandar
% Error

|
|
|
Promedlo |
|
|

Como se puede observar el valor promedio de punto de fusién obtenido de la muestra del
extracto de céscara es de 283 °C con una desviacion estandar de 0.94. Al relacionar con el

punto de fusién del estandar se tiene un de error de 0.70 %.

3.2.3.2. ENSAYO CUALITATIVO

En la prueba cualitativa que se realizd con por medio del ensayo de Libermann-Burchard, se

observd una coloracion café oscuro rojizo, lo que nos permitio reconocer la presencia de un

esteroide en el extracto del método 3.
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4.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

41. CONCLUSIONES

Se probaron tres métodos de aislamiento de solanina a partir del fruto homogeneizado de
berenjena: extraccion con acido acético al 5% y etanol; extraccion con éacido acético al 2%
y micro-Soxhlet con metanol al 80% Yy extracciobn por maceracién con metanol,

concluyendo que el método idoneo es el de extraccion por maceracion.

Se aplicd el método que se basa en la extraccion por maceracién para determinar la
presencia de solanina en las tres partes del fruto de berenjena: cascara, pedinculo y pulpa

con semillas.

Se emple6 la técnica de cromatografia de capa fina para comparar los tres métodos de
extraccion, permitiendo conocer la presencia de solanina en el fruto de la berenjena con un

factor de retencion (Rf) de 0.12 con una desviacion estandar de 0.02,

Se realiz0 la caracterizacion de la solanina obtenida por espectroscopia de infrarrojos con
transformadas de Fourier, donde se confirmé la presencia de solanina en el extracto de la

cascara por la presencia de las bandas a 2955, 2868, 1696, 1465 y 895, cm™
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respectivamente. En especial la de 1388 cm™ perteneciente al grupo —CH,-N, banda

caracteristica de los glicoalcaloides esteroidales.

Por medio del valor de correlacién obtenido en el espectro de la muestra de céscara fue de
0.9157, se puede identificar que hay la presencia de solanina en el mismo; sin embargo no

se puede afirmar que es solanina pura ya que el valor no es mayor a 0.98.

Se confirmo que el compuesto obtenido fue el esperado, por medio de la determinacion del
punto de fusién de la solanina aislada que tiene un valor de 283 °C con una desviacion
estdndar de 0.94. Ademaés, dando un resultado positivo en el ensayo de Libermann-

Burchard.

4.2. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio que permita determinar la presencia del compuesto de solanina en

otras partes de la planta de berenjena, como hojas, tallos y raices.

Se recomienda cuantificar la presencia de solanina en berenjena mediante HPLC (High
performance liquid chromatography, por sus siglas en inglés) para verificar si
efectivamente con los métodos propuestos 1 y 2 no se detecta la presencia del compuesto

en el fruto.

Estudiar la influencia que tiene el grado de maduracién del fruto de berenjena con el

contenido de solanina presente.
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ANEXO I: Certificado de analisis de la Solanina
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