. U NAP FACULTAD DE FARMACIA'Y

BIOQUIMICA

TESIS
"RENDIMIENTO DE TASPINA AISLADA DE 2 MUESTRAS DE
Croton lechlerii(SANGRE DE GRAO) DE LAS CUENCAS
DEL BAJO NANAY Y ALTO NAPO

RESPECTI VAMENTEO.

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:
QUIMICO FARMACEUTICO

AUTORES:

1 Bach. F.Bg. Lindbergh, ARBILDO TELLO.

f Bach. F.Bq. Jorge Eduardo, PEREZ MACEDO.
ASESORES:

f  Q.F. Luis Alberto, VILCHEZ ALCALA. Mgr.

1 Ing. Quim. Julio, ARCE HIDALGO

IQUITOS-PERU
2014



"RENDIMIENTO DE TASPINA AISLADA DE 2 MUESTRAS DE Croton
lechlerii (SANGRE DE GRADO) DE LAS CUENCAS
DEL BAJO NANAY Y ALTO NAPO
RESPECTIVAMENTE o.

Presentado por:

1 Bach. F.Bg. Lindbergh, ARBILDO TELLO.
1 Bach. F.Bq. Jorge Eduardo, PEREIACEDO.

RESUMEN

Este estudio tuvo el propésito determinarel rendimiento de Taspina €roton

lechlerii (sangre de gradale las Cuencas de los rios Nanay (Bajo) y N&io),
alcaloide que se halla en el latex del gér@mton sp.conla finalidad de sefalar

cual es la cuenca mas promisoria en rendimiento, para que los expertos en
fitomejoramiento logren establecer una progenie de rendimiento y las relaciones
biogenéticas de la especie en estudio, pero de diferentes cuenchigtiizb fue
determinarel rendimiento de Taspina aislada de dos mueatrEnticaslel latex

de Sangre de graddCfoton lechleri) procedentele las cuencas del Bajo Nanay y

del Alto Napo respectivamente. Elmétodo empleado fue experimental,
descriptivo de disfio cuantitativo. Lgoblacién estuvo constituido por un rodal

de arboles (30 arboles esparcidos en un espacio de’6G@Heccionandose un

arbol corpulento de 30cm de diametro y 15mt de alturauestrafue un litro de

sangre de grado por cada cuenca. Se llevé a ambas muestras a extracto
hidroalcohdlica (v/v), luego se llevo este extracto a medio alcalino (pH 11) con
amoniaco al 35% y se extrajo repetidas veces con cloroformo con el propdsito de
separael alcaloide de las otras sustancias; que por diferenciacién de solubilidad se
obtuvo dos fases: la fase acuoso que es la capa superior y la segunda fase
cloroférmica capa inferior. El extracto cloroférmico se concentré en rotavapor y se
obtuvo un polvo lanco que se lavé con dioxano (éter corona) para lograr su
pureza la que fue verificada por cromatografia TLC; punto de fusion 253°C
similar a la literatura sefialada por otros autores. Las pruebas espectrométricas de
RMN (*H y *C) aplicadas a ambas muestreportaron las mismas sefiales, lo que
demuestra que la sustancia aislada corresponde a la taspina. En consecuencia la
variabilidad del contenido de taspina obtenidos de acuerdo con los estudios que
realizamos nos demostraron pasultado que el latex d Sangre de grado
procedente de la Cuenca del rio Nanay (bajo) tiene mayor rendimiento de taspina
7.2%, en relacion con el latex de Sangre de grado procedente de la cuenca del rio
Napo (Alto) cuyo rendimiento es de 6.45%, lo que nos llevacanalusiébnque

puede deberse a las variaciones interespecificas y evolutivaspienta y el

medio geograficque permite que la magnoflorina precursor quimico de la taspina
se transforma con mayor facilidad en Taspina en la Cuenca del Nanay (Bajo) que
en la Cuencdel Napo (Alto).

Palabras Claves:Croton lechlerii, Alcaloide Taspina, Cuencas, Rendimiento de
taspina.



AEFFICIENCE OF TASPINE OF 2 SAMPLES FROM Croton lechlerii
(BLOOD OF DRAGO) OF THE BASIN S TO NANAY LOW AND TO
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ABSTRACT

This study wagealizadto determine theefficience of Taspine to Croton lechlerii
(blood of dragd of the basins of the rivers Nanayo(v) and Napo {ppe), alkaloid

that is ocurrence the latex of the genuSroton sp.n order to point out which is the
most promising basin performance for experts able to establish breeding progeny
efficience and biogenetic relationships of the species under study, but in different
basins. The objective was to determine #féicience of taspinaof two authentic
samples isolated from the latex of Sangre de gr&@dot¢n lechleri) from the basins

to Nanay Lower and Napo Upper respectively. Thlxperimental method had
consisted of a and of trees scattered over an area of 600m2), selected a stout tree
30cm diameter and 15mt higihlt is take issample a liter ofatex per basin levetp

200 ml of both sampless addition 150 ml distille water and 40 ml of etanol at
hydroalcoholic etract, then this extract to alkaline medium (pH 11) with ammonia to
35% was carried and extracted repeatedly with chloroform in order to remove the
alkaloid of other substances; solubility differentiation that two phases are obtained: the
agueous phase the upper layer and the second lower layer chloroform layer. The
chloroform extract was concentrated in rotary evaporator and a white powder which
was washed with dioxane (crown ether) to obtain the purity was verified by TLC was
obtained; melting point Z5° C similar to that reported by other authors literature.
NMR spectrometric tests (1H arfdC) applied to both signals reporting identical
samples, demonstrating that the isolated substance corresponds to the taspina.
Consequently variability taspine dent obtained according to our studies we showed
results in the latex of Blood of grade from Nanay River Basin (bass) has higher
efficiencetaspine 7.2% compared with latex Blood of grade from the Napo (Upper)
river whose vyield is 6.45%, which leads to thenclusion that may be due to
interspecific variation and evolution of the plant and the geographical environment
which allows the precursor magnoflorina taspine chemist becomes more easily taspina
Nanay Basin (Lower) in Napo Basin (Upper).

Keywords: Keywords: Croton lechlerii Taspine, Basin Lower Nanay, Basin
Upper Napo
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1.1. INTRODUCCIO N

Este estuid tiene el propositale determinarel rendimiento délaspina

de dos muestras auténticas de sangre de g(@daton lechlerii)
procedentes de las cuencas derios amazonicos: Nanay &) y Napo
(Alto). Es importante conocer cual de estas cuencas tiene mejores
aptitudes agrofastales, que servira para promovepgtimo cultivg ya

que se trata de arplanta medicinatuyo latex tiene gran demanda en el
mercado nacional e internacional porcehtenido de Taspinalcaloide
dilacténico de amplias propiedades medicinales conmicatrizante,

antihemorragicpantileucénio, antihemorroidal, et¢?

Puessiendoambas muestrage la misma familiaespecie ygénero es
posible que exista entre ellos una variacién del rendimiento de Taspina
debido almedio donde crecey sedesarrollan, y en funcion des
respuestas agtativas que generf®, estoquiere decir una evolucién
surgidapor variacion interespecificaegun elugar de origensuelos de
aparicion recientg de expansion geografica mas septentrianalielos
antiguos de procedencia rocd@3. También puede variar el rendimiento
segun el ciclo vegativo, momento de floraciom de fructificacion
tiempo de cosechdandolugar a las variaciones di®s componentes,
finalmente los factores del entorno, condicion@salicas naturales del

suelg influyen directamente en la presencialdespina®®.

Nuestro estudigretende resolver la disyuntivaspecto acual delas
cuencasposee las condiciones que le ofrece el medio en el que se
desenvuelvepara biosintetizaral Taspina en mayor cantidad. Por otro
lado se brindara informacion necesaria palentar su cultivo masifickp

y responder a las demandas exigenciasdel mecado nacional e

internacional.
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En la actualidad el latex de sangre de gi&ioton lechlerii), no es solo

usado por los nativos amazoénicos sino que se ha constituido en un
producto de importancia econémica mundial a tal punto que son
elocuentes las cifras estadisticas de produccién del latex de sangre de
grado (Croton lechleri) sefialados por Nadwte W. et al en su libro

APl ant as Amaz - ni c a®n udaeproyeciondeNde di ci n
produccionanual al 0.5%en el afio 2018staera de 6,471 litrqen este

afno (2014) sera de 6503 litros. Cifra muy conservadpoa,ciertopero

que demuestrquecach vez es mayor la demanda de Sangre de grado por

sus propiedades curativa®.

Seg¥%n Meza E., en su | ibroqué&angr e
viene logrando bajo criteriagustentabledd latex de Sangre de grado se

esta exportanda los paises siguientes: EE.UU, Francia, Rusia, Italia,
Lituania y Chile a los que se ha sumado la India y ha producido ingresos
para el pais por un monto dgt20,800 délares aproximadamefté No

se dispone de datos confiables informado por los ptodes, perale

seguro lademandasupera largamentias cifras del volumen de oferta

por no haberse aperturado otros mercados.

La Taspina en el Canada se aisla del trébol rojo, pero el rendimiento es
del 0.1%, la Sangre de Grado aporta un rendimientd. ¥ segun un
estudio realizado por Mustiga M. de una muestra procedente de Loreto,

sin precisar especificamente de que parte de la R&dion

Desde que se iniciaron los estudios fitoquimigosnsayos biologicos
con sangre de grado, se han registrado cuatrotpatamericanas, de las
cuales sto unaque es I&5R-303de la SHAMAN PHARMACEUTICAL

INC, tuvo éxito con el desarrollo de un producto farmacéutico de nombre

comercial PROVIR que se nodujo en el mercado en 1999, para el

15



tratamiento de la diarreacasionado pocryptosporidiumen pacientes

con SIDA ¥, actualmente SHAMAN PHARMACEUTICALS INC se

ha desactivado y vendido sus acciones que han pasado a otras empresas
pero durante siexistencia promovieronlas plantaciones deCroton
lechlerii en las zonas de Puerto Inca departamento de Huanuco e lquitos
departamento de Loretsin embargo existen limitaciones cuanto al

tipo de suelo en el que se debe realizar los sembrios ya que la
procedencia geogréfica da lugar a la formacion de quimiotipos (razas
quimicas)®®, que son responsables de la variacién en el contenido de
principios activos (por ejemplo: €roton lechleriidel Ecuador contiene
Magnoflorina precursor quimico de Taspjinpero poca cantidad de
Taspind®. Sin embargo actualmente existen empresas como:
Laboratorios PCUP, laboratorios JALK, laboratorio de INDUQUIMICA.
INKANAT, HERSIL, entre otros que se encuentran interesados en el
desarrollo de nuevoproduct® farmacéticos a partir de la Taspina
aislada de la Sangre de gra@dton lechleri), en donde lanformacién
cientificareferida da reforestaciérle Sangre de gradm el Pertyiene
siendo coordinadacon el Ministerio de agricultura, organizaciones

indigenasprganizaciones no gubernamentalet.

El inconveniente que tiene el beneficio del latex de Sangre de grado es
que se derriba el arbol para extraerlo. Un arbol produce en promedio diez

litros de latexdependiendo de la edad y el tamafio

El arbol puedeser beneficiado a partir de los 5 afos de edad, arboles de
mas edad por cierto presentan mayor cantidad de, ldsxa 40 litros
segun refiene pobladores del Caserio SambR de Cuyana (Bajo
Nanay). Para salvar el inconveniente sefialado y evitar qéahda

pueda extinguirsgpor una extracciOn continuades preciso que se

16



desarrolle un plan de reforestacion teniendo en cuenta la eleccion de

aquellas cuencas donde el latesoje unmayor rendimiento de &spina.

El cultivo y repoblamiento de la Sangde grado eslentadorporque
tiene mas ventajas comparativas en relacion a cultivos alternatileos
coca,café, cacao, mas aun si se pretergtaerla produccion del latea
los laboratorios farmacéuticgmra obteneflaspina alcaloide que posee

un vdor superior a la cocaina.

Un kilo de Taspina de alta pureza cuesta U$. 250,000 dolares, mientras
que un kilo de cocaina segun Aldrich catolog. Fine Chemical 2001,
cuesta U$. 80,000 dolarg3on 6503 litrogle latex de Sangre de grado se
puedeobtener 813 Kg de Taspina al pceo de 250,000 délares/Kda
ganancia fuera de 20°325,000 dolaremzén para que esta actividad
genere puestos dmbajosparalos campesinos asentados en las cuencas
de los riosdonde los arboles poseen altos rendimientos de ri@gspi
propiciando la posibilidad de dmsollar una indusia de Quimicdina

(Fine Chemestry) de productos naturales en base al precio alentador de la

Taspina en el mercado internacidtial

Por esta razén el estudomoponedeterminardos muestras de sangre de
grado; um procedente de las afueras de Iquitos de la Cuenca del bajo
Nanay centro poblado de San Pablo de Cuyana de donde se abastece a la
ciudad de Iquitos, y otra procedente de la cuenca del rio Napo centro
poblado de Santa Mia del Rio Curaray que también provee de Sangre

de grado a la ciudad de Iquitos
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Croton lechlerii (Sangre de gragpes wa de las plantaamazonicagon

mayor demanda por el tratamiento casero de hemorragias producidas
accidentalmente por cortes, heridas sangrantes y conabrizante
debido a la presencia del alcaloide conocido como taspina que induce
migracion fibroblastica para regenerar el tejamectivo lesionaddes
ampliamente cormda a tal punto que su demanda resulta ser cada vez
mayor debido auna serie de factores entre losles debemos destacar

en muchos casos el conocimiento preciso de su composicidén quimica, y
el hecho de que en lactaalidad dicha utilizacidon se fundamenta en
numerosos ensayos farmacoldgi@svivo como in vitro, asicomo en
ensayos quimico.ambién se da el caso de que muchas MacBangre

de grado se ha empleado de forma empirica basada en la tradicion
curanderil, pero hoy tienena base cientificque cimienta y afirma el
esfuerzo logrado por la medicina tradicional, por eso es grande su
demanda al punto tal que quienemndenel latex de sangre de grado
tratan de adulterarlo, desnaturalizando la ataigbiologicadel principio

activo y poniendo en desdlito su valormedicinal.En Iquitos la mayor
cantidad de sangre de grado que se oferta eerelaio proviene de dos

cuencas®:

1 Cuenca Baja del rio Nanay: Centros Poblados (3 unidos y San
pablo decuyana)
1 Cuenca Alta de rio NapdCentros Poblados (Santa Clotilde y

Santa Maria del rio Curaray)

Otro aspecto importante que se debe hacer notar es que resulte dificil
certificar su purezay calidad debido a que el mercado de Productos

Naturales ubicade n e | Pasape dPad¢a dohndedad
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su venta es ambulatorjano cuentan con Registrafitario, ni pruebas
de certificacidn; no se conoceslaaracteristicagjue existe entre la
Sangre de grado de la cuencariieiNanay(Bajo) y el de h cuenca del
rio Napo (Alto), es otra de las razones por lo queestro estudio se
propusodeterminarel contenido de Taspina @muestras autdicas de
sange de grad@rocedentes de estagencas para conocer con certeza
cual de estas posemayorrendimiento Es sabido que los principios
activos de una plantarianenrendimientosegun el suelo, clima, altitud;
aspectos que intervienen directamenteserbiogénesis y crean nuevos
quimiotipos como parte de sentaja adaptativ®, ademasle sefialar la

vegetaddn a la que se halla asociadtg,®® 9.
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1.2.1FORMULACIO N DEL PROBLEMA:
¢ Es posible determinael rendimientode Taspina aislada d2 muestras

de Croton lechlerii (Sangre de gradg)rocedentesle las cuencas del
Bajo Nanay y Alto Napaespectivamente
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1.3. OBJETIVOS
1.3.1. GENERAL:
Determinarel Rendimiento de Taspiraisladade dos muestraautéticas
del latex deSangre de grad(Croton lechlerii) procedentale las cuencas
del BajoNanay y delAlto Naporespectivamente
1.3.2.ESPECIFICOS:

U Obtener el latex de Sangre de gra@oofon lechleri).

U Aislar el alcaloide diactnico Taspinade dos muestras del latex
de Sangre de grad@ioton lechlerii).

U Determinar el rendimnto de Taspinade ambasmuestras y

sefialar cual es la cuenca masisoria

U Identificar por espectrometria deeRonancidMagnética Nuclear

de Protoney de*C, lasmuestrasie Taspinaaislada
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CAPITULO I




2.1. MARCO TEORICO
2.1.1. ANTECEDENTES:

Croton lechlerii (Sangrede grado), es una planta amazonica de la familia
de lasEuforbidceasle relativa abundancen los bosques de la amazonia

y amplianente usado como cicatrizanteantihemorragico y
antiinflamatoriqg el principio activoprincipal de esta planta se llama
taspina y se halla mezclado junto con saponinas, proantocianinas,
magnoflorina, ytriterpenos tales como: eufdbrbol v tirucalol ©. Al
aplicarel latex sobrela hemorragia causada por ueaiénabierta en la

piel o el musculoapidamente se detiene asiasno debe usarse cuando
hay herida con hematomastumefaccion a la vez porque se crearia

falsa costra que evitarfa el drendg@pus.”

Por analogia de su actividad cicatrizante sdlemédas externas limpias
(sin presencia de patdgenos) se cree que también pseadse en el
tratamiento de l@eras internas sangrantes pequefiascantidades (4
gotas por litro de aguade usa para étatamiento de la gastritis”; pero

no es menos cierto quepntiene ademas clerodanos y dos asusas
toxicascocarcinogénicas activdeufol y forbd), presente en la mayoria
de plantas del género Cant y que cuando son usados en cantidades
mayores a una dosis homeopatica puede mansestaus efectos

adversos®.

Tambiéncabe hacer mencidla presencia de flavonoide®ndensados
(proantociamas) utilizados en el tratamiento de diarreas por
cryptosporidiumcom(n en las personas que padecen SfBAcontiene

saponinas queontribuyen en detener las hemorragigse si bien son
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iImportantes quedan minimizados por la ostensible actividad cicatrizante

de la Taspin@onsiderado como qarincipal y mas activeonstituyente

Persinos and coll979,aislarondel latex de Croton lechlerii (Sangre de
grado),la Taspina esta constataamtardia se debidl interé de conocer
cual es el principio activo beneficiosme proporcionael usodel latex

como cicatizante, antihemorragico, aatigiogenoantiulceroso, et¢?®

MustigaM. en 1982aisl6la Taspina daina muestra deangre de gdo
procedente de la selMemazodnica no se sefala exactamente el lugar de

procedenci&>.

Milla M.E.1985 estudiéel mecanismo de adri de laTaspina yencontro
qgue enforma de clorhidratanuestra citotoxicidad por encima de 300
mg/ml 2,

Vaisberg A, Millan J. 1989, trabajando coffaspinaaislada de una
muestra de Sangre de grado procedente de Iquitasnigiéncon el
mismo latex encontractividad cicatrizante, debido aejeste alcaldie
induce migracion fibrobkticacuando actta sobre las células del tejido

conjuntivd®®.

Méalaga G.E. en 1991, encontréque la Taspina psee actividad
cicatrizante en lgera gistrica, inducida en ratd®’, lo que verifica en
cierto modo el uso populague se da ala sangre de grado en esta

enfermedad eminimascantidades

La Taspina se caracteriza por promover la formacién de fibroblastos y
colageno hasta la formacion del cicatrizal contrariamente cofredase

ciertos autores que atribuyen a la Taspina propiedades cocaruicegé
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su actividad anéingiogende permite mas bien inhibir la formacion de
vasos sanguineos que impide la proliferacion del cancer y su reduccion
ha sido comprobada en una pruedrapiricarealizada con la sefiora
Delfina Huayta anciana de 78 afde edad de la localidad de Padre
Cocha (Rio Nanay) que sufre de un cancer de piel localizado en la nariz,
conogédo como carcinoma baselular, a la que saplicé Taspinaen
cremapromoviena la forma de cicatrizal y deteniendo tarhacion de
vasos sanguinep®xperiment que no continuo por las limitaciones
econdémicas ya que un estudio serio demanda de un grupo profesional

multidisciplinario y con manejo de recursos econémicos adec®4tfos

Los arboles de sangre de gra@wodton lechlerii) segun sthabitatvarian

en su contenido deabpina esta variacion inteespedica puede ser
atribuida al suelo, pH, y otras condicionesomerfolégicas y
ambientales, pero también a su edadarbol de menos dedics tiene

un bajo rendimiento deabpina es sabido que la sangre de grado que
crece en terrenos de arcilla rojiza con presencia de ftentiene mayor
cantidad de @spina en relacion con aquellas plantas que crecen en
terrenos b@s y arenosos. La presencia de rafidios (cristales de oxalato

de calcio) en el latestaun indicioacerca de la presendla Taspina®®.

Hay una ostensible variari de Taspinaen el latex segun la zona de
donde provengapor ejemplosi se compra el latex de sangre de grado

de Peru coml dd Ecuador, se observa que eratex del Perd la dspina

se presenta como el componente principal, mientras qet latexde
Sangre de Grado decuador se presenta en pequefias cantidades pero
contiene mayorcantidad de Mgnoflorinaque esun precursor de la
Taspina®?, al punto tal que Shamma Maurigad Moniot J.L. lograron

la sintesis de IZaspina a partir de Magnoflorii.
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Por ser un alcaloide que tiene una amplia respuesta is@ldgbido a su

estructura lactdica ha despertado grandes expectativas amwmiécula
anticancerigena y se viene probando con variedades de canceiasob

que tiene respuesta anmigiogenafrente a la enzima que segrega el

cancer para generar vasos sanguineos y logractvdad invasiva,

ademas de su probada actividad cicatrizante, tiene potente actividad anti
inflamatoria y anthemorroidal que supera largamente la actividad de
cualquier farmaco antiemor r oi dal por ej empl o

Venocurén, Scheriproct, éte.

Casi siempre la sangre de gradordgton lechlerii) adquirido en el
mer cado de aftRrrcalgeitesiess Pafjuitpes adulterado
y no existe patron de compam@dn que pruebe su autenticidadosL
organismos de control como INDECOPI y DIGEMID no poseen
infraestructura paraealizarel control de calidad, pero la adulteraciéon
permite que un producto natural agwatas bondades se desacredite y

pierda interés

Cuandola Sangre de grado se aplicammmremedio casero, la exigencia
desabersi posee Aspina no tiene mayor importanaiaassi se pretende
exportar para obtencion deaspina requierede certificacion,un buen
control de calidad y rendimiento de este alcein ellatex
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2.1.2.IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE

Las muestras dedgueobtuvimosel latexprocedentes de las cuencas de
los riosNanay (Baj® y Napo (alto) respectivamentear@ la realizacion

del presente estudse recolectarotas hojas, flores y frutoda muestra
tanto del latex como de flores y fruto procedente de la Cuenca del Rio
Napo (alto) fue recolectada por el alumno de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de Santa Maria del Curaray (Altdps cualesfueron
identificades en el Herbarium Amazonense de la UNACIRNA (ver
Anexo N° 1) por comparaciorcon aquellagexsicata que obran en el
estante de especies clasificadas deeacuerdo con las consideraciones
Filogenéticas de Judd, Campbell, Kelloddeza Stevensy Donoghue
estaespecie vegetal responde a la jerarquizacion siguiente:

U  Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase:Magnoliopsidae
Orden: Malphygiales

Familia: Euforbiaceae

[T e B ot B ot B

Subfamilia: Crotonoideae

Género: Croto

c:

U  EspecieCroton lechlerii. Muell-Arg

0 Nombre Vulgarri Sangre de gradobo, ASangr
blood (USA),Sangre de grado (Bolivia), Sangre de dragéao (Brasil),
Sangre grado (Colombia), Sangre de drago y bamscho
(Ecuador)®?

2.1.3.PROCEDENCIA:

Cuencas déos riosNanay(Bajo) y Napo(Alto).
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2.1.4.DESCRIPCION BOTANICA:

Es un arbusto que luego adquiere las caracteristicas de un arbol y puede
alcanzarhasta 20 metros de altuise caracteriza por tener copa amplia,

globosa y redondeada; corteza de color grisadceo blanquecino, en la cual

se encuentranvasoslaticiferos donde se hallain latexde colorrojo
vinoso o color Afsangr eo BHdiexndesnde pr
caustico como el de Hura crepitans(Catahua)sumamenteszenenosoe

icti6fago.*® (Ver Imagen3).

Posee hojas usualmente alternas, algunas veces opuestas, simples,

enterasaserradas con venacion pinn&da

Los Crotonoides tienen polen poliporatgranos de polen con muchas
aberturas semejante a los poros). La flor carpelada posee alrededor
numerosas floresinisexualesestaminadas cada una de las cuales es
reducida a un simple estambre dentro de una estructura semejante a copa

formach de unanflorescencia cimos#Ver Imagend).

Bracteas asociadason una o cinco glandulasnectaeas algunos
semejantg a pétalos afadidos, estan asociados al eje de la estructura
semejante a copa de cada Cyathium (unidad de inflorescencia cimosa

parecida a copa)

Pétalosusualmente de-B, distintos a losiébilmenteconnatos, val@dos
o embrionados, estambres de@numerosas carpelos, usualmente tres

connatos, co placentacién axilar; ovario géra

Son polinizados por moscgaabejas, avispas y marigascuyo néctar es

el atrayentefloral, probablemente pueddambiénser polinizadas por
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pajaros, murciélagos y otros mamifer&s$.fruto esesquizocarpocon

semillas lisas!® (Ver Imagens).

El géneroCroton escosmopolita en América tropicalsybtropical se ha
identificado unas 400 especigarios de las cuales son venenosas y otras
tienen aplicacion medicinglor ejemploCroton palanostigmge Croton

cuneatuny Croton cajucarausado en Brasil en perfumeria.

La sangre de gradoCfoton lechlerii) es una especiampliamente
conociday requeridaprincipalmente por supropiedadesnedicinales.
Contiene el alcaloide Taspina de accion cicatrizanitegenéticamente
derivado de un precursor conocido como magnoflpadamas presenta
proantocanidina oligoméricas (SFB03). Especies de esta familia
presentan agentes antitumorales y alcaloides como: Piridona,
indolaporfina, quinoleina, tropano, &acidos grasos insaturados,
antraquinonas, epaéicidosgrasos, triterpenoides. Del gén€&@mton, se

han aislado 30 alcaloides, 22 con estructura conocida, siendo los

principales: Solutaridina, tas, sinoacutina, sparciflorin®.

También se encuentra acido benzoico, pigmentos, taninos y otros
compuestos®?. En cantidades relativamente pequefias por ejemplo
cuatro gotas diluidas en un litro de agua se usa para la gastritis producido
por Helicobacter pylorj para lavados vaginales para combatir lesiones
producidas porCandida albicans es activo contraTrichophyton
mentagrophyte que produce tifia asociad&pidermophytn floccosum
contra cuyo hongo también es actitd.
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2.1.5.DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La familia dela Euforbiacea crecen los tropicositmedosasicomo en

las zonas templadas de ambos hemisferios, cuenta con masOde
géneros y 7500 especié8, de este grupo en el Perl sobresale el género
Croton con 51 especies, de las cuales 6 producen latecmins como
iSangre dé9 a@iizadd oem la medicina tradicional
principalmente para el tratamiento de hemorragias b eitatrizacion

de heridas(Ver cuadro N° 1)

Cuadro N° 1- Especies de Sangre de Gado reportadas en el Peru

Especie Macbride (1964)
C. draconoided.Arg Selva Peruana
C. erythrochilugM.Arg. Tumbes, Huanuco, Pozuso, Cuzco.
C. lechleriM.Arg. Tarapoto, Huanuco, Yurimagua&3uillabamba,
San Gabéan, Pongo déanseriche.
C. perpeciosu€roizat San Martin, Ayacucho, Cuzco, Pazco.

C.palanostigm&lotzsch.InHook. | Tarapoto, Morona cocha, MisuyadRip Nanay.

C. sampatikv.Arg. Chicoplaya, La Merced

La sangre de gradbabita en loshosquesprimarios,de la Amazaia
continental: Brasil, Colombia, Venezuela, Ecuador y Peeéptambién
en areas disturbadas, en la ribera de los gias han cambiadde curso
y en areas deforestados donde las semillas experimentan un rapido

crecimientg encontrandosembiénen bosques secundariéé,

En el Peru crece en la selva alta y selva bajaayor profusioren Selva
baja. h Loreto existe plantacionesgmbrados haciendo uso de métodos
agroforestalesen san Pablo de Cuyana (Bajo Nanay), Mazan
(Amazonas) cuencas del ricNapo (Alto Curaray) yen el distritode
Calleria (Pucallpa)®
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2.1.6.PROPIEDADES MEDICINALES

Croton lechlerii (Sangrede grado) resulta ser una de las plantas mas
reconocidas en la Amazonia peruana por sus propiedades medicinales, ya
que posee un principio activo antihemorragico que detiene rapidamente
el sangrado por cortaduras en la piel u otras partes del tejido tbemjun

y que cuando nesmuy pronunciadda heridacon su aplicacion se evita

su suturacion y cuando cicatrizao deja huellasvisibles o queloideas
pues como cicatrizante promueve migracién fibroblastica, es decir
traslacion de células jévenes procedertes mesénquina con cuerpo
fusocelular y nucleo alargado, que intervienen en la formacion de
sustancia intercelular del tejido conjuntivo (sustancia cementante ante un
corte o herida) al final de dicha actividad secretora se convierte en
fibrocito (célula fija de tejido conjuntivo alargado, con abundantes
prolongaciones y dotado de un nucleo ovalado que es la forma de reposo
del fibroblasty. ® ¢

Ya Cai et al, citado por Whitson Anna sefiala @reton lechlerii es
activo contraEscherichia coli®. Unas pocas gotas en agua se puede
beber para cortar la diarré¥. La determinacién de los metabolitos
secundarios deCroton lechlerii asi como los ensayos biolégicos son
importantes para corroborar y/o rechazar la informacion etnobotanica y

etnofarmaoldgica acopiadacerca de sus propiedades

La Taspinaes el alcaloide dilactonico de Sangre de Grayee tiene
accion antiinflamatoria  aplicada siguiendo diversos modelos
farmacoldgicos; la Taspinacomo clorhidrato muestra actividad
cicatrizante en pruebas in vivo con ratones debido a que promueve
migracion fibroblasticalando lugar a queelulas jovenes procedentes del

mesénquima (tejido conjuntivo embrionario) con cuerpo fusocelular y
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nacleo alargado tervienen en la formacién de sustancia intercelular del
tejido conjuntivo y al finalizar la actividagesretora forman los fibrocitos

que conforman el tejido conjuntivid®

2.1.7. CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS
COMPUESTOS QUIMICOS DE LAS EUFORBIACEAS.

Casi bdas &s euforbiaceasontienen vasos lactiferos que producen latex
y otras sustancias que metabolidderentes contenidoy gradosde
toxicidad por ejemplola yuca bravaNlanihot esculentq contiene una
sustancia venenosa conocido como fakmatina una glucociam@etona
que por calentamiento sdesdoblael acido cianhidrico y acetona
quedando la glucosa libren el jugo que los nativos lo utilizan para

preparauna salsa negra conocida comectipi ¢

Euforbiaceas comélura Crepitans(Catahua) contiene ulatex blanco

con presencia de &cido oxdlico en forma de Oxalato de calcio de
propiedadesausticasy una lectina muy tdca conocida como Hurina
usada en la actualidad para el aglutamiento de células malignas, aglutinan
los glébulos raps de la sangre en ciertos casos con un alto grado de

especificidagmotivo por cual es usado para tipificar sangre hum@fa.

Los génerosCroton, Euforbia, Hura y Jathropacontienenditerpenos
relacionados con los esqueletos defjliano (Ej. Forbol que tiene
propiedadesocacinogénicays sobre todgoresente erCroton Tigliuny

con esqueleto Dafnano (Ej. Resiniferol); comuedeto Ingenano (Ej.
Ingenol). Loscompuestos de esqueleto tigliano, dafnano, Ingenano son
irritantes dda piel y mucosascitotoxicos paraddjicamente a pesar de la

actividadcocacinogenadel forbol exibe propiedades atgucémicasn
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vitro y es modelo molecular de importancia para pruebas experimentales

en la induccién de cancg?

Jatropona aislada de Jathropa gosypfolia posee propiedades
inhibitorias de tumores; mientras que Jathropa tatrima aislada de
Jathropa microrhiza si bien no presenta la lactona insaturada posee
actividad antitumoral debido a la presencia de una dienondatbepa

glandulifera(Roxb) se ha aislado dos naftoquinas:

- Alcanina y alcanan que se utiliza para colorear alimentos y

cosméticose ha alado delathropa curca (Pifion)

En el extracto etanad de Croton californicus Wilson Stephen teal
1976 ha aislado un componente ditemm® conocido como
metilbarb&coato de los denominados traesodanos moléculas que
provienen de urreordenamientade grupos metilosCroton lechlerii
(Sangre de grado), contiene ademés dspire, esteres eufdlicos y
forbdlicos cocarciogéicos se usan como modelos moleculares para
inducir cancer en animales de experimenfosntiene proantocianinas
que le dan el color rigo al latexy tiene propiedades antioxidantgs
antidiarreicas, en diarreas producidas @optosporidium muy frecuente

en los que padecen de SIDA.

En Croton lechlerii también estd presen un neolignano, el -@-
metilcedrusina2-(3j,4idimetoxifenil)-3-hidroximetil-2,dihidro-7-
hidroxibenzofurane5-propani-ol ??; delos extractos cloroférmicos del
latex de Croton lechlerii es posibleaislar los compuestos siguientes:
1,35-trimetoxifenil,  2,4,6trimetoxifenil,  3,4dimetoxifenil, 3,4
dimetoxifenil alcohol, 4hidroxifeniato alcohol y su acetattambién se

obtieneSitosterol, sitoserol-b-D-glucopiranosidy -Sitosteona.®”
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Desmarchelier et al 1997, calculé el potencial total de reactividad
antioxidante en un sistema de generacuh® radicales peroxidos
(H202)"

El TRAP (potencial total de Reactividad antioxidante frente a peroxidos),
se mide en equivalente de TROLOX necesarios para suprimir la
guimioluminiscencia emitida por el sistema ABAP/ luminal. EI TRAP
calculado para el latex crudo de Sangre de grado fug38e + 141
micromoles (um), a bajas concentraciones, el latex de sangre de grado
incrementa la luminiscencia lo que sugiere que posee actividad pro

oxidante "
2.1.8.ASPECTOS FARMACOLOGICOS:

La Taspinaes una molécula con ampliaternativasbioactivasen el
tratamiento del cancgteucemia y carcinoma baso celulagociado a
otros medicamentos por sus propiedades antiangisgehibidor de la
produccion de vasos sanguineos que evita la proliferacién del cancer);
como antihemorragic@n el tratamieto de hemorroidesicatrizacion de

ulceras y como antimicrobiarfd.

a Segun Persinos la Taspina y el clorhidrato d@espina exhiben
propiedad antinflamatoria.®®

i Segun Lewis W. ket al posee actidad antulcerosa”

i Segln ltokawat al tiene actividad citotoxicd?

U  Segun Sethi M.L actua como inhibidde la polimerasa viral del
ADN. 9

Comparando fenilbutazona 2@80 mg/kg de peso con 58 mg/kg dosis

efectiva oral media d€aspina resultaserque Clorhidrato d&aspinaes

34



3 a4 veces mas potenteomo anestésico wntinflamatorioque la

fenilbutazona®”

Plana 1984 aisldaspinaextraida deCroton Lechlerii(sangre de grado)
y para que sea hidrosble la llevéa clorhidrato de dspinae hizo
pruebas cicatrizantes vivo con ratonesal ser administradas en solucion
acuosa a ma dosis de 0.066 mg/ml, obsergue posee actividad

cicatrizante en las prnieras 60 horas del tratamiento.

Segun Vaisberg la dosis efectiva tipicasg@s de0.375 mg/kg el
clorhidrato de @spna aimenta la migracion fibrobdéica de fibroblastos

humanos del prepucio en cultivos celulaf&s.

La Taspina inhibe algunogrus que causa cancer tales como: Sarcoma
tipo | (virus del Sarcoma de monos) yléaicemia(virus de la leucemia

Rauschery Murina), ©?

Sethi sefia@ que probablementa Taspinaactiasobre la transcriptasa
reversa de los virus que se usan en la replicacion viral de células
normales, es posible que los inhibidores de esta enzima sean capaces de

inhibir cancer en human6?

Chen et al citado por Meza sefala que la taspina tiene potente actividad

cicatrizante contra células KB y¥0.#%
2.1.9.ALCALOIDES:

Muchos compuestos naturales contienen atomos de Nitrdgeno en sus
moléculas y puesh ser aminoacidos, amirmglicésidos cianogénicos,

indoles, purinas, pirimidinas, citoquininas, alcaloides %tc
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Friedrch W. Saturner (1783L841) descubrid en 1816 el principio activo

del opio procedente de la amapola que contiene un principio somnifero

que dio lugaa que Gay Lussac enominardanorfina en honor al dios

griego del suefiéMorfeoo , mi entras quél &smedi teéen
de dioso0 por qgqu® s desde pse entoncespezdt r a e
una revolucion en el campo de los anestésicos, ademas de la peculiaridad

de @almar el dolor sin producir hipnosis.

El término alcaloide fue acufiado en 1818 por Wilhelm Meissner para
denominar a los compuestos de origen vegetal con propiedades alcalinas,
que recuerdan la reaccién de los minerales con caracter BR5i€ar la
posicién de los atomos de nitrdgeno, muchos de dichos compuestos si
bien notables exhiben una basicidad medible en medio acuoso lo que

posibilitasu aislamiento selectivde extractos naturales crudos.

Su diversidad estructural y su variada actividad kjickd conceden a los
alcaloides una gran importancia terapéutica para combatir innumerables
enfermedades: malaria, esquizofrenia, caneefermedades oculares,
hipertension, artritis reumatoidee usa como regenerador del tejido
conjuntivo cicatrizante, comeméticq como catartico, como estimulante

del sistema nervioso, analgésico, &

Los alcaloides pueden considerarse como compuestos organicos de
origen natural (generalmente vegetaih gresencia de nitrégeno, donde
esté por lo general es intc&lico y deriva generalmente de aminoacidos
procedentes del par fenilalanina/tirosina, del triptéfano, del par

ornitina/lisina de la histidina, del acigécotinicoy pseudo alcaloideg>.

Su distribucién esta restringida a ciertas familias de plantas: Rubiaceae,

Asteraceae, Piperaceae, Solanaceae, Berberidaceae, Papaveraceae,
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Celastraceae, Cannabaceae, Menispermaceae, Euforbiaceae, Acantaceae,

Convolvulaceae, Asclepidaceae, Malpighiaceagidticaceae, etc
2.1.9.1. CLASIFICACION DE LOS ALCALOIDES
2.1.9.1.1 De acuerdo con su estructura quimica

Se clasifican en cuatro clases:

a) Alcaloides verdaderos: derivan estructura total o parcial de
aminoéacidos proviniendo el resto de la via metabdlica del
acetatemevalonato del acido shikinico o de algunos
precursores isopnicos, tenen siempre un nitrdgeno

intraciclico, son de caracter basico y existen en la naturaleza
en forma de sales

b) Protoalcaloides: son aminas simples con nitrégeno extra

ciclico, de caraerr basico y provienen del metdisono de

aminoacids.

c) Pseudealcabides: Cuando el aminoacido proporciona
unicamente el atomo de nitrogeno a través de un proceso de
transaminacion perteneciendo el resto de la estructura a

alguna de las grandes viastabolicas'®®
d) Alcaloides Imperfects: son derivados de bases pudsi y

no dan respuestas positivas a los reactivos especificos para
alcaloides Dragendorff, Mayer, Wagner, etc
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2.1.9.1.2. De acuerdo con sus propiedades farmacolbgicas

pueden ser:

a) Modificadores del sistema nervioso central tales como:

a.l. Estimulantes nerviosos: alcaloides de BOGA: Ibogana,
Cafeina(café).

a.2. Alucindgenos: alcaloides del peyote (mezcalina), alcaloides del
Banisteriopsis caapi (Ayahuasca): Harmina. HarmoKarmalina
harmani y Psychotria viridis (chacruna) que asociada con la
ayahuasc@romueven eados de conciencia alteradbactuar sobre

la glandula pineal en la zonas donde se localiza el sistema limbico
b) Modificadores del Sistema Auténomo:

b.1. Paraimpaticomiméticosde accion directa: tal como la
pilocarpina aislada deaborondiantra chinesterasieso como la

eserna aislada de &bas de calabar.

b.2. Para simpaticoliticosalcaloides de la belladona, alcaloides de

efedra, efedrina.

2.1.9.1.3. De acuerdo con syerarquizacion botanica:

Pueden ser alcaloides de Solanaceae, nicotina del tabaco, solanidina,
solamarina deSolanum sp. En Rubiaceae, cafeina, mitrafilina,

pteropodina, quinina. Quinidina en Menispermeaceas, bis

bencilisoquinoleingsetc

38



2.1.9.1.4. De acuedo con su origen biosintético:

a) Alcaloides derivados de aminodacidos alifaticos: ornitina,
lisina, por ejemplo: hiosciamina dg&ugmansia grandiflora,

cocaina dé&rytroxylon cocalupinina deLupinusluteus,etc.

b) Alcaloides derivados de aminoacidos aromaticos:
fenilalanina, tirosina, triptéfano por ejemplo Harmina de
Banisteriopsiscaapi, Yohimbina dePansinystaliayohimba,
Ibogaina de Tabernanthei boga, Estrictina de Strychnos

toxifera,Quinina deCinchona peruviaa, etc.

2.1.9.1.5. Alcaloides de otros tipos estructurales:

a) Alcaloides procedentes de la histidina: como dolicotelina de
Dolichothelegphaerica, pilocarpina de Pilocarpspp.

b) Alcaloides procedentes del acido nicotinico: Nicotina de
NicotianatabacumRicinina deRicinuscommunis.

c) Pseudoalcaloides: como actinidina Aetinidia polygama
aconitina de Aconium spp Tomatina glicoalcaloide

esteroidal dé.ycopersicunmesculentumetc.

2.1.9.1.6. Otros alcaloidesde Euforbiaceas

En Croton lechleriiMuell Arg. s encontréademasie Taspina otros
alcaloides tales como: Isobaldina(A), Norisocoridina (B),
Magnoflorina (C).

39



H 400 . T . - -
3 = "‘“\\.‘\,,-" - "_}':“‘n,ﬂ""\.ﬁ\},.-"( . "}(I‘}'\-“,f”“\-“'\-\._ o~

el .

= NCH3 N @ Ve
HO SN N HO S HO""\,M‘““\,/N\
CH;
Hyco " 07
g 3§ [ Hy00 g
(A) (B) (C)

Figura N° 1.- Otros alcaloidesdel latex de Croton lechlerii.

Milanowsky, Dennis J. et al 2002, analipior HPLC muestras de
hojas de Croton lechlerii procedentesde Pert y Ecuador,
encontrand@demasie Taspina, Taporfina (D) y Glaucina (E)??.

HiCO~ HyC0 S
o~ A3 100 N2
Ry P
H3CO j}.““{ HyC0 < 'H“HK

oA OH
(D) (E)

Figura N° 2.- Alcaloides de la hoja deCroton lechlerii.

2.1.10. BIOGENESIS

Las plantas producen diversos compuestos organicos que aparentemente
no parecen tener una funcién directa en su crecimiento y desarrollo. Estas
sustancias se conocen como metabolitos secundarios, productos
secundarios o productos naturales. Estos compu@stose relacionan

directamente con el proceso de fotosintesis, respiracion, transporte de

solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, formaciéon de
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carbohidratos, los cualdsrman parte del metabolismo primario de la

planta.

Pero ¢ metalolismo primario proporciona las moléculas de partida para
las rutas del metabolismo secundario, entre las que se enci&htran
A Acido shikimico que da origen a muchos componentes
aromaticos, aminoacidos aromaticos, acido cindmico y ciertos

polifenoles.

A Amino4cidos: precursores de los alcaloides y antibiticos

peptidicos, que incluyen las penicilinas y cefalosporinas.

La Taspinaocupa una unica posici@n el dominio de Iguimicade los
alcaloides encontrado por Platanova T.F et al (1963)eemticeevers
mami (Berberidaceae)®”. Aunque sepodriapensarde acuerdo con la
estructuraguimicade la Taspina que su origBingenétio proceda de la
Fenilalanina que se transforma en derivado Feniletilamina que se
dimetila, se cicla hasta formar un derivado bencilisoquinoleigice

luego sevuelva aciclar para dar lugr a una aporfin&. (Ver Fig.3)

DO0H

e CH

NI!) .‘HH? N/ 3
.

.?If_Hs I'_HL

FENILETILAMINA

o /LH{

N
=~ H,

APDRFINA
m

Figura N° 3.- Via dela Formacion de la Aporfina a Partir de Feniletilamina
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Segun Shama M. et al (1971) parece que tsogénesisde Taspina
procede dela eliminacion de Hoffmann através de un catalizador
enzimatico para la apertura del anillo. Ras aporfinasson estructuras
bien conocidas por su sencillesqueléticacomo lossustituyentesle las
aporfinasson grupos OH dioximetileno, metoxilo (OgHpresentan los
anillos A y Daromaticosalgunogienen débilesenlaces entre 6,6a y/o 4
y 5, los sitios déxigenacionmasfrecuentes son ¢ 2 le siguen 9, 10 y
11, luego 3, 4,7 y 8, casi siempre son tetraoxigenados yiglbgeno
puede ser secundario, terciario o cuaterndreformaciondel grupo
aporfihico a partir de las bencilisoquinoleinas siguen urmmg# de
acoplamiento € el cual tiendugaratravésde un intermediario espHo
quinoide, para elloes necesaricAtomosde oxigenp OH y OCH; en
postionesconjugadasil sitio deacciont®®.

Se han propuesto dos estructuras quinoideas cuales dependen del
acoplamiento ortgpara o pargara queconduciran a diferentes patrones

de oxigenacion en las aporfinas resultantes

Unavia para laformaciénde las aporfinas es aquella del acoplansient
C-orto-C-orto o Gorto-C-para por el cualas bencilisoquinoleinagasan

directamente a aport#s; en el caso de la bioformatide magnoflana.

La magnoflorina se convierte en magnoihar metino con aperturalel
anillo B seguido de laxidaciondel doble enlace 9,10; se produce la
acetilacionde la magnoflana metino, luego laintroduccionde grupos
aldehidosen posicion9 y 5y la lactonzacion corespondiente que da

lugar a la Biina segun el esquema siguiente. (fikguira 4)
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Figura 4.- Biosintesis de la Taspina.
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Kelly T. Ross, and Xie Roger L 1998, lograrda sintesistotal de la
Taspina siguiendo un esquema ai&lisis retrosintétr de la Taspina

sumamentecompleja hasta llegar a wimero complejo (1) . (Ver

figura 5)
H3CO
MOMO CONHPr
PrHNOC OoMOM

OCH3

(1)

Figura N° 5. Dimero complejo Il
Que porreacciéncon el Nbutil-litio dio (1) *®(Fig. 6)
Hzco Li
Momo O CONLiPr
PrLiNOC C OMOM
(11)

Figura N° 6. N-butil -litio dio
Al reaccionar con eblen medio éido y en sistema de reflugbo (1V) *°.

(Fig. 7)

avy

Figura N° 7. Reaccion con } (1V)
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UsandoPd PPH)s en medio de dioxano y B&n con reflujo sebtuvo

(V). (Ver fig. 8)

0

H}Cﬂ\/\]/\/
|

0

0
]

{I/
ocH,8

(V)

H;CO \./W'}
//‘ 0
DMSO 0
£
0’ =

|
v\mﬁu&

(V1)

Figura N° 8. Estructura de Taspina en medio de Dioxano y Bisn

Al que se ozonizo en medio de Dimedillfoxido obtenéndose (V1)

finalmenteal hacerlo reaccionar cddN (CHs), enNaBH (CH;COO) y

CICH.CH,-Cl se obtuvotaspina; este método resulta inviable en la

practica.*®
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2.1.11. DETERMINACION CUALITATIVA DE ALCALOIDES:

El estudio delCroton lechlerii Muell- Arg (Sangre de grado) sotavo

paranosotros interés particular por determinar experimentalmente cudl

de los latex procedente de las cuencas de los rios Nanay (Bajo) y Napo

(Alto) posee mayor rendimiento de Taspina que es el metabolito

secundario que posee la mayor importancia pos propiedades

biologicas para el tratamiento de enfermedades.

Se realizardan 3 pruebas con tres métodos diferentes de identificacion

quimica con agentes cromogénicos tales como:

a)

b)

Método de Dragendorff consiste en la identificacion de
alcaloides, que se origina por la presend@é nitrdgeno en su
molécula,genera una reaccion basica débil. En el cual el precitado
al ser sometido a la reaccion Dragendorff, genera una coloracién

anaranjada.

Método de Maye: se emplea para la caracterizacion de alcaloides.
La mayoria de los alcaloides reaccionan dando un precipitgalo
oscurg amorfo o cristalino. El precipitado (una sal compleja)
puede disolverse posteriormente en algin solvente menos polar

para su idetficacion.

Método de Wagner permite detectar la presencia e identifiéac

de alcaloides al tornamacoloraciénmarrén
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2.1.12. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC).

La cromatgrafia en capa fina (en inglés Thin Laydrr@matography
TLC) es una técnica analitica rapida y sencilla, muy utilizada en un
laboratorio de Quimica Orgéanica. Entre otras cosas permite:

- Determinar el grado de pureza de un compuesto. Se puede determinar

asi, por ejemplo, la efectividale una etapa grurificacion.

- Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser
idénticas. Si, por el contrario, corren distinto entonces no son la

misma susncia.

- Realizar el seguimiento de una reaccion. Es posible estudiar como
desaparecen los réams y cOmo aparecen los productos finales o, lo

gue es lo mismo, sabenandda reaccion ha acabado.

La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una lamina de
plastico o aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina capa
de adsorbente (fase estacionaria). Entonces, la lamina se coloca en una
cubeta cerrada que contiene uno o vatieslventes mezclados (eluyente

o fase movil). A medida que la mezcla de disolventes asciende por
capilaridad a través del adsorbente, se produaeparto diferencial de

los productos presentes en la muestra entre el disolvente y el adsorbente.

U Determinacion del Rf

La retencién se puede explicar en base a la competencia que se establece
entre el soluto a separar y la fase movil por adsorberse a los centros

activos polares de la fase estacionaria. Asi, las moléculas de soluto se
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encuentran adsorbidas knfase estacionaria y a medida que se produce

la elucidon van siendo desplazadas por la fase movil. La retencién y la
selectividad en la separacion dependen de los valores respectivos de las
constantes de los diferentes equilibrios quimicos que tienem, Igge

estan en funcién de:

- La polaridad del compuesto, determinada por el niumero y naturaleza
de los grupos funcionales presentes. Los solutos mas polares quedaran
mas retenidos puesto que se adsorben méas firmemente a los centros
activos de la fase esianaria, mientras que los no polares se eluiran
con mayor facilidad.

- Naturaleza del disolvente. Asi, para un mismo compuesto, un aumento

en la polaridad del disolvente facilita su desplazamiento en la placa.

La relacién entre las distancias sewdas por el soluto y por e€luyente

desde el origen de ldgza se conoce como Rf, y tieme valor constante

para cada compuesto en unas condiciones cromatograficas determinadas
(adsorbente, disolvente, tamafio de la cubeta, temperatura, etc.). Bebido
gue es practicamente imposible reproducir exactamente las condiciones
experimentales, la comparacién de una muestra con otra debe realizarse

eluyendo ambas en la misma placa.

Para calcular el Rf se aplica la siguiente expresion

hRf = Distancia recorrida por el soluto X 100“?
Distancia recorrida por el solvente

Propiamente el método de cromatografia TLC, constituird una prueba

fisica de identificacion del estado de pureza de la sustancia.
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2.1.13.DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS.

a Punto defusién (P.f):

El punto defusionde un componente es el intervalo de temperatura en
el cual la sustancia pasa del estadlido al estaddiquido. Cuando

un compuesto es puro linto de fusiér{p.f.) en muchos casos tiene
un solo valor de temperatura, ya que el intervaléud&n puede ser
muy pequed (<10 °C) en camlo cuando la sustancia es impura, en
donde las impurezas haceune el punto de fusiddisminuya y el
intervalo de fusin se ampé, por ejemplo: el punto de fusion del
&cido benzoico impuro puede ser-2@°C; 3°C de diferencia.

El punto de fusidrlasicamentse de¢rmina por el método de Thiele,
mé&odos més modernos sonok realizados mediante la barde
Maquenneel aparato de Fish€iohns, el aparato de Nalge Axelrod. El
aparato de Fishelohns y el de Nalg&xelrod son loanasmodernos

aunque existe un aparato de Nafgeslrod modificado

El aparato Fishedohns tiene una platina de aluminio que se calienta
eléctricamentey estaprovisto de un ternmaetro que registra lecturas
hasta 300C, la muestra se coloca entre dos cudbjetos de & mm

de los usados en microscapilos cubreobjetos con la muestra se
colocan en la depresi de la platina del@minio; el punto de fugin

se observa con ayuda de un foco ildeninacion y una lupa que
agranda la imagen y se observa los cristales con mayor nitidez en la

transicion entre el estado soélido y el estado liquido
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El aparato Nalgé\xelrod, consiste en un microscope 25 aumentos
gue tiene insertado un filtro @obide, una fuente de iluminaaiduna
platina dealuminio para calentamiento etéco, controlado mediante
un ransformador variable y un term@tro que registra la temperatura
hasta 400C.

La muestra se coloca entra dos cufiipgetos de 18 mm y luegse
coloca dentro de la depreside la platina deluminio, la cubieta que
tiene un orificio pequedise coloca en su lugar, se enciende la luz y se
enfoca el microscopio, el tubo se gira hagqtie casi se crucen los
filtros polaroides y se observa los cristales a medida que va

ascendiendo la temperatura hasta que fieatmse fundé?

2.1.14. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR POR EL
METODO CLASICO DE RAST.

Cuando ncse dispone de un aparatoafpectrometride masa es posible
utilizar el méodo de Ragpara determinar el peso moleculgre cansiste
enmedirla depresion del punto de Fusidel D-Camphor naturaf®?

La diferencia entre elynto de Fusio de la mezclalel alcaloidemasel
D-camphor menos el punto de fusidel Camphor da ldepresion

El peso molecular se calcudgor laformula

39.7 x p x1000
pT x P

M=

Donde
- K=39,7; constante ddepresiérmolar.
- p=peso del componente en estudio.
- P =peso del Camphor.
- pT= depr esi -fusibnen el punt o
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2.1.15. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA
POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR .

La resonancia magnética nuclear es una de las mas utiles herramientas
que se dispone para determinar la estructura de las moléculas orgéanicas,
proporciona informacion acerca del numero, tipo Yy conectividad del

hidrogenoconlos atomos de carbono.

La técnica involucra la interaccidbn (Resonancia) de energia de una
fuente de energia externa con las propiedades magnéticas de un nucleo

que puede sefe hidrogeno () o de™*C.
U Propiedades Nucleares

Los nucleos son particulas cargadas que rotaanyigual que los
electrones se considera que poseen estados de spin; un spin que gira
segun las manecillas del reloj y otra en contra de las manecillas de
reloj (dos estados de spin). Las particulas cargadas con spin generan
un campo magnético. El campo magnético actla igue una
pequefia barra magnética (Iman). Las agujas de una brajula son como
un pequefio iman que puede alinearse con o entre un caagP@tco

extemo.

Las agujas alineadas con el campo magnético de la tierra y los puntos
norte. Si queremaoalinearlas agujashaciael punto sur, una pequefa
cantidad de energia podria ser necesaria para hacer girar la aguja en la
direccién opuesta. La aguja volvera al punto norte (su estado inicial),
cuando esté libreel influjo del campo magnéticdha aguja podria

tener que moversal azar si los campos magnéticos de la tierra no

existieran @
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U Estados de spin:

El nlcleo se parece a las agujas de una brdjula. Su componente
magnéticose orientda en direcciones al azar en ausencia de un
campo magnético externo fuerten presenciae un campo magnético
externo fuerte el pequefio magneto (spin nuclear), puede orientarse
con o contra el campo magnético externo.

El més bajo estado de energia existe cuando el spin nuclear se orienta
hacia el campo magnético externo. Si el nucleo abdarisantidad
apropiada de energia el componantgnético puede alinearse contra

el campo externo, igual que las agujas de la brujula forzosasente
orientan hacia el punto sur. EI componente magnético de un estado de
spin orientado con un campo magnétoaerno es llamado alfa spin

de estado. ElestadoBeta de spin existe cuando el componente

magneético esta orientado ¢cmun campo magnético externo.

Un protdn (nucleo de Hidrogeno) puede existir en dos estados de spin:
alfa y beta. Para que un nucleontae de un estado alfa a un estado
beta la cantidad de energia requerida para ir de alfa a beta es
directamente proporcional a la fuerza del campo magnético en
relacion con el ndcleo ; se necesita mayor fuerza magnética para que

el spin nuclear cambie direccion.

La resonancia magnética nuclear se refiere a la absorcion de energia
de radiacion electromagnética para producir un desdoblamiento de
spin. Cuando un iman se coloca dentro de un campo magnético
externo, este gira para alinearse en el sentil@alapo magnético

externo (Bo)
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Iman antes de se Iman alineado er Iméan alineado en e
sometido a un el sentido del sentidocontrario al
campo magnéticc campo magneéticc campo magnético
extremo. extremo. extremo.

En esas condiciones balla en el estado de energia mas baja que el
correspondiente a una orientacion en sentido contrario al campo

externo.

Este mismo efecto sucede cuando se coloca un protéon en un campo
magnético externo (Bo). Segun la mecanica cuantica se requiere que
el mamento magnético del proton se alifie, bien emisimo sentido

del campo magnético externo o en el sentido contrario al campo
externo.Al estado de energia mas bajo con el protén alineado con el
campo magnético se le conoce con el nombre de estado ddfapin a

( U3l estado de energia més alto con el proton alineado en contra del
campo magnético externo, se le conoce con el nombre de estado spin

beta (b).

Spin be
Energia mas alta

g‘g ;
d)@ CD SBp(?n al i

En ausencia del Energia mas baja

campQ spines en Campo Externo
todas direcciones

53



En ausencia de un campo magnético externo, los momentos
magneéticos del proton estan orientados al azar. Cuando se aplica un
campo magneético externo cada proton de la muestra adquiere el estado

U o el ceosnoadeol best ado deaenaygiaihay U es

m8s espines U que espines b.

En un campo magnétidatensq la diferencia de la energia entre los

dos estados de spin es mayor que en un campo mas débil cuando un
ndcleo est4 sometido a la combinaciorrecta de campo magnético y
radiacion electromagnética para producir el cambio en el spin se dice
gue esta en resonancia y la energia que absorbe es detectado por el

espectrometro de rasancia magnética nuclear.

A los espectrometso de resonancia magnét nuclear suelen
incorporar imanes muy poderosos de forma que la diferencia de
e ner g2sea lapmayor posible yacilmente detectable. La
radiofrecuencia que se necesita para la resonancia se caltisseea

la intensidad del campo externo con el gaie¢rabaja. En el pasado la
frecuencia de los espectrometros solia ser de 60 MHz (1 millon de
ciclos por segundo) que corresponde aampmo magnético de 14,092

gauss.

Los espectrometros deesolucibnmas alta generalmente operan a
frecuencias de 100, 30800, 500, 600, 800 y 900 MHz, actualmente
estan en fase experimental espectrometros de un Gigaherzio. Cuando
los protones de los compuestos organicos no estan aislados estan
rodeados por electrones que lo apantallan parcialmente del campo
magnético exteim los electronegiran en torno a los ndcleos y
generan un pequefio campo magnético inducido que se @bone

campo externo aplicado.
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En una molécula la nube de electrones que hay alrededor de cada
ndcleo actia como una espiral metalica, rotando en fudeiocampo
externo, esta rotacion inducida es una corriente circular cuyo campo
magnético se opone al campo externo. El resultado es que el campo
magnético en el nucleo es méas débil que el campo externo y se dice
gue el nacleo esta apantallado. EI campgmaéico total en el proton
apantallado es siempre mas débil que el campo externo por lo que se
debe aumentar el campo aplicado para que se produzca resonancia a

una frecuencia dada.

A 300 MHz, un proton aislado desapantallado absorbe a 70,459 Gauss
pero un proton apantallado requiere un campo mas intenso. Por
ejemplo si un protdn esta apantallado por un gauss cuando el campo
externo es de 70,459 Gauss, el campo magnético resultante efectivo en
el proton es de 70,458 Gauss. Si el campo externo se inceement
70,460 Gauss, el campo magnético resultante en el proton se
incrementa a 70,459 Gauss, lo que hace gu@rotén entre en

resonancia.

Si todos los protones estuvieran igualmente apantalladtarian
todos en resonancia para la misma combinacion de frecuencia y de
campo magnético,afortunadamente los protoneson entornos

guimicos diferentes estapantallados de manera desigual.

En el metanol por ejemplo, el atomo electronegativo de Oxif&bo

en la escala de Pauijnhace que la densidad electronica alrededor del
proténdel grupo Hidroxid disminuya. El proton hidroxilo no esta tan
apantallado como los protones del grupo metilo (el carbono tiene
eledronegatividad de 2.5 y el Hidgéno um electranegatividadde

2.1), por lo que los protones del grupo hidroegtana un campo mas
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bajo que los protones metilo (aunque todavia a un campo mas alto que

los protones aislados.

Se dce que el proton hidroxilo estalgo desapantalladoop la

presencia de atomos de geho electronegativos

H

MAs | Menos
apantallamiento! H_ C 6.. apantallamiento,
absorbe a un | X H absorbe}a un.
campo mas alt H campo mas bajo

Debido a las estructuras diversas y complejas de las moléculas
organicas, los efectos @pantallamiento de los electrones en varias
posiciones son generalmente diferentes. La medida cuidadosa de las
intensidades de campo requerido para la resonancia de varios protones
en una molécula, proporciona dos clases de informacién importante.
El nlcleo de absorcion diferentes también llamados sefiales o picos
indica cuantos tipos diferentes de protones estan presentes. El grado
de apantallamiento mostrado por esas absorciones indica la densidad
electronica de la molécula proxima a cada tipo de prottnosQ@los
aspectos de la RMN que se consideraran son las intensidades de las

sefales y sus modelos de desdoblamiento.

2.1.15.1. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN -H™):

Un protén por definicién es un atomo de hidrogeno sin un electron. La
RMN de protones es un estudio de los atomos de Hidrogeno

covalentemente conjugadas con otro atomo, usualmente carbono y no
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el estudio del protdn libre. Sin embargo las discusiones en BR)N

los términos Proton y atomos de hidrégenos intercambiable.

Para la RMN sera herramienta diagnostica los atomos de hidrogeno en
diferentes ambientes quimicos necesarios para absorber radioondas a
diferentes frecuencias. Los ndcleos del atomo de dedm esta
rodeados por una nube electrénica (densidad del electrén) de sus
electrones de enlace. El campo magnético exterior posee una fuerza
(Torque) sobre loselectrones obligandolos a generar un campo

magneético hca que es opuesto al campo magnétixiemo H.

La densidad electronica alrededor de un ndcleo de Hidrogeno es
diferente de los protones que existen en diferentes ambientes
guimicos. Desde luego la densidad electronica varia el campo
magnético filtrado por un nudcleo de hidrogeno de modo lgue
diferencia ente campo magnético externg iHH,cal €s conocido

como campo efectivo.

Heff :HO | H|0ca|

Si el campo magnético cambia por nucleos filtrados su frecuencia a la
cual la radiacion es absorbida también cambia. La frecuencia al cual la
radiacion es absorbida da infoacion acerca del medio quimico

responsable de estas absorciones.

Los protones en una molécula en estudio por RMN se designan como
protones equivalentes y protones no equivalentes. Protones en
diferente medio quimico recibenel nombre de protones no

equivalentes, ellos absorben radiaciones a frecuencia ligeramente

diferentes ewalores medidos en meggrcios.
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Es mas conveniente expresar estas diferencias de frecuencias relativas
en base a Standard. El Standard elegido emalgoria de los casos es
el tetrametilsilano (CkJ4Si 0 TMS.

Todos los protones se miden en TMS y cuando un medio quimico es
idéntico a los protones se denominan equivalentes y todas absorben
radiacion a la misma frecuencia. La diferencia en frecuencias de
absorcion de estos valores Standard es en Hertz (No en megahertz)

Los desplazamientos quimicad) 6on la escala horizontal que va de
cero a 10 de derecha a izquierda. La escala es en ppm o unidades delta

(d). Una unidad ) es igual a un ppm.

Los protones no equivalentes absorben radiacién de radioondas de
valores ligeramente diferentelsa mayoria de protones absorben a

valores de la izquierda 0 a 10 de TMS en esta escala.

Las lineas verticales representan la absorcion de protdres.
diferenciaentre la absorcion de un protén y el TMS se denomina
desplazamiento quimico. Se dice que un desplazamiento es a campo

alto cuando esta entre 5 y @gmpo bajo cuando es de 5 a 10.

La mayoria de protones en los compuestos organicos estan enlazados
a atonos de carbono. La electronegatividad del atomo de carbono
varia como una funcion de la hibridacion de los atomos de carbono,
los atomos de carbono hibridizados como Sp son mas electronegativos

que hibridizados como Sp y los®3pas electronegativos que ISF’.

Protones en alcanos (Bpienen desplazamientos quimicos de 0 a 15

ppm y protones atacados por alquenos (Vinilos), atomos de carbono
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Sif absorben entre 4.5 6.5 ppm y protones atacados &tomos de

carbono alquilos (Sp) absben en el rango de 2.34d.

Los efectos de induccién se dauando la direccion del campo
magnético inducido estd en la misma direccibn que el campo
magneético exterior. El area de cada pico es proporcional al nimero de
protones, que estan representados por este pico. El numero relativo de
atomos de hidrogeno de una molécula depende de los sgrupo
equivalentes y no equivalentes, por ejemplo en la molécula de Tert

Butiléter metilo.

CH3

3(1 O

CHB

CHB

El grupo tertbutil contiene 9 protones equivalentes y el grupo metilo

contiene 3 protones quimicamente equivalente.

Hay moléculas como la del acetato Bglo CH;COOCHCH; que
sufren desdoblamiento Sp8pin, por eso el espectro debe aparecer en

8 picos: cuatro protones a campo bajo centrales en 4.1 ppm que
comprende al grupo carbono, tres picos a campo alto centrales a 1.3
ppm que corresponde al grupo iteety un solo pico Singlete del

grupo metilo a 2.1 de 3 protones equivalentes.

Cuando algunos protones equivalentes aparecen con pico multiple se
denomina desdoblamiento Sgpin en ese caso hacen la
interpretacion del espectro mas compléjm desdoblamiento de la

absorcion en 2 o mas picos se denomina Multipletes, dos picos se
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denomina Doblete, tres Triplete, Cuatroa@ate, cinco Quintuplete,

etc.

En toda molécula se asignan valores de desplazamiento quimico. Los
patrones de desdoblamieny las &reas relativas de los picos en el
Acetato de Etilo son un buen ejemplo, estas absorciones
(desplazamiento quimico) podrian ser asignadas para los tes grupos de

protones no equivalentes.

Los protones Metilenos o Carbenicos (ldstan en relaciénon los
electrones aislados del atomo de Oxigeno cuya electronegatividad es de
3.5 por esa razon se espera qudesplace a campo bajo tan iggak

el grupo metilo. Los protones del Metileno deberian aparecer como un
cuarteto ya que ellos son adyacentdsgrupo metilo, tiene una
absorcion a campo bajo centrado a 4.1 ppm, los otros dos
desplazamientos quimicos deberan ser de los 2 grupos metilos, el grupo
metilo enlazado a los electrones retirados del grupo Carbonilo C=0
deberan aparecer como Singletegqy& no hay protones adyacentes que
causen el desdoblamiento, el Singlete es asignado un grupo metilo ya
gue se halla a 2.1 ppm, el desdoblamiento a campo alto que es el
Triplete puede ser asignado al grupo metilo gia enlazado al grupo

Metileno.

Estegrupo metileno tiene una absorcion centrada en 1.3 ppm. El valor
de un desplazamiento quimico en ppm para un Singlete puede ser leido
directamente en el espectro de RMN. El desplazamiento quimico de un
Multiplete es el valor del centro del Multiplete aiéad entre dobletes,

el pico del centro en un triplete, asi sucesivamente.
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Los protones de desdoblamiento dan mucha informacion util acerca
del numero de protones no equivalentes adyacentes al patron de

interés.

2.1.15.2. ESPECTROMETRIA DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE CARBONO 13 (RMN C-13):

La identificacion de un compuesto es obtendo andisis del espectro
de Carbone 13, ademas del espectro de RMR Hay varias diferencia
entre la espectroscopia de ResonaMagnéticaNuclear de Carbona3
y de probnes. La energia para arrancar un Spin depas&ionalfa a

otra beta ocurre a diferente rango de frecuertaiangia.

La absorcion de @3 no aparece en el espectro de protones. El
desplazamientguimicoen RMN-H" aparece en un rango de1® ppm.

El rango para el espectro del@ es entre @ 220 ppm: lo cual es una
venfja ya que las absorciones dd &estanmuchomasalejadas que las
absorciones de protones y hay menos posibilidad de que se smaepo

los picos no equivalentes.

El rango aproximado de los desplazamientos quimicogtai®osde

carbono no equivalentes es el siguiente:

Sp’Sp’Sp Sp’Sp’Sp’ -
C=0 C=C l..E=C - CH: CHs
220-165 150-100 | 100-70 £0-40 40-20 zelo
I 1 ] | - '
200 150 100 50 0
B (ppm) ™S
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Mediante laespectrometriaeRMN C-13 se pueddeterminarel nimero

de carbonos que tieneraoléculaen estudio.

Cuando los carbonos saguivalentesaparecen a un mismo valor de
desplazamiento. Un complejo de patron de desdoblamiento puede ser
amplificado por desacoplamiento Si8pin o una tercera llamada
desacoplamiento de banda ancha, elimina tadgeraccion de

acoplamientspin-Spin arbono hidrogeno.

Cuando un espectro esta desacoplado el Multiplete se transforma en un

pico simpleelevadda relacion sefaluido.
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2.2. DEFINICIONES OPERACIONALES
2.2.1. Variable Independiente
Dos muestras de latex de la espétieton lechlerii (Sangre de gradp)
procedentes de las cuencas Ide rios Nanay (Bajo) y Napo (Alto)
respectivamente.

2.2.2. Variable Dependiente:

Rendimiento de Taspina de cada muestra
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2.2.3. OPERACIONALIZACIO N DE LAS VARIABLES :

ESCALAY
VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION INDICADOR TIPODE | INDICE

INDEPENDIENTE OPERACIONAL VARIABLE
Dos muestras deCroton | Croton  lechlerii  (sangre d€ | 5 extraccionde latex de sangr Obtencién er] Cantidad  dg Latex.
lechlerii; procedentes d| grado), es una de las plantas 1 ge grado seealiz6 seleccionandd mililitros latex de
las cuencas del bajo Nanj reconocidas en la Amazon yn arbol corpulento de 30 cm Croton
y alto Napo| Peruana, perteneciente a | pjametro y altura de 15 metr( lechlerii.
respectivamente. familia Euforbiaceae que crece | que tienen la caracteristica

bosques primarios.

proporcionar 2 litros de late
promedio;se extrajautilizando la
técnica de tumba dearbol y
aplicando cortes transversalg

respectivamente.
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ESCALAY

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR TIPO DE INDICE
DEPENDIENTE VARIABLE
Rendimiento de Taspin Una vez aislada yurificadala | A 200 de latex se agreg® ml de| E| rendimiento dg Porcentaje  d¢ Taspina

de cada muestra.

Taspinay sehaya cuantificado €
peso.

Se establecié una relacion
matematica entre el peso de 2
ml de latex llevado a extrac
seco y la cantidad de Taspi
obtenidos se  mide la
multiplicidad por 100 vy s¢
obtiene el rendimient
porcentuf pero para esta
seguros de que el alcaloi
aislado es Taspina se somety
analisis Espectrométricos p
RMN H*y C-13.

agua para rebajar la densid
Luego se agregara 18 ml
amoniaco para basificar la mues
hasa pH 11. Se lleva a una pera
decantacion y se agrega 250 ml
CHCls, se extrae 3 veces.

Se reunieron los  exractos
cloroférmicos, se filtr6 y concentr
en rotavapor a presion reducida,
obtiene el alcaloideTaspina de
color amarillo blanquecino. Se la
repetidas veceson Dioxano y s€
cristaliza obteniétiose un polvc
blanco cristalino.

alcaloide aislado s
midié en gramos \

porcentajes

Taspinaaislada
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2.3. HIPOTESIS

La muestra de latex de Sangre de gra&iotbn lechleri) procedente de
la Cuenca del rio Nanay (Bajo) tiene mayendimiento deTaspinaen
relacional latex de laSangre de grado procedente deClzenca del rio
Napo (Alto)
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CAPITULO Il




3.1. METODOLOGIA

3.1.1. TIPO DE INVESTIGACIO N:

3.1.1.1. Experimental:

El estudio realizado ede naturaleza Experimental porqe realizo

el control siste@tico de Is aspectos referidos a lagariables
dependiente e independientgguiendo un plasistematizadaon el

fin de aislar la Taspina mediante un tot® comun para ambas
muestras de que nos permita determinar remslimientos y poder
explicar algunas razones dsta variacion al color de consideraciones
biogenéticas y quimiotipos como el hecho de que la magnoflorina
precursor quimico de la taspina haya lactonizado en su integridad

en una de las muestras y de diferente variaciéon interespecifica de sus
componetes debido a que la misma planta por crecer en lugares
distintos separado por kildmetros de distancia y crecer en cuencas
cuyas aguas son diferentes tiene la propiedad de variar en cuanto a su

contenido

3.1.1.2. Descriptivo:

Es Descriptivoporqueel estudio interpretédas propiedades de cada
muestra y determinar de dénde provienen la muestra con mayor
rendimiento de metabolitos secundario (Taspina) y finalmente es
explicativo porque tiene la necesidad de responder a que se debe la
variacion @l contenido de taspina en las muestras procedentes de 2

cuencas diferentes
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3.1.2. DISENO DE LA INVESTIGACION:

El estudiosera de disefio cuantitativo porcgexealizara corla Taspina
aislada de dos muestras titlex de Sangre de grad@roton lechlerii)

de la familia Euforbiaceae, provenientes de las cuenca®sdeios:
Nanay Bajo) Caserio deSan Pablo de Cuyana y Napaltp) Santa
Maria del Curaraydel Departamento de Loreto; posteriormente se
procederda pesar los resultados en balanza analitica para determinar
cual delas muestraspresenta mayor rendimiento de Taspieamismo

gue sera llevado a una analiBispectrométdo con RMNH+ y de G13

para tener la certeza de que la sustancia aisladasponge a la

estructura molecular de la Taspina
3.1.3. POBLACION Y MUESTRA
3.1.3.1.  POBLACION:

La poblacionde estudioen las dos cuenc&stvo constituic por un

rodal de arboles (30 arboles en un espacio de 60@ligiéndose el
area de mas densidad poblacional S@ngre de gradoCfoton
lechlerii), de estos rodales se selecciono un arbol corpulento de 30 cm
de Diametro y altura de 15 metros que tienendeaateristica de
proporcionar 2 litros de latexpromedio; no se extrajo el latex de

varios arboles por las consideraciones siguientes:
a) No causar impacto ambiental negativo al medio.

b) Porque eligiendo un arbol de las caracteristicas sefialadas (30 cm
de diametro y 15 metros de altura) se hizo la séacdel mejor

espécimen.
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3.1.3.2. MUESTRA:
La muestrade estudio que se necesitd para evaluar el rendimiento de
taspina fue de un litro de Sangre de grado por cada cu@rea.
imagen §
3.1.4. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCIO N DE DATOS
Revista<Cientificas
Revisionedibliograficas
Informacicn etnobotanicadel Herbaim Amazonense de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.
1 Datosextraidosde fuentes del Internet.
3.1.5. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSIO N

3.1.5.1. CRITERIO DE INCLUSIO N:

9 Muestra autentica tomada de su habitad natural asociada en

rodales.

 Arbol corpulento de 30 cm de diametro y 15 metros por su

abundancia de latex.

3.1.5.2. CRITERIO DE EXCLUSIO N:

' Arbol menor de 30 cm de didmetro y 15 metros de altura.

 Arboles que no pertenecen a la zona de estudio.
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3.1.6. UBICACION:

Los arbolegle las que se recoledi# Sangre de gradarovienende dos

cuencas:

a) Cuenca detio Nanay (Bajo)se recolecto en €aseriode San Pablo
de Cuyanaubicadoen el sector sur de leiudad de Iquitos a una
Latitud 3°46°20.9”°S, Longitud 73°21°47.5”W, Departamento de
Loreto, Provincia de Maynas, Distrito de San Juan Bautista

b) Cuenca del rio Napo (Altoke recolectd en el Caseide Santa Maria
del Curaray, ubicado en el sector nafeela ciudad de Iquitos a una
Latitud 2°17°54°N, Longitud 74°16°02""WDepartamento de Loreto,

Provincia de Maynas, Distrito del Napo

Haber elegidonuestragprocedentesle estas dos cuencsignifica poner
en consideracion la importancia des lugaresle dondese adquierda
mayor cantidd de latexque llega al mercado de Iquit@glemas se hace

necesario responder las interrogantes siguientes:

1. ¢En qué medida hay una influencia del medio ambiente sobre el
contenido de Taspina considerando a priori que las muestras que son
tomadas cerca de la ciudad?, tal vez estan afectadas por el impacto
ambiental que es mayor en la ciudad, frente a aquekledagl que
crecen en lugares apartados de los centros urbanos y que
consideramos que son muestras limpias, exentassdstésaaciors
gue causan la contaminacién y la adulteracion que realizan los

comerciantes de poca solveridla
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2. ¢(Como puede influir el suelo?, pues ambas zonas tienen cierta
similitud en cuanto a su relieve: suelo accidentado con lomerios de

arcillas rojas y ambos rios poseen aguas lenticas.

3. ¢Como disponer de muestras auténticas de latex recolettasias
gue permita una evaluacion de rigor en cuanto a su contenido de
Taspina? El estudio que desarrollamos se hizo tomando muestras no
probabilisticas dado a que el alcance de su contenido no depende del
namero de plantas que hay que seleccionar para recogexxelsiaio
de tomar de una arbol seleccionado que generalmente es el de mejor
tamafio las dos muestras auténticas de latex de la cual se aislara el
contenido de Taspina para la evaluacion de su rendimiento , por las
razones que se hace necesario precisarigreiplugar: no se quiere
causar impacto ambiental sobre el bosque tumbando varios arboles
para la obtencidn de varias muestras para ser estudiadas una por una, y
por otro lado porque no es facil viajar a Santa Maria del rio Curaray
(Alto Napo) para dispar de varias muestras, ademas de que el
estudio de hecho es méas costoso porque demanda de mayor cantidad
de reactivos a utilizar, aqui se trata de evaluar el rendimiento de
taspina en funcién del latex que han suministrado dos arboles
procedentes de dos encas extraidas segun los criterios siguientes:
Corpulencia del arbol, derribado y sangrado muy temprano para evitar
gue el latex se difunde por todos los tejidos vegetales y disminuye la
cantidad y calidad del 1at€¥.
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3.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.2.1. Recolecciondel material Vegetal: Hojas, Flores, Frutos y
latex de Sangre de grada) La recolecciéndel material vegetal se

realiz6con dogropésitos:

- Identificacionbotanicade la especie vegetal
- Utilizacion dd latex para el aislamiento de tasping la

evaluacion del rendimiento por cuenca

Para larecolecciondel material vegetal seivo en cuenta logspectos

siguientes:

a Conservacidénde la muestra La muestra obtenidse conservo
en alcohol, paravitar elataque de hongpsjue es comun por qua

latex posee sustancias glicosidicas

a Purificacion del latex: Paa fines de arisis, se procedd a

filtrar la muestra paraeparar sucias y astillas pegasfiel proceso

de extraccion de la Sangre de grado
3.2.2. Aislamiento del Alcaloide totl Taspinadel material vegetal:
Este procedimiento se aplicé tantarg la muestra procedente de la
cuenca del rio Nanay (Bajo); como para la muestra procedente de la

Cuenca del rio Napo (Alto)

1 Se tond 200 ml de ftex de sangre de grado que equivale a 50 gr

de muestra segase dillyé agregando®ml de agua.
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1 Se filtrd6 la muestrapasando por mallas de 80 Astpara
eliminar pequeés impurezas.
Seagre@ 10 ml de NHOH de 25% hasta lograr un pH 11.
Se colod la solucionen una pera de Decantacide 1 L.
Se agreg 250 ml. de CHG para completar una relacion
muestra- solvente 1:1 v/v para evitar la emulsificacignse
agitd fuertemente por 4 horas en forma espaciada.

1 Se dep en reposo haa que se separe la faderoformica de la
fase acuosa, este procedimiento seitefiveces.
Se junb la fase clorofémica.
Se concentra@renrota vapora presionreducida hasta 10 de su
volumen.
Se Filtrola solucionconcentrada.
Se de en reposo la soluan en la Campanextractora.

Se fornd un precipitado amarilikblanquecino

3.2.3. Cristalizacion:

Se LaV el precipitado con Dioxan(@ter corona)
Se Filtro, y en el papel filtro queda la Taspina y el filtrado es el
Dioxano con las impurezas.

1 Este lavado se repite variasces, hasta que se obtiene un polvo
blanco que es la taspina purificada

1  Se diluyo en cloroformo esta Taspina, se cal@at@evaporar
la parte cloroférmica.

1 Se dejo en reposo y se obtuvo un polvo blanco cristalino de
estructura monoclinica (forma dgujas).

(Ver Anexo N° 2 Dagrama del proceso experimental)
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3.2.4. Evaluacién del rendimiento

De la muestra procedente del rio Nanay (bajo):

U Con 200 ml de muestra procedente de la Cuenca del rio Nanay
(bajo), el rendimiento se evalu6é después que se condlyd
proceso de cristalizacion.
U Se pesd en balanza analitica OHAUS (Ver Imaddh y se
obtuvo el resultado siguiente:
U Peso de | a Taspina puro obtenida
U Peso del extracto seco en 200 ml

de Sangredegradé:é ¢ ¢ ¢ éééeééeéeé. . ... .50 gr.

llevadoasequedad é é ¢ ééé. . . ééééé. 200 ml

a) Rendimiento de Taspina sobre el peso seco del latex de Sangre
de grado.

Este se obtuvo llevando a sequedad 200 ml de latex de sangre de
grado en bafio de arena a 45°C por 3 dias cuandbotweo el latex

seco se pulverizo y peso, el cual se obtuvo 50 gr de latex seco que
representa el 25 % de extracto solido contenido en 200 ml de latex

puro de sangre de grado que representa 50 gr@ueramagenll)

% Rendimiento = Taspina aislada x 100
Peso seco del latex de Sangre de grado
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CALCULO:

% Rendimiento = 3.6 gr. x100
50 gr.

% Rendimiento= 7.2

De la muestra procedente del rio Napo (Alto):

U Setom6 200 ml de latex de Sangre de grado, se llevo a sequedad
en bafio de arena a 45 °C, para conocer qué cantidad de extracto
secorepresenta 200 ml de la muestra liquida, el proceso de
secado culmina cuando se obtuvo una sustancia sélida, se
pulverizo en motor, se pesé y se obtuvo 49.60Q\gT imagen
14)

U El procedimiento seguido para el célculo del rendimiento es el
mismo que se abarrollé para la muestra procedente del rio
Nanay (Bajo).

U Peso de | a Taspina puro obtenida

U Peso del extracto seco en 200 ml
de Sangre @ce&égraddéé €.6960qr. 4

U Volumen de Sangre de grado

rrrrr

|l l evado a sséeégeecdaedécéée 200 ml

% Rendimiento = Taspina aiada x 100
Peso seco del latex de Sangre de grado

CALCULO:

% Rendimiento=__ 3.2 gr. x 100
49.6 gr.

% Rendimiento= 6.45

76



3.2.5. Evaluacién de la Taspina sobre la base de 1 litro de latex de

Sangre de grado.
Muestra de la Cuenca del rio Nanay (Bajo).
Un litro de latex de Sangre de grado del rio Nanay (Bap)
equivalente a 250 gr de latex seco.
Side:
50 gr de latex sed@00ml) — 3.6 gr. de taspina de
250 grde latex seco (1000mi—> X

X= 18 gr. de Taspina

Muestra de la Cuenca del rio Napo (Att).

Si de:
49.6 gr. de ldte————— 3.2 gr. Taspina
250 gr de latex ——— X

X= 16 grde Taspina

77



3.2.6. ANALISIS QUIMICO CROMOGENICO DE LA
MUESTRA DE Croton lechlerii PROCEDENTE DE LA CUENCA
DEL RiO NANAY (BAJO).

U Método del reactivo de Dragendorff:

Previamente se prepar6 el reactivos disolviendo 8.0 gr. de B){NO
5H,0O (Nitrato de Bismuto pentahidratado) en 20 ml de HNO
(densidad 1.18 6sea al 30 %) y 27.2 gr. de Kl en 50 ml de agua se

juntaron ambas soluciones y lo aforamos en una fiola a 100 ml.

Se prepar6 la muestra de Sangre de grado procedente del rio Nanay
(Bajo), filtrando %2 ml. de latex, se diluy6 en 5 dd agua acidulado
(HCI 0.1 N).

Las gotas de esté preparado se puso sobre 6 agujeros de la placa de
Tagne y se aplic6 a cada muestra en las que se aplicé el reactivo,
donde dieron lugar a la formacion de un precipitado anaranjado

marron que indica la prescia de alcaloide.

U Meétodo del reactivo de Mayer.

Previamente se prepard el reactivo de Mayer del modo siguiente:
disolvié 1.36 gr. de HgGlen 60 ml de agua destilada y 5 gr. de Kl en
10 ml de agua. Se juntaron las 2 soluciones y se aforaron en wna fiol
a 100 ml. se preparé la muestra de sangre de grado siguiendo el
mismo procedimiento déMétodo del reactivo de Dragendorff), se
aplicé el reactivo de Mayer y aparecié un precipitado rojo oscuro, que

indica la presencia de alcaloide.
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U Método del reactivode Wagner.

Previamente se prepard el reactivo disolviendo 1.27 gr. de yodo
(resublimado) y 2 gr. de Kl en 20 ml de aglestilada, la solucion se
aforéa 100 ml en una fiola, agregando agua destilada.

Se preparé la muestra de Sangre de grado siguiendoiseho
procedimiento sefialado en (Método del reactivo de Dragendorff). Dio
un precipitado color marron floculento que indica la presencia de

alcaloide

3.2.6.1. Andlisis quimico Cromogénico de la muestra de latex de
Croton lechlerii procedente de la cuenca del rio Napo
(Alto)

Se realizaron las pruebas por el método de Dragendorff, Mayer y
Wagner, siguiendo el mismo procedimiento adoptado para el andlisis
de la muestra de latex de Croton lechlerii procedente de la Cuenca del

rio Nany (Bajo).Las tres pruebas dieron resultados positivos.

3.2.7. METODO DE AISLAMIENTO DE LA TASPINA DE Croton

lechlerii (SANGRE DE GRADO).

La extraccién se hizo en medio alcalino y se utilddométodo de

particion de fases dong®r diferencia de solubilidad entre un solvente

polardonde se halla el alcaloigeun solvente apolattonde el alcaloide

se separa cuando esto pasa al solvente ag@aomo6200 ml del latex

de Croton lechlerii, se filtro para eliminar impurezas, seragd 150 ml

de agualestilada y 40 ml de alcohaevolvio a filtrar, luego se basific

hasta pH 11 con amonia@ 35% (a 15 ml de amoniacadgitando el
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recipiente (Beaker) con una bagueta. Se ddmenuestra en una pera de
decantaciérde 1 litro y € agre@ 350 ml deCloroformo (CHCl) (Ver
imagen 7, se agib por 4 horasa intervalos de tiempgara que el
alcaloide pase a la fase cloroformicwer imagen 8 finalmente por
diferenciacion delensidadse separan dos fases: la fase acuogae es
la capa superioty la segunda&apa la fase la Cloroférmidq¥er imagen
9), capa inferiorse descart0 la fase acuosa y se tomo la fase cloroférmica
se filtra previamente, luego se concentrara en-vaper a presion
reducidahasta 1/7 de su volumgese filtr6 y el concentrado se degn
reposo en campana extractora para que cristalice el alcaldite
imagen10). El precipitado se lavcon dioxano y se obvo un polvo
blanco.Como paso alternativanevez de dioxano se disadvel polvo en
metanol calientese filtr6 y puso a refrigera, precipitando wn polvo
blancolevemente amarillgVer imagenl2). Se volvé a diluir el polvo
blanco en 100 mde cloroformo (CHCl), el filtrado se concen&r a
sequedad y se lawon dioxano haa cristalizar comaun polvo blanco
(Ver imagenl3).

3.2.8. PRUEBAS FISICOQUIMICAS:
3.2.8.1. Punto de fusion:
Se determiné el punto de fusibn en el aparato Naigdrod
modificado (Kisatom) del laboratorio de Organica de la FIQ, el

resultado fue el siguiente: los cristales se licuaron a 253°C idéntico al
p.f que sefiala la literatura para la Taspina fftha
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3.2.8.2. Cromatografia TLC:

Se tomouna placaKieselge 60 F254,cuyo espesor deadsorbentees

0.2 mm dimensionesle 5 x D cn Se aplicd2 nanolitros de las dos
muestras de estudio previamerdduidas, en cloroformo usando
pipeta de Pasteur a 2 cm arribel borde inferior (origen) en forma de
spots Cada spot tenia dos milimetros de diametro con una separacion
de 2 cm entre spot y spot pero a las misma altu@epad la camara
cromatografiantroduciendoel solvente de resolucidonstituido por

una mezcla de diclorometno (98:8ecorrié por 30minutos, se saco

la placa de la camara, se sec6é al medio ambiente njidié los
pardmetrospara determinar elalor hRf aplicando la ecuacion

siguiente:que consiste en lo siguiente:

hRf = Distancia recorridgorel soluto X 1009
Distancia recorridgor el solvente

Este método solo lo utilizamos con pdgfio analitico para determinar

el valor del Rf y observar si la taspina se halla en alto grado de pureza.

El procedimiento es el siguiente

El corrido de la placa dio los valores siguientes:
Frente del solvente: 16 cm.

Distancia del recorrido de solutog3pina): 8cm.

hRf = Distancia recorridaorel soluto X 100
Distancia recorridgor el solvente

hRf=_8 X 100=50cm
16
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Se observo que la distancia de recorrido de solutioléegicapara

ambas muestras, lo que evidencia que se trata de la misma sustancia

3.2.8.3. Determinacion del Peso Molecular por el Método de Rast

Este métodose utiliza cuando no se cuenta con un equipo de

espectrometria de masas.

Se tomo6 500 mg dB®-camphory se mezclé con 50 mg de taspina
aislada. Se procedié segun lo anotado en el Marco te@itdd4),

para obtener el resultado se aplico la formula:

M= 39.7 X eso de la taspingl000
T eso del Bcamphor

1 Punto de fusion déb-camphor= 176
{1 Punto de fusion de la mezcla decBmphor + Taspina= 165.246
DT= punto de fusion del @amphor Punto de fusion de la mezcla

de D-camphor + Taspina.

Pesade taspina 50 mg = 0.05 gr
Peso del Ecamphor = 0.05 gr.

DT= 1761 165.245 = 10.745

39.7 x0.05x1000

M= 10.745x 0.5
_ 1985

M="" 5377

M=  369.165
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Este valor comparado con el peso molecular de la taspina de 369.152
de la literaturd®®, mantiene un leve error que es despreciable y que se

calcula mediante la ecuacion siguiente:

%erra = (Peso moleculaexperimental de la taspiiiaPeso molecular de la taspina)
Peso molecular experimental

%error = (369.16% 369.152) x 100
369.165

%error = 0.013 x 100
369.165

%error = 3,52 x 10°

3.2.9. PRUEBAS ESPECTROSCOPICAS:

Para la identificacién de la estructura quimica se aplicaran las siguientes

pruebas:

3.2.9.1. Resonancia Magnética Nuclear de Protonds™:

Se realiz6 en el laboratorio de resonancia Magnética Nuclear de la
Pontificia Universidad Catdlica del Peru (PUCEima) en un
espectrometro Bruker AC 300 a 300.13 MHz.

Para correr el espectro se prepardé una solucion con 5 mg de la
muestra disuelta en 1 ml de cloroformo deuterado y se realizé un
total de 16 adquisiciones, utilizando un pulgo2d70 micosegundo y

un ancho espectral (& 6,024. 10Hz) de 20.07 ppm.
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La sefal residual del solvente (CQ)Chparecen alrededor de 7.26
ppm Yy los picos de interés se hallan en el rangd @1 ppm) (ver

anexos de espectros de RMNH

3.2.9.2.  Resonancia Magnética Nuclear d&C:

Para el espectro de-I3 se prepard una solucion de 20 mg que se
disolvio en cloroformo deuterado (CREI usando un cabezal de
75.47 MHz, se realiz6 un total de 20.600 adquisiciones utilizando un
pulso de 8.6nicrosegundos y un ancho espectral de 245.38 ppm (S
18,518.52 Hz).

En el espectro de RMN de-13 la sefial residual del solvente esta
centrada al (77.19 ppm) y las sefales de interés se hallan en el rango
d (160-30 ppm)
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3.3. MATERIALES, INSTRUMENTOS Y REACTIVOS DE
LABORATORIO

3.3.1. Materia vegetal
200 ml de Latex fresco da especie

V Croton lechlerii(Sangre de grado) procedente de San pablo de
Cuyana (Bajo Nanay).

V Croton lechlerii(Sangre de grado) procedenteS#mta Maria
del Rio Curaray (Alto Napo)

3.3.2.Materiales de vidrio y otros

- Vaso de precipitado.
- Embudo

- Luna de reloj.

- Bagueta

- Pipetas.

- Probetas.

- Tubos de ensayo.

- Bal6n Plano.

- Papel filtro.

- Pera de Separacion.

Cromatografia d8ilicagel F254.

- Camara de Cromatografia.

3.3.3. Materiales de metal
- Espatula.
- Pinzas.
- Soporte universal.
- Aros de soporte universal.

- Escobillade metal
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3.3.4.Equipos de Laboratorio:
- RotavapoBuchiR-3000Q
- Hot-plate
- Kisatom para p.f.
- Campana extractora.
- Balanza analitica.
- Equipo de Resonancia Magnética NucléBruker AC
300-PUCP)

3.3.5.Reactivos:
- Cloroformo (CHCY})
- Hidroxido de Amonio (NHOH)
- Agua Destilada. (kD)
- Dioxano (GHgO,).
- Alcohol etilico. (GHgO)
- Reactivo de Draggendorf
- Reactivo de Mayer.
- Reactivode Hager.
- Reactivo de Wagner
- IK.
- HgCh
- Nitrato de bismuto

3.3.6.Materiales de Bioseguridad
- Mandil.
- Guantes de goma

-  Mascara.
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CAPITULO IV




4.1. RESULTADOS
4.1.1. OBTENCION DE MATERIA PRIMA
El latex de Sangre de grad€rbton lechlerii) se recolecto de dos

Cuencasdistintas Nanay (Bajd y Napo (Alto) respectivamente,

mediante el método de tumba de arbol del cual se obtuvo 1 litro de latex,

del cual saislo la taspina

Imagen N° 1: Tumba del &rbol de Sangre d Imagen N° 2: Recoleccion del latex de
grado y aplicacion de las técnicas de cor Sangre de grado.
transversales.

4.1.1.1. Analisis quimico cromogénico de las muestras d€roton
lechlerii procedente de las cuenca del rio nanaipajo) y napo
(alto).

Cuadro N° 2- Tamizaje Fitoquimico del latex de Sangre de grado

(Croton lechlerii).

Cuenca del Nanay| Cuenca del Napo
(Bajo) (Alto)
Reactivo de Dragendorf +++ +++
Reactivo de Mayer +++ +++
Reactivo de Wagner +++ +++

Leyendai(+) poco, (++) Regular, (+++) Abundante
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4.1.2. Aislamiento del alcaloide:

Cuadro N2 3- Cantidad de Taspina aislada del latex de Sangre de

grado (Croton lechlerii).

Procedencia de| Cantidad de Cantidad de Cantidad de
latex latex (ml) latex seco (gr) taspina
aislada.
Cuenca del Nana| 1000 mi 250 gr. 18 gr
(Bajo
Cuenca del Napd 1000 ml. 248gr. 164r.
(Alto)

*En el presente cuadro se observa que de 1000 ml de la latex procedente de le
del Nanay (Bajo) se obtiene 18 gr de Taspinagesgibargo la muestra procedente de
Cuenca del Napo (Alto) se obtuvo 16 gr. Existiendo una diferencia de 2 gramos

rendimiento.

4.1.3. Rendimiento de Taspina.

Cuadro N° 4- Determinacion del rendimiento de taspina aislada de

las muestras deCroton lechlerii (Sangre de grado), procedentes de

las cuencas de los rios Nanay (Bajo) y Napo (Alto) respectivamente.

Procedencia de | Cantidad de Peso de late Peso de los % del
latex latex (ml) | como extracto| cristales de | rendimento de
seco (gr) taspina aisladg Taspina.
Cuenca del Nanay 200 ml. 50 gr. 3.6 gr. 7.2%
(Bajo
Cuenca del Napo| 200 ml. 49.6 gr. 3.2 qr. 6.45%
(Alto)
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Como se puede apreciar en el cuadro; la cantidad de taspina aislada en
200 ml de latex de Sangre de grado de la Cudatdlanay (Bajo) fue

de 3.6 gr mostrando un rendimiento de 7.2%, a diferencia de la Cuenca
del Napo (Alto) la cantidad de Taspina aislada en 200 ml de latex de

Sangre de grado fue de 3.2 gr con un rendimiento de 6.45%.
4.1.3.1. Pruebas Fisicoquimicas.
Cuadro N° 5- Resultados de las pruebas fisiequimicas de

la taspina aislada de las 2 muestras de r@on lechlerii

(Sangre de grado).

PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

p.f. p.f.
PESO MOLECULAR muestra de la | muestra de la Formay TLC
cuenca Nanay| cuenca Napo color de hRf
(Bajo) (Alto) cristales
Experimental | Literatura | Experimental | Experimental
369.165 369.152 253 253 Blanco 50
monoclinico

* En el CuadroN°5 las pruebas fisicoquimicas de Taspina de las dos

Cuencas, indican que los resultadddenidos en la parte experimental

concuerdan con los datos de la literatura.
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4.1.4. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS
ESPECTROMETRICAS:

La lectura del espectro de RMM' y de G13 de las dos muestras son
idénticag(Ver anexos 3, 4, 5, 6)

4.1.4.1. RMNH* (300 MHZ en CDCh)

Se puede observar un Singlete de 6 protones de los grupos metilos
equivalentes en posicion 1, con relacion al nitrégeno del grupo

etilamina en posicion 4 a un desplazamieh?o38 ppm.

Se observd un triplete de 2 protones del grupo carbeng) (&M
posicion 3 respecto al grupo dietilamina y en posicion 4 respecto a la

dilactona y una constante de acoplamiento J= 8.1 Hz

Se observé un triplete de dos protones correspondientes al grupo
CH2N (CHg)2 a 3.5 ppm y una cotente de acoplamiento a Ha.

Se observa urirgylete a 7.1%pm de un protén en posicidn 3.

Se observa un doblete a 7.31 ppm de un protén en posicion 9 y una

consante de acoplamiento J= 8.7 Hz.

Se observa un doblete a 8.21 ppm de un proton en posicién 10 y una
constante de aptamiento J= 8.7Hz

Esta lectura es valida por los espectros de la Taspina aislada de las dos

muestras de latex de sangre de grado.
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4.1.4.2. RMN C-13

Se observa 20 sendas que significa que la molécula de Taspina tiene

20 atomos de carbono no equivalentes.

Los desplazamientos de 33.2, 45.5 y 60.5 corresponden a los grupos
carbonos del grupo sustituyente en posicion 4, los valores 56.6 y 56.8

corresponden a los carbonos de lagpgs metilos en posicion 2 y 8.

A partir de los valores 111.7, 151.1, 151.4, 157.858.9 se puede
sefalar que estos valores corresponden a la estructura de los grupos
ceto y de los anillos bencénicos que son parte constitutiva de

estructura quimica.
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4.2.DISCUSION

El latexde sangre de grad€ioton lechlerii) procedente de las cuencas
de losriosNanay (bajo) y Napo (Altoespectivamentearianen relacion

con su contenido de alcaloidgaspina) aislado siguiendel mismo
procedimiento para su aislamiento y purificacién; pues mientrigses

de Sangre de gdo procedente del rio Nanay (Bajo) reporta un valor de
7.2% de rendimiento, dhtex de Sangre de grado procedente del rio
Napo (Alto) reporta un rendimiento de 6.45% existiendo una diferencia
significativa de rendimiento de 0.8 % que se puede visugfinato que

es evidente que lmencionadapor Vaisberg®®, el cual sefiala que la
variabilidad de rendimiento de un principio activo se debe a las
variaciones interespecificas que presenta la poogia del clima y de

las dirdmicas geomorfolégica dséndo.

Si tomamos como base de calculo un litro degBa de grado que
equivale a 248r de extracto seco para el latex del rio Napo (Alto), el
rendimiento seria el siguiente6 Jr de Taspinamientras que para un

litro de latex de Sangre de gragwocednte del rio Nanay (Bajo)
equivale a 250 gr de extracto seco se obtiene 18 gr de Taspina,
mostrando una diferencia de 2 gr de taspina en relacion a la produccion
de latex.

El gramo de taspina en el mercado Internacional se cotiza d6B@s
USA (segun http://www.alibaba.cop®®® 18 gr con este precio FOB
equivaldriaa 5,400 dolores USA, 16 gr equivale a 4,8@aresUSA
una diferencia de 6086laresUSA; quiere decir que maygananciase
obtuvieradel latex procedente deal Cuenca del rio Nanay (Bajogn

comparacion a lo mencionado por Meza E. que sostiene que la ganancia
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anual es de $420,800 USD, hoy en dia la ganancia anual seria de

$1;971,000 USD, existiendo una diferencia de $550,200 USD.

Esta evalacion del rendimiento permite establecer una ventaja
comparativa util para elegir Etexde Sangre de grado del Nanay (Bajo)
y para suyprocesamient@ escala industrial sin menospreciatégéx de

Sangre de gradarocedentalel rio Napo (alto).

El analisis fisicoquimico de la sustancia aislada nos permite confirmar
que se trata del alcaloide Taspina. El punto de fud®mi253° C es

similaral de la literatura3).

El valor de Rf 200 de TLC de 0.50 es un valadecuadgara valorar la

pureza él alcaloide

La prueba de RMNHy de G13 de espectros similares a los reportados
por la literatura (23 y 28) con lo que queda demostrado que la sustancia
aislada corresponde a la Taspina un derivado Benzopirandarayala

es GoHigOsN y segun lanomenclatura IUPE& se denomina -[2-
(dimetilamino) etil]-3,8-dimmetoxi [1]-Benzopirano [5,4,3ede] [1]

Benzopiranaéb,10-diona
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4.3.CONCLUSIONES

De la identificacion preliminar de alcaloide en las muestras de latex de
Sangre de grado procedentelde cuencas de los rios Nanay (Bajo) y
Napo (Alto) respectivamenteEl analisis quimico Cromogénico con
reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner confirma que ambas muestras

poseen alcaloides

De acuerda los objetivos yos resultados obtenidos létex de Sangre
de grado procedente de la Cuenca rielNanay (bajo) tienemayor
rendimiento de taspina .2%0) en relacioral latex de sangre de grado
procedente de la Cuenca del rio Napo (Alto) cugndimientoes de
6.45%

El factor devariabilidadpuede éner origen botanica referida al origen
geografico, evolucién de la planta que permite que la magnoflorina
precursorquimico de la taspina s&ansformecon mayor facilidad en
Taspina en la Cuenca d& Nanay (Bajo) que en la cuenca delNapo
(Alto).

Puede deberse al ciclo vegetatifecha enque predomina el periodo de
floracion que hace que disminuya el catabolismo del metabolito
secundario taspina, o factores detoemo es sabido que cuando e ri
Amazonas de la cuak tributario el rio Nanagsta en época de creciente

el rio Napo se halla en periodo de vaciante y viceversa
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4.4. RECOMENDACIONES

Seguir investigando los motivos de la variabilidad al contenido de taspina
del latexde Sangre de grad€ioton lechlerii) proedentes de estas dos
Cuencas: rio Nanay (Bajo) yoriNapo (alto)respectivamenteademas
tener en cuenta el estudio de suela 3onamas promisorigpara mejoras

filogenéticas de esta especie.

Realizar proyectos de desarrollo agroforestal con entidades
gubernamentales para raejoramiento socioecondémico de los poblados

de la Cuenca del Nanay (Bajo).

Derivatizar laTaspinaa clorhidrato de taspina para que sea un alcaloide

hidrosoluble
Realizar la cosecha teniendo en cuenta los modelos de manejo que
utilizan los campesinadsles como: hora de cosecha, diametro del arbol,

follaje, angulo de corte, precipitacion y fase lunar.

Realizar estudios de latex de Sangre de grado considerando otros

parametros como edad, época de extraccion, caracteristicas de suelo, etc.

La cosecha pede empezar a partir del séptimo afio, cuando tiene de 30

cm. de diametro a la altura del pecho.

Realizar un estudio de prefactibilidad técremmnomico a fin de

determinar el potencial da especie con fines industriales.
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El latex de & sangre deyrado del preente estudio tiene condiciones
Optimas para replicarse ermplantaciones forestales con fines

farmacéuticos

Realizar ensayos cuantitativos y citotoxicos de otros alcaloides presentes

en el latex de Sangre de grado con fines industriales.
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Anexo N° 1. Constancia del Herbarium Amazonense de la UNAEIRNA.

Herbarium Amazonense - AMAZ
Centro de Investigacion de
Recursos Naturales

CONSTANCIA N2 55

EL COORDINADOR DEL HERBARIUM AMAZONENSE, AMAZ-CIRNA, DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE LA AMAZONIA PERUANA

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdanica presentada por los Bachilleres: LINDBERGH ARBILDO TELLO
y JORGE EDUARDO, PEREZ MACEDO; de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana; son parte de la tesis titulada:
"RENDIMIENTO DE TASPINA AISLADA DE 2 MUESTRAS DE Croton lechleri (SANGRE
DE GRADO) DE LAS CUENCAS DEL BAJO NANAY Y ALTO NAPO RESPECTIVAMENTE”.
La cual fue verificado e identificado en este Herbarium Amazonense- AMAZ, CIRNA-

UNAP, que a continuacion se indican:

Familia Nombre Cientifico Nombre Vulgar

EUPHORBIACEAE Croton lechleri Miill. Arg. “sangre de grado”

Se expide la presente constancia al interesado para los fines que se estime

conveniente.

lquitos, 17 de Octubre del 2014

Atentamente,
Bigo. RICHARD|HU.
Coordinador,

Direccién: Pevas/Nanay - Iquitos, Perd Centro de | ion de

,
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Anexo N° 2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DEL RENDIMIENTO DE TASPINA AISLADA DE 2 MUESTRAS DE
Croton lechlerii (SANGRE DE GRADO) DE LAS CUENCAS DEL BAJO NANAY Y ALTO NAPO RESPECTIVAMENTE.

NH4OH (BASIFICAR A pH 11)

ETANOL— Ii H.O — CHCI3
AGITACION

POR 4 HORAS

A 4

FASE ACUOSA

LA MUESTRA TASPINA S

RECOLECCION DE |, > PREPARACION DE |{ | AISLAMIENTO DE §, | SEPARACION I—> (DESECHADA)
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CHCly DEL VOLUMEN
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