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RESUMEN

El género Croton, perteneciente a la familia Euphorbiaceae, ha sido materia de
estudios fisicoquimicos y biolégicos, por sus aplicaciones etnobotanicas. El alcaloide
taspina contenida en este género tiene un amplio abanico de propiedades como
cicatrizante, antihemorragico, contra quemaduras, antiangiogeno, anti leucémico y
antibacteriana. El objetivo del trabajo fue caracterizar el alcaloide taspina, aislar del
extracto acuoso de la corteza de Croton cuneatus recolectado en la comunidad de
Manacamiri, provincia de Maynas, Loreto, Peru. Para extraer el alcaloide se uso
etanol y cloroformo y la caracterizacion por métodos fisicoquimicos vy
espectrofotométricos. Se extrajo 2,432 g de taspina, cuyo rendimiento fue de 0,23%;
el punto de fusion fue de 252,88°C, rotacion optica +7,6; el peso molecular fue de
369,71 g/mol. Los valores de Rf en diclorometano-metanol (20:1) fue 0,7; en
cloroformo-dietilamina (18:2) 0,5 y en cloroformo-acetona (18:9) 0,15. Las longitudes
de onda méaxima (Amax) fueron los siguientes: 246, 285, 297, 330, 346
respectivamente. El resultado obtenido de la especie en estudio coincide plenamente
con los valores de la taspina patron aislada de Croton lechlerii (sangre de grado). En
conclusién, los datos obtenidos son prometedores y que la especie botanica C.

cuneatus seria una fuente importante para aislar taspina con propésitos medicinales.

Palabras claves. Caracterizacion Fisicoquimica, Cromatografica capa fina, taspina,

Croton cuneatus, alcaloide, espectrometro.



ABSTRACT

The Croton genus, belonging to the Euphorbiaceae family, has been the subject of
physicochemical and biological studies, due to its ethnobotanical applications. The
taspine alkaloid contained in this genus has a wide range of properties such as
healing, antihemorrhagic, burns, antiangiogenic, antileukemic and antibacterial. The
objective of the work was to characterize the taspine alkaloid isolate from the
agueous extract of the bark of Croton cuneatus collected in the community of
Manacamiri, province of Maynas, Loreto, Peru. To extract the alkaloid, ethanol and
chloroform and characterization by physicochemical and spectrophotometric methods
were used. 2.432 g of tapin were extracted, whose yield was 0.23%; melting point
was 252.88°C, optical rotation +7.6; the molecular weight was 369.71 g/mol. Rf
values in dichloromethane-methanol (20:1) was 0.7; in chloroform-diethylamine (18:2)
0.5 and in chloroform-acetone (18:9) 0.15. The maximum wavelengths (Amax) were the
following: 246, 285, 297, 330, 346 respectively. The result obtained from the species
under study fully coincides with the values of the standard Taspina isolated from
Croton lechlerii (sangre de grado). In conclusion, the data obtained are promising and
that the botanical species C. cuneatus would be an important source to isolate

taspine for medicinal purposes.

Keywords. Physicochemical characterization, thin layer chromatography, taspin,
Croton cuneatus, alkaloid, spectrometer.



INTRODUCCION

La gama de especies vegetales de la familia Euforbiaceae en la Amazonia de notoria
importancia, van desde plantas alimenticias como Manihot utilissima (yuca) hasta
toxicas como Hurta crepitans (catahua), ademas esta presente el género Croton,
algunos con contenido de aceites esenciales como Croton cajucara y otras que
poseen un alcaloide dilactonico conocido como Taspina de gran actividad biologica
por su propiedad antiinflamatoria, anticancerigena (antileucémicas), antiangiogeénica,

antifingica, antibacteriana y antiulcerosa (Ulcera gastrica)(1-3).

Taspina, se ha encontrado en la resina exudada de sangre de grado de solo tres
especies del género Croton: en Croton lechlerii, Croton draconoides y en Croton
palanostigma (1,4), a pesar que veinte especies de este género reconocidos en la
Amazonia son fuente de sangre de grado o sangre de drago (5). Sin embargo, la
especie C. cuneatus no estd considerado como fuente de latex exudado de sangre

de grado y mucho menos con contenido de taspina.

C. cuneatus klotzch es una especie de Croton existente en la amazonia peruana que
posee hojas que cuando caducan se tornan rojizos y caen, tiene (laticiferas) que
producen zumo y granos de polen con muchas aberturas poliporate semejantes a C.
lechlerii y C. palanostigma, basado a estas caracteristicas morfolégicas similares se
afirma que estas especies se relacionan filogenéticamente y guardan un vinculo
comun de parentesco (5). En la actualidad a C. cuneatus no se le concede ninguna

utilidad desde el punto de vista quimico, por lo que es necesario abordar su estudio.

Primero se realiz6 un analisis preliminar de la existencia de la molécula Taspina un
alcaloide dilactonico, para lo cual se tomo el exudado de la planta y se hizo una
prueba para alcaloides utilizando los reactivos de Dragendorff, Mayer, Wagner, cuyas

pruebas dio reaccion positiva (6).



En base a las pruebas preliminares realizadas, en el presente estudio se procedio a
su aislamiento, purificacion y se caracteriz6 mediante la determinacion de sus
parametros fisicoquimicos y por cromatografia de capa fina (Thin Layer

Chromatography, TLC).



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Pona et al. (2019), en el articulo de revisién “Review of future insights of Dragon's
Blood in dermatology” resalta los aspectos importantes de los estudios realizados
hasta la actualidad de la sangre de grado de C. lechlerii, para lo cual usé la
bdsqueda de base de datos en PubMed con la palabra clave "Sangre de dragén" y
"Croton lechlerii". Esta investigacion resalta que la sangre de grado es una planta
medicinal amazodnica cuyos estudios clinicos incluyen propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes, antimicrobianas, antifungicas y antineoplasicas. Ademas, refleja
actividad cicatrizante de heridas y propiedad antiviral. Por otro lado, los andlisis
fitoquimicos identificaron proantocianidinas, fenoles, flavonoles, diterpenos, aceites
esenciales, alcaloide, esteroides, catequina, epicatequina, galocatequina Yy
epigalocatequina que constituyen el 90% del peso seco de sangre de grado. Los
autores concluyen que el aumento de la investigacién en plantas medicinales ofrece

informacion para futuras opciones terapéuticas en dermatologia (7).

Obando Barrera et al. (2015), en la tesis “Estudio de los alcaloides de Croton
draconoides “sangre de grado”, su actividad cicatrizante y el diseno de una forma
farmacéutica” trabajé con el latex de C. draconoides, de muestra recolectada en la
localidad de Dos de Mayo distrito de Yarinacocha, Ucayali. El experimento lo realiz
en tres etapas: obtencion del latex, caracterizacion vy liofilizacion e incorporacion y
evaluacion de la actividad cicatrizante de la forma farmacéutica. Determind que la
actividad cicatrizante fue después de 96 horas de iniciado el tratamiento con una
crema formulada al 1,5%. El autor concluye que el latex de C. draconoides,

incorporado en una forma farmaceéutica (crema), posee actividad cicatrizante (8).

Montopoli et al. (2012), en su articulo “Croton lechlerii sap and isolated alkaloid
taspine exhibit inhibition against human melanoma SK23 and colon cancer HT29 cell
lines” senala que investigaron los efectos de la savia de C. lechlerii y la taspina en

comparacion con el taxol y la vinblastina en el crecimiento de lineas celulares de
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cancer humano de SK23 (melanoma), LoVo y HT29 (cancer colorrectal), con
muestras que fue recolectado en la provincia de Napo, Ecuador. Para las pruebas
usaron los ensayos de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio de bromuro (MTT)
y azul de tripano. Ademas, la taspina fue identificado por Cromatografia liquida de
alta presion con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) y por resonancia
magnética nuclear de hidrégeno (1H-NMR). El resultado de los ensayos mostré que
la savia y la taspina inhibieron la proliferacion de células cancerosas, pero la taspina
mostré mayor actividad en las células SK23. Los autores concluyen que los datos
que obtuvieron respaldan el uso de la savia como anticancerigeno en la

etnomedicina y la taspina como posible agente anticancerigeno (9).

Tamariz et al. (2003), en su articulo “Actividad antibacteriana de la sangre de grado
(Croton lechlerii) frente al Helicobacter pylori’, sefiala que realizaron ensayos de
actividad antibacterial con sangre de grado frente a Helicobacter pylori. Encontraron
que la sangre de grado inhibi6é el crecimiento de H. pylori a concentraciones altas,
también determinaron el efecto bactericida y la capacidad curativa frente a Ulceras

géstricas (10).

Ross et al. (1998), en su articulo “Total synthesis of Taspine”, sefala el proceso de
sintesis de Taspina a partir de magnoflorina siguiendo los procedimientos realizados
por Shamma Maurice et al, a través de este proceso de sintesis se obtuvo 9,6% de

rendimiento general (11).

Pieters et al. (1998), en su libro “La sangre de grado una droga tradicional de
Sudamérica constituyentes bioldgicamente activos”, sefiala que la Taspina fue
aislado a partir de sangre de grado por fraccionamiento usando varios solventes, en
cada fraccion la Taspina fue asilada parcialmente e identificado, luego fueron

reunidos en una sola fraccion (12).

Marcano et al. (1991), en su libro “Fitoquimica Organica”; menciona que usando
anhidrido acético seguido de ozondlisis y la reaccion con 6xido de plata y acido



clorhidrico mas una base, la magnoflorina se convierte en Taspina por apertura del

anillo piperidinico de la isoquinoleina (13).

Vaisberg et al. (1989), en el articulo “Taspine in the cicatrizant principle in sangre of
grado extracted from Croton lechlerii”, realiz6 un ensayo para comprobar la actividad
cicatrizante de taspina empleando ratas. Procedieron a rasurar el cuerpo de las ratas
luego hicieron incisiones y aplicaron sangre de grado sobre los cortes, observaron
que la taspina tuvo una actividad fibroblastica en la formacién de la sustancia
intercelular del tejido conjuntivo, ademas observaron que la actividad es mayor

cuando se halla como clorhidrato (1).

Mustiga et al. (1982), en su tesis “Aislamiento y caracterizacion del alcaloide
Taspina del latex de Croton lechlerii (sangre de grado)”, trabajé con exudado de
sangre de grado, para aislar usé solventes de diferentes polaridades y caracterizé
mediante la elucidaciébn de su estructura quimica por espectrometria ultravioleta
visible (UV), Espectroscopia infrarroja (IR), Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de hidrogeno (HRMN), Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
carbono (CRMN) y Espectrometria de masas (EM). Obtuvo un rendimiento de 0,67%

sobre el peso de la muestra utilizada (14).

Shamma y Moniot et al. (1971), en su articulo “A biogenetically patterned
conversion of magnoflorina in taspina”, sefiala el proceso de sintesis para obtener la
Taspina mediante la apertura del anillo piperidinico de la sustancia aporfinica

magnoflorina (15).

Soukup et al. (1970), sefiala en su libro “Vocabulario de los nhombres vulgares de la
flora peruana y Catalogo de los géneros”, que en el Peru el género Croton posee 20
especies y son las siguientes: C. adipatus (callushina) de selva alta, C. baillonanus
M. Arg (cabra-cabra), C. calliacarpaelolius Vahl (palo blanco), C. colinus HBK
(quimsa callapa), C. draconoides M. Arg (sangre de grado), C. erythrochilus M. Arg

(sangre de grado), C. flavispicatus Rusby (chivo mashan), C. huitotorum Croizat



(bagovo-eq), C. heliotropiifolium (tango chia), C. lechlerii M. Arg (sangre de grado), C.
nitidifolius Croizat (cabra-cabra), C. perlongiflorus Croizot (Jaratu), C. pilgeriule
(supayerivequiro), C. rehderianus Croizot (moco moco), C. ruizianus M. Arg (upalu),
C. sampatik M. Arg (sampatik), C. trinitatis M. Arg (sinchi pichana), C. sp. (lino callo),

C. palanostigma Klotzch (shamboquiro), C. cuneatus Klotzch (pumasacha) (5).

1.2. Bases teoricas

1.2.1. Especie en estudio Croton cuneatus Klotzch

A. ldentificacién taxonémica

La planta fue identificada por el especialista del Herbarium Amazonense CIRNA-
UNAP.

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Subclase : Magnoliopsida

Orden : Malpighales

Familia : Euphorbiaceae
Subfamilia : Crotonoidieae

Tribu : Crotoneae

Género : Croton

Especie : Croton cuneatus Klotzch
Nombre vulgar . pumasacha, pumacaspi

B. Descripcion Botanica

C. cuneatus es un arbol monoico no mayor a 18 m de alto; hojas alternas elipticas
con 4&pice acuminado, margen generalmente entero con coléteres; estipulas
subuladas con indumento lepidoto; glandulas acropeciolares subsésiles en lado
abaxial; indumento esparcido con tricomas dentados-lepidotos en lado adaxial;
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indumento abundante con tricomas lepidotos—subenteros en lado abaxial; sépalos
valvados; sépalos de flores estaminadas lanceolados-ovados; 12-16 estambres;
sépalos de flores pistiladas ovados con apice redondeado; estilos libres bifidos;
caruncula ausente, modificacion en arilo cubriendo todo el lado ventral de semilla.
Tricomas lepidotos en cara abaxial, tricomas lepidotos en cara adaxial, presencia de
nectarios en el margen de la rodeados por circulos, flores estaminadas, estipulas
seflaladas por flecha, glandulas acropeciolares sefialadas por flechas, flores
pistiladas, infrutescencia, semillas eucarunculadas con arilos cubriendo toda la cara
ventral (16).

C. Distribucién geografica

En bosques primarios o secundarios estacionalmente inundados (bajial o
tahuampas), bosque himedo tropical en llanura aluvial inundable. Distribuida a lo
largo de la selva tropical de Perd, entre los 90—-300 msm. También distribuida en los

paises de Bolivia, Brasil, Ecuador, Guyana Francesa, Surinam y Venezuela (16).

D. Usos

Se usa como madera redonda para la construccion de viviendas rasticas, rara vez se
recoge el latex como sustituto de sangre de grado. Corteza usada para disenteria,

latex usado para llagas (16).

1.2.2. Taspina

Taspina ocupa una posicién Unica en la linea de la quimica de los alcaloides
encontrado en Leontice eversmanii Bunge (Berberidaceae), es una base terciaria
dilacténica de alto punto de fusiébn (15). La biosintesis de este alcaloide es
interesante, probablemente porque procede de la formacion de un nucleo aporfinico
a partir de la bencilisoquinolina, a través de un camino de acoplamiento carbono-
carbono (C-C) el cual tiene lugar por intermediarios espiro-quinoide, para ello los
atomos de oxigeno son donados por grupos OH y metoxilo, en posiciones
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conjugadas al sitio de unién mediante la via de acoplamiento C-orto-C-orto o C-orto-
C-para, a través del cual la bencilisoquinolina pasa directamente a aporfina, esta
reaccion metabdlica es denominada tercera via en la biotransformacion de la

magnoflorina en Taspina utilizado por Shamma para sintetizar Taspina (15).

Como alcaloide dilactonico derivado de la benciltetrahidroisoquinoleina de estructura
aporfinica, tiene un esqueleto sencillo formada por grupos fendlicos y lactonicos que
posee 2 grupos metoxilos en posiciones 2y 8 (13).

Entre los alcaloides la Taspina se caracteriza como un pseudoalcaloide porque
posee un nitrégeno fuera de las estructuras ciclicas dilactonicas. Ademas, posee un
sustituyente etilamina dimetilo en posicion 4 en el anillo dilactonico, pero no ha sido
biosintetizado mediante el anabolismo de los aminoacidos arométicos fenilalanina o

tirosina como suele ser la via metabdlica para formar todos los alcaloides (15).

Se ha postulado que la biogénesis de este alcaloide probablemente procede a través
de la eliminacién de Hofmann, catalizada por enzimas de la aporfina cuaternaria,
donde la magnoflorina pasa a magnoflorina metino por oxidacion del doble enlace en

posicion 9, 10, seguido por lactonizacién hasta llegar a Taspina (15).
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Figura 1. Mecanismo de Formacién de la Taspina a partir de Magnoflorina (7)

A. Actividad biolégica de la Taspina

La sangre de grado es una de las renombradas medicinas tradicionales usados en
diferentes culturas del mundo, tiene muchos usos terapéuticos. Cicatrizante de
heridas, hemostatico, antidiarreico, antitlcera, antimicrobial, antiviral, antitumoral,
antiinflamatorio y antioxidante (2,3).

Actividad antioxidante

A dosis de 100 microgramos/ml el latex de sangre de grado tiene actividad

antioxidante por la presencia de flavonoides y proantocianinas (10).
Actividad antiinflamatoria.

Risco determin6 que el latex y el clorhidrato de Taspina tiene actividad

antiinflamatoria (17). Ademas, el tratamiento a una inflacion aguda inducida por



carragenina con sangre de grado administrado intraperitonealmente a ratas a una
dosis de 5 mg/kg equivalente a 20 mg/kg de Naproxeno mostré buena actividad

antiinflamatoria (1).

Actividad cicatrizante

El clorhidrato de Taspina tiene mayor actividad cicatrizante que el latex de sangre de
grado, la actividad cicatrizante se debe al mecanismo de accion que estimula la
migracion de fibroblastos (1), formando sustancias intracelulares del tejido conjuntivo
gue cumple el papel de sustancia comutante.

Actividad anticancerigena

La sangre de grado extraido de C. lechlerii probada contra cepas de carcinoma de
células de colon humano y carcinoma hepatocelular humano (HepG2) mostré
eficacia anticancerigena. Ademas, las especies del género Croton pueden ser fuente
importante de compuestos con efectos antitumorales y demostraron toxicidad aguda
moderada en células del cancer del cuello uterino (HelLa), también es
genotoxicamente segura con interesantes propiedades protectoras frente a la
mutagenicidad (18,19).

1.2.3. Aislamiento de Alcaloides

La extraccion de Taspina varia segun la magnitud y finalidad de la operacion, asi

como de la materia prima utilizada (20).

Medio Alcalino

Al extracto obtenido de un 6rgano vegetal se agrega una solucién alcalina que puede
ser de bicarbonato de sodio, hidréxido de amonio que desplaza los alcaloides de sus
combinaciones salinas, de esta mezcla las bases son extraidas con un solvente
organico de baja polaridad, cloroformo, diclorometano, éter dietilico. Cuando se tiene
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gue extraer alcaloides que poseen una funcion éster muy labil, en vez de amoniaco

es preferible usar bicarbonato de sodio.

Medio acido

La droga puede extraerse con una solucién acuosa acida. Ademas, se puede utilizar
soluciones alcohdlicas o hidroalcohdlicas acidas (ejemplo: acido tartarico), en este
caso se concentra el extracto liquido por destilacion al vacio en rotavapor para
eliminar el alcohol, pero en ambos casos se obtienen soluciones acuosas de sales de
alcaloides y estas soluciones se alcalinizan luego las bases se extrae con un
disolvente organico no miscible. También existe la posibilidad de fijar los alcaloides
sobre resinas de intercambio idnico después eluir con acidos fuertes, ademas el
alcaloide se puede precipitar bajo la forma de Yodo-Mercuriatos, luego usando
reactivo de Mayer separar del mercurio.

Medio acido y solvente organico

Los alcaloides pueden extraerse usando soluciones &cidas y disolventes organicos

como se muestra en la figura 2 y 3 (21).

11



Método de Extraccion Acido

!

v

Extraccion repetida de la
planta fresca y absorcion
en columnade
intercambio i6nico

1

Elusion con MeOHy
Amoniaco

y

Eliminacién del
disolvente

v

Percolacion de la planta
seca con acido diluido o
extraccion en caliente

!

\4

Concentracidn y alcalinizacion

Arrastre con vapor

A

Extracion del destilado

A 4

Redaccion de Neoxidos
con polvo de 2 en medio
acido

Extraccion con
disolventes

A4

Eliminacién del
disolvente

Alcalinizacidn extracion
con disolvente

ALCALOIDES CRUDOS

Figura 2. Diagrama de Extraccion Acida (14)

Método de Extraccion con Disolventes Organicos

'

Extraccidn de la planta
con disolvente

Extraccidon con mezcla

disolvente-agua

Adicion de base y
extraccion con

disolventes

v

Separacion de acidos y
bases, recuperacion de
sustancias neutras

Separacion de
disolvente y
recuperacion de bases

Evaporacion hasta pasta
acidulacion y extraccion
de lipidos con E.P.

v

Alcalinizaciony
extraccion con
disolventes
Eliminacion del
disolventes

i

ALCALOIDE CRUDO

Figura 3. Diagrama de Extraccion con Disolventes Organicos (14).

12



Otro método de aislamiento es usando TLC para alcaloides apomorficos vy
proapomorficos. Taspina es un alcaloide derivado de las aporfinas en los que se
utiliza silice gel GF2s4 y como solventes de resolucion benceno-tetrahidrofurano
(80:20) corriendo GOMIN; benceno-n-propanol (80:20) corriendo 30 minutos (22).

1.2.4. Métodos fisicoquimicos utilizados en la caracterizacion de Taspina

Son los métodos que se emplearon para la identificacion de la Taspina de acuerdo
con su estructura, presencia de grupos funcionales y especificaciones propias de la
molécula. La identificacion consiste en lograr la informacion necesaria en base a las
propiedades fisicoquimicas de taspina pura, tales como: punto de fusion, rotacion
Optica, determinacion del peso molecular por el método de Rast basado en la
depresion del punto de fusion del D-camphor ocasionado por la presencia de la
muestra problema con la que se trabaja.

El valor Rf en TLC con un solvente o mezclas de solventes corridas sobre una placa
cromatografica cuya fase estacionaria es silica gel puede ser utilizado para asignar la
identidad del compuesto frente a otro que se tiene como patrén o marcador auténtico
0 con los valores que sefala la literatura, si corre a un mismo valor de Rf es que se

trata de dos sustancias idénticas.

Punto de fusién

En un analito sélido el punto de fusion sefiala el intervalo de temperatura en que la
sustancia pasa del estado solido al estado liquido, propiedad que es singular en cada
sustancia, por eso se utiliza como método de identificacion de un compuesto aislado
en estado de alta pureza, se usa el aparato de Thiele, Fisher Johns o FISATOM
431D (6).
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Rotacion Gptica

La rotacion Optica es caracteristica de moléculas 6pticamente activas con un angulo
de giro hacia la derecha (dextroégira), segun la teoria ondulatoria, la luz se propaga a
través de ondas caracterizados por su longitud en un plano de vibracion y conseguir
qgue las ondas de luz vibren en planos paralelos, a esto se llama luz polarizada, uno
de los métodos para producir luz polarizada es mediante el prisma de Nicol, que se
prepara cortando en dos trozos un cristal de calcita (mineral formado por carbonato
de calcio clase 05 segun la clasificacion de Strunz), luego se une de nuevo por su
superficie plana para que la luz pueda pasar a través de los planos de vibracion
paralelos; con este dispositivo se mide la actividad 6ptica de las moléculas en las que
es imposible una orientacion completamente al azar. Cuando se hace pasar la luz
polarizada a moléculas que poseen uno o mas atomos de carbono asimétricos, el
plano de vibracion experimentard una rotacion global bien en el sentido de las agujas
del reloj (hacia la derecha) o en el sentido contrario (hacia la izquierda), si la rotaciéon
es en el sentido de las agujas del reloj se dice que la sustancia es dextrogira y si es

contrario a ello se dice que es levogira.

La actividad Optica de una sustancia en disolucion se expresa como rotacion

especifica y se define como:

100 .«
A.c

[a]} =
Donde:
a = angulo de rotacion observado

A= longitud de la columna en decimetros

C = concentracion del soluto 6pticamente activo en gramos/100 ml de disolucion.

El superindice “t” indica la temperatura y el subindice “A” la longitud de onda de la luz

utilizada.
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Determinacion del peso molecular por el método de Rast

El método de Rast, se utiliza para calcular el peso molecular de una sustancia
desconocida, pero también en analisis comparativo para ver si una molécula es
semejante al que se hallé en una especie del mismo género dado a su relacion
filogenética en las que pueden estar presentes los mismos analitos. La sustancia a
identificar se pulveriza, se afiade D-Camphor y se determina su punto de fusion de la
mezcla por el método de Thiele, para medir la temperatura se usa un termémetro
graduado con un rango hasta 400°C, se toma el valor del punto de fusion del D—
Camphor original. La diferencia entre estos dos puntos de fusién es la depresion del

punto de fusion del D—Camphor por la sustancia desconocida y se representa por AT
(6).

El peso molecular se calcula con la siguiente formula: M = %
Donde:

p = peso del compuesto desconocido

P = peso del D-Camphor

AT= depresion en el punto de fusion del D—Camphor

K = 39,7 depresion molar del D—Camphor

Densidad

Se utiliza un picnémetro, se pesa el picndmetro vacio, luego se llena de agua y se
pesa nuevamente, la diferencia de estos pesos es el peso del agua, se utiliza la
densidad del agua a la temperatura de trabajo con el que se halla el volumen del
agua que a su vez es el volumen del picnémetro. Se realiza el mismo procedimiento
para hallar la densidad de la sustancia desconocida, pero en este caso solo se
procede a sacar el peso de la sustancia, porque ya se tiene el volumen del

picnémetro, luego se calcula la densidad correspondiente utilizando la siguiente

formula.
peso
s
volumen
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La densidad determinada es un pardmetro util para calcular el rendimiento del
componente obtenido en base al peso de la materia prima, donde se halla en su

estado natural.

1.2.5. Caracterizacion por espectrometria ultravioleta visible

En una molécula el espectro ultravioleta se determina si se produce una excitacion
electronica de ésta con luz radiante. Desde el punto de vista quimico los espectros
en la region ultravioleta de una molécula disuelta en un solvente sefialan la presencia

de insaturaciones que posee la molécula que absorbe la energia, los denominados
dienos conjugados que contienen electrones Tt que tienen respuestas cromorficas en

la regidn del UV lejano, debido a las transiciones n-nt (6,23).

La molécula de Taspina tiene insaturaciones conjugadas de dobles enlaces de los
grupos bencénicos que equivalen a 3 pares de cromoforos etilénicos que interactian
con los grupos ceto de las pironas y éstas con los electrones de la dilactona. El
espectro de Taspina en solucion de cloroformo produce un pico de alta intensidad a
255 nm y otros de menor intensidad a longitudes de onda de 292, 303, 339 y 357 nm
respectivamente, cuando el disolvente es etanol los picos seran de 246, 285, 297sh,
330y 346 nm (14,23).

1.2.6. Andlisis por cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina es una técnica que utiliza una placa recubierta con un
absorbente conocido como soporte (silicagel) que se sumerge verticalmente en
solvente fase movil (eluyente) que se halla en la cromatocabina. La fase estacionaria
es la capa uniforme del adsorbente donde se coloca la muestra que se halla adherido
sobre la placa de vidrio, aluminio o plastico conocido como soporte.

Los adsorbentes mas usados en la cromatografia de capa fina son: Silca gel utilizado
en el 80% de separaciones, O0xido de aluminio o alimina (acida, neutra o basica),

tierra silicea o Kieselguhr, celulosa (nativa o cristalina) y poliaminas.
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El cromatofolio o placa cromatografica preparada con la aplicacién del soluto que se
quiere separar, se introduce a la camara en posicion vertical o inclinada préxima a la
pared de la camara, el movimiento del solvente arrastrando el soluto se produce por
capilaridad. La cromatografia TLC puede separar muestras de iones inorganicas,
moléculas orgénicas y compuestos biorganicos: lipidos, aminoacidos, nucleétidos,

alcaloides, azucares, flavonoides, etc.

TLC es uno de los métodos mas ampliamente usados para el andlisis quimico
cualitativo, a través del cual es posible identificar sustancias o compuestos de un
conjunto de ellos que se encuentran en una solucién, separandolos usando un
solvente que se desplaza a lo largo de la fase estacionaria. Después que se ha
corrido una placa se usa el revelador UV, la presencia de un compuesto activo en el
UV evita que el indicador absorba la luz de la zona en la que se encuentra el
producto y el resultado es la visualizacién de unas manchas en la placa que indica la
presencia de un compuesto. Generalmente se usa yodo como reactivo revelador el
cual forma complejos coloreados con los componentes organicos con manchas de

tonos amarillo a marrén que hay que sefialar para que no desaparezca con el tiempo.

El Rf o factor de retencién mide la distancia recorrida por cada analito impulsado por
el solvente o mezclas de solventes. Las distancias se miden desde la linea de
siembra de la muestra hasta el lugar donde lleg6 cada analito que se ha separado de
la muestra y en el caso de la fase mévil, desde la linea de siembra o aplicacién hasta

el frente donde lleg6 la fase movil, se calcula mediante la relacion siguiente:

Distancia de recorrida del analito (cm)

Rf =

distancia recorrida por el solvente (cm)

En base a valores conocidas de Rf de los analitos corridas con diferentes solventes y
en silicagel GF2s4 es posible determinar el valor del factor de retencion que

corresponde a la muestra de estudio corrido en varios reactivos.
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1.3. Definicién de términos

Aislamiento: Método que se aplica para separar un compuesto del material vegetal
que permitira su purificacion e identificacion. Existen muchas técnicas de
aislamientos dependiendo de la materia prima con que se trabaja, se utilizan fluidos
supercriticos, cromatografia de columna, TLC, particion de fases, sublimacion,

destilacion, centrifugacion, etc.

Alcaloide. Son metabolitos secundarios sintetizado por las plantas, generalmente, a
partir de aminoacidos denominados alcaloides verdaderos, pero también son
sintetizados por otros precursores que no son aminodacidos las que se denominan
pseudoalcaloides. Todos ellos de caracter basico excepto colchicina. Poseen accion
fisiologica intensa en los animales y humanos aun a bajas dosis con efectos
psicoactivos, por lo que son muy usados en medicina para tratar problemas en la

mente y calmar el dolor.

Sangre de grado. También denominado sangre de drago o sangre de dragon;
proviene de un arbol de la Amazonia peruana que al hacer incisiones en la corteza
desprende un liquido rojo, se usa como cicatrizante, aplicandolo directamente sobre

la herida en la piel, en mordeduras de arafias, en abrasiones y ampollas.

Caracterizaciéon: Consiste en identificar al componente o los componentes puros
aislados, usando técnicas de cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro
de masas, resonancia magnética nuclear de protones y de carbono-13,
espectrometria ultravioleta visible, infrarrojo, rayos X, dicroismo circular y

espectrometria de masas.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipétesis

No aplica por ser un estudio descriptivo.

2.2. Variables de estudio y su operacionalizacién

2.2.1. Variables de estudio

Variable independiente
Taspina, sustancia aislado y purificado, producto del proceso de tratamiento de la
muestra vegetal con solventes de diferente polaridad.

Variable dependiente.

Caracteristicas  fisicoquimicas explica aspectos fisicos y quimicos
simultdneamente y que depende de condiciones externas como son las variables
temperatura, presion, volumen y de las modificaciones quimicas que se producen.

Estas propiedades son punto de fusion, peso molecular y valor del Rf.

Espectrometria UV-visible es la medicion de las longitudes de onda méaxima de los
compuestos que tienen una estructura con dienos conjugados y que tienen la
tendencia de absorber radiacién de los electrones que se excitan a una determinada

longitud de onda (entre 180 a 650 nm) y que pueden verse afectados por el solvente.
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2.2.2. Operacionalizacion de variables

Variable C . | . T|p_o de_, dicad Escalade Medios de
Independiente Definicién operacional investigacion Indicadores medicion verificacion
por naturaleza
Taspina Alcaloide dilacténico. Para Cuantitativa Rendimiento Valor porcentual | Cristales aislados
extraer, la corteza es reducido a (%)
serrin, se macerd en alcohol al
80%, se basific6 con NH4OH y se
extrajo con cloroformo, se purifico
con Dioxano, se obtuvo cristales
para su caracterizacion.
Variable C . . Tlp_o de_ . . Escalade Medios de
dependiente Definicion operacional investigacion Indicadores medicion verificacion
por naturaleza
Caracteristicas Se identific6 mediante la Cuantitativa Punto de fusion °C Valores de las
fisicoquimicas de | determinacién de sus Rotacién 6ptica Adimencional propiedades
taspina caracteri_stlcas f|5|coquim|gas Peso molecular g/mol fisicoquimicas
sobresalientes punto de fusion, Densidad glcm3
valores Rf x 100 en TCL y peso
molecular por el método de Rast. Valores TLC Rf
Espectrometria UV- | Se identific6 por espectrometria Cuantitativa Espectrometria UV- | Nandmetro (nm) Espectro UV-Visible

Visible de taspina

ultravioleta visible, el valor de
longitud de onda maxima.

Visible (longitud de
onda)
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodoldgico

El estudio fue de tipo cuantitativo de disefio descriptivo; porque se caracterizé al
compuesto taspina aislada de la especie botanica Croton cuneatus, (24). El disefio
es descriptivo y transversal ya que la muestra se recolectd por una sola vez y no se

manipulé variable alguna.

Se elabor6 un algoritmo, es decir un conjunto de procedimientos, fases, etapas para
la realizacién de operaciones, procesos quimicos, mediciones, calculos matematicos,
sistemas de control. Los procedimientos en la obtencion de taspina: Recoleccion de
la muestra, identificacién botanica, rallado (reducir la corteza a serrin), maceracion
con alcohol, filtracion, determinar la densidad de la solucion, basificacion, extraccion
con cloroformo, secado con sulfato de sodio anhidro, filtracion, purificacion con
dioxano. Realizar pruebas fisicoguimicas y espectrometria UV-visible del producto

puro.

3.2. Disefio muestral

Poblacién de estudio. Conjunto de arboles de Croton cuneatus que crece a orillas
del rio Nanay en la zona de Manacamiri, distrito de Iquitos, provincia de Maynas,

region Loreto.
Muestra de estudio. Es por conveniencia, se recolectd dos ramas de un arbol cuyo

diametro oscilaba entre 20 cm de diametro y 10 m de alto con un serrucho, de las

cuales se obtuvo 6 kilogramos de corteza y reducido a serrin.
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3.3. Procedimiento de recoleccién de datos

A. Coleccién de muestra vegetal
La muestra vegetal se recolecto en la localidad de Manacamiri, distrito de lquitos,
provincia de Maynas, region Loreto, cuyas coordenadas georreferenciales son las

siguientes 3°34°02"’'S; 73°15°52"°0; altitud 105 msnm.

Se tomaron fotografias para documentar el estudio se corté con una sierra dos ramas
de 10 cm de diametro, la muestra luego fue trasladada hasta el Laboratorio de
Productos Naturales y Fitoquimica de la Facultad de Ingenieria Quimica de la

Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP).

B. Certificacidén de la muestra vegetal

Para la identificacion se cortd una rama de la planta que tenia hojas, flores y frutos
gue fue llevada al Herbarium Amazonense CIRNA-UNAP de la Universidad Nacional
de la Amazonia Peruana (UNAP), donde fue evaluada por un taxdnomo botanico por
sus caracteristicas morfologicas y los criterios filogenéticos que cada especie vegetal
posee de acuerdo con la clasificacion establecida por Arthur Cronquist. La
certificacion de la especie vegetal, permitié la emision de una constancia cuyo codigo

de identificacion permanente es 023326 (ver anexo 1).

C. Obtencién de lataspina

La corteza fresca fue rallada con escofina produciendo 6 kg de serrin, se macer6 con
12 litros de una mezcla alcohol-agua (80:20), se filtr6 y se obtuvo 8 litros, se

concentrd en rotavapor a 35°C hasta obtener 1,2 litros de exudado (21).

Se tomo un litro de exudado, se basifico con hidroxido de amonio al 25% hasta
alcanzar un pH 11, los fléculos formados fueron separados por filtracion, luego se
afiadié cloroformo para extraer el alcaloide con agitacion intermitente por 2 horas,

para separar la humedad se afiadié sulfato de sodio anhidro y se filtrg, el cloroformo
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fue separado en rotavapor a presion reducida, el residuo con contenido de taspina
impuro fue purificado con 1,4 — dioxano lavando sucesivas veces hasta obtener un
producto amarillo blanquecino, cuyo peso fue de 2,432 g.

Obtencién de clorhidrato de taspina. Para lograr este derivado se partio de la
siguiente relacion estequiométrica denominada ley de las proporciones definidas que
dice: Un compuesto siempre estd constituido por los mismos elementos y en la
misma proporcion en masa, cuando estos compuestos se combinan para formar otro
diferente siempre es necesario la misma proporcion de masas de los constituyentes

para formar un compuesto (21).

Para transformar taspina a clorhidrato de taspina se usé 26 ml de HCI, se calculo el
peso de acido resultando 0,0949qg, luego por estequiometria quimica se obtuvo el
peso de taspina 0,96g, se pes6 en una balanza y se disolvié con 50 ml de cloroformo
luego se trasvasoO a una pera de decantacion de 500 ml, se agreg6 26 ml de HCI se
agitd vigorosamente la mezcla para que se produzca la reaccion quimica
estequiométrica, se deja en reposo luego se separa la fase acuosa donde se halla
disuelto el clorhidrato de Taspina, se concentra en rotavapor y se obtiene una
sustancia blanca amarillosa, se sac6 del balon colector de rotavapor agregando éter
de petroleo y se filtré quedando retenido en el papel de filtro el clorhidrato de
Taspina, cuando estuvo completamente seco se peso y se obtuvo 1.0482 g. cuyo

rendimiento es 0,23%. Los célculos se encuentran en el anexo 6 (20,21).

D. Determinacion de los parametros fisicoquimicos

Densidad se aplicé el método picnométrico, se tomé un picndmetro de Weld de 5 ml
de volumen, con calibracion de fabrica a 20°C, para realizar la medicién de la
densidad se debe operar a la temperatura del laboratorio, el primer paso que se
sigui6 fue realizar su calibrado a 30°C para lo cual se lavé el picnébmetro con agua
destilada y se sec6 a 110°C en una estufa, luego se pesé en la Balanza Analitica
OHAUSS obteniendo el peso del picndmetro vacio, se llené con agua destilada libre

de gas y se pesO nuevamente, obteniéndose el peso del picndmetro mas el peso del
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agua, por diferencia de estos pesos se halla el peso del agua, seguidamente se
busco la densidad del agua a esa temperatura en “Handbook of Chemistry and
Physics de Weast Robert Editors”, en la pagina F-10 y se encontré un valor de
0,99567 g/cm3 (25), luego se procedid a secar el picndmetro y se introdujo el
extracto acuoso de C. cuneatus, se peso y se obtuvo el peso del picnémetro mas el
del extracto, por diferencia de peso con el del picnémetro vacio se halla el peso del
extracto y por ultimo, aplicando la formula de la densidad se halla la densidad del

extracto (los calculos se encuentran en el anexo 4) (21).

Punto de fusién se determind usando el aparato FISATOM 43LD de USV 60Hz
rango 50 a 300°C que posee un ocular con un aumento que permitié agrandar la
imagen, se encendi6 el equipo, la temperatura que indico el equipo en el momento
en el que se fundié el cristal fue de 252,88°C, es la temperatura del punto fusion de la
sustancia analizada (26).

Rotacion Optica se realizé en un polarimetro automatico digital 412, un aparato de
lectura digital cuya escala de medida se inscribe en un angulo de rotacion de + 45°y
tiene una precision de 0,01, mide a una longitud de onda media de 589,4 nm, consta
de tubo de 100 mm, alimentacion eléctrica 220 VAC/ 50 Hz.

Previamente se llend un tubo de 10 cm?® con agua para determinar en el polarimetro
la lectura cero de este tubo, se ajusté la temperatura del equipo a 20 °C, luego se
disolvié 1g de Taspina en 100 ml de piridina y se llené el tubo con Taspina-piridina, la
muestra se introdujo en el compartimento de muestra, se movié el polarizador y
luego el analizador, se observé en la pantalla el angulo de giro o rotacion (a),
finalmente se dio lectura al valor de rotacion oOptica especifica [a]D20 = + 7.6 en

piridina (21).

Peso molecular se us6 el método de Rast, de acuerdo a las indicaciones por Shriner

et.al (20), para lo cual se procede del modo siguiente.
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Se utilizé un tubo cilindrico de 8x50 mm limpio y seco, se peso, luego se coloc6 50
mg del compuesto y se pesd nuevamente, después se afadié 0,5g de D-camphor y
se volvio a pesar nuevamente el tubo, esta muestra se fundié con una llama baja del
mechero de Bunsen hasta que aparecio un liquido transparente. Después que se
enfrié el contenido se seco y se coloco sobre una luna de reloj limpia. Este material
se pulverizé y se determin6 su punto de fusion, por el método de Thiele, aunque
resulto mas rapido y sencillo realizarlo en el aparato de FISATOM 431 D. cuando se
volvié completamente limpio, transparente esta mezcla, se tomo el valor del punto de
fusion de la mezcla (169,252°C), luego se determind el punto de fusion del D-
camphor (180°C) la sustraccion del punto de fusién del D-camphor menos el punto
de fusién de la mezcla D-camphor mas la muestra de estudio da el punto de
depresion AT del D-camphor. Con estos datos se determiné el peso molecular de
taspina que es igual a M = 369,371 g/mol con error de + 0.10 con respecto al valor de

la literatura de 369 g/mol (ver anexo 7).

Valor del factor de retencion Rf por cromatografia en capa fina — TLC, se utiliz la
técnica sefialada por Stahl-Egon en su libro “Thin Layer Chromotography (1969,
pag.670). Se procedid del modo siguiente, se prepard de un cromatofolio 20 x 20 cm
cuyo soporte es silica gel, 5 tiras cromatogréaficas de 20 cm de longitud y 4 cm de
ancho.

Se prepara la muestra diluyendo la muestra en diclorometano se aplicé a 2 cm por
encima del margen inferior (origen) a una distancia 2 cm entre el borde lateral
derecho y el borde lateral izquierdo. La longitud de corrida de la mezcla de solvente
se hizo con una regla milimétrica. Antes de medir se reveld la tira en la camara de
UV a 254 nm. Los valores de Rf calculados utilizando diferentes mezclas de

solventes de corrida para taspina (ver anexo 8).

Primera mezcla de solventes: Se preparo la solucién de corrida que consistié en
una mezcla de [diclorometano: metanol] (20 + 1) que se vertié en la camara de vidrio

que se tapo para saturar el ambiente, se introdujo la tira cromatogréafica dentro de la
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camara y se corrid, se detuvo la corrida cuando el solvente se hallaba cerca del

borde superior de la tira (frente del solvente) (23).

Segunda mezcla de solventes: Se preparo la solucion de corrida que consistio en

una mezcla de [cloroformo: dietilamina] (18+2).

Tercera mezcla de solventes: Se preparo la solucién de corrida que consistio en

una mezcla de [cloroformo: acetona] (18+9).

E. Analisis por espectrometria UV-visible

Las mediciones de longitud de onda maxima de taspina se realiz6 en el equipo 2800
UV/Vis Spectrophotometer UNICO.

Se prepar6 una muestra de 5 mg luego se diluyo en 100 ml de cloroformo, se llevo a
la celda de cuarzo de 1 cm?®y en la otra celda se llené solo cloroformo para el blanco,
ambas cubetas se depositaron en la cavidad denominada area de muestra del
equipo donde los haces de radiacién pasa al area del detector donde funcionan tubos
fotomultiplicadores separados que generan un voltaje proporcional a la energia
incidente en los detectores. El balance de voltaje producido de la absorcién de
energia en el haz de la muestra, se balancea por medio de un voltaje equivalente
que se deriva de una porciébn de alambre deslizante, es cuando la plumilla del
registrador se desplaza y aparecen los valores de longitud de onda. En nuestro
estudio programamos un barrido en rango de longitudes de onda de 200 — 500 nm en
medio cloroférmico y se pudo observar los picos siguientes:

Amax Cloroformo 256, 292, 303, 339 y 357 nm. Estos valores de Amax SOn semejantes a los

reportado por Mustiga (14).

Después se prepard una muestra usando como solvente de desplazamiento etanol.

Se observan los valores siguientes de longitudes de onda maxima Amax 246, 285,
297sh, 330, 346 nm, que son valores semejantes a los reportados por Ross Kelly T

(11); lo que prueba que el compuesto aislado de C. cuneatus corresponde a Taspina.
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3.4. Procedimiento y analisis de datos

Las etapas del procesamiento de la muestra para la obtencion de Taspina se

muestra en el siguiente diagrama de bloque. (Ver figura 4)

|—> Etanol + agua

Etanol + agua

Recoleccion . Concentrado
de muestra > Rallado > Maceracioén >  Filtrado > en Rotavapor
l Afrecho
Identificacién Filtraciéon
botanica
Medicion de -
densidad D E— Filtrado
CHCI, Extracto
Extraccion Filtraciéon < basificado
apH11
l NH,OH 4‘[
Separacion Impurezas
Fase acuosa <€«—— cloroformo
+ alcohol
A 4
Concentrar
en Rotavapor

Sulfato de sodio anhidro
Na,SO, Secado

Taspinaimpura

Dioxano (lavado)
A4 l

Cristalizacion

Taspina pura

N

Determinacién de Anadlisis por Espectrometria
parametros fisicoquimicas UV-Visible

\
'
CARACTERIZACION DE TASPINA

Figura 4. Diagrama de bloques de la obtencion de taspina y su caracterizacion
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Las etapas del proceso son los siguientes: Recoleccién e identificacion de la muestra
botanica, reduccion a serrin, maceracion, filtracion, concentracién, filtracion,
basificacién, extraccion con cloroformo, concentracion, secado, cristalizacion,
determinacién de las pruebas fisicoquimicas y medicién por espectrometria UV-
visible.

3.5. Aspectos éticos

Al aislar Taspina de la corteza de una rama de la especie C. cuneatus no fue
amenazada en su dinAmica de crecimiento y propagacion, porque la muestra que se
extrajo corresponde al o6rgano de una rama del arbol que se renuevan

permanentemente en su desarrollo normal.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Rendimiento de Taspina

El rendimiento de taspina de C. cuneatus es la relacion proporcional entre el peso del
producto sobre el peso de la materia prima expresado en valor porcentual, de 1074 g
de muestra se obtuvo 2,432 g de taspina, dando un rendimiento de 0,23% (ver anexo
5).

4.2 Valores de los parametros fisicoquimicos

Punto de fusiébn de Taspina es de 252,88°C, la rotacion Optica +7,6, el peso
molecular dio 369,371 g/mol. Los valores Rf se muestran en la tabla 1, los calculos
(ver anexo 8).

Tabla 1. Valores Rf de la Taspina con diferentes solventes de corrida.

Solvente de corrida Frente de Corrida del Valores Rf
solvente (cm) soluto (cm)
Diclometano: metanol (20:1) 16 11,2 0,7
Cloroformo: dietilamina (18:2) 16 8,25 0,52
Cloroformo: acetona (18:9). 16 2,4 0,15

4.3. Mediciones de longitud de onda

El barrido de las longitudes de onda en cloroformo para taspina mostré las siguientes
longitudes de onda Amax cloroformo 256, 292, 303, 339 y 357 nm, en etanol Amax eton 246,
285, 297sh, 330, 346 nm.
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CAPITULO V: DISCUSION

Mustiga et al (14) aislo taspina del latex de C. lechlerii (sangre de grado), obtuvo un
rendimiento de 0,67%. Mientras que en C. cuneatus se obtuvo un rendimiento de
0,23%, ambos resultados difieren a pesar que son del mismo género, esto implica
que cada especie produce diferentes cantidades de metabolitos. Por otra parte,
Vanessa (27) reporta que el contenido de taspina en el latex de C. lechlerii (sangre
de grado) varia en un rango del 1,3% al 20,4% respecto a peso seco, con una media
de un 9%, estos valores difieren ampliamente reportados por Mustiga para C.
lechlerii, en cuanto a contenido de taspina en la especie de C. cuneatus no hace
mencion alguna. Pero en nuestro estudio se logro aislar tapina de C. cuneatus con

un rendimiento por debajo de lo que reporté Vanesa (27).

Vaisberg et al. (1), aisl6 taspina del latex de C. lechlerii (sangre de grado), obtuvo un
rendimiento de 0,09%, de igual forma Pieters reporta un rendimiento de 0,085% de
taspina del latex de sangre de grado. Estos resultados son coincidentes, sin
embargo, el rendimiento obtenido en C. cuneatus es de 0,23% mayor a los

reportados por Vaisberg y Pieters.

Lock y Rojas en su estudio de la sangre de grado sefiala que el porcentaje de
rendimiento de taspina varia entre 1,2 a 20,4 %, asimismo en las hojas de C. lechlerii
varia de 0,1 a 1,4%, estos valores es producto del andlisis de 500 muestras de latex
y de hojas de 260 arboles, mientras que de C. cuneatus se obtuvo un rendimiento de
0,23%, estos resultados difieren un poco quizds porque son de diferentes especies,
ademas se puede sefalar que C. palanostigma es una de las tres especies del que
se ha aislado la taspina. Por otro lado, Arbildo y Pérez (28) aislaron taspina de dos
muestras del latex de sangre de grado de C. lechlerii, el rendimiento fue de 7,2% y
6,45% respectivamente, estos resultados estan dentro de los valores reportados por
Vanessa para taspina de C. lechlerii. Ademas, esta especie es una de las mas
estudiadas como fuente alcaloide taspina. Mientas que la especie C. cuneatus no ha

sido considerado como fuente de taspina.
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Montopoli et al (9) en el afio 2012 aislo taspina de la savia de C. lechlerii, una de las
caracteristicas fisicoquimicas que determiné fue la densidad de la savia cuyo valor
fue 1,08 g/ml. Asimismo, en nuestro estudio se determiné la densidad del exudado
de C. cuneatus que fue de 1,074 g/ml. En ambos estudios los valores obtenidos son
coincidentes, esto muestra que la naturaleza de la savia de C. lechlerii y el exudado
de C. cuneatus son similares, ademas permite establecer con mayor precision el

rendimiento de la sustancia aislada en soluciones (30).

Obando et al (8) en el afio 2015 estudio el alcaloide de C. draconoides y determind
por cromatografia de capa fina el valor de Rf del alcaloide representativo taspina de
0,452. El valor de Rf que se determin6 del alcaloide taspina aislado de C. cuneatus
fue de 0,52. Los valores de Rf obtenidos en ambos estudios son diferentes porque
los solventes de la fase mévil utilizado son diferentes, ademas, el valor de Rf que
obtuvo Obando es referencial para alcaloides de la savia no fue de taspina aislada,
mientras que en nuestro estudio el valor de Rf es del compuesto puro aislado de C.

cuneatus.

Vaisberg et al (1) en su estudio de sangre de grado identificé taspina por RMN, IR y
UV, pero no mostro los valores de los analisis, Asimismo, Altieri (29) identificé a la
taspina por andlisis espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI-
MS) después de haber realizado la sintesis a partir de acido ferulico. En cambio, en
nuestro estudio se identificé por TLC los valores de Rf con diferentes solventes de
corrida. La identificacién realizado por Vaisberg y Altieri de la taspina fue de su
estructura molecular, ambos estudios determinaron el 1-[2-(Dimethylamino)ethyl]-3,8-
dimethoxychromeno[5,4,3-cde]- chromene-5,10-dione (taspina). Mientras que la
identificacion realizada de taspina aislada de C. cuneatus fue sus caracteristicas
fisicas de esta molécula como el Rf, peso molecular y las longitudes de onda de
absorcion maxima que ésta tiene, las mismas que fueron coincidentes con los

valores de la literatura.
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Ross y Xie et al (11) realizaron un analisis retro sintético de taspina y determinaron la
estructura molecular de la taspina que fue exactamente igual al determinado por
Vaisberg y Altieri (1,29), ademas por analisis TLC determiné el valor de Rf de 0,7, el
peso molecular por analisis de HRMN fue de 370,1291 g/mol. En el estudio que se
realizd de C. cuneatus del que se aislo taspina, el valor de Rf que se determind fue
de 0,7, también se determin6 el peso molecular por método de Rast, cuyo valor fue
de 369,371 g/mol. En ambos estudios los valores de Rf son iguales porgue se usaron
los mismos solventes de corrida, en cuanto al peso molecular los valores son
coincidentes con una pequefa diferencia, esto se debe a que el andlisis usado por
Ross y Xie (11) fue directo por HRMN, mientras que el andlisis que se usé fue

indirecto.
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CAPITULO VI: CONCLUSION

Usando un litro del extracto acuoso de la corteza de C. cuneatus se ha aislado y

purificado la taspina obteniendo 2,343 g que representa un rendimiento de 0,23%.

Los métodos de caracterizacion fisicoquimicos, utilizando como patron de referencia
la Taspina y el aislado de C. cuneatus dieron valores similares, punto de fusion

252,88°C, rotacion oOptica +7,6, peso molecular por el método de Rast 369,371 g/mol.

Los valores Rf en cromatografia de capa fina (TLC) utilizando Sigel Fz2s4 y una mezcla
de solventes empleados para la corrida cromatogréafica dio el valor de 0,7; 0,52 y
0,15 respectivamente, los valores obtenidos confirman que C. cuneatus posee

taspina.
El porcentaje de alcaloide obtenido de C. cuneatus no es desdefiable siendo que la

Taspina tiene una gran importancia como molécula biologica, por lo que la especie C.

cuneatus seria una fuente prometedora de taspina.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Al Ministerio del Medio Ambiente y al Ministerio de Agricultura incorporar en los
programas de reforestacion la siembra de C. cuneatus y de las otras especies de
Croton como C. lechlerii y C. palanostigma que contienen Taspina de gran
importancia medicinal que pueda trascender su uso en la industria farmacologica
y de productos Fitoterapéuticos.

Realizar proyectos para la elaboraciéon de cremas dérmicas de uso tépico de
Taspina porque tiene actividad cicatrizante, antihemorragica dado que tiene
potente actividad fibroblastica.

A la Facultad de Agronomia realizar alméacigos de este género, para su
repoblamiento mediante una adecuada reforestacion, para que se constituya en
un recurso natural que seria fuente segura para la obtencién de este alcaloide

bioguimicamente activo.
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Anexos

Anexo 1. Constancia de la identificacion botanica de C. Cuneatus

Centro de Investigacion de

' U NAP Recursos Naturales

Herbarinm Amazonense - ANMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

El Coordinador del Herbarinum Amaronense (AMAZT) dzl CIENA, de la Universidad Nacional de =2
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, lamuestra botinica presentado por SAID RAFAFL SANCHEZ GUERRA Y LUIS ANTONIO
ARCE PACAYA, Bachiller de la Escuela de Formacién Profesional de Farmacia v Bioquimica,
Facultad de Farmacia v Bioquimica, Universidad Nacional de la Amaronia Peruana, pertenece a
la tesis titulada: “CARACTERIZACION FISIC OQL'I'!L[ICA Y CROMATOGRAFICA DE TASPINA DE
Croton cuneatus Klotzch (puma sacha)”; han sido DETERMINADAS en este centro de
Investigacion v Ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ, del Ceniro de Investigacion de
Recursos Naturales de la UNAP-CIRNA-UNAP. como seindica a continuacd on:

Codigo ANMAZ Familia Nombre Cientifico Nombre Comun
023326 EUPHORBIACEAE Croton cunearus Klotzsch “purma caspi”

Se expide |a presente constancia a los interesados, para los fines que estime conveniente,

Purma caspi
Atentamente,

lquitos, 15 de junio del 2021

UMIVERSIDAD
ii;zufgﬂﬁ]?‘a‘ms'l‘lmy —Iguvitos Peri Pasinal d=1 W‘&n
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Anexo 2. Recoleccion de muestra y procesamiento.

Recoleccion e identificacion Procesamiento de la muesta
botanica de la materia prima

Taspina cruda
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Anexo 3. Espectro UV — Visible de Taspina en Etanol
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ANEXO 4. Calculo para hallar la densidad del extracto acuoso de C. cuneatus

Peso de picnédmetro vacio: 64,0521 g (1)
Se llend el picnédmetro con agua destilada libre de gas y se peso
Peso de picndmetro mas agua: 161,0230 g (I1)
Se sustrajo al (I1) el valor de (I)) para obtener la masa de agua.
-1 — 161,0230— 64,0521 = 96,9709 g
Para los calculos se aplico la formula siguiente:
m
p=5 (A)
En esta expresion se conoce la masa del agua: 96,9709 g.
Densidad de agua a 30°C es 0, 99567 g/cm?

Despojando de (A) el volumen

m m 96,971 3
p=— — v=—=——=973927 cm® 097,3927 ml
v o 0,99567

El volumen obtenido es el volumen del agua, pero a su vez es el volumen de

picndmetro a 30°C de temperatura experimental.
Peso del picnbmetro + extracto acuoso de C. cuneatus = 168,621 g (llI)
Se sustrae a lll el valor de | para obtener el peso o masa del extracto acuoso.

masa del extracto acuoso = 168,621 — 64,0521 = 104,5689 g

Como el volumen de picnémetro también es equiparable con el volumen del extracto

acuoso, entonces se calcula la densidad del extracto acuoso de C. cuneatus.

|'J=E_ 104,5689 g _ 1'0?4 g

v 97,3927 cm?® cm?

Se obtuvo una densidad de 1,074 g/cm?
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Anexo 5. Célculo del rendimiento de taspina

Volumen del extracto acuoso de C. cuneatus 1000 cm?
Densidad extracto acuoso de C. cuneatus 1,074 g/cm?

Con estos datos se calcula la masa del extracto acuoso obtenido
m=p.V — m=1074.1000=1074¢

Para hallar el rendimiento se aplica la siguiente relacién

Peso del extracto auoso x 100 _ 2,432gx100 243,20g
Peso materia prima B 1074 g 1074 g

tgRendimiento =

= 0,226%

La corteza de C. cuneatus contienen 0,226% de taspina.
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ANEXO 6. Obtencion de clorhidrato de taspina

Peso de clorhidrato de taspina
Peso de la taspina + peso del acido clorhidrico: 369 + 36,5 = 405,5 g (1)
Para preparar el clorhidrato de taspina se usé 26 ml = 0,026 litros de HCI 0,1 N

Se halla el peso del HCI con la siguiente relacion

T ;
Equi
N = q

=N.V - m=N.V.P
V

Equi

= Mgy =N.V =
Equi

My = 0,1.0,026.36,5 — my,, = 0,0949 g
Aplicando la estequiometria quimica se halla el peso de la taspina.

0.0949 g HEl
36,5 g HEI

m = 369 g taspina ‘ ‘ =0,9594 g

taspina

Luego se halla el clorhidrato de taspina

m =09594+0,0949 = 10543 g

clorhidrate de taspina

El peso real pesado en la balanza fue de 1,0482 g
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Anexo 7. Determinacion del peso molecular de taspina

Punto de fusion de la mezcla del componente y D-camphor: 169,252°C
Punto de fusion del D-camphor: 180°C

Se halla la diferencia del punto de fusién

AT=180 - 169,252 = 10,748 °C

Aplicando la formula

_ k.p.1000
AT .P

Sabiendo que
K= Depresion molar del D-camphor 39,7
p= peso de la muestra 50 mg= 0,05 g

P= peso del D-camphor 0,5 g

AT=10,748
39,7. 0,05. 1000 1985 g
= = =369371—
10,748. 0,5 5,374 mol

Se obtuvo un valor de 369,371 g/mol, valor muy cercano al valor de 369 g/mol que es

el peso molecular de taspina, siendo el porcentaje de error el siguiente.

Peso molecular experimental — Peso molecular real IUPAC
Sperror = ( , ) . 100
Peso molecular experimental
o (369,3?1 - 369) 0 0,371 0,100
error = =—-=0,
’ 369,371 369,371 ’

Este valor es un error insignificante que expresa una evidente exactitud del método
de Rast en la determinacion del peso molecular lo cual es semejante al peso

molecular IUPAC de la Taspina.
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Anexo 8. Determinacion de los valores de Rf de taspina

A. Solvente de corrida una mezcla de [diclorometano: metanol] (20:1).
Los valores de las distancias corridas por el solido y solvente fueron las

siguientes:
Distancia recorrida por el sélido y soluto patron 11,2 cm
Distancia recorrida del solvente 16 cm

Distancia recorrida del sohito

Distancia recorrida del sovente

11,2
Rf = x100 = 0,7
16

Este valor es coincidente para taspina reportado por Ross et al.

B. Solvente de corrida una mezcla de [cloroformo: dietilamina] (18:2).
Los valores de las distancias corridas por el sdélido y solvente fueron las
siguientes:

Distancia recorrida por el soluto 8,25 cm
Distancia recorrida por el solvente 16 cm

8.25

Este valor de Rf encontrado coincide con el valor reportado por Pieters para
taspina.

C. Solvente de corrida una mezcla de [cloroformo: acetona] (18:9).
Los valores de las distancias corridas por el sélido y solvente fueron las
siguientes:

distancia recorrida por el soluto 2,4
distancia recorrida por el solvente 16
24
Rf = x100 =0,15
16
Este valor de Rf encontrado coincide con el valor reportado por Pieters para

taspina.
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