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Resumen

En este trabajo se efectud el estudio del aceite de la cascara de la semilla del Merey (CNSL, por sus siglas en inglés), asi como
de cada uno de los componentes principales aislados del mismo. Se realizaron las asignaciones de desplazamiento quimico
por IR y RMN, utilizando métodos uni- y bi-dimensionales, confirmandose que el constituyente principal es el acido anacar-
dico, encontrandose mayoritariamente la mezcla de cadenas di- y tri-insaturadas. Se evalu6 el efecto antimicrobiano contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas, tanto del aceite de Merey, como de cada uno de los componentes aislados del
mismo. Las bacterias Gram positivas fueron mas susceptibles al efecto antimicrobiano de los extractos utilizados, siendo el
Staphylococcus aureus el microorganismo mas sensible a la accion, tanto del CNSL, como de cada uno de los componentes
por separado.

Palabras claves: RMN; CNSL; aceite de Merey; acido anacardico; actividad antimicrobiana

Abstract

In this work the study of cashew nut shell liquid (CNSL) and each of the main components isolated from it was carried out.
Chemical shift assignments were made by IR and NMR, using one- and two-dimensional methods. It is confirmed that the
main constituent is the anacardic acid, being found mainly di- and tri-unsaturated chains in the mixtures. The antimicrobial ef-
fect against Gram positive and Gram negative bacteria of CNSL and each one of the isolated components thereof was evaluat-
ed. Gram-positive bacteria were more susceptible to the antimicrobial effect of the extracts used, while Staphylococcus aureus
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Caracterizacion por RMN y actividad antibacteriana de los componentes del

was the microorganism most sensitive to the action, of both the CNSL, and each of the components separately.
Keywords: NMR; CNSL; Nutshell oil; Anacardic acid; Antimicrobial activity

Introduccion

El Anacardium occidentale L. conocido como arbol de Me-
rey, es una planta frutal que pertenece a la familia Anacardia-
ceae, nativo del norte del Brasil y de la region de las Guaya-
nas, sin embargo, se¢ puede conseguir en otras regiones con
climas tropicales como Asia, Africa, Perti, Colombia y Vene-
zuela. El fruto conocido como Merey, consta de dos partes: la
nuez (figura 1) y la concha de la nuez, esta Gltima contiene
una cascara exterior y una interior, donde se encuentra el
aceite de la corteza de la semilla del Merey (CNSL, del inglés
Cashew Nut Shell Liquid).

Aparte del valor nutricional de la semilla, el aceite de la cor-
teza tiene un importante interés industrial y tecnologico,
ademas de sus interesantes propiedades farmacoldgicas como
antibacteriano'; antiinflamatorio®; antioxidante®; antitumoral®;

Fig. 1: Nuez de la semilla del Merey.

asi como propiedades insecticidas®, ademas de ser una rica
fuente de compuestos para la sintesis de productos con poten-
cial actividad surfactante®.
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Fig. 2: Componentes mayoritarios presentes en el aceite de la corte-
za del merey.

El aceite de Merey es un producto natural que contiene varias
especies quimicas, de composicién no constante dependiendo
de la especie, por lo tanto, es dificil de caracterizar. Presenta,
mayoritariamente, compuestos fenolicos cuyos porcentajes en
peso, aproximado, son el acido anacardico (63 %), el cardanol
(22 %) y el cardol (10,5 %), los cuales presentan una mezcla
de componentes con varios grados de insaturaciones en la
cadena alquilica, confiriéndoles propiedades de dienos no
conjugados. El resto se refiere a otros compuestos y fenoles
menos polares’. En la figura 2 se presenta esquematicamente
la estructura de los principales componentes del aceite de
Merey.

Aun cuando se han llevado a cabo diversos estudios de andli-
sis y separacion de los componentes del CNSL, no se han
descrito completamente sus tres constituyentes insaturados®.
El objetivo de este trabajo fue aislar los componentes princi-
pales del aceite de Merey, realizar las asignaciones de despla-
zamientos quimicos por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), utilizando métodos uni- y bi-dimensionales, asi co-
mo, evaluar su efecto antimicrobiano contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas.

Parte experimental

Extraccion y purificacion del aceite de la corteza de la semi-
lla de Merey

Las semillas frescas de Merey fueron recolectadas en la zona
del Mojan, Municipio Mara, del Estado Zulia, en el extremo
noroccidental de Venezuela, en noviembre del 2017. Las
semillas fueron lavadas con agua corriente por varios minu-
tos, luego se secaron a 50 °C durante una semana, una vez
secas se separaron las cortezas y se trituraron en un mortero
de porcelana.

Para obtener el aceite de Merey, se utilizo la extraccidon conti-
nua en un extractor Soxhlet’, para lo cual se agregaron 130
mL de hexano a 50 g de la corteza de las semillas de merey
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Fig. 3: Método de separacion de componentes del aceite de merey,
propuesto por Paramashivappa’.

trituradas, dentro de un dedal de celulosa, calentando hasta
ebullicion en tres ciclos de una hora cada uno. El solvente
(hexano) fue evaporado en un rotavapor, obteniendo un ren-
dimiento global de aceite del 30 % en peso, a partir de las
conchas de las semillas.

Separacion de los componentes del CNSL

Para evitar la descarboxilacion del 4cido anacéardico durante
la separacion de los principales constituyentes del aceite de
Merey, se utilizd el método propuesto por Paramashivappa’,
el cual se resume en la figura 3.

Los experimentos de RMN fueron realizados en un equipo
Bruker-Avance DRX400 a la frecuencia de operacion de 400
MHz para el 'H y 100 MHz para el C, utilizando benceno
deuterado Merck™ (C¢Dg) 99,5%. Los espectros IR fueron
tomados con un Espectrometro Infrarrojo Perkin Elmer Sys-
tem 2000, en pastillas de KBr y sobre ventanas de NaCl.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

Los microorganismos de ensayo seleccionados fueron dos
especies representativas de bacterias Gram positivas: Staphy-
lococcus aureus (ATCC 25923) y Enterococcus faecalis
(ATCC 29212); y tres bacterias Gram negativas: Escherichia
coli (ATCC 25992), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), proporcionadas por el
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes.

La técnica de la actividad antimicrobiana esta basada en el
método Kirby-Bauer, originalmente descrito por Bauer et al."’
Este método de difusion en disco o en pozo fue estandariza-
do, y es actualmente recomendado por el Subcomité de Ensa-
yos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos'".

El ensayo se realizo con un cultivo de 18 horas de cada mi-
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croorganismo en 2,5 mL de caldo Miieller-Hinton a 37 °C. El
indculo bacteriano se ajustd con solucidn salina fisioldgica al
patrén de turbidez de Mac Farland N° 0,5 (106-8 UFC/mL).
Cada in6culo se disemind con un hisopo sobre la superficie
de una placa que contenia agar Miieller-Hinton. Luego, este
agar fue perforado con un sacabocado estéril de 8 mm de
didmetro y en cada pozo se colocaron 20 pL. de cada muestra.
Posteriormente, los medios de cultivos inoculados se incuba-
ron a 37°C durante 24 horas, realizando las lecturas de los
halos de inhibicion a las 24 horas. Todos los ensayos se reali-
zaron por duplicado. El didmetro de la zona de inhibicion
producto de la accion antimicrobiana de los extractos fue
expresado en milimetros (mm). La prueba se considerd nega-
tiva cuando existia crecimiento microbiano alrededor del
disco al igual que los controles negativos.

Como controles positivos se usaron discos estandar de los
antibiticos eritromicina® (15 pg) y amikacina® (30pg) y
como control negativo se utilizo dimetilsulféxido para descar-
tar posible actividad del solvente contra las bacterias ensaya-
das.

Los patrones se elaboraron preparando una dilucion 1:10,
pesando 0,1 gramos de cada extracto y se disolvieron en 1 mL
del solvente (dimetilsulfoxido), a partir de esta dilucion se
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prepar6 una dilucion 1:100 para obtener una concentracion
final de 1 ppm.

Discusion de los resultados

A partir del aceite obtenido luego de la extraccion, aproxima-
damente 15,01 g y utilizando el método de no descarboxila-
cion propuesto por Paramashivappa’ logramos aislar un 82,10
% del compuesto principal, acido anacardico, cardanol en un
12,12 % y un 5,22% de cardol. La estructura de cada uno de
estos componentes fue analizada por técnicas de IR y RMN.

Andalisis espectroscopico del aceite de Merey.

El espectro RMN-'H del aceite obtenido se presenta en la
figura 4, éste muestra sefiales a campo alto, propias de com-
puestos con cadena lipofilica; sin embargo, en la zona de los
hidrogenos aromaticos se pueden verificar algunas sefiales
importantes.

Las sefiales mas intensas entre 6 = 6,50 y 7,30 ppm, corres-
ponden a los protones del nucleo aromatico del 4cido anacar-
dico, lo cual permite sugerir que este componente se encuen-
tra en mayor proporcion. La sefial doblete de menor intensi-
dad (H-3, 6 = 6,95 ppm) se atribuye al hidrogeno orto al gru-
po hidroxilo del cardanol, sugiriendo asi que €ste se encuentra
en menor proporcion en el aceite de merey.

Aceite de
i Merey I

e s e
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(L]

Fig. 4: A) Espectro RMN-'H (C4Dg, 400 MHz) del aceite obtenido y sus componentes. B) Ampliacion de las zonas olefinicas y aromaticas

del aceite de merey y cada uno de sus componentes.
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Fig. 5: Espectro RMN-"C (C¢Ds, 100 MHz) del aceite de Merey.

En el espectro RMN-"C del aceite, presentado en la figura 5,
se observa a campo bajo un pico bien diferenciado, atribuible
a un carbono sp°, correspondiente a grupo carbonilo (8 =
175,9 ppm, C-7), seguido de un carbono sp’ oxigenado (5 =
165,0 ppm, C-2), mientras que el otro carbono cuaternario
corresponde a C-6 (6 = 147,7 ppm). Los restantes carbonos
aromaticos, presentan desplazamientos a campo alto, sugi-
riendo asi, un anillo aromatico trisustituido, como es ¢l caso
de C-3 (6=114,8 ppm) y C-5 (6 = 122,0 ppm), orto y para al
grupo hidroxilo, respectivamente, mientras que el carbono en
meta presenta un desplazamiento de 6 = 135,0 ppm (C-4).

Entre 6 = 140,0 y 112,5 ppm se encuentran sefiales de carbo-
nos vinilicos, correspondientes a las diversas cadenas insatu-
radas de los distintos componentes del aceite, resaltando los
carbonos C-8’ y C-11’ (6 = 131,0 ppm) y C-9’ y C-12’ (6 =
128,0 ppm); C-14’ (6 = 136,7 ppm) y C-15" (6 = 115,5 ppm),
lo cual permite sugerir que la cadena mayoritaria es la tri-
insaturada. Por encima de los 40 ppm, se encuentran las sefia-
les de los carbonos con hibridacion sp’, pertenecientes a los
carbonos metilenos y metilos de las cadenas lipofilicas.

En las figuras 6(A) y 6(B) se puede observar el espectro CO-
SY del aceite de Merey, el cual sugiere, en una primera lectu-
ra, que efectivamente el compuesto mayoritario es el acido
anacardico, ya que en la zona aromatica pueden verse corre-
laciones a tres enlaces, correspondientes a los acoplamientos
de los hidroégenos aromaticos H-3 (6 = 6,95 ppm) y H-5 (& =
6,58 ppm) con el proton H-4 (& = 7,05 ppm), proponiendo asi
un patrén de sustitucion 1,2,3 que coincide con el acido. A su
vez, los protones H-13" (6 = 2,75 ppm) se acoplan con los
hidrogenos H-12” (6 = 5,41 ppm), H-14’ (6 = 5,81 ppm), H-
15’a (6 = 5,08 ppm) y H-15’b (6 = 4,98 ppm), sugiriendo asi
la presencia de una cadena lateral alquilica, como sustituyente
del anillo aromatico. La presencia de estos protones olefinicos
terminales H-15’a y H-15b, indica la presencia de una cade-
na triinsaturada al observarse la correlacion a tres enlaces con
el proton vinilico H-14" y a cuatro enlaces con H-12’; asi
como la presencia de otros dos pares de protones olefinicos
como son H-8” y H-11" (6 = 5,51 ppm) y los protones H-9’ y
H-12’ (6 = 5,41 ppm), lo cual permite proponer que la misma
se encuentra en gran proporcion.
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Fig. 6(A): Ampliacion del espectro COSY del aceite de Merey, zona olefinica.
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Fig. 6(B): Ampliacion del espectro COSY del aceite de Merey, zona alifética.
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Fig. 7(A): Espectro HMBC del aceite de Merey.

También es importante destacar la presencia de una sefial
triplete intensa H-14"" en 6 = 0,95 ppm, que presenta aco-
plamientos con el metileno H-13"’, cuya sefial multiplete
en & = 1,30 ppm sugiere la presencia de una cadena di-
insaturada, en menor proporcion.

El espectro HMBC del aceite de Merey se muestra en las

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

figuras 7(A)-(D), se observan las correlaciones a varios enla-
ces que confirman la presencia de 4cido anacardico como
principal constituyente de este aceite.

Por ejemplo, a tres enlaces podemos observar fuertes co-

rrelaciones de H-3 (6 = 6,95 ppm) con C-1 (6 = 110,7 ppm)
y C-5 (6 =122,8 ppm). A su vez, H-5 (& = 6,58 ppm), se
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Fig. 7(B): Espectro HMBC del aceite de Merey, zona olefinica

acopla con los carbonos C-1 y C-3 en 6 = 110,7 y 114,8
ppm, respectivamente. Mientras que, H-4 (6 = 7,05 ppm)
se correlaciona con C-2 y C-6 (8 = 165,0 y 147,7 ppm),
confirmando asi el patrén aromatico 1,2,3.

La ubicacion de la cadena alquilica en el anillo aromatico se
confirma por la correlacion, a dos y tres enlaces, de los proto-
nes H-1" alifatico (8 = 2,97 ppm), con los carbonos C-5 (6 =
122,8 ppm) y C-6 (6 = 147,7 ppm), del anillo bencénico. A su
vez, el C-1" (& = 36,2 ppm) alquilico, exhibe una fuerte corre-
laciéon con el proton aromatico H-5 (6 = 6,58 ppm). Y por
ende, la estructura de este sistema aromatico es concordante
con el acido anacardico, confirmando asi su presencia mayo-
ritaria en el aceite de Merey.

Por otra parte, se muestran otras correlaciones mas com-
plejas, pertenecientes a la cadena alquilica o cola lipofilica
presente en estos compuestos, siendo una muy importante
la correspondiente a los hidrogenos de doble enlace termi-
nal H-15’a (6 = 5,08 ppm) y H-15’b (6 = 4,98 ppm), con el
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Fig. 7(C): Espectro HMBC del aceite de Merey, zona alifatica
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Fig. 7(D): Espectro HMBC del aceite de Merey, zona olefinica

carbono vinilico C-13" en 6 = 37,9 ppm; en tanto que H-
15’a (6 = 5,08 ppm) exhibe una pequeia correlacion con
C-14° (6 = 136,7 ppm), sugiriendo asi la presencia de un
doble enlace terminal. Por otro lado, el protén vinilico H-
14° (6 = 5,81 ppm) se correlaciona a dos y tres enlaces con
C-13 (6 = 37,9 ppm) y C-12’ (6 = 128,0 ppm). Mientras
que los otros protones olefinicos, como son H-8* y H-11’
(6 = 5,51 ppm), muestran una marcada correlacion con C-
7’ (6 = 33,8 ppm) y C-13’ (8 = 37,9 ppm), respectivamen-
te. En tanto que H-9” (6 = 5,41 ppm) muestra una débil
correlacion a cuatro enlaces con C-12° (8 = 128,0 ppm),
confirmando asi la presencia mayoritaria de una cadena tri-
insaturada. Existen ademas, otras correlaciones importan-
tes de la cadena alifatica, como son el carbono olefinico C-
8’ (6 = 130,3 ppm), con los protones metilénicos H-7" (6 =
2,18 ppm) a dos enlaces; y a tres enlaces con H-6" (6 =
1,29 ppm).

Es importante destacar, la presencia de un triplete en 6 = 0,95
ppm, que hemos denotado como H-15", concordante con
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el metilo de las otras cadenas, que en este caso parece su-
gerir la presencia de la cadena di-insaturada, debido a la
fuerte correlacion con carbonos olefinicos, como es el caso
de C-13" (6 = 32,8 ppm).

Analisis espectroscopico del acido anacardico.

El &cido anacérdico o acido 2-hidroxi-6-[(8°Z,11°Z)-penta-
deca-8’,11°,14’-trienil|benzoico, representado estructural-
mente en la figura 8, puede considerarse una estructura deri-
vada del acido salicilico sustituido, en posicion orfo a la fun-
cion carboxilica, por una cadena lineal alquilica de quince
(15) atomos de carbono, la cual aparece como una mezcla con
dobles enlaces no conjugados en las posiciones §’, 11’y 14°,
aportando un mayor caracter lipofilico, que le conferiria inte-
resantes propiedades al mismo.

Fig. 8: Estructura del 4cido 2-hidroxi-6-[(8’Z,11’Z)-pentadeca-
8’,11°,14’-trienil]benzoico

La confirmacion de la estructura quimica del acido anacar-
dico, separado a partir del CNSL, se realizd empleando
diferentes técnicas espectroscopicas.

En el espectro IR de la figura 9 se observa la banda caracteris-
tica de estiramiento de enlace O-H (3400 cm™), la cual es una
sefal ancha y deformada por el solapamiento con otra banda
que pertenece a la vibracion de tension del O-H (3000 cm™)
de un grupo acido carboxilico, asi como la sefial de vibracion
de tension caracteristica de un grupo carbonilo (C=0) a 1670
cm’ y las vibraciones de tension simétrica y asimétrica para
un enlace C-O (1220 cm™ y 1168 cm™). A su vez, se obser-
van bandas caracteristicas de vibracion de tension =CH (3010
cm’), propias de doble enlace; asi como vibraciones de de-
formacion fuera del plano a 880 cm™. También, se encuentran
vibraciones de tension simétrica y asimétrica de enlaces —C-
H, correspondiente a los grupos metilos y metilenos presentes
en la cadena lipofilica del compuesto.

En el espectro de RMN-'H de la figura 10, se observa a cam-
po bajo dos singuletes anchos, correspondiente al hidrogeno
del grupo acido (H-7, 6= 11,21 ppm) y al hidrogeno del grupo
fendlico (6 = 8,57 ppm). Entre &= 6,50 y 7,10 ppm, se en-
cuentran tres sefiales, que integran para un hidrogeno cada
una, con desplazamientos propios de protones aromaticos.

A campo mas alto dos sefales dobletes apantalladas, repre-
sentadas en la figura 11, H-3 (8 = 6,95 ppm) y H-5, (6 =
6,58 ppm), en posiciones orto y para al grupo fendlico, y
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Fig. 9: Espectro IR del acido anacardico.

HT Ml W8 y Wl
HT <OH

c IDI

H-3 H-8'y HA1'
MOy HAZ

| i * H1 iu.so-
| . Ha4Y |
I Mg H15D q \ | :
Mg | It
| B | v 1 |

A (]

H-Z'_

Fig. 10: Espectro RMN-"H (C4Dg, 400 MHz) del 4cido anacardi-
co.

Fig. 11: Ampliacion protones aromaticos del acido anacardico.

un triplete H-4 (8 =7,05 ppm), que acopla con los hidrogenos
H-3 y H-5, con una constante de acoplamiento J = 8 Hz, ca-
racteristica de acoplamientos orto, e indicativo del patron de
sustitucion 1,2,3.

En la zona olefinica en la figura 10, se puede resaltar la pre-
sencia de los protones doble enlace terminal H-15"a (3 = 5,08
ppm) y H-15"b (6 = 4,98 ppm); el proton vecinal de estos
protones H-14" (6 = 5,81 ppm), que se presenta como un
complejo multiplete y los protones de los dobles enlaces cen-
trales como son H-8” y H-11" en 6 = 5,51 ppm y los protones
H-9’ y H-12’ en 6 = 5,41 ppm, todos estos propios de la ca-
dena tri-insaturada.

Entre 6 =2,95 ppm y 6 =1,5 ppm, se muestran una serie de
sefales, que pertenecen a los hidrégenos metilicos y metile-
nos de la cadena lateral de la molécula, cuya integral no se
obtiene con exactitud, debido a los isdmeros presentes, sin
embargo, podemos sefialar a H-2” (6 =1,59 ppm), que se de-
marca del resto posiblemente por la influencia del grupo car-
boxilo, en tanto que H-3’, H-4’, H-5’, y H-6" (6 = 1,29 ppm)
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se presenta como una sefial multiplete ancha. La sefial triplete
en 6 = 0,95 ppm, corresponde a un grupo metilo concordante
con las cadenas di- y mono-insaturadas, asi como la cadena
saturada que forman parte de esta compleja mezcla.

Es importante sefialar que los picos en 6 =3,85 (q) y 1,65 (s)
ppm son consistentes con la presencia de acetato de etilo en la
muestra.

El analisis detallado de correlaciones se especificod en el estu-
dio del aceite de Merey descrito anteriormente.

Analisis espectroscopico del cardanol.

En el espectro IR del cardanol, presentado en la figura 12, se
observa la banda ancha caracteristica de estiramiento de enla-
ce O-H (3380 cm'l), asi como las vibraciones de tension
simétrica y asimétrica para un enlace C-O (1226 cm™ y 1154
cm™). De igual manera, existen bandas caracteristicas de vi-
bracion de tensién =CH (3010 cm™), propias de doble enlace;
asi como vibraciones de deformacion fuera del plano a 880
cm™. También, se encuentran vibraciones de tension simétrica
y asimétrica, de enlaces —C-H, correspondiente a los grupos
metilos y metilenos presentes en la cadena lipofilica del com-
puesto. Los sobretonos en el espectro reflejan la presencia del
anillo aromatico sustituido en posicion meta, al igual que la
vibracion de flexion fuera del plano en 650 cm™; por su parte,
la sefial de tension C=C se encuentra en 1608 cm’.

El espectro RMN-'H y la estructura del cardanol se presentan
en las figuras 13 y 14, respectivamente. El cardanol es un
derivado fendlico disustituido en meta, con un patréon 1,2,3,5
ya que su espectro de RMN-'H presenta cuatro sefiales, que
integran para un hidrégeno cada una, cuyo desplazamiento
quimico sugiere hidrogenos aromaticos, como es el caso de
las sefiales dobletes H-6 (& = 6,75 ppm) y H-4 (6 = 6,51 ppm),
acopla dos cada uno al hidrogeno H-5 (6 = 7,15 ppm) con una
J =8 Hz acorde a los acoplamientos orto. El cuarto proton es
un singulete ancho H-2 (8 = 6,63 ppm), orto a la cadena al-
quilica y al grupo hidroxilo cuyo proton H-7, aparece a cam-
po bajo (6 = 8,51 ppm), como un singulete ancho. A campo
alto se
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Fig. 12: Espectro infrarrojo del cardanol.

CDs H-5 H2
H-6
H-4
H-3', H-4',H-5'y H-6'
The TER T 4M ek a8 ek &0 4% Gk Gk 486 8 -

H-15"

H-8'y HA1' i .

H-5 H2 H8'y H-12

H-6
4 H-15'a H-15'
H-14' N

/
. A ._JUUJL

T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 oo

Fig. 13: Espectro RMN-"H (C¢Dg, 400 MHz) del cardanol.

Fig. 14: Estructura del cardanol.

observan sefiales que corresponden a los hidrégenos sobre la
cadena lipofilica, cuyos desplazamientos y multiplicidad son
similares a las descritas para el acido anacardico, presentando
igualmente una mayor proporcion de cadenas di- y tri-
insaturadas.

Analisis espectroscopico del cardol.

El espectro IR del cardol presentado en la figura 15, posee
sefiales similares al espectro IR del cardanol, presentando una
banda ancha caracteristica de estiramiento de enlace O-H
(3415 cm™), asi como vibraciones de tensién simétrica y
asimétrica para un enlace C-O (1218 cm™ y 1145 cm™). De
igual manera, se observan bandas caracteristicas de vibracion
de tensién =CH (3010 cm™), propias de doble enlace y vibra-
ciones de deformacion fuera del plano a 750 cm™. Ademés de
las vibraciones de tension simétrica y asimétrica, de enlaces —
C-H, correspondiente a los metilos y metilenos presentes en
la cadena lipofilica del compuesto.

En la figura 16 se presenta el espectro RMN-1H del cardol y
en la figura 17 su estructura. El cardol es una molécula trisus-
tituida 1,3,5 por lo que su espectro RMN-'H presenta una
sefial singulete en & = 6,05 ppm (H-2) de un hidrégeno orfo a
los grupos hidroxilos y una sefial intensa que integra para dos
hidrégenos en 6 = 6,31 ppm (H-4 y H-6) cada uno de los
cuales esta orfo y para a grupos —OH libres. En tanto que el
singulete ancho, en & = 6,15 ppm es propia del grupo hidroxi-
lo. También se encuentran presente sefiales en la zona olefini-
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ca como los dobles dobletes de los hidrégenos 15’ay 15’by
los dobles enlaces en H-8” y H-11", permitiendo asi sugerir
la presencia de la cadena tri-insaturada en mayor propor-
cion. En la zona de alto campo, se encuentran igualmente

hidrogenos de la cadena lipofilica, con desplazamientos y
multiplicidades similares a las descritas anteriormente.

Actividad antimicrobiana

En la tabla 1 se muestra la actividad antibacteriana del aceite
de Merey y sus principales componentes, a una concentracion
de 10 ppm, frente a las cepas de referencia. Se evidencia que
las bacterias Gram positivas fueron mas susceptibles al efecto
antimicrobiano de los extractos utilizados, siendo el Staphy-
lococcus aureus el microorganismo mas sensible a la accion,
tanto del CNSL, como de cada uno de los componentes por
separado. Sin embargo, atin cuando las diferencias no son
significativas, se podria sugerir que la actividad del aceite,
levemente mas eficiente, viene determinada por la presencia
del 4cido anacérdico que es el componente principal de esta
mezcla. Por otro lado, también se observa una menor sensibi-
lidad de las cepas empleadas a estos fenoles y mas especifi-
camente al cardanol, siendo este el compuesto menos hidrofi-
lico.

Los diametros de los halos de inhibicién formados por el
compuesto en estudio alrededor de las cepas bacterianas, a la
concentracion de 10 ppm, reflejan la actividad antimicrobia-
na. Mientras mayor es el diametro, mejor sera su actividad.
En la tabla 1 el valor del diametro de la zona de inhibicion
que se presenta, es un promedio de las tres medidas replicadas
para cada cepa.

En nuestro estudio, los valores de los diametros de la zona de
inhibicion estan en el rango de 10 a 15 mm, lo cual se puede
considerar como una accién antimicrobiana media-alta con
respecto al antibiotico de referencia, considerando la concen-
tracion utilizada.

La superficie celular bacteriana usualme esta cargada negati-
vamente. Las bacterias Gram-positivas se cardcterizan por su
habilidad para interactuar con las moléculas cargadas positi-
vamente lo cual esta directamente relacionado con la capa de
acido lipoteicoico. Por su lado, en las bacterias Gram negati-
vas la capa externa estd compuesta por dos proteinas que
restringen la entrada de puestos anfifilicos. Esto podria expli-
car la resistencia natural de algunos géneros bacterianos'".

Tabla 1. Didmetros de los halos de inhibicion formados por los compuestos en estudio

Bacterias Gram positivas

Bacterias Gram negativas

Muestra S. aureus E. faecalis K. pneumoniae E.coli P.aeruginosa
ATCC 29923  ATCC 29212 ATCC 23357 ATCC 25922 ATCC 27853
Aceite de Merey 14* 13* 12* 15* NA
Acido Anacérdico 14* 13* NA 13* 11*
Cardanol 12% NA NA NA NA
Cardol 11* NA 12* 10* 10*
(C+) Eritromicina 32% 32% - - -
(C+) Amikacina - - 35% 31* 33*
(C-) DMSO 0 0 0 0 0

*Valor promedio
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Es conocido que la actividad antibacteriana es altamente de-
pendiente de la longitud de las cadenas alquilicas. Incremen-
tando la longitud de la cadena hidrofobica de las moléculas,
aumenta la tendencia de absorcion a través de la membrana
de los microorganismos. En este caso, el acido mayoritario en
la mezcla posee cadenas de aproximadamente 15 atomos de
carbono, longitud que segin Kubo'* pareciera jugar un rol
importante en el incremento de la actividad.

El dimetilsulféxido (DMSO), empleado como control negati-
vo, no inhibi6 el crecimiento de las cepas utilzadas, lo que
demuestra que al emplearlo como solvente en la obtencion de
las disoluciones stock no alter6 los resultados obtenidos. El
comportamiento de los antibioticos comerciales empleados
como control positivo frente a cada una de las cepas bacteria-
nas evaluadas fue el esperado, pues éstas manifestaron la
sensibilidad prevista, lo que indica que las condiciones en las
que se desarroll6 el ensayo fueron adecuadas.

Conclusiones

La cascara de la semilla del merey contiene un aceite que es
una fuente Unica de acidos carboxilicos y fenoles de origen
natural, de largas cadenas hidrocarbonadas. Tanto el aceite
como los compuestos por separado proporcionan una materia
prima interesante para el desarrollo de nuevos productos.

A través del método de extraccion empleado, logramos obte-
ner un rendimiento global de aceite del 30 % en peso, a partir
de las conchas de las semillas. Ademas permite mantener las
proporciones naturales de los componentes del aceite, ya que
impide la descarboxilacion del producto principal. En esta
especie, recolectada en Venezuela, se obtuvo un 82,10 % de
acido anacardico, el 12,12 % de cardanol y un 5,22 % de car-
dol, coincidiendo en valores porcentuales con las cantidades
reportadas para otras especies de Anacardium occidentale L.

Se logro6 obtener la data completa de RMN, empleando técni-
cas uni- y bi-dimensionales, logrando asi realizar las asigna-
ciones inequivocas de protén y carbono, tanto de la mezcla en
el aceite como de cada uno de los componentes aislados,
encontrandose mayoritariamente los que poseen cadenas
hidrocarbonadas di- y tri-insaturadas.

Las bacterias Gram positivas fueron mas susceptibles al efec-
to antimicrobiano del aceite de las semillas de merey, asi
como a cada uno de los componentes por separado, siendo el
Staphylococcus aureus el microorganismo mas sensible a la
accion.
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