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l. Introducción. 

1.1 Generalidades. acerca de la Rapanea guianensis Aubl. 

La Rapanea guianensis es una planta de la familia Myrsinaceae 

que se encuentra distribuida en tierras cálidas americanas. Recibe 

los nombres comunes de camaguillo, chagualito, panela y cuchare (Pérez 

Arbeláez, 1947; Martínez, 1979). Este último nombre deriva del em­

pleo de la planta para la manufactura de cucharas. Su madera de gra­

no fino es ideal, no solo para la talla de utensilios sino también 

para construcciones aéreas debido a la gran resistencia que presenta 

al ataque de insectos. Por otra parte, esta planta también tiene uso 

en la medicina popular como un eficiente antiséptico (Pérez Arbeláez, 

1975). 

Taxonómicamente el género Rapanea se encuentra estrechamente 

ralacionado con los géneros Embelina, Myrsine, Ardisia y Maesa 

(Lowrence, 1951) (Hegnawer, 1969). 

Desde el punto de vista fitoquímico no se ha descrito nin­

gún trabajo previo para la Rapanea guianensis; sin embargo, varias 

especies de la familia Myrsinaceae, incluyendo otras especies de 

Rapanea, han sido investigadas químicamente y la mayoría de estos 

trabajos describen el aislamiento e identificación de alquilhidro­

xibenzoquinonas como principales metabolitos secundarios presentes 

en estas especies. Ejemplos representativos de estas quinonas y 

sus fuentes naturales se señalan en la Tabla 1 y sus estructuras 

se jlustran en la Figura l. 

l. 



2. 

Tabla l. Hidroxibenzoquinonas aisladas de varias especies pertenecientes a la 
fami l i a Myrs i naceae. 

QUI NONA FUENTE ESTRUCTURA 
NATURAL FIGURA l 

Rapa nona 

Bladhia jaeónica Thunb 
Bladh1a gurngue~ona {glume)Nakai 
etadh1a s1e6otd1i(M1q) Nakai 
Rapanea max1mowczii Koidz 2 
Rapanea neri1folia Mez 

Embelina 

Maesoquinona 

Rapanea· pul chra Gil g 
Ardis1a macrocarpa wall 
Aeaiceras corn1culatum Blanco 

Embelia kilimands charica Gelg 
Embel1a barbeyana Mez 
Embe li a robusta Roxb 
Embe li a ri bes eurm 
MJ!rsi ne ITTTCana L 
Myrsine capitetla wa11 
Myrsine sem1serrata wall 
Rapanea neurophytl a Mez 
Rapanea pulc~íª G1lg 
Racanea umbe ata 
Ardisia japonica {Hornsted)Blume 

~ jap6nica {Thunb) Moritzi 
Maesa formos aña 
Maesa ~ 

Vilangina Embelia ribes Burm 
8ogatina Maesa ~acrophy1a wall 

2,5-dihidmxi- Ardisia. macrocarpa wall 
3-pentadecil-
1, 4-benzoqu.!. 
nona 

5 

4 

6 

·REFERENCIA 

Hiramoto,et.al.,1939 
Ogawa, 1965" -

Wilkinson, 1961 
Murty,1965; Rao,1975 
Hensens,et.~.,1965 

Merian,et.al.,1948 
Paris, IT50 
Krishna,et.al.,1943 
Rao CH. ,et .ar. ,1961 
Merian,et:"aí:"", 1948 
Kri shna-:et:ai. ,1936 

11--

Merian,et.al.,1948 
Wilkinson,1948 
8auer, et.al .,1973 
Huang, et. ar., 1981 

Ogawa, 1965 
Chen, 1976 
Desai, 1975 

Rao, et.tl., 1961 
Chandrasekhar,et.al., 
1970 - -
Rao, 1975 



1.2 Generalidades de hidroxibenzoquinonas. 

Las alquilhidroxibenzoquinonas son s61idos anaranjados. am!_ 

rillo-naranja o rojos-naranja. Muy solubles en disolventes poco po­

lares como hexano. benceno y éter de petróleo. Sus puntos de fusión 

varfan entre 120-155ºC. y cabe destacar que son metabolitos resultan­

tes de la ruta del acetato rnalonato. 

Para su aislamiento, se pueden emplear disolventes, como 

éter. benceno y otros similares. utilizando los rrétodos clásicos de 

extracción. Generalmente se extraen en conjunto con grasas y otras 

sustancias de baja polaridad. Para su fraccionamiento y separaci6n 

se ha empleado cromatografía en capa fina y/o en columna, utilizando 

como adsorbentes fosfato de calcio {CaHP04). óxido de calcio {CaO), 

6x1do de silicio {Si02) y silica gel impregnada de una. soluci6n acu.2_ 

sa al 3% de ácido oxálico. Como las hidroxibenzoquinonas son vinf­

logos de los ácidos carboxflicos, pueden ser separadas también, me­

diante el uso de soluciones acuosas de bicarbonato de sodio {Robinson, 

1983; Harbone, 1984). 

Es de hacer notar que las alquilhidroxibenzoquinonas con ca­

denas laterales de largo, semejante, no son separables por métodos 

analíticos comunes y por lo tanto siempre son obtenidas de sus fue!!. 

tes naturales bajo la forma de mezclas. Las cantidades relativas de 

los constituyentes de dichas mezclas varían de un material vegetal a 

otro y en algunos casos solo un producto es obtenido. Afortunadamen­

te se cuenta con métodos analfticos que penniten detenninar, no solo 

la existencia de mezclas, sino también la proporción de sus constitu-

4. 



yentes. Cabe destacar también que los componentes de las mezclas ti!!_ 

nen el mismo comportamiento cromatográfico en c.c.d. (Thomson, 1971). 

Las alquilhidroxibenzoquinonas reaccionan con múltiples rea.!O_ 

tivos, originando productos coloreados. La mayorfa de estas reaccio­

nes están basadas en las propiedades redox de estas quinonas. Muchas 

de ellas se utilizan como métodos de identificaci6n preliminar y otras 

constituyen la base de algunos de los agentes cromogénfcos empleados 

para la visualización de este tipo de compuestos. Algunas de estas 

·reacciones se indican en la Tabla 2. 

Tabla 2 

Reacciones coloridas observadas para las alquilhidroxibenzoquinonas. 

REACTIVO COLORACION REFERENCIA 
OBSERVADA 

-Cianoacetatc de etilo 
y amonfaco 

azul-violeta Legradi, 1970 

-Soluci6n etan6lica·a1 2% azul-violeta Legradi, 1970 
de p-nitrofenilacetonf-
trilo y NaOH O.IN 

-Leuco azul de metileno azul Lfnn. et. tl·, 1959 

-Nitrato de circonio en rojo-violeta Fei gl • 1966 
sol uci6n ácida 

-NaOH concentrado rojo-púrpura Robinson, 1983 

-Acfdo sulfúrico concentrado rojo-púrpura Robinson, 1983 

5. 



Los colores caracterfsticos de las hidroxibenzoquinonas en 

soluciones alcalinas varían según la posici6n de los grupos hidroxilo 

en la molécula. Así por ejemplo, en el caso de las 2-hidroxibenzo­

quinonas se observa una coloraci6n roja, con las 2,3-dihidroxibenzo­

quinonas una coloración púrpurea-azulada, y con las 2,5-dihidroxi­

benzoquinonas un color rojo-azulado (Thomson, 1971). 

El espectro de U.V. de la benzoquinona se caracteriza por 

una absorci6n intensa cerca de 240 nm (Emax 26,000), una banda media, 

cerca de 285 nm (Emax - 300) y varias absorciones débiles en la re­

gión visible (Figura 2) (Tabla 3). La introducción de sustituyentes 

produce modificaciones características en las absorciones a 240 y 

285 nm. En la Tabla 3 se resumen los máximos de absorción al U.V. 

para una serie de benzoquinonas con diferentes sustituyentes y pa­

trones de sustitución (Morton, 1965). 

El espectro de I.R. de las benzoquinonas presenta absorcio­

nes intensas alrededor de 1669 cm-1 y entre 1620-1590 cm-1• atribui­

bles a los carbonilos de la dicetona conjugada y a las vibraciones 

C=C, respectivamente. En el caso de las 2,5 y 2,6-dihidroxiquinonas. 

en las cuales el carbonilo se encuentra quelatado con grupos hidroxi-

6. 
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Figura 2. Espectro de absorción electrónica (en EtOH) de 1,4-
benzoquinona (-);2,5-~dihidroxi-1,4-benzoquinona 
(----); 2-hidroxi-S~metil-1,4-benzoquinona (·-·-·-); 
2-hidroxi-5metil-1,4-benzoquinona (EtOH/HO) (··-··-··). 

i. 
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8. 

Tabla 3. Absorci6n en el ultravioleta-visible de 1,4-benzoquinonas. 

Qui nona ;¡.CHCl3 
max nm (1 og e:) 

base 246(4.42) 288(2.50) 439( l. 35) 

242(4.26) 285(sh) (2. 6) 434(1.26) 

2-Meti 1 249(4.33) 315(2.80) 436( 1.38) 

2-Eti 1 248(4.30) 318(2.95) 437( 1.53) 

2,3-D1meti1· 250(4.26) 337(3.05) 425(1.55) 

2 ,5-Dimetil 254(4.37) 316(2.42) 430( 1.43) 

2,6-Dimeti1 255(4.29) 319(2.54) 429(1.45) 

Tetrametil 262(4.30) 342(2.34) 430(1.5) 

Metoxi 254(4.26) 357(3.21) 

2 ,3-dimetoxi- 254(4.17) 398(3.17) 

2,5-dimetoxi- 278(4.37) 370(2.48) 

2,6-dimetoxi 287(4.38) 377(2.78) 

Hidroxi 256(4.14) 369(3.07) 

2,5-dihidroxi 279(4.35) 393(2.43) 

286(sh) (4. 34) 

2- hidroxi-3-metil 255(4.17) 396 (3 .10) 

2 - metoxi -3-metil 254(4.12) 374(3. 73) 

2- hidroxi-6-metil 268(4.21) 380(2.87) 

2- hidroxi ,3,5,6-trimetil 272(4 .29) 409(2.65) 

3,6-dihidroxitimoquinona 293(4.31) 435(2.36) 



lo. la banda a 1669 cm-l se encuentra desplazada a 1646 y 1660 cm-l 

respectivamente (Brown. 1962). Por otra parte las alquilhidroxiben­

zoquinonas que poseen uno de los protones anulares aislados, usual­

mente presentan una absorción intensa o media entre 910 y 880 cm-1, 

en tanto que si hay dos protones anulares en carbonos adyacentes, 

se observa una absorción fuerte entre 840 y 805 cm- 1. Finalmente 

en relación a las características de los espectros de I.R. de las 

alquilhidroxibenzoquinonas. es de hacer notar que el patrón de las 

absorciones observadas entre 900-1000 cm-l ha sido de utilidad en 

algunos casos, para detenninar si estos compuestos se encuentran 

en forma pura o en mezclas (Yates, et. ~ .• 1959). 

Los espectros de RMN1H de alquilbenzoquinonas hidroxiladas 

presentan las señales caracteristicas para los protones del sistema 

insaturado entre o 6.40 y o 6.50. Además se observan las señales 

características para los protones de la cadena alquílica lateral. 

(Norris, 1966). 

En general en el espectro de masas de las benzoquinonas 

aparecen picos correspondientes a la pérdida de una o dos moléculas 

de mon6xido de carbono (Proceso A), l~ pérdida de una molécula de 

9. 



acetileno o su derivado más sustituido (Proceso B) y a la ruptura de 

la molécula en dos partes iguales (Proceso C) (Budzikiewiez, et. !!l.·• 

1967). Los procesos antes mencionados se ilustran en la Figura 3. 

80 

e,nve82 

c,nve 54 

Figura 3. Fragmentación del compuesto base de benzoquinonas. 

10. 



+ 

En el caso particular de las hidroxibenzoquinonas las frag­

mentaciones básicas se ven modificadas como se ilustra en la Figura 4 

(Bowie, et. -ª1_.. 1966). 

fil 
~OH 

R-V 
-e 

-co 

& 

/ o 

O C-CH=C=O 
H~ RAH--

nve 69 nve 69 

m/e70 

Figura 4. Fragmentación básica de las hidroxibenzoquinonas. 
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Muchas hidroxibenzoquinonas son de importancia farmacológi­

ca y biológica, y quizás de estos compuestos el más investigado ha 

sido la embelina !.· Esta quinona es el principio activo de muchas 

plantas usadas en medicina popular y el ejemplo más importante lo 

constituye la Embelina ribes Burm, de amplio uso en la India por sus 

propiedades antihelmínticas. Por mucho tiempo la embelina se utili­

zó oficialmente como agente terapéutico para el tratamiento de las 

parasitosis por Taenia solium (Thomson, 1971). Más recientemente se 

ha comprobado que la embel i na posee además otras propiedades farma­

cológicas y biológicas, destacándose sus efectos anticonceptivos 

(Prakasch, 1980; Prakash, 1981; Krishnaswamy, 1980; Bhargava, 1984; 

Bhargava, 1985), analgésicos (Atal, 1984), antialimentarios (Charder, 

1985), fungicidas (Rao, 1984) e inhibitorios del crecimiento vegetal 

(Sinha, et. ~-· 1981). 

En relación a sus propiedades anticonceptivas, varias inves 

tigaciones han permitido establecer que la administración oral de 

embelina, inhibe eficientemente el proceso de implantación (Bhargava, 

1984; Bhargava, 1985; Prakash, 1980; Prakash, 1981). Asi mismo, re­

duce considerablemente la cantidad y la motilidad de los espermato­

zoides, asi como el peso de los testículos en ratas (Seth, 1982). 

Con respecto a sus efectos analgésicos, su acción es comparable a la 

morfina, en cuanto a eficacia se refiere, y carece de los efectos 

narcóticos de aquella (Atal, 1984). 

12. 



l. OBJETIVO GENERAL. 

1.1 Realizar el estudio microbiológico Y. fitoquímico preliminar 

de la Rapanea guianensis considerando: 

a) El amplio uso como antiséptico y la resistencia al ataque por in­

sectos y microorganismos que ofrecen las viviendas construfdas de 

la madera de esta planta . 

13. 

. b) Que muchas especies relacionadas contienen metabolitos. secundarios --.. 

de importancia biológica. 

2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

2.l Realizar un estudio bibliográfico, recopilando la informa­

ción botánica, etnobotánica, química y farmacológica de la especie 

vegetal objeto de estudio. 

2.2 Preparar los extractos vegetales de éter de petróleo y EtOH, 

mediante métodos convencionales, llevando a cabo las operaciones pre­

liminares propias a la preparación de los mismos. 

2.3 Fraccionar los extractos mediante métodos adecuados. 

2.4 Aislar y purificar al menos un componente de alguna de las 

fracciones. 

2.5 Identificar y caracterizar por métodos químicos y espectro~ 

cópicos las sustancias aisladas. 



2.6 Diseñar y efectuar el estudio microbiol6gico del extracto de 

éter de petróleo, así como de los componentes aislados de él, para 

corroborar la actividad biológica que se le atribuye a esta planta. 

2.7 Determinar la concentración critica de los compuestos ut1-

l izando el método del penicilindro. 

14. 



Parte Experimental 

l. ESTUDIO FITOQUIMICO. 

1.1 Materiales y Métodos. 

1.1.1 Material Vegetal. 

El material vegetal se colect6 el 13 de agosto de 1985, 

en la vere~a B6chica alta, municipio de Fusagasuga, Departamento 

15. 

de Cundinamarca Colombia. La planta fué clasificada en el Instituto 

de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia y un 

ejemplar reposa en el HerbQrio Colombiano con el voucher No. 31785 COL. 

1.1.2 Método de extracci6n. 

676· g de la corteza seca y finamente pulverizada se extr~ 

jeron según el procedimiento indicado en el Esquema 1, primero con 

éter de petr61eo hirviendo a reflujo y posteriormente con etanol, 

calentando también a reflujo. 

1.1.3 Aislamiento y purificacicSn del producto I .(mezcla de qui­

nonas: embelina, l• rapanona, t. y 2,5-dihidridoxi-3-

pentadecil-1,4-benzoquinona, ~). 

Del filtrado de éter de petr61eo, se obtuvo el producto I, 

como unos cristales en forma de agujas de color anaranjado. Este 

compuesto present6 un punto de fusi6n de 130-132 y del cuál se ob­

tuvieron 2.8221 g (Esquema 1). 



676 g de la corteza seca y pulverizada 

I 
1) Extraer con éter de petroleo 

calentando a reflujo 

2) Filtrar 

16. 

Residuo Vegetal Seco 

Resid o Vegetal 

1) Extraer con 
etanol 

calentando a reflujo 
2) Filtrar 

1) cristal)zación 
espontanea 

2) Filtrar 

Cristales anaranjados 
(Producto I) 

Extralcto etanólico 

Evaporar a 
presión reducida 

Extracto etanólico concentrado (107 g) 

Extracto de éter 

de peltr::::entrar 

in 
vacuo 

Extracto 
con centrado 

(32 g) 

Esquema l. Extracción de la corteza de Rapan~ guianensis con éter de 
petróleo y etanol. 
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Del extracto etan61ico se tomaron 41 g para efectuar una 

partici6n, agua-acetato de etilo, agua-cloroformo y agua-benceno. Los 

sistemas de disolventes para la extracci6n fueron seleccionados de 

acuerdo a la literatura (Dom'fnguez, 1973) (.Ogawa, 1968). ·Del pro­

ceso de partic16n con acetato de etilo indicado en el Esquema 2, se 

obtuvo un residuo al evaporar el disolvente. mientras que con los 

otros dos disolventes fué poco significativo el residuo. 

El filtrado de acetato de etilo obtenido. se evaporó a 

sequedad. separándose un residuo de color naranja-café. al cuál se 

le ad1c1on6 benceno caliente, como se señala en el Esquema 2. De· 

la so1uci6n bencénica, al enfriar, precipitó un sólido amarillo-na­

ranja que fundió a 130-132ºC y del cuál se obtuvieron 0.3 g, adicio­

nales del producto I. El rendimiento total fué 0.53% en base seca. 

1.1.4 Análisis Cromatográficos. 

Para realizar los análisis cromatográficos en capa fina 

se utilizaron diversos eluyentes (AcOEt-MeOH 7:3. AcOEt-EtOH 1:1, 

Ac0Et-Me0H-H20 77:13:10, AcOEt-EtOH-H20 50:30:20, CHC1 3-Ac. acético 

9:1. 8enceno-CHC1 3-Ac0Et-Ac. acético 5:5:3:1. Benceno-AcOEt 9:1, 

Benceno), sulfato cérico amónico como agente cromogénico y placas 

de vidrio cubiertas de gel de sflice impregnadas o no con ácido oxá­

lico. 

1.1.5 Caracterización del producto l. 

a) Detenninación de las constantes ffsicas y espectroscó-

picas. 



Fase de cetato de Etilo 

1) Evaporar 

2) Filtrar 

Fillrado 

Evaporar 

Extracto concentrado 

1) Benceno caliente 

Enfriar 

2) Filtrar 

Residuo 

S611do amarillo­

naranja (Producto 1) 

púrpura 

Esquema 2. Obtención del. PnxluctoI del extracto etanólico. 
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Los puntos de fusión fueron medidos en un aparato Fischer­

Jhones y no est&n corregidos. Los espectros de I.R. fueron registra­

dos en un instrumento Nicolet FT-IR5X de un solo haz. en pastillas de 

KBr o en solución de cloroformo por el señor Alejandro Correa de la 

Compaftfa Negromex. S.A. Los espectros de RMN 1H se determinaron en. 

un espectrómetro FT-80 Varian utilizando como disolvente coc1 3 y/o 

DMSO-d6 y como referencia interna TMS. Los espectros U.V. se obtu­

vieron en un espectr6metro de doble Hz Hi'tachi 220S. 

·La cromatograffa de gases se realizó en un instrumento 

C.G./R.M. Hewlett Padcard Mod. 5890. Condiciones: columna Metil 

Sflicón (Qufm. Unida). 0.53 rrm 01 5µ. 20 mt C. Relación spht 80:1. 

Temp. 150ºC a 275ºC con lOºC/min. TLwi=2 min. Gas helio. 

Los espectros de masas fueron obtenidos en un aparato 

Hftachi Perkin Elmer RMU60 en el Instituto de Química de la U.N.A.M. 

b) Preparación de derivados. 

b.l) Obtención de los derivados metilados, :?a, la, y 6a (Producto II). 

A 45 mg del Producto I ~n 10 ml de éter etílico, se adi­

cionó un exceso de solución etérea de diazometano. La mezcla se de-

jó reposar a temperatura ambiente durante 18 hr. Al cabo del tiem­

po señalado se obtuvieron 40 mg de un compuesto de color amarillo 

claro, (Producto II) en forma de agujas finas idénticas en todos sus 

aspectos, que funde entre 43-46ºC. 

19. 

b.2) Obtención de los derivados acet1lados, ~. 2b, 6b (Producto III), 



Método. A 100 mg de Producto I se agregaron 2 ml de anhídrido 

acético y dos gotas de H2so4 concentrado. La solución se hirvió a 

reflujo durante algunos minutos. El derivado acetilado fué separa­

do con agua de hielo y extraído con éter etílico obteniéndose 30 mg 

de polvo amarillo (Producto III) y fundió a 48-SOºC. 

b.3) Fo-rmación del derivado dimérico. 2c. 

Se tomaron 100 mg del producto I y se disolvieron en 3 ml de 

ácido acético caliente. A la solución anterior se le adicionaron 

0.6 ml de formaldehído (Rao, 1962). Formándose de inmediato 31 mg 

de un sólido de color amarillo-naranja, 2c. que fué recristalizado 

de dioxano. El producto obtenido se descompone a 220ºC. 

b.4) Oxidación del Producto I con H2o2 en medio alcalino. 

A una solución de Producto 1 {50 mg) en KOH IN. se adicionaron 

4 ml de H2o2 bajo calentamiento suave en baño maría. Después de 3 

horas. la mezcla de reacción fué acidificada y extraída con éter. 

La fase etérea se secó sobre Na 2so4 anh. Al evaporar el disolvente 

se obtuvo un producto semisólido. que fué metilado con CH2N2. (Pro­

ducto IV: 2d. le. 6c). 
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2. ESTUDIO MICROBIOLOGICO. 

Paralelamente al estudio fitoqufmico. se disefto y efectu6 una 

prueba bio16gica al extracto de éter de petr61eo y al Producto I 

para constatar si las propiedades antibi6ticas y desinfectantes 

que se le atribuyen a esta planta (Pérez Arbelaez. 1975) tenfan un 

fundamento cientffico. Para tal efecto se realiz6 un estudio mi­

crobiol6gico que incluy6 utilizar como microorganismos de prueba 

un grupo ~e bacterias Gram (+)y un grupo de bacterias Gram (-), 

una levadura y un Bacilo ácido-Resistente, presentados en las lis­

tas siguientes: 

Bacterias Gram (-) 

Proteus vulgaris 

Klebsiella pneumoniae 

Borditella bronchiscptica 

Escherichia coli (ATCC-10536) 

Salmonella tiphy 

Pseudomona aeruginosa (ATCC-15442) 

Serratia marcences 

Bacterias Gram (+) 

Streptococcus fecalis 

Streptococcus pneumoniae 

Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus aureus (ATCC-6538) 

Bacil 1 us cereus 

Bacillus anthracis 

Levadura: Candi da albicans (ATCC-10231); Bacilo ácido resitente: 

Micobacteria 11.eh.t· 

2.1 Ensayo MicroBiológico para el extracto de petrdleo y Producto I. 

Todos 1 os microorganismos de prueba fuerori'" sP.mbrados ·en tubos i!!. 

clinados con AST como medio de cultivo y mantenidos durante 48 h. 

Posteriormente se procedi6 a hacer una resiembra en caldo nutritivo. 
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La incubaci6n se rea11z6 a 37ºC durante 6 h. para las bacterias Gram (-) 

y 24 h. para bacterias Gram (+). Esto se efectu6 con el prop6sito de 

.obtener un cultivo lfquido en fase exponencial de crecimiento. el 

cual serfa usado en la inoculaci6n con gotas sobre superficie de 

agar estandarizado MJR XIX (Sanabria. 1985). 

Por otro lado. a diferentes tubos de ensayo que contenfan 13 ml 

de AST licuados y mantenidos a 42º:!:_ 2ºC. se las adicionaron 0.4·ml de las 

muestras.del patr6n y del blanco respectivamente. Este proceso se re!_ 

11z6 por dúplicado. Mediante agitaci6n con vortex estas mezclas fue­

ron homogenizadas e inmediatamente vertidas· en cajas petri de 9 cm de 

di4metro. dejando solidificar el medio. A este AST adicionado y soli­

dificado se le procedid a inocularse el microorganismo por el método 

de inoculaci6n con gotas sobre la superficie de agar estandarizado, 

referido con anterioridad. 

El medio inoculado se dej6 reposar por·30 minutos y enseguida-fué 

sometido a incubacidn a una temperatura. de 37º realizando lecturas 

a las 24 y 48 hr. 

El proceso del ensayo microbiol6gico se presenta en el Esquema 3. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7. 

Una vez aislado el Producto I presente en el extracto de éter 

de petr61eo se procedi6 a realizar las mismas evaluaciones microbio-

16gicas que para el extracto. la única variante fué realizar concen­

traciones de 15 mcg/ml y 7 mcg/ml del Producto I. 



BLANCO: 

MICROORGANISMO DE 
PRUEBA MANTENIDO 
EN AST (TUBOS EN CUÑA) 

''''"'"'~ ,, '-'· (24 h. los Gram +y 6 h. 
Gram - ) A~!TES DEL 
ENSAYO E INCUBAR 

~ 
INOCULACION DEL MICROORGA­
NISMO CON EL MJR XIX 
(gotas sobre superficie 
de agar ) 

EtOH 95% y CHC1 3 

TUVOS DE ENSAYO 

MUESTRA, PATRON 
Y BLANCO . . 

23. 

CON 13 ml DE AST 
MANTENI

1
DOS A 42ºC.:!:_2ºC 

TOMAR POR DUPLI­
CADO. 0:4 .ml 

HOMOGENIZAR EN AGITADOR r· 
VERTER EN CAJAS 
PETRI DE 9 cm.DE 

"'""] 
DEJAR SOLIDIFICAR 

'''º'º OU~TE 'º '''°'°' 
! 

INCUBAR A 370ºx 48 h . 
. HACER LECTURAS A LAS 24 y 48 h. 

Esquema 3. Ensayo micr~bi ~16gico para b~d:EÍrias y levaduras. 



2.1.2 Determinaci6n de la concentraci6n mfnima inhibitoria. 

Colateralmente se efectu6 la determinaci6n de la concentraci6n 

mfnima inhibitoria siguiendo la misma técnica. pero adicionando 0.4. 

0.3. 0.2 y 0.1 ml de muestra del extracto dilufdo y del Producto I. 

2.1.3 Evaluaci6n de la actividad antibi6tica del extracto de éter de 

petróleo y Producto I. 

También se llevó a cabo la evaluación de la actividad antibió­

tica del extracto de éter de petróleo por el método de pi~icilindro 
en cajas dé agar de acuerdo a la técnica convencional (Clark. ~'ª1..:.· 

1981). En este caso se utilizaron como microorganismos de prueba 

Candida albicans y Arpegillus niger. Las concentraciones utiliza-

24. 

das del extracto de éter de petr6leo son las siguientes: A= 9.85 mg/ml, 

B = 0.985 mg/ml y C = 0.0985 mg/ml y se utilizaron 0.2 ml de cada di­

luci6n. En todos los casos las pruebas ~e realizaron. por duplicado 

y como patr6n se empleo sulfato de eritromicina (40 mcg/ml). 

Asimismo se efectuó el análisis de penicilindro para valorar 

la actividad antibi6tica del Producto I usando los mismos organismos 

de prueba: Cand1da albicans y Asoergfllys !J.ism.r y las mismas concen­

traciones A= 9.85 mg/ml; 8 = 0.985 mg/ml y e= 0.0985 mg/ml. 

2.1.4 Detenninaci6n de la concentración critica para el Producto r. 
Se detennin6 Ja concentraci6n crftica (N) realizando ensayos 

del microorganismo frente a 3 concentraciones del Producto J A = 
9980 mcg/ml. e= 998 mcg/ml y e= 99.8 mcg/ml bajo las mismas condi­

ciones de densidad del in6cuo. medio de cultivo. temperatura y tiem­

po de .incubación. De acuerdo a lo establecido por Hufford para es­

ta prueba (Hufford ~ !]_,_, 1975). ¡ 



Resultados y Discusi6n. 

Identificaci6n de rapanona y quinonas relacionadas. 

Del extracto de éter de petr61eo y del extracto etan61_ico de la 

corteza de Rapanea guianensis, se obtuvo una mezcla de sustancias 

de naturaleza quinoide (Producto I), cuyo componente principal fué 

identificado como rapanona, -ª._. La caracterización de los componen-

. tes se hizo en base a métodos químicos y espectroscópicos. Conjun­

tamente se.realiz6 la evaluaci6n microbio16gica del extracto de éter 

de petróleo, y de los compuestos aislados, encontrándose que presen­

tan una gran actividad antibiótica. 

La mezcla (Producto I) constituida fundamentalmente por rapano­

na se obtuvo como agujas cristalinas de color amarillo-naranja con 

pf. 130-132ºC, soluble en benceno, cloroformo y en solución de car­

bonato de sodio. El comportamiento cromatográ~ico de este producto 

se resume en la Tabla 4 y en todos los casos donde hubo corrimiento 

se observó como una mancha homogénea, indicando-ª- priori la presen­

cia de un solo compuesto. 

Las constantes físicas y espectroscópicas del Producto I se en­

cuentran en la Tabla 5. 

Su espectro de I.R. (Espectro 1) mostró bandas de absorción pa­

ra grupos hidroxilo (3309 cm-1) carbonilo de dicetona conjugada 

(1614 cm-1), metilos y metilenos (2920, 2849 y 1464 cm-1). 

Los máximos de absorción en el U.V. (Espectro 2), la coloración 
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sistema de 
eluyentes 

11 

111 

IV 

V 

VI 

VII 

Composición 

AcOEt-MeOH 

AcOEt-EtOH 

AcOEt-MeOH-H20 

AcOEt~EtOH-H20 

CHC1 3-AC.ACETICO 

BENCENO-AcOEt 

VII! BENCENO 

Tabla 4 •. -Comportamiento Cror::ato~ráfico del Producto I. 

Proporci6n 

7:3 

l: l 

77: 13: 10. 

50:30:20' 

9:1 

5:5:3: l -

9:1 

Soporte Agente 
revelador 

Gel de sflice Sulfato·cé-
GF 254 de rico amónico 
Merck 

Rf Comportamiento 
cromatográfico 

Nci hubo corrimiento 

•;" : ·, -
··,;'>-

... 

ó.e'. \ .. +{-'' 
,;:.· 

Referencia 

-Stahl Egon, 1969 

Domfnguez, 1973 
Ogawa H, 1968 

N 
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Tabla 5. Constantes ffsicas y espectroscópicas del Producto I. 

pf. 130-132ºC 

EMIQ m/z (%) 
(Espectro 4) 

MeOH 
U.V. Amax mn (loq 

(Espectro 2) 

CHCl -1 
I .R. "max 3 cm 

(Espectro 1) 

RMN1H 

(80MHz, DMSO-d6 , ppm) 

(Espectro 3) 

350 M+ .. ( 9.9) ... 322 M+ (51.1),.294 M+ ( 7.4) 

168 (22.5), 155 (33.9); 154- ftf)O), 125, 69, 55, 43, 41 

206 (0.5757), 294 (0.60166), 498 (0.02719) 

3309, 2920, 2849, 1614, 1464, 1395,1358, 

1327, 1289, 1194, 1117, 1000, 850 

11 (s, 2H, 2 OH), 5.73(s,1H,H-6), 2.25 

(t, 2H, -CHz-).l.20(s. 22H, -CH2-l· o.a 
(t, 3H, -CH3). 
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observada al tratar el producto con alcali, la solubilidad en benceno, 

y la infonnaci6n del espectro de I.R., sugirieron que el Producto I 

era de naturaleza hidroxibenzoquinoide. 

La obtenci6n de los derivados diacetilado, III, y dimetilado, II~CO!!.. 

firmaron que el Producto, I, era dihidroxilado, más específicamente 

2,5-dihidroxilado, de acuerdo a los máximos de absorción observados 

en el U.V. (Espectro 2). Las constantes espectroscópicas de los deri­

vados se resumen en la Tabla 6 y sus estructuras se señalan en las 

Figuras 5,-6 y 7. 

El espectro de RMN1H (Espectro 3) sustentó aun más esta proposi­

ción, indicando además que el Producto, I, era una alquil 2,5-dihidro­

xibenzoquinona del tipo de embelina, ya que, present6 las siguientes 

caracterfsticas: 

1) Un singulete a 11 ppm que integraba para dos protones atribuibles 

a dos grupos hidroxilos quelatados. 

2) Una se~al a 5.6 ppm asignable a un protón oleffnico y que confir­

maba que el anillo quinoide estaba trisustituido. 

3) Un triplete a 2.3 ppm, correspondiente al metileno de la cadena 

alquflica; unida a la estructura quinoide. 

4) Un singulete muy intenso a 1.4 ppm que integraba aproximadamen­

te para veintidos protones, correspondientes a los metilenos 

intermedios de la cadena alquflica. 

5) Finalmente, se observó un triplete a 0.8 ppm correspondiente al 

metilo terminal de la cadena lateral de una alquilhidroxibenzo-

quinona. 



Tabla 6. Constantes físicas y espectroscópicas de los derivados del 

producto I (Productos II y III). 

Derivado 

Metilado 

Acetilado 

2b,l!?.,6b (Producto 

pf RMN 1H 

(80MHz CDC1 3 , ppm) 
Espectro 

29. 
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CH,j) ~C~ 

~:lf27 
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I. CH N -2 2• eter 

II. Anh. acético 
I II. HC=O - • H2S04 

, ac. acét" 
IV. · H 

0 
lCO caliente 

2 2' NaOH 

Figura s. Derivados d . e rapanona, _g_. 
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l.CHN.· 
. 2 2• éter 

II. Anh. acét . IlI; lCO, H SO 

H202 • .NaOH 

2 4 

Figura 6. Derivados d e embelina, .!.· 



o 
11 

wcD=~ ~ 31 

I. CH2N2• éter 

iI. Anh. acético. H2so4 
III. H2o2, NaOH 

Figura 7. Derivados de 2,5-dihidroxi-3-pentadecil-1,4-benzoquinona, 

~-
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El espectro de masas (Espectro 4). mostr6 un intenso ión mole­

cular a m/z 322. pero también se observaron iones moleculares. aun­

que considerablemente muchos menos intensos. a m/z 294 y miz 350. 

Estos iones se correspondfan perfectamente con las fórmulas molecu­

lares c19H30o4 • c17H26o4 y c21H34o4 respectivamente. También se ob­

servaron iones a m/z 168. 155. 154. 142. 71 y 69. Esta información 

permitió concluir entonces que el Producto I estaba constitufdo por 

una mezcla de 3 quinonas. 

El fragmento a m/z 154 y que corresponde a la ruptura ~ de la 

cadena alquflica permiti6 establecer que los largos de la cadena de 

los 3 constituyentes eran c13 • c11 Y c15 • 

los otros iones mencionados eran caracterfsticos de una alquil 

hidroxibenzoquinona y
0
el patrón de fragmentación se ilustra en la 

Figura 8. 

Las longitudes de las cadenas laterales fueron confirmadas me­

diante la obtención de los ésteres metflicos de los ácidos corres­

pondientes. luego de una oxidación del Producto I con H2o2 en me­

dio alcalino y posterior metilación con diazometano de los ácidos 

resultantes. los ésteres metflicos .!E.• 2d. 6c. fueron separados 

mediante cromatograffa de gases y caracteriza1os por espectrometrfa 

de masas. El cromatograma de la mezcla de los ésteres se ilustra 

en la Figura 9. Como se puede observar el principal componente de 

la mezcla es el compuesto que presenta un tiempo de retención de 

8.371 min. y que corresponde al éster metflico del ác.mirfstico 
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h~Cli:ll,1 CM:i 

/ AM" a22 

~- + 

mfz 154 

:~';:ª 
t ('tr=CH~ ---­HOY~ 
mfo 126 

l 
4 + 

Figura a. Fragmentación básica de raP.anona. 
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Figura 9. Cromatograma de gases de los ésteres 
metfl 1 cos, 2d, le y 6c, obtenidos de 
la oxidaci6n y metilaci6n del Producto l. 
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o 
(CH3(CH2 )12-C-OCH3). Por lo tanto la quinona que se encuentra casi 

exclusivamente en el Producto I es la rapanona. Los otros dos éste-

res metílicos detectados fueron los de los ácidos laúrico. 
o 

(CH3-(CH2)10-C-OCH3) (tr=5.939) y palmítico (CH3-(CH2 ) 14 -~-0CH3 ) 
o 

(tr=l0.612). La presencia de estos dos últimos en la mezcla de és-

teres es congruente con la existencia. también, de la embelina y la 

2,5-dihidroxi-3-pentadecil-1,4-benzoquinona, en el Producto I. 

(Espectros de masas 8, 9 y 10). 

Consistente con los resultados del análisis por CG-EM de la 

mezcla de los ésteres metílicos de los ácidos (según los cuales la 

rapanona era la quinona mayoritaria), fué el patrón de absorción ob­

servado en el I.R. de la zona comprendida entre 998 y 927 cm-1. En 

la Figura 10 se ilustra el patrón de absorción característico para 

la rapanona, embelina y mezclas de ambas (Ogawa, 1968), así como 

tam_bién del Producto J. Como se puede observar el de este últil!Xl 

es muy similar al que se observa cuando la rapanona se obtiene como 

un producto puro. 

Una evidencia adicional acerca de la naturaleza alquilhi­

droxibenzoquinoide del Producto I lo constituye el hecho de que el 

tratar con formaldehído y ácido acético caliente, se obtuvo un pro­

ducto de naturaleza dirética. (ver Figura 5) (Rao, 1962), cuyo es­

pectro de RMN 1H (Espectro 7 ). present6 las siguientes características. 

1) Un singulete a 8.1 ppm que integraba para cuatro protones corre~ 

pendientes a los cuatro grupos hidroxilo en la molécula. 

2) Un singulete a 4.2 ppm que integraba para dos protones, atribui­

bles a un metileno unido a dos unidades quinoides. 
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Embelina 
Rapanona 

Ardisia crenata 

A. japonica 

A. sieboldii 

Myrsine sequinii 

M. stalonifera 

Cromatograff a de 
gases de ésteres 
metflicos 

-> .. l_ 
~ 
:\ 
•\ --· -• " " ~ •• -l' .... 

.. A l 
..A. l 
~' •• 1 \ 

~J ,_ 

_,._ i 

Espectro de 
Infrarrojo 

V\(\/ 
.,.,, r-"1 ,-, 

V V \ • 
/\,/\,'\/ 
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vVV 
...:.~\ r-, í\ . 

. 'J \! \.1 

vvY 

980 950 920 

Rapanea guianensis 

(Producto 1) 

' r t cm;.¡ 

Figura 10. Patr6n de absorción en el I.R. en la zona comprendida 
entre 998 y 927 cm-1 para la embelina, la rapanona, 
mezcla de ambas y para el Producto l. 
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3) Un triplete a 2.6 ppm que integraba para cuatro protones,asigna­

ble a dos metilos a a la estructura benzoqu1noide. 

4) Un singulete muy intenso que integraba para 44 protones a 1.4 ppm 

que corresponde a 22 metilenos de la cadena alquflica. 

5) Finalmente a o.a ppm un triplete para seis protones, correspon­

dientes a dos metilos terminales de una cadena lateral alquflica. 

Muy posiblemente este derivado corresponde fundamentalmente al 

dímero de la rapanona. Al igual que las especies relacionadas, el 

estudio qufmico de esta planta permitió el aislamiento y caracteri­

zación de una mezcla de quinonas,constituído principalmente por ra­

panona. Como ya se mencionó en la Introducción, generalmente, la 

rapanona y sus congeneres se encuentran en sus fuentes naturales 

bajo la forma de mezclas y la abundancia relativa de los constitu­

yentes de las mismas, varía de una especie a otra. Sin embargo,en 

el caso de esta planta, la rapanona, se obtuvo como la quinona ma­

yor,taria. 

En cuanto al ensayo microbiológico del extracto de éter de pe­

tróleo y del Producto I se pudo observar en la Tabla 7 que el ex­

tracto de éter de petróleo resultó activo, a las 24 y 48 h,a concen­

traciones de 294 mcg/ml contra todos los microorganismos empleados 

para el ensayo. Cabe señalar el hecho de que la única excepción fue 

g_,__ coli, donde a las 24 h, hubó una reducción del crecimiento,sin 

embargo a las 48 h., el crecimiento fué normal. 

Cuando se utilizó el extracto diluido (147 mcg/ml) a las 24 y 

48 horas presentaron crecimiento.~ pneumoniae. g_,__ coli, E.,._~-
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Tabla 7. Resultados obtenidos del ensayo microbio16gico realizado para el 
extracto de éter de petr61eo. 
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ginosa y~ marcecens. Todas ellas microorganismos Gram (-). La 

inhibici6n total del crecimiento se presento en todos los microor­

ganismos Gram (+). la levadura y los bacilos ácido resistentes. lo 

cual indica que este extracto es especialmente activo contra este 

tipo de microorganismos. 

Al efectuar el ensayo con el Producto I se utilizaron concen­

traciones de 15 mcg/ml y 7 mcg/ml, los resultados obtenidos se mue~ 

tran en la Tabla 8 y como se puede observar son coherentes con los 

obtenidos para el extracto total. la única diferencia es la concen­

tración utilizada del producto aislado. 

Con el objeto de corroborar estos resultados se efectu6 el ensa­

yo microbiológico utilizando el método de penicilindro. 

Del extracto de éter de petr61eo se emplearon concentraciones que 

oscilaban entre 9.85 mg/ml y 0.0985 mg/ml. Se usaron como microor­

ganismos de prueba. C. albicans y A. niger. El halo de inhibici6n 

que'·se obtuvo es sensiblemente igual al conseguido por el sulfato de 

eritromicina y una concentración de 40 mcg/ml (Tabla 9). Para el ca­

so del producto I se efectu6 la prueba a concentraciones de 15 y 7 

mcg/ml encontrando una inhibici6n de crecimiento muy significativa 

(Tabla 10). 

Para encontrar la concentraci6n mfnima inhibitoria del Producto I 

40. 

se emple6 el método de penicilindro, realizando con sulfato de eri­

tromicina (40 mcg/ml) como patr6n positivo y 3 concentraciones dife­

rentes del Producto I A= 9980 mcg/ml. e= 998 mcg/ml y e= 99.8 mcg/ml). 
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Se efectuaron siete lecturas para cada concentraci6n y la media arit­

mética de los siete valores encontrados para cada una de ellas.se utj_ 

liz6 para elaborar la gráfica InC vs x2 (donde X2 =cuadrado de la 

distancia entre el dep6sito y el borde y InC = logaritmo de la caneen. 

traci6n aplicada). En la Tabla 11 se indican los valores graficados. 

Al graficar los datos obtenidos (FigL:ra 11) se puede observar que 

la correlaci6n que se obtiene es aceptable (0.9797) con una pendiente 

m = 0.2455 y un intercepto de 1.9489, lo cual corresponde a una con­

centraci6n crftica de 7.0213 mcg/ml. 

Tabla 9. Actividad antimicrobiana del extracto de éter de petr61eo 
de Rapanea guianensis por el método de penicilindro. 

Compuesto Diámetro del halo de inhibici6n (mm) 

Sulfato de eritro­
micina (40 mcg/ml) 

Extracto de éter 
de petróleo 

A = 9.85 mg/ml 

B = 0.985 mg/ml 

e = 0.0985 mg/ml 

Candida albicans 

7 

6 

4 

3 

Aspergillus niger 

9 

a 
5 

4 

42. 



' 
Tabla 10. Actividad antimfcrobiana del producto I (Método del 

penfcf1 fndro). 

Compuesto Di6metro del halo de inhibfcf6n (nm) 

Candfda a1bicans Aspergillus niger 

Sultado de eritro-
micina (40 mcg/ml 8 9 

Producto I 

A = 15 mcg/ml 7 6 

B = 7 mcg/m1 5 4 

Tab~a 11. Valores del halo de inhibición graficados para obtener. 

la concentración mfnima inhibitoria. 

x2 Concentracion (C) ln e 
mcg/ml 

A = 30.25 9980 9.208 

B 18.06 998 6.706 

e 12.25 99.8 4.603 

43. 
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1nC 
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e= 7.01213 mc~/m1 

10 20 

Figura 11. Concentración mfn;ma efectiva del Producto l. 



Por lo que se refiere a la concentración crftica (ti) ,este en­

sayo se efectu6 para el Producto I utilizando como microorganismos 

de prueba Candida albicans y Aspergillus niger probando inicialmen-

te a concentraciones de 100 mg/ml_y procediendo a realizar diluciones. 

hasta obtener la concentraci6n crftica en la cual se inhibfa el cre­

cimiento después de 24 y 48 horas de incubaci6n. En este caso tam­

bién se utiliz6 sulfato de eritromicina como patrón positivo. Los r!. 

sultados obtenidos por duplicado para el Producto I se muestran en la 

Tabla 12. · 

Tabla 12. Concentraci6n crftica {N) para el Producto r 

Candida albicans Aspergillus niger 

A B e A B e 
ION 5N 4N 7.5N 3N 

llN 5N 4N 7N 2N 

A 9.85 mg/ml; B = 980"mcg/ml; C 98 mcg/ml 

De los resultados obtenidos para la concentración crftica se pu!_ 

de concluir que el Producto I tiene una buena actividad y hasta la 

última dflucf6n que se hizo (98 mcg/ml) mostraba inhibición del cre­

cimiento bacteriano. Es de hacer notar que la concentración usada 

45. 



es importante. ya que la mayoría de los antibi6ticos clfnicamente útj_ 

les son activos en los ensayos de resistencia en un nivel de por lo 

menos 10 mcg/ml. Asimismo una sustancia pura que no sea activa de 

menos a una concentración de 100 mcg/ml no parece ser un serio candi­

dato para estudios clfnicos. a menos de que presente actividad frente 

a microorganismos muy resistentes o que presente una toxicidad muy ba­

ja al compararlo con otros antibióticos. 

46. 

Es muy importante la acción sobre bacilos esporulados. porque sus 

esporas son formas de resistencia por tanto son más diffciles de exter­

minar. 



Conclusiones 

l. El estudio fitoqufmico del extracto de éter de petr61eo de la 

Rapanea quianensis puso de manifiesto la presencia de una mezcla 

de compuestos de tipo alquilhidroxibenzoquinoide. El componen­

te mayoritario de la mezcla· es la 2.5-dihidroxi-3-tridecil-1.4-

benzoquinona (rapanona) acompañada de pequeñas cantidades de la 

2.5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona (embelina) y la 2.5-

dihidroxi-3-pentadecil-1,4-benzoquinona. 

2. En el ensayo microbiol6gico se pudo evaluar la actividad bacte­

ricida del extracto de éter de petr6leo de !L._ guianensis que re­

sultó sumamente acti.vo contra bacterias del tipo Gram (-) asf co­

mo contra hongos y levaduras. 

Cuando se prob6 la mezcla de quinonas se pudo constatar esta ac-

. tividad a concentraciones inferiores por tratarse de un producto 

aislado y cristalizado. 

47. 

La concentraci6n mfnima inhibitoria para este producto fué de 

7.0213· mcg/ml lo que lo hace susceptible de ser considerado como un 

buen agente bactericida. La presencia de este producto es tan 

alto rendimiento en la madera permitiría explicar. en cierta fo!:_ 

ma. las actividades que se le atribuyen a la planta en medicina 

tradicional. 



Recomendaciones. 

l. Continuar con el estudio del extracto metan6lico para tratar de 

aislar los compuestos presentes en esas fracciones tan polares. 

2. Con el objetivo de complementar los datos obtenidos del análisis 

microbio16gico, serfa conveniente efectuar las pruebas de toxici­

dad conducentes al producto obtenido. 

3. La realizaci6n de pruebas farmacol6gicas de la rapanona que permi­

tiesen poner de manifiesto su actividad anticonceptiva, informada 

ya en la literatura para la embelina. 

4. Estudiar especies mexicanas similares. 

48. 
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