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RESUMEN

Del extracto etandlico de las hojas de Virola ca-
lophylla se aislaron los compuestos denominados: Hi-
droxiotobaina, Otobaeno, Sitosterol, Dihidro-chalcona
(2’,4’-dihidroxi-4, 6’-dimetoxidihidrochalcona), Vaini-
llina. Del extracto etanélico de corteza de Virola ca-
lophylla se aislaron dos compuestos: Safrol y Metilpa-
rabeno sustancias aisladas por primera vez en la familia
Mpyristicaceae. Las estructuras fueron determinadas por
métodos espectroscopicos y por comparacion con datos
de la literatura. A los extractos etanélicos de las hojas
y corteza de Virola calophylla se les realiz6 un estudio
preliminar de actividad antimicrobiana.
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SUMMARY

CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL STUDY OF
THE ETHANOLIC EXTRACTS OF LEAVES AND
BARK OF Virola calophylla (Myristicaceae)

From the ethanolic extract of the leaves of Virola
calophylla were isolated the compounds designated:
Hydroxyotobain, Otobaene, Sitosterol, Dihydro-chalco-
ne (2’,4’-dihydroxy-4, 6’-dimetoxydihydro-chalcone)
and Vanillin. From the ethanolic extract of the bark of
Virola calophylla were isolated two compounds: Safrole
and Methylparaben isolated substances for the first time
in the family Myristicaceae. The structures were deter-
mined by spectroscopic methods and by comparison
with literature data. To the ethanolic extracts of leaves
and bark of Virola calophylla a preliminary study of the
antimicrobian activity was realized.
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INTRODUCCION

La familia Myristicaceae es de gran interés fitoqui-
mico, las especies del género Virola contienen alcaloides
tipo triptamina y carbolina responsables de la actividad
alucindgena. Los indios del Amazonas elaboran un pre-
parado alucinogénico, conocido como yakeé, de la resi-
na de Virola calophylla, Virola callophylloidea 6 Virola
peruviana, para producir efectos alucindgenos o como
narcético (1).

Existen diversos reportes sobre usos de las especies
de la familia Myristicaceae, siendo los mas importantes:
su aplicabilidad en farmacologia (probada tanto cienti-
ficamente, como en medicina popular); los usos micro-
biolégicos y finalmente la utilidad industrial.

Otra propiedad encontrada en algunas especies corres-
ponde a su actividad fungistatica 6 fungicida, la cual ha
sido atribuida a la presencia de neolignanos, diferentes
estudios han demostrado que sus extractos presentan acti-
vidad antimicrobiana, citotxica y antibacteriana (2).

En el presente trabajo se describen 7 compuestos ais-
lados de una especie de Virola calophylla: Hidroxiotobai-
na, Otobaeno, Sitosterol, Vainillina, Dihidrochalcona, Sa-
frol y Metilparabeno. Los dos tiltimos aislados por primera
vez en el género Virola de la familia Myristicaceae.

A los extractos etanélicos de hojas y corteza de Vi-
rola calophylla se les realizo un ensayo preliminar de
actividad antimicrobiana empleando el método de per-
foracion y difusién en gel. (3)

Los microorganismos empleados fueron : dos hon-
gos Aspergillus niger y Fusarium oxysporum, cuatro
bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Ba-
cillus subtilis, Micrococcus luteus y dos levaduras Can-
dida albicans y Sccharomyces cereviceae.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal utilizado

La muestra determinada como Virola calophyllla
(Warb) (hoja y corteza) fue recolectada en Amazonas en
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abril de 1994 (parque Nacional Amacayacu), por el guia
J. Miraiia, el Doctor Luis Enrique Cuca S. profesor del
Departamento de Quimica de la Universidad Nacional
de Colombia y el estudiante de posgrado L. M. Sosa V.
del Departamento de Quimica de la Universidad Nacio-
nal de Colombia. La determinacién taxonémica fue re-
alizada por el Doctor Roberto Jaramillo Mejia bidlogo
del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia. Una muestra de herbario se en-
cuentra bajo el N°-COL 366259.

Extraccion y aislamiento de los constituyente

Las hojas secas y molidas (1700 g) se extrajo por
percolacién en frio con EtOH obteniéndose (220 g) de
extracto seco. Parte de este extracto (150 g) fue sometido
a extraccién con Soxhlet con solventes de polaridad cre-
ciente eter de petr6leo, cloroformo, acetato de etilo obte-
niéndose los respectivos extractos: MH-E (11.64 g), MH-
C(21.90g), MH-Ac (2.58 g); los extractos MH-Ey MH-C
fueron fraccionados y purificados utilizando cromatografia
en columna (CC) y cromatografia en capa delgada prepa-
rativa (CCDP) con silica gel de columna y silica gel de
placa delgada, respectivamente. El extracto eter de petr6-
leo de hoja se fracciono por cromatografia en columna
(CC) eluyendo con tolueno: AcOEt de polaridad creciente
(9:1 hasta 7:3). De la fraccion MH-E-12 (535 mg) se aislé
un sdlido en forma de agujas, las cuales se purificaron por
medio de una cristalizacién con metanol obteniéndose el
compuesto 1. La fraccién MH-E-19 (1768 mg) se purificd
en CC y CCDP obteniéndose los compuestos 2 (57 mg) y
el compuesto 3 (8 mg).

El extracto cloroférmico de las hojas se purificé en
CC eluyendo con solvente de polaridad creciente empe-
zando con tolueno y finalizando con tolueno:AcOEt
(7:3) recogiéndose 19 fracciones. La fracciéon MH-C-11
se purificé por CC y CCDP eluyendo con Benceno:
AcOEt (8:2) donde se obtuvieron los compuestos 4 (26
mg) y 5 (8 mg).

La corteza seca y molida (1350 g) se extrajo por
maceracion en frio con EtOH, obteniéndose (128 g) de
extracto seco; se tomaron (100 g) de extracto seco y se
sometié a proceso de extraccién por Soxhlet con solven-
tes de polaridad creciente EdeP, CHCl3 y AcOEt obte-
niéndose los respectivos extractos : MC-E (1.79 g), MC-
C (4.46 g) y MC-Ac (9.61 g). El extracto eter de
petroleo de corteza se purific en CC con silica gel y se
obtuvo el compuesto 6 (29 mg). De la fraccion MC-E-11
se aisl6 un sélido blanco el cual se purificé) por medio
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de una cristalizacion con metanol obteniéndose el com-
puesto 7 (61 mg).

El ensayo de actividad antimicrobiana fue empleado
el método de perforacidn y difusidn en gel, el cual per-
mite hallar la concentracién critica, que es la repre-
sentacion tedrica bajo la cual no se forma zona de inhi-
bicidn. Esto representa una medida de la susceptibilidad
de un organismo prueba (4). Las concentraciones em-
pleadas fueron 12000, 6000, 3000, 1500 mcg/mL.

Sitosterol 1 agujas blancas, pf 135°C-136°C. IR yKBr
eml: 3031, 2938, 2931, 2903, 2890, 2855. RMN!H (300
MHz, CDCl3;, TMS, p.p.m.) 8 0.68(s, CH3-18), 0.82(t,
J=6.6 Hz, CH3-28), 1.00(s, CH3-19), 3.38(m, H-3),
5.94(m, H-6), 6.60(m, H-7). RMN!3C (75 MHz, CDCl3,
TMS, p.p.m.), 37.21 (C-1), 31.60 (C-2), 72.00 (C-3),
42.24 (C-4), 140.70 (C-5), 12.00 (C-6), 31.80 (C-7),
33.00 (C-8), 50.00 (C-9), 36.08 (C-10), 21.04 (C-11),
28.27 (C-12), 42.24 (C-13), 56.70 (C-14), 24.27 (C-15),
39.70 (C-16), 56.00 (C-17), 11.90 (C-18), 19.80 (C-19),
33.85 (C-20), 18.90 (C-21), 36.46 (C-22), 24.24 (C-23),
39.70 (C-24), 29.04 (C-25), 23.04 (C-26), 22.98 (C-27),
31.66 (C-28), 11.95 (C-29).

Hidroxiotobaina (3.4,3’.4’-dimetilenodioxi-7’-hi-
droxi-2.7’, 8.8’-lignano), 2 solido. IR y&Br .;,-1: 3551,
2953, 2919, 2891, 2830, 1607, 1503, 1486, 1454.
RMNIH (500 MHz, CDCl3, TMS, p.p.m.) & 0.89(d,
J=6.8 Hz, 3H), 1.04(d, J=6.5 Hz, 3H), 1.58(m, 1H),
1.86(m, 1H), 2.29(s, 1H), 2.54(dd, J=12.1 Hz, 1H),
2.79(dd, J=3.6 Hz, 1H), 5.56(s, 1H), 5.72(s, 1H),
5.92(s, 2H), 6.61(d, J=7.9 Hz, 1H), 6.71(m, 1H),
6.81(m, 2H).

Otobaeno (3.4, 3’.4’-dimetilenodioxi-A7"8.2.7’,
8.8’-lignano), 3 sélido. IR yXBr .;;-1: 2950, 2919, 2897,
2860, 1502, 1483, 1464, 1438, 809. RMN!H (500
MHz, CDCl3, TMS, p.p.m.) 6 0.99(d, J=7 Hz, 3H),
1.25(s, 2H), 1.58(s, 1H), 1.77(s, 3H), 2.35(m, 1H),
2.50(dd, J=15, 4 Hz, 1H), 3.00(dd, J=15, 4 Hz, 1H),
5.54(s, 1H), 5.61(s, 1H), 5.97(s, 2H), 6.60(m, 3H),
6.78(d, J=7.8 Hz, 1H).

Vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido) 4 s6lido
blanco, pf 82°C. IR yKBr .-1: 3176, 3197, 2854, 1666,
1589, 1510, 1465, 859, 813. RMN!H (500 MHz, CDCl3,
TMS, p.p.m.) 8 3.96(s, 3H), 6.45(s, 1H), 7.04(d, J=8.5
Hz, 1H), 7.43(d, J=8.5 Hz, 2H), 9.82(s, 1H). RMN!3C
(125 MHz, CDCl3, TMS, p.p.m.) 56.1, 108.7, 114.4,
127.6, 129.7, 147.1, 151.7, 191.0.

Dihidrochalcona (2’,4’-dihidroxi-4,6’-dimetoxidihi-
drochalcona). 5 IR y KBr .-1: 3333, 1647, 1637, 1626,
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1610, 815. RMN!H (500 MHz, CDCl3, TMS, p.p.m.) 8
2.93(2H, t, J=7.6 Hz, H-B), 3.28(2H, t, J=7.6 Hz,
H-o), 3.79(3H, s, OCHjs), 3.84(3H, s, OCHj),
5.71(1H, s, -OHa), 5.91(1H, d, J=1.7 Hz, H-5),
5.99(1H, d, J=1.7 Hz, H-3’), 6.85(2H, d, J=8.3 Hz,
H-2,6), 7.16(2H, d, J=8.3 Hz, H-3,5), 13.9(1H, s,
OHpuente.). EM-L.E (70 eV) nv/z (%): 302 [M]* (40),
167 (100), 134 (98), 121 (55).

Safrol (4 alil-1,2-metilenodioxibenceno) 6, aceite.
IR ypelicula ..-1: 3077, 2976, 2857, 1638, 1489, 807.
RMN!H (500 MHz, CDCl3, TMS, ppm) 8 5.05(m, 2H),
5.92(m, 2H), 6.62(d, J=7.8 Hz, 1H), 6.66(s, 1H),
6.72(d, J=7.8 Hz, 1H). RMN!3C (125 MHz, CDCl3,
TMS, p.p.m) (Tabla 1).

Metilparabeno (p-hidroxibenzoato de metilo) 7, s6li-
do, pf 125°C. IR yXBr .-1: 3629, 3034, 1682, 1607, 1457,
1233, 850. RMN!H (300 MHz, CDCl3, TMS, ppm)
S 3.9¢s, 3H), 6.88(d, J=8,8 Hz, 2H), 7.27(s, 1H,),
7.97(d, J=8,8 Hz, 2H). RMN!3C (75 MHz, CDCl3,
TMS, p.p.m) 103.3, 115.2, 131.9, 159.9, 167.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del extracto Eter de petréleo de las hojas de Virola
calophylla fueron aislados e identificados tres compues-
tos, dos tipo lignano y un esteroide, los cuales fueron
identificados al comparar sus datos espectroscépicos con
los de muestras autenticas y con los reportados en la
literatura, asi: Sitosterol 1 (5, 6, 7), Hidroxiotobaina 2
(5, 8, 9), Otobaeno 3 (5, 10, 11). Del extracto clorofér-
mico de las hojas se aislaron dos compuestos que fueron
identificados como : Vainillina 4 (11, 12) y (2’,4’-dihi-
droxi-4, 6’-dimetoxidihidro-chalcona) 5 (13, 14, 15),
sus datos espectroscopicos concuerdan con los reporta-
dos. Las dihidrochalconas compuestos caracteristicos de
Iryanteras ahora se reportan en Virolas.

El compuesto 6 es un aceite amarillento, su espectro
de RMN!H presenta sefiales correspondientes a hidré-
genos aromaticos: (8 6.62, d, J=7.8 Hz, IHy 6 6.72,
d, J=7.8 Hz, 1H) en un sistema ortosustituido; y una
sefial de un protén (8 6.66, d, J=1.5 Hz, 1H) todo lo
anterior indica la presencia de un anillo aromético tri-
sustituido. Existe una sefial (8 5.92, m, 2H) caracteris-
tica de un grupo metilenodioxi sustituyente de un anillo
aromatico. Dos sefiales, una en ( 3.28, m, 3H) en la cual
esta presente un sistema vinilico, la otra en (8 5.05, m,
2H) corresponde a un grupo metileno (16). En el
RMNI3C (Tabla 1) se observan seis sefiales (108.1,
109.0, 121.2, 133.8, 145.8, 147.6 ppm) correspondien-

No. 27, 1998

tes a carbonos arométicos; segtn espectro DEPT 90 tres
sefiales son de carbonos protonados (CH) (121.2, 109.0,
108.1 ppm). Las tres restantes sefiales no aparecen en
el espectro DEPT 90, lo que indica que estas correspon-
den a carbonos cuaternarios. Una sefial en 100.7 ppm
segiin DEPT 135, corresponde al CH; de un grupo me-
tilonodioxi. Una sefial en 115.6 ppm de un carbono con
hibridacién sp2 caracteristica de un CH; terminal y otra °
en 39.9 ppm también con hibridacion sp? de un carbono
protonado CHj. Otra sefial se encuentra en 137.5 ppm
que segun el espectro DEPT 90 corresponde a un grupo
CH. El anilisis anterior conlleva a decir que el compuesto
6 corresponde al 4 alil-1,2-metilenodioxibenceno (Safrol).
Este compuesto conocido por su uso como conservador en
mucilagos y pastas para encuadernacion siendo muy supe-
rior al salicilato de metilo para este fin. Se usa a veces
junto con otros agentes para aplicacion local en enferme-
dades de la nariz y la garganta (17). Es utilizado como
estimulante aromatico (18). También es conocido por su
potente accién citotoxica.

El compuesto 7 es un sélido blanco de pf 125°C, su
espectro de RMN!H presenta las sefiales: (3 3.9, s, 3H)
caracteristico de un grupo metoxi -OCH3 sustituyente en
un anillo aromatico; (8 5.93, s ancho, 1H) que por su
desplazamiento indica que es un grupo OH sustituyente de
un anillo aromético; dos sefiales en (5 6.88, d, J=8.8 Hz,
2H) y 8 7.97, J=8.8 Hz, 2H) que son caracteristicos de
los hidrégenos de un anillo aromético en un sistema para-
disustituido. En el espectro de RMN!3C aparece las si-
guientes 5 sefiales (103.24, 115.21, 131.92, 159.92,
167.08 ppm), las cuales segtin su desplazamiento puede
corresponder a carbonos de un compuesto de caracter aro-
mitico. La sefial que aparece en 131.92 corresponde a dos
carbonos aromaticos que tienen los mismos sustituyentes
vecinos por lo cual presentan el mismo desplazamiento, la
sefial en 115.21 presenta la misma situacién anterior. Las
sefiales presentes en 159.92 y 167.08 corresponden a car-
bonos oxigenados, la tltima caracteristica de un carbono
con un grupo ester.

Los datos obtenidos comparados con los calculados
indican que el compuesto 7 corresponde al p-hidroxiben-
zoato de metilo 6 Metilparabeno un potente agente antimi-
crobiano. Este compuesto es empleado como antiséptico
y conservador en diversos preparados farmacéuticos (pe-
quefias concentraciones), también se usa en preparados
cosméticos que contienen grasas y aceites vegetales y ani-
males que pueden descomponerse. Es combinado con otros
agentes preservantes para hacer mas potente su accién (17).
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Figura 1. Estructura de los compuestos aislados.
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El encontrar este compuesto en esta especie de planta es
innovador ya que se obtiene por sintesis orgénica.

A los extractos etanélicos de hojas y corteza de Vi-
rola calophylla se les realizo un estudio preliminar de
actividad antimicrobiana empleando el método de per-
foracion y difusion en gel, obteniéndose como resultado
reduccién e inhibicion de crecimiento de las cepas em-
pleadas en el ensayo, demostrandose asi que estos ex-
tractos presentan una buena actividad antimicrobiana.
Al comparar el resultado del ensayo realizado para bac-
terias se aprecia que la inhibicién es mayor que la que
presenta el ensayo realizado para hongos, lo cual hace
a los extractos buenos agentes antibacterianos. Compa-
rativamente el extracto etandlico de corteza tiene mayor
actividad antimicrobiana que el extracto etandlico de
hojas, ademads la corteza tiene mayor actividad antibac-
teriana que antifiingica. La presencia de sustancias bio-
l6gicamente activas como son Metilparabeno y Safrol
hacen que la corteza de esta especie sea una fuente pro-
misoria antimicrobiana. Los resultados obtenidos de la
actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos se
confirman con los valores de Concentraciones Criticas
(CCr) indicando que a un menor valor una mayor acti-
vidad antimicrobiana.

Tabla 1. Asignaciones de RMN13C para la sustancia
6 con técnica DEPT 90 y 135.

DEPT 135
13
C |RMNPC |DEPT 90 |cy, CH - CHs
1 145.800
2 147.611
3 109.071 109.071 109.071
4 133.806
5 121.275 121.276 121.276
6 137.589 137.589 137.589
7 100.780 100.780
8 108.133 108.133 108.133
9 39.901 39.901 39.901
10 115.662 115.662
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