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RESUMEN

Se evaluo el efecto del calentamiento del
liquido de la céscara de la nuez del mara-
fion (LCNM) sobre su composicion quimi-
ca y actividad antibacteriana en 8. mutans,
principal microorganismo responsable de
la caries dental.

Se simularon los tratamientos méis co-
munes de industrializacion de la almen-
dra, se determiné [a actividad antibacte-
riana de las muestras y se caracterizaron
los componentes con mayor actividad.

El tratamiento a 92 °C no afecta la acti-
vidad antibacteriana, a 150 °C no afecta
la actividad bacteriostitica pero disminu-
ye la bactericida, y a 200 °C disminuye
ambas. Por lo anterior recomendamos
que el beneficio de la almendra se realice
a una temperatura que no supere la de
ebullicion del agua.

Se confirmé que la actividad depende
de la naturaleza del nicleo aromitico y
del grado de instauraciones en la cadena
alifatica.

Palabras clave: liquido de la cascara de
marafion, Streptococcus mutans, Anacar-
dium occidentale, actividad antibacteria-
na, CLAE.

ABSTRACT

In this work we studied the effect of hea-
ting Cashew nut shell liquid (CNSL) on
its chemical composition and antibacte-
rial activity against S. smutans, main bac-
teria responsible for toth decay.

It was simulated the most common in-
dustrial treatments for the extraction of cas-
hew almond, the antimicrobial activity of
samples was assessed and the compounds
with major activity were identified.
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The results showed that heating at 92
°C did not affect the antibacterial activity
against S. mutans, heating at 150 °C did not
affect the bacteriostatic capacity but dimi-
nished the bactericide capacity and heating
at 200 °C diminished both. For these facts
we recomimend 1o extract cashew almond at
temperature no higher than boiling water.

Characterization of the main-major
active compounds allowed us to confirm
that antibacterial activity was mainly de-
pendent of the aromatic structure and also
of unsaturation on the side chain.

Key words: Cashew nut shell liquid,
Streptococcus mutans, Anacardium occi-
dentale, antibacterial activity, HPLC.

INTRODUCCION

La caries dental es una de las infecciones
bacterianas mis comunes en los humanos
y quizés una de las mas costosas que deben
atenderse durante la vida (1). Existen evi-
dencias de que el estado nutricional, el
consumo de azicar y la presencia de mi-
croflora cariogénica son algunos de los
factores que contribuyen en gran medida a
la aparicion de esta enfermedad. Muchos
estudios han concluido que el Streptococ-
cus mutans es el principal microorganismo
causante de la caries dental cuando coloni-
za las fisuras y dreas dentales profundas.
Sin embargo, si esta colonizacion se retar-
da, es posible que la caries dental no apa-
rezea, 0 por lo menos que su ocurrencia se
reduzca sustancialmente. Este hecho su-
giere que el uso'de tratamientos que inter-
fieran con la colonizacion del §. mutans
pueden tener un efecto importante en la
disminucion de la incidencia de la caries
dental en la poblacion humana (1. 2).
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Se ha reportado que el liquido de la
cascara de la nuez del maranén (LCNM),
rico en compuestos fendlicos derivados
del dcido salicilico v el resorcinol, deno-
minados 4cidos anacardicos, cardoles y
2-metilcardoles (3), posee actividad anti-
bacteriana contra Streptococcus mutans (4
- 8). Sin embargo, la actividad antibacte-
riana se ha estudiado en el LCNM natural,
es decir, sin que éste haya sido expuesto a
las altas temperaturas a las cuales se some-
te industrialmente, cuando se retira la cas-
cara para el beneficio de la almendra.

El ohjetivo de este trabajo consistié en
evaluar los cambios fisicos, quimicos y la
actividad antibacteriana en S. murans del
LCNM. cuando se calienta a las tempera-
turas de industrializacion de la almendra.
Los tratamientos térmicos evaluados in-
cluyeron calentamiento a 200 °C por 2
minutos para simular el método del aceite
caliente, el mas comun a nivel industrial
(9), y 292 °C por 10 minutos para simu-
lar un método de extraccion de la almen-
dra alternativo en el cual las nueces se su-
mergen en agua a ebullicion (10).

Adicionalmente, con base en los resul-
tados obtenidos en los ensayos prelimina-
res, se evaluo el efecto del calentamiento
del LCNM a 150 °C durante 5 minutos,
temperatura en la cual se observé que el
proceso de descarboxilacion, producido
por efecto del calentamiento, se termina.

Los componenies mas activos del
LCNM se fraccionaron y purificaron por
técnicas cromatograficas y la caracteriza-
cién se llevd a cabo por resonancia mag-
nética nuclear.
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PARTE EXPERIMENTAL
Extraccién

La nuez de maranon, Anacardium occi-
dentale, variedad criollo llanero, fue pro-
porcionada por la Corporacion Colom-
biana de Investigaciones Agropecuarias
(Corpoica). La nuez se sometié a un pro-
ceso de congelacion para facilitar la sepa-
racién de la almendra por fracturacién y
las cascaras se mantuvieron refrigeradas
hasta el momento de la extraccion (10).

EI LCNM natural se obtuvo por extrac-
cion a temperatura ambiente durante 30
horas con agitacién ocasional. Se parti6 de
100 gramos de ciscaras y se emplearon
500 mL de éter de petréleo (40-60°C). El
solvente fue eliminado usando un evapora-
dor rotatorio a 30 °C. La muestra se con-
servo a 4 °C protegida de la luz (7).

Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos se realizaron
en balones de fondo redondo con des-
prendimiento lateral a los cuales se co-
nectaron dos trampas con solucion acuosa
de hidroxido de bario para detectar la des-
carboxilacion, cuando ésta ocurriera. La
temperatura se controld con un redstato y
se mantuvo agitacién permanente.

Los tratamientos térmicos evaluados
fueron 92 °C por 10 minutos, 150 °C por
5 minutos y 200 °C por 2 minutos (9-11).
Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado

Propiedades fisicoquimicas

Al LCNM natural y a las muestras tratadas
térmicamente se les determinaron algunas
propiedades fisicoquimicas como indice

de refraccion, densidad, pH, reaccién con
bicarbonato de sodio, perfiles cromatogra-
ficos por cromatografia en capa delgada
(CCD), variaciones cualitativas en visco-
sidad y aroma; espectro infrarrojo, con las
muestras en forma de pelicula sobre celdas
de cloruro de sodio, en un equipo Parangon
500 serie 1000 IRTF (Perkin Elmer®); es-
pectro ultravioleta, en soluciones diluidas
en éter de petroleo, en un equipo Beckman
DU 640 Spectrophotometer; y perfil por
cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE), con las condiciones experimen-
tales indicadas més adelante, en un equipo
Perkin Elmer® LC410-7.

Actividad antibacteriana

Para los ensayos microbiologicos se utili-
z0 una cepa de Strepiococcus mutans
ATCC 25175. El medio de cultivo utiliza-
do fue caldo Infusion Cerebro Corazon, y
la incubacién del microorganismos se lle-
vo a cabo en condiciones de microaerofilia
a 37 °C durante 48 horas. Las muestras se
disolvieron previamente en DMF y poste-
riormente en el medio de cultivo (5, 12).

La concentracion minima inhibitoria
(CMI) se determind por el método de dilu-
ciones seriadas (6). colocando 1,5 mL de
cada dilucién y 1.5 mL de indéculo (10°
UFC/mL). La CMI fue definida como la
concentraciébn méas baja a la cual no hubo
crecimiento visible del microorganismo
después de las 48 horas de incubacién (13).

La concentracién minima bactericida
(CMB), definida como la menor concen-
tracion de analito capaz de eliminar el
99,9% del indculo inicial, se determind
inoculando en agar BHI una muestra de
cada dilucién que hubiese inhibido el cre-
cimiento del microorganismo. La CMB
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correspondid a la concentracién mas baja a
la cual no hubo crecimiento del microor-
ganismo, después de incubar a 37 °C por
48 horas (13). Todos los ensayos de CM1 y
CMB se realizaron por triplicado.

Bioautografias

Para verificar las fracciones o grupos de
compuestos responsables de la mayor acti-
vidad antibacteriana -y que sufren alguna
modificacion quimica por efecto del trata-
miento térmico- se realizd la bioautografia
del LCNM natural desarrollando CCD en
cromatoplacas Merck™ con fase movil éter
de petréleo: acetato de etilo 8:2 con doble
recorrido. Cada placa se colocé en una
caja de petri estéril y sobre ella se aplico
una fina pelicula de agar BHI previamente
inoculado. Se dejo gelificar el medio y se
observo el crecimiento de las bacterias
después de incubar en ambiente de mi-
croaerofilia a 37 °C por 48 horas (14).

Fraccionamiento y purificacion
de los componentes con mayor
actividad antibacteriana

Con base en los resultados obtenidos en
los ensayos de CMI, CMB y las bioauto-
grafias se realizd la separacion de las
fracciones que registraron mayor activi-
dad antibacteriana en §. mutans. Paraello
se realiz6 CCD preparativa, usando como
fase estacionaria cromatoplacas de silica
2el 60GF2ss (Merck™) y fase movil éter de
petréleo: acetato de etilo 70:30. Las dos
bandas correspondientes a las fracciones
con mayor actividad antibacteriana se ex-
trajeron y se llevaron a sequedad.

La separacion y purificacion de los
componentes en cada una de las fracciones
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obtenidas se realizd en un cromatografo 1i-
quido de alta eficiencia (CLAE) Perkin
Elmer® LC410-7, equipado con un detec-
tor UV/VIS LC295 a 280 nm (3,16). La
columna empleada fue una ODS de 25 cm
% 4 mm d.i. (Lichrosorb™). y la fase mévil
fue metanol: acido acético acuoso al 10%
en proporcién 90:10 v/v, a un flujo de 1
mL./min (16). Los solventes usados fueron
calidad CLAE.

Caracterizacion de los componentes
con mayor actividad antibacteriana

La caracterizacion de los componentes
separados por CLAE y que presentaron la
mayor actividad antibacteriana se realizo
por RMN-'H y RMN-"C (17) en un equi-
po Bruker de 500 MHz, usando como sol-
vente cloroformo deuterado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion

A partir de 100 gr de cascaras se obtuvie-
ron 38,2 gr de un liquido viscoso, de co-
lor oscuro y olor caracteristico corres-
pondiente al LCNM natural.

EI LCNM extraido del Anacardium oc-
cidentale, variedad criollo llanero. consti-
tuye un 38.2% en peso de las cascaras de
la nuez, valor que se encuentra por encima
del reportado para especies de la India y
Brasil, principales productores de mara-
fion con un 18 a 32% (9), lo que podria
convertirse en una ventaja para el aprove-
chamiento industrial de éste producto.

Tratamientos térmicos

El LCNM no mostré cambios fisicos
apreciables cuando se calentd hasta 90°C;
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sin embargo, por encima de esta tempera-
tura empezé a producirse descarboxila-
cion de los 4cidos apreciable por la for-
macion de BaCOs; en las trampas
conectadas al recipiente de calentamien-
to. A partir de 125°C y hasta los 150 °C la
descarboxilacion fue rapida y al llegar a
200 °C practicamente ya habia finaliza-
do. Con el calentamiento del LCNM na-
tural a temperaturas superiores a 100 °C
se produjo un oscurecimiento gradual del
color, v el aroma cambid haciéndose mas
picante.

Propiedades fisicoguimicas

Los resultados presentados en la Tabla 1
muestran que el calentamiento del LCNM
hasta 150 °C produce un incremento en el
pH, desde 3,2 hasta 5.0 que puede expli-
carsse por descarboxilacion parcial de los
Acidos anacédrdicos apreciable por la forma-
cion de BaCOs en las trampas conectadas al
recipiente de calentamiento. El incremento
del pH por encima de 7,0, cuando el
LCNM se calienta a temperaturas mayores
de 150 °C, solo puede explicarse porque

ademis de la descarboxilacién suceden otro
tipo de reacciones, por ejemplo de polime-
rizacién, que afectan también los grupos fe-
nolicos de las moléculas.

La reaccidn con bicarbonato de sodio
indica que las muestras del LCNM natu-
ral y el calentado a 92°C tienen comporta-
miento 4cido debido a la presencia de los
acidos anacérdicos. Sin embargo, para
las muestras restantes la prueba fue nega-
tiva. confirmando la descarboxilacion
completa por efecto de los tratamientos
térmicos aplicados.

Los incrementos en la densidad, visco-
sidad e indice de refraccién pueden ser
debidos a las reacciones de polimeriza-
cién que generalmente ocurren en los
compuestos fendlicos. (15).

En los espectros UV (Tabla 2) del
LCNM natural y las muestras calentadas
se observa que éstos poseen bandas de ab-
sorcion caracteristicas de compuestos
aromaticos. Adernds se observa que al in-
crementarse la temperatura de calenta-
miento la banda en 318-320 mm desaparece
gradualmente, lo que podria estar relacio-

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del LCNM natural y de las muestras sometidas a

tratamiento érmico.

Muestra Indice de
- refraccion
LCNM natural 1,5030
LCNMaxc! 1,5031
LCNMsoc! 1.5192
LCNMaoc' 1,5199

! calentado a la temperatra indicada
+ Reaccion débil
++ 4+ Reaccibn fuerte

Densidad pH Reaccion con
(g/mL) ~ NaHCO:
00,9064 3,20 +++
0,9372 4,40 b+
0.9781 4,98 +
0,9575 8,76 -
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Tabla 2. Bandas de absorcion al UV del LCNM
natural y las muestras tratadas térmicamente.

banda Fs (Rf 0,08) correspon-
diente a productos de deterioro
por efecto del calentamiento.

‘Muestra ~ A(nm) - Estos cambios en composicion
LCNM nawral 268 280 318 (fuerte) 'AWDI€n se evidenciaron en los
perfiles cromatograficos obte-

LCNM oz¢ 268 281 318 (flleHE) nidos por CLAE (Grﬁﬁca 1).
LCNM 1s0c 272 279 319 donde la muestra calentada a
LCNM a0 269 279 = 200 °C registré picos ensaricha-

nado con el deterioro de los dobles enlaces
de la cadena aliftica sustituyente.

En los espectros IR se observd que las
muestras de LCNM natural y calentada a
92 °C poseen bandas caracteristicas de
dcido (3200 y 1645 cm'') las cuales desa-
parecen por efecto de la descarboxilacion
cuando la muestra se somete a temperatu-
ras elevadas,

La CCD (Tabla 3) mostr6 un perfil cro-
matografico similar para el LCNM natural
y la muestra calentada a 92°C por 10 minu-
tos. Para las muestras calentadas a tempera-
turas superiores se observo la desaparicion
de la banda Fs (Rf 0,53) correspondiente a
los dcidos anacdrdicos, un aumento en la
concentracion de Cardanol por la descarbo-
xilacion de los fcidos y la aparicién de la

dos, menos intensos y con apa-
ricién de colas.

Actividad antibacteriana

Como se observa en la Tabla 4, el calen-
tamiento a 92 °C por 10 minutos no afecta
las actividades bacteriostitica y bacterici-
da del LCNM (CMIy CMB 5 ug/mL); el
calentamiento a 150 °C por 5 minutos no
afecta la actividad bacteriostatica pero
disminuye la bactericida, y el calenta-
miento a 200 °C disminuye tanto la acti-
vidad bacteriostatica como la bactericida.

Los cambios quimicos, especialmente
la descarboxilacion de los acidos anacar-
dicos producidos en la estructura de los
componentes del LCNM por efecto del
calentamiento, disminuyen claramente la

Tabla 3. CCD del LCNM natural v las muestras tratadas térmicamente

Fraccién LCNMuatural LCNMuzoc LCNMazooc

- Rf ~__Rf  Rf ~ Rf

Fi 0,76 0,76 0,71 0,71

Fa 0.63 0,65 0,57 0,59

Fa 0,52 0.52 0,49 -

Fs 0,36 0,36 0,36 0,36

Fs - - 0.08 0,08
. Fs 0,00 0,00 0,00 ~ 0,00

LCNMoszc

Fase estacionaria: silica gel GF,g, Fase movil : éter de petrdleo: acetato de etilo 70:30
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Tabla 4. Efecto de las condiciones del tratamiento cjones, y las fracciones restantes

térmico del LCNM sobre el CM1 y el CMB

no mostraron inhibicion del cre-

imiento.

 Muestra  CMI(gg/mL) CMB(u/mL) = o0
LCNM natural 5,00 5,00 Los compuestos de polarida Fd
N media del LCNM (bandas F: y Fs
LOHM s i con Rf 0,65 y 0,52 respectivamen-
LCNM isoc 5,00 10,00 te) son los que poseen mayor acti-
LCNM 2mc >5,00 >5.00 vidad antibacteriana en S. mutans.

actividad antibacteriana; por ello se reco-
mienda que la extraccién de la almendra
se lleve a cabo a una temperatura cercana
alos 92 °C, con el fin de preservar su ac-
tividad antibacteriana.

Bioautografias

Después de la incubacion de las bioauto-
grafias a 37°C por 48 horas se observd que
las fracciones F:y Fa(Tabla 3) exhiben ha-
los brillantes de inhibicion del crecimiento
bacteriano; la fraccién Fs presentd un pe-
queiio halo de inhibicién a altas concentra-

Fraccionamiento y purificacion
de los componentes con mayor
actividad antibacteriana

Las fracciones que registraron mayor ac-
tividad antibacteriana segiin las bioauto-
grafias se separaron por CCD preparativa
y a cada una de ellas se le determind la
CMI y la CMB, siendo igual para ambas
fracciones (2,5 ug/mL).

El perfil cromatografico de las fraccio-
nes Fz2 y Fa. separadas por CLAE, se resu-
me en la Tabla 5. Los componentes mayo-
ritarios de la fraccién F: eluidos a 9,59,
11,80 y 15,39 minutos, y de la fraccién F:

eluido a 5,29 minutos, se recolecta-

Tabla 5. Perfil cromatogrifico por CLAE paralas rony se les determiné CMIy CMB.

fracciones F2 y F3

. F F>
tr(min)

5,69 1,78 5,29
6,57 0,40 6,30
9,18 1,38 7,89
9,59 51,66 9,18
11,80 15,76 11,40
12,57 1,93 12,07
13,78 0,98 -
14,82 2,09 -
15,39 22.47 15,08
24,20 1,55 =20

25,36

La actividad antibacteriana de
los componentes mayoritarios se-

Area q;_ _ tr(min) 7 &-s; ¢, parados por CLAE y recolectados
50,93
10,36

se presenta en la Tabla 6.

4,86

1,83 Caracterizacion de los
componentes con mayor
actividad antibacteriana

1,34 Los resultados de la caracteriza-

cién por RMN'H y RMN"C de los
componentes mayoritarios de cada
fraccién, separados y purificados

5,33 por CCD preparativay CLAE (Ta-

bla 7), confirman que la mayor ac-
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LCNMypc

tividad antibacteriana del LCNM en §.
mutans se debe a los compuestos con mi-
cleos de icido anacéirdico; ademas, que la
actividad antibacteriana se encuentra re-
lacionada con el grado de instauraciones
de la cadena alifatica sustituyente del ni-
cleo, siendo mayor cuanto mas insaturada
sea, lo cual esta de acuerdo con los resul-
tados obtenidos por Gellerman et al. (18).
quien demostrd que la permeabilidad de
algunas membranas celulares a los dcidos
anacirdicos depende de instauracion de la
cadena alifitica (18).
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Los componentes del LCNM que po-
seen la mayor actividad antibactériana en
Streptococcus  nutans  son el acido
6-[8(2),11(Z), 14(Z)-penadecatrienil |sali-
cilico (CMI y CMB <0.15 ug/mL) y
5-[8(Z),11(Z) 14Z)- pentadecatrienil|re-
sorcinol (CMI 0,62 pg/mL y CMB 1,25
pug/ml.), con CMI y CMB inferiores a cual-
quiera de los antimicrobianos utilizados en
el control de la caries dental, seguidos por
el acido 6-[8(Z), 11(Z)- pentadecadienil]
salicilico y el dcido 6-[8(Z)-pentadecaenil]
salicilico.



Con este trabajo se de-
mostrd que si bien el
LCNM natural es una
fuente excelente de agen-
tes antibacterianos dtiles
en la prevencidn y control B
de la caries dental, la ex-
posicion a las altas tempe-
raturas a las cuales el F2
LCNM ¢s comdninenle
sometido durante el bene-
ficio de la almendra (200
2C), disminuyen de manera considera-
ble su actividad antibacteriana en S. mu-
tans (CMI y CMB >5,0 gg/mL). Sin
embargo, el LCNM calentado a 92 °C
por 10 minutos, como lo sugiere el pro-
cedimiento alternativo para el beneficio
de la almendra reportado por Rodriguez
(7). no afecta la composicion quimica ni
la actividad antibacteriana. Por lo ante-
rior, para que el LCNM pueda ser utili-
zado como agente potencial en el trata-
miento y control de la caries dental, se
recomienda que la temperatura de ex-
traccion de la almendra sea baja y no su-
pere los 92 °C.

Fraccion
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Tabla 6. CMI y CMB de los componentes mayoritarios
separados por CLAE

tr. (min) CMI CMB
= (pmg/mL)  (p/mL)
5,29 0.62 1.25
9,59 <0,15 <0,15
11,80 1,25 2,50
1539 250 500
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