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RESUMEN

De la corteza de Esenbeckia alata (Ruta-
ceae) se aislaron cuatro compuestos
identificados como: 5-hidroxi-2-metil-
cromanona aislado por primera vez en
vegetales (en este trabajo se completan
sus datos espectroscopicos), (-)-episesa-
mina, la amida pellitonina y sitosterol.
La elucidacion estructural de estos com-
puestos se realizd mediante técnicas es-
pectroscépicas (IR, UV, RMN 'Hy BcC y
EM).

Se evalud la actividad antimicrobiana
del extracto de éter de petroleo de E. ala-
ta, de algunas fracciones de ésta, y del
lignano obtenido, presentando resultados
significativos frente algunas cepas bacte-
rianas Gram positivas y Gram negativas.

Palabras clave: Rutaceae, Esenbeckia
alata, cromanona, lignanos, amidas, es-
teroles, antimicrobianos.

ABSTRACT

From the bark of Esenbeckia alata (Ruta-
ceae), were identified four isolated com-
pounds as: 5-hydroxy-2-methyl-chroman
one, obtained by first time from plants
(in this work their data spectroscopic are
completed), (-)-episesamin, the amide
pellitonin and sitosterol. The structural
elucidation of the isolated compounds
was carried out by means of spectrosco-
pical techniques (IR, UV, RMN 'H and
and EM).

Key words: Rutaceae, Esenbeckia alata,
chromanone, lignans, amides, sterols,
antimicrobial.

The antimicrobial activity of the pe-
troleum ether extract of E. alata, of the
fractions and of the lignan was evalua-
ted, the results were significant in front
of some stumps of bacteries Gram positi-
ve and Gram negative.
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INTRODUCCION

El género Esenbeckia pertenece a la fa-
milia Rutaceae; estd conformado por 38
especies nativas de América tropical (1).
Esenbeckia alata es un arbusto medici-
nal cuya ecologia es variada, encontran-
dose en diferentes zonas de nuestro pais
(2). En la Costa Atlantica colombiana le
dan el nombre de “loro”; sus partes aé-
reas se utilizan como febrifugo e insecti-
cida. De E. alata no se conocen estudios
fitoquimicos; en miembros del género
Esenbeckia se han reportado trabajos en
metabolitos secundarios de tipo, alcaloi-
des quinolinicos e inddlicos (3), flavo-
noides (4) coumarinas, polifenoles y li-
monoides (5).

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal: la muestra de corteza
de E. alata fue colectada en el municipio
de Colos6 (Sucre), Estacion Experimen-
tal Primates, y determinada por el bidlo-
go Olimpo Garcia Beltran. Un ejemplar
reposa en el Herbario Nacional Colom-
biano, Instituto de Ciencias Naturales de
la Universidad Nacional de Colombia,
con No. Col 481090.

Extraccion y aislamiento: el material
vegetal (1757 g) seco y molido fue ex-
traido por maceracion a temperatura am-
biente con etanol (EtOH) al 96%,
obteniéndose 96 g de extracto etandlico;
éste se fraccion6 por reparto, utilizando
solventes de polaridad creciente, éter de
petroleo (EdP), Cloroformo (CHCL),
Acetato de etilo (AcOEt), Isopropanol
(ip-OH) y agua (H,0). De la fraccion EdP
se obtuvieron 22 g. Parte de éstos (19 g)
fueron fraccionados por CC en silica gel
(750 g) y eluida con EdP/AcOE:t de pola-
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ridad creciente. Las fracciones resultan-
tes segun su estudio en CCD fueron reu-
nidas en un total de 19. La fraccion 8 se
purific6 por CC repetitiva y eluida con
una mezcla de EAP/AcOEt 8:2y 7:3, ob-
teniéndose los compuestos 1 (4 mg) y 2
(36 mg). De la fraccién 9 se obtuvieron
unos cristales y un aceite. Los cristales
se lavaron con éter de petréleo, obtenién-
dose el compuesto 3 (144 mg). La frac-
ciéon 13 se purific6 por CC con una
mezcla isocratica de EdP/AcOEt 7:3,
obteniéndose el compuesto 4 (12 mg).

Test de inhibicion de crecimiento
bacteriano: para este test se sigui6 el mé-
todo de difusion en agar (6) estandariza-
do en el laboratorio de microbiologia del
Departamento de Farmacia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia. EI in6culo
se prepar6 por medio del método de tur-
bidimetria para obtener una concentra-
cién de 1 x 10° unidades formadoras de
colonia y posteriormente adicionarlas al
agar Muller-Hinton y dejar gelatinizar
por 15 min en cajas de Petri de 20 cm de
didmetro. Posteriormente se adicionaron
los extractos y las fracciones a ensayar, y
se incubaron por un periodo de 24 h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del extracto EdP de E. alata se han aisla-
do e identificado los compuestos 1-4. El
compuesto 1 es un sdlido de p.f.
46-48°C; su espectro de masas indica un
peso molecular de 178,1872 u.m.a, que
corresponde a una férmula condensada
CioHi1003. El espectro IR muestra sefiales
en 3100 cm™ (0H), 3050 cm™ (C-H aro-
matico), 2930 cm! (C-H), 1671 cm’
(c=0), 1617 y 1582 (c=C) y 1118 cm!
(c-0). El espectro UV muestra bandas en
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215 nm (¢ = 0,3559), 232 nm (¢ =
0,8200), 298 nm (¢ = 0,8711), de (C=0)
y en 257 nm (¢ = 0,895), tipicas de com-
puestos aromaticos. Su espectro de RMN
'H muestra la sefial correspondiente a un
metilo en 6 1,53 (d, 1=6,4 Hz, 3H), que
segun el espectro COSY 'H-'H se encuen-
tra acoplada con un sexteto en & 4,93
(0= 17,2; 6,4; 1H), el cual a su vez esta
acoplado también con un doblete en &
2,93 (d, J= 7,2 H,, 2H). En la region aro-
maitica aparecen sefiales de un sistema
ABCend6,7(d, 1=7,8H,, 1H) 86,9 (d,
J=7,8H,, 1H)y 57,4 (t,7= 7,8 H,, 1H).
A campo bajo se encuentra una sefial
desplazada a 6 11,0 (s, 1H), muy tipica
de un protén hidroxilico quelatado con
un carbonilo (7).

La estructura de este compuesto se
elucid6 con base en experimentos de
RMN 3C JMOD, HMQC y HMBC. Asi, el
primero de ellos muestra sefales para
diez carbonos, que se distribuyen asi:

Cuatro carbonos cuaternarios (&
214,1, 4 163,0, 8 139,0 y & 108,0), de
los cuales los tres primeros son oxigena-
dos. Tres carbonos metinicos (& 136,5, &
118,2 y 8 116,6), que segun el experi-
mento HMQC se encuentran conectados a
los protones del sistema aromatico ABC.
Tres senales de carbono alifaticos, de los
cuales la senal en & 76,4 pertenece a un
carbono oximetino que se encuentra co-
nectado al protén en & 4,93; el metileno
en 0 35,0 correlaciona con los protones
en 82,93 y el metilo en 621,1 se corres-
ponde con el triplete en & 1,53.

Hay varias conectividades importan-
tes en el experimento HMBC; asi, los pro-
tones del metilo en & 1,53 con los

carbonos oximetinicos en & 76,4 y
metilénico en & 35,0; los protones de este
altimo 6 2,93 con un carbono cuaternario
oxigenado 6 108,0. El protén en 6,90
se encuentra conectado con los carbonos
de 6 116,6, 6 139,0 y 6 163,0. También
se observa que el proton quelatado se en-
cuentra correlacionado con los carbonos
0108,0,0116,6 y 6163,0. El carbono
0 108,0 tiene dos conectividades muy
importantes para determinar la estructu-
ra completa de la molécula, ya que en el
experimento HMBC se detectan correla-
ciones con el hidroxilo quelatado y con
dos protones del sistema aroméatico ABC,
lo cual fija automaticamente la posicion
del carbonilo (Figura 1). De esta mane-
ra, dicha sustancia corresponde a la 5-hi-
droxi-2-metilcromanona (8) que se
reporta por primera vez en vegetales
aunque anteriormente ha sido aislada de
hongos. Todas las asignaciones espec-
troscopicas se reportan para este com-
puesto (Tabla 1).

El compuesto 2 se ha reportado en
un gran nimero de especies y ha sido

Figura 1. Correlacién HMBC del compuesto 1
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Tabla 1. Datos de RMN de 1H y 13C de la sustancia 1

No.de | o in B¢ RMN 'H HMQC HMBC
carbono
4,93 (sex. J=7,2; 6,4 Hz,
2 76,4 1H) 76,4
3 35,0 2,93(d, J=72Hz, 2H) | 350 | ’64 1080, 1182,
139,0
4 214,0
5 163,0
6 116,6 6,9 (d,J= 7,8 Hz, 1H) 116,6 108,0, 118,2, 163,0
7 136,5 7,4 (t,J= 7,8 Hz, 1H) 136,5 139,0, 163,0
8 118,2 6,7 (d,J= 7,8 Hz, 1H) 118,2 35,0, 108,2, 116,6
4a 108,0
8a 139,0
1 21,1 1,53 (d, J= 6,4 Hz, 3H) 21,1 21,1, 35,0, 76,4
11,0 (s, 1H) 108,0, 116,6, 163,0
H
H 0
H
e
SH HO
Compuesto 1 Compuesto 2
o)

Compuesto 3 Compuesto 4

identificado como sitosterol; el com- en este género; el compuesto 4 es la
puesto 3 es el lignano conocido como  amida alifatica denominada pellitonina,

(-)-episesamina 3 (9, 10), este tipo de  aislada anteriormente en Zanthoxylum
metabolitos se reporta por primera vez  fessmannii (11).
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Tabla 2. Resultados ensayo antimicrobiano preliminar

No. de fraccion

Micrococcus luteus

1,2,3,4,5,11, 12, 13, 14, 15 +
6,7,18, 19 ++
8,9, 10, 17 +++

Control (+) DMSO 5 %

No actividad

El test antibacteriano se evalud utili-
zando como modelo preliminar Micro-
coccus luteus. El extracto total de éter de
petrdleo se evalud, mostrando poca acti-
vidad; sin embargo, al fraccionarlo se
hallaron actividades muy relevantes (Ta-
bla 2). Posteriormente se evaluaron de
nuevo las fracciones 1 a 19 y el compues-
to 3 frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Las fracciones 1-5, 11,

12- y 15 mostraron actividad parcial; las
fracciones 6, 7, 18 y 19 exhibieron unas
actividades moderadas pero superiores a
las primeras, mientras que las fracciones
8, 9, 10 y 17 produjeron una inhibicién
total. La sustancia 3 present6 una activi-
dad promisoria frente a los microorga-
nismos Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae'’y Pseudomonas aeruginosa
(Tabla 3).

Tabla 3. Resultados ensayo antimicrobiano contra cepas bacterianas Gram (+) y

Gram (-)
micrrtl)‘:)ll)’(;:neismo Microorganismo Actividad
Gram (+) Bacillus subtilis 9, 10 y compuesto 3
Enterococcus faecalis 10
Staphylococcus epidermidis 9,10
Enterococcus iaelium 7,10
Micrococcus luteus Todas
Gram (-) Escherichia coli 10
Citrobacter freundii 8, 10
Enterobacter aerogenes No actividad
Pseudomonas putida 10, 17

Pseudomonas aeruginosa

9, compuesto 3

Serratia arizona

No actividad

Salmonella enteritis

3,10, 17

Klebsiella pneumoniae

8, 9, 10, compuesto 3
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