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Mediante un estudio sistemético se caracterizaron los materiales arcillosos provenientes de la
formacién Amaga (Ts) y del Stock deAltavista(ltagiii y Medellin) en el Departamento de Antioquia
(Colombia). Ello permitid identificar las zonas con mejores calidades parael suministro de materias
primas paralaindustria de cerdmicaroja en su érea de influencia. Para cada zona se describen las
caracteristicas geol 6gicas, y se determinalacomposicion quimicay mineral 6gica; ademas, se desa-
rrollaron pruebas especificas para establecer la aptitud ceramica de estos recursos naturales. Las
muestras presentan contenidos de acalis superiores a 0,2% lo cual podria bajar la calidad de los
productos terminados.
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Abstract

A systematic study to characterize the clay materials coming from the Amaga (Ts) formation and
the Stock of AltaVista ( Itagui and Medellin) of the Department of Antioquia (Colombia) was
developed, with the purpose of identifying the areas with better qualities for the supply of raw
materials for the red ceramic industry in the influence area.

In each sample zone the geological characteristics were determined, together with the chemical
and mineralogical composition, also specify tests were developed to know the ceramic attitude of
these natural resources.

The samples present contents of alkalis greater than 0,2% which could decrease the quality of
finished products.
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1. Introduccion

En el afio 2002 el proyecto Investigacion en utiliza-
cion y procesamiento de rocas, minerales y carbones de
INGEOMINAS, dio inicio a un trabajo sobre caracteriza-
cion mineralégica, quimica y determinacion de algunas
propiedades fisicas de los materiales arcillosos que ex-
plotan las industrias ladrilleras ubicadas en la ciudad de
Medellin y sus alrededores para fabricar ladrillos, tejas y
tubos y de este modo suplir la demanda de estos produc-
tos en su zona de influencia

El objetivo de esta investigacién se centrd principal-
mente en estudiar y caracterizar las unidades geoldgicas
y zonas favorables de arcillas para uso en ceramica roja,
sin desconocer otros posibles usos, con el fin de predecir,
desde el yacimiento, los problemas que puede originar en
los procesos de elaboracion de las piezas, la presencia o
no de componentes indeseables, o explicar a través de la
materia prima los acabados o defectos que puedan pre-
sentar.

La metodologia general paralarealizacién de estain-
vestigacion se resume a continuacion;

Recaopilacion de informacion bibliografica (revision
de mapa geolégico de Antioquia y las planchas 146
Medellin occidental y 147 Amagd, informes internos
deINGEOMINAS, revisién detécnicasanaliticas para
determinar composicion quimica 'y mineralégica de
las muestras), consulta de otras fuentes de informa-
cién como Ladrilleras Unidas de Antioquia (LUNSA)
con €l fin de establecer los puntos donde sus asocia-
dos obtienen las materias primas y entrevista directa
con algunos explotadores para conocer la evolucién
de dicha industria y los problemas que han identifi-
cado en sus productos.

Establecimiento de criterios y seleccién de las uni-
dades geolégicas favorables para hacer la toma de
muestras.

Reconocimiento en campo de |l as unidades geol gicas
con el fin de determinar los diferentes estratos o nive-
les arcillosos, su continuidad lateral, espesor y lapre-
senciadeintercalaciones de material arcilloso, limoso
0 arenoso junto con su potencialidad, grado de
cementacion y consistencia.

Toma de muestras. El muestreo se hizo abriendo ca-
nales de 10cmx20cmx10cm perpendiculares a los
estratos, con una recoleccién total del material ex-
traido del canal y mediante roleos y cuarteos sucesi-
VoS se obtuvieron muestras de 3y 4 Kg.

Validacion de las técnicas analiticas empleadas para
determinar la composicién quimica de las muestras.
Con € fin de garantizar € control estricto de los méto-
dos aplicados en la evaluacién de los yacimientos
muestreados se evalud la sensibilidad, limite de detec-
cion, precision y exactitud de cada uno de los méto-
dos quimicos aplicados en la caracterizacion de las
arcillas.

Ensayos de caracterizacion de las muestras: clasifica
cion granulométrica, andlisis quimicos por absorcion
atdmica, andlisis mineralégico por difraccion de ra-
yos X, medidas de plasticidad por el método de los
limites de Atterberg, contraccidn en crudo y en que-
ma, determinacion del color en crudo y en quema por
medio de la construccion y coccién de probetas a
1.000°C en horno eléctrico.

Andlisis e interpretacion de resultados. Se hizo una
correlacién de los datos obtenidos con €l fin de esta-
blecer si la composicion quimica, mineraldgicay las
propiedades fisicas medidas correspondian a los re-
querimientos del tipo de arcillas que exige la indus-
tria de ceramicarojaanivel naciona e internacional;
en aquellos casos en los cuales no cumplia, se esta-
blecié sobre cuales elementos presenta déficit con €l
fin de recomendar la mezcla con otros componentes
mineralesy de este modo lograr |a pasta éptima para
este tipo de piezas.

Con base en los datos de andlisis quimico y
mineraldgico por DRX se calcul 6 el andlisis proxi-
mo mineral dgico.

Elaboracién del informe.

2. Ubicacion geografica del area de estudio

En el departamento de Antioquia se encuentran ubicadas
45 ladrilleras de las cuales € 95,5% se hallan en operacion
(ANFALIT, 2002); su produccion anual asciende a 494.112
toneladas. Los tipos de industria pueden catalogarse desde
artesanales hasta altamente mecanizadas (Tabla 1).

Tabla 1. Tipo de industrias ladrilleras

Tipoindustria Numero Porcentaje
Grande 10 22,2
Mediana 15 333
Pequefia 6 13,3
Chircal 14 31,2

Fuente: ANFALIT (2002).
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Laarcilla que se usa como materia prima paralafabri-
cacion de los ladrillos y las tejas provienen del sector
occidental de la ciudad de Medellin (Belén Altavista y
Aguas Frias), sector suroccidental del Valle de Aburra(mu-
nicipio de Itagiii) y del municipio de Amaga.

El érea de estudio comprende parte de la denominada
“ Area metropolitana de Medellin” y la zona suburbana
del municipio de Amaga (Figura 1). Se encuentra
enmarcada dentro de las coordenadas geogréficas
X=1.160.000 a 1.195.000 y Y=810.000 a 840.000, su ex-
tensién aproximada es de 350 km2,

Se analizaron 40 muestras tomadas en 19 estaciones
de trabajo, las cuales corresponden a dos unidades
geoldgicasy sedistribuyen asi: 14 delaFormacion Amaga,
13 suelos residuales del Stock de Altavista en el area
nororiental de ltaglii y 13 suelos residuales del Stock de
Altavista en el rea noroccidental de Medellin. La mayo-
ria de estas muestras fueron tomadas en |las zonas de ex-
plotacion activas para produccién de materiales de
construccion (Figura 2).

3. Unidades geoldgicas favorables para arcillas de uso
en ceramica roja

Las descripcién de las unidades geoldgicas se basa
en la cartografia de las planchas 146 Medellin occiden-
tal y 147 Amaga (INGEOMINAS, 1983). Cronoldgica-
mente estos materiales se ubican desde el paleozoico
hasta el cuaternario, secuencia que se relaciona con los
distintos paisajes fisiograficos que se encuentran en el
area.

Figura 1. Area de estudio y localizacion de las estaciones de muestreo.

3.1 Formacion Amaga (Ts)

Este es un depdsito de arcillas secundarias o transpor-
tadas, que se han acumulado con otros sedimentos en el
Ilamado Terciario Carbonifero de Antioquia. El area fue
estudiada en detalle por Grosse E., quien en 1926 deno-
mind Terciario Carbonifero de Antioguia al conjunto de
estratos concordantes compuestos por sedimentos que
afloran en laregion de Amaga.

El nombre proviene de la poblaciéon de Amaga, se ex-
tiende a lo largo de una franja de direcciéon NNW en el
departamento de Antioquia. Grosse E. (1926) la dividio
en tres pisos, que posteriormente Gonzalez (1976), deno-
min6 Formacion Amaga.

La unidad consta de rocas sedimentarias en una se-
cuencia que va desde conglomerados hasta arcillolitas
con intercalacién de mantos de carbén; dividida segin
sus variaciones composicionales en tres miembros:;

Miembro Inferior (200 m de espesor). Expuesto en
Titiribi y el margen derecho de la Falla de Amaga, com-
puesto por conglomerados polimicticos, areniscas
cuarzosas con matriz caolinitica, lodositas carbonosas
y mantos delgados de carb6n con espesores inferiores a
70 cm.

Los conglomerados de este miembro presentan gran
variacion en el tamafio de los clastos que lo constituyen,
con didmetros de particulas entre 0,2 y 10 cm, embebidos
en una matriz limoarcillosa, sus niveles pocas veces su-
peran los 6 metros; las areniscas son por lo general de
grano grueso, de cuarzo, con cemento a menudo

Figura 2. Unidades geoldgicas favorables arcillas de uso en
cerédmica roja
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caolinitico que le da un color blanco y gris, con espesores
de 1 a 100 metros.

Miembro Medio (200 a 250 m de espesor). Contiene
los mantos de carbon econémicamente explotables, este
miembro carece de | os nivel es conglomerati cos antes men-
cionados ofreciendo un mayor espesor de las capas de
lodolitas, arcillolitas carbonosas y arcillas pizarrosas de
color gris y presenta niveles de areniscas, concreciones
arenosas con matriz sideritica. Afloraal norte de Amagay
al este de Titiribi.

Miembro Superior (1.000 m de espesor). Aflora en
Amaga en laquebrada Guali y esté constituido por arenis-
cas bien cementadas de color crema, arcillas fisiles, gris
verdosas y ocres y localmente bancos delgados de con-
glomerados y carbon.

3.2 Stock deAltavista (Kida)

Este plutén fue descrito parcialmente en 1933 en la que-
brada Altavista, al occidente de Medellin. Botero (1963)
denomind asi a un cuerpo intrusivo de composicion dioritica
gue aflora a oeste de Medellin. La composicion varia entre
dioritica a monzonitica con facies apliticas en los bordes.
Dicha roca es leucocrética con fenocristales de plagioclasa
zonada, cuarzo y ortosa en unamatriz deigual composicion.
Restrepo & Toussaint (1984) concluyen que se trata de un
plutén hipoabisal emplazado muy cerca de la superficie y
con amplia diferenciacién en una camara magmética; mien-
tras que para Rodriguez & Montoya, (1993) la diferencia
cién es debida ala formacion de un cuerpo en al menos dos
pul sos magmati cos reconocibles en tiempo, €l espacioy com-
posicién, estando €l primer pulso emplazado cerca de la
superficie y €l segundo a mayor profundidad.

El cuerpo pluténico que aflora en la margen occiden-
tal del Valle de Aburra, ocupa un érea de 85 km?; presenta
gran variedad petrografica ya que existen rocas desde
gabros, dioritas, tonalitas hasta rocas con matriz afanitica
de composicion andesitica, que son las que parecen pre-
dominar.

4. Composicién quimica, y mineralégica y algunas
propiedades fisicas determinadas en las unidades
estudiadas

Se tomaron 40 muestras de material arcilloso, las cua-
les fueron sometidas a ensayos de caracterizacién en los
laboratorios de de la Subdireccion de ensayos 'y Servicios
Tecnol6gicos de INGEOMINAS. Estos ensayos permiten
aproximarse al comportamiento o aptitud de uso para su
empleo en cerdmica rojay fueron los siguientes:

Determinacion de la composicion quimica. Los andli-
sis quimicos se realizaron en muestras representativas de
cada punto de muestreo molidas a malla -100; fueron di-
sueltas mediante atague con HF del 40% por 8 horas y
una hora al bafio Maria, seguido por dilucién con solu-
cion saturada de H,BO, la cual contenia 2.000 ppm de
CsCl. La solucion resultante fue analizada por AA en €l
equipo PERKIN EILMER 3.110; a cada una se le determi-
naron los contenidos de SiO,, Al,O,, Fe,O,, CaO, MgO,
Na,O, K,O, TiO,, MnO,, humedad residual y pérdida por
calcinacion a 1.000°C. Como pruebas adicionales se de-
terminaron el pH en pasta saturada y la conductividad,
esta Ultima con €l objeto de conocer los contenidos de
sales solubles los cuales estan ligados directamente con
esta propiedad.

1. Determinacién de la composicion mineral 6gica.
La composicion mineraldgica de las muestras se hizo
mediante difraccion de rayos-x de polvo en muestras des-
orientadas y |a determinacion de los grupos de minerales
arcillosos, mediante esta misma técnica sobre muestras
orientadas, secadas al aire en rutina normal, solvatacién
con etilenglicol y posterior calentamiento a 500°C. Se
empleo un difractometro de rayos-x de polvo (marca
RIGAKU modelo RINT 2200), rango de medicién de mues-
tras desorientadas entre 2 y 70 grados a 20; con velocidad
de escaneo de 5 grados por minuto; y el rango de medi-
cion usado para las muestras orientadas fue de 2 a 20 gra-
dos a 26, velocidad de escaneo 1 grado por minuto; 40kV,
30mA.

Plasticidad. Para determinar esta propiedad se utilizd
el método indirecto o método de Atterberg, siguiendo la
normaASTM D 4318, en lacual se considera una pastade
arcilla 'y agua que se seca progresivamente pasando del
estado liquido al pléstico y finaimente al solido. Los va-
lores que se determinaron con este método fueron: €l li-
mite liquido, limite plastico, indice de plasticidad, limite
de contraccion o retraccion. Los datos obtenidos se repre-
sentan en el Diagrama de Casagrande.

Contraccion en crudo y en quema. Determinando la
variacion de una de las dimensiones de un ladrillo elabo-
rado con lamezcla de arcillay aguay siguiendo €l méto-
do descrito en la norma ASTM C-326 se hizo la
determinacion de esta propiedad. A partir del material
pulverizado se construyeron ladrillos (largo 10,5 cm, an-
cho 4,5 alto 2,3 cm), los cuales fueron secados a 110°C en
una estufa de laboratorio hasta llevarlas a una temperatu-
rade 1.000°C, con un tiempo de permanencia de 60 minu-
tos, una vez cocidos los ladrillos, se midi6 la longitud
final de estos y se determind la contraccién lineal que
presentaban, el color y la textura de la pieza cocida.
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5. Resultadosy discusion

La composicion quimica encontrada para cada unidad
arcillosa fue comparada con la establecida como ideal
parauso directo en diferentes aplicaciones ceramicas como
alfareria comin, tuberia de gres, (Tabla 2); los resultados
de los andlisis granulométricos localizados en el diagra-
ma de aptitudes de Winkler (1954) para establecer la ap-
titud o no del mineral para uso en ceramica se combinaron
con los datos extractados del Diagrama de Casagrande y
la evaluacion fisica de los ladrillos cocidos con las arci-
Ilas analizadas para finalmente establecer la aptitud cer&
mica de dichos materiales.

Ademas, la arcilla debe tener un bajo contenido de
material organico para que en €l proceso de la coccién no
queden espacios vacios por el consumo de este material
(Alvarado, 2002).

A continuacién se presentan los resultados obtenidos
para cada unidad geolégica:

Formacion Amaga (Ts)

En las Figuras 3 y 4 se presentan las composiciones
quimicas y mineral 6gicas caracteristicas de la Formacion
Amaga.

Se observa que los contenidos de silice varian entre
50 y 66% y de 6xido de aluminio entre 12 y 30%; si se
toman como referencia los valores registrados para estos
Oxidos en laTabla 2, nueve de las muestras de esta forma-
cion presentan contenidos de silice adecuados para ser
empleadas como materia prima para alfareria comun; sin
embargo, solo tres cumplen con el tenor de Al O, requeri-
do. Las muestras FRB 03 y FRB 05 cumplen con los re-
quisitos composicionales para ser empleadas directamente
en afareria.

Tabla 2. Composicion quimica para diferentes aplicaciones

cerdmicas
Tipoindustria Alfareria comun Tuberiadegres
Si0,57,7a63,1 64,1-83,1
AlLD, 27,1-21,6 20,5-9,1
Fe,0, 6,1-3,0 0,2-1,1
TiO, 0,1-1,8
Ca05,6-0,4 2,0-1,0
MgO 0,1-0,5 0-0,3
K,00,2-2,0 0,9-1,8
Na,0 0,2-2,0 0,3-2,0
Alcdlisy acidos =0,2

Fuentes: Rodriguez A (1998), Alvarado (2002).

La muestra FRB 14 requerira ser mezclada con arci-
Ilas mas plasticas para poder ser utilizada como pasta
ceramica (el contenido de Al O, esta por debajo del ran-
go optimo).

El contenido de acalis total es de 2,9%.

La muestra FRB 18 muestra un pH basico (8,1) y una
conductividad alta (428 ps) sugiriendo gque existe un pro-
ceso de hidrodlisis basica y alta actividad i6nica en este
punto de la Formacion.

Los valores de conductividad encontrados en esta for-
macion (61 a 872 ps) estan relacionados con el contenido
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Figura 3. Composicion quimica F. Amaga
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de sales, lo que corrobora la predisposicion de esta materia
prima a producir eflorescencias en las piezas terminadas.

Seglin los resultados del andlisis préximo mineral 6gico
(correlacion entre el andlisis quimico y mineral 6gico),
predominan cuarzo y caolinita; la proporcion de minera-
les arcillosos para esta Formaci6n es caolinita> esmectita
illita> clorita. Los contenidos de feldespatos son varia-
bles, desde 0,4 a 13,5%, los de hierro como hematita es-
tén en los rangos de 3,3 a 10,3. Las arcillas con capas
intrestratificadas mas comunes son lllita-clorita.

Las muestras que presentaron valores atos de AlL,O,y
de caolinita, en lafraccion arcillosa, muestran mayor plas-
ticidad (muestras FRB 17 y 18).

La gréfica de los datos obtenidos para los limites li-
quido y pléastico de cada muestra en el diagrama de
Casagrande, permite visualizar como 6 de las 14 muestras
analizadas en esta Formacién se sitlian en la zona corres-
pondiente a mediana plasticidad, una de ellas (FRB15)
no presenta comportamiento plastico y el resto se ubican
en la zona de baja plasticidad (Figura 5).

En cuatro de las muestras donde el contenido de
caolinitas es menor al 10%, se podria esperar disminu-
cion en la plasticidad pero la presencia de esmectitas en
porcentajes altos contrarresta dicho efecto (muestras FRB
14,16, 19y 22).

Cuatro de las 14 muestras analizadas, presentaron color
rosado claro después de ser cocidas a 1.000°C, lo cual pue-
de deberse a su bajo contenido de hierro, las otras obtuvie-
ron colores que van desde tonalidades amarillas rojizas a
cafés claros; el porcentaje de contraccion presentado en
los ladrillos fue bajo, 1o que puede atribuirse ala presencia
de caolinita y de silice en proporciones apreciables.

Stock Altavista Itagui.

En las figuras 6 y 7 se muestran las composiciones
guimicas y mineralégicas

Caracteristicas del Stock Altavista.

De las 13 muestras analizadas para esta unidad, en
general se puede ver que el nivel deAl,O, estaen el rango
recomendado para alfareria comun, pero el nivel de silice
es bajo; la muestra FRB 41 es |a que presenta contenidos
ideales para ser usadaen alfareria. Lamayoriadelas mues-
tras presentan pH ligeramente acido (de 4,9 a6,4) y valo-
res de conductividad baja (< 100 us), lo cual podria
significar que estos materiales son proclives a una baja
hidrélisis, lo que admite suponer poca actividad quimica
en las rocas.
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Figura 5. Diagrama de Casagrande F. Amaga

L as trece muestras analizadas presentan como mineral
predominante caolinita, seguido de illita; 4 de las mues-
tras son ricas en esmectitas y presentan como mineral ac-
cesorio clorita. El contenido de minerales arcillosos
fluctda entre un 60y 75% paratodas |as muestras analiza-
das. La variacion en las proporciones de minerales pude
ser debida a diferentes grados de meteorizacion de laroca
en el sitio de muestreo, claro esta, sin tener en cuenta las
variaciones composicionales que la roca pueda presentar.
Concentraciones tan altas de caolinita pueden favorecer
la explotacién selectiva de este mineral.

Tres de las muestras analizadas presentan contenidos
de calcio y magnesio altos; debido a la presencia de
anfiboles y minerales ferro-magnesianos concentrados
selectivamente en la roca

Los contenidos de cuarzo libre segiin se puede dedu-
cir del analisis proximo mineralégico son bajos, oscilan
entre 6,12 y 18,67%,; esto podria ocasionar una menor
resistencia mecanica en las piezas. El contenido de felde-
spato oscila entre 0,08 y 22,7%; los de hematitaen 2,93 a
14,82%.

Lamayoriadelas muestras se sittian en el Diagramade
Casagrande en la zona correspondiente alimos inorganicos
de mediana compresibilidad y limos organicos (Figura
8). La presencia de estos limos organicos contribuye a dar
mayor plasticidad ala pasta durante el proceso de moldeo
pero en el de coccién dejan espacios vacios al quemarse
la materia organica, afectando la resistencia mecanica de
las piezas que se fabriquen con estas arcillas.
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Figura 7. Composicion mineraldgica Stock Altavista-1tagui.

El color en quema de los ladrillos producidos con es-
tas arcillas va desde amarillo rojizo arojo claro.

El bajo tenor de SiO, registrado en los andlisis quimi-
cos hace predecir que se presentard un valor alto en la
contraccion de las piezas fabricadas con esta arcilla, tal
como se encontré en los ensayos realizados, |os valores
oscilaron entre 1,93 y 3,28 cm.

Stock Altavista Medellin

Los resultados de los andlisis quimicos de estas mues-
tras se presentan en la Figura 9 y la composicion
mineralégica en la Figura 10.

Los resultados de la composicién quimica encontra-
dos, reflejan una marcada semejanza con los obtenidos
para €l Stock Altavista ltaglii; se puede observar que los
tenores Al O, estan dentro de los rangos recomendados
para €l uso de las arcillas en la fabricacién de ladrillos,
pero los de SiO, estan por debajo.

Los valores de conductividad y pH son similares a los
encontrados en el Stock de Altavista Itagii.

Como puede verse en la Figura 10; todas las muestras
presentan como mineral arcilloso mas abundante la caolinita
con contenidos que van desde 20,7% hasta 52%; los otros
minerales presentes en orden de abundancia serian: illita
cloritay en muy baja proporcién esmectita. Algunas mues-
tras presentan contenidos variables de gibbsita, Lo cual po-
driafavorecer una explotaci 6n selectiva de este material para
aplicacion en productos refractarios.

EnlaFigurall se presentael Diagramade Casagrande
para esta unidad, donde se puede ver que solo dos mues-
tras pueden ser clasificadas como de mediana plastici-
dad; tres estan en la zona correspondiente a limos
inorganicos de alta compresibilidad, una no presentacom-
portamiento plastico y las demas son limos de mediana
compresibilidad.
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Figura 8. Diagrama de Casagrande Stock de Altavista-Itagui.
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Figura 9. Composicién quimica Stock Altavista-Medelllin.

Las muestras que presentaron mayor contraccion co-
rresponden a aquellas que en el andlisis mineralégico die-
ron valores altos de halloysita (FRB 6,9, 51,52 y 53). Los
contenidos de illita contribuyen a dar una apariencia bri-
[lante al ladrillo cocido y de grano fino.

6. Conclusiones

Las muestras de la Formacion Amaga presentaron
mayores contenidos sales y valores de conductividad
altos lo cual puede causar eflorecencias en las piezas
cocidas.

Las muestras del Stock de Altavista en las zonas de
Itaglii y Medellin son muy similares en su composicion
quimica, mineralégicay valores de plasticidad, situando-
se en el Diagrama de Casagrande en la zona de limos
organicos e inorganicos de mediana plasticidad. La pre-
sencia de materia organica no favorece el proceso de coc-
cion yaque pueden quedar espacios vacios por el consumo
de este material ocasionando imperfecciones en las pie-
zas cocidas.

La presencia de 6xidos de hierro en menor proporcién
en las arcillas de la Formacion Amaga le da a las piezas
cocidas una coloracion mas clara que las que se obtiene
con las arcillas del Sotck de Altavista.

El conocer la composicion quimica, mineralégica y
los limites de Attemberg permiten predecir cual va ser €l
comportamiento de las arcillas durante la coccion, con-
tribuyendo a mejorar los resultados obtenibles con cada
tipo de arcillas.
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Figura 10. Composicion mineral6gica Stock Alta vista - Medellin.
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Figura 11. Diagrama de Casagrande Stock de Altavista-Medellin.
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ESTUDIO QUIMICO DE LA NUEZ DEL MARANON
GIGANTE (ANACARDIUM GIGANTEUM)

por

Freddy A. Ramost, Coralia Osorio*t, Carmenza Duquet, Claudia Cordero?,
Fabio Aristizabal?, Cristina Garzén® & Yoshinori Fujimoto*

Resumen

Ramos, F., C. Osorio, C. Duque, C. Cordero, F. Aristizabal, C. Garzon & Y. Fujimoto:
Estudio quimico de la nuez del marafién gigante (Anacardium giganteum) Rev. Acad. Colomb.
Cienc. 28 (109): 565-575, 2004. ISSN: 0370-3908.

A partir del extracto metandlico delanuez de Anacardium giganteum se aislaron eidentificaron
mediante técnicas espectroscépicas (EM, RMN H y de **C) los siguientes compuestos: 5-
[8'(2),11' (Z),14-pentadecatrienil]resorcinol 1, 5-[8'(Z2),11’ (Z)-pentadecadienil]resorcinol 2, 5-
[8' (Z)-pentadecenil]resorcinol 3, acido 6-[8'(Z2),11’' (Z),14-pentadecatrienil]salicilico 4, &cido 6-
[8(2),11’ (2)-pentadecadienil]salicilico 5, acido 6-[8’ (Z)-pentadecenil]salicilico 6, acido 6-
pentadecilsalicilico 7, naringenina-7-(6" -O-p-cumaroil )- 3-D-glucopirandsido 8 y naringenina-7-O-
B-D-glucopirandsido 9. Esimportante resaltar que en éste trabajo eslaprimeravez que serealizala
asignacion inequivoca de las sefiales de RMN *H y de *3C del compuesto 8, mediante el uso de las
técnicas bidimensionalesHMQC y HMBC. También eslaprimeravez que se determinalaactividad
citotoxica de los compuestos 1 - 9 contra las lineas celul ares de tumores humanos HEp-2, MCF-7,
HT-29 y MKN-45. En dichos ensayos de citotoxicidad, los compuestos 1 — 3 y 8 fueron activos
contralas cuatro lineas celulares utilizadas.

Palabr as clave: Anacardiaceae, Anacardium giganteum, lipidos fendlicos, citotoxicidad, marafion
gigante.

Abstract

From the methanolic extract of the Anacardium giganteum nut, the following compounds: 5-
[8(2),11' (2),14-pentadecatrienyl]resorcinol 1, 5-[8(Z),11’ (Z)-pentadecadienyl]resorcinol 2, 5-
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[8’(2)-pentadecenyl]resorcinol 3, 6-[8'(Z2),11' (Z),14-pentadecatrienyl]salicylic acid 4, 6-
[8(2),11’ (Z2)-pentadecadienyl] salicylic acid 5, 6-[8’ (Z)-pentadecenyl]salicylic acid 6, 6-
pentadecylsalicylic acid 7, naringenin-7-(6" -O-p-cumaroyl)- 3-D-glucopyranoside 8 and naringenin-
7-O-3-D-glucopyranoside 9, were isolated and identified by spectroscopic techniques (MS, *H and
BCNMR). Itisimportant to note that thisisthefirst time that the unequivocal assignment of *H and
1C NMR signals of compound 8 is made on the basis on its HMQC and HMBC spectra. Thisis
also thefirst timethat cytotoxic activity of compounds 1 —9 against human tumor cell lines HEp-2,
MCF-7, HT-29 and MKN-45 is evaluated. In these assays, compounds 1 — 3 and 8 were active

against the above-mentioned cell lines.

Key wor ds: Anacardiaceae, Anacardium giganteum, phenolic lipids, citotoxicity, giant marafion.

I ntroduccion

La selva tropical hiumeda de la region amazoénica, es
unade las areas de biodiversidad mas ricas del mundo, por
albergar varios miles de especies de plantas y animales que
son utilizados para diferentes fines, entre ellos. alimento,
aceite, fibras, combustible, perfumes, medicinas, anti-
conceptivos, entre otros. Este gran potencial, lamentable-
mente se encuentra amenazado por diferentes procesos
como la deforestacion, la ampliacién de la frontera agrico-
la, la explotacion de los recursos mineros y |la apertura de
vias de comunicacién, los cuales estan disminuyendo os-
tensiblemente la biomasa, y 1o que es més grave, estan aca-
bando con la poblacion aborigen que histéricamente ha
vivido en esta zona explotando racionalmente de sus re-
cursos (TCA 1994). Uno de | os aspectos mas significativos
del saber ancestral de éstas comunidades, es la utilizacion
de las plantas medicinales; de modo que para los paises de
la cuenca amazonica, la proteccion de dicho saber ances
tral y la defensa de los recursos genéticos por medio de la
creacion de una sélida base cientifico-tecnoldgica, deben
ser aspectos fundamentales a contemplarse en sus politicas
nacionales y regionales.

El presente trabajo hace parte de los estudios de las
especies frutales de origen amazonico que se estan reali-
zando en nuestro grupo de investigacion (Bonilla A et
al. 2004; Nakagawa H et al. 2004). Dichos estudios es-
tan enfocados a la busqueda de compuestos con activi-
dad biol 6gica (particularmente actividad citotéxica), con
miras a lograr un aprovechamiento integral de estas
especies.

Anacardium giganteum, es un arbol frutal no domesti-
cado, nativo de zonas tropicales amazdnicas que crece
entre 0-500 msnm y alcanza en promedio 25 m de alturay
60 cm de didmetro. Cominmente se conoce con los nom-
bres de marafién gigante, marafiébn amazonico, sasha
casho, cajui y afiana. La nuez es una drupa poco carnosa,

reniforme, de color café que esta unida a un pseudofruto
carnoso, €l cual es de color naranja o naranja-rojizo exter-
namente y amarillo claro en €l interior cuando esta madu-
ro, y cuyas dimensiones varian entre 7'y 9 cm de largo por
5 a7 cm de diametro. El pseudofruto contiene una pulpa
suculenta, fibrosa, con abundante jugo agridulce, de co-
lor rosado y de sabor muy agradable. Se consume directa-
mente o se utiliza en la preparacion de refrescos y bebidas
fermentadas. La nuez contiene una almendra comestible
luego de un proceso de tostado; tiene ademas un alto con-
tenido de un liquido color café, el cual es usado por las
comunidades indigenas en el tratamiento de la tos, la €li-
minacioén de mezquinos y verrugas, como cicatrizante y
como antidiarreico (Arévalo LA et al., 2001; TCA 1997).
Es importante mencionar que al momento de iniciar el
presente trabajo sdlo existia un estudio quimico de la es-
pecie en el cual se sefiald el aislamiento del &cido 6-
undecil salicilico a partir del fruto (Sharma NK et al.,
1966).

Teniendo en cuenta que €l extracto metandlico de la
nuez de Anacardium giganteum presenté actividad
citotéxica contra algunas lineas celulares humanas, se
desarroll6 el presente trabajo con €l fin de aislar e identi-
ficar algunos de los compuestos presentes en dicho ex-
tracto y determinar cudles eran los responsables de la
actividad citotoxica

Materiales y métodos
General

Los espectros de RMN-H y de °C seregistraron en los
equipos JEOL Lambda-300, JEOL Lambda-400 y JEOL
Lambda-500. Para los espectros tomados en CDCI,, se uso
como referenciala sefial del TMS en 6 0.00 ppm; paralos
espectros tomados en CD,OD, se uso como referencialas
sefiales del solventeen §, = 3.3 ppmy J_ = 49.0 ppm. Los
espectros de masas en modo |E se lograron en un equipo
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de CGAR-EM Shimadzu QP-5050 con detector selecti-
vo de masas en modo scan a 70 eV, registrando masas
entre m/z 40 y 800 uma. Los espectros de masas en modo
QP se tomaron en el mismo equipo mencionado anterior-
mente, usando isobutano como gas reactivo, a una pre-
sién en la cdmara de ionizacion de 1 x 102 Pa, voltaje de
ionizacion de 70 eV y registrando masas entre 70 y 800
uma. Para la separacién cromatograficaen CGAR se utili-
z6 una columna HP-1 (25 m x 0.25 mm d.i y espesor de
fase de 0.33 um) con el siguiente programa de temperatu-
ra: 170°C por 10 min, luego se increment6 |a temperatura
hasta 270°C a 0.5°C/min y finalmente se degj6 a 270°C
durante 70 min; se utilizd helio como gas transportador a
1 mli/miny unarelacién de split de 1:10. La CLAE anali-
ticaserealizo en un equipo MERCK-HITACHI 6000A con
detector DAD L-4500. La CLAE preparativa se realiz6 en
un cromatografo MERCK -HITACHI 6000 con detector UV-
VISL-4250. LaCLAE-EM serealizé con un cromatografo
Shimadzu 10A acoplado a un detector de masas Shimadzu
QP-8000a, usando la fuente de ionizacion ESI y detec-
tando los iones positivos con masas entre 50 y 1000 uma.
Se usb un flujo de N, de 2.5 I/min para |a nebulizacion,
con temperatura del CDL de 250°C, temperatura en la
interfase 250°C y voltaje deionizacién de 1.5 kV. Paralos
andlisis por CLAE-EM en modo APCI, se us6 el mismo
equipo con un flujo de N, de 2.5 I/min, temperatura en el
CDL de 250°C y en lainterfase de 400°C. El voltgje para
la ionizacién fue 1.5 kV y se detectaron iones positivos
con masas entre 50 y 1000 uma. La CCD se desarroll6 en
placas de silica gel 60 F,,, (MERCK) con espesor de 0.25
mm, empleando como revelador p-anisaldehido - H,SO, y
calentando a 100°C. Parala cromatografia en columna se
utilizé como soporte solido silica gel 60 (MERCK, 0.040-
0.063 mm). Los solventes usados tanto en CCD como en
CC fueron de grado analitico (MERCK), y para los andli-
sis por CLAE y CLAE-EM se usaron solventes grado
LiChrosolv (MERCK).

Material vegetal

Los frutos de Anacardium giganteum fueron recolec-
tados en la reserva nacional del parque Araracuara en la
Amazonia Colombiana; un espécimen de referencia se de-
positd en el herbario del Instituto de Ciencias Naturales
de la Universidad Nacional de Colombiay fue codificado
como COL 479854,

Aislamiento y purificacién de compuestos
presentes en la nuez de Anacardium giganteum

L as nueces secas de Anacardium giganteum (55 g) se
cortaron en trozos pequefios y se extrajeron con MeOH
(500 ml) a60°C durante cuatro horas, dos veces. Luego de

eliminar el solvente a presion reducida se obtuvieron 26
g de extracto metandlico crudo, €l cual se someti6 a parti-
cién entre cloroformo y agua, obteniendo dos fases: la
cloroférmica (18 g) y laacuosa (8 g). Una parte de la fase
cloroférmica (5 g) fue fraccionada por CC en 100g de
silica gel, utilizando como eluente un gradiente disconti-
nuo de hexano-AcOEt (15:1 a 1:10), seguido por un
gradiente discontinuo de AcOEt-MeOH (3:1 a1:3). Sere-
colectaron 50 fracciones de 5 ml cada una, las cuales se
monitorearon por CCD y se reagruparon para su estudio
en tres partes: F1 (1-28), F2 (29-39) y F3 (40-50). Lafrac-
cién F2 (158 mg) fue sometidaa CC en 23 g de silica gel,
utilizando como eluente un gradiente discontinuo de
benceno-AcOEt (1:0 a 1:1), pararecolectar 46 fracciones
de 5 ml cada una, las cuales se controlaron por CCD y se
reagruparon en cuatro subfracciones: F21 - F24. La
subfraccion F23 (21-25, 120 mg) se sometié a CLAE-EM
en modo ESI, empleando unacolumnaHypersyl ODS (100
mm x 2.1 mm d.i. x 3 um) y como eluente una mezcla de
MeOH-H,0 (8:2) aun flujo de 0.2 ml/min. Como resulta-
do de este andlisis se detectaron tres compuestos, |os cua-
les fueron aislados por CLAE preparativa utilizando una
columnaLichrosorb RP-18 (125 mm x 4.6 mm d.i. x 5um)
y como eluente una mezclade MeOH-H,O (8:2) aun flujo
de 1.0 ml/min y detector UV a 235 nm. Finalmente se
obtuvieron los compuestos puros: 1 (10 mg), 2 (4 mg) y 3
(3 mg), los cuales se analizaron por RMN-H y de B*C y
CGAR-EM (IE, IQP). Lafraccion F3 (103 mg) se sometio
a CLAE-EM en modo ESI, empleando la misma columna
mencionada anteriormente y como eluente una mezcla de
MeOH-é&cido acético 2% (9:1) a un flujo de 0.2 ml/min.
Como resultado de este andlisis se detecto la presencia de
cuatro compuestos, los cuales fueron aislados por medio
de CLAE preparativa utilizando una columna Lichrosorb
RP-18 (125 mm x 4.6 mm d.i. x 5 mm), eluyendo con
MeOH-é&cido acético 2% (9:1) a un flujo de 0.8 ml/miny
empleando un detector UV a 280 nm. Los compuestos
puros obtenidos: 4 (14 mg), 5 (5 mg), 6 (4 mg) y 7 (1 mg),
se analizaron por RMN-H y CGAR-EM (IE, IQP).

Una parte de la fase acuosa (4 g), fue fraccionada por
cromatografia instanténea en 75 g de silica gel, eluyendo
con 300 ml de AcOEt, seguido por 300 ml de MeOH para
obtener dos fracciones: A1 (0.7 g) y A2 (3 g), respectiva-
mente. El control por CCD de A1 (CHCI,-MeOH, 6:1)
mostré la presencia de un compuesto con Rf 0.24 que
revel6 con FeCl, y sulfato sérico aménico. Una parte de
esta fraccion (550 mg) se sometié a CC en 40 g de silica
gel usando como eluyente un gradiente discontinuo de
CHCI -MeOH (1:0 a1:6) paraobtener 43 fracciones de 10
ml cada una. Estas fracciones se reagruparon de acuerdo
con su comportamiento en CCD en cuatro subfracciones:
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All-Al4. Lafraccién A14 (38-43, 340 mg) se sometio
a CC en 25 g de silica gel, eluyendo con un gradiente
discontinuo de CHCI -MeOH (15:1 a 1:2), obteniendo 66
fracciones de aproximadamente 5 ml cada una. Estas frac-
cionesfueron reagrupadas en 8 subfracciones: A141 - A148
de acuerdo con su comportamiento en CCD (CHCI -MeOH,
6:1). A partir de la fraccion A145 (40) se obtuvo el com-
puesto 8 (14 mg). Esta fraccion se analizd en primerains-
tancia por CLAE y CLAE-EM en modo APCI, empleando
la columna Hypersyl ODS mencionada anteriormente y
eluyendo con una mezcla de MeCN-H,O (3:7) a un flujo
de 0.2 ml/min. Posteriormente, el compuesto 8 se sometio
a analisis por EM(IE), RMN-H y de C, mono y
bidimensional. La fraccion A2 (3 g) se sometié a CC en
180 g de silica gel, usando como eluyente un gradiente
discontinuo de CHCI ,-MeOH (10:1- 0:1), obteniendo 160
fracciones de aproximadamente 20 ml cada una, las cua-
les se reagruparon en 4 subfracciones; A21 - A24. Lafrac-
cion A23 (49-136, 2g) se sometid a sucesivas CC en silica
gel usando primero como eluente un gradiente disconti-
nuo de CHCI-MeOH (20:1 a 1:3) y luego una mezcla
isocrética de CHCI ,-MeOH (8:1) para obtener la fraccion
denominada A2333 (64 mg). Esta fraccion fue sometida a
CLAE preparativa usando una columna Shizeido RP-18
(250 mm x 4.6 mm d.i. x 5 ym) y empleando el gradiente
continuo de MeCN-AcOH 1% que se describe a continua-
cion: de 0 a 8 min. 90% AcOH, de 8 a 18 min. gradiente
lineal hasta 60% AcOH, de 18 a 25 min. 60% AcOH y de
25 a 30 min. un gradiente lineal hasta 90% AcOH a 1.0
ml/min. Finalmente se obtuvieron 2 mg del compuesto
puro 9, el cual se someti6 alos andlisis por CLAE-EM y
RMN-H con el fin de elucidar su estructura.

Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de actividad citotoxica del extracto cru-
do, de algunas fracciones y de los compuestos puros, se
realizaron sobre las|ineas de células tumorales HEp-2 (cé-
lulas de laringe contaminadas con HelL a), MCF-7 (cancer
de mama), HT-29 (carcinoma de colon) y MKN-45 (carci-
noma gastrico). L os ensayos se desarrollaron por duplica-
do utilizando el método del MTT el cual se describe
brevemente a continuacién (Cordero CP, 2002): a partir
de los cultivos en etapa de crecimiento exponencial, man-
tenidos a 37°C, 100% de humedad relativa, en medio mi-
nimo esencial con 5% de suero fetal bovino y 50 mg/ml
de gentamicina, se obtiene por tripsinizacién, una sus-
pensién de células tumorales que se inocula en una placa
de 96 pozos y éstas se preincuban a 37°C por 24 horas;
luego del periodo de preincubacion se adiciona el extrac-
to o el compuesto a evaluar en diferentes concentraciones
y se incuba de nuevo por 48 horas. Al finalizar la

incubacién se adicionan 200 yL de MTT (0.25 mg/ml en
medio de cultivo) y las células se incuban por 4 horas mas
a 37°C. Luego de eliminar el sobrenadante, el colorante
Formazan que se haya obtenido se disuelve en 100 pL de
DM SO con agitacion. El coeficiente de extinciéon depen-
diente de la concentracion del colorante en cada pozo se
mide en un espectrofotémetro paraplacas a570 nm. Como
control positivo se emplea Doxorubicina HCI, un
antineoplésico de uso comin en clinica, que presenta ac-
tividad citotéxica frente a las cuatro lineas de células
tumorales ensayadas. Los célculos de la CL ; se realizan
empleando una regresion con el modelo de Probits.

Datos espectr oscopicos

5-[8'(2), 11' (Z), 14-Pentadecatrienil] resorcinol (1):
EM (IE, 70 V) m/z (int. rel) 314 (M*, 4), 299 (2), 271 (1),
243 (2), 217 (3), 191 (4), 177 (5), 163 (24), 149 (20), 137
(19), 124 (100), 123 (62), 107 (15), 93 (23), 91 (20), 81
(21), 79 (48), 69 (10), 67 (45), 57 (2), 55 (28), 43 (5), 41
(42); EM (1Q) m/z (int. rel) 315 ([M+H]*, 100); EM (ESI)
m/z (int. rel) 315 ([M+H]*, 100); RMN-'H (400 MHz,
CDCl,) 61.29 (8H, m, H,-3'- H.-6"), 1.55 (2H, m, H,-2'),
2.04(2H,q,J=6.8Hz, H-7"), 2.46 (2H,1, J=7.8 Hz,H,-1"),
2.79 (2H, t, J=5.7 Hz, H_-10"), 2.81 (2H, t, J=6.1 Hz, H,-
13'), 4.99 (1H, dq, J=10.3, 2.0 Hz, H-15'b), 5.05 (1H, dq,
J=17.3, 2.0 Hz, H-15'a), 5.35-5.43 (4H, m, H-8", H-9', H-
11', H-12"), 5.82 (1H, tdd, J=17.3, 10.3, 6.1 Hz, H-14"),
6.17 (1H,t, J=2.2 Hz, H-2), 6.25 (2H, d, J=2.2 Hz, H-4, H-
6); RMN-=C (100 MHz, CDCl,) & 25.6 (C-10'), 27.2 (C-
7), 29.2, 29.4, 29.6, 29.6 (C-3', C-4', C-5', C-6'), 31.0
(C-2"), 31.5(C-13), 35.8 (C-1'), 100.2 (C-2), 108.1 (C-4,
C-6), 114.7 (C-15"), 126.8 (C-9'), 127.6 (C-11'), 129.3
(C-12'), 130.4 (C-8'), 136.8 (C-14), 146.1 (C-5), 156.4
(C-1, C-3). Laasignacion de las sefiales de RMN-°C esta
en concordancia con los datos publicados por Sargent M
et al., 1990.

5-[8'(2),11' (2)-Pentadecadienil]resorcinol (2): EM (IE,
70 V) m/z (int. rel) 316 (M*, 4), 299 (1), 274 (1), 245 (1),
217 (5), 203 (2), 191 (3), 177 (3), 163 (15), 149 (10), 137
(19), 124 (100), 123 (40), 109 (5), 95 (13), 81 (24), 69 (5),
67 (39), 57 (2), 55 (26), 43 (2), 41 (35); EM (1Q) m/z (int.
rel) 317 ((M+H]*, 100); EM (ESI) m/z (int. rel) 317 ((M+H]*,
100); RMN-H (400 MHz, CDCI,) & 0.91 (3H, t, J=7.5 Hz,
H.-15'), 1.38 (2H, sextete, J=7.5Hz, H,-14’), 1.31-1.41 (8H,
m,H,-3'- H,-6'), 1.57 (2H, m, H,-2’), 2.04 (4H, q, J=6.3 Hz,
H,-7', H-13), 248 (2H, t, J=7.6 Hz, H,-1"), 2.78 (2H, t,
J=6.3Hz, H-10"), 5.34-5.38 (4H, m, H-8', H-9’, H-11", H-
12'),6.17 (1H, br s, H-2), 6.24 (2H, d, J=1.9 Hz, H-4, H-6);
RMN-%C (100 MHz, CDCl,) & 13.8 (C-15"), 22.8 (C-14'),
25.7(C-10"),27.2(C-7"),29.2,29.3,29.4,29.6 (C-3', C-4,
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C-5,C-6'),31.0(C-2"),31.6(C-13),35.8(C-1"), 100.1 (C-
2), 108.0 (C-4, C-6), 128.0 (C-9', C-11), 130.1 (C-8, C-
12'), 146.1 (C-5), 156.6 (C-1, C-3). La asignacién de las
sefiales de RMN-H y de 3C esta en concordancia con los
datos publicados por Sargent M et al., 1989.

5-[8’ (Z2)-Pentadecenil]resor cinol (3): EM (IE, 70 eV)
m/z (int. rel) 318 (M*, 3), 297 (1), 275 (2), 250 (1), 236 (1),
222 (5), 205 (3), 191 (4), 165 (6), 163 (8), 149 (6), 137
(15), 124 (100), 123 (45), 111 (3), 107 (2), 95 (3), 81 (3),
69 (10), 67 (8), 57 (2), 55 (40), 43 (36), 41 (38); EM (I1Q)
m/z (int. rel) 319 ([M+H]*, 100); EM (ESI) m/z (int. rel)
319 ([M+H]*, 100); RMN-*H (400 MHz, CDCI )4 0.88 (3H,
t,J=6.9Hz, H_-15), 1.30 (16H, m, H-3'-H_-6', H -11'- H -
14’),1.58 (2H, m, H-2"),2.01 (4H, g, J=6.1Hz,H - 7", H_-
10'), 2.48 (2H, t, J=7.8 Hz, H,-1"), 5.35 (2H, t, J=5.6 Hz,
H-8,H-9'),6.17 (1H, br s, H-2), 6.24 (2H, br s, H-4, H-6);
RMN-#C (125 MHz, CDCl,)5 14.1 (C-15"), 22.7 (C-14),
27.2 (C-7", C-10"), 29.0, 29.2, 29.2, 29.4, 29.8, 29.8, 31.8
(c-3,c4,Cc-5,C6,C-11", C-12', C-13), 31.0(C-2),
35.8 (C-1'), 100.1 (C-2), 108.0 (C-4, C-6), 129.8, 130.0
(C-8,C-9), 146.1 (C-5), 156.6 (C-1, C-3). Laasignacion
de las sefiales de RMN-'H y de *C esta en concordancia
con los datos publicados por Lytollis WJ et al., 1995 e
Itokawa H et al., 1987.

Acido 6-[8'(2),11' (Z),14-pentadecatrienil]salicilico
(4): EM (IE, 70 eV) m/z (int. rel) 298 ([M-CO,]*, 4), 281
(1), 269 (2), 251 (1), 230 (1), 207 (8), 187 (2), 175 (2), 160
(2), 147 (25), 133 (20), 121 (20), 120 (24), 108 (75), 107
(100), 95 (23), 94 (22), 93 (30), 91 (24), 80 (27), 79 (55),
77 (28), 69 (5), 67 (48), 57 (8), 55 (25), 43 (48), 41 (40);
EM (1Q) m/z (int. rel) 341 ([M-H]*, 20), 299 ([M-CO,+H]*,
100); EM (ESI) m/z (int. rel) 343 ([M+H]*, 100), 325 ([M-
H,O+H]*, 95), 299 ([M-CO,+H]", 25) ; RMN-'H (400 MHz,
CDCl,)1.32(8H, m, H,-3'- H,-6'), 1.58 (2H, g, J=7.6 Hz,
H,-2'),2.04(2H, q,J=6.7Hz, H,-7"), 2.79 (2H, 1, J=5.6 Hz,
H,-10'), 2.82 (2H, t, J=6.4 Hz, H,-13), 2.97 (2H, t, J=7.9
Hz, H,-1'), 4.98 (1H, dg, J=10.2, 1.9 Hz, H-15'b), 5.05
(1H, dg, J=17.3, 1.9 Hz, H-15'a), 5.34-5.43 (4H, m, H-8',
H-9', H-11', H-12"), 5.82 (1H, tdd, J=17.3, 10.2, 6.3 Hz, H-
14'), 6.77 (1H, dd, J=7.6, 1.0 Hz, H-5), 6.87 (1H, dd, J=8.3,
1.0 Hz, H-3), 7.36 (1H, dd, J=8.3, 7.6 Hz, H-4), 11.07 (1H,
br s, COOH). Laasignacion de | as sefial es esta concordan-
cia con los datos publicados por Satoh M et al., 2001.

Acido 6-[8'(Z),11’ (Z)-pentadecadienil]salicilico (5):
EM (IE, 70 eV) m/z (int. rel) 343 (M*, 1), 326 (1), 300 ([M-
CQO,]*% 8), 281 (6), 271 (1), 257 (1), 230 (1), 219 (1), 201
(3), 187 (2), 175 (5), 161 (8), 147 (30), 133 (20), 121 (18),
120 (48), 108 (100), 107 (92), 95 (25), 91 (15), 81 (45), 79
(26), 77 (27), 69 (7), 67 (75), 57 (1), 55 (40), 43 (5), 41

(46); EM (1Q) m/z (int. rel) 343 ([M-H]*, 20), 301 ([M-
CO,+H]*, 100); EM (ESI) m/z (int. rel) 345 ([M+H]"*, 30),
327 (IM-H,0+H]*, 100), 309 ([M-2H,0+H]", 25), 301 ([M-
CO,+H]*, 10) ; RMN-'H (300 MHz, CDCI )3 0.90 (3H, t,
J=7.4Hz,H-15'),1.34-1.41 (10H, m,H,-3' - H-6', H-14"),
1.60 (2H, m, H,-2'), 2.04 (4H, g, J=6.6 Hz, H,-7', H,-13"),
2.77 (2H,1,J=5.6 Hz, H -10'), 2.98 (2H, t, J=7.8 Hz, H,-1"),
5.29-5.44 (4H, m, H-8', H-9', H-11', H-12), 6.78 (1H, d,
J=7.3Hz, H-5), 6.87 (1H, d, J=8.3 Hz, H-3), 7.37 (1H, dd,
J=8.3, 7.3 Hz, H-4), 10.80 (1H, br s, COOH). La asigna-
cion de las sefiales estd concordancia con los datos publi-
cados por Satoh M et al., 2001.

Acido 6-[8' (Z)-pentadecenil]salicilico (6): EM (IE, 70
eV) m/z (int. rel) 302 (IM-CO,]*, 8), 284 (1), 267 (1), 249
(1), 234 (1), 219 (1), 206 (6), 189 (2), 175 (2), 161 (3), 147
(8), 133 (10), 121 (11), 120 (25), 108 (100), 107 (45), 95
(2), 91 (5), 81 (4), 79 (4), 77 (5), 69 (5), 67 (4), 57 (1), 55
(25), 41 (20); EM (1Q) m/z (int. rel) 345 ([M-H]*, 30), 303
([M-CO,+H]", 100); EM (ESI) m/z (int. rel) 347 ((M+H]",
40), 329 ([M-H,0+H]", 100), 311 ([M-2H,0+H]*, 20);
RMN-'H (300 MHz, CDCl,)4 0.87 (3H, t, J=6.6 Hz, H-
15'),1.27-1.32(16H, m,H,-3' - H-6', H,-11' - H,-14'), 1.61
(2H, m, H,-2"), 2.01 (4H, m, H,-7", H,-10"), 2.98 (2H, t,
J=7.7Hz,H,-1'),5.35 (2H, t, J=4.6 Hz, H-8', H-9"), 6.78
(1H, d, J=7.3 Hz, H-5), 6.87 (1H, d, J=8.1 Hz, H-3), 7.37
(1H, dd, J=8.1, 7.3 Hz, H-4), 10.80 (1H, br s, COOH). La
asignacion de las sefiales esta concordancia con los datos
publicados por Itokawa H et al., 1987.

Acido 6-pentadecilsalicilico (7): EM (IE, 70 eV) m/z
(int. rel) 304 ((M-CO,]*, 8), 279 (1), 261 (1), 240 (1), 208
(8), 207 (10), 193 (2), 167 (10), 162 (2), 149 (35), 133 (8),
121 (8), 120 (6), 108 (100), 107 (45), 95 (8), 91 (5), 77
(15), 71 (14), 69 (14), 57 (25), 55 (20), 44 (35), 43 (50), 41
(30); EM (1Q) m/z (int. rel) 347 ([M-H]*, 15), 305 ([M-
CO,+H]*, 100); EM (ESI) m/z (int. rel) 349 ([M+H]*, 100);
RMN-*H (300 MHz, CDCI,)& 0.88 (3H, t, J=7.1 Hz, H,-
15'), 1.25 (24H, m, H,-3'- H_-14’), 1.57 (2H, m, H,-2'),
2.95(2H, brt, J=7.5Hz,H,-1'), 6.75 (1H, d, J=6.8 Hz, H-
5), 6.85 (1H, d, J=8.0 Hz, H-3), 7.33 (1H, dd, J=8.0, 6.8 Hz,
H-4). La asignacion de las sefiales esta concordancia con
los datos publicados por Yamagiwa Y et al., 1987.

Naringenina-7-(6”" -O-p-cumar oil)-b-D-glucopir a-
nosido (8): UV (MeOH) A __ 227.6, 286.4, 314.1; EM (IE,
70 eV) m/z (int. rel) 272 (60), 271 (58), 255 (10), 244 (2),
229 (1), 215 (1), 201 (2), 179 (25), 166 (40), 153 (100),
147 (25), 124 (20), 120 (75), 119 (23), 107 (30), 91 (43),
69 (33), 65 (28), 51 (15); EM (APCI) m/z (int. rel) 581
(IM+H]*, 20), 563 ([M-H,0+H]*, 10), 309 ([M-272+H]",
38), 273 (100), 272 (41); RMN-*H y RMN-**C ver Tabla 1.
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Tabla 1. Datos de RMN *H y de *C del compuesto 8 (CD,0D,
500 y 125 MHz).

Posicion N 5.’

2 80.4 5.25, dd (12.7, 3.0)
3a 44.1 3.07,dd (17.2, 12.7)
3b - 2.68, dd (17.2, 3.1)
4 198.4 -

5 164.4 -

6 97.1 6.16,d (2.2)

7 166.8 -

8 97.9 6.21,d (2.2)

9 165.0 -

10 105.0 -

r 130.9 -

2 129.0 7.24,d(8.5)

3 116.4 6.78,d (8.7)

4 159.0 -

5 116.4 6.78,d (8.7)

6 129.0 7.24,d (8.5)

1" 101.1 4.98,d (7.5)

2’ 74.6 3.45-3.51 m

3" 77.8 3.49,t (9.0)

4’ 71.8 3.39,dd (9.6, 9.0)
5" 75.6 3.75,ddd (9.6, 7.3, 2.2)
6’a 64.7 4.54,dd (11.9, 2.2)
6"'b - 4.28,dd (11.9, 7.3)
1 127.2 -
2" 131.2 7.37,d (8.7)
3" 116.8 6.77,d (8.7)
4" 161.2 -

5" 116.8 6.77,d (8.7)
6"’ 131.2 7.37,d (8.7)
7 146.9 7.57,d (16.0)
8" 114.9 6.31, d (15.9)
9 169.1 -

2Asignaciones realizadas con base en los espectros HMQC y HMBC;
d en ppm, J en Hz.

Naringenina-7-O-B-D-glucopiranésido (9): UV
(MeOH) | 227.6, 285.6, 328.7; EM (APCI) m/z (int. rel)
435 ([M+H]*, 10), 274 (70), 273 ([M-hexosa+H]*, 100);
RMN-*H (500 MHz, CD,0D)d 2.75 (1H, dd, J=17.0, 3.0
Hz, H-3b), 3.16 (1H, dd, J=17.0, 12.0 Hz, H-3a), 3.39-3.47
(4H, m, H-2"- H-5"), 3.68 (1H, dd, J=12.0, 5.5 Hz, H-6"b),
3.87 (1H, dd, J=12.0, 2.0 Hz, H-6"a), 4.96 (1H, d, J=7.0
Hz, H-1"),5.38 (1H, dd, J=12.5, 3.0 Hz, H-2), 6.18 (1H, d,
J=2.5 Hz, H-6), 6.21 (1H, d, J=2.5 Hz, H-8), 6.81 (2H, d,
J=8.5Hz, H-3', H-5'), 7.31 (2H, d, J=9.0 Hz, H-2’, H-6").
La posicion del azlicar se asignd por comparacion con los
datos de la literatura (Sang S et al., 2002).

Resultadosy discusién
Aislamiento y purificacién de los compuestos 1-9

El extracto metandlico de la nuez de A. giganteum fue
sometido a particion entre cloroformo y agua, y la fase

cloroférmicase sometié a CC en silicagel (eluente hexano
—AcOEt, 15:1 a 1:10) para obtener tres subfracciones (F1
- F3). Teniendo en cuenta que €l extracto metandlicoy la
fase cloroférmica, asi como lasfracciones F2'y F3 presen-
taron actividad citotdxica contra lineas celulares de tu-
mores humanos, éstas se seleccionaron para realizar un
fraccionamiento posterior que condujo a la purificacion
de los compuestos 1 — 7, siguiendo la metodologia des-
crita en la seccion Materiales y Métodos. Las estructuras
de todos los compuestos aislados de la nuez de A.
giganteum se presentan en la Figura 1.

Asi, lafraccién F2 se sometio aCC ensilicagel (eluente
benceno — AcOEt, 1.0 a 1:1) para obtener lafraccion F23,
lacual al ser analizada por CCD mostr6 una banda con Rf
= 0.75 (benceno — AcOEt, 2:1). Su andlisis por cromato-
grafia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria
de masas (CLAE-EM) y por cromatografia de gases aco-
plada a espectrometria de masas (CGAR-EM) en modo
ionizacién quimica, indico que se trataba de una mezcla
de los compuestos 1-3, con pesos moleculares de 314,
316 y 318 uma, respectivamente. Posteriormente, el ana-
lisis de la fraccion F23 por CGAR-EM en modo impacto
electrénico sugirié que los compuestos 1 a 3 eran
alquilresorcinoles con una cadena alifaticainsaturada, por
la presencia del pico base en m/z 124, correspondiente a
la fragmentacién bencilica de este tipo de compuestos
(Bouillant ML et al., 1994); por la presencia de los iones
en m/z 67 y 95, caracteristicos de fenoles; y por las series
deionesCH, ., CH, 'y CH, ., correspondiente a la
cadena aliféatica insaturada. La CLAE preparativa permi-
tié aislar estos tres compuestos en forma puray su analisis
por RMN-!H y de 3C permiti6 identificar al compuesto 1
como el 5-[8'(2),11’ (Z),14-pentadecatrienil]resorcinol,
aislado previamente a partir de Anacardium occidentale
(Tyman JHP, 1979); al compuesto 2 como el 5-
[8'(2),11’ (2)-pentadecadienil]resorcinol , identificado pre-
viamente en Anacardium occidentale (Tyman JHP, 1979)
y a 3 como el 5-[8'(Z)-pentadecenil]resorcinol, el cual ha
sido registrado previamente como constituyente de
Anacardium occidentale (Tyman JHP, 1979), Knema
elegans (Spencer G et al., 1980), Oryzia sativa (Bouillant
ML et al., 1994), Lysimachia japonica (Arisawa M et al.
1989) Ginkgo biloba (Itokawa H et al., 1987) y Hakea
trifurcata (Lytollis WJ et al., 1995). La ubicacién del
doble enlace entre los carbonos 8' y 9’ se confirmé por €l
ion en m/z 191 (presente en los espectros de masas obte-
nidos por IE y por IQP) correspondiente al rompimiento
alilico de la cadena alifética en el enlace 6'-7’, con €limi-
nacion 1-4 de Hidrégeno (Suzuki Y et al., 1997). Lageo-
metria de los dobles enlaces en las posiciones 8' y 11’ se
establecié como Z, por comparacion del desplazamiento
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Figura 1. Compuestos identificados (1-9) en el extracto metandlico de la nuez de Anacardium giganteum.

quimico en RMN-C de los metilenos adyacentes a di-
chos dobles enlaces con los publicados en la literatura:
d. adyacente adoble enlace Z= 27.1, E= 32.5 (LieKen Jie
M et al., 1997).

En forma analoga a la descrita anteriormente, al anali-
zar la fraccion F3 (Rf 0.33, CCD, benceno-AcOEt, 2:1)
por CLAE-EM en modo ESI positivo se detect6 la presen-
ciade cuatro compuestos 4-7 con iones pseudomol eculares
[M+H]* en m/z 343, 345, 347 y 349, respectivamente.
Otros iones intensos que se observaron en dichos espec-

trosy enlos de IQPy ESI correspondientes a[M-H]*, [M-
H,O+H]*y [M-CO,+H]*, evidenciaron la presencia de un
grupo COOH en éstos compuestos. Adicionalmente, el
perfil de fragmentacion de los espectros de masas en modo
IE, con un pico intenso en m/z 108 correspondiente a la
fragmentacién bencilica de un alquilfenol y las series de
ionesCH, .., CH, .y CH, ., caracteristicos de una ca-
dena alifética insaturada permitieron concluir que los
compuestos 4-6 eran acidos 6-pentadecilsalicilicos con
tres, dos y una insaturacion, respectivamente. En el caso
del compuesto 7, el analisis del espectro de masas en modo
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| E solo indico que se trataba de un acido 6-alquilsalicilico
con cadena alifética saturada. Posteriormente, éstos com-
puestos se aislaron mediante CLAE preparativay su es-
tructura fue confirmada por RMN-'H como: éacido
6-[8'(2),11' (Z2),14-pentadecatrienil]salicilico 4, &cido 6-
[8'(2),11' (2)-pentadecadienil]salicilico 5, &cido 6-[8' (2)-
pentadecenil]salicilico 6 y acido 6-pentadecilsalicilico
7, respectivamente. Estos compuestos han sido sefialados
previamente como constituyentes de Anacardium
occidentale (Tyman JHP, 1979), Anacardium spondias
(Wang D et al. 1998), Knema elegans (Spencer G et al.
1980), Knema laurina (Gonzalez MJTG et al., 1996) y
Ginkgo biloba (Itokawa H et al., 1987). La posicién de
los dobles enlaces entre los carbonos 8' y 9" se confirmo
adicionalmente por losionesen m/z 219y 175 [219-CO,]*
en los espectros de masas en modo |IE y en modo 1QP,
correspondientes al rompimiento alilico al doble enlace
con eliminacién 1-4 de Hidrégeno, y con descarboxi-
lacion adicional.

Es importante mencionar que en el presente trabajo no
se detecto el acido 6-undecilsalicilico, compuesto que
fue registrado previamente por Sharma NK et al., (1966)
como constituyente del fruto de Anacardium giganteum,
identificandolo solo por reacciones de degradacion, sin
utilizar ninguna técnica espectroscépica.

La fase acuosa obtenida después de la particion entre
CHCI, y agua del extracto metandlico de la nuez de A.
giganteum no present6 actividad citotoxica relevante; sin
embargo, a partir de esta fase se aislaron |0s compuestos 8
y 9, delos cuales el primero present6 actividad citotoxica
leve contra las lineas celulares utilizadas.

El espectro de masas en modo APCI del compuesto 8
mostré un ién pesudomolecular [M+H]* en m/z 581, indi-
cando un peso molecular de 580 uma para este compues-
to. Los iones en m/z 273 y 309 [M-272+H]* presentes en
el espectro de masas en modo |E sugirieron la presencia
de una flavanona; la cual fue confirmada por los iones
intensos en m/z 153 y 120, caracteristicos de la ruptura
Retro-Diels Alder del anillo C de una flavanona trisusti-
tuida (Markham KR 1982; Justesen U et al., 1998). Los
datos del espectro UV del compuesto 8, fueron concor-
dantes con la presencia de la flavanona debido a las ban-
das de absorcion | y 11 en 286.4 y 314.1 nm (Markham
KR, 1982).

El andlisis detallado del espectro de RMN-H junto con
€l espectro COSY H-H del compuesto 8 permitieron identifi-
car las siguientes subestructuras: dos anillos arométicos sus-
tituidos asimétricamente en posicién para, por la presencia
delasefial en 6 7.37 (2H, d, J= 8.7 Hz), que correl aciona con

lasefial en 6.77 (2H, d, J=8.7 Hz), y lasefid en 8 7.24 (2H,
d, J= 8.5 Hz) que correlaciona con lasefia en 6 6.78 (2H, d,
J =8.7 Hz); un tercer anillo aromatico tetrasustituido, por la
correlacion de los dobletes en § 6.21 y 6.16, con una cons-
tante de acoplamiento caracteristica de protones en posi-
cion meta (J = 2.2 Hz); un sistema olefinico con geometria
trans (J = 16 Hz), por la correlacién de los dobletesen & 7.57
y 6.31, cuyo desplazamiento quimico a campo bajo, sugiere
que esta conjugado con un carbonilo; y un grupo O-CH-CH,
por € patrén de acoplamiento entre la sefial del oximetino
en 85.25 (1H, dd, J=12.7y 3.0 H2) y los protones diastero-
topicos de un metilenoend 3.07 (1H, dd, J=17.2y 12.7 Hz)
y 02.68 (1H, dd, J=17.2y 3.1 Hz). Las sefid es restantes del
espectro de RMN-H que aparecen entre 3.39 y 4.98 ppm,
corresponden a 5 oximetinos caracteristicos de una unidad
de glucosa sustituida en el C-6 por un grupo desprotector
(Yokosuka A et al., 2002), cuya identidad fue confirmada
adicionalmente por la comparacion de los datos del espectro
de RMN C con los de la literatura (Breitmaier E et al.,
1989). La constante de acoplamiento del protén anomérico
end 4.98 (J = 7.5 Hz) indico la presencia de un enlace 3-D-
glucosidico en este compuesto.

En el espectro de RMN-C se observaron las siguien-
tes sefiales: dos sefiales en 6 198.4 y & 169.0 que corres-
ponden a dos carbonos carbonilicos; cinco sefiales entre
0 166.8 y & 159.0 asignables a carbonos de anillos aromé
ticos oxigenados sin hidrégeno; ocho sefialesentre d 131.2
y 0 127.2 correspondientes a carbonos aromaticos con un
hidrégeno; una sefial en & 101.1 junto con cinco sefiales
entre  77.8 y & 64.6 que corresponden a la subunidad de
[B-D-glucosa; dos sefidles en 6 146.8 y & 114.9 correspon-
dientes a los dos carbonos sp? del sistema olefinico; y dos
sefiales restantes en 6 80.2 y 44.1 que se asigharon a gru-
po O-CH-CH.,,

El andlisis de las correlaciones presentes en |0s espec-
tros de HMQC y HMBC (Figura 2) permitié confirmar la
presencia de la flavanona naringenina, sustituida en el
carbono 7 por una unidad de S-D-glucosa (correlacion
entre el carbono cuaternario en §_ 166.8 y el proton
anomérico de la glucosa en d, 4.98). Adicionalmente, se
determind la presencia de una subunidad p-cumaroil uni-
da a carbono 6” de la glucosa (correlacion del carbono
carbonilico en &_ 169.1 con los protones olefinicos en 8,
7.57 y 6.31y los protones del C-6" de la glucosa en g,
4,54y 4.28).

Con base en el andlisis anterior, se dedujo que la es-
tructuradel compuesto 8 erala5,7,4’ -trihidroxiflavanona-
7-(6"-0O-4-hidroxicinamoil)-O- 3-D-glucopiranésido,
comUnmente conocida como naringenina-7-(6"-O-p-
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Figura 2. Correlaciones presentes en el espectro HMBC del compuesto 8.

cumaroil)-B-D- glucopirandsido. Este compuesto ha sido
previamente aislado a partir de Anacardium occidentale
(Rahman W et al., 1978), Anisomelesovata (RaoL et al.,
1985), Phlomis aurea (EI-Negoumy Sl et al., 1986) y
Mabea fistulifera subsp. robusta (Garcés W et al., 1997);
sin embargo, en este trabajo es la primera vez que se rea-
liza la asignacién completa de todas las sefiales de los
espectros de RMN-'H y de *C de este compuesto (Tabla
1) mediante el uso de las técnicas bidimensionales HMQC
y HMBC.

El andlisis espectroscopico del compuesto 9 indicé que
su estructura era similar a la del compuesto 8, con excep-
cion de la desaparicion de las sefiales correspondientes ala
subunidad p-cumaroil. De esta forma se propuso que €l
compuesto 9 era la 5,7,4’ -trihidroxi-flavanona-7-O-3-D-
glucopiranosido, conocido como naringenina-7-O-§-D-
glucopiranésido o prunina, el cual ha sido aislado de
diversas fuentes naturales.

Ensayos de citotoxidad

El extracto crudo de la nuez de A. giganteum, asi como
las diferentes fracciones se sometieron a ensayos de
citotoxidad contra las células tumorales humanas HEp-2,
MCF-7, HT-29 y MKN-45, encontrando una actividad leve
para el extracto crudo y lafase cloroférmica. La fase acuo-
sa solo presenté actividad leve frente a la linea celular
MCF-7. Posteriormente, los compuestos puros 1 — 9 se so-

metieron a los mismos bioensayos encontrando que los 5-
alquilresorcinoles 1-3 exhibian una actividad moderada y
gue el compuesto 8 tenia una actividad leve, contra las
lineas tumorales ensayadas; siendo los compuestos 1y 2
los que presentaron mayor actividad. Los compuestos 4 — 7
y €l 9, no fueron activos frente a estas lineas celulares. Los
resultados de éstos ensayos se resumen en la Tabla 2.

Vale la penaresaltar que todos los compuestos fueron
en general menos activos frente a la linea celular HT-29,
mostrando un indicio de selectividad frente a las otras
tres lineas celulares (HEp-2, MCF-7 y MKN-45). Esta es
la primera vez que se determina la actividad citotoxica de
los compuestos 1 — 9 contra las lineas celulares HEp-2,
MCF-7, HT-29 y MKN-45.

Aunqgue la citotoxicidad de los compuestos obtenidos
a partir de la nuez de Anacardium giganteum no es muy
alta sobre las lineas empleadas, la L C_, paralos compues-
tos 1-3 esta en el mismo orden de magnitud del valor 4 mg
/ml, considerado como limite superior de seleccion de
compuestos promisorios para convertirse en medicamen-
tos (Jantova S et al., 2003; Betancur-Galvis L et al.,
2001). Adicionalmente, éstos compuestos pueden ser com-
binados con otros con el fin de aumentar su efecto
citotoxico (Kozubek A et al., 1999; Kubo | et al., 1993).
La citotoxicidad de los compuestos 1 a 7 han sido proba-
dafrente alas lineas celulares BT-20 (cancer de mama) y
Hel a (carcinoma de cervix) (Kubo | et al., 1993) encon-
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Tabla 2. Resultados de |os ensayos de citotoxicidad de los compuestos aislados de la nuez de Anacardium giganteum.

Lineascelulares - CL,,
HEp-2 (ug/ml) M CF-7 (ug/ml) HT-29 (ug/ml) MK N-45 (UM)
Compuestos |
1 6.5(6.1-6.8) 8.4 (8.1-8.7) 9.7 (9.5-9.8) 8.0 (7.7- 8.4)
2 37(32-42) 7.7 10.2 (9.4 - 11.5) 75(5.8-9.7)
3 12.2 (11.0 - 13.4) 15.6 (14.1- 17.2) 20.4 (19.9 - 20.9) 21.2(20.3-22.1)
8 24.4 (205 - 28.4) 20.9 (18.6 - 23.3) 37.1(34.7-39.4) 25.8 (22.6 - 28.8)
Doxorubicina HCI 0.6 (0.5-0.8) 0.2(01-0.3) 0.1(0.1-0.2) 0.3(0.2-0.9)

Interval o de confianza paraa = 0.05.

trando al igual que en los resultados mostrados en este
trabajo, que los 5-alquenilresorcinoles son mas activos
gue los acidos 6-alquenilsalicilicos.
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