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INTRODUCCION.

En la naturaleza abundan los compuestos orga-
nicos con una amplisima diversidad de estructuras,
el estudio de los cuales constituye un Area fasci-
nante y fructifera de investigaciones cientificas.
En las células de los organismos vivos suceden
actividades =sintéticas i1intrincadas y complejas que
dan lugar a la formacién de un ntmero notable de
compuestos organicos, muchos de l10s cuales tienen
una gran importancia practica para la humani-
dadl, 2),

El proceso sintético primario de la naturaleza
es la fotosintesis, por el cual las plantas utili-
zan la energia luminica para la produccidén de com-
puestos organicos a partir de di1éxido de carbono.
Los productos iniciales de la fotosintesis son los
hidratos de carbono, a partir de los cuales y por
alteraciones metabdlicas adicionales conducen a la

formacidén de un conjunto de compuestos organicos de

bajo peso molecular y estructuras sencillas. Entre
estos estan los azacares, Acidos grasos, nucledéti-
dos, aminoacidos, Yy los polimeros que de éstos
derivan. Estas sustanclas simples, que tilienen una

distribuci1én universal, se agrupan como metabolitos
primarios Y participan activamente en las trans-

formaciones que se describen como procesos metabd-

2



determinan.

5. Se estudian los componentes terpénicos mino-
ritarios del alga Laurencia sp. de la Isla de
Teneri1fe, con la finalidad de encontrar metabolitos
que ayuden a confirmar la ruta biogenética propues-
ta. De dichos estudios se aislan dos productos
derivados del y-bisaboleno, dandose la configura-
c16n absoluta de uno de ellos en base a los datos

espectroscoéopicos y de dicroismo circular.

6. Todos los componentes minoritarios alslados
son compuestos hidroxilados con esqueletos haloge-

nados de 15 aAtomos de carbono.
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licos primarios!)., Ellos forman 1los materiales
sintéticos de partida para reacciones especificas
catalizadas por enzimas, y controladas genéticamen-
te, que conducen a los compuestos complejos gue
caracterizan el metabolismo secundario de los orga-
nismos. El1 Esquema 1 muestra un resumen de las

distintas clases de metabolitos secundarijosi, @),

PRODUCTOS HATURALES.

El término "producto natural™ se reserva, por
lo general, para aquellos compuestos organicos de
origen natural, que son exclusivos de un solo orga-
nismo, 0 Qgque es comin a un nimero muy peguerno de
organismog estrechamente relacionados. En la mayo-
ria de los casos aparentan ser no esenciales a la
planta, insecto o0 microorganismo que los produce,
en contraposicién con los otros compuestos organi-
cos de la naturaleza, como los aziucares, aminoaci-
dos, y polimeros gque de ellos derivan, los cuales
son tanto esenciales como necesariosi 3),

No es s6lo la complejidad estructural lo que
distingue los "productos naturales” del quimijico
orgénicoia-u), de los compuestos que tradicional-
mente han sido estudiados por los bioquimicos, sino

el grado ue unicidad de los metabolitos secunda-



rios, algunos de los cuales son hallados solamente
en una especile unica, Yy muchos de los cuales son
caracteristicos de grupos restringidos de organis-
mos (género o familia). Como Bu'lock?®) expone,

estos compuestos expresan la individualidad de las

especies en términos gquimicos. Los metabolitos
primarios, por otra parte, son universales en su
distribuciéon; ellos son los productos de (y parti-

cipan en) las actividades celulares de todos los
organismos vivos, desde las bacterias hasta el
hombre. Sin embargo, no existe una linea clara gque
delimite una clase de compuestos de la otra. Mien-
tras que aminoaclidos comunes tales como la prolina,
glicina, alanina y triptéfano, 0 poliaminas como
espermina, cadaverina y espermidina, no serian
ordinariamente catalogados como productos natura-
les; otros aminoacidos, no encontrados como consti-
tuyentes de las proteinas, pero de una gran distri-
bucién en el reino vegetal, tales como el acido
Plpecdélico, f-uracil-alanina, hipoglicina, y muchos
otros, han encontrado su camino en la literatura
clentifica a través de los estudios de la gquimica
de los productos naturalesi, 3, 6),

Una caracteristica general de l[o0os "productos
naturales” es gue pocos de ellos tienen una funcién
claramente reconocida en las actividades metabéli-

Cas del organismo, en los gqgue han si1do encontrados.
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Asi, los alcaloides, muchos de los compuestos fené-
licos, los terpenos, etc., parecen no jugar un
papel esencial en la economia celular. No se puede
decir que ellos no participan en la actividad meta-
bdlica, yYa que son degradados, reducidos, acilados,
alquilados y oxidados. Pero, en el momento actual
de nuestros conocimientos, no es posible decir que
sean indispensables para las plantas en que apare-
cen. Muchas plantas no contienen alcaloides, o
flavonas, o0 ciertas clases de terpenos, y en muchos
casos, dos especies estrechamente relacionadas, o
dos individuos de la misma especie, pueden contener
cantidades completamente diferentes o diferentes
representantes de una u otra de estas <clases de
compuestosivs).

Sin embargo, seria impropio aceptar la con-
clusiodn gue los productos secundarios de las plan-
tas sean "anomalias funcionales™ o, simplemente,
productos finales del metabolismol2), Nuestra falta
de habilidad para adscribir una funcién metabédlica
a estos compuestos puede significar sbélo que, Si
tienen una funcién, nosotros no la hemos descubier-
to aun. S6l0 es necesario mencionar, por ejemplo,
que el Acido siquimico fue considerado, hasta hace
muy pocos anos, en las monografias y libros de
texto, como un nroducto que solamente aparecia en

la planta asiatica Illicium religiosum Sieb. &




Zucc. En la actualidad, sabemos que es de los méAs
universalmente distribuijdos, Y que es participante
fundamental en las actividades metabodlicas de 1las
plantasia, 7)., Es probable, que muchos de los com-
puestos organicos considerados en la actualidad
como "productos naturales" szean reconocidos con el
tiempo como poseedores de importantes funciones
bioldgicas. Cada dia son mas las referencias Dbi-
bliograficas que informan sobre diversas activi-
dades o funciones biolégicas de estos metaboli-
tos3) 6, 8-12) Una de las mas provechosas contribu-
ciones al conocimiento, que puede esperarse gue
hagan los quimicos organicos, viene de sus estudios
continuados de compuestos que aparecen en la natu-
raleza como entidades bioldégicas cuyos origenes,
transformaciones y destino en los organismos vivos
puedan, con el tiempo, suministrar una guia para el
significado y la importancia de su existencia en la

naturaleza.

CONSIDERACIONES TAXONOMICAS.

-

No es el objetivo de esta memoria el entrar en
una explicacién de los diferentes sistemas de cla-
sificacién o de las descripciones morfolégicas Yy

qulmiotaxondémicas de las especies estudiadas. Este
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apartado pretende, unicamente, resaltar la necesi-
dad de colaboracidédn interdisciplinaria entre las
distintas 4reas del saber cientifico, que tengan
una estrecha relacidén con el fin propuesto.

La habilidad que el quimico orgianico posee

para aislar, purificar e identificar, y posterior-
mente sintetizar, los compuestos organicos presen-
tes en la materia viva, generalmente, excede a su

capaclidad para identificar y clasificar a las espe-
cies biolbégicas de las que proceden las sustancias
en estudio. Por ello, la clagificacidén taxonémica
se relaciona con lasgs actividades de los gquimicos
‘organicos en dos vias prlncipalesia):

i. Un conocimiento de las relaciones entre los
organismos y grupos de organismog puede pguiarle en
la busca de clases especiales de compuestos orgini-
cos; ciertos grupos de organismos (familias, géne-
rogs) estin frecuentemente caracterizados por clases
particulares de compuestos, a veces Gnicos.

2. Sus estudios sgsobre losg constituyentes de un
organismo, no 86lo agranda el conocimiento de dicho
organismo, sino que permite al taxdénomo la relacion
del mismo con otros organismos, suministrando, de
ezta {forma, una informacién de gran valor para el
estudio de su clasificacion y evoluciéon,

Si bien el estudio de la gquimica de las plan-

tas, o de otros organismos, seleccionadas al azar o



por otras razones ( v.gr. valor medicinal, toxici-
dad para el hombre y animales, actividad fisiolégi-
ca de diversas clases, etc.), no estian exentas de
una gran relevancia, no hay que dudar de la impor-
tancia afnadida que un conocimiento de sistematiza-
cién taxonémica puede suministrar al quimico, a
quién le da con ello, la oportunidad de contribuir
al progreso de otras ireas de investigacién cienti-
tica.

El ordenamiento de los organismos vivos, en
esquemas sistematicos de clasificacién, es tan
viejo como el momento en que el hombre comenzé a
utilizar la naturaleza en su provecho. Los des-
cubrimientos de la Sistematica y de 1la Filogenética
constituyen el fundamento para la agrupacidédn de los
vegetales que realiza la Taxonomial3), Los nombres
comunes por los que se conocen a lags plantas mas
familiares, son una forma de clasificacién vegetal.
El propésito practico, inmediato, de un esquema
taxonémico, es suministrar un medio para identifi-
car a los organismos y para desarrollar una organi-
zacidén racional, entre aquéllos que puedan ser
agrupados de acuerdo con las similitudes que exis-
tan entre ellos. Los esquemas taxonomicos estan
basados principalmente en caracteres que pueden
reconocerse por examen visual, esto es, caracteres

morfolégicos. Sin embarego, el fin Gltimo de la



taxonomia es la construccion de una organizacion
que Vvaya mas alla de la simple descripcidn y que
refleje las relaciones evolutivas en el reino vege-
tal Yy animal. En el progreso hacia la consecucidn
de este logro, los taxénomos utilizan las fuentes
de todas las areas de la ciencia que muestran el
crecimiento, desarrollo y evolucién de los organis-
mos. La morfologia, fisiologia, citologia y genéti-
ca, ecologia, geologia, paleontologia y, en afos
mAs recientes, la quimica, contribuyen a lag inter-
pretaciones del taxbénomo sobre las relaciones exis-
tentes entre los organismos por &l estudiados. La
contribucién del gquimico a este complejo de infor-
macioén es de origen comparativamente reciente, pero
promete arnadir una dimensidén valiosa a la descrip-
cidén total de las relaciones de los seres vivos con
sus ancestros y contémporaneos.

Las funciones de los metabolitos secundarios
aislados a partir de especies del género l.aurencia
Lamoroux, aGn no han s8ido establecidas. Se cree que
estos metabolitos proporcionan a las algas, Yy a los
moluscos opistobranquios del género Aplysia que de
ellas se alimentan, ventajas selectivas ambien-
tales!®). Los extractos de A. brasilana, por ejem-
plo, muestran propledades disuasoras de alimenta-
ciéniS), EI elatol (40), metabolito aislado de

diferentes especies de Laurencia, inhibe el de-
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sarrollo de los huevos del erizo de marl®), Tambieén
se han descrito propiedades antimicrobianasi’) Y
citotéxicas17¢,18) para diferentes metabolitos se-
cundarios.

' El género Laurencia es muy complejo y la de-
terminacién de las especies en este género es una
tarea muy dificil de realizari®), Existen varios
ejemplos en los cuales "una especie” de Laurencia
ha sido dividida en variedades diferentes en base a
sus metabolitos secundarios20), La gran variedad de
productos naturales encontrados en algunas especies
de Laurencia, por ejemplo, L.obtusa (Hudson) Lamo-
roux, hace pensar que se debe al hecho que varias
especies 0 variedades estén involucradas2i),

Las investigaciones realizadas por el equipo
de Fenical, en un intento de aproximacidédn quimiota-
Xonbémica a la clasificacién del género Laurencia,
ponen de manifiesto que el metabolismo secundario,
de poblaciones uniformes de una especie determinada
de Laurencia, es independiente del! habitat, cambios
estacionales y estado reproductor. Por tanto, las
diferencias quimicas encontradas significan dife-

rencias genéticas Y seran especies diferentes o

variedades de organismosaoa). Estos investigadores
divideni4a) al género Laurencia en dos amplias
categorias, las que muestran una quimica organoha-
logenada, las formas cilindricas, y las desprovis-—

11



tas de haluros organicos, las formas comprimidas.
Young y col., muestran que los cuerpos serosos de
las formas cilindricas son los lugares de sintesis
y de almacenaje para los metabolitos organohaloge-
nados del algaaa). Sin embargo, el aislamiento de
compuestos bromoindélicos, a partir del alga L.

brongniartii J. Agardh, que posee forma comprimi-

da, muestra la necesidad que existe de que esta
clasificaciéon sea modificada en orden a explicar

log tipos de haluros organicos producidosi7a),
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brongniartii J. Agardh, que posee forma comprimi-
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los +tipos de haluros organicos producidosi7a).
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Dentro del estudio de productos naturales

de origen marino, las algas rojas del género Lau-
rencia Lamoroux constituyen un g§rupo muy in-

teresante debido a la diversidad de metabolitos
polihalogenados que de ellas se aislan23), E1 grupo
m4is numeroso de metabolitos son los terpenos, en su
mayoria sesquiterpenosa4'25). aunque también se han
encontrado diterpenosi® 19) y triterpenos27), Junto
a estos metabolitos, coexisten en el alga compues-
tos de naturaleza no terpénica, acetogeninas Cys,
caracterizadas por la presencia en la molécula de

grupos acetilenos o aleno termlnalesae).

TERPENOIDES (SESQUITERPENOS)

El reino vegetal produce una gran variedad de

productos gque derivan de unidades de cinco 4tomos

de carbono?9). Algunos de éstos son considerados
metabolitos primarios como, por ejemplo, los este-
roides, giberelinas y carotenos. No obstante, la

mayoria de los compuestos terpenoides sintetizados
por las plantas son metabolitos secundarios, siendo
la mayoria de ellos productos tipicos de las mis-
mas.

En contraste con lo que sucede en los ambien-

tes terrestres, la distribucidén de los productos

13



terpénicos no es muy amplia entre los organismos
marinos. Hasta hoy se han encontrado terpenos en
los celentéreos, moluscos, esponjas y en las algas
pardas y rojas. Esta distribucién puede incluso ser
mas pequena, s1 tenemos en cuenta las evidencias
existentes que demuestran que son las algas simbié-
ticas las verdaderas fuentes de los terpenos aisla-
dos en celentéreos, Yy que los terpenos encontrados
en moluscos son el resultado de la acumulacién de
productos procedentes de las algas ingeridas. Sin
embarego, la gran variedad de estructuras encontra-
das indican claramente que todos los tipos de ses-
guiterpenos aislados de plantas terrestres pueden
eventualmente encontrarse en los organismos mari-
nos, entre los gue ademas se aislan productos halo-
genados, muy escasos, por otra parte, entre las
plantas terrestres.

Los compuestos formados por tres unidades de
cinco Atomos de carbono, o unidades de isopreno,
los denominados sesquiterpenos, son los metabolitos
que con mayor frecuencia se aislan de las algas
rojas del género Laurencia y de los moluscos gaste-
ropodos del género Aplzsia30). Generalmente estos
sesquiterpenos ciclicos derivan del farnesol¢9) (1
Y 2), pero el hecho importante de que la carboci-
clacidén sea inducida por un 1én bromonio (Brt)

hace gque puedan considerarse como "tipicamente"”
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marinos. Los 1iones bromuro dispersos en la atmdsfe-
ra desde las capas superficiales del agua sufren
oxidaciones fotoquimicas que los convierten en
bromo molecular y su disoluciéon en el agua, crea en
las aguas superficiales, zona de maxima actividad
fotosintética, donde se desarrollan las algas,
concentraciones suficientes de Br* que hacen posi-

ble tan particular tipo de biogénesis31),

AN AN
OH OH
TRANS, TRANS - FARNESOL TRANS ,CI1S- FARNESOL
1 2

Las investigaciones quimicas de Laurencia para
determinar los metabolitos secundarios comenzaron
con una publicacidn en 1953 de Obota y FukKkushi

sobre el aceite esencial del alga L. glandulifera

Kutzing32), Los estudios quimicos realizados lleva-
ron a }Jos autores a la conclusioéon que los componen-
tes mayoritarios del aceite eran sesquiterpenos. En
1978 son conocidos dieciocho tipos de &esqueletos,
que agrupan a aproximadamente sesenta sesquiterpe-

nos€%), Aoy dia, son mias del centenar de compuestos
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gsesquiterpénicos, agrupados en venticuatro esquele-
tos diferentes, los que se conocen como metabolitos
de Laurencia®1,23,25), En la Tabla 1 se relacionan
distintos tipos de esqueletos.

LLa descripcidédn que a continuacidé4n se hace se
refiere a los compuestos sesquiterpénicos con es-
queleto chamigrano aislados de diferentes algas del
género Laurencia, incluyendo los aislados de los
moluscos opistobranquios del género Aplysia ya que
es conocido que tales animales tienen a las algas
rojas del género Laurencia en su dieta alimenticia
Y, en la mayoria de los casos, se ha podido compro-
bar que el compuesto es ingerido y almacenado por

el animal sin transformacidédn alguna.

CHAMIGRANOS.

Junto con el sistema laurano, el sistema cha-
migreno (3) aparece con una asombrosa frecuencia en
los extractos de Laurencia. Suzuki1 y col. aisla-

ron, del alga Laurencia glandulifera, dos bromo-u«-

chamigrenos, el 2-bromo-8, 9-epoxi-a-chamigreno (&)
Y el 2-bromo-a-chamigreno-8-ona (5), Y un bromo-f8-
cthamigreno, el 2-bromo-B-chamigreno—-8-ona (§)34).
LLa estructura, inicialmente asignada al compuesto

(4) por 1 s datos espectroscépicos, fue confirmada

16



Tabla 1.- Diferentes tipos de sesqulterpenos,
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por estudios de difraccioén de rayos X a la vez que
se hicieron las correspondientes asignaciones de
RMN-13¢35), El anillo ciclohexano presenta una con-
formacién de bote torcido algo aplastado, mientras
gque el anillo ciclohexeno tiene una conformacidén de

semi-silla distorsionada.

La estructura de los compuestos (5) Y (6)
fueron confirmadas, junto con la del compuesto (&%),
por correlaciédn quimica. Al tratar al 2-bromo-8, 9-
epoxi-oc-chamigreno con trifluoruro de boro eterato
en benceno a temperatura ambiente se forma un com-
puesto que, por comparacidén de los espectros de IR
Yy RMN-1H, de la actividad optica y del punto de
fusiéon mixto, es idéntico a la cetona natural (5).
La estereoquimica del grupo metilo en C-9 asignada
en base al mecanismo de reaccidédn es confirmada por
el efecto Cotton negativo de la curva de DOR.

El glanduliferol (7) fue a slado8) de la
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misma L. glandulifera. La estructura de este com-

puesto dihalogenado, relacionado biogenédticamente
con los anteriores, fue confirmada en la misma
publicacidén que en los casos anteriores. El trata-

miento gquimico del glanduliferol con hidréxido

potasico en metanol al 5% produce un producto dehi-

droclorado gue presenta una actividad éptica, un
punto de fusién mixto, un espectro de IR Y un
espectro de RMN, coincidente con el compuesto (4).

La tendencia del glanduliferol a epéxidarse sugiere
que los grupos vecinos OH y Cl deben ser trans y en

posicidén anti uno respecto al otro.

Ct
'
Br-
- - <H
Br
Br
-~
“~
6 7 8
Howard y Fenical, a partir de una Laurencia no
especificada36), aislan dos compuestos: 2, 8-dibro-

mo~9-cloro-a-chamigreno (8) v s8u correspondiente
epdéxido cristalino, el 2, 8-dibromo-9-cloro-4, 5-
epoxi~a-chamigreno (9). La estructura del metaboli-

to (8) es confirmada por comparacién con la es-
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tructura del compuesto (4). E! compuesto (8) a-
dopta, al igual que el glanduliferol, la confor-
macidén de Dbote torcido en el anillo ciclohexano
como se confirma por los estudios de RMN-1H en
presehcia y ausencia de reactivos cambiadores3%),
La adopcion de la forma de bote torcido alivia la
interaccidn entre el metilo vinilico y los hidrdge-
nos axiales en C-8 y C-10. Cuando el doble enlace
del anillo A desaparece, el anillo B revierte a la

conformacidén normal de silla.

. ¢
H OH
*H “H
Br Br
8r Br
11 12
Cl
i Cl
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HO ‘H \H
Br 8r
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Al tratar el compuesto (8) con &acido m-cloro-
perbenzolco se obtiene el epdéxido geométricamente
1sémero (10). LLas reacciones de apertura de estos
epéx1dos dan lugar a los alcoholes alilicos, y epi-
meros, Y el espectro de RMN confirma las posiciones
del bromo y del epéxido, asi como su estereoquimica
relativa. De esta forma, al tratar al compuesto (9)
con acido p-toluensulfénico en benceno se obtiene
una mezcla del alcohol alilico (1i) y el aldehido
(12), mientras gue la apertura del epoxido (10)
conduce a la formacién del alcohol epimero (13) vy
la cetona conjugada (1§)36). Un estudio c¢ristalo-
grafico realizado por Furusaki y 32137) confirma

las aslgnaciones estructurales previas realiza-

das35,36),

15

OJ1Ka y col., aislaron el producto (10), a

partir de L. oKamurai Jamada y L. nipponica Jamada,

determinando la estructura en base a los datos
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espectroscépicos Yy por epoxidacién del compuesto
(§)38). El analisis de difraccién de rayos X con-

firmo la estructura y configuracién absoluta asig-

nadas39),

Howard y Fenical, utilizando la técnica de la
cromatografia liquida de alta presién, aislaron, a
partir de la parte polar de un extracto de L.
pacifica Kylin, el a-chamigreno mas simple repre-
sentativo de Laurencia, el 2-bromo-a-chamigreno
(l§)40). Este compuesto también ha sido aislado de

otras algas como, por ejemplo, L. nipponica y L.

glandulifera“!). El compuesto (15) ha sido sinteti-

zado por diferentes 1nvestigadores mediante ci-
clacién inducida por ié6n bromonio a partir de po-
lienos aciclicos, si bien el producto de partida es

diferente, geranil-acetona vy farnesolf2), La confi-

guracion absoluta del 2-bromo-a-chamigreno fue
determinada por métodos quimicos; partiendo del
glanduliferol (7), cuya configuracion absoluta era

conocida, y por tratamiento con Zn/HOAc se obtienen
los comopuestos (3) v (15) permitiendo de &esta
forma establecer la configuracién de ambos compues-
tos35),

Del alga L. majuscula (Harvey) Lucas, fueron
identificados dos compuestos bromotrienol: el halo-
metileno-a-chamigreno (16) Yy el halometileno-g8-

chamigreno ($1)43). La estructura de (16) fue ca-
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racterizada por datos espectroscépicos y por sinte-
gis a partir del acetato de (17) con hidroéxido
potasico en metanol, obteniéndose el compuesto (i16)
y el isémero E de éste, (18). La comparacién de los
espectros de RMN-1H de ambos isémeros permite la
asignacidédn de la geometria del doble enlace#%), Los
estudios espectroscépicos permitieron asignar una
configuracién axial al grupo hidroxilo en C-3, una
ecuatorial al bromo del C-2 y una configuracién Z
al doble enlace entre C-9 y C-15; pero la confi-
guracién del atomo espirianico en C-6 no se pudo
llevar a cabo hasta gque se realizéd un estudio de
difraccion de rayos X sobre el acetato del producto
(11)45). Este analisis permitié deducir la confi-
guracidén absoluta de (17), asi como que la configu-
racion de C-6 y C-2 estin en concordancia con
la del (-)-(2R)-2-bromo-a-chamigreno (i5), 2-bromo-
8, 9-epoxi-a-chamigreno (4) y la de otros compuestos

halogenados aislados de L. 51andulifera35). Como

se puede observar en las estructuras representadas
en (16) y (i47), ambos compuetos se caracterizan por
poseer un atomo de broma sobre un metilo Yy la
presencia de un sistema diénico conjugado, lo que

no es comin entre los chamigrenos halogenados de

Laurencia.
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Schmitz%®), del molusco A. dactylomela, aislé

la bromohidrina (17) junto con su isémero E, (19).
Las investigacliones realizadas por Sims Y
colaboradores con distintas especies de algas
del género Laurencilia condujo al descubrimiento de
una nueva clase de compuestos que contienen atomos
de cloro y de bromo., De L. pacifica, identificaron

el pacifenol (20), determinando la estructura vy
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confliguracion absoluta por analisis de rayos X47)

Del alga L. johnstonii Setchell and Gadner, es

aislado el Johnstonol (21), previa purificacién
cromatografica con gel de silice del extracto meta-
nélico48), La estructura de este compuesto, deter-
minada por estudios de rayos X, es relativamente
idéntica a la del pacifenol (20). En 1969, Irie y
col. aislaron un metabolito dibromado, de L. okamu-

rai Jamada, idéntico al johnstonol%49),

Ci
Il ]

HO

0
Br

8r
20 21 22

Por extraccion del alga L. filiformis (C.

Agardh) Montagne con n-hexano y recristalizacién
del residuo cristalinoso), fue aislado el prepaci-
fenol (22). La estereoquimica y configuracidén abso-
luta de este metabolito fue determinada por su
conversion a pacifenol por tratamiento quimico con
Acido p-toluensulfénico en benceno. Esta conversién
también ocurre durante la cromatografia con alidmina

neutra y cuando el prepacifenol .s calentado hasta
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su punto de fusion. Debido a que el aislamiento del
pacifenol se realizdé con cromatografia de gel de
silice, parece posible que el pacifenol (20) sea un
artefacto. Cuando el prepacifenol se cromatografia
con gel de silice se produce su transformacién en
pacifenol. Sin embargo, el pacifenol es el metabo-
lito mayoritario y existe como producto natural en
L. tasmanica HooKer & Harvey ex Harveyso).

De la liebre de mar, A. californica, se ais-

laron, Junto con el pacifenol (20) y el jonhstonol
(21), el pacifidieno (23), el pacifenediol (24) Yy
un compuesto tetrahalogenado (gé)si). Al tratar al
pacifidieno con HCl se obtiene el compuesto (25)
permitiéndo de esta forma establecer la correlacién
quimica que existe entre ambos metabolitos. El
pacifidieno es el tnico de los tres que ha sido
aislado, hasta el momento, de un alga®S2), la L.
pacifica. No existen evidencias claras que indiquen
si los compuetos (24) y (25) son metabolitos de
algas o si, por el contrario, son artefactos forma-
dos por reacciones catalizadas por acidos en las
g8landulas digestivas de estos moluscos.

Faulkner y sus colaboradores identificaron el

epoxido de prepacifenol (26) como metabolito mino-

ritartio de A, californica®3)., La conformacién vy

configuracidédn absoluta de este producto se llevd a

cabo por métodos quimicos, yYya que al tratarlo con
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Acido ox4alico y a reflujo se convierte en johnsto-
nol (21). En condiciones mas drasticas el epéxido
de prepacifenol se convierte en pacifenediol (24),
el cual es idéntico al producto obtenido por Sims y

col., al tratar al johnstonol con bromuro de hi-

drégeno en &cido acético%8). En 1978, Howard aisla
e idéntifica al epoxido de prepacifenol de L.paci-
ficadSh).

Del alga L. intricata Lamoroux se aisla el
acetoxiintricatol (27), estableciéndose su es-
tructura por estudios quimicos, espectroscépicos y
de rayos X, no pudiéndose confirmar la configura-
cidédn absoluta, seleccionandose la estructura repre-
sentada en (27) por su comparacién con el pacifenol
(QQ)SS). De la misma alga56) fue aislado el ciclo-
debromoacetoxiintricatol (28). Su estructura fue

dada en base 2 los datos espectroscépicos y por
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correlacion quimica con el acetoxiintricatol (27),
del cual procede por eliminacién de bromuro de

hidrégeno mediante una ciclacién intramolecular.

Cl Ct
HO"'J t AcOs !
Br u H
Br Br
26 27 28

El desoxiprepacifenol (29) fue aislado de A.

californica57). Su estructura, incluyendo la confi-

guracion absoluta, fue establecida por analisis de
difraccién de rayos X. Sin embargo, el método esta-
distico empleado por los autores ha sido cuestiona-
doS2)., No obstante, posteriormente, OjiKa y colabo-
radores aislaron, en 1982, este metabolito del alga
L. okKamurai, confirmando la estructura anteriormen-
te asignada38).

El alga L. pacifica, recolectada al Sur de
Ensenada, México, contiene el chamigreno 2, 8-dibro-
mo-3-hidroxi-9-cloro-a-chamigreno (19)58). La es-
tructura y estereoquimica se determinéd por los
datos espectroscépicos y por métodos quimicos. Al

trat.r al metabolito (30) con KOH en metanol Y,

28
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posterior, acetilacion con anhidrido acético en

piridina, se obtiene en primer lugar un epdéxido que

incorpora rapidamente metanol para dar, después de
la acetilacién, el metoxiacetato (31). A la vista
del desplazamiento nucleofilico en el epdxido, la

estereoquimica de los sustituyentes en C-2 y C-3 en

(29) ¥y (30) ha de ser invertida.

Br . .
HO Br :
! Br

OMe

29 30 31

Los derivados B-chamigrenos (32) han sido
ensayados, a partir de Laurencia, en el mismo nime-
ro que los a-chamigrenos. En estos B-chamigrenos,
el anillo B totalmente saturado adopta una confor-
macion silla, diferente al sistema a-chamigreno en
al que predomina la forma de bote torcido.

En un estudio exhaustivo del alga L. nidifica
J. Agrdh realizado por Waraskiewicz y EricKson, se
aislaron los B-chamigrenos nidificeno (33), nidifi-
dieno (34), nidifidienol (35) y nidifoceno (36). La

¢t atructura de los dos primeros metabolitos fue

29



~H
Br
Br
32 33 34
H Cl
HO ! ‘
™o
SH
Br
]
Br a
35
36

determinada por datos espectroscépicos17d). Con el
fin de establecer la posicidn relativa del grupo
hidroxilo <con respecto a los atomos de <cloro vy
bromo en el nidifidienol, este compuesto fue oxida-
do a la bromoclorocetona (37) y la dehidrocloracion
de ésta con trietilamina da lugar a la bromocetona
conjugada (38). La reduccidén de (35) con aluminio
hidruro de 1litio da lugar al alcohol dehalogenado,

el cual es posteriormente oxidado a 1la cetona no
30



conjugada (39)°9),

La estructura inicialmente asignada al nidifo-
ceno®0), fue corregida, después de un analisis de
difraccidon de rayos x61), Los halogenos vecinos han
sido intercambiados con respecto a la asignacidn
original, de tal forma que el cloro esti unido a un
carbono terciario mientras que el bromo 1o esti a

uno secundario,

0
Br
38
OR
0
H
Br Cl
H
40 R=H
39 41 R=Ac
HO 0
Cl Br
=
' Cl
42 43
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El elatol (40) fue aislado, inicialmente, del
alga roja L. elata (C. Agardh) Hooker and Harvey,
por extraccién con n-hexano®2), La estructura vy
estereoquimica absoluta fue confirmada por estudios
de rayos X sobre el acetato (41), Este compuesto,
también, ha sido aislado de otros organismos mari-
nos; asi, Gonzidlez y colaboradores lo aislan de
L. obtusa (Hudson) Lamoroux63), mientras que el
grupo de Schmitz lo consiguen del molusco A, dac-
txlomela64) Rang, Jjunto con el acetato de isoob-
tusol (46). Por su parte, Rinehart, describe el
aislamiento del enantiémero del elatol, en una
especie de L. obtusa recolectada en el caribel7c),

El producto de oxidacidén del elatol, la cetona
(42), elatona, es un ejemplo de producto sesquiter-
pénico con actividad fisiolégica, que es un potente
inhibidor de la divisién celular y del ensamblaje

de los microtubulos®5),

H
Cl.

44 R1=Br R2=H
45 Ry=H Ro = H
46 Ry{=Br Ry = Ac



De la especie L. obtusa, fueron aislados,
junto con el elatol, cinco B-chamigrenos nuevos: 2-
debromoelatol (43), isoobtusol (44), 2-debromoi-
soobtusol (45), obtusol (47) Yy @2-debromoobtusol
(48)63),

Las estructuras de los cuatro Gltimos compues-
tos fueron corregidas después de un estudio de
difraccion de rayos x66), En estos metabolitos, 1la
posicién de los haldégenos vecinos en el anillo B,
fueron intercambiadas respecto a las posiciones
asiganadas originalmente, de tal forma que el atomo
de <cloro est4 unido a un carbono secundario y el
bromo lo est4 a un carbono terciario. Estas es-
tructuras revisadas representan excepciones a la
regla general] formulada por Martin y Darias (1978),
esto es, en los grupos bromocloro 8, 9-trans-dia-
xial, el bromo ocupa la posicidén terciaria, Yy en
los grupos bromocloro 8, 9-trans-diecuatorial es=s el

cloro quien ocupa la posicién terciaria29),

47 Ry =Br R2 =0OH
48 R1=H Ro=H
49 Ry =Br Ro=H



La localizacién de los grupos bromo y c¢loro
vecinos en los compuestos que los poseen es un
problema perenne que nha sido motivo de estudio por
Gonzalez y col. (1979). En este estudio se comparan
los espectros de RMN-13C de dieciocho compuestos
relacionados con grupos bromoclorociclohexanos,
obteniéndose los rangos de desplazamiento de los

carbonos implicados®7).

24.0 =241 23.7-24.0
Br
71.2-71.8 66.0-68.0 68.0-710
Cl Br
} Br } Cl | H 24.2-335
1 H\ 1 H\ 1 Cl
62.3-63.6 67.5-69.2 65.2-66.6

La aplicacidédn de estos valores permitié deter-

minar la estructura y estereoquimica absoluta del

49 50
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obtusano (49), metabolito minoritario del alga

L. obtusa, como se muestra en la figura. Del alga
L. nipponica ha sido aislado el enantiémero del

obtusano, el (-)-obtusano (50), siendo determinada
su estructura por analisis de rayos x68)

Gonzalez y col., (1978), aislan, del extracto

RO
0 Br
LY
\
-CH 2C|
OR
51 R=H 63
52 R=Ac
acetonico de L. obtusa, la clorohidrina (51). Este
metabolito es altamente inestable, incluso cuando

la extraccidén se hace en frio y en atmoédsfera iner-

te. Cuando la clorohidrina es transformada en su
derivado diacetato (52), mediante acetilacién con
anhidrido acético en piridina, se obtiene un pro-

ducto estable y cristalino que permite el estudio
por rayos X y establecer, por tanto, la estructura
Yy conformacién absoluta de la clorohidrina®9),

La estructura del diol (53), aislado, a partir
de L. nipponica, fue determinada por estudios de

difraccién de rayos X del derivado diepéxl—-monoace-
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tato (54)70),

Suzuki aislé de L. nipponica dos compuestos
con puentes éter, el bromo-alcohol (S5) vy el dibro-
modiol (56) Jjunto con el pacifenol (20)71). Estos
metabolitos fueron caracterizados espectroscépica-

mente y por correlacién gquimica con el pacifenol.

Br

54 55 56

El tratamiento de (56) con Zn/HOAc a 5°C produce el
compuesto (55). De igual forma, el tratamiento del
pacifenol con el mismo reactivo también produce el
bromo-alcohol (55), confirmindose de esta forma la
estructura y la estereogquimica absoluta de estos
compuestos. La estereoquimica en C-3 y C-4 del
dibromodiol (56) <fue deducida de las gimilitudes
existentes entre su espectro de RMN-iH con el del
pacifenol,.

En una publicacién posterior, Suzuki Y Ssu
grupo, informan del aislamiento en el mismo alga de

un diol termolabil (57). La estructura y configura-
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cidén absoluta fueron determindas por difraccion de
rayos X a baja temperatura, -20°C72),

Suzuki y sus colaboradores73). aislaron de un
especimen de L. nipponica, junto con el nidificeno
los alcoholes (58) y (59) y la cetona (60). Bernar-
dinelli y Flack, a partir del molusco A. dactylo-
mela, idéntificaron los compuestos (61) vy (§§)74).
La configuracién absoluta de (61) y (62) fue deter-
minada por rayos X. El compuesto (61) es enantiome-
ro del (60), ya que presenta un espectro de IR vy
RMP idénticos a2 los del producto (60), pero sus
actividades o6pticas son diferentes, [a)D = +19'6° y
-10'7°., La confirmacidon de esta relacién se llevd a
cabo por el analisis de rayos X’°),

La comparacion de los espectros de RMN-1H Y
RMN-13C nmuestra que los metabolitos (61) Y (62)
poseen el mismo tipo de esqueleto. La configuracién

del grupo acetato se realizé por medio de transfor-

r Br

HO*

57 58 59
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maciones gquimicas y en base a los datos espectros-
cépicos obtenidos de los productos de estas trans-
formaciones. Al tratar el compuesto (62) con hidré-
x1do potasico al 1% en etanol, se obiiene el alco-
hol (63) vy el é&ter (64). El tratamiento de (63) con
acido p-toluensulfdénico en benceno produce (64). La
confirmacibén de las estructuras asignadas, por
estudios espectroscépicos, se realizdo por analisis
de rayos X del compuesto (§5)75).

Una especie sin describir de Laurencia, reco-

lectada en Florida, contiene un nuevo derivado
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chamigreno, el compuesto (65) y su producto reagru-
pado dehidrobromado (66). La estereoquimica de
ambos compuestos fue determinada por un estudio de
resonancia n.0.e’6), Se ha visto gue ambos metabo-

litos son téxicos para el pez Pomacentrus coeru-

leus, a una concentracidéon de 15 ug.cm'3.

Los chamigrenos halogenados isémeros (67) Yy
(68), gque poseen un grupo vinilbromuro exociclico,
han sido aislados de L. ma uscula62v77), asi como

de A. dactylomela recolectada en las Islas Cana-

rias78), La presencia del bromo en el C-3 en lugar

del C-2 es muy infrecuente,.
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RESULTADOS Y DISCUSION



Entre los productos marinos naturales que
presentan enlace carbono-halégeno, el grupo mas
numeroso y variado lo forman los compuestos espiro-
bicarbociclicos con esqueleto carbonado de chami-
grano que se aislan de algas rojas del género
Laurencia y de las especies de moluscos invertebra-
dos que de ellas se alimentané1, 23,25,79), Ha sido
también repetidamente postulado, quimicamente com-
probado a veces 0 simplemente hipotetizado otras,
gue la gran variedad de esqueletos carbonados que
ge alslan de éste particular género de algas rojas,
deben sSu origen a reagrupamientos ocurridos en el
ezsqueleto de chamigrano via las particulares susti-
tuciones de haldégenos gque suelen presen-
tar35,73,80)

La mayoria de los chamigranos halogenados
hasta ahora descritos (ver introduccién) se corres-
ponden con uno de los dos iones de chamigrano gue
se representan por las estructuras IV y V. Ambos
tipos de precursores tienen en comiun el poseer una
(88, 9S)-trans-heterosustitucidén Yy un Atomo de
bromo en C-2 de configuracién absoluta opuesta a la
del centro cuaternario quiral C-6. Cuando Cp-Br es
(S), C¢ es (R), y cuando C,-Br es (R), Cg es (S).

Los s1stemas espirocarbociclicos representan
moléculas de interés, tanto en la quimica de los

productos naturales como en quimica teédérica, Yy la
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construccion de un centro cuaternario totalmente
carbonado representa tanto un reto sintético como
biosintéticoai). Aunque nada se conoce de la bio-

sintesis de compuestos con esqueleto de chamigra-

X.Y = Br;Cl; OH v

no, varias sintesis han sido realizadas con éxi-
t082) de 1los compuestos naturales mi&s simples, como
es el sesquiterpeno terrestre (- )a-chamigreno
(§2)83), aungque todas den como resultado prepara-
ciones racémicas, El! compuesto chamigrénico marino
mis simple: (2R, 6S)-2-bromo-a-chamigreno84) (70)
ha sido también sintetizado como racemato, pare-
ciendo dudosa también la distincién a nivel diaste-
reomérica de los compuestos preparados4°).

Un programa de sintesis desarrollado en los
Gltimos anos por el Laboratorio de Quimica Marina
del 1.0.G.0. de la Universidad de La Laguna, ha
dado lugar a la sintesis enantioselectiva y dife-

renciada de compuestos chamigrianicos mono- y tri-
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sustituidos, naturales o no, entre l1os que son de

destacar los indicados en el Esquema 285).

Existen dos posibles rutas de biosintesis que
Justificarian la formacién del bromo-chamigreno mis
simple aislado del medio natural, el 2-bromo-a-
chamigreno (70) (Esquema 3). Una u otra ruta depen-
deria de qué anillo se forme primero en la bicarbo-
ciclacidén del polieno precursor, tomando al farne-
sil pirofosfato como precursor universal de meta-
bolitos Cy5 de naturaleza terpénica. En la ruta "a"
del Esquema 3 se supone que la ciclacidn ocurre
dando en primer lugar el anillo heterosustituido
por el halégeno (anillo A), y en la ruta *"b" sSe
supone que es el anillo B el primero que se
forma, introduciéndose el atomo de bromo en una
bromocarbociclacién posterior. Tanto en un caso
como en oiro es necesario encontrar exceso electré-

nico sobre el carbono-6 que permita, después de
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ESQUEMA 2

71 72

73 74
(R S_) R Br R S J(S) Br
~ AN OH ~ AN OH
Br (s) Br S)
75 76 -

77 78
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haberse producido la primera carbociclacion, la
actuacion nucleofilica desde este carbono para dar
lugar a la creacion del centro cuaternario espiro-
tetracarbonado del esqueleto chamigrano. Como quie-
ra que tal actuacién nucleofilica conlleva defi-
clencia electrénica sobre el vecino C-7, la mejor
forma de representar esta simultaneidad es a través
de una especie olefinica A(6-7) que actde como
intermedio. Esta conclusién nos lleva a la necesi-
dad de que la transformacidédn de 79 en 70 no puede
ocurrir de una manera concertada, sino a través de
pasos discretos, siendo al menos necesario la in-
tervencién de un intermedio olefinico. Estos inter-
medios quedan representados en el Esquema 3 por el
compuesto 81 (operando la ruta "a") o el 80 (en el
supuesto de que sea la ruta "Db" la que tenga
lugar).

La wviabilidad quimica de las rutas "a" o "b"
puede, en principio, comprobarse mediante las
transformaciones: 79 —+ 81 —@ T (ruta "a"), 6

79 —» 80 —» 70 (ruta "b"), habiendo sido ambas
verificadas quimicamente, al haber sido utilizadas
de manera independiente en la preparacién en el
laboratorio de compuestos del tipo de 2-bromo-

chamigreno. Efectivamente, la sintesis de Faulkner

Yy col,84) del racémico (*) 70, ocurre mediante ci-

clacién de un compuesto de monociclofarnesano (tipo
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ESQUEMA 3

NS N X "oPP = I

79 ruta b’ 80

I

OPP

A

\

81 70

81), mientras que las realizadas en el I.U.Q.0.8%)
ocurren por bromociclacién de un y-bisaboleno (tipo
80). Em ambos casos, el atomo de bromo se enlaza al
sustrato carbonado mediante adicién electrofilica a
un doble enlace olefinico, la diferencia entre una
u otra ruta sintética es el instante en que la
adicién electrofilica ocurre.

La aproximacidédn sintética de sistemas polici-
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clicos de naturaleza terpénica por catalisis acida
de adecuados sistemas poliénicos, proporciona no
sdélo ejemplos de modelos de actuacién biogenética
en medios no enzimaticos, sino procedimientos prac-
ticos de sintesis de sistemas carbociclicos previa-
mente aislados de manera natural. Los trabajos
realizados en Stanford®© 87) y en Harvard88) sobre
ciclaciones de polienos han permitido la sintesis
efectiva de esteroides y terpenos. Las asi 1llamadas
"sintesis biomiméticas"89) son alternativas sinte-
ticamente validas en la preparacién de terpenoides
y alcaloides de naturaleza carbociclica.

Una plausible sugerencia biogenética es que
los terpenoides bromados que se aislan de las algas
marinas ocurren mediante "ciclacién brominativa",
esto es, mediante <ciclacién inducida por ién bro-
monio "Br*" como agente que cataliza y controla la
ciclacidén del polieno precursor. Métodos basados en
ciclaciones inducidas en laboratorio, por ataque de
especies Br*t sobre polienos, demuestran que la
carbociclaciédén puede ocurrir al tiempo que el en-
lace C-Br. Sistemas reactivos que hasta ahora han
sido utilizados con éxito son: N-bromosuccinimi
da%0a-c); promo en presencia de acidos de Lewis
tales como AlBrj3, SnBry o plata (1)904d, e);
2,4, 4, o-tetrabromociclohexa-2, 5- dieno (TBCD) en

medio acido9!); ciclacién acida de bromhidrinas
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ESQUEMA 4

70b

il

80 b

de la cadena lateral adoptan una conformacién no-
eclipsada, dando lugar a situaciones de estados de
transiciédn de pre-silla.

Para crear enantioselectividad en las trans-
formaciones indicadas en el Esquema 5, es neceasrio
selectivamente desestabilizar uno de los dos esta-

dos de transicidén 82a G 82b, evitandose asi que la

ciclaci1én ocurra de manera indiscriminada por una u
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ESQUEMA 5
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otra cara. El trabajo sintético realizado demuestra
que la ciclacion progresa segun 62a, para dar 85, vy
es unicamente cuando se utiliza el enantibémero de
82a cuando los chamigrenos tipo 86 pueden ser pre-
paradoses). En el medio natural, sin embargo, se
conocen compuestos tipo 83 y 84,, lo que indica,
que s1 el esqueleto de chamigreno se origina bioge-
néticamente segin lo expregado en el Esquema S5 los
dos estados de transiciédn 82a y 82b han de ser
permitidos.

Si fuera posible hacer una distincién es-
tructural a nivel de dieno precursor, esto es,
distinguir la especilie 82a de la 82b, seria entonces
factible conocer cual es precursor biogenético de
83 (o de 85) y de 84 (o de 86). Tal diferenciacion
puede hacerse segin se expresa en el Esquema 4
mediante diferente sustaitucién en los grupos meti-
lenos de las cadenas dienicas. Apliquemos el razo-
namiento seguido en el Esquema 5 a los compuestos
naturales obtusol (89) e 1soobtusol (90) (Esquema
6)

Los compuestos diastereoméricos obtusol (89) e
isoobtusol (90) necesitan para su formacién, no
sbélo que la bromocarbociclacidéon ocurra por caras
distintas del precursor de y-bisaboleno, sino que
estos precursores han de ser diastereoméricos con

diferente sustituci1én hidroxilada en C9. El com-
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puesto 87 es Gnico precursor de 89 y su diasteoisé-
mero 868 es también Gnico precursor de 90. El aisla-
miento de un compuesto tal como 88 como producto
natural, y en coexistencia en el alga con el igso-
obtusol (90Q), permitiria una aproximacién a la
comprension del estado de transicidén que origina el
compuesto isoobtusol con independencia del sentido
en que la transformacién opera, esto es 88 —» 90 o
el reverso, y también posible, 90 —» 88 (Esquema
7).

En cualquier caso, la interrelacién 88 «—» 90
es finica; es decir, no existiria situacién semejan-
te entre 88 con algtn otro compuesto trihalogenado
con estructura de chamigreno que se aisle de manera
natural o pueda ser preparado por bromocarbocicla-
cidn inducida quimicamente.

AGn cuando en el Esquema 7 se presupone que la
oxidacién (introduccién del OH) es previa a la
ciclaciédn, el Esquema 7 sigue siendo valido si la
oxidaci1én ocurre en el compuesto bicarbociclico, 1lo
gque pasa, si éste Ultimo caso es lo correcto, es
que la interrelacién entre 90 y 88 opera en el
sentido 90 —=88, pero seguiria siendo una interre-
lacion unica entre ambos compuestos.

La interrelaciéon 88 —» 90 la hemos supuesto a
través de los intermedios carbocationticos 1 v 92,

El tntermedio 92 dispone de la conformacién y con-
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ESQUEMA T: Posible ruta biogenética de

formacién del isoobtusol (90) a través de

un precursgor y-bigaboleno.

figuracion absoluta idéntica a la observada en el
ilsoobtusol (90) , el intermedio 91 se diferencia en

la conformacién mostrada en el anillo A, encontran-
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dose el Cg-OH y el C4yo-Br orientados respecli

vamente axial y ecuatorial. La propuesta de 91 1o

S610 e8 razonable en base a que e] ataque electro-
filico (Brt*) al sistema diénico debe de ocurrir
mediante orientacidén antiperiplanar de 1los enlaces

que se forman, lo que obligaria al paso a traves de

\o]

i en el caso de que la interconversiétn fuera 88 =

|

) eino que geria la Gnica forma de obtener ¢l
doble enlace exociclico (E) en el cago de Que
operara la interconversién en sentido reverso,
esto es 90 —>88. Efectivamente, el pasvo desde yu
~> 92 =» ,. daria lugar, sin la intervencién de 91,
a un (Z)-y-bisaboleno.

El aislamiento de un compuesto tal como 8§88,
como metabolito natural, Y en concurrencia ¢on i
isoobtusol (90), es, a nuestro entender, la mejor
aportacioéon que puede hacerse en el conocimiento¢ uci
proceso biosintético que da lugar a los compuestos
chamigrénicos polihalogenados que se aislan ue este
particular género de algas.

El trabajo de esta Tesis Doctoral, puede e
sumirse en la busqueda del compuesto 8Y entre las
distintas especies de algas del género Laurencia
del Archipiélago Canario gue tienen al obtusol (89)
e isoobtusol (90) como componentes mayor:itarios.
Egt~ +trabajo e ha realizado recolectando muesgtras

de distintas especies recogidas en diferences 18~
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las, 1identificacidon entre los componentes mayovrila

rios del isoobtusol, e investigacion entre los
metabolitos minoritarios compuestos hidroxliiauvs
sobre esqueletos dihalogenados de 15 atomos wuv

carbono. El resultado obtenido se expone a conti-

nuacion.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE METABOLITOS

SESQUITERPENOS DE ALGAS DEL GENERO LAURENCIA

Las algas del género Laurencia se encuentran
ampl iamente distribuidas en el Archipiélago Cana-
rio. Algas de este género fueron recogidas en dife-
rentes islas: en Orzola, Isla de Lanzarote, en
Galdar, Isla de Gran Canaria, y en Gaimar, Isla de
Tenerife.

E] tratamiento a gque fueron sometidas, cada
una de ellas, por separado, fue practicamente el
mismo. Este consistid en secado de la planta sin
accioén directa del Sol, extraccién con acetona en
aparato Soxhlet hasta agotamiento. Una vez elimina-
da la acetona a vacio, el extracto resultante se
sometid a un fraccionamiento rapido (percolado) en
gel de silice,. Posteriormente, se estudiaron todas
Y cada una de las fracciones por los procedimientos
descritos mis adelante.

Del alga recogida en Galdar se aislan como
metabolitos mayoritarios: elatol (40), isoobtusol
(44, obtusol (47) y obtusano (49), Yy como minori-
tarios: 2-debromo elatol (43), 2-debromo isoobtusol
(45, 2-debromo obtusol (49), y las debromocetonas
de 1soobtusol (94) y de obtusol (95), el epdoxido de
obtuscl (93), el producto (96) y el producto (97).

De la recogida en Orzola se aislan los mismos
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productos mayoritarios, siendo la composiciédn de
los minoritarios bastante diferente ya que los
metabolitos aislados fueron: rhodolaureol (98),
rhodolaurediol (99) y guiimarediol (100), Jjunto a
perforenona A (101), isoaplysin (102) y el producto
(103), si bien estos ultimos productos se aislan de
una variedad de Laurencia en la que los productos
mayoritarios no son los aqui descritos. Esto nos
viene a indicar que nuestra alga era en realidad
una mezcla de, al menos, dos especies. Junto a
édstos se encontraron como minoritarios los produc-
tos (104) y (105).

De la variedad recolectada en Guimar se aisla-
ron, al igual que en los otros casos, los mismos
mayoritarios <con la excepcién del obtusano (49),
Junto a los siguientes productos minoritarios:
rhodolaureol (98), rhodolaurediol (99), guimarediol
(100), y los derivados del y-bisaboleno, 2-bromo-3-
cloro-9-~hidroxi-y-bisaboleno (106) Yy 2-cloro-3-
bromo-9-hidroxi-y-bisaboleno (107). El estudio qui-

mico de los nuevos sesquiterpenos se detalla a

continuacién en esta memoria.
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DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL EPOXIDO DE

OBTUSOL (93).

Br
SH
Cl

HO g

HO

El epdxido de obtusol se obtuvo como un sélido
cristalino de p.fT. 103-105°C y [allp = +59° {c,
1169, CHCl3), de la fraccidén al 40 % del percolado
inicial y posterior cromatografia de filtracién por
gel en Sephadex LH-20. El espectro de masas (Figura
1a), en el gque no se observa el ién molecular
muestra las siguientes fragmentaciones: MY-Br a m/e
349, 351, 353 (calculado para CysHp3’9Br35c1160,,
350, 0649, observado 350, 0603); M*-(Br + Hp0) a m/e
331, 333, 335 (calculado para CygHa3’9Br35c1160,
333,0622, observado 333, 0527); MY-(Br + CsHg) a m/e
265, 267, 269 (calculado para CygHyq7’9Br35cC1160,
267, 0152, observado 267, 0068); M+-(Br + HBr + H>0)
a m/e 2514, 253 {calculado ©para C15H2035C1160,
251, 1201, observado 251, 11423). Por tanto, de estos

datos se obtiene una tormula empirica
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CysHp3BrpC10,, a la cual le corresponde un {én
molecular a m/e 428, 430, 432 y 434 que, como se
dijo, no se observa.

El espectro de I.R. (Figura 1b), en disolu-
cion de cloroformo, muestra un maximo a 3450 cm~!
(de -OH) y a 3050 del metileno de un grupo epoxi.

El espectro de RMN-!H ( en disolucién de CDClg,

valores 3d), Figura 2, muestra las siguientes
sSenales: 1,09 y 1,20 (s, 3H cada uno) correspon-
dientes a un gem-dimetilo; a 1,82 (s, 3H)

correspondiente a un metilo geminal a un halbégeno;
2,74 (d, iH, J = 4Hz) y 3,10 (dd, iH, J = 2vY 4
Hz ), asignables a los protones del metileno de un
anillo epoxi; 4,23 (d, iH, J = 3 Hz) de un protén
en a a2a un hidroxilo; 4, 42 (d, iH, J = 3 Hz) de un
protdén en ¢ a un haldégeno y 5,00 (dd, iH, J = 85 vy
i2 Hz) de un protdén en a a un haldégeno y en g a un
gem-dimetilo.

El espectro de RMN-13¢C (CDCl13) muestra la

presencia de tres grupos metilos a 20, 51 (C-14),

24, 97 (C-15) y 24,12 ppm (C-13); seis carbonos
enlazados a heteroatomos, 50, 00 (C-12), 58, 39
(C-5), 67,18 (C-9), 67,73 (C-8), 69,38 (C-2) Y

714,93 ppm (C-3); cuatro carbonos metilénicos, 25,18
(C-11), 36,19 (C-4), 37,27 (C-10) y 39,96 (C-7); y
dos carbonos tetrasustituidos, 45, 02 (C-1) y

46,18 (C-6).
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La comparacion de los espectros con los del
producto obtenido de la epoxidacion del obtusol con
acido MCPB en benceno a temperatura ambiente, nos
confirma que nuestro producto es el epoxido de
obtusol. Con el fin de confirmar dicha estrustura,
asi como la de determinar la configuracion absolu-
ta de los centros quirales, se realizoé un estudio

de Rayos X cuyo resultado se expone en la figura 3,
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Figura 3

67T



DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA POR DIFRACCION

DE RAYOS X.

La aplicacion de las técnlc;s fisicas al es-
tudio de los productos naturales ha permitido va-
riar de forma dramitica la rapidez y seguridad con
que hoy es posible establecer la estructura, este-
reoquimica Yy configuraciédn absoluta de estos com-
puestos y relacionarlas con sus funciones y propie-
dades.

Dentro de las técnicas fisicas hoy wutilizadas
destaca, por sus particulares caracteristicas, la
difraccién de rayos X sobre muestras monocristali-
nas. Aunque los fundamentos teéricos de la técnica
fueron establecidos a comienzos de siglo y gu apli-
cacién practica se ha efectuado desde entonces
hasta nuestros dias, es a comienzo de los anfos
setenta, con la irrupcién de los modernos difracté-
metros automiticos y las computadoras de alta velo-
cidad de calculo, cuando se produce un desarrollo
explosivo de la misma, y la irrupcién de los quimi-
cos en un campo inicialmente reservado a los fisi-
cos.

Un cristal no es mas que la repeticion de
forma ordenada, y sigulendo determinadas reglas, de
un "motivo" o unidad asimétrica., Este "motivo" esta

en el caso de compuestos quimicos integrado por
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atomos 0o conjunto de atomos que se repiten en el
espacio mediante operaciones de simetria y trasla-
ciones definidas por los ejes de la celdilla cris-
talina.

El objetivo de un estudio por difraccién de
rayos X es justamente el de determinar las leyes
geométricas que gobiernan la repeticién del motivo
(estructura cristalina) y la propia estructura del
"motivo": namero y tipo de atomos que lo0 componen,
como estan unidos entre si y como estan distribui-
dos en el espacio (estructura molecular).

Si se hace 1incidir un haz monocromatico de
rayos-X sobre un monocristal, la radiacidén es dis-
persads por 1los electrones de los atomos que lo
componen. Por tratarse de un medio con estructura
perfodica existiran interferencias constructivas y
destructivas entre las ondas dispersadas, que ori-
ginaran el espectro de difraccion.

La cantidad dispersada por todo el conjunto de
atomos en una direccién determinada se expresa
medilante el factor de estructura en esa direccion
(h, k, 1)95,96);

=

Fhkl= f:fj [Eul(th + kyJ + ]zJ)]
que es una magnitud vectorial que consta de una

amplitud (Fpg)) Y una tase apy)-
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La utilidad del conjunto de factores de es-
tructura (espectro de difraccién) radica en que a
partir del mismo se puede generar mediante una
transformacién de Fouriler un mapa de densidad
electrénica:

1 ~>
P(X, Y, 2): — == I|F jcos[-2u(hx+Ky+12) + « ]
v b K ]' k1! hkl
Los maximos de este mapa corresponden a las posi-
ciones de los atomos en la estructura cristalina Y
molecular.

La sintesis de Fourier actiua en este contexto
como un "microscopio matematico", recombinando los
rayos difractados de amplitud (Fhig]) Y fase anpk
para dar una imagen del objeto que hoy por hoy no
es posible obtener con ninguna lJlente.

Experimentalmente s6lo es posible medir la
intensidad de los maximos de difraccién, es decir

—>
el cuadrado de la amplitud, I-= !F'a. Por tanto, el
verdadero problema (problema de la fase) es encon-
trar las fases que corresponden a estos valores
(F)2 medidos. Sélo cuando estas fases se han deter-
minado de alguna manera, es posible efectuar la
transformaci1on de Fourier antes mencionada. Los
métodos actuales para la evaluaciéon aproximada del
conjunto de fases de los haces de difraccioén se

clasifican en dos grandes grupos: los vecto-

riales97) y los probabilisticosge"ioo).
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Utilizando alguno de estos métodos es posible
estimar un conjunto de fases que unidas a las
ampl itudes medidas, nos permiten generar un modelo,
que refinado, mediante técnicas matemiticas de
minimos cuadrados, nos proporcionan la solucidn
total de la estructura,

El epéxido del obtusol (93) cristaliza en el
sistema ortorrombico, grupo especial P24242y, a =
10.368 (2), b = 11.867 (5), c = 14,049 (3) A; V =
1728.6 A3, Z = 4,

En el caso del epédxido de obtusol se midieron
un total de 876 reflexiones, mas 423 pares de
Friedel. De las 876 reflexiones independientes, 858
(9684 ) fueron consideradas observadas, con el crite-
rio I > 30(1) Yy sometidas a correcidn para fac-
tores de Lorentz y polarizacién. No se realizé
correcidén para absorcién.

La localizacién de los atomos de halégenos se
reali1zéd por métodos vectoriales (sintesis de pat-
terson). La posterior expansién del modelo se hizo
mediante sucesivas sintesis de Fourier, utilizando
como fases iniciales las generadas por 1los atomos
de haldgeno. La medida de dos reflexiones de refe-
rencia, cada hora, indica que no existe descomposi-
cion apreciable durante la toma de datos.

LLa mayoria de los Atomos de hidrdégenos fueron

localizados mediante una sintesis de diferencia de
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Fourier Yy los restantes si1tuados en posiciones
calculadas.

El refinamiento de la estructura se realizé
por minimos cuadrados, convergliendo a un residuo
cristalografico estandard de 6, 4 7, considerando
vibracion anisotrépica para los atomos de haldégeno,
isotopicas para los atomos de carbono y oxigeno Y
contribucién isotrdépica fija para los hidrégenos.

En las Tablas 2 y 3 se dan las coordenadas de
las posiciones atomicas en fracciones de eje y los

factores de temperatura, respectivamente.

DETERMINACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA.

Es bien conocido que el concepto que Pasteur
denominé "disimetria” (ahora denominado quirali-
dad), puede estudiarse mediante métodos opticos.
Sin embargo, es sorprendente el hecho de que ni con
los conocimientos actuales es posible establecer de
forma lnequivoca una relacion entre el signo de
rotacién optica y la configuracidén absoluta molecu-
1ar101), No es necesario insistir sobre el extraor-
dinario interés gque tiene en el campo de 1los pro-
ductos naturales la determinacion de la configura-
cl1én absoluta de una determinada sustancia, ya que

aspectos como SuU biogénesis 0 su posible utilidad
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obtusol

térmicos como UEQ:=

TABLA 2.-

(93).

[.a;.a;)) x 103,

ATOM

Bri

Bre2

Cl

01

Ca

C3

c4

C5

ceé

C7

C9

cio

Cit

Ci3

(OF

Ci5

X/A
15618 ( 2)
7996( 2)
10719 ( 5)
10885 (10)
14198 (12)
13712 (17)
13816(15)
13421 (18)
12002 (18)
11943 (14)
12225(15)
12078 (15)
10680 (16)
9829(16)
9906 (20)
11264 (17)
12186 (17)
14613 (17)
13996 (20)

9986(21)

Parametros atomicos del

Coordenadas

Y/B
9567 ( 2)
7042 ( 2)
5612 ( 4)
6508( 9)
7693 (11)
8264 (14)
9030 (13)
8606(16)
8099 (15)
7299 (12)
7824(13)
6953 (13)
6595(13)
7640 (14)
8433 (16)
6831 (15)
60686 (14)
7256 (15)
9010 (17)

8228(18)

73

(x 10%) y

(1/3)2(U;5.a;5 X .ay X

Z/C
8739( 2)
6406 ( 2)
5660 ( 4)
8720( 9)
96891 ( 9)
7702(13)
a570(13)
9563 (14)
9456 (14)
8661 (13)
7646 (11)
6859 (11 )
6654 (12)
644L(15)
7283 (14)
TU4S56 (14)
8656 (14)
7760 (13)
66823 (15)

5516 (15)

epoésido

UEQ
62 (
90 (
64 (
53 (
66 (
42 (
43 (
53 (
51
36 (
30 (
37 (
41 (
53 (
58 (
49 (
53 (
53 (
69 (

66 (

de

parametros

.ai.aJ cos

1)
1)
2)
3)
4)
5)
5)
6)
5)
4)
4)
4)
&)
5)
6)
S)
5)
5)
6)

6)



TABLA

obtusol

2[U1J-31 X

ATOM

Bri

Br2

Cl

01

C4

C5

Ce

ca

c9

Ci10

Ci1

Cie

C13

Ci4

(93).

Ut1
60 (1)
40 (1)
54(3)
53(3)
66 (4)
42(5)
43 (5)
53(6)
51(5)
36 (4)
30(4)
37 (4)
41 (4)
53(5)
58(6)
49 (5)
53(5)
53 (5)
69 (6)

66(6)

3.-Parametros atémicos del

.a5 x .ny.hjl) x 103,

Uee U33 Uie
58 (1) 69(2) -27(1)
96(2) 133(2) 0(1)

69(3) 71(4) -11(3)
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epoxido de

ui3
-9(1)
-26(2)

0(3)

Parametros térmicos como exp(-a'rr2 X

uza3
4(1)
-3(2)

-23(3)



farmacoloégica estan intimamente conectados con la
misma. por estas razones, Yy dada la 1doneidad de la
difraccién de rayos-X, para resolver esta cuestioén
ge ha abordado también la determinaciédn de la con-
fi1guracidédn absoluta de la molécula aqui estudiada.
El fundamento del método empleado radica en el no
cunmplimiento de la ley de Friedel104), cuando la
frecuencia de la radiacidén incidente difiere marca-
damente de la frecuencia de absorcidon de radiacidn
de los Atomos que componen el cristal, los factores
de estructura en cualqguier direccién (h, K, 1) son
idénticos a los correspondientes a una direccién
centrisimétrica con ella.

-> ->
Fhki = Fhki

(Ley de Friedel)

Esta circunstancia deja de cumplirse cuando el
namero atémico de alguno de los aAtomos gque componen
la molécula es préximo al del elemento guimico
utilizado para generar la difraccién de rayos-X, es
decir el elemento quimico que constituye el anodo
del tubo de generaciédn de rayos-X. En estas cir-
cunstancias

-> ->
Fhkl # Fhkl

y el fendémeno se denomina dispersioéon andédmala. Bajo

estas circunstancias las medidas observadas experi-
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mentamente de Fpy) Yy Fhk] Pueden compararse con los

valores calculados matamaticamente. Las relaciones:

Fobhs (h, k, 1) Fcal (n k, 1)

Fobs (B-i-i) Fcal (B-i-i)

deben ser ambas del mismo s1gno si1 se estid traba-
Jando con el enantibémero correcto o de distinto
signo si1 el modelo elegido es el errdéneo. Si los
efectos de dispersibédn anémala son pronunciados es
suficiente comparar sélo algunas parejas de F (phyg))
Y F(Ekj), denominadas pares de Bijvoet, pero en
ocasiones es8 necesario comparar un ntmero mas ele-
vado de observaciones. Utilizandose en estos casos
como estimador una diferencia promediada entre

pares:

§E(IAF —-AF [)
R-= abs cal'

Para nuestro caso se utilizaron log 29 pares
de Bijvoet mas significativos con Fg > 150(Fg),
15.<Fp<50. y .2<sen6/A<2.. Las diferencias promedio
entre pares de Bijvoet son: 4.096 para el enantié-
mero erroéneo frente a 1.202 para el correcto, que
se representa en la figura 3 en dibujo generado por

el programa ORTEP.
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DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LA CETONA DE 2-

DEBROMO ISOOBTUSOL (94)

Br

5 Cl

94

El producto (94) se aislé como un sélido cris-
talino, p.f. 67-69°C, falp= + 65.7° (c. 0.275,
CHCl3), después de cromatografiar en Sephadex LH-20
Y, posteriormente, en gel de silice, tipo G, la
fraccién del 40 %4 del percolado inicial del extrac-
to aceténico del alga Laurencia sp. recolectada en
Galdar.

La f6rmula molecular fue establecida en base a
su espectro de masas: M* a m/e 332, 334, 336,
Cy45HppBrCl10; M*- (CHp-CO) a m/e 290, 292; M*-CyuHg a
m/e 276, 278, 280; M*-Br a m/e 253; M*- (Cl + CyuHg)
a m/e 241, 243.

l.a naturaleza de cetona a, pB-insaturada se pone
de manifiesto por la absorcion en el UV (EtOH) a A=
242 nm ,e€= 11200, y en el 1R, 1660 y 1605 cm™ 1.

El espectro de RMN-1H (CDClg3, figura 4, mues-
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tra las siguientes serales: a 4 1.04 y 1.49 (8, 3H
cada uno), de un gem-dimetilo; 1.57 (s, 4H); 1.98
(s, 3H) de un metilo en o a un bromo; 2.23 (d, 3H,
J= 4 Hz) de un metilo vinilico; 2.53 (d, {H, J= 18
Hz) vy 3.06 (dd, 1H, J= 4 y 15 Hz); 4.6 (t, 1H, J= 4
Hz ) correspondiente a un protén geminal a un cloro;
5.85 (d, iH, J= 4Hz ) de un protédn vinilico.

En el espectro bidimensional COSY 1H-1H (figu
ra 5) se puede observar las siguientes correla-
ciones:

La serial centrada a 5.85 (Hy) se correlaciona

con las sefales centradas a 2.23 (Hyp) vy 2.18.

El triplete a 4.6 se correlaciona con la

sernal a 3.05, gue a g8u vez s8e correlaciona con

la serial a 2.18, y ésta a su vez con la cen-

trada a 2.53.

El espectro de RMN-13C muestra catorce
senales, no siendo observable la correspondiente al
carbono carbonilico C-3: cuatro metilos a 24.05
(C-15), 25.08 (C-412) y 31.49 (C-13 y C-14); cuatro
meti1lenos, 49.07 (C-2), 39.62 (C-7), 36.32 (C-10) y
24,24 (C-11); dos metinos, 65.38 (C-9) y 127 .43
(C-4);, vy cuatro carbonos tetrasustituildos, 42.41%
(C-1), 4310 (C-6), 68.3 (C-9) y 170.3 asignable al
carbono tetrasustituldo, C-5.

La reacién del isoobtusol!Y5) con alumina en

éter sulfurico conduce a la obtencién de un produc-
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to gque coincide en el punto de fusién, actividad
6ptica y espectros de RMN-1H y de 13¢ con el pro-

ducto 94 aislado de fuente natural.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LA CETOHNA

ISOMERIZADA DEL 2-DEBROMO OBTUSOL (95)

Br
Cl

[l

~H

95

Se aislé como un producto blanco cristalino de
p.f. 104-403°C, {alp= +43.6° (c, 0.6, CHCl3), pre-
via acetilacion de las fracciones resultantes de la
cromatografia en gel de silice de la fraccién del
40 4 del percolado del extracto aceténico de la
especie recolectada en Galdar y posteriores croma-
tografias en placa preparativa.

La férmula molecular se establecié6 en base a
gu ezpectro de masag (figura 6a) que muestra las
si1gulentes sefales: M* a m/e 332, 334

(C15H22BPCIO); m/e 290, 292, Mt- CoHL0; 276, 2178,
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Figuras 6a y
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280, M - CzHpO0p; m/e 253 M*- Br; 241, 243, M-
(CpH0, + Cl).

El espectro UV (EtOH), figura 6b, muestra un
maximo de absorcién a A= 242 nm (€= 10.500). El
espectro de IR (CHCl3) muetra absorcién a 1670
cm™1,

El espectro de RMN-1H (200 MHz, CDCl3, valores
d) muestra las seftales si1guientes: 0.96 vy 1.12 (s,
3JH <cada uno) correspondientes a un gem-dimetilo,
1.8¢6 (s, 3H) de un metilo geminal a un halédégeno;
2.25 (d, 3H, J= 1Hz) de un metilo vinilico; 4,85
(dd, iH, J= 6 y 12 Hz ) de un protdén en « a un
halégeno; 5.87 (d, 1H, J= 41Hz) correspondiente a un
protén vinilico.

En el espectro bidimensional COSY 1H-1H (figu-
ra 7) se observa la correlacidén existente entre la
serial a 5.87 y 2.25, asl como la seftal a 4.85 con
la sernal centrada a 2.16,

Este producto (95) coincide en su punto de
fusi16n, actividad o6ptica y espectro de IR y de RMN-
1H con el producto que se obtiene de la reaci1én

de obtusol con alumina de columna en éter etili-

col05)
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Figura 7
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DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO 96

96

El compuesto 96 se aislé de las fracciones més
polares del extracto aceténico, previa metilacién
de las mismas con CHpN, a 0°C, del alga Laurencia
Bp. recogida en Galdar (Gran Canaria). El compuesto
resulté ser un sélido cristalino incoloro de p.f.
109-110° C, [a]p= -57,3 (c, 0,75, CHCl;3). En base a
su espectro de masas, figura 8a, se le asignd la
férmula empirica CygHpz3BrOp correspondiente a un
ién molecular M¥ a m/e 314, 316 (no observado);
(M*- Br), C4g5Hp30p, a m/e 234, 236; (M*- [CH3-CO)),
m/e 271, 273; (M*- [CH3-CO + HpO + H)), a m/e 252,
254,

El espectiro de UV (E1OH) presenta un miximo de
absorcién a A= 241 nm (e= 16.900), calculado para
la eztructura propuesta Apax= 239 nm. El espectro
de I.R. (CHCl3), figura 8b, muestira las senales

caracteristicas de una cetona «a, B-insaturada (1650
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y 1605 cm™ 1) y de la presencia de un grupo hidroxi-
lo (3450 cm™1). Estos datos, junto con la férmula
molecular, indicativa de la presencia de <cuatro
lugares de insaturacién en la molécula, sugieren
gue el compuesto 96 es una enona sesquiterpénica
biciclica.

El espectro de RMN!H (CDCl3), figura 9a, pre-
senta las serales correspondilientes a un gem-dimeti-
lo (1.12 y 1.15, s, 3H cada uno), de un metilo
geminal a un grupo hidroxilo (1.36, s, 3H), de un
metilo vinilico (2.04, d, 3H, J=- 1Hz), de un protén
en @ a un atomo de bromo (4.32, dd, iH, J= 6 y 12
Hz) y de un protén vinilico (5.88, d, 1H, J= 1Hz).

El espectro de RMN-‘BC, (figura 9b), pone de
manifiesto las seflales a campo bajo de un grupo
carbonilico (187 ppm, singlete) y de un doble en-
lace trisustituido (157.78, singlete, y 127.30 ppm,
doblete), asi como el singlete correspondiente al
carbono cuaternario portador del grupo hidroxilo
(69.95 ppm). LLa presencia de un doblete a campo
bajo (66.32 ppm) es atribuible al haldégeno en la
molécula.

La asignacién de los metilenos de la molécula
se hace como sigue: el C-2, que es alfa a un grupo
carbonilo y a un carbono cuaternario, debe resonar
a campo mis bajo gque los otros carbonos metilénicos
(50.18). El C-7, por su parte, es alfa a un centro
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cuaternario y a un haldégeno ecuatorial, resonara a
campo mas bajo que el C-10, por lo que le es asig-
nada la senal a 34.92 ppm. Al C-40 2e le asigna la
sefial a 36.38 ppm. Por defecto, la sefial a 23.45
ppm, es asignada al C-11.

El COSY (HETCOR) !H-13C (figura 10), nos per-
mite hacer las asignaciones correspondientes a los
metilos de la molécula, asi{ como las correlaciones
que =se indican a continuacién:

LLa genfial a 2.04 ge correlaciona con la sernal a

22.64 ppm, cuyo desplazamiento corresponde a

un metilo vinilico.

LLa sefal centrada a 1.36 se correlaciona con

la senal a 29.00 ppm, cuyo desplazamiento

corregponde a un metilo geminal a un grupo
hidroxilo.

Las senales a 4.32 y 5.88 se correlacionan con

las seriales a 68.32 y 127.3, respectivamente,

que corresponden a los carbonos C-8 y C-4,

lLags senales de los dos metilos geminales (C-13

Yy C-14) no son distinguibles al tener casi el

mismo desplazamiento quimico (27.53 y 27.69

ppm).
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DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO 97

RO

\
\ ]

13 14 Cl
Br

97 R=H

97a R=Ac

El producto 97 se aislé como un sélido cris-
talino de punto de fusién 97-98°C, (alp= +30° (¢,
0.5, CHCl3), tras sucesivas cromatografias en placa
preparativa, despuées de metilar las fracciones mas
polares del extracto acetonico del alga recogida en
Galdar, Playa de Dos Roques. La f6rmula molecular
se determiné como CygHpyBrClO en base a su espectiro
de masas: M' a m/e 334, 336, 338; (M*-Hp0) a m/e
316, 318; (M*- [CH3 + HpO}) a m/e 301, 303, 305;
(M¥*- [Cl + CH3)) a m/e 282, 284; (M*- [Br + Hp0}) a
m/e 237, 239. EIl espectro de IR (CHCl3) muestra
sefiales a 3390 (-OH) y 3080 cm~! (>C=CH;).

El espectro UV (EtOH) presenta un miximo de
absorcién a 268 nm.

El espectro de RMN-!H (CDCl3, valores 3) mues-
tra las siguientes senales: 5.28'y 4,86 (s, 1H cada
uno) correspondientes a los protones de un metileno

exociclico; 4.72 (dd, iH, J= 4 y 12 Hz) de un
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protén en poeicién o a un bromo; 3.77 (m, 1iH) de un
protdén geminal a un grupo hidroxilo; 1.82 (s, 3H)
de un metilo an o a un atomo de cloro; 0.96 y 0.84
(8, 3H cada uno) correspondintes a un gem-dimetilo,

figura 11ia.

El espectro de RMN-13C (CDCl3), figura 11D,
muestra la presencia, a campos bajos, de un doble
enlace exociclico (145.47 ppm, singlete, y 115.67
ppm, triplete), asi como el singlete correspondien-
te al carbono cuaternario halogenado, C-9 (69.07).
Esta Gltima serial aparece inalterada en el espectro
del acetato del compuesto 97.

La presencia de dos dobletes a campos bajos,
68.48 y 68.29 ppm, son atribuibles al haldgeno y al
grupo hidroxilo de la molécula. La comparacién con
el espectro del acetato pone de manifiesto que una
senal permanece casi constante (68.12 ppm), mien-
tras que la otra se desplaza a campo mas bajo
(70.76); ademis, como regla general, un carbono que
porte un grupo hidroxilo se desplazari2 a campos mas
bajos gque uno gque tenga halébégena. Por tanto, la
senal a 68.29 seri atribuible al C-8, mientras gque
al C-3 se le astignara la senal a 66.44 ppm.

Una comparacion analoga permite distinguir los
metilenos de la molécula. al comparar ambos espec-
tros se observa que tres senales permanecen inalte-

radas (26.06, 36.28 y 40.83 ppm) respecto al aceta-
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to. Estas tres serales corresponderan a2 los metile-
nos del anillo B. El C-7 se deszplazari a campo méas
bajo que el C-10, por encontrarse en posicidéon a a

un carbono espir&nico y a un carbono con halégeno.

Por gu parte, el C-10 lo harid a campo mis bajo que
el C-11.
Los otroz dos metilenos de la molécula, C-2 vy

C-4, gze deeplazaran a camposz mis altoe en el aceta-
to que en el alcohol. Los dos carbonos sufren un
desplazamiento de , aproximadamente, 4 ppm a campos
mis altoe, de 45.083 y 42.91 a 44,641 y 38.4414 ppm,
regpectivamente. De una forma general, ze puede
observar que un carbono préximo a2 un doble enlace
tiende a resonar a campos mis altoge gque en el
carbono normali®€), Es decir, el metileno desplaza-
do a campo maAs bajo corresponderia al C-2 (45.83),
mientras que el C-4 lo hari a 42.19 ppm.

La asignacién de los carbonos C-4 y (C-6 =ge
hace por comparacién con los espectros del obtusol,
nidificeno y 2-debromo obtusol. En estos productos,
el C-6 resuena a campo mas bajo que el C-i1. De este
modo la senal s 48.49 ppm le seri asignada al C-6,
y la de 38.37 al C-1.

La asignacién de los metilosa es hecha como
gligue: comparando el espectro del compuesto 97
con la de su acetato, se observa gque una 8Senal

permanece casli constante tanto en posicion (24.09
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ppm) como en intensidad de pico. Evidentemente

dicho metilo corresponderia al C-i5, es decir, al
sustituido en el centro cuaternario. Los otros dos
metilos, C-43 y C-14, fueron asignados teniendo en

cuenta que siempre un metilo axial resuena a campo
mas alto que un metilo ecuatorial, y ademas en
vista del pequeno desplazamiento a campos altos al
cambiar de alcohol a acetato (debido a efecto esté-
reo) que sufrirfa el metilo. Al C-14 le ex asignada
la zenal a 24.77 ppm.

El COS8sY iH—iH, figura 12, noz permite correla-
cionar las sigulientes senales:

Los protones del metileno exociclico estéan

correlacionados con los protones centrados a

1.53 y a 2.45, protones del C-4,.

El protén geminal al aAtomo de bromo (Hg ),

centrado a 4.72, se correlaciona con los

protones del C-7, centradas a 1.58 y 2.45.

El protén en a al grupo hidroxilo (3.77) est4

correlacionado con log8 protones centrados a

1.563, 2.45 y 2.49, los cualezsg, a 8u vez, lo

estian entre sfi.

El compuesto 97 fue acetilado con anhidrido
acético en piridina a temperatura ambiente para dar
el acetato 97 a, sélido no cristalino, [a]p=
+13.8° (c, 0.6, CHCl3).

La foérmula molecular de este acetato fue
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establecida como Cy¢yHy¢BrClO,; mediante el E.M. En
éste puede observarse fragmentaciones a m/e 316,
318, (C4s5Hp3BrCl), debida a la pérdida del acetato;
236, 237 debida a laa pérdidas de acetato y bromo;
200, 201 por pérdidas de acetato, bromo y cloro.

El espectro UV (EtOH) muestra una absgsorcién
maxima a 205nm. El espectro IR muestra absorciones
a 1720 y 1245 cm™1,

RMN-!H: 5.30 y 4.87 (s, 1H cada uno, Cys-Hp),
4.80 (m, iH, C3-H), 4,67 ( dd, 1H, J= 5 y 12 Hz,
Cg-H), 2.56 (dd, 1H, J= { y 6Hz), 1.99 (s, 3H, Cy7-
H3-C0-), 1.79 (s, 3H, Cyg-H3), y a 0.93 y 0.86 (s,
3H cada uno, Cy3-H3 y Cyy-H3), figura 13a

Un experimento de doble irradiacidén sobre las
sefiales del espectro de RMN-1H, nos confirma las
asignaciones y las correlaciones hechas.

El espectro de RMN-13Cc (cDCl3), figura 13b,
muestra las siguientes senales: 21.47 (c, C-17),
23.68 (c, C-14), 24.07 {(c, C-15), 24,65 (c, C-13),
25.96 (t, c-11), 36,20 (t, C-10), 36.11 (t, C-2),
38,45 (g, C-1), 40,83 (t, C-7), 41 .61 (t, C-4),
48,45 (s, C-6), 68.12 (d, c-8), 69.04 (s, C-9),
70.76 (d, C-3), 116.59 (t, c-12), 144, 65 (s,

C-5) y 170,46 (s, C-16).

97



Figuras i13a Y 13b
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DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO 104.

HO QAC

El producto (104) se aisldé como aceite incolo-
ro por sucesivas cromatografias en gel de silice,
con una actividad éptica de [a)p= -49,9° (c, 0, 13,
CHC1,3). En el espectro de masas (figura iida) no se
observa el i6én molecular. Se observan fragmenta-
ciones a m/e: 314, 316, (M*-C,H,0), masa observada
316,0839 para CygHza!®08iBr, calculada 316, 0855;
296, 298, observada 298,0749 para CygHps!®081Br,
calculada 298, 075, (M*~AcOH); 281, 283, observada
283, 0493 para C,yH;g1®081Br, calculada 283,0516,
(M*-AcOH-CHj ); 276 (M*-HBr); 234, (M*-CpH,O0-HBr),
masa observada 234, 1591 para C15H221602, calculada
234, 1644, y a 216, 217, (M*-AcOH-HBr), Observada
para CysHpoq!%0, 216, 1461, calculada 216,1509. Esto
permitié establecer la férmula molecular como
Cy7Ho5043Br.

El espectro UV (etanol) muestra un miximo a A

206 nm (e= 16.700). El espectro de IR (figura 14b)
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Figuras i4a y 14b

B3331 8 JAVIER.1B.J-15-2BBYE/!.7RE.Y. TEMP.F.2000C

CAL: BRJAL

X 2?

4l

a
=4

; 195

1S-JUN-¢

1
!
'
[
)
[
1
'
[
1
I

T
|
[
—

1

Rl lld.ﬁ;l; l ILL lﬂﬂnn”lr, j

135

2

1348

173

128

i

150

IQLiLLj th“

ool

|1

-1

3

10 RSIAELaNCE L)

100



muestra sefales a 3520 (-OH), 1720 (>C=0), 1650
(>C=CHp), 1355 (-CO-CH3), 1245 (-0-CO-CHj3), 1030 y
1020 (C-0-C) cm~ 1,

El espectro de RMN-1H, (CDCl3), muestra las
sSiguientes sefiales: 1.00 ¥y 1.04 (s, 3H cada uno)
correspondientes a un gem-dimetilo, 1.59 (dd, 4H,
J= 1 vy 13 Hz) de un metilo vin{lico y de un protén
del metileno C-10; 2.04 (s, 3H) asignable a un
metilo de un grupo acetato; 2.08-2.31 (m, 3H); 2.56z2
(dd, 1H, 2 y 15 Hz); 2.88 (dd, 1H, 1 y 15 Hz); 4.14
(m, 1iH) de un protén geminal a un grupo hidroxilo;
4,60 (d, iH, J= 3Hz) de un protén en a a un bromo,
4.94 (d ancho, iH, J= 10Hz) de un grupo geminal a
un grupo acetato; 4,74 y 5.07 (s, iH cada uno)
correspondientes a los protones de un metileno
exociclico; Yy 5.48 (s, iH) de un protén vinilico
(figura 15a).

En la f£igura 16 se muestra el COSY !H-1H del
producto (104). A través de é1 pueden establecerse
lag siguientes correlaciones:

El protén Hg, (5.48), se correlaciona con lae

zenales centradas a 2.21, (Hy), y 1.58, (Hyg).

Uno de loz protones el metileno exociclico,

(5.07), se correlaciona con las senales cen-

tradas a 2.52, (Hy), ¥ a 1.58. Un experimento

de doble 1rradiaclen, 2obre lag gefales a 5,07

Yy 1.58 (Hygq), confirma la correlacion entre

ambagz senalez. EI segundo protan dét metileno
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exociclico, (#4.74), esti correlacionado con la
senal de H3, (4.14), y con las sefales centra-
das a 2.88 y 2.52, que, a su vez, estan corre-
lacionadas entre si, (Hy).

El protdén Hyy, (4.91), se correlaciona con la
centrada a 1.58, (Hyg). Esta dltima sefial esta
correlacionada con la senal miiltiple de 2.08 a
2.31, (centrada a 2.15 en la figura del espec-
tro de RMN-!H).

El protdén Hp, (4.60), por su parte, estad cor-
relacionado con Hjy, (4.14), y con las centra-
das a 2.21 y 2.15, correspondientes a l1o0os pro-
tones metilénicos de C-7.

Por dltimo, la seftal a 4,14, (H3), se en
cuentra correlacionada con las sefales a 2.88
y 2.52, (Hy), y 2.24, (Hg). Con estos datos y
usando doble irradiacidén sobre las serales del
espectro de RMN-iH, Se asigna a este compuesto
la estructura representada en la férmula (104).

El espectro de RMN-13cC (figura 15b) muestra la

presencia de cinco singletes: 171.15 (C-16), 141.10
(C-5), 132.00 (C-9), 48.75 (C-6) y 43.46 ppm (C-1).
Los dobletes aparecen a: 72.47 (C-i11), T72.47 (C-3),
71.02 (C-2) y 124.33 ppm (C-8). Por su parte, los
cuatro tripletes de la molécula aparecen a: 115.95
(C-12), 38.21 (C-4), 32.26 (C-10) y 30.36 ppm
(C-7).

Las senales de los metilos no pueden ser asig-
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nadas con toda exactitud, ya que las esenales a
24.45 y 21.39 se podrian asignar a C-13 o C-15, Y
20.42 y 18.52 a C-14 y C-17, marcados con estrellas

Y circulos en la figura.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO 105

AcO 7 OAc

Br

13 18

105

El compueszsto 105 se aizlé <como un aceite,
falp= +93° (c, 0.36, CHCl;,), después de varias
cromatografias en gel de silice a partir de las
mismas fracciones que el compuesto anterior, 104,
30-50 % del percolado del extracto acetonico de la

especie recolectada en Orzola, Lanzarote.

La +formula molecular se asignd en base a su

espectro de masas, figura 17a, donde no se observa
el 16n molecular a m/e 398, 400. Las <fragmenta-

ciones mostradas son: a m/e 356, 358, (M¥- C,H,0),
masa observada 358.0971 para C17H3516O381Br, cal-

culada 358.096; a m/e 338, 340, ("**-AcOH); a m/e

296, 298, (M*+-CpgHpO-AcOH);, a m/e 259, (M*+-AcOH-Br),
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masa obgervada 259.1702 para C17H231602, calculada
259.1702; a m/e 217, (M*-C,Hp0-AcOH-Br), masa ob-
servada 217.1609 para C15H21160, calculada
217.1587.

El espectro UV (EtOH) muestra un maximo a 260
nm. El eszpectro IR (figura 17b) muestra sernales a:
1710 (C=0), 1360 (-CO-CH3), 1240 (0-CO-CHj3) y 1025
(C-0-C) cm~ 1,

El espectro de RMN—iH, figura 18a, muesgtra,
las senales siguientes: 1.00 y 1.03 (s, 3H cada
uno) correspondientes a un gem-dimetilo; 1.59 (s,
3H) de un metilo vinilico; 1.95 y 2.03 (8, 3H cada
uno) asignables a los metilos de dos grupos aceta-
tos; 4.47 (d, iH, J= 3 Hz) correspondiente a un
Proton geminal a un atomo de bromo; 4.73 y 4.94 (s,
iH c¢ada uno) de los protones de un metileno exoci-
clico; 5.16 (dd, @eH, J= 3 Yy 7 Hz), correspondientes
a dos protones geminales a dos grupos acetato; Y
5.64 (s, 1H) de un protén vintilico.

El RMN—13C, figura 18b, muestra las senales de
cinco metilos (18.65, 21.39, 21.46, 24.13 y 25.37),
cuatro metilenos (30.29, 32.93, 36.47 y 115.14),
cuatro metinos (67.86, 72.03, 73.85 y 123.78) Y
gse18 carbonos tetrasustituidos (42.56, 44,87,
132.36, 145.62, 170.90 y 171.44),

Los datos espectrales de este producto
sugieren una estrecha relacidén con el compuesto

anterior, por lo Que se propone la estructura
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Figuras 18a y 18b
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repregsentada en la férmula 105.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DEL 2-BROMO-3-

CLORO-9-HIDROXI-y-BISABOLENO (106) Y DEL 2-

CLORO-3-BROMO-9-HIDROXI-y-BISABOLENO (107)

Se aislaron mediante separacion cromatografica
de los acetatos correspondientes a partir de las

fracciones del 10 %4 del percolado del alga recolec-

tada en Guimar, Tenerife. La hidrélisis de los
acetatos, una vez geparados, ge realizé con carbo-
nato ©pothsico en metanol, obteniéndose log alco-

holes libres 106 y 107 en forma pura.

El compuesto (106) se aisla como un aceite,
{alp= -37° (c, 1.62, CHCl3). El espectro de masas
indica una fé6rmula empirica CygHpyBrCli0o, M* a m/e:
334, 336, 338; en este espectro se observan frag-
mentaciones a m/e 250, 252, 254 (M*-CgHgO), 170,
172 (M*-{CgHgO + HBrj), vy a 135 (M*'-[CgHgO + HBr +
Cil1)y).

El espectro de IR (KBr) muestra las absor-
ciones de un grupo hidroxilo (3400 cm-41) y de un
doble enlace trisusgtituido (1450 y 1390 cm-1). El
espectro RMN-1H (CDCl3) muestra las siguientes
senales: 1.7f (s, 3H) de un metilo en o« a un 4tomo

de clorao, 1.73 (=, 9H) de tres metilos vinilicos,
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4.40 (m, i1H) de un protén geminal a bromo, 4,50
(m, 1H) de un protén geminal a un grupo hidroxilo,
5.22 (d-ancho, tH, J= 9Hz) de un protén vinilico.

El espectro de RMN-13¢C (CDCl3) muestra quince
sefales correspondientes a cuatro metilos (18.3, C-
13 y C-14, 25.8, C-15, vy 31.8, C-12), cuatro meti-
lenos (25.8, C-5, 35.6, C-14, 37.35, C-4, y 42.5, C-
8), tres metinos (62.0, C-2, 66.4, C-9, y 127.3, C-
10) y cuatro carbonos tetrasustituidos (72.3, c-2,
126.9, C-7, 129.4, C-6, y 135.1, C-11),

El acetato de 106 se comporta también como
aceite; RMN-1H (CDClj3) 1.70 (s-ancho, 12H, Cy»-Hj,
C43-Ha, Cyy-Hy y Cy5-Hj), 2.00 (s, 3H, CH3-CO-),
4.41 (t, iH, J= 3 Hz, Cp,-H), 5.12 (d-ancho, 1H, J=
9 Hz, Cyg-H), 5.62 (dt, 1H, J= 7 y 9 Hz, Cg-H).

El compuesto (107) se aisgslé como un aceite,
fa)= +66° (c, 0.25, CHCl13}. El espectro de masas
indica una férmula molecular de CysHpyBrCiO, M* a
m/e 334, 336, 338; otras fragmentaciones presentes
son: a m/e 250, ese, 254 (C4gHysBrCl), 214, 216

(CioHist‘), 170, 1172 (C10H15C1). 135 (C10H15).

El espectro de IR (KBr), figura 19 | muestra
las absorciones principales siguientes: 3450 cm-1

(-OH) y 1455 y 1390 cm-1 (-HC=C< ). El espectro de
RMN-!H muestra las senales corregspondientes a cua-
tro metilos, 1.67 (=, 3H, Cy3-H3), 1.72 (s, 6H,

Cyy-H3 y Cy5-H3z) y 1.91 (s, 3H, C4p2-Hj3), y de tres
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Protones de carbonos terciarios, 4,45 (m, iH, Cp
-H), 4.50 (m, 1H, Cg-H) y 5.20 (d-ancho, 1H, J=
9 Hz, Cyqg-H),

El espectro de RMN-13¢ prezenta guince serales
correspondientes a: cuatro metilos (18. 3, 19.0,
25.9 y 31.6, agsignableeg a loeg carbonos C-14, C-13,
Cc-15 y C-12, respectivamente), cuatro metilenos
(27.14, C-5, 35.5, C-1, 38.5, C-4 y 42.4, C-8), tres
metinos (67.5, c-9, 67 .8, cC-2 y 127.7, C-10) Y
cuatro carbonos tetrasustituidos (70.1, C-2, 126.9,
c-7, 127.9, C-6 y 135.0, C-11),

El acetato de 107 se comporta como un aceite,
RMN-1H (cDCl3): 5.60 (dt, 1H, J= 6 y 9 Hz, Cg-H),
5.12 (d-ancho, 1H, J= 9 Hz, Cyg-H), #4.45 (t, 1H, J=
3Hz, Ca-H), 2.00 (s, 3H, CH3-C0O-), 1.90 (s, 3H,
Cyp-Hy) y 1.74 (s-ancho, 9H, Cy3-Hj3, Cyy-H3 v Cyg-
H3). RMN-13¢ (CDCl3): 137.2 (C-11), 127.8 (C-6),
126.1 (C-7), 123.5 (C-10), 70.5 (C-9), 70.3 (C-3),
67.7 (C-2), 39.6 (C-8), 38.4 (C-4), 36.58 (C-1),
31.7 (C-12), 27.1 (C-5), 25.9 (C-15), 19.1 (C-13) vy
18.4 (C-14).

En el espectro de RMN bidimensional COSY iH-1H
(figura 20) se pueden correlacionar las senales de
los protones como se muestira a continuacion:

Hyy, Hys (1.72) --> Hyg (5.20) --> Hg (4.50)

--> Hg (2.33) --> Hyz (1.67) --> Hy (3.04,

2.82) =--> Hp (4.45) --> Hyp (1.91) --> Hy
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(1.99) --> Hg (2.58, 2.33).

Todos los intentos de obtenciédn de un derivado
cristalino, con el fin de hacer un estudio de
difraccidén de Rayos X y determinar, de esta forma,
la configuracion absoluta de 108 centros quirales
Presentes y el caracter E o Z del doble enlace
tetrasustituido, no han dado resultado positivo.

La =s8ituacién de la funcién alcohélica en C-9
en los compuestos (106) y (107) se determiné me-
diante el anilisis comparativo de los esgpectros de
RMN-1H de los mismos con sus respectivos acetatozs y
dehidroderivados. Este an4lizis muestra claramente,
a través de los desplazamientos y acoplamientos del
C9-H, el cambilo experimentado por el grupo alcohé-
lico al pasar de una situacidén alilica a wuna no
alflica. Los compuestos (106) y (107) se muestran
muy sensibles a las reacciones de oxidacidn, con
independencia del medio en que se haga y del reac-
tivo wutilizado y que siempre dieron lugar a unas
mezclas de productos no estudiables.

La localizacidén del sistema cloro-bromo pre-
gente en ambos compuestog 8e realizé a travésg de un
anklisis comparativo con situaciones gimilares
presentes en otrog sesgquiterpenos polihalogenados,
para los que, a través de un minucioso estudio se
llegé a la conclusidn de gque los datos de RMN de C-

13 se mantenian dentro del orden mostrado por las



estructuras parcilales I, Il vy I1I1 mostradas en la
psgina 3467),

Aungque una rigurosa comparacién no es posible
Yya que en los compuestos (106) y (107) el C-6 es
vinilico, los rangos en que se obgervan los dezpla-
zamientos de los carbonos C-2 y C-3 permiten la
distribucién indicada en las estructuras parciales
(106) y (407). Tal disposicién estia de acuerdo con
el hecho de que cuando un carbono cuaternario esta
unido a un atomo de bromo la intensidad del mismo
en el espectro de RMN-13C esti disminuida, mientras
que cuando el sustituyente es un 4tomo de cloro el
efecto es justo el contrarioli®), El carbono cua-
ternario halogenado del compuesto (106) tiene wuna
intensidad del 28 “ mayor que el resto de los
carbonos cuaternarios presentes en la molécula,
mientras que, por el contrario, el carbono cuater-
nario halogenado del compuesto (i107) tiene wuna
intensidad menor que algunos centros cuaternarios
presentes. Esta conclusidén esta también de acuerdo
con la distribucion del sistema cloro-bromo indica-
da en (106) y (4107).

Con el fin de determinar la configuracién abso-
luta del C-9 se hizo un an4lisis de dicroismo
circular del derivado p-bromobenzoato del compuesto
107. Para ello, se hicleron reaccionar seisS mg de

és3te con un equivalente y medio de p-bromocloruro
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de benzoilo,
como catalizador.

derivado del

hizo un estudio de dicroismo

eéstos

Nueva York,

El espectro de RMN-1H (250 MHz,

a1, muestra

(2, 3H,

1.87 (=, 3H,

Cy-Hp), 2.27 (d,
Cg-Hp Yy Cg-H),
2.90 (d-ancho,

H), 5.19 (4, 1H,

T vy 9 Hz, Cg-H),

(dd, @2H, J= 2 vy &
bencénico.

El espectro
muestra un maximo
mo circular del
un efecto Cotton
con un Ae= +16.1,
la transicibn ww
la transicién
positivo del
configuracion

configuracion

utilizando

p-bromopbenzoato del compuesto 107,

por el Prof.

U.S.A.

las
C43-H3),

Cy2-H3),

2.

1H, Ci'H),

p-

1La del p-bromobenzoatoe.
efecto Cotton a 238 nm conduce a
absoluta

absoluta

4-dimetil-amino-piridina

Después de purificado el producto

se

circular, realizados

Nakanisht de la Universidad de

CDCl3), figura

giguientes Renales: 1.72

1.74 (s, 6H, Cyy-H3 y C4y5-H3),

1.94 (dd, 2H, J= 4 y 8 Hz,

{H, J-=6 Hz, Cg-H'), 2.5{ (m, 3H,

76 (dt, iH, J= 3 y 4 Hz, C4-H'),

4,38 (t, 1H, J:=4 Hz, Cp-

J= 9 Hz, Cyp-H), 5.82 (dt, 1iH, J:

y 7.54(dd, 2H, J= 2 y 4 Hz)y 7.86

Hz) de los protones del anillo

22a,

UV (acetonitrilo), figura

a 242 nm (€= 21300). El dicrois-

bromobenzoato, figura 22b, tuvo

pogitivo a 238 nm (acetonitrilo)

resultado de la interaccién entre
a 195 nm de los doblezs enlaces vy
El signo
la
o a la

S en el carbono 9,

(mostrada en la figura 23)
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de toda la molécula y a la conformacién de 1la
cadena lateral.

El valor de Ae= +16.1 ez conziderablemente mis
alto que el de otros p-bromobenzoatosz alflicogl08)
Yy no puede asignarse gzolamente a la interaccién
entre el doble enlace terminal y el p-bromobenzoa-
to. Este hecho se atribuye a la presencia de dos
quiralidades positivag, a la del 2istema benzoato/
doble enlace homoalilico Yy a la del sistema benzoa-
to/doble enlace alilicol09), las cuales ejercen sus
efectos de una manera aditivallO,111),

La conformaciédn mis estable de la cadena late-
ral, mostrada en la figura 23, fue determinada en
base a los Biguientez datos: la constante de aco-
plamiento en RMN (cloroformo) entre los protones 9
y 10 e de 9.4 Hz, confirmando que el protén en C-9
esti eclipsando el doble enlace C-10, -11; al desaco-
plar el protén en C-10, el protén en C-9 aparece
como un triplete, 1ndicando que éste esti4 bisignan-
do los protones en C-8; y a la doble quiralidad

positiva en dicroismo circular.
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DESCRIPCION BOTANICA.-

Dentro de la divisién Rhodophyta, clase Rhodo-

phyceae, s8ubclase Florideae, orden Ceramiales,
familia Rhodomelaceae, el género Laurencia esti

representado en Canarias por las especies L.obtusa,

L.perforata, L.caespitogsa y L.pinnatifida, entre

otras.

Estas algas rojas crecen aproximadamente en la
zona intermareal inferior, batidas con cierta in-
tensidad por el oleaje, encontrandose asentadas
sobre rocas,

Las caracteristicas morfoldogicas y reproducto-
ras, que sSe pueden destacar, del género Laurencia
son: Talo erecto ramificado, ramas8 cilindricas o
aplanadas, ramificacién radial 0 miz raramente
distica, célula apical en una depregibén en los
apices truncados, a menudo acompanados por trico-
blastos rudimentarios; ejes polisifonados con una
extensa corticacién de modo gque lasz células peri-

centrales solo son reconocibles cerca de los a-

pices. Tetrasporocistes tetraédricos embebidos en
las Gltimas ramas, espermatocistes ovales a oblon-
gos, naciendo sobre 10s tricoblastos cerca de la
célula apical, cistocarpos prominentes ovados a

esféricos o urceoladostig-114),

Las especies estuc.adas fueron recolectadas,

1e¢e



en 8u dia, como L. obtusa, depositindose un ejem-
plar de la especie recolectada en Galdar para su
identificién en el Departamento de Biologia Vege-
tal de la Universidad de La Laguna (TFC Phyc.
5589). Tris loszs estudios realizadosz en este Depar-
tamento, Y s8u envio al Profesor Yuzuru Saito,
Faculty of Fisheries, Hokkaido University, Japén,
especialista del género Laurencia, se ha llegado a
la conclusién, entre ambos centros, que la especie
en estudio no corresponde con los caracteres ti-
picos de L. obtusa, siendo, posiblemente una nueva
especie para Canariasiid), Este hecho, unido al
haber aislado distintos tipos de esqueletos, difi-
ctilmente Justificables biogenéticamente, en el alga
recolectada en Orzola, es por lo que no se especi-

fican las especiesg estudiadas en este trabajo.
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TECNICAS EXPERIMENTALES.

Resonancia magnética nuclear.

Para la realizacidédn de los experimentos de
R.M.N., loe productos fueron disueltoz en CDCl3 o
ClyC, usgando TMS o CHCl3 como referencia interna.
Los espectros de R.M.N. proténicos fueron realiza-
dos en espectrégrafos PERKIN-ELMER, modelos R-1i2
(60 MHz) y R-32 (90 MHz), y BRUKER, modelo WP-2000
SY (200 MHz). En éste Gltimo se realizaron los
experimentos de 13¢ y doble dimension, Los progra-
mas utilizados (DEPT, COSY, X-H CORR) fueron 1los
suministrados por la casa BRUKER. En los datos de
RMN-13C, las asignaciones a utilizar de los parame-
tros dados son:

(8W): anchura eszpectral utilizada en la reali-

zacién de los espectros.

(AT): tiempo de adguisicibn.

(NT): nGmero de acumulaciones realizadas,

(PW): "pulse width" o 4ngulo de di=zparo depen-

diente del pulso de radiofrecuencias del

transmisor.

(PD): retraso del pulso.

(DP): puntos de datosg.

En cualquier dato de los expuestos a continua-
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cidén siempre se citan dos valores, el primero co-
rresponde al espectro de desacoplamiento proténico

total y el segundo al de "Off-Resonamce".

Difractémetro

AutomiAtico de cuatro circulos, modelo Siemens
AED-4 controlado por ordenador Digital PDP 11/Q3.

Tubo con anodo de Cu y monocromador de grafito,.

Infrarrojo.

Loz espectros de I.R. fueron realizadoeg usando
el producto neto en film, en pastillas de KBr o en

disolucion de cloroformo en células de NaCl de 0.1

mm. Se usaron espectrofotémetros PERKIN-ELMER,

modelo 257, y PYE-UNICAN, modelo SP-1100.

Masas.

Los espectros de masas fueron realizados en
espectrofotémetros HEWLETT-PACKARD, modelo 5930 A y
VG-MICROMASS, modeio ZAB-2F. Los espectros de alta

resolucidédn se realizaron en este Gltimo.



Ultavioleta-visible,

Los espectros de U.V. fueron realizados en un
espectrofotémetro PERKIN-ELMER, modelo 402, en

disolucion de etanol absoluto con células de { cm,

Rotacién éptica.

La determinacién de las actividades épticas se
hicieron en polarimetros PERKIN-ELMER, modelos {41
Yy <2414, a 25°C, ugando la linea D del =2odio y en

disolucién de cloroformo con células de 1 dm.

Puntos de fusién.

Los puntos de fusi{ion se determinaron en un

KOFLER y estan sin corregir,.

Cromatografia gas-liguido

Las cromatografias de gases fueron realizadas
en un cromatégrafo HEWLETT-PACEARD, modelo 5790 A,

ugando una columna VCW-98 al 10 “.
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Cromatografia en columna.

Para cromatografiar los productos se usaron
cuatro tipos de gel de silice, 60 (0.2-0.5 mm), 60
(0.063-0.2 mm), 60G y 60H, de la casa MERK. Las
columnas se prepararon con dos tipos de procedi-
miento:

A) Aplicando vacio por el extremo inferior de
la columna y vertiendo la gel en su interior al
tiempo gue es zometida a vibracién. A continuacién
se anade el disolvente y se pasa hasta humedecer
totalmente la gel vy, finalmente, =ze ahade la
mezcla de productos bien diguelta en el mismo di-

golvente, o impregnada sobre gel de s2f{lice 60 (0.2-

0.5 mm), sSi no es soluble. La relacién peso de
producto: pegso de gel fue siempre como minimo
1:100.

B) Vertiendo la gel suspendida en el disolven-
te y sometiendo la columna a presién. Para esto se
usaron bombas peristilticas de media presidén de la
casa FLUID METERING INC., modelo RP-8Y. En este
caso, la relacién peso de producto: peso de gel fue
ziempre como minimo 1:200. Esta técnica se usgd para
geparacionee de pegquenae cantidades de producto con

una mejor resolucién.
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Cromatografia en capa fina.

La evolucidén de las reacciones y de las croma-
togratfias se siguio mediante cromatografias en capa
fina con placas de la casa SCHLEICHER & SCHULL,
tipo F1500/L8254, El revelado de las placas se hizo
de disgztintas formas:

a) calentamiento a 140°C, para productos poli-

halogenados.

b) pulverizacion con una disoluci1on de H2S504 :

H2O0 : AcOH (1:4:20) sobre la placa y posterior

calentamiento a 140°C,

Cc) pulverizacion de una disolucion de acido

fosfomolibdico en etanol (0,1 g/ml) y poste-

rior calentamiento a 140°C.

Cromatografia en capa fina preparativa.

Para la cromatograffa en capa fina preparativa
Se usaron placas de I mm de espesor de la casa
SCHLEICHER & SCHULL, tipo G 1540/LS 254, sembrando
entre 50 y 75 mg de productos en cada wuna. El
revelado de las placas se hizo con luz ultravioleta

(254 nm).,
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Cromatografia de filtracion.

Para este tipo de cromatograffa se empleo
Sephadex LH-20 ( marca registrada )de la casa PHAR-
MACIA FINE CHEMICALS. Las columnas =e montaron de
la gi1guiente forma: durante al menog una noche =&ge
dejé la cantidad de Sephadex dezeada, zegin condi-
cioneez recomendadas por la «caea =zuministiradora,
en suzpensidén con metanol y gze vertié en la colum-
na, dejAndola reposgar. Cada vez gue Be cambid el
dizolvente empleado como eluyente =2e pasé al menos
tres veces una cantidad eguivalente al volumen
muerto de la columna. El producto se deposita en la
parte superior disuelto en una cantidad de disol-
vente no mayor al 10 % del volumen muerto de 1la

columna.

Procedimientos generales.

En el texto de la memoria la expresién "ex-
traccién de la manera usual" significa extraccién
con éter sulfGrico, lavados de la capa organica con
dcido clorhidrico diluido, agua destilada, solucién
saturada de bicarbonato sédico y nuevo lavado con
agua destilada. Todos los extractos se secaron

sobre sulfato sédico o magnésico anhidro.
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PARTE EXPERIMENTAL



ESTUDIO QUIMICO DEL ALGA LAURENCIA SP., RECO-

LECTADA EN GALDAR.

Recoleccién y extraccién del alga.

Las distintas recolecciones de este alga fue-
ron realizadas silempre en los meses de Marzo Y
Abril, época en la que alcanza =2u estado de miximo
crecimiento. El lugar de recoleccién fue la Playa
de Dos Roques (Galdar), Isla de Gran Canaria,

Se recogid a mano, durante la bajamar, y des-
pués de ser separada de otras algas <contaminantes,
se secd al aire, sin accién directa de la luz
solar. Tras triturarla, el alga pesd 1,5 Kg y fue
extraida en aparato Soxhlet, hasta agotamiento, con
acetona.

El peso total del extracto, de aspecto aceito-
g0 y color marrén-verdoso, fue de 38 g (2, 534 del

peso total del alga seca).

Cromatografia del extracto aceténico.

Los 38 g del extracto fueron cromatografiados
en su totalidad en una columna ({ m x 6 cm) con
750 g de gel de =flice (tamano de particula 0, 063-

0, 2) usando como eluyente mezclas de n-hexano Y
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acetato de etilo de polaridad creciente. Se reco-
gleron fracciones de 0,25 1. Las fracciones que
contenian los mismos productos, determinados por
cromatografia en capa fina, 2e unieron para ser,
posteriormente, cromatografiadas (Esgquema 8).

Los productos ya <conocidos: obtusano (49),
elatol (40), 2-debromo elatol (43), igoobtusol
(44), 2-debromo isoobtuszol (45), obtuszol (47) y 2-
debromo obtusol (48), se identificaron por compara-
cién de sus datos espectroscépicos con los datos
publicados para dichos compuestos vy, en los casos
en que fue posible, por comparaciédn con una muestra
auténtica por C.C.F. o C,G.L.

La reunion D fue cromatografiada con Sephadex
LH-20 en una columna de 60 cm L x 6 cm D.i., siendo
eluida con una mezcla de cloroformo : metanol! (i:1)
para separar las clorofilas. De esta cromatografia
gse obtuvieron {i{ mg (0,029 %4 del peso del extracto)
de epéxido de obtusol (93). El resto de las frac-
ciones ge cromatografié en una columna de media
presidn (35 cm x 5 cm) en 75 gr de gel de silice,
tipo @, usando como eluyente una mezcla de n-hexa-
no: acetato de etilo (17:3), separandose asi 26 mg
(0, 068 % del peso del extracto) de la cetona isome-
rizada del 2-debromo 1soobtusol (94).

La mezcla de productos de las demas fracciones

fue imposgsible de separar cromatograficamente y hubo
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que acetilarla. As§f, 450 mg de mezcla se disolvie-
ron en 5 ml de piridina y se asadieron 0,5 ml de
anhidrido acetico. La mezcla 2e dejo reaccionar
durante la noche, tras lo cual se afadio hielo y se
extrajo de la manera usual. La mezcla se cromato-
grafid en capa fina preparativa, utilizando como
eluyente n-hexano: acetato de etilo (19:1), eluyén-
dose varias veces. De esta forma, se obtuvieron 32
mg (0,084 % del peso del extracto) de la cetona
igomerizada del 2-debromo obtusol (95), Esgquema 9.

La reunién E fue cromatografiada con Sephadex
LH-20 (60 x 6 cm) usando como eluyente cloroformo:
metanol :n-hexano (i:1:2), separandose las clorofi-
las y obteniéndose una mezcla de productos de 4,7 g
(12,37 % del peso del extracto) libre de aquéllas.
Esta reunion, que contiene acidos grasos, fue cro-
matografiada en 500 gr de gel de silice de capa
fina, en una columna de 75 cm x 8 cm, usando como
eluyente n-hexano :acetato de etilo (3:1) y, poste-
riores, cromatografias de las fracciones resultan-
tes, no permitieron la obtencién de productos li-
bres de 4cidos pgrasos.

Con el fin de separar los 4cidos grasos pre-
sentes, la reunién de las fracciones anteriores fue
metilada. Para ello, se prepard una disolucibdn de
10 lentejas de NaOH en 250 ml de agua y se anadie-

ron 250 ml de éter etilico. A esta disolucion
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Esquema 9

D
5.2 8
Sephadex LH-20
CHCl3 MeOH (1:1)
Epdéxido Mezcla Clorofilas
de 1.05 g
obtusol
i1 mg % Presién

Si0, (G)
n-Hex.: AcOEt (17:3)

Cetona isome- Mezcla

rizada de 2- 450 mg

debromo

isoobtusol

26 mg 1.Acp0 /pir.
2. C.C.F. prep.
n-Hex.: AcoEt (19:1)
Ac. 2-debro- Ac. 2~debro- Cetona
mo isoobtusol mo obtusol isomerizada
170 mg 140 mg 2-debromo
obtusol
32 mg
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enfriada en hielo se afadieron, con agitacion, 4 g
de HN-nitroso-N-metil-urea, La disolucion amarilla
de CHpNp en el éter se decantsé y se vertio gota a
gota sobre una disolucion de 1,04 gr de la mezcla
en 250 ml. de éter, enfriada en hielo. Se dejbd
durante la noche y tras llevar a sequedad se
obtuvieron 1.17 g de productoe. La reunién metilada
2e cromatografid en una columna de media presibn
(45 cm x 6 cm) con 150 gr de gel de s{lice de capa
fina, empleando n-hexano : acetato de etilo (17:3)
como eluyente. Se recogieron fracciones de 5 ml,
obteniéndose 0,65 gr de 4Acidos grasos metiladoszs y
0, 3 gr de mezcla de productos. Esta mezcla fue
cromatografiada en <capa fina preparativa usando
como eluyente n.hexano: acetato de etilo (9:1). De
esta forma, se obtuvieron 80 mg (0,21 %4 del peso
del extracto) del compuesto 96 y 38,5 mg (0,1 %)

de! producto 97, Esquema 10.



Esquema 10.

E
8.3 g
Sephadex LH-20
ch13 MeOH: n~Hex. (1:1: 2)
Mézcla Clorofilas
4.7 g
8ig, (G)

n-Hex.: AcOEt (3:1)

Ac. grasos

Mezcla
1.04 ¢

[SS

CHpoNp
2. % presidén
Si10;p (G)

n-Hex.: AcOEt (17:3)

Ac. grasos

0.67 ¢

Mezcla
1.04 ¢

C.C.F. prep.

n—-Hex.: AcOEt (9:1)

Compuesto Compuesto

96 97
80 mg 386.5 mg
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Datos espectrales del obtusano.

S6lido blanco cristalizable en n-hexano.

P.F. 174-175°C.

[a)p= +37.5° (c, 0.40, CHClj3).
IR (KBr): 3100, 1645, 920, 875, 775, 640, y 620
cm™ 1,
E.M.: (CysH;3Be,Cl) M* a m/e 402, 400, 398, 396
RMN-!H (200 MHz, escala &, CDCl3): 0.95, 1.13,

1.85, (s, 3H cada uno), 4.45 (dd, iH, J= 12 y 5 Hz),

4,70 (dd, 4H, J= 12 y 15 Hz), 4.87 y 5.26 (s, 1H
cada uno).

RMN-13C: (sw): 4000 Hz; NT): 18.500, 30.000;
(AT): 1.023 seg; (P.W): 12-10 pyseg; (PD): 0O seg;
(DP): 6.192. 17.45 (c), 23.55 (c), 23.88 (c), &5.54
(t), 33.50 (t), 356.85 (t), 37.23 (t), 40.45 (t),

43.90 (s8), 50.40 (s), 63.44 (d), 67.85 (d), 68.22

(8), 114.72 (t), 145.76 (s).

Datos espectrales del elatol.

Acexr1te 1ncoloro.

[a)p= +91° (c, 0.73, CHCl3).

IR (CHCl3): 3100, 1650, 900, 835, 810 cm 1,

E.M.: M* a m/e 336, 334, 332 (Ci15H,p0BrCl),
319, 299, 297, 281, 279, 257, 235, 201, 200, 199.

RMN-1H (200 MHz, escala 6, <CDCl3): 1.10 (s,

6H), 1.71 (s, H), 4.17 (m, 1H), #4.62 (d, 1H, J= 5
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Hz), 4.8%1 y 5.17 (s, i1H cada uno).

RMN-13Cc:  (sw): 4.000 Hz; (NT): 50.000, 75.000;
(AT): 1.023 seg; (PW): 12-8 pseg: (PD): 0 seg;
(DP): 8.192. 19.42 (c¢), 20.79 (c), 24.29 (c), 25.70
(t), 29.44 (t), 38.13 (t), 38.72 (t), 43.21 (s),
49.20 (s) 70.89 (4d), 7T2.26 (d), 115.28 (t), 124.30

(s), 128.06 (s), 140.86 (s).

Datos espectrales del isoobtusol.

Producto blanco cristalino en aguja.

P.F.= 118-120°C.

[a)p= +89° (c, 0.9, CHClj3).

IR (KBr): 3300, 3100, 1640, 880 cm™!.

E.M.: M* a m/e 416, 414, 412 (Cy45Hp30Be,Cl).

RMN-1H (200 MHz, escala &, CDCl3): 1.06, 1.35,
1.92 (s, 3H cada uno), 3.65 (m, 1H), 4.42 (m, 2H),
4.92 y 5.19 (s, 1H cada uno).

RMN-13¢: (SW): 4.000 Hz; (NT): 5.300, 10.000;
(AT): 1.023 seg; (PW): 12-8 pseg; (PD): 0 seg;
(DP): 8.192. 24.88 (c), 25.32 (c), 25.65 (c), 33.05
(t), 33.38 (t), 33.98 (1), 39.37 (t), 43.67 (s),
44,01 (s), 65.15 (d), 69.72 (d), 71.07 (s), 76.20

(d), 113.79 (t), 147.48 (s).

Datos espectrales del obtusol.

Sélido cristalino en n-hexano.
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P.F.= 145-146°C,

[alp= +10° (c, 1.84, CHClj3).

IR (KBr): 3600, 3100, 1640, 930, 860 y 645 cm~1

E.M.: M' a m/e 416, 414, 412 (Cy5Hp30Be,Cl),
399, 379, 364, 334, 332, 317, 315, 297, 295, 235,
217, 216, 197 y 95.

RMN-1H (90 MHz, escala 8, CDCl3): 1.08, 1.08
1.82 (s, 3H cada uno), 4.12 (m, 1H), 4.50 (d, 1H,
J= 4 Hz), 4.70 (dd, 1H, J= 12 y 5 Hz), 5.07 y 5.41
(s, 1H cada uno).

RMN-13¢c: (Sw): 4.000 Hz; (NT): 5.250, 10.000;
(A.T): 1.023 seg; (PW): 12-7 pseg; (PD): 0.1 seg,
(DP): 8.192. 20.83 (c), 23.91 (c), 24.20 (c), 25.64
(t), 37.19 (t), 38.62 (t), 4#0.59 (t), 44.25 (s),
58.26 (s), 67.59 (d), 68.04 (s), 70.44 (d), T71.80

(d), 117.65 (t), 141.44 (s).

Datos espectrales del 2-debromo elatol

Aceite incoloro.

[a)p= +98° (c, 0.84, CHClj3).

IR (CHCl3): 3400, 3100, 1650, 900 y 820 cm™ 1,

E.M.: M* a m/e 254, 256 (Cy45Hp30Cl),

RMN-!H (90 MHz, escala &, CDCl3): 0.92, 1.05,
1.74 (s, 3H cada uno), 4,06 (m, iH), 4.81 y 5.11

(s, 1 cada uno).
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Datos espectrales del acetato de 2-debromo

isoobtusol.

Cristaliza en n-hexano.

P.F.= 102-104¢C.

[a)p= +73° (c, 0.70, CHClj3).

IR (KBr): 3080, 1740, 1640, 880, 700 cm™1,

E.M.: Mt a m/e 376, 378, 380 (C49HpgO0pBrCl),
334, 336, 338, 316, 318, 320, 237, 239, 241.

RMN-1H (90 MHz, escala &, CDCls): 0.88, 1.02,
1.92, 2.00 (s, 3H cada uno), 4.45 (s, 1H), 4.80 (m,

iH), 4.86 y 5.12 (s, 1H cada uno).

Datos espectrales del acetato de 2-debromoobtusol.

Producto blanco cristalino.

P.F. 81-82°C.

[a)p= +11° (c, 0.53, CHClj3).

IR (film): 3110, 1740, 1650, 880, 750 cm™1,

E.M.: M' a m/e 378, 376 (Cyq7HpgOpBrCl), 318,
316, 275, 273, 237, 236.

RMN-1H (90 MHz, escala &, CDClz): 0.90, 0.98,
1.84, 2.03 (s, 3H cada uno), 4.34 (dd, 1H, J= 12 vy
5 Hz), 4.85 (m, 1H), 4,90 y 5.34 (s, 1H cada uno).

RMN-13c: (sw): 4.000 Hz; (NT): 7.712, 18.550;
(AT): 1.023 seg; (PW): 12-10 yseg; (PD): O seg;

(DP): 6.192. 21.34(c), 23.50 (c), 23.88 (c), 24,46

(c), 25.78 (t), 36.03 (t), 37.94 (t), 368.28 (s),
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40.07 (t), 41 .94 (t), 46.29 (s), 67.92 (d), 68.70

(s), 70.55 (d), 116.33 (t), 144.53 (s), 170,12 (s).

Epoxidacioéon del obtusol

Se disolvieron 500 mg de producto en {10 ml de
éter seco y se arnadieron 400 mg de &cido m-cloro-
perbenzoico a la temperatura ambiente. La mezcla se
sometid a reflujo durante 48 horas, al término de
las cuales la reaccioén no habia sido completa, Por
extraccidén y cromatografia en columna de la manera
usual se aislaron dos productos, uno de los cuales
(mayoritario) presentaba un marcado aumento de la
polaridad y coilncidia en sus datos espectrales con
el epéxido de obtusol aislado como producto natu-

ral.

Datos espectrales del epdédxido del obtusol.

S61ido blanco cristalino.

P.F.= 103-105°C.

[a)p= +5.9° (c, 1.69, CHClg3).
IR (CHClg3): 3450, 3060, 2970, 1450, 1370, 1090,
845 cm~ 1.
E.M.: M%Y a m/e 434, 432, 430 (Cy4s5Hpp02Br,Cl),
350, 333, 312, 241, 233, 215, 198.

RMN-1H (200 MHz, escala &, CDCl3): 1.09, 1.20,

1.82 (s, 3H cada uno), 4.23 (d, 1H, J= 3 Hz), 4.4¢
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(d, 1H, J= 3 Hz), 5.00 (dd, 4H, J= 12 y S Hz).

RMN-13c: (Sw): 4.000 Hz; (NT): 9.000, 18.000;
(AT): 1.023 seg; (PW): 12-10 pseg; (PD): 0 seg;
(DP): 8.192. 20.51 (c), 24.12 (c), 2u4.97 (c),

25.18 (t), 36.19 (t), 37.27 (t), 39.96 (t), 45.02
(s), 46.18 (s), 50.00 (t), 58.39 (s), 67.18 (s),

67.73 (d), 69.38 (d4), 71,95 (d).

Reaccidén del isoobtusol con altmina.

Se disolvieron 200 mg de isoobtusol en 7 ml de
éter sulfiarico seco y se le anadieron 150 mg de
altmina de columna (activada durante 2 horas a
160°C). A temperatura ambiente, la reaccidén fue
completa a las 48 horas, siguiéndose la reaccion en
capa fina. Al finalizarla reaccién, la alimina se
separé por filtracién, obteniéndose un producto que

se 1denti1ficdé como la cetona (94).

Datos espectrales de la cetona isomerizada del

2-~debromoisoobtusol.

Producto blanco cristalino.

P.F. 67-69°C.

[ax)p= +65.7° (c, 0.275, CHClj3).

UV (EtOH): Apax=- 242 nm, €= 11200.
IR (CHCl3): 2990, 1660, 1605, 1380, 975 cm™ 1.

E.M.: M' a m/e 334, 332 (Cyg5HppO0BrCl), 278,
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276, 254, 252, 200, 198.

RMN-1H (200 MHz, escala &, CDCl3): 1.01, 1,19,
1.57 (s, 4H), 1.96 (s, 3H), 2.23 (d, 3H, J= 1 Hz),
3.06 (dd, 1H, J= 45 y 4 Hz), 4.60 (t, 1H, J: 4 Hz),
5.85 (d, 1H J= 1 Hz).

RMN-13Cc:  (Sw): 4.000 Hz; (NT): 30.000, 65.000;
(AT): 1.023 szeg; (PW): 12-10 pseg; (PD): 0O seg;
(DP): 8.192. 24.05 (c), 24.24 (t), 25.08 (c), 31.49
(c), 36.32 (t), 39.62 (t), 42.41 (s8), 43.10 (s),
49.07 (t), 65.38 (d), 68.30 (s), 4127.43 (d), 107.30

(s).

Reaccidén del obtusol con alimina

A 300 mg de obtusol,disueltos en 10 ml de édter

etilico seco, se le arnadieron 100 mg de aluamina de
columna (activada durante 2 horas a 160°C). La
mezcla se sometid a reflujo durante 24 horas. La

reacclién fue seguida por cromatografia en capa
fina. Cuando reacciondé todo el obtusol se separd la
soluc1én mediante filtracién, obteniéndose un pro-
ducto cristalino por simple evaporaciédn del disol~-
vente, que coincide en sus datos espectrales con

la cetona (95).

Datos espectrales de la cetona isomerizadadel 2-

debromoobtusol.
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Producto blanco cristalino.

P.F.= 101-103°C.

[a)p= +43.6° (c, 0.6, CHCls).

UV (EtOH): Apax= 242 nm, €= 10500.

IR (CHClj3): 2990, 1670, 1380, 1090 cm™!.

E.M.: M*' a m/e 334, 332 (CygHppOBrCl), 294,
292, 278, 276, 254, 244, 242, 228, 200, 198.

RMN-1H (200 Mhz, escala &, CDClz): 0.96 y 1.12
(s, 3H cada uno), 1.86 (s, 3H), 2.25 (d, 3H, J= 1
Hz), 4.85 (dd, 1H, J= 6 y 12 Hz), 5.87 (d, 1H, J= 1
Hz).

RMN-13¢c: (swW): 4.000 Hz; (NT): 25.050, 65.000;
(AT): 1.023 seg; (PW): 12-10 vypseg; (PD): 0O seg;
(DP): 8.192. 23.68 (c), &24.12 (c), 24.44 (c),
25.05 (t), 25.22 (c), 26.46 (s), 36.43 (t), 41.40
(t), 42.63 (s), 46.82 (t), 66.82 (s), 68.59 (d),

128.17 (d), 166.99 (=).

Datos espectrales del compuesto 96.

Sélido blanco.

P.F.= 109-110°C.

[a)p= -57.3° (c, 0.75, CHClg3).

UV (EtOH): Apax= 241 nm, €= 16.900.

IR (CHCl3): 3450, 3000, 2960, 1720, 1650, 1605,
1445, 1375, 1330, 1290, 1260, 1235, 1110, 990, 910

cm™ 1.
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E.M.: M* a m/e 314, 316 (Cyg5Hp30pBr), 311, 313,
299. 302, 296,

RMN-1H (200 MHz, escala &, CDClj3): 1.12, 1.15,
1.36, 2.04 (s, 3H cada uno), 4.32 (dd, 1H, J=5 y 12
Hz), 5.88 (d, 1H, J= 6 Hz).

RMN-13c (SW): 4.000 Hz; (NT): 25.050, 65.000;
(AT): 1.023 seg; (PW): 12-10 pseg; (PD): 0O seg;
(DP): 8.192. 22.64 (c), 23.45 (t), 27.53 (c), 27.69
(c), 29.00 (c), 3&.92 (t), 36.38 (t), 40.62 (s),
48,12 (s), 50.18 (t), 68.32 (d), 69.95 (s), 127.30

(d), 167.78 (s), 187.00 (s),

Datos espectrales del compuesto 97

Sé611do blanco.

P.F.= 97-98°C

(a}D= +30° (¢, 0.5, CHClj3).

UV (EtOH): Apax= 268 nm.

IR (CHCl3): 3390, 3080, 2960, 2860, 1700, 1445,
1245, 1030, 800, 740 cm~ 1.

E.M.: 334, 336, 338 (CygHpyOBrCl), 316, 318,
301, 303, 279,

RMN-1H (200 MHz, =escala &, CDCl3): 0,84, 0,96,
1.82 (=, 3H cada uno), 3.77 (m, 1H), 4.72 (dd, 1H,
J= 4 y 12 Hz), 4.86 y 5.28 (s, 1H cada uno).

RMN‘13C (SW)Y: 4,000 Hz; (NT): 9.000, 18.000;

(AT): 1.023 seg; (PW): 12-10 pyseg: (PD): O seg;

145



(DP): 8.192. 23.93 (c), 24.09 (c), 24.77 (c), 26.06
(t), 36.28 (t), 38.37 (s), 40.83 (t), 42.91 (t),
45,83 (t), 48.49 (=), 68.29 (d), 68.48 (d), 69.07

(8), 115.67 (t), 145.47 (s).

Acetilacién del compuesto 97

20 mg del compuesto 97 se disolvieron en 5 ml
de piridina y se anadié 1 ml de anhidrido acético.
Se dejé reaccionar durante sels horas a temperatura
ambiente, al cabo de las cuales se detuvo la
reacclén, anadiendo hielo y se extrajo de la manera

usual. Se obtuvieron 18 mg de acetato del compuesto

97.

Datos espectrales del acetato del compuesto 97a

Sé6lido blanco.

(¢)D= +13.8° (c, 0.6, CHClj3).

UV (EtOH): Apax= 205 nm

IR (CHClz)= 2960, 1720 y 1245 cm™1,

E.M.: M* a m/e 376, 378, 380 (Cy7HpgO0pBrCl), no
obervado, 316, 318, 273, 275, 236, 237, 185, 187.

RMN-1H (200 MHz, escala 48, CHCl3): 0.86, 0.93,
1.79, 1.99 (8, 3H cada uno), 4.67 (dd, t1H, J= 5 y 12
Hz) 4.80 (m, 1H), 4.87 y 5.30 (s, 1H cada uno).

RMN-13¢C (SW): 4,000 Hz; (NT): 9.000, 18.000;

(AT): 1.023 seg; (PW): 12- .0 pseg; (PD): O seg;
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(DP): 8.192. 21.47 (c), 23.68 (c), 24.07 (c), 24.65
(c), 25.96 (t), 36.20 (t), 38.11 (t), 38.45 (s),
40.83 (t), 41 .61 (t), 48.45 (s), 68.12 (d), 69.04

(s), 70.76 (d), 116.59 (t), 144.65 (s), 170.46 (s).

ESTUDIO QUIMICO DE LAURENCIA SP. RECOLECTADA EN

ORZOLA

Recolecc1i1én y estracciédn del alga

El alga fue recogida en el mes de Junio de 1984
en Orzola, Lanzarote. El alga fue recolectada du-
rante la bajamar, entre 0.5 y 2 m de profundidad,
usando equiposgs de buceo auténomos. Tras secarla al
aire, el alga pesdé 3.1 Kg. Se triturd y se extrajo
en aparato soxhlet con acetona hasta agotamiento.

El peso total del extracto, un acelite denso de
color verdoso, fue de 37.6 g (1.21 %2 del peso del

alga seca).

Cromatografia del extracto aceténico

La totalidad del extracto aceténica del alga
fue cromatografiada en una columna de media presiédn

(45 cm x 6 cm) con 200 g de gel de silice de capa
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fina (ti1po G). Como eluyente se usaron distintas
mezclas de n—-hexano: acetato de etilo de polaridad
crecliente. Se recogieron fracciones de 100 ml y se
unieron las gue contenian l10s mismos productos para
cromatografiarlos de nuevo,

La reunién de las fracciones del 30 al 50 % del
percolado inicial, con un peso total de 8,1 g,
fueron cromatografiadas en Sephadex LH-£0 wusando
como eluyente n-hexano: cloroformo:metanol (2: 1: 1),
con el objeto de eliminar las clorofilas presentes.
Las fracciones resultantes, exentas de clorofilas,
se cromatografiaron en una columna de media presidn

(45 cm x 6 cm), con 150 g de gel de silice (tipo G),

utilizando mezclas crecientes en polaridad, desde
1:0 a 1:1, de n-hexano: acetato de etilo como elu-
yente, lavando con acetato de etilo. Se recogieron

fracciones de 50 ml con un flujo de 5 ml/min.

LLas fracciones del 40 %X fueron, posteriormente,
cromatografiadas en una columna de media presidén
(60 cm x 2 cm) con gel de silice (G), usando como
eluyente n-hexano: acetato de etilo (17:3), con una
velocidad de flujo de i ml/min, recogiéndose frac-
ciones de 5 ml. 122 mg de productos, que presenta
en ©placa fina dos manchas de color rojo al revelar
con calor a 140°C, fueron cromatografiados en capa
fina preparativa eluyéndose varias veces con n-

hexano: acetato de eti1lo (9:1), obteniend.se 17 .2 mg
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del compuesto 104 y 32.7 mg del producto 105.

Datos espectrales del compuesto 104.

Acelite 1ncotloro.

[alp= 49.9° (¢, 0.13, CHClj3).

UV (EtOH): Apax= 206 nm, €= 16700.

IR (CHCl3): 3520, 3000, 2985, 1720, 1650, 1445,
1430, 1365, 1245, 1200, 1075, 1030, 1020, 950, 900,
685, 805 cm™1,.

E.M.: M* a m/e 356, 358 (Cy9Hp503Br), no obser-
vado, 314, 316, 296, 298, 281, 283, 276, 234, 216 y
a17.

RMN-!H (200 MHz, escala 3, CDCl3): 1.00, 1.04
(s, 3H cada uno), 1.59 (dd, 4H, J= {4 y 13 Hz), 2.04
(s, 3H ), 4.14 (m, {H), 4.60 (d, 1H, J= 3 Hz), 4.7&4
(s, 1H), 4,91 (d, 1iH, J= 10 Hz), 5.07 (s, 1H), 5.48
(m, 1H).

RMN-13¢c: 18.52 (s), 20.42 (s), 21.39 (s), 24.45
(s), 30.36 (t), 32.26 (t), 38.21 (t), 43.46 (s),
48.75 (s), 71.02 (d), 72.47 (d4), T71.02 (d), 115,95
(t), 124.33 (4), 132.00 (s), 141.10 (s8), 171.15

(s).

Datos espectrales del compuesto 105.

Ace1lte
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(a)p= +93° (c, 0.36. CHCljy).

UV (EtOH): Apax= 260nm.

IR (CHCl3): 2990, 1710, 1360, 1240, 1025 cm~ 1.

E.M.: M* a m/e 398, 400 (Cy9Hp704Br), no obhser-
vado, 356, 358, 336, 340, 296, 298, 259, 217.

RMN-1H (200 MHz, <CDClz): 1.00 y 1.03 (s, 3H
cada uno), 1.59 (s, 3H), 1.95 y 2.03 (s, 3H cada
uno ), 4,47 (d, 1H, J= 3 Hz), 4,73 y 4.94 (s, iH
cada uno), 5.16 (dd, 2H, J= 3 y 7 Hz), 5.64 (s,
1H).

RMN-13C: 18.25 (c), 21.39 (c), 21.46 (c), 24.13
(c), 25.37 (c), 30.29 (t), 32.93 (t), 36.47 (t),
42.56 (s), 44.87 (s), 67.86 (d), 72.03 (d), 73.85
(d), 115.14 (t), 123.78 (d), 132.36 (s), 145.62

(s), 170.9 (s), 1714.33 (s).



ESTUDIO QUIMICO DE LAURENCIA SP. RECOLECTADA EN

GUIMAR

Busgueda de los compuestos 106 y 107.

Con el fin de determinar la configuracioén

absoluta de los compuestos 106 y 107, y habida

cuenta de que estos metabolitos no habian si1do
detectados en las especies del género Laurencia
recolectadas en Gran Canaria y Lanzarote, se proce-
didé a la recolecc1én de L. obtusa recolectada en
Guimar, Isla de Tenerife, de donde ya habian sido
air1slados y estudiados anteriormente en nuestro

laborator10107).

Recoleccion y cromatografia del alga recolec-

tada en Guimar.

El alga Laurencia sp. fue recogida en Julio de
1986, en el Puerto de Guimar, durante la bajamar,
entre 0,5 y 2 m. de profundidad, usando eguipos de
buceo auténomos. Tras secarla al aire, el alga pesod
unos 3 Keg, se triturd y se extrajo en aparato

soxhlet con acetona. Se obtuvo un extracto de 24 g

(0,8 % del peso total), gque se cromatografi1oé en gel
de silice (0,063-0,2 mm). El eluyente usado fue
mezclas de eter de petrdleo (E.P.) y acetato de

etilo (AcOEt). Los resultados obtenidos se muestran

en el Esguema 11.



Las fracciones gue contenian 1los compuestos
106 y 107, se reunieron, con un peso total de 4.8
g, se disolvieron en pilridina y se les anadiéo una
cantidad equlvalente de anhidrido acético. Después
de 24 horas se paré la reacci1on amadiendo hielo Yy
se extrajyo de la manera usual. Al producto de
reaccié4n se le hizo una nueva cromatografia con gel
de silice 0,063-0,2 mmnm.. utilizando como anico
eluyente una mezcla de E.P.: AcOEt, (97:3).

Con las fracciones gue contienen los compues-—

tos 106 y 107 se formdé un nuevo extracto que fue

recromatografiado. Esta vez se usé una columna de

med1a presion con gel de silice de capa fina (tipo

G). El Gtnico eluyente utilizado fue una mezcla de
E.P. : ACOEt (19:1), recogiendose fracciones de 10
ml. Se separaron 32 y 14 mg de 106 y 107, respec-
tivamente, Y el resto como acetato de 1soobtusol

(Esquema 11).

Los compuestos 106 y 107 no son separables
como alcoholes. Por ello, se procedi6 a la acetlila-
cién de la mezcla y separacién cromatografica de
los acetatos. Una vez separados 10s acetatos de
ambos, se hidrolizaron con carbonato potasico en
metanol, obteniéndose los compuestos 106 y 1407
puros, y acel1tosos. Todos los 1ntentos de prepera-

ci1on de derivados cristalinos, a partair de los

compuestos 106 y 107 y re

]

us respectivos dehidro-
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derivados, con el fi1n de hacer estudios de difrac-
ci16n de rayos X, y obtener as}: la configuracién
absoluta de los centros quirales presentes b4 el
caracter E o Z del doble enlace tetrasustituido, no
han s81do posibles.

Se18 mg del compuesto 107 se hicieron reaccio-

nar con equivalente y medio de p-bromocloruro
de benzo1ilo, utilizando 4-dimetil-amino-piridina
como catalizador, en CHpCl,, en atmésfera inerte,

con agitacioén y a temperatura ambiente. La reaccién
se paré a las 48 horas con la adici1én de hielo y se
extrajo de la manera usual. LLa mezcla de productos
de la reacci16n se separéd por placa preparativa,
utili1zando como eluyente n-hexano: acetato de etilo

(19Y: 1), obteniéndose 7,5 mgr. del derivado del com-

puesto 107. Este derivado fue, posteriormente,
purificado por cromatografia liquida, columna de
zilice, YMC, 5 u, 30 cm x 2.5% cm, usando n-hexa-
no: acetato de eti1lo al 3 %, flujo & ml/min, utili-

zando un detector de luz ultravioleta de longitud
de onda f1i13a (A= 254 nm). A este derivado p~bromo-
benzoato del compuesto 107 se le hizo un estudi10 de
dicroi1smo circular en la Universidad de Nueva York,
cuyos resultados han si1do descritos en el apartado

de "Resultados y Discusion".
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Datos espectrales del compuesto 106

Acelte

[alp= =-37° (¢, 1.62, CHClg3).

IR (film NaCl): 3400, 2940, 1460, 1390, 1240,
1200, 1140 cm™ !,

E.M.: M*' a m/e 334, 336, 338 (Cys5HpyBrClo), no
se observa, 250, 252, 254, 171, 173, 136, B84.

RMN-1H (60 MHz, valores 3, CDClz): 1.71 (s,
3H), 1.73 (s, 9H), 4.40 (m, 1H), 4.50 (m, tH), 5.22
(d-ancho, 1H, J= 9 Hz).

RMN-13c: (sw): 4000 Hz; (NT): 52574; (AT): 1023
seg; (PW): i¢ vseg; (PD): O seg;, (DP): 8192; 18.2
(t+c), 5.8 (t+c), 31.8 (c¢c), 35.6 (t), 37.5 (t),
42.5 (t), 62.0 (d), 66.4 (d), 72.3 (s), 126.9 (s),

127.3 (d), 129.4 (s), 135.1 (s).

Datos espectrales del acetato del compuesto 106

Acelte

E.M.: M' a m/e 376, 378, 380 (Cy7HpgBrClo,),
316, 318, 32Q0, £63, 285, 237, 239,

RMN-!H (60 MHz, valores 3, CDClg): 1.70 (s-
ancho, 12H), 2.00 (s, 3H), 4.41 (t, 1H, J= 3.5 Hz),
5.12 (d, tH, J= 9.5 Hz), 5.62 (dt, 1H, J= 7 y 9.5

Hz ).
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Datos espectrales del compuesto 107

Aceite

[alp= +66° (c, 0.25, CHCl3).

IR (KBr): 33450, 2940, 1455, 1390, 1240, 1200,
1140 cm~1,

RMN-!H (60 MHz, valores 94, CDCl3): 1.67 (s,
3H), 1.7¢2 (s, ©6H), 1.91 (s, 3H), 4.45 (m, 1H), 4.50
(m, 1H), 5.20 (d-ancho, 1H, J= 9Hz).

RMN-13¢: (SwW): 4000 Hz; (NT): 66066; (AT): 1023
seg; (PW): 12 vseg; (PD): O seg; (DP):8192; 8.2
(c), 19.0 (¢, 25.9 (c), 27.1 (t), 31.6 (c), 35.5
(t), 38.5 (1), 42,4 (t), 7.5 (d), 67.8 (d), 70.1

(s), 126.9 (s8), 127.7 (4d), 127.9 (s), 135.0 {(s).

Datos espectrales del acetato del compuesto 107

Ace1rte

E.M.: MY a m/e 376, 378, 380 (Cy¢HpgOaBrcCl),
316, 318, 320, 283, 285, 237, 239,

RMN-1H (60 MHz, valores 3, CDCl3z): 1.71 (s,
9H), 1.90 (s, 3H), &.00 (s, 3H), 4.45 (t, 1H, J= 3
Hz), 5.1¢2 (d-ancho, 1H, J= 9 Hz), 5.60 (dt, 1H, 6 Yy
9 Hz).

RMN-13C: (8w): 4000 Hz; (NT): 59034; (AT): 1023
seg: (PW): 12 pseg; (PD): 0O seg; (DP): 8192; 18.4
(c), 19.1 (c), 25.9 (c), 27.1 (t), 31.7 (c), 35.5
(t), 38.4 (t), 39.6 (t), 67.7 (d), 70.3 (s), 70.5
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(da), 123.5 (d), 126.1 (s),

Reaccidn del

127.8

compuesto 107 con

(s), 137.2 (s).

p-bromocloruro

e benzoilo.

6 mg

del
con un

benzoilo,
catalizador
con ag:itac1ién,
fue completa a

las 24 horas,

con hielo y extrayendose de

producto de reaccién fue puriticado,

en placa preparativa v,

matogratftia ligquida, como se

Datos espectroscépicos del

producto 107 se hicleron

egquivalente y medio de

en CH,Clp, seco y en atmésfera
a temperatura ambiente.
parandose

la

posteriormente,

reaccionar

p-bromocloruro de

utilizando 4-dimetil-amino-piridina como

inerte,
La reaccién
la reaccidn
manera usual, El

1niclalmente,

por cro-

indicé anteriormente.

derivado p-bromoben-

zoato de]l] compuesto 107

Acelte

UV (CD3CN): Apax= 242 nm.

DC (CD3CN): A= 238 nm, A€z +16.1

RMN-1H (250 MHz, valores 3, CDCl3): 1.72 (s,
3H), 1.74 (s, 6H), 1.87 (s, 3H), 4.38 (t, 1H, J=
4Hz ), 5.19 (d, 1H, J= 9 Hz), 5.82 (dt, 1H, J= 7 vy 9
Hz), 7.54 (dd, 2H, J= 2 y 4 Hz), 7.86 (dd, 2H, J= 2
Yy 4 Hz).
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CONCLUSIONES



Manteniendo el orden seguido en la descripcién
de esta Memoria, las conclusiones mas sobresalien-

tes a i1as que hemos llegado pueden resumirse en:

1. Se expone una recopilacion bibliografica de
los sesquiterpenos con esqueleto chamigrano aisla-

dos del género Laurencia hasta Abril de 1987.

2 Se propone una posible ruta biogenética de
formacién del is8oobtusol, componente mayoritario de

las algas estudiadas.

3 Del estudio del alga Laurencia sp., reco-
lectada en la Isla de Gran Canaria, se aislan cinco
productos nuevos en la bibliografia, asi como el
resto de los productos anteriormente resenados como
presentes en la especie L.obtusa.

De estos cinco metabolitos se da la configura-
cion absoluta de uno de ellos basada en estudios
espectroscépicos y de Rayos X. La estructura de los
otros cuatro metabolitos son propuestas en base a
los estudios guimicos Yy espectroscoéplcos, puesto
que todos los 1ntentos para consegulr cristales gue
permitan hacer un estudio de rayos X han sido

infructuosos.

4, Del estudio de los componentes minoritarios
del alga Laurencia sp., recolectada en Orzotla, se

alslan dos nuevos productos cuyas estructuras s¢
175



determinan.

5. Se estudian los componentes terpénicos mino-
ritarios del alga Laurencia sp. de la Isla de
Teneritfe, con la finalidad de encontrar metabolitos
que ayuden a confirmar la ruta biogenética propues-
ta. De dichos estudios se aislan dos productos
derivados del y-bisaboleno, dandose la configura-
c16n absoluta de uno de ellos en base a los datos

espectroscdépicos y de dicroismo circular.

6. Todos los componentes minoritarios aislados
son compuestos hidroxilados con esqueletos haloge-

nados de 15 atomos de carbono.
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