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Del extracto cloroférmico de la esponja marina Didiscus oxeata utilizando métodos croma-
togréficos y espectroscopicos (UV, IR, RMN-"H, RMN-'*C, EM y rotacién especifica) se aisié e
identificé el compuesto 2-[(1'S)-1',5"- dimetil-4-hexenil}-5-metil fencl o (+ }-curcufenol, res-
ponsable de la fuerte actividad de la esponja contra microorganismos gram (+ ), hongos y le-
vaduras (Concentracion minima inhibitoria entre 38.6 y 5.3 1. g/ml.).

ABSTRACT

2-{(1'S)-1",5"-Dimethyi-4 -hexenyl}-5-methyl phenol or ( +)- curcuphenol was isolated from
the marine sponge Didiscus oxeata by chromatographic means and identified by UV, IR, 'H-
NMR, '*C-NMR, MS and specific rotation. It was aiso found that this compound was responsi-
bie for the previous strong antimicrobial activity showed by crude extracts of this marine spon-
ge and that the mininum inhibitory concentration of ( +)-curcuphenol against gram positive mi-
croorganisms ranged between 36.8 and 5.3 g/mil.

INTRODUCCION

Las esponjas son invertebrados marinos que durante la ultima década se han
convertido en una fuente muy importante de un sinnimero de compuestos quimi-
cos con estructuras novedosas (1-3), Esta diversidad quimica comprende nuevos
sesquiterpencs, sesquiterpenos halogenados, alcaloides, triterpenos, éteres, po-
lialcoholes, pigmentos de tipo carotenoide, dcidos grasos, esteroles... etc. Ademas
de la diversidad estructural antes mencionada, muchas de estas sustancias pre-
sentan actividad antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, antineopléstica, citotoxi-
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ca, antifungica, cardiovascular, respiratoria, gastrointestinal, vasodilatadora... etc.
(4) y ademés presentan toxicidad contra peces, ratones y otros animales. Es por
esta razén que en los lltimos afios en Colombia se ha despertado también un gran
interés por estos invertebrados marinos.

El presente trabajo ha sido dedicado a la bisqueda del o de los compuestos pre-
sentes en el extracto cloroférmico de la esponja marina Didiscus oxeata del Caribe
colombiano que en trabajos preliminares (5), habla presentado fuerte actividad an-
timicrobiana, citotéxica e ictiotoxica.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y Equipo

Los espectros fueron tomados en los siguientes equipos: UV en un espectrofoté-
metro Beckman-25, IR en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 467, EM en un espec-
trémetro Shimadzu 8020-DF y la rotaciéon especifica en un polarimetro digital Per-
kin-Elmer 241,

Las separaciones cromatograficas fueron hechas utilizando silica gel 60 Fasy
(Merck) y silica gel 80 (0.063-0.200 mm Merck). La comprobacion de pureza fue he-
cha por Cromatografia de Gases en un aparato Hewiett-Packard 5700A con detec-
tor de ionizacién de llama y una columna capilar de silica fundida entrecruzada con
metil silicona OV-101 y un programa de temperatura de 160-260°C a 4°C/min y He
como gas de arrastre a 0.5 mi/min y por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia en
un equipo Beckman modelo 332 con un detector UV Hitachi 100-40 y una columna
Beckman ODS de 5 1 m con hexano como fase mévil a 0.8 mi/min.

Para los ensayos microbiolégicos se utilizaron caldo infusion cerebro corazén
(Quimirel), agar isosensitest (Merck), una incubadora Theico 32 M de la Precision
Scientific Company, un medidor de halos de inhibicién de antibiéticos Fischer-Lilly
de la Fischer Scientific Company y un multiinoculador disefiado por el Dr. R. Mantilla
del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.

Alsiamionto y Purificacion

La esponja marina fue recolectada en la bahfa de Santa Marta a 13 m de profundi-
dad y clasificada en el Instituto de Investigaciones Marinas de Punta de Betin como
Didiscus oxeata. Ochocientos once gramos de esponja fueron sometidos a un la-
vado con metanol y luego a una extraccion con cloroformo (4 I) con agitacion y du-
rante 24 hr. Parte del extracto cloroférmico obtenido (11 g) fué fraccionado repetiti-
vamente a través de una columna de sllica gel con benceno como eluents, hasta
obtener un compuesto liquido de color naranja oscuro (2 g) que presenté un Rf =
0.41 (Sflica 0.25 mm, benceno) revelando con sulfato cérico aménico/H,SO,. Para
determinar la pureza del compuesto, éste se sometié primero a Cromatografia de
Gases y luego a Cromatografia Liquida de Alta Eficlencia. Luego el compuesto fué
sometido a andlisis espectral (UV, IR, EM, RMN- 'H, RMN-'*C y rotacion especifica)
y a andlisis antimicrobiano utilizando Staphylococcus asureus, Bacllius subtills,
Baclilius cersus, Bacllius anthracis, Streptococcus fascalls, Streptococcus
epidermis, Sarcina lutea, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Sal-
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monelia sp., Pssudomonas aseruginosa, Escherichla coll, Kiebsiella pneumo-
nise, Enterobacter asrogenes, Serratia marcescens, Shigeila sonnel, Proteus
vuigaris, Penicillium sp., Aspergiilius sp.

RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto liquido puro (presenté una sola sefial en Cromatografia de gases y
en Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia) obtenido del extracto cloroférmico de
Didiscus oxeata presenté en el espectro UV absorciones en 211 nm ( £ = 8190),
276nm (€ =1942)y 282 nm ( € = 1785) con desplazamiento batocrémico después
de la adicién de metdxido de sodio, regresando a su valor original luego de la adi-
cién de HCI, comportamiento caracteristico de compuestos fenélicos. El espectro
IR mostré una banda ancha entre 3550 y 3450 cm* caracteristica de alcoholes y fe-
noles y otras bandas en la regién de 3000, 885, 810, 1590 y 1520 que corroboran el
carécter aromético del compuesto. El espectro de masas present6 un ién molecular
en m/z 218 correspondiente a la formula C,sH,,0 y los fragmentos m/z: 91, 77, 65,
51 y 39 indicando la presencia de un nucleo aromético. La diferencia entre el ién mo-
lecular m/z 218 y el pico base m/z 135 sugiri6 la presencia de un sustituyente alque-
nilico en el anillo aromético.

El espectro de Resonancia magnética nuclear proténica (Fig. 1), muestra tres
protones aromaticosa § 7.02ppm (d,1H,J = 7.7Hz), § 6.71ppm(d, 1H,J = 7.7
Hz),y 6.57 ppm (s, 1H) caracteristicos de trisubstitucién 1,2,4. La sefala ¢ 4.7
ppm que desaparece cuando se afiade D,O corresponde al -OH fendlico de este
compuesto, la sefial a § 2.26 ppm (s, 3H) puede asignarse a un metilo aromético y
lasefiala ¢ 2.95 ppm (sexteto, 1H, J = 7.0 Hz) aun proton bencflico. A ¢ 5.11 ppm
aparece Un triplete ancho con J = 7.0 Hz que integra para 1H, el cual asignamos a
un protén vinilico y las sefiales para metilosa § 1.67 ppm (s, 3H)ya ¢ 1.53 se atri-
buyeron a dos metilos vinilicos. La otra sefial para grupo metiloa §1.20 ppm (d,
3H, J = 7.0 Hz) debe estar acoplada al protén bencllico. Ademés se presentan otro
par de sefiales que integran cadaunapara2Hen §1.60ppmy & 1.92ppmque pa-
recen corresponder a dos grupos metilénicos. Revisando la bibliografia se encontré
que los datos espectroscopicos anteriores son iguales a los mostrados por (-)- cur-
cufenol aislado en 1979 de un gorgénido (6). Sin embargo la rctacién especifi-
ca o Jp = +6.0del compuesto aislado de Didiscus oxeata fue opuesta a la encon-
trada para (-)- curcufenol a. Jp = -7.0lo que indica una férmula estructural epimérica
para nuestro compuesto. Del andlisis espectroscopico y de toda la informacion an-
terior, se pudo establecer la siguiente estructura para el compuesto: 2-[(1'S)- 1',5'-
dimetil-4'-hexenil]-5-metil fenol o ( + )-curcufenol. Los datos de RMN-'*C estan en
perfecto acuerdo con el andlisis anterior y sus asignaciones se muestran en las Ta-
blas |y Il indicando el respectivo patrén de comparacion utilizado (7- 9).

(+)-Curcufenol present6 actividad contra microorganismos gram positivos, hon-
gos y levaduras. La tabla lll muestra su concentracion minima inhibitoria contra al-
gunos de los microorganismos que inhibieron su crecimiento. Como puede verse el
compuesto presentd fuerte actividad (5.3 - 10.6 11 g/ml) contra S. aureus y B. ant-
hracis, microorganismos particularmente patégenos al hombre y ademas contra B.
subtilis, S. epidermis y B. cereus. Contra los otros microorganismos su actividad
fue un poco menor. Es importante también anotar que el compuesto mostré activi-
dad contra los hongos Aspergliius sp y Peniclilium sp. (datos no mostrados).

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 17 Nos. 1-2 (1988) 41



.Bglunqwﬂsgﬂoguﬂuﬂﬁﬂ.—du
TARIOITO- (+) GATRoR SuameotigToTq oysendno P (* TXOIM 00€) f..-tloﬁug T WINOLI

0 Ndd Z v 9 B
—IL - ) L— u.ll hl; -. H_:. - | J L _ Ll ] l—
J\J H.\ ,li\l * I‘( .\_‘- _Jﬁn"
HI h
ﬁ w = Mt m
HZ -~
ofa NOD
303 ¥vdvsSia
11.7
HE P
HE
HE HE
HZ

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 17 Nos. 1-2/(1988)

42



60’12 iz *HO-1-D HO
(8) 184
od
oLse 8'se 8'se *HO-5-0
S9°LL g'LL 9Ll 90
O8i
100E} ozel el S0
09'¥Zt 0z gveh K] HO
(2)184
8092 1'92 £0
SZ'LE 913 20
LE°18 6'lE 10
OlBA-|
opeRAHUOdUS (8) wdd () wdd -jousINAIND-( + ) ugprRdwod
9 9 9 -feRsed vinpnys3 ep seuoned

jousnoind-( + ) ep BIPE}Ie eued B] 8p SOUOQIED SO| BJBd 02)W)Nb oJusjweze|dseq 1v18v.L

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 17 Nos. 1-2 (1988)



1802 802 *HO-S-0
vi9LL €911 9-0 Ll
ev'otl €'9€E1 $-0 <
€9'iel 6Lt ¥-0 _
8921 1’92t €-0
98’'ILEL 8'IEL ¢-0
£8'2S1 1251 -0
opeljucoue {6) wdd jousinNaINo-( + ) ugoeIedWOod
wdd o [ejoled einonysgy ep ugled
jousynoin)-( + ) op eIpWoIe euEd B 8p SOUOGIED $0| Bied 0djw)nb c)usjweze|dseq nvlav.i

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 17 Nos. 1-2 (1988)



TABLA I

Concentraciéon minima inhibitoria para ( + )-Curcufenol

Micro- 368 212 106 53 27 1.3
organismos U g/ml.

S. Aureus
S.faecalis

B. subtilis

S, epidermis
B. anthracis
B. cereus
S.lutea

S. cerevisiae
C. albicans

I+ 4+ ++ 1 +
I
I
|

|
|
|
|

+ A+t
+ 1+ ++++++

+ : Inhibicién del crecimiento microbiano; —: Crecimiento-microbiano-

El aislamiento de este nuevo compuesto, ademés de tener importancia quimica
‘per se' es significativamente Util pues podria estarse frente a un nuevo antibiético
que permitiera el tratamiento de las infecciones causadas por los gram positivos.
Sin embargo es importante hacer primero estudios citotdxicos y farmacolégicos con
el objeto de conceptuar sobre su posible utilizacién en humanos, vegetales o ani-
males. Por ultimo es necesario aclarar que ( + )-Curcufenol fue aislado de la natura-
leza por primera vez por nuestro grupo (10) y posteriormente por Wright et al. (11)
en otra esponja marina.
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