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Resumen

De las esponjas marinas Cliona varians, Tedania ignis, Amorphinopsis sp. 1 y Cinachyrella kukenthali,
recolectadas en la bahia de Cispatd, Departamento de Coérdoba (Colombia), se obtuvieron sus extractos
metandlicos, los cuales fueron sometidos a métodos de particion y cromatograficos hasta obtener sus fracciones
lipidicas. Los analisis efectuados por la técnica de Cromatografia de Gases de Alta Resolucion acoplada a
Espectrometria de Masas (CGAR-MS), permitieron la identificacion de 36 acidos grasos en todas las esponjas (17
en C. varians, 11 en T. ignis, 20 en Amorphinopsis sp. 1,y 12 en C. kukenthali), presentando estructuralmente
cadenas hidrocarbonadas que variaron entre 12 y 28 carbonos incluyendo cadenas lineales saturadas, cadenas
ramificadas saturadas y cadenas insaturadas. En este sentido, se identificaron también 21 esteroles en los mismos
organismos (11 en C. varians, 7 en T. ignis, 14 en Amorphinopsis sp. 1,y 9 en C. kukenthali), las estructuras de
estos compuestos son monohidroxiladas con nucleos D° D3, D’y cadenas laterales saturadas e insaturadas.
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Abstract

From the methanolic extracts of the marine sponges Cliona varians, Tedania ignis, Amorphinopsis sp. 1, and
Cinachyrella kukenthali collected in the Bay of Cispata, Department of Cordoba (Colombia), were obtained
their lipids fractions by means of partition and chromatographic process. The structures were determined on
the basis of spectral dates and retention time by high resolution gas chromatography coupled to mass
spectroscopy (HRGC-MS); 36 fatty acids were identified in all the sponges (17 in C. varians, 11 in T. ignis, 20
in Amorphinopsis sp. 1, and 12 in C. kukenthali). The carbon chains contained 12- 28 carbon atoms including
straight, branched and unsaturated chains. On the other hand, 21 steroids were identified in all the sponges (11
en C. varians, 7 en T. ignis, 14 en Amorphinopsis sp. 1, and 9 en C. kukenthali), their structures were identified
as monohydroxylated with nucleus D° D>, 7 and saturated and unsaturated side chains.
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INTRODUCCION

Las esponjas marinas constituyen uno de los gru-
pos de animales marinos que mas han sido estudia-
dos y un buen nlimero de estos trabajos se han de-
sarrollado relacionando la gran variedad estructural

de los compuestos aislados e identificados con sus
posibles actividades bioldgicas. (Blunt, 2004;
Faulkner, 2002). Dentro de este contexto y apro-
vechando la gran biodiversidad marina presente en
las aproximadamente 180 hectareas de mar que
posee el Departamento de Cordoba (Kerguelén y
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Crismatt, 2002), este trabajo da a conocer la com-
posicion quimica de las fracciones lipidicas de las
esponjas Cliona varians, Tedania ignis, Amor-
phinopsis sp. 1 y Cinachyrella kukenthali. Todos
los organismos estudiados fueron recolectados en
la Bahia de Cispaté4 (Cordoba), Colombia, y de ellos
no se conocen reportes acerca de su composicion
esterdlica y de acidos grasos, que constituyen el tipo
de compuestos aqui presentados. En lo que tiene
que ver con la actividad bioldgica, a todas las es-
ponjas se les evalu6 su capacidad captadora de
radicales libres y su posible accion bactericida.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las esponjas marinas. Los orga-
nismos estudiados, fueron recolectados en diferen-
tes lugares de la Bahia de Cispatd, en el Caribe de
Cordoba (Colombia), encontrandose a profundida-
des que variaron entre 2 y 7 m. El material de estu-
dio una vez recolectado, fue trasladado al labora-
torio donde permaneci6 bajo refrigeracion. Poste-
riormente, los organismos fueron cortados en tro-
zos pequeiios colocandose en contacto con metanol
durante tres dias, luego de los cuales, se elimind el
solvente mediante destilacion a presion reducida.

Técnicas empleadas. La Cromatografia en Capa
Delgada (CCD) se realizd en cromatoplacas de
Aluminio de 20 x 20 cm., con silica gel 60 F254 y
un espesor de 0.2 mm. Como eluentes se utilizaron
mezclas de hexano:AcOEt reveladas con una solu-
ci6n de acido fosfomolibdico al 5% en etanol, con
posterior calentamiento. La cromatografia en co-
lumna (CC) fue empacada con silica gel (0.063-
0.200 mm, Merck) y como fase movil se emplea-
ron mezclas de polaridad creciente benceno: AcOEt.
Los andlisis por Cromatografia de Gases de Alta
Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas
(CGAR-EM), se realizaron en un equipo Shimadzu
GC-17A utilizando una columna capilar de silica
fundida HP-1 (20 m x 0.2 mm d.i) y Helio como
gas de arrastre a 10 ml/min. La temperatura de la
columna se mantuvo a 270 °C, la relacion de split
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1:10 y el volumen de inyeccion de 1 a 2 il. El detec-
tor empleado fue un espectrometro de masas
Shimadzu modelo QP-5050A, con una fuente de
ionizacion de 70 eV, y un filamento de 60 1A mante-
nido a 300 °C. Como patrén de referencia se utilizo
el colesterol, para el caso de los esteroles.

Esteres metilicos de acidos grasos. Se coloca-
ron 100 mg de la mezcla de acidos grasos y 2ml de
trifloruro de boro metanolico al 14% en un bafio de
parafina a 90 °C durante 2 horas. La formacion de
esteres metilicos se monitoreo por CCD usando
como eluente un sistema hexano:benceno (7:3) y
como patron de referencia un éster metilico de aci-
do graso. A lamezcla de reaccion se le agregaron 5
ml de hexano y se lavo varias veces con solucion
saturada de cloruro de sodio. Luego, la fase orga-
nica obtenida se seco con sulfato de sodio anhidro.
Se utilizo el parametro de retencion ECL (Equivalent
Chain Long) para la identificacion preliminar de los
esteres metilicos de acidos grasos. (Carballeira y
Maldonado, 1994; Duque y Martinez, 1993).

Pirrolididas de acidos grasos. La cantidad de 5
mg de los esteres metilicos obtenidos se trataron
con una mezcla de pirrolidina: acido acético (10:1)
en un bafio de arena a 100 °C por 90 min. La for-
macion de pirrolididas se monitoreo por CCD usan-
do como eluente el sistema benceno:acetato de etilo
(1:1) y como patron de referencia el compuesto (N-
(9-octadecenoil) pirrolidida). Posteriormente, se ex-
trajo la mezcla de reaccion 2 veces con cloroformo
(3001il) y la fase organica obtenida se le hizo parti-
ci6n 3 veces con una solucion 2N de acido clorhi-
drico, posteriormente, se seco con sulfato de sodio
anhidro. (Carballeira y Maldonado, 1994; Duque
etal., 1993).

Actividad biolégica: Los ensayos de actividad
bactericida fueron realizados empleando el método
de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) por
microdilucion sobre las bacterias S. aureus (Gram
+)y E. coli (Gram -) (CYTED, 1995). Por su par-
te el ensayo de actividad captadora de radicales
libres se baso en la decoloracion del radical libre de
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DPPH, evaluada por espectrofotometria ultravioleta
(Bondet y Brand-Williams, 1997).

RESULTADOS

Los procesos de separacion, purificacion e identifi-
cacion por CGAR-EM, permitieron determinar la
estructura quimica de 21 compuestos esteroidales
y 36 acidos grasos, estos ultimos fueron evaluados
como sus derivados esteres metilicos y pirrolididas.
Los compuestos identificados se ilustran en la figu-
ral ylastablas 1y 2.

Tabla 1. Compuestos esterdlicos identificados
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Figura 1. Nucleos y cadenas detactadas en los esteroles
de esponjas

Esterol PM [Niucleo | Cadena lateral (R) |Presente en la esponja
C.v|Ti|A sp.1|C k
colesta-5,22-dien-34-ol (1) 384 | As I x | x X X
colest-7- en-34-ol (11) 386 | A7 A X
colest-5-en-34-0l (2) 386 | As A x | x X X
54— colestan - 34— o0l (17) 388 | Ao A x | x X X
24i-metilcolesta-5,22-dien-34-0l (3) 398 | AS G X X X
241-metilcolest-7-en-3a-o0l (12) 400 | A7 D X
24-metilencolesta-5,24(28)-dien-34-ol (4) 398 | AS H X
24i-metilcolest-5-en-34-ol (5) 400 | AS D x | x X
241-metil-54-colestan-3a-ol (18) 402 | A0 D X X X
24i-etilcolesta-5a-7,22-dien-34-ol (13) 412 | A7 J X X
241 -etilcolest-5-en-34-ol (6) 414 | As F x | x X X
24i-etilcolestan-54-34-o0l (19) 416 | A0 F X
24i-etilcolesta-5,22-dien-34-0l (7) 412 | A J X
24-metilen-25(1), 27-dimetilcolesta
7,24(28)-dien- 3a-o0l(14) 412 | A7 K X
24-metilencolesta-7,24(28)-dien-34-ol (15) 398 | A7 H X
24-metilen-54-colest-24(28)-en-3a-ol (20) 400 | A0 H X
colesta-5,24-dien-34-ol (8) 384 | As B X
24i-etil-5a-colest-22-en-3a-ol (21) 414 | A0 J X
24i-etilen-54a-colesta-7,24(28)-dien-34-0l (16) | 412 | A7 C X
24i-etilcolesta-5,22-dien-34-0l (9) 412 | AsS J X
231-metilcolesta-5,22-dien-3a-0l (10) 398 | AS E X
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Tabla 2. Acidos grasos identificados

Santafé et al.

Acido graso ECL Exper | ECL Teor Presencia en la esponja
Cv| Ti A. sp. 1 C k
n-dodecanoico(22) 12.00 12.00 X X
n-tetradecanoico(23) 14.00 14.00 X X X X
4,8,12-trimetiltridecanoico(24) 14.51 14.52 X X X
13-metiltetradecanoico(25) 14.64 14.65 X X
n-hexadecanoico(26) 16.00 16.00 X X X X
n-heptadecanoico(27) 17.00 17.00 X X X X
5,9-octadecadienoico(28) 17.59 17.49 X X
9-octadecenoico(29) 17.77 17.75 X X
n-octadecanoico(30) 18.00 18.00 X X X
12-nonadecenoico(31) 18.93 18.84 X X
n-eicosanoico(32) 20.00 20.00 X X X
15-docosenoico(33) 21.83 21.88 X
n-docosanoico(34) 22.00 22.00 X X
14-tetracosenoico(35) 23.78 23.70 X
5,9-pentacosadienoico(36) 24.55 24.51 X X
5,9-hexacosadienoico(37) 25.40 25.43 X X
20,23-octacosadienoico(38) _— —_ X
n-pentadecanoico(39) 14.99 15.00 X X
14-metilpentadecanoico(40) 15.68 15.66 X
14-metilhexadecanoico(41) 16.73 16.79 X
15-metilhexadecanoico(42) 16.69 16.66 X
12-metiloctadecanoico(43) 18.47 18.46 X
n-tetracosanoico(44) 24.0 24.0 X X
9-hexadecenoico(45) 15.81 15.82 X X
11-octadecenoico(46) 17.71 17.78 X
n-nonadecanoico(47) 19.00 19.0 X
5,11,14-eicosatrienoico(48) 19.43 19.36 X
5,11-eicosadienoico(49) 19.50 19.44 X
18-metilnonadecanoico(50) 19.69 19.68 X
19-metilicosanoico(51) 20.68 20.64 X
n-eicosanoico(52) 21.00 21.00 X X
17-tetracosenoico(53) 23.73 23.79 X
12-metiltetradecanoico(54) 15.08 14.73 X
9,13-dimetiltetradecanoico(55) 14.54 X
9,12,13-trimetiltetradecanoico(56) 16.74 X

Los extractos metanolicos fueron sometidos a dife-
rentes sistemas de particion siguiendo una adapta-
cion del método de Kupchan (Santafé et al., 2002)
logrando obtener subextractos de menor compleji-
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dad quimica agrupados de acuerdo a su polaridad.
Estos ultimos fueron sometidos a columnas cromato-
graficas repetitivas.
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Las fracciones obtenidas se monitorearon por me-
dio de ccf comparandolas con patrones conocidos
(colesterol para esteroles y acido palmitico para los
acidos grasos), observandose finalmente, en todas
las especies estudiadas, que son estos tipos de com-
puestos los mas abundantes. Otra clase de com-
puestos, de mayor polaridad, son apenas percepti-
bles a través de esta técnica, es decir, que para su
aislamiento e identificacion, seria necesario incre-
mentar de manera notoria la cantidad recolectada
de los organismos estudiados.

De acuerdo con estos resultados, el estudio conti-
nud sobre las fracciones esterdlicas y de 4cidos gra-
sos, obteniéndose mediante el analisis de sus es-
pectros de masas que los esteroles (1), (2), (5), (6)
y (17) estan presentes en todas las esponjas (Cas-
tellanos, 2003; Wyllie, 1977) mientras que los com-
puestos (3) y (18), estan presentes en C. varians,
Amorphinopsis sp. 1y C. kukenthali, y el com-
puesto (13) estd presente en C. varians y Amorphi-
nopsis sp. 1. El resto de compuestos estan presen-
tes en solo una especie. Todos los nucleos identifi-
cados son monohidroxilados y entre ellos el mas
abundante es el A® (figura 1). En cuanto a las cade-
nas laterales, estas variaron entre 8 y 10 dtomos de
carbono presentdndose instauraciones en algunas
de ellas. Por su parte en los 4cidos grasos se en-
contrd que los compuestos (26) y (27) estan pre-
sentes en todas las esponjas; el (32) estd en C.
varians, T. ignis y Amorphinopsis sp. 1; el (30)
estd en C. varians, T. ignis 'y C. kukenthali; (23)
y (24) estan en C. varians, Amorphinopsis sp. 1 y
C. kukenthali. Los compuestos (31), (34),(36) y
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fueron evaluadas contra las bacterias S. aureus 'y
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