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Del extracto orgánico de la esponja mari-

na Cliona tenuis, recolectada en las Islas

del Rosario (Colombia, mar Caribe), fue

obtenida la fracción lipídica, la cual pre-

sentó propiedades antifouling en pruebas

en campo. Esta fracción fue separada por

CC sobre gel de sílice hasta obtener frac-

ciones de ésteres metílicos, glicéridos,

glicolípidos, fosfolípidos y ácidos grasos

libres, las cuales fueron identificadas por

CCD y técnicas de de-replicación (RMN
1H y 13C). Posteriormente, las fracciones

de glicéridos, glicolípidos y fosfolípidos

fueron hidrolizadas, y los ácidos obteni-

dos, junto con los provenientes de la frac-

ción de ácidos grasos libres, fueron trans-

formados en ésteres metílicos, y todos se

analizaron por CGAR-EM. Para ubicar

las insaturaciones y ramificaciones, los

ésteres metílicos se transformaron luego

en sus correspondientes pirrolididas, las

cuales también se analizaron por

CGAR-EM. El estudio cromatográfico

(valores de ECL) y de los espectros de

masas de los ésteres metílicos y de sus de-

rivados pirrolididas permitió identificar

81 ácidos grasos diferentes, de los cuales

no habían sido previamente reportados:

los ácidos 4,8-hexadecadienoico, 11-me-

til-4,10-octadecadienoico, 6,9,12,14-

icosatetraenoico, y 6,9,12,14,17-icosa-

pentanoico.

Cliona tenuis, lípi-

dos, ácidos grasos, antifouling.

The lipid fraction obtained from the mari-

ne sponge Cliona tenuis, collected at the

Islas del Rosario (Colombia, Caribbean

Sea), showed antifouling activity using

field bioassays. This fraction was separa-

ted by CC on silica gel obtaining a mixtu-
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re of methyl esters, and enriched frac-

tions of glycerides, glycolipids,

phospholipids and free fatty acids. All of

them were identified by TLC and derepli-

cation techniques (NMR). The glyceride,

glycolipid, and phospholipid fractions

were hydrolyzed and the fatty acids obtai-

ned, together with the initial fatty acids

fraction, were converted into their methyl

esters and analyzed byHRGC-MS. To lo-

cate unsaturations and alkyl branches in

fatty acids, their methyl esters derivates

were transformed to pyrrolidides and

subsequently analyzed by HRGC-MS.

The identity of the fatty acids was carried

out using their ECL value as methyl es-

ters, and particularly the study of their pi-

rrolidide spectra was used to locate unsa-

turations and alkyl branch positions. This

study allowed us to identify 81 fatty acids,

four of them never reported before:

4,8-hexadecadienoic acid, 11-methy l-4,

10-octadecadienoic acid, 6,9,12,14-ico-

satetraenoic acid, and 6,9,12,14,17-ico-

sapentanoic acid.

Cliona tenuis, lipids, fatty

acids, antifouling.

A partir do extrato orgânico da esponja

marinha Cliona tenuis, coletada nas ilhas

do Rosario (Colombia, Mar Caribe), foi

obtido uma fração lipídica, que apresen-

tou propriedades antifouling in situ. Esta

fração foi separada através de CC em gel

de sílica para obter as frações de ésteres

metílicos, glicerídeos, glicolipídeos, fol-

folipídeos e ácidos libres, as quais foram

identificadas por CCD e técnicas espec-

troscópicas de RMN 1H e 13C. Posterior-

mente, as frações contendo glicerídeos,

glicolipídeos e folfolipídeos foram hidro-

lizadas e os ácidos obtidos, juntamente

com os ácidos obtidos das frações que

continham ácidos livres foram transfor-

madas em ésteres metílicos e analisados

por CGAR-EM. Para identificar as insa-

turações e ramificações, os ésteres metíli-

cos foram transformados em derivados

pirrolidínicos para serem analisadas por

CG-EM. Através da análise cromatográ-

fica (valores de ECL) e dos espectros de

massas dos ésteres metílicos e seus deri-

vados pirrolidínicos foi possível identifi-

car 81 ácidos graxos diferentes, sendo

que quatro são compostos ainda não rela-

tados: os ácidos 4,8-hexadecadienóico,

11-metil-4,10-octadecadienóico, 6,9, 12,

14- icosatetraenóico, e 6,9,12,14,17-ico-

sapentanóico.

Cliona tenuis, lipí-

deos, ácidos graxos, antifouling.

Las esponjas son organismos multicelula-

res que han logrado colonizar la mayoría

de los hábitat acuáticos. El proceso de

adaptación a estos ambientes pudo traer

como consecuencia cambios en las mem-

branas celulares, en especial en los fosfo-

lípidos y los esteroles que las constituyen,

lo cual les permitió adaptarse a su entor-

no. A partir de los estudios químicos

practicados sobre esponjas marinas, se ha

logrado aislar una gran cantidad de meta-

bolitos novedosos, incluidos lípidos y

muchos otros compuestos con actividad

farmacológica (1). Los estudios en espon-

jas marinas sobre la composición de áci-

dos grasos ligados a distintas clases de lí-

pidos, como por ejemplo fosfolípidos,

glicolípidos, glicéridos, esteroles o en

forma libre, muestran la presencia de áci-

dos demospóngicos (longitudes de cadena

260

REVISTA COLOMBIANA DE QUÍMICA, VOLUMEN 37, No. 3 DE 2008



superiores a C24 y generalmente con un

patrón de insaturación cisC-5 y cisC-9);

ácidos grasos con sustituyentes hidroxilo,

ciclopropilo, acetoxi, metoxilo, bromo;

ácidos con cadena impar y ácidos con un

patrón de insaturación C-6 y C-11, muy

poco difundido en la naturaleza, además

de la presencia de ácidos poliinsaturados

y ramificados (2). Algunos de estos áci-

dos grasos y sus derivados han mostrado

actividad antimicrobiana (3), citotóxica

(4) y antifouling (5), por lo cual reciente-

mente se han venido desarrollado esfuer-

zos sintéticos para obtener este tipo de

compuestos (6).

El presente estudio fue llevado a cabo

con el objeto de ampliar el conocimiento

de los lípidos de las esponjas del género

Cliona. Las esponjas de este género re-

sultan interesantes puesto que han sido

consideradas unos de los organismos

bioerodadores más abundantes de los

arrecifes del mar Caribe, siendo también

uno de los organismos más eficientes en

la competencia por espacio; por ejemplo

Cliona tenuis y Cliona aprica son capaces

de crecer lateralmente sobre y dentro del

sustrato coralino a una tasa de varios cen-

tímetros por año (7), pudiendo llegar a

matar al coral que están invadiendo, y en

algunos casos hasta monopolizar el sus-

trato arrecifal con las consecuentes pérdi-

das en la biodiversidad. De lo anterior re-

sulta claro que estos organismos han

tenido efecto notorio sobre la morfología

y ecología de los arrecifes coralinos. De

otro lado, las esponjas de este género han

sido estudiadas químicamente, en parti-

cular por el interés que ha despertado la

presencia de péptidos lineales enamínicos

en ellas (8); no obstante también se ha es-

tudiado su composición lipídica, particu-

larmente de las esponjas caribeñas Cliona

aprica (9) y Cliona caribbaea (10), ade-

más de las esponjas Cliona celata, Cliona

viridis y Cliona chilensis. Hasta la fecha

no se ha reportado la composición lipídi-

ca de Cliona tenuis, objeto de estudio en

este trabajo, aunque en 2006, dentro de

nuestro grupo de investigación, se repor-

tó el aislamiento de un imino derivado de

un aminoácido (11) que presenta propie-

dades aleopáticas (12) contra corales,

constituyéndose en el primer ejemplo de

un compuesto involucrado en la compe-

tencia por espacio contra corales, aislado

de una esponja.

Por las razones antes mencionadas,

este trabajo pretendió identificar la frac-

ción responsable de la actividad antifou-

ling observada en el extracto total de

Cliona tenuis, y caracterizarla química-

mente. El fouling puede ser descrito

como la acumulación de material particu-

lado, microorganismos, plantas y anima-

les sobre superficies (animadas o inani-

madas) sumergidas en un medio acuoso.

Este proceso obedece a la necesidad que

tienen muchos organismos marinos de

asentarse sobre una superficie para su de-

sarrollo, y hace parte de la competencia

natural de los individuos por colonizar y

luego defender el espacio adquirido en el

bentos, atendiendo lo anterior al hecho de

que este recurso es muy limitado en el

mar. Existen múltiples estrategias por las

cuales los organismos marinos evitan el

fouling; entre ellas se destacan los com-

puestos químicos que producidos por un

organismo pueden disuadir el asenta-

miento de otros sobre él (13).

Para la cromatografía en columna (CC) se

utilizó sílica gel Merck (230-400 mesh), y
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para la CCD se emplearon cromatoplacas

Merck de sílica gel HF254. Los espectros

de RMN fueron registrados en un equipo

Brucker-400 empleando CDCl3 y CD3OD

como solventes. Los análisis por cromato-

grafía de gases se realizaron en un croma-

tógrafo Shimadzu GC-17A acoplado a un

espectrómetro de masas QP5050A, em-

pleando una columna DB-1 de sílica fundi-

da (25 m x 0,25 mm d.i., 1mm) y usando

He (1 mL/min) como gas de arrastre. Las

temperaturas del detector e inyector se

mantuvieron a 300 °C. La fuente de ioni-

zación se usó a 70 eV.

Ejemplares de la esponja Cliona tenuis

fueron recolectados, mediante buceo au-

tónomo, en las Islas del Rosario (Colom-

bia) en agosto de 2003 a una profundidad

de 3 a 6 metros. Las muestras se lavaron,

se limpiaron cuidadosamente y se conge-

laron a -30 ºC. La especie fue identifica-

da por el doctor Sven Zea, y un espéci-

men fue depositado en el Instituto de

Ciencias Naturales de Colombia con el

código ICN-MHN(Po) 189.

La esponja (2,1 kg) fue cortada en peque-

ños trozos, limpiada del carbonato y ex-

traída con diclorometano y metanol. Los

extractos se combinaron en uno solo

(36,3 g, extracto crudo total, ECT), y

fueron sometidos a partición entre

CH2Cl2 y H2O. La fracción acuosa fue so-

metida a partición entre butanol y agua,

obteniéndose la subfracción butanólica

(WB) y la subfracción acuosa (WW), res-

pectivamente. Los lípidos totales fueron

obtenidos en la fracción de CH2Cl2 (NP).

Finalmente, la fracción NP fue sometida

a partición entre metanol (al 90%) y n-he-

xano, obteniendo la subfracción metanó-

lica (FM) y la subfracción hexánica (FH),

respectivamente.

La subfracción FH se separó por CC

sobre sílica gel empleando mezclas de he-

xano y acetato de etilo para su elución.

Así, se obtuvieron las fracciones de éste-

res metílicos (11% de FH), de acilglicéri-

dos (47% de FH) y de ácidos libres (3,5%

de FH). Estas fracciones fueron identifi-

cadas por CCD comparativa usando pa-

trones de este tipo de compuestos, y ca-

racterizadas preliminarmente por RMN
1H y 13C.

Para obtener las subfracciones de fos-

folípidos y glicolípidos, la fracción lipídi-

ca total NP se separó por cromatografía al

vacío sobre sílica gel previamente tratada

con hidróxido de amonio y secada a 120

ºC, tal y como lo indica la metodología

desarrollada originalmente por Privett et

ál. en 1973 (14, 15). En la fracción eluida

con acetona se detectó la presencia de gli-

colípidos (10% de NP) por el color rojo

de revelado frente a una solución de

a-naftol, y por el análisis de su espectro

de RMN 1H y 13C. En la fracción eluida

conmetanol (7% deNP) se detectó la pre-

sencia de fosfolípidos por comparación

en CCD con patrones, y por el color azul

de revelado frente a una solución de azul

de molibdeno, así como por el análisis de

su espectro de RMN 1H y 13C.

N-

Las fracciones de ácidos grasos libres,

acilglicéridos, glicolípidos y fosfolípidos

fueron convertidos en sus ésteres metíli-

cos (EMAG) por reacción con KOH me-
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tanólico (10%), y luego con BF3-MeOH

(14%). Los derivados N-pirrolidínicos

fueron preparados por reacción de los

EMAG (1 mg aprox.) con pirrolidina re-

cién destilada (0,1 ml) en presencia de

ácido acético (0,01 ml), y calentamiento a

110 ºC por 2 h. Los EMAG obtenidos

fueron analizados por CG-EM usando la

columna antes descrita, y un programa de

temperatura desde 130 ºC hasta 305 ºC

calentando a 4 ºC/min. Las mezclas de

pirrolididas fueron analizadas empleando

un programa de temperatura desde 200

ºC hasta 300 ºC calentando a 4 ºC/min.

Los índices de retención ECL (longitud

equivalente de cadena, por sus siglas en in-

glés) y los datos del espectro de masas

(EM, 70 eV) de los ácidos grasos nuevos

(Figura 1) se presentan a continuación.

ECL 15,66; EM m/z: 266 (M+, 2%), 234

(2%), 192 (2%), 150 (3%), 135 (10%),

121 (10%), 95 (40%), 81 (70%), 67

(100%).

EM m/z 305 (M+, 20%), 290

(1%), 276 (2%), 262 (3%), 248 (8%), 234

(10%), 220 (9%), 206 (3%), 194 (20%),

180 (10%), 166 (3%), 152 (5%), 140

(8%), 126 (100%), 113 (90%), 98 (60%).

ECL 18,74; EM m/z 308

(M+, 2%), 293 (2%), 265 (5%), 209

(20%), 140 (100%), 121 (10%), 95

(50%), 81 (100%), 70 (60%).

EM m/z 347

(M+, 1%), 332 (1%), 318 (1%), 304

(1%), 290 (1%), 276 (2%), 262 (5%),

248 (5%), 220 (5%), 208 (5%), 194

(10%), 180 (10%), 166 (25%), 152

(12%), 140 (2%), 126 (20%), 113

(100%), 98 (50%).

ECL 19,34; EM m/z 318 (M+,

1%), 247 (2%), 233 (2%), 217 (2%), 208

(2%), 95 (50%), 91 (70%), 79 (100%),

67 (80%).

EM m/z 357 (M+, 2%), 328

(1%), 314 (1%), 300 (2%), 286 (2%), 272

(2%), 260 (2%), 246 (2%), 234 (1%), 220

(2%), 206 (3%), 194 (1%), 180 (3%), 166

(3%), 154 (1%), 140 (3%), 126 (20%),

113 (100%), 98 (20%).

ECL 19,38; EM m/z 316 (M+,

1%), 301 (1%), 247 (1%), 233 (2%), 215,

(2%), 201 (3%), 95 (50%), 91 (70%), 79

(100%), 67 (80%).

EM m/z 355 (M+, 2%),

326 (1%), 312 (1%), 300 (2%), 286 (2%),

272 (2%), 260 (2%), 246 (2%), 234 (1%),

220 (2%), 206 (3%), 194 (1%), 180 (3%),

166 (3%), 154 (2%), 140 (3%), 126

(20%), 113 (100%), 98 (20%).

antifouling

Para este ensayo se utilizaron geles de

PhytagelTM, que tienen la características de

liberar lentamente los compuestos en él re-

tenidos (16). Los geles con las fracciones

de prueba (ECT, WW, WB y NP), a una

concentración volumétrica natural, fueron

dispuestos en cajas de petri (90 mm de diá-

metro x 10 mm de altura). Los geles control

se prepararon mezclando la misma canti-

dad de Phytagel y agua, y agregando la can-

tidad equivalente de metanol o diclorome-
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tano empleados en el proceso de dispersión

de las fracciones. Posteriormente, las cajas

fueron amarradas boca abajo (con los geles

en dirección al sustrato) en dos andamios de

tubos de PVC, y se sumergieron a 8 m de

profundidad en Punta de Betín (Santa Mar-

ta). Los experimentos se realizaron enmar-

zo de 2005, y durante marzo y abril de

2006, dejando los geles sumergidos en el

agua por un período de 30 días. Luego las

cajas de petri se sacaron del mar teniendo

cuidado de mantenerlas siempre sumergi-

das en aguamarina, y se llevaron a los labo-

ratorios de Invemar donde se colocaron en

acuarios con flujo continuo de agua marina

filtrada. Bajo el estereoscopio se evaluaron

la abundancia y el porcentaje de cobertura

de organismos sésiles. Se realizaron com-

paraciones de estas variables entre extrac-

tos crudos, fracciones y el control por me-

dio de las pruebas estadísticas Kruskal-

Wallis y Dunn y ANOVA (17).

antifouling

Cliona tenuis

La esponja Cliona tenuis contiene una

gran cantidad de zooxantella asociada,

pero no está colonizada por macroorga-

nismos pese a que ocupa espacios grandes

en el fondo marino, lo cual podría indicar

que contiene compuestos capaces de inhi-

bir la colonización de su superficie. Por

lo anterior se procedió a determinar si el

extracto total (ECT) de C. tenuis mostra-

ba propiedades antifouling según el ensa-

yo antes descrito, y se encontró que ECT

presenta un efecto antifouling estadística-

mente significativo respecto al control

(Tabla 1), pues tanto la abundancia como

la cobertura de organismos disminuyó

notablemente al usar el extracto en com-

paración con los controles.

El paso siguiente fue determinar en

cuál o cuáles de las fracciones se centraba

esta actividad, para lo cual se ensayaron

las fracciones acuosa (WW), butanólica

(WB) y no polar (NP), encontrando que la

fracción no polar (NP) presenta un efecto

antifouling estadísticamente significativo

respecto al control, mientras que las frac-

ciones WW y WB no tuvieron un efecto

antifouling significativo respecto al con-

trol (Abundancia: Kruskal Wallis, p >

0,05; Cobertura: ANOVA, p = 0,05).

Así, se pudo establecer que en la fracción

lipídica (NP) de esta esponja se concentró

la actividad antifouling exhibida por el

extracto total. Las propiedades antifou-

ling son muy importantes para la supervi-

vencia de la esponja, puesto que le permi-

te mantener su superficie libre de

epibiontes dejando el espacio libre para

su supervivencia. Una revisión de la bi-

bliografía ha mostrado que compuestos

tales como los glicolípidos, glicerilglico-

lípidos, ácidos grasos de cadena larga
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Abundancia total 33,0 ± 4,0 2,0 ± 2,3* 35,0 ± 3,6 37,6 ± 7,8 1,0 ± 2,0*

Cobertura total (%) 7,8 ± 0,0 1,1 ± 0,0* 2,1 ± 0,0 7,4 ± 0,0 0,7 ± 0,0*

Ensayo de actividad antifouling: abundancia y cobertura de organismos encon-

trados sobre los geles después de unmes en campo. Extracto y fracciones deC. tenuis.

* Hay diferencias significativas respecto al control (Kruskal Wallis p £ 0,05; Prueba de Dunn p £ 0,05).



como el araquidónico o palmitoléico y los

esfingolípidos han mostrado actividad an-

tifouling (5). Por lo anterior resultó im-

portante caracterizar químicamente esta

fracción lipídica (NP).

La fracción lipídica total (NP) fue separa-

da por cromatografía en columna en mez-

clas de ésteres metílicos, glicéridos, gli-

colípidos, fosfolípidos y ácidos libres, tal

y como se describió en la parte experi-

mental. Cada una de las fracciones fue

identificada por su movilidad en CCD

con respecto a patrones de cada una de las

clases de compuestos, así como por sus

espectros de RMN tanto protónica como

de carbono. Posteriormente, los ácidos

grasos que componían las fracciones fue-

ron transformados en sus ésteres metíli-

cos y pirrolididas, tal y como se describe

en la parte experimental. La asignación

estructural de los ácidos grasos se hizo

mediante el estudio de los espectros de

masas de los ésteres metílicos, la compa-

ración del parámetro cromatográfico

ECL (longitud equivalente de cadena, por

sus siglas en inglés) con los valores repor-

tados en la literatura, y los obtenidos por

nosotros para muestras verdaderas. La

asignación de la posición de las insatura-

ciones y de las ramificaciones se hizo me-

diante el estudio detallado del espectro de

masas de las pirrolididas obtenidas (18).

La cuantificación se realizó por el método

de normalización de áreas tanto en el TIC

como en el cromatograma. En la Tabla 2

se presentan los ésteres metílicos de los

ácidos grasos identificados en las fraccio-

nes de ésteres metílicos libres, glicéridos,

glicolípidos, fosfolípidos y ácidos libres,

indicando en cada caso su abundancia re-

lativa. Adicionalmente, se presenta el va-

lor de ECL para cada uno de estos ésteres

metílicos de ácido graso.

En la Tabla 2 se destacan en negrita

los ácidos cuya estructura no había sido

reportada previamente en la bibliogra-

fía. En la Figura 1 se presentan los iones

diagnóstico de los derivados pirrolidínicos

que permitieron localizar los dobles enla-

ces y las ramificaciones de los ácidos no

reportados: 4,8-hexadecadienoico, 11-

metil- 4,10-octadecadienoico, 6,9,12, 14-

icosatetraenoico, y 6,9,12,14,17-icosa-

pentanoico. Cabe resaltar que los valores

de ECL encontrados para estos ácidos no

corresponden a ningún ácido reportado en

la literatura. A continuación, y a manera

de ejemplo, se presenta el análisis de los

espectros de masas de dos de ellos. El és-

ter metílico del

presentó un ion en m/z 266 que co-

rresponde con una fórmula molecular

C17H30O2, indicando la presencia de dos

dobles enlaces en la cadena hidrocarbo-

nada; además mostró los iones en m/z

234 correspondiente a la pérdida de me-

tanol (M+-CH3OH), y en m/z 150 co-

rrespondiente a un rompimiento alílico

desde el fragmento anterior (M+-CH3

OH-C6H13), sugiriendo un doble enlace en

la posición 8. El espectro del derivado pi-

rrolidínico mostró un fragmento en m/z

305 (M+), que confirma que se trata de

un ácido de 16 carbonos diinsaturado; la

posición de las insaturaciones se asignó

en las posiciones 4 y 8 por los fragmen-

tos en m/z 234, 220, 206, 194, 180, 166,

152, 140 y 126, tal y como se indica en la

Figura 1. El valor ECL de 15,66 para

este compuesto tampoco se encontró re-

portado en la literatura para un com-

puesto de las características antes men-

cionadas.
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1 Dodecanoico (n-12:0) 12,00 - - t 0,4 -

2 9-Tetradecenoico (14:1) 13,83 0,4 - t 0,6 -

3 Tetradecanoico (n-14:0) 14,00 3,7 10,7 1,2 4,8 15

4 4,8,12-Trimetiltrideca-

noico (4,8,12-Me-14:0)

14,58 - 1,1 2,1 3,4 0,9

5 13-Metiltetradecanoico

(iso-14:0)

14,67 - - t 0,2 -

12-Metiltetradecanoico

(anteiso 14:0)

14,75 - - t 0,2 -

6 Pentadecanoico (n-14:0) 15,04 - - 0,3 0,6 t

7 5,9-Hexadecadienoico

(D5,9 16:2)

15,63 2,5 - - 1,6 -

8 14-Metilpentanoico

(iso-15:0)

15,66 - - 0,6 - -

9

D

- - - -

10 5-Hexadecenoico (D5

16:1)

15,73 - - - 1,5 -

11 9-Hexadecenoico (D6

16:1)

15,79 5,4 9 3,2 1,5 t

12 12-Hexadecenoico (D12

16:1)

15,87 1 - - -

13 11-Hexadecenoico (D11

16:1)

15,89 0,4 - t - -

14 Hexadecanoico (n-16:0) 16,00 8,1 15,1 4,7 13,3 38,2

15 15-Metil 9-hexadece-

noico (iso-D9 16:1)

16,32 - - t - -

16 7-Heptadecenoico (D7

17:1)

16,57 - - 0,3 - -

17 15-Metilhexadecanoico

(iso-16:0)

16,64 - - 0,3 0,3 -

18 14-metilhexadecanoico

(anteiso-16:0)

16,74 - - 0,3 0,2 -

19 10-Heptadecenoico (D10

17:1)

16,84 - - t - -

20 9-Heptadecenoico (D9

17:1)

16,93 - - t - -

Ácidos grasosa obtenidos de las fracciones de ésteres libres, glicéridos, glicolí-

pidos, fosfolípidos y ácidos grasos libres de la esponja marina Cliona tenuis.
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21 Heptadecanoico (n-17:0) 17,01 t - 0,3 0,8 t

22 5,9,12-Octadecatrienoico

(D5,9,12 18:3)

17,54 3,6 - 0,5 - -

23 5,9-Octadecadienoico

(D5,9 18:2)

17,59 20 1,1 1 2,5 1,5

24 16-Metilheptadecenoico

(iso-17:0)

17,6 - - 0,4 - -

25 9,12-Octadecadienoico

(D9,12 18:2)

17,67 0,7 - 1,2 1 -

26 9-Octadecenoico (D9

18:1)

17,75 9 12 1,1 2,7 t

27 11-Octadecenoico (D9

18:1)

17,8 4,8 - 4 1,6 -

28 Octadecanoico (n-18:0) 18,00 1,6 4,7 1,8 6,6 5,7

29 11-Metiloctadecanoico

(11-Me-18:0)

18,46 t - 0,3 0,2 t

30

D

- - - -

31 17-Metiloctadecanoico

(iso-18:0)

18,72 - - 0,4 - -

32 11-Nonadecenoico (D11

19:1)

18,90 3,9 2,4 - 1,6 -

33 Nonadecanoico (n-19:0) 19,01 t - - 0,6 t

34 5,8,11,14-Icosatetraenoic

o (D5,8,11,14 20:4)

19,21 t - 7,7 - -

35 Icosapentaenoico no

identificado (20:5)

19,19 t - 4,8 - -

36

D

- - -

37

D

- - -

38 8,11,14-Icosatrienoico

(D8,11,14 20:3)

19,50 0,8 - 2,9 - -

39 8,11,13,15-Icosatetra-

enoico (D8,11,13,15 20:4)

19,58 t - t - -

40 7,11-Icosadienoico (D7,11

20:2)

19,63 2,3 - - 0,2 -
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41 18-Metilnonadecanoico

(iso-19:0)

19,67 t - 1,9 0,5 -

42 11-Icosenoico (D11 20:1) 19,74 1 - - - -

43 13-Icosenoico (D13 20:1) 19,78 3,6 3,8 - 1 -

44 14-Icosenoico (D14 20:1) 19,89 0,5 - - 0,2 -

45 Icosanoico (n-20:0) 19,99 0,7 1,9 0,9 3,9 2,9

46 17-Metilicosanoico

(17-Me-20:0)

20,60 - - 0,7 0,2 -

47 19-Metilicosanoico

(iso-20:0)

20,66 - - 0,7 0,2 -

48 18-Metilicosanoico

(anteiso-20:0)

20,77 - - 0,4 0,3 -

49 Heneicosanoico (n-21:0) 21,02 - - 0,4 0,6 t

50 18-Metilheneicosanoico

(18-Me-20:0)

21,53 - - 0,3 - -

51 20-Metilheneicosanoico

(iso-21:0)

21,75 - - 0,3 - -

52 14-Docosenoico (D14

22:1)

21,75 2,9 - - 0,5 -

53 13-Docosenoico (D13

22:1)

21,78 1,3 - 0,3 - -

54 15-Docosenoico (D15

22:1)

21,82 t 4,5 - 1,2 -

55 Docosanoico (n-22:0) 21,99 t 2 1 2,7 5,2

56 21-Metildocosanoico

(iso-22:0)

22,62 t - 0,4 - t

57 16-Tricosenoico (D16

23:1)

22,76 - - 0,4 0,6 -

58 Tricosanoico (n-23:0) 22,99 t - 0,4 0,9 1,6

59 8-Tetracosenoico (D8

24:1)

23,56 t - t - -

60 5,9-Tetracosadienoico

(D5,9 24:2)

23,63 t - t - -

61 15-Tetracosenoico (D15

24:1)

23,67 t 1 - 0,5 -

62 14-Tetracosenoico (D14

24:1)

23,77 1,2 - - - 1,5
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63 17-Tetracosenoico (D17

24:1)

23,81 t 5,9 1,7 2,2 -

64 16-Tetracosenoico (D16

24:1)

23,88 2,7 - - - -

65 Tetracosanoico (n-24:0) 24,00 0,3 1,3 1,8 3 9,1

66 5,9-Pentacosadienoico

(D5,9 25:2)

24,56 0,7 1,4 2,9 0,8 -

67 8-Pentacosenoico (D8

25:1)

24,65 t - 0,3 - -

68 Pentacosanoico (n-25:0) 24,95 t - 1,1 - 2,9

69 Ácido de 26 átomos de

carbono no identificado

(26:0)

25,02 t - - - 3

70 2-Hidroxitetracosanoico

(2-OH-24:0)

25,35 - - - 1,5 -

71 5,9,19-Hexacosatrienoic

(D5,9,19 26:3)

25,40 0,3 - - - -

72 5,9-Hexacosadienoico

(D5,9 26:2)

25,64 8,5 10,2 27,7 9,5 1,1

73 8-Hexacosenoico (D8

26:1)

25,72 - - t - -

74 10-Hexacosenoico (D10

26:1)

25,75 t - - - -

75 17-Hexacosenoico (D17

26:1)

25,79 1,6 3,8 5,4 4 3,2

76 15-Hexacosenoico (D15

26:1)

25,81 t - - - -

77 19-Hexacosenoico (D19

26:1)

25,86 t - t 1 -

78 Hexacosanoico (n-26:0) 26,00 t 0,78 0,59 0,4 2,1

79 5,9-Heptadecadienoico

(D5,9 27:2)

26,62 t - 0,69 - -

80 Octacosanoico (n-28:0) 28,00 t - t t -

81 Triacontanoico (n-30:0) 30,00 t - t - -

a Expresada en porcentaje en el TIC. b Longitud equivalente de cadena por sus siglas en

inglés. - = No detectado. T = detectado a nivel de trazas (< 0,01%). En negrita están

resaltados los ácidos con estructura novedosa.



El éster metílico del

presentó un

ion en m/z 308 que corresponde con una

fórmula molecular C20H36O2, indicando

la presencia de dos dobles enlaces en la

cadena; además presentó un ion en m/z

209, correspondiente a la fragmentación

vinílica de una cadena C7H15. El espectro

del derivado pirrolidínico mostró un frag-

mento en m/z 347 (M+, 1%) que corres-

ponde al derivado pirrolidínico de un áci-

do de 19 carbonos diinsaturado; la

posición de las insaturaciones se asignó

en las posiciones 4 y 10 por la presencia

de los fragmentos en m/z 276, 262, 248,

220, 208, 194, 166, 152, 140, 126 y 113;

la presencia del metilo en C-11 se identifi-

có por la presencia del fragmento en m/z

248, y la ausencia de un ion en m/z 234,

tal y como se muestra en la Figura 1.

En cuanto a la composición lipídica de

C. tenuis, en la fracción de ésteres metíli-

cos libres se encontró que el 5,9-octade-

cadienoato de metilo (20%) es el más

abundante, seguido del 9-octadecenoato

de metilo (9,0%), 5,9-hexacosadienoato

de metilo (8,5%) y hexadecanoato de me-

tilo (8,1%). Entre los ácidos grasos

obtenidos de la fracción de glicéridos se

encontró al ácido hexadecanoico (15,1%)

como el más abundante, seguido por los

ácidos 9-octadecenoico (12%), tetradeca-

noico (10,7%), 5,9-hexacosadienoico

(10,2%) y 9-hexadecenoico (9%). En la

fracción de glicolípidos se encontró al

ácido 5,9-hexacosadienoico (27,7%)

como el mayoritario, seguido por el ácido

tetrainsaturado 5,8,11,14-icosatetraenoi-

co (7,7%); los ácidos restantes tienen

abundancias inferiores al 5,5%. Entre los

ácidos grasos obtenidos a partir de la

fracción de fosfolípidos se encontró que

el hexadecanoico (13,3%) es el mayorita-

rio, seguido por los ácidos 5,9-hexacosa-

dienoico (9,5%), el octadecanoico

(6,6%) y el tetradecanoico (4,8%). Entre

los ácidos grasos identificados en la frac-

ción de ácidos libres se encontró que el

hexadecanoico (38,2%) es el mayorita-

rio, seguido de los ácidos tetradecanoico

(15%), tetracosanoico (9,1%), y octade-

canoico (5,7%); también se pudo eviden-
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Fragmentos diagnóstico de las pirrolididas de los ácidos grasos nuevos (m/z, 70 eV) 4,8-hexadeca-

dienoico (9), 11-metil-4,10-octadecadienoico (30), 6,9,12,14-icosatetraenoico (36) y 6,9,12,14,17-icosapen-

tanoico (37).



ciar que los ácidos grasos más abundantes

en este tipo de lípidos son los de cadena li-

neal saturada (cadena normal).

Los ácidos grasos de cadena par (Figu-

ra 2a) y no ramificada (Figura 2b) son

predominantes en todas las clases de lípi-

dos; no obstante, entre los glicolípidos los

ácidos grasos de cadena impar y ramifica-

da presentan abundancias cercanas al

10%. En la Figura 2c se observa que los

ácidos de cadena larga (superior a 24 áto-

mos de carbono, conocidos como ácidos

demospóngicos) son minoritarios con

respecto a los de cadena corta; sin embar-

go, su abundancia relativa es superior al

10% en todos los casos, llegando a ser

casi la mitad los glicolípidos.

Los ácidos grasos tipo isoprenoide (Fi-

gura 2d), en todos los lípidos aquí estudia-

dos, son minoritarios o están ausentes,

como en el caso de la fracción de ésteres

metílicos libres. Este resultado contrasta

con lo encontrado en la bibliografía para

otras especies de esponjas del géneroClio-

na, en las que la abundancia de este tipo de

ácidos es alta (9). Los ácidos grasos tipo

terpenoide: 15, 18, 21, 24-triacontatetrae-

noico y 4, 8, 12-trimetiltridecanoico

(TMTD) han sido propuestos como qui-

miotrazadores para las familias Spirastre-

llidae y Clionidae (9) sin que este hecho se

haya podido observar en el presente estu-

dio. Otra interpretación posible sobre la

presencia de ácidos grasos con cadena ra-

mificada es que su origen sea bacteriano

(19, 20), y en el caso específico del ácido

TMTD se ha propuesto que proviene de la

transformación del fitol, que a su vez se

produce por la transformación de la cloro-

fila en las cianobacterias (19).

Los ácidos grasos insaturados (Figura

2e) son abundantes en todas las clases de

lípidos estudiados, mostrando una distri-

bución heterogénea.No obstante, entre los

ácidos identificados en la fracción de áci-

dos grasos libres éstos son minoritarios,

siendo su abundancia inferior al 10%.

Entre los otros tipos de lípidos se observa

una preponderancia de los ácidos grasos

mono- y diinsaturados. En la Figura 2e

también se puede observar que los ácidos

grasos con cadena D5,9 tienen abundancias

superiores al 10% en todos los lípidos, sal-

vo en los ácidos grasos libres donde su

abundancia es inferior al 3%.

La presencia del ácido araquidónico

(No. 34), en elevadas concentraciones en

la fracción de glicolípidos, y del ácido pal-

mitoleico (No. 26), en elevadas concentra-

ciones en todas las clases de lípidos salvo

en los ácidos libres, podría ser la responsa-

ble de las propiedades alelopáticas obser-

vadas en la fracción lipídica de Cliona te-

nuis, pues estos compuestos presentan

probadas propiedades antifouling (5).

En la bibliografía se encuentra infor-

mación sobre la composición lipídica de

las esponjas Cliona aprica (9) y Cliona

celata (21, 22), particularmente de los

ácidos grasos unidos a fosfolípidos, en-

contrando para C. celata, esponja reco-

lectada en el Atlántico noroccidental, que

los ácidos demospóngicos son mayorita-

rios (79%) con una gran cantidad de áci-

dos de más de 30 átomos de carbono,

mientras que en C. aprica, esponja reco-

lectada en el mar Caribe, éstos son mino-

ritarios (40%) y se destaca la presencia de

los ácidos tetracosanoico (16,7%) y

5,9-hexacosadienoico (15,1%). Los re-

sultados de C. aprica concuerdan con lo

encontrado por nosotros paraC. tenuis en
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Abundancia relativa de los ácidos grasos agrupados por características estructurales y tipos de lípi-

dos. 1. Ésteres metílicos libres, 2. Glicéridos, 3. Glicolípidos, 4. Fosfolípidos y 5. Ácidos grasos libres.



el sentido de que los ácidos demospóngi-

cos tienen abundancias del orden del 40%

y la elevada abundancia del ácido 5,9-he-

xacosadienoico en la fracción de fosfolí-

pidos. Con las otras especies estudiadas

en la literatura no se observaron correla-

ciones en el contenido de lípidos.

En conclusión se identificó, por medio

de un ensayo ecológico en campo, la frac-

ción lípidica del extracto de C. tenuis

como la responsable de la actividad anti-

fouling. Esta fracción está constituida por

ésteres metílicos, glicéridos, glicolípidos,

fosfolípidos y ácidos grasos libres. Cada

una de las fracciones anteriores fue carac-

terizada en cuanto a su contenido de ácidos

grasos, lográndose identificar 81 ácidos

conocidos y 4 no reportados previamente

en la literatura. Este es el primer trabajo

acerca del contenido lipídico de la esponja

marina excavadora C. tenuis.
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