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Resumen

El extracto soluble en éter de petroleo (ESE) del octocoral caribefio Pseudopterogorgia
acerosa exhibi6 actividad antifungica contra el hongo Candida sp. La fracciéon B derivada de
éste, mostro halos de inhibicion frente a la bacteria Gram(+) Staphylococcus aureusy la Gram(-)
Escherichia coli, mostrando un efecto antagonico. Asimismo, el ESE presento6 toxicidad contra
los nauplios del crustaceo A. salina, con una concentracion letal media (CL5) de 74 ug/mL alas
48 h de exposicion. Mediante CG/EM, se analizaron una serie de muestras obtenidas por el
fraccionamiento cromatografico continuo realizado al ESE, lo cual permiti6 identificar a los
ésteres lineales de cadena larga: tetradecanoato de hexadecilo, hexadecanoato de hexadecilo,
octadecanoato de hexadecilo, eicosanoato de hexadecilo, hexadecanoato de octadecilo y octa-
decanoato de octadecilo; asi como el éster alquil aromatico 3,5-bis(1, 1-dimetiletil)-4-hidroxibe-
nzopropanoato de octadecilo y la cetona esteroidal colesta-3,5-dien-7-ona.
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Identification of some chemical constituents
of petroleum ether soluble extract of Pseudopterogorgia
acerosa by GC/MS and its possible biological activity

Abstract

The soluble petroleum ether extract (ESE) of the Pseudopterogorgia acerosa Caribbean oc-
tocoral showed antimicotic activity against Candida sp. fungus. The fraction B derived from
this extract, also showed inhibition against Gram(+) Staphylococcus aureus and the Gram(-)
Escherichia colibacteria, showing an antagonistic effect. The ESE presented toxicity against the
A. salina, with lethal concentration average (LC5g) 74 ug/mL at 48 h. By GC/MS several samples
from the continuous chromatographic study made to ESE, were analyzed, which let to identify
the linear esters of long chain hexadecyl tetradecanoate, hexadecyl hexadecanoate, hexadecyl
octadecanoate, hexadecyl eicosanoate, octadecyl hexadecanoate and octadecyl octadecanoate;
also, the aromatic alquil ester, octadecyl 3,5-bis(1, 1-dimethylethyl)-4-hidroxybenzopropanoate,
and esteroidal ketone cholesta-3,5-dien-7-one.
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Introduccion

La gran diversidad quimica y biologica
del medio ambiente marino representa una
rica fuente para el descubrimiento de nue-
vos farmacos, lo cual abre una amplia bre-
cha dirigida a la busqueda de productos na-
turales marinos (1). Esta diversidad quimica
en el ambiente marino, se debe a la extrema
competencia entre los organismos por el es-
pacio y los recursos, los cuales logran bio-
sintetizar metabolitos secundarios como he-
rramienta de defensa (2). Las investigacio-
nes de las propiedades farmacologicas de
los productos naturales marinos, han per-
mitido el descubrimiento de muchos agen-
tes activos aptos de aplicacion clinica, con
actividades antibacteriana, antiftingica, an-
ticancerigena, antiinflamatoria, etc. (1).

Entre los organismos marinos mayor-
mente estudiados, los octocorales pertene-
cientes al orden Gorgonacea representan
una fuente importante de sustancias
bioactivas (3). Los octocorales del género
Pseudopterogorgia, se encuentran amplia-
mente distribuidos en el Caribe y los metabo-
litos secundarios presentes en ellos han
atraido mucho interés por su complejidad
quimica y por su actividad bioldgica, algunos
con potencial farmacologico como agentes
antiinflamatorios o de valor citotéxico (4, 5).

Debido a que la produccién de metabo-
litos secundarios con potencial biomédico
depende del habitat, corrientes marinas y
muchos factores ambientales, se ha realiza-
do esta investigacion con la finalidad de
identificar algunos constituyentes del octo-
coral Pseudopterogorgia acerosarecolectada
en las costas sucrenses (Venezuela) y deter-
minar su posible actividad biolégica.

Materiales y métodos

Muestreo del octocoral

La recoleccion del octocoral P. acerosa
se realizo en la localidad de Punta Arena, si-
tuada en la costa norte del Golfo de Cariaco,
estado Sucre, Venezuela (10°29-10°31'N y

64°13’-64°15'W), a ~ 7 m de profundidad. La
identificacion de la especie se realiz6 en la
Fundacion Pro-Desarrollo de las Ciencias
Marinas (FUNDEMAR) del Instituto Oceano-
grafico de Venezuela del Nucleo de Sucre de
la Universidad de Oriente.

Obtencion de los extractos

El octocoral P. acerosa se corté en tro-
zos finos, se lavé con abundante agua desti-
lada y se macer6 en metanol, durante 48 h a
temperatura ambiente. Luego de filtrado el
solvente, se realiz6 una nueva extraccion
por espacio de 72 h. Los filtrados combina-
dos se evaporaron y concentraron a presion
reducida para la obtencion del extracto cru-
do en metanol. Una suspension del crudo en
una solucion acuosa de metanol al 90% en
volumen, se extrajo sucesivamente con éter
de petroleo; esta fase apolar se seco con sul-
fato de sodio anhidro, se filtré y se evaporo6 a
presion reducida, obteniéndose la fraccion
soluble en éter (ESE).

Pruebas biolégicas

Actividad antibacteriana. La presen-
cia de principios antibacterianos se detecto
utilizando una suspension bacteriana (10%
células/mL, McFarlan 0,5), de cepas certi-
ficadas Gram positivas (Bacillus subtilis,
Citrobactor freundiiy Staphylococcus aureus)
y Gram negativas (Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Pseudomonas
aeruginosa), pertenecientes al Centro Ve-
nezolano de Coleccion de Microorganismos
(CVCM) existentes en el Laboratorio de Pro-
ductos Naturales del Departamento de Qui-
mica de la Universidad de Oriente, Nucleo
de Sucre, las cuales fueron inoculadas en
agar Miuller-Hinton. La aparicion de halos
de inhibicién alrededor de los discos im-
pregnados con el extracto o fraccion a pro-
bar (40mg/mL), fue indicativa de actividad
antibacteriana (6).

Actividad antifangica. La actividad
antifungica fue evaluada mediante la utili-
zacion de cepas de hongos oportunistas
(Candida albicansy Candida sp.) y fitopaté-
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genos (Aspergillus niger, Fusarium sp. y
Penicillium crustobum), los cuales fueron
proporcionados por el Laboratorio de Fito-
patologia del Departamento de Biologia y
Laboratorio de Microbiologia de la Universi-
dad de Oriente, Nuicleo de Sucre, inoculadas
en agar papa dextrosa (PDA). La actividad
fue detectada al medir el diametro (mm) de
los halos de inhibicion que se observaron al-
rededor de los discos impregnados con el ex-
trato o fraccion a probar (40 mg/mL) (7).

Actividad téxica. Para conocer el gra-
do de toxicidad, se usaron 10 a 15 nauplios
del crustaceo Artemia salina (eclosionados
por 24 h en agua de mar bifiltrada) sobre so-
luciones de 1.000, 100, 10, 0,1y 0,01 ug/mL
del extracto. Se realizaron cuatro réplicas
del bioensayo, para cada concentracion y se
contabiliz6 el numero de organismos muer-
tos alas 24 y 48 h de exposicion. Con los da-
tos obtenidos, se determiné la concentra-
cion letal media (CLgg) (8, 9).

Fraccionamiento de los extractos

El extracto en éter de petrdleo (ESE;
2,77 g) del octocoral se fraccioné por croma-
tografia de columna (CC), utilizandose como
fase estacionaria silica gel 35-70 mesh
(83,10 g) en una columna de 3,5 x 70 cm.
Como fase movil se utilizé hexano al 100%,
posteriormente, mezclas de hexano-acetona
y, finalmente, metanol al 100%. Los eluatos
obtenidos se analizaron mediante cromato-
grafia de capa fina (CCF), empleandose pla-
cas de vidrio (20x20 cm?) recubiertas con si-
lica gel 60 mesh, con un espesor de 0,5 mmYy
una solucion de molibdato de amonio al 5%
en H,SO, al 5 % como revelador, con lo cual
se obtuvieron 11 fracciones (2,31 g;
83,33%).

En el analisis por CCF las fracciones B,
C y F presentaron manchas definidas y con
valores de Rf separados, por lo que se deci-
di6 trabajar con ellas, empleandose sucesi-
vas CC y cromatografia de capa fina prepa-
rativa (CCFP), la cual es similar a la CCF va-
riando el espesor de la silica a 1 mm.

Identificaciéon estructural por CG/EM

La identificacion estructural de los me-
tabolitos secundarios se realizé mediante la
técnica de cromatografia de gases acoplado
a un espectrometro de masas (CG/EM). Pa-
ra el analisis se emple6 un equipo de
CG/EM VARIAN, modelo Saturno 2000, con
fuente de ionizacion por impacto electronico
(IE) de 70 eV, equipado con una columna
CP-SIL-8CB-MS de 30 m x 0,25 D.I. y helio
como gas de arrastre a una rapidez de 1 mL
por minuto. La temperatura inicial del hor-
no fue de 100°C con una rampa de 5°C por
minuto hasta llegar a 295°C. La identifica-
cion de los componentes se realizé por com-
paracion computarizada con las librerias
WILEY y NIST.

Resultados y discusion

Pruebas biolégicas

Actividad antimicrobiana. E1 ESE no
mostro actividad frente a las cepas bacteria-
nas empleadas y so6lo presenté una activi-
dad antifungica marcada (halo de inhibicién
de 20 mm) frente a la especie Candida sp.
Por otro lado, las fracciones By C, obtenidas
mediante el fraccionamiento cromatografi-
co, también inhibieron el crecimiento de
esta misma cepa con halos de inhibiciéon de
15 mm y ademas, la fraccion B presentoé ha-
los de inhibiciéon bacteriostaticos de 9 y 8
mm frente la bacteria Gram(+) S. aureusy la
Gram(-) E. coli, respectivamente. Esta ga-
nancia de actividad antibacteriana se debe a
un fenémeno de antagonismo entre los
constituyentes quimicos presentes en el ex-
tracto del octocoral, es decir, éstos ejercen
una mayor actividad antimicrobiana cuan-
do han sido separados.

Del género Pseudopterogorgia se han
reportado compuestos que muestran activi-
dad antimicrobiana contra una amplia va-
riedad de patégenos bacterianos y fungicos,
como es el caso de las seco-pseudopterosi-
nas. La seco-pseudopterosina A, por ejem-
plo, presenta una concentracion minima de
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inhibicion contra la bacteria Gram(+) S. au-
reus de 8 ug/mkL (10).

Toxicidad. Los valores de concentra-
cion letal media (CLsg) que presento el ESE,
indica principios toxicos a la Artemia salina
(11). A 24 h de exposicion el ESE presento
un valor de CL5y de 1.000 pug/mL, aumen-
tando su actividad téxica a las 48 h con una
CLgo de 74 ug/mL. Valores similares de toxi-
cidad tienen buena correlaciéon con algunas
lineas celulares anticancerigenas, por lo que
los compuestos activos presentes en el ex-
tracto podrian exhibir un potencial citotoxi-
co importante (8). Ademas, se han reportado
metabolitos con actividades anticancerige-
nas y citotoxicas, aislados de especies del
género Pseudopterogorgia (10, 12, 13).

Analisis de la fracci6én B

Una masa de 1,6452 g de esta fraccion
fueron cromatografiados por CC con siste-
mas de polaridad creciente hexano-acetona,
obteniéndose 11 subfracciones (83,90%), de
las cuales las subfracciones B, B,, By y B,
presentaron una mejor separacion de sus
constituyentes en la CCF.

La subfraccion B, (35,1 mg), fue parti-
cionada mediante CC con hexano-dicloro-
metano (9:1), obteniéndose cinco subfrac-
ciones (33,8 mg; 96,30%). De éstas, la
subfraccion B;; (3,2 mg), se analizé por
CG/EM. El analisis del cromatograma de
gases (figura 1) de dicha subfraccién mostro
la presencia de dos picos mayoritarios. El
pico en menor proporcion (Ti = 31,10 min),
presenté un espectro de masas con un i6n
molecular am/z 452 [M]*, el cual correspon-
de a la férmula molecular C5,Hg,O, (calcu-
lado 452,77 g/mol) y los picos correspon-
dientes a los iones mas abundantes se ob-
servaron a m/z 409 [M-CgH,]", 353 [M-
C,Hsl", 269 [M-C,3H,, 1", 229 [M-C,gH;;1"
(pico base), 83 [M-C,,H,40,]1" v 57
[M-Cy6Hj5,0l*. El patrén de fragmentacion
del mismo y la base de datos permitieron
identificar este compuesto como el tetrade-
canoato de hexadecilo (I). El segundo pico en
mayor proporcion (T = 35,14 min), corres-
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Figura1l. Cromatograma de gases obtenido de
la subfraccion By 1. (I = tetradecanoato
de hexadecilo, II = hexadecanoato de

hexadecilo).

ponde al éster hexadecanoato de hexadecilo
(II), cuyo espectro de masas evidencio el ion
molecular a un m/z 480 [M]*, correspon-
diente a la formula molecular C5,Hg,O, (cal-
culado 480,82 g/mol). Los fragmentos co-
rrespondientes a los picos de los iones mas
abundantes aparecen a m/z 437 [M-C3H,]",
352 [M-CgH,yl*, 257 [M-C,4Hs;1" (pico base),
224 [M-C,;HgOl]", 196 [M-C,oH,,Ol" y 57
[M-CygH550,]*. El tetradecanoato de hexa-
decilo y el hexadecanoato de hexadecilo, se
obtienen de la mezcla de aceites procedentes
de la cabeza y esperma bruta del cachalote,
Physeter macrocephalus y del Hyperoodon
rostratus. La esperma de ballena se emplea
como componente de cremas y pomadas
(14).

La subfraccion B, (897,3 mg) fue parti-
cionada mediante CC con sistemas de pola-
ridad creciente hexano-acetato de etilo, ob-
teniéndose 10 nuevas subfracciones (762,5
mg; 88,32%). De las cuales, la subfraccion
B, . (79,8 mg), fue particionada mediante
CC usando mezclas de hexano-acetato de
etilo, obteniéndose cuatro nuevas subfrac-
ciones (70,3 mg; 88,10%), de las cuales se
analiz6 la subfraccion B, , 5 (3,9 mg) por
CG/EM. El cromatograma de gases de dicha
subfraccion (figura 2) exhibi6 la presencia,
en menor proporcion, del hexadecanoato de
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octadecilo (III, Ty = 23,72 min), el cual mos-
tré un ién molecular a m/z 508 [M]*, el cual
corresponde a la féormula molecular
C34HggO, (calculado 508,88 g/mol). Los pi-
cos correspondientes a los iones mas abun-
dantes se observaron a m/z 480 [M-C,H,]*,
424 [M-CgHq,l*, 381 [M-CgH,ql", 297
[M-C,5Hj,1*, 257 [M-C,gH3s]" (pico base) y
57 [M-C3oHs90,]". El hexadecanoato de oc-
tadecilo se utiliza como aditivo para mate-
riales plasticos, destinados a la elaboracion
de envases y equipamientos en contacto con
alimentos (15). El segundo pico (IV, Ty =
30,28 min), no logroé ser identificado por la
base de datos.

Por su parte, la subfraccién B, 4 (54,0
mg), se particion6 en CCFP con hexano-ace-
tato de etilo (3:2), obteniéndose la subfrac-
cion B, 5, (2,1 mg), la cual resulté ser una
mezcla de dos componentes, como lo mues-
tra el cromatograma de gases de la figura 3.
El compuesto que aparecié en mayor pro-
porcion, se identific6 como el éster octade-
canoato de octadecilo (V, T = 30,47 min),
evidenciandose el i6n molecular a m/z 536
[M]* en el respectivo espectro de masas, el
cual corresponde a la férmula molecular
C36H750, (calculado 536,93 g/mol). El ana-
lisis de su patréon de fragmentacion mostro
los fragmentos concernientes a los picos de
los iones mas abundantes, los cuales apare-
cieron a m/z 285 [M-C,gH35]" (pico base),
252 [M-C,¢H,,0l*, 224 [M-C,,H,,0]*, 185
[M-Cy5H5,1* y 57 [M-C3,Hg30,]*. En el cam-
po medicinal se ha reportado la utilizacion
de este compuesto, ya que sirve para ablan-
dar tumores (emoliente) y como lubricante
(15). El otro compuesto en abundancia, fue
identificado previamente en la fraccion B, ;
como el hexadecanoato de hexadecilo (II).

La subfraccion Bg, (284,5 mg) fue frac-
cionada por CC con mezclas hexano-acetato
de etilo de polaridad creciente, obteniéndose
diez nuevas subfracciones (258,0 mg;
90,69%), de las cuales, la subfraccion Bj g
fue separada mediante CCFP con hexano-a-
cetato de etilo (1:1), obteniéndose la
subfraccion Bgg; (7,1 mg). El cromatogra-
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Figura 3. Cromatograma de gases de la
subfraccion Byg 1. (V = octadecanoato
de octadecilo, II = hexadecanoato de
hexadecilo).

ma de gases de esta subfraccion (figura 4),
evidencié que se trataba de una mezcla de
ceras, identificados como el octadecanoato
de hexadecilo (VI, componente en mayor
proporcion), el eicosanoato de hexadecilo
(VII) y el hexadecanoato de hexadecilo (II). El
espectro de masas de VI (Tz = 24,13 min),
desplegd un i6n molecular a m/z 508 [M]* y
los fragmentos correspondientes a los picos
de los iones mas abundantes a m/z 340
[M-C,5H4l*, 285 [M-C,cHgl* (pico base),
224 [M-C,gH,,0]%, 196 [M-C,,H,,Ol" v 57
[M-C3,H590,]*. Este compuesto es uno de
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los ingredientes activos del Meleril que es un
medicamento utilizado como sedante y neu-
roléptico en personas con multiples sinto-
mas de trastornos mentales psicéticos y al-
gunos otros sintomas tales como tension,
depresion entre otros (16). El compuesto VII
(Tg = 33,25 min), mostré ion molecular con
un m/z de 536 [M]*, el cual corresponde con
la formula molecular C54H,50, (calculado
536,928 g/mol). Los fragmentos principales
aparecen a m/z 424 [M-CgH,4l*, 368 [M-
C,5Hs41", 313 [M-C,4Hj5,1%, 224 [M-
CyoHagOsl", 196 [M-CyoH,u051" v 43 [M-
C33Hgs0,]" (pico base), siendo estos los pi-
cos correspondientes a los iones mas esta-
bles. El compuesto II (Ty = 35,16 min) ya fue
reportado en las subfracciones B, ; y B, 4.

Analisis de la fraccion C

Esta fraccion de 311,4 mg se cromato-
grafié por CC con mezclas hexano-acetona
en diferente proporciones, obteniéndose 11
subfracciones (267,8 mg; 85,99%). De és-
tas, la subfraccion C, fue tratada mediante
CC conmezclas de polaridad creciente hexa-
no-acetato de etilo, obteniéndose 11
subfracciones (74,4 mg; 84,16%). Se selec-
cion6 la subfraccion C; g para ser analizada
por CG/EM. El patron de fragmentacion del
componente mayoritario en el cromatogra-
ma de gases (figura 5), con un tiempo de re-
tencion de 21,33 minutos, permitio identifi-
car al 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroxibe-
nzopropanoato de octadecilo (VIII). El espec-
tro de masas de este compuesto mostré un
i6n molecular a m/z 530 [M]*, que se corres-
ponde con la formula molecular C;5Hg,O4
(calculado 530,834 g/mol). Los picos co-
rrespondientes a los iones mas abundantes
se observaron am/z 474 [M'C,Hgl*, 431 [M-
C.H,sl*, 278 [M-C,gHs4l", 219 [M-
CyoH390,]" (pico base), 147 [M-CysHs, 051" y
57 [M-C5,H5504]".

Analisis de la fraccion F

Se le realiz6 una CC a 47,8 mg de esta
subfraccion con mezclas hexano-acetona en
diversas proporciones, obteniéndose 11
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Figura4. Cromatograma de gases de la
subfracciéon Bsg 1. (VI = octadecanoa-
to de hexadecilo, VII = eicosanoato de
hexadecilo, IT = hexadecanoato de he-
xadecilo).
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Figura 5. Cromatograma de gases de la
subfraccion Cyg. (VIII = 3,5-bis(1,1-di-
metiletil)-4-hidroxibenzopropanoato
de octadecilo).

subfracciones (44,4 mg; 92,88%), de las
cuales solo F3mostr6 una buena separacion
con valores de Ryno muy cercanos. Para tra-
tar de purificar en lo posible la subfraccion
F5 se realiz6 una micro-cromatografia de co-
lumna utilizandose una pipeta Pasteur
como columna y como solventes mezclas de
hexano-acetona en proporciones en volu-
men de polaridad creciente. Durante este
proceso se obtuvieron 4 subfracciones
(6,7 mg; 88,16%).
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De este fraccionamiento sdélo la
subfraccion Fj , (5,0 mg) se decidi6 analizar
por CG/EM. El cromatograma de gases (fi-
gura 6), mostré un componente mayoritario
a un tiempo de retencion de 32,85 minutos,
el cual se identificé como el compuesto co-
lesta-3,5-dien-7-ona (IX). El espectro de ma-
sas de este metabolito secundario, mostro el
i6on molecular a m/z 382 [M]*, correspon-
diente a la formula molecular C,,H,,0 (cal-
culado 382,602 g/mol). Los picos corres-
pondientes a algunos de los iones mas
abundantes se observaron a m/z 269
[M-CgH;gl*, 174 [M-C,5Hyol"* (pico base), y 41
[M-Cy5H,,]*. Este componente corresponde
a una cetona esteroidal.

Conclusiones

En el ensayo de toxicidad, luego de 48
horas de exposicion, el extracto en éter de
petroleo mostré un valor de toxicidad de 74
ug/mL, lo que indica que los compuestos
presentes en éste pueden exhibir un poten-
cial téxico importante.

El extracto en éter, totalmente inocuo
frente a las bacterias ensayadas, presento
una actividad moderada contra el hongo
Candida sp.; sin embargo, las fracciones By
C, derivadas de éste, presentaron una ma-
yor actividad (mayor inhibicion) frente a este
mismo hongo y, la primera de ellas, exhibi6
ademas, halos de inhibicion bacteriostati-
cos contra las bacterias S. aureusy E. coli, 1o
que indica un efecto antagénico en su activi-
dad antimicrobiana.

En el fraccionamiento realizado al ex-
tracto en éter de petroéleo se lograron identi-
ficar, en algunas de las subfracciones ob-
tenidas, una variedad de compuestos
como: tetradecanoato de hexadecilo, hexa-
decanoato de hexadecilo, octadecanoato de
hexadecilo, eicosanoato de hexadecilo, he-
xadecanoato de octadecilo, octadecanoato
de octadecilo, 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-
hidroxibenzopropanoato de octadecilo y co-
lesta-3,5-dien-7-ona.
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Figura 6. Cromatograma de gases de la sub-
fraccion Fs. (IX = colesta-3,5-dien-7-
ona).
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