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RESUMEN

La fraccion lipidica de la estrella marina Echinaster sentus se estudié para cono-
cer su composicion esterdlica,

Los seis esteroles aislados fueron del tipo Ny y A y su identificacion se hizo con
base en los tiempos de retencion relativos en cromatografia de gases, en cromato-
grafia liquida de alta eficiencia y en el examen cuidadoso de los espectros de
masas obtenidos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
y ademas por comparacién con espectros reportados en la literatura para estero-
les conocidos, Los esteroles mayores encontrados fueron: 1 24 metil-5 a-colest -
7,22 dien-3 3- ol (12,22%), 2 5 @ -colest - 7 en - 3 § - ol (23,75%),35 a- co-
lestan 2 3- ol (14,47%), 4 24-metil - 5cc- colest - 7 en-3 - ol (12,30%), 5§
24.etil - 5o colest - 7 en - 3 -0l (30,69%), 6 24 etil - 5 - colestan - 3 (- ol
(3,32%).

SUMMARY

The lipid fraction of the Colombian starfish Echinaster sentus, was studied in
order to know their sterol composition.

Six A7 and A° sterols were isolated by chromatographic means and identified
on the basis of their relative retention time in gas chromatography and high
performance liquid chromatography and by careful analysis of their mass spectra,
The major sterols were found to be: 1 24-methyl 5«- cholest - 7,22 dien -3 [3-
ol (12,22%), 2 5x- cholest - 7-en-3 - ol (23,75), 3 5c - cholestan 3 - ol
(14,47%), 4 24.methyl S cholest - 7 en - 3 f - ol (12,30%), 5 24-ethyl5 c -
cholest - 7-en-3 [ ol (30,69%), 6 24-ethyl 5 cholestan - 35- ol (3 32%).

INTRODUCCION
Las estrellas marinas son especies de invertebrados.que pertenecen al phylum

echinodermata de la clase Asteroidea. Poseen entre otros componentes esteroi-
des de tipo saponina, esteroles libres polihidroxilados y monohidroxilados.

REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA VOL. 1B Nos. 1.2 (1989) 17



Uno de los metabolitos importantes son los esteroles libres monohidroxilados
ya que se han encontrado como probables precursores biogenéticos de algunas
geninas aisladas de estrellas marinas (1) y parecen ser indicadores taxonomicos
a nivel de las clases Asteroidea (estrellas marinas) v Holothuroidea (pepinos de
mar) (2).

Estudios realizados en aproximadamente guince especies muestran que los este-
roles libres monohidroxilados que poseen las estrellas marinas son generalmente
mezclas de /7 esteroles con porcentajes reducidos de estanoles (A%) y A estero-
les (3,4).

En el Litoral Atlantico Colombiano se encuentran aproximadamente doce espe-
cies de estrellas marinas y entre ellas |a Echinaster sentus es particularmente
abundante, Como es un hecho que es necesario adquirir de nuestros recursos
marinos, el conocimiento de los aspectos biologicos y quimicos, en el presente
trabajo se realizé el analisis de la fraccidn lipidica de la masa visceral de la estre-
Illa marina Echinaster sentus con el objeto de identificar los esteroles libres mo-
nohidroxilados.

MATERIALES Y METODOS
METODOS GENERALES

La cromatografia de gases (C,G) analitica se llevé a cabo en un cromatografo
Hewlett-Packard 5700 A, equipado con un detector de ionizacion de llama y
una columna de vidrio (1,83 m x 0,32 mm de diametro interior) empacada con
OV-17 al 1% sobre chromosorb W-HP (malla 80/100). Se utilizdé nitrégeno
como gas de arrastre con un flujo de 25 mi/mim. Las temperaturas del inyector,
columna y detector se mantuvieron en 300, 260 y 300°C respectivamente,

La cromatografia liquida de alta eficiencia (C.L.A.E.) preparativa se realizo en
un cromatografo de gradiente liquido Beckman, modelo 332, equipado con dos
bombas Beckman modelo 110A y un detector de indice de refraccion waters
R-401 y con una columna Ultrasphere ODS-C18 (25 ecm x 4,6 mm) con metanol
como fase movil a una velocidad de 1 ml/min.

Los analisis por cromatografia de gases combinada con espectrometria de masas
(C.G-E.M) se realizaron en un espectrometro Shimadzu 9020 DF equipado con
una columna de vidrio empacada en OV-17 al 1% sobre chromosorb W-HP. La
temperatura de la columna fue 260°C y la de la fuente de ionizacion 290°C.
Los andlisis por cromatografia en capa delgada y preparativa se llevaron a cabo
con silica gel 80 GF 254 Merck y en cromatografia de columna en silica gel 80 G
(0,073 -0,2 mm).

AISLAMIENTO Y SEPARACION

Las estrellas se recolectaron con buceo a pulmén libre en la Bahia de Cartagena
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y clasificadas como Echinaster sentus por el Dr. Sven Zea en el Instituto de In-
vestigaciones Marinas de Punta Betin.

La masa visceral (386 g) se sometié a extraccion exhaustiva con cloroformo/
metanol 2:1 (5) en una relacion muestra/solvente 1:3 (P/V). Posteriormente
se filtrd vy al filtrado se afiadié un guinto de su volumen de agua destilada, se
agité vy separd la fase cloroférmica. El proceso se repitié varias veces y las fases
cloroférmicas reunidas se secaron con sulfato de sodio anhidro y se evaporaron
a presién reducida, Después de liofilizar se obtuvieron 22,1 g de lipidos totales.

Parte del extracto seco se sometid a fraccionamiento en cromatografia de co-
lumna con silica gel utilizando benceno/acetato de etilo 10:2. La fraccion cruda
de esteroles libres, con movilidad similar al colesterol en cromatografia de capa
delgada se purificd de nuevo por cromatografia en columna y por cromatogra-
fia en capa preparativa, obteniéndose finalmente 39 mg.

16 mg de la fraccion esterdlica asi purificada fueron sometidos a C.L.A.E. pre-
parativa en fase reversa ODS-C18 y las fracciones obtenidas se analizaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (C.G. - EM.).

DATOS ESPECTROSCOPICOS

ESTEROL 1: EM.m/z: 398 (34, M", CogHyg0), 383 (18) 380 (4), 365 (4),
355 (8), 337 (4), 327 (4), 327 (4), 301 (16), 300 (20), 285 (6), 273 (38), 271
(100), 255 (54), 253 (8), 246 (32) 231 (20), 229 (30), 213 (20).

ESTEROL 2: E.M. m/z: 386 (100, M*, Co7Hzg0), 371 (36) 368 (4), 353 (8),
329 (2), 273 (22), 255 (84), 246 (12), 231°(32), 229 (26), 213 (34).

ESTEROL 3: E.M. m/z: 388 (54, M*, Co7Hsg0), 373 (34), 355 (16), 331 (6),
275 (6), 262 (12), 257 (6), 248 (14), 234 (66), 233 (100), 216 (42), 215 (96).

ESTEROL 4: E.M. m/z: 400 (100, M*, CpgH,g0), 385 (34), 382 (4), 367 (6),
357 (2), 328 (2), 315 (4), 273 (24), 271 (6), 255 (90), 246 (12), 231 (30), 229
(26), 213 (34), 15 (18).

ESTEROL 5: EM. m/z: 414 (100, M*, CogHgq0), 399 (10), 396 (2), 385 (2),
381 (6], 371 (4), 329 (2), 315 (2), 273 (24), 271 (4), 255 (86), 246 (12), 231
(30), 229 (14), 228 (6), 213 (32).

ESTEROL 6: E.M. m/z: 416 (60, M*, CogHi20], 401 (32), 398 (4), 387 (4),

383 (14), 369 (2), 359 (6), 344 (2), 331 (2), 317 (2), 315 (2), 275 (4), 262 (2),
257 (8), 242 (16), 234 (80), 233 (100), 216 (42), 215 (98).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la cromatografia liquida de alta eficiencia se reportan en la
figura 1, la cual muestra una mezcla de esteroles, fracciones | a V que fueron
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FIGURA 1
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Cromatrografia liquida de alta eficiencia en fase reversa ODS-C18 de la fracciéon
esterdlica de Echinaster santus,
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separadas por esta técnica, Posteriormente, el analisis por cromatografia de gases
demostrd que las fracciones |, Il, IV y V basicamente correspondian a un solo
compuesto, mientras que la fraccion 111 mostro la presencia de dos componentes.

El anélisis por CG-EM permitioc la obtencion de los datos espectrales, de cuyo
anélisis “fragmentaciones tipicas” (6, 7, B, 8) junto con los datos cromatogra-
ficos en C.G y C.L.A.E. y con la comparacion de los espectros con los de mues-
tras auténticas (1, 4, 10, 11, 12, 13}, se obtuvo la identificacidn de los seis este-
roles mostrados en la tabla 1.

La fraccion |, con tiempo de retencion relativo 0,85 en C.L.A.E. mostré un solo
esterol con trr 1,32 en CG. Su espectro de masas registro los fragmentos 398
(M%), 383 (M*-CHg), 380 (M*-H50), 365 (M*-CH3-Hp0) correspondientes a
un esterol 3 hidroxilado. También registré el i6n m/z 246 tipico de un nacleo
A7 al fragmentarse el anillo D y los iones 231 (246-CHg), 229 (231-2H) y 213
(231-H50).

El fragmento 273, se formé por pérdida de una cadena lateral de 125 unidades
de masa y de ésta por transferencia de dos hidrégenos H-14 y H-17 del nicleo
hacia la cadena, se produjo el ion m/z 271. Los iones 255 y 253 se formaron
por pérdida de agua a partir de 273 y 271 respectivamente.

El fragmento 355 (M"‘-C3H7) correspondié al rompimiento fal doble enlace
en la cadena lateral entre los carbonos C-24 y C-25. El ion m/z 337 se formé al
eliminarse agua del fragmento a m/z 355,

El fragmento m/z 327 {M+-05H1|) se produjo por efecto del rompimiento entre
C-23 y C-24 de tipo cxal doble enlace en C-22, de lo cual se dedujo que la cadena
lateral mostraba metilacién en C-24.

El doble enlace en C-22 fue confirmado ademds, por el tipo de rompimiento
al doble enlace entre C-20 y C-21 al presentarse los fragmentos m/z 301 (M*-
CyHq3) v m/z 300, formado éste Gitimo por la transferencia del hidrdgeno
H-17 del ntcleo hacia la cadena. También se presentd m/z 285, el cual se forméd
por la pérdida de un metilo a partir de m/z 300. Se concluyo para el estero!l 1 la
estructura 24-metil-5ec colest-7,22 dien-38 ol.

La fraccién |1, mostré también un solo esterol (trr 0,95 en C.L.AE y trr 1,16
en C.G). En su espectro de masas se encontraron los jones m/z 386 (M*), 371
(M*.CHz), 368 (M*-H50), 353 (M"-CHz-H90) caracteristicos de un esterol 3@
hidroxilado.

El fragmento correspondiente a m/z 246 indico la presencia de un doble enlace
en C-7, asf como los iones 231 (246-CHg), 229 (231-2H) y 213 {231-H30).

La cadena lateral se diagnosticé por la pérdida de 113 unidades de masa (CgH17)
a partir del i6n molecular m/z 386 y por el fragmente m/z 329 que correspondit
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Tabla 1
ESTEROLES LIBRES EN ECHINASTER SENTUS

Pico trr trr % &n la
Esterol C.L.AE, C.LA.E. C.G. fraccion
esterolica
1. 24-metil-5« colest-7,22
dien-350l | 0,85 1,32 12,22
2. 5o-colest-7-en-3f-ol
1 0,95 1,16 23,75
3. 5x-colestan-3f-0! s
i 1,08 1,01 14,47
4, 24-metil-5 a-colest-7-en-
3ol 1] 1,08 1,53 12,30
5, 24-gtil-5x-calest-7-en-
3f-ol v 1,18 1,88 30,69
6, 24-etil-5 x-colestan-3f-
ol Vv 1,34 1,64 3,32
a. Picos en la cromatografia de ls figura 1.
b. Tiempos de retencidn relativos al colesterol en C.L.A E., ODS-C18.
¢. Tiempos de retencién relativos al colesterol en C.G, OV-17%.
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a la fragmentacion del i6n molecular al eliminar 57 unidades de masa im*-
C4Hg). El esterol 2 fue identificado como Sacolest-7-en-3f-ol.

En cromatografia liquida de alta eficiencia la fraccién 1] con trr 1,08 mostrd
que contenfa dos compuestos con trr 1,01 y trr 1,53 en cromatografia de gases.

El primero de ellos (esterol 3) registrd un espectro de masas caracteristico de
un estanol con cadena lateral simple sin insaturaciones. El espectro correspondié
al 3fcolestanc! y los fragmentos para el diagndstico fueron:

m/z 388 correspondiente al ibn molecular M*y ademss 373 lM"-CHaL 370
(M*-Hg0) y 355 (M*-CH3-H0), tipicos para un esterol 3f hidroxilado.

El i6n m/z 262 correspondid al rompimiento en el nicleo entre los enlaces de
los carbonos C6 y C-7 y CO — C-10 y el i6n m/z 248 se formd por la pérdida
de un metileno del fragmento m/z 262. Se presentaron otros iones correspon-
dientes a la fragmentacién caracteristica del nicleo A, tal como m/z 234 for-
mado a partir del ion molecular menos 154 unidades de masa (CyqHp9), al
romperse el anillo D entre los enlaces de los carbonos C-14 y C-15y C-13 —C-17.
A partir del m/z 234 por la pérdida de 1H se formb m/z 233 y por la eliminacién
de una molécula de agua, se produjo m/z 216 y de éste al perderse un hidrégeno
se formé m/z 215.

La cadena lateral de 113 unidades de masa fue confirmada por la presencia del
fragmento m/z 275 (M+-03H17) que a su vez es caracterstico de un nocles A°.
Por eliminacién de agua a partir de m/z 275 se formé m/z 257. Ademés se pre-
sentd el fragmento m/z 321 (M*-C4Hg) correspondiente a la pérdida de 57 uni-
dades de masa a partir del ion molecular.

El segundo tiempo de retencién en CG perteneci6 al esterol 4 identificado de
tipo A7 con cadena lateral ramificada. El espectro de masas, mostrd un ién mo-
lecular de m/z 400 y los fragmentos m/z 385 (M*-CH3), 382 (M*-H,0), 367
(M*—CH3-H20] caracteristicos de un esterol 36 hidroxilado.

Se presentd el ion m/z 246 (M*-C,, Hoo) caracteristico de un nicleo insaturado
en C-7 formado por el rompimiento entre los enlaces de los carbonas C-13 y
C-17 y C-15 — C16. También se produjeron los iones m/z 231 (246-CHg3), 229
(231 - 2H) y 213 (231 - H0). Ademds se presentd el fragmento m/z 328 (M*-
CaHgg) correspondiente a la fragmentacion del anillo A entre los enlaces de los
carbonos C-1 y C-10 y C-4 — C-5, lo cual es tipico en el rempimiento de un
nGcleo con insaturacion en el carbono siete,

La cadena lateral correspondié a 127 unidades de masa, debido a la presencia
del fragmento m/z 273 indicando que la cadena lateral presentaba metilacién
que fue asignada en C-24 por la presencia de los fragmentos m/z 357 {M*-C:;H-;}
y m/z 316 (M*-CgH3). El fragmento m/z 255 se produjo por la pérdida de
agua a partir del ibn m/z 273.
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El esterol 4 fue indentificado como 24-metil-5x-colestan 7-en-3f3-ol.

La fraccion |V presentd un solo esterol (trr 1,18 en C.L.A.E) y también dio un
solo pico en C.G con trr 1,88 mostrando la siguiente fragmentacion en su espec-
tro de masas: m/z 414 correspondiente al idn molecular vy los iones m/z 399
(M*-CHg), 396 (M*-H90), 381 (M"-CH3-Hq0) caracteristicos de un esterol 3
hidroxilado.

El ndcleo demostrd que tenia un doble enlace en el carbono siete porgue se pre-
sentaron los fragmentos correspondientes a m/z, 246, 231, 229 y 213 ya expli-
cados anteriormente.

La presencia del fragmento m/z 273 indico que la cadena lateral de 141 unida-
des de masa, contenia una ramificacion de tipo etilo que fue asignada en el car-
bono C-24 por la fragmentacion caractansnca de este tipo de cadena: m/z 381
(m* C2H5} 371 (M"-CaH-,) 329 (m* CgHq3) v 315 (M*- -C7H15). Con base en
lo anterior se asignd la estructura 24-etil-Beccolest-7-en-3f-0l para el esterol 5,

La fraccion V en C.L.A.E. con trr 1,34 mostro un solo pico en C.G con trr de
1,64.

E! fragmento m/z 416 correspondié al idon molecular v a partir de éste se forma-
ron los iones 'IIFHCDS de un esterol 3f hidroxilado: m/z 401 (Mm*- -CH3), 398 m*-
Ho0) y 383 m* <CH3-H50).

El nicleo fue asignado por la presencia de los jones m/z 275, 257, 262, 248,
234, 233, 216 y 215 ya explicados por el nicleo A” del esterol 3.

Se dedujo que la cadena lateral tenia un grupo etilo por la formacién del frag-
mento m/z 275 al perderse la cadena lateral de 141 unidades de masa a partir
del i6n molecular.

La presencia de los fragmentos m/z 387 (M*-CoHg), 331 (M*-CgHq3) v 317
(m* -C7H15) mostré que la cadena lateral estaba etilada en C-24. El esterol 6
fue asignado como 24-etil-5cc colestan-3f-ol.

La distribucién de los esteroles se caracterizé por la ausencia de A° y la presen-
cia de cuatro esteroles A’ y dos A?, encontrindose que el 79% del total de la
fraccion esterdlica era de tipo 7. Como esterol mayoritario se presentd el 24-
etil-5eecolest-7-en-33-al que comprendié el 30,69% de la fraccién esterdlica v
en segundo lugar el Scccolest-7-en-33-l con 23,75%.

Esta distribucién esteroidal con predominancia de esteroles A es tipica de las
clase Astercidea. Sin embargo, &8s importante observar que la cantidad de este-
roles /A° encontrados en este trabajo es bastante alta comparada con la reportada
para otras estrellas marinas estudiadas (15) y en particular con la encontrada en
otra estrella del mismo género Echinaster sepositus (1).
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Aunque se sabe que los esteroles A no son biosintetizados de novo por las es-
trellas marinas, su estudio especialmente en las tipicas de las costas colombianas,
podria arrojar datos complementarios sobre los habitos alimenticios de estos
animales, ya que se ha demostrado que los esteroles A7 en estrellas son produc-
to de biotransformacién de esteroles dietarios A°, via esteroles A°. Ademis
existen algunos datos (14) que parecen sugerir a los esteroles A como protago-
nistas importantes justo en el momento del desove en las estrellas marinas.
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