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RESUMEN

La determinacion del contenido lipidico de las especies de moluscos bivalvos:
Anadara notabilis, Atrina seminuda, Arca zebra, Donax denticulatus, Donax striatus
y Perna viridis provenientes de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre, arrojo
una mayor concentracion para la especie A. zebra (1,69% m/m). El porcentaje mas
alto de este contenido lipidico, lo representan los fosfolipidos, encontrandose por
encima del 75% en todos los casos, lo cual fue comprobado mediante la técnica de
cromatografia de capa fina preparativa. El RMN de "> C permiti¢ corroborar la
presencia de los diferentes tipos de lipidos en las seis especies, en especial de
colesterol solamente para el molusco A. zebra. En los extractos de lipidos totales, los
acidos grasos saturados representan mas del 70%, a excepcion de la especie A.
notabilis; siendo los mas abundantes los acidos miristico (14:0), palmitico (16:0) y
estearico (18:0); y en menor proporcion los acidos grasos poliinsaturados, entre los
cuales resaltaron los acidos linolénico (ALA, 18:3 ®-3), eicosapentaenoico (EPA,
20:5 ®-3) y docosahexaenoico (DHA, 22:6 ®-3). La concentracion de proteinas en
mayor proporcion fue para A. zebra, con un contenido de 35,27 mg/g; mientras que el
mayor contenido de glucogeno lo tiene P. viridis, con un 1,35 mg/g(Se recomienda el

consumo de estas especies, por su alto valor energético y nutricional).

Palabras o Frases Claves: Moluscos,lipidos,proteinas.
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INTRODUCCION

Cuando se habla de composicion lipidica, lo primero que viene a la mente es
algo pesado, grasoso y nada beneficioso para la salud humana. El término lipido (del
griego lipos, “grasa”) se refiere a cualquier sustancia apolar natural que sea en parte o
del todo insoluble en agua pero soluble en disolventes apolares como cloroformo,
disulfuro de carbono, éter, metanol, benceno o hexano (1,2). Ademas, constituyen una
clase bien definida de biomoléculas, aunque también se presentan combinados
covalentemente o mediante enlaces débiles con miembros de otras clases de
biomoléculas, constituyendo moléculas hibridas tales como los glucolipidos, los
cuales contienen lipidos y glucidos, y las lipoproteinas, que estin formadas por

lipidos y proteinas (3).

Los lipidos se clasifican en dos grandes grupos, segun posean en su estructura
acidos grasos (lipidos saponificables), o no los posean (lipidos insaponificables) (4).
Los lipidos saponificables deben su nombre a que producen jabones por hidrdlisis
alcalina, la cual se viene realizando desde la antigiiedad cuando las tribus germénicas
del Cesar hervian sebo de cabra con potasa obtenida por lixiviacion de las cenizas del
fuego de lefna, y ademads este tipo de reacciones comprenden a los acilgliceroles,
céridos, fosfolipidos y glucolipidos, que sélo difieren en la estructura de los

esqueletos de los acidos grasos a los que se hallan unidos por covalencia.

Para el caso de los fosfolipidos y glucolipidos, éstos son los componentes
principales de todas las membranas celulares, mientras que los acilgliceroles,
especificamente los triacilgliceroles, son considerados cuantitativamente la clase de
lipidos mas importante; todas las grasas y aceites de origen animal y vegetal estan

formados casi por completo de éstos (5). Los lipidos insaponificables se caracterizan



por no tener acidos grasos, entre los cuales se encuentran los terpenos, esteroides y
prostaglandinas (6), los cuales constituyen un grupo muy heterogéneo en términos de
estructura y funcion entre los llamados lipidos derivados y solo se asemejan por el
hecho de que su biosintesis puede rastrearse hasta los atomos de carbono derivados de

acidos grasos (1).

Para conocer un poco mas sobre los diferentes tipos de lipidos se requiere una
explicacion mas detallada sobre estos, tomando en cuenta su estructura quimica, sus
funciones y su importancia en la presente investigacion. Por tal motivo, se presenta

un analisis sobre diferentes tipos de lipidos a continuacion:

1. Triacilgliceroles

Los triacilgliceroles (Figura 1) son moléculas organicas que se forman mediante

la unién de los 4cidos grasos con un alcohol, el glicerol, por medio de enlaces de

¢ésteres (7).

(0]
O
H,C——O0 R
\ o)
~ —CH S o
R © ’ R y R " sustituyentes alquilicos.
H,C—O R

Figural. Molécula de triacilglicerol.

Los triacilgliceroles son los lipidos més abundantes, cumplen funciones de
almacenamiento de grasa en células animales y vegetales; las cuales constituyen una

de las reservas alimenticias mas importantes del organismo (8). Los triacilgliceroles



pueden formarse a partir del exceso de carbohidratos, proteinas o lipidos en las
células o tejidos, ademds, presentan la caracteristica de ser sélidos a temperatura
ambiente conociéndose como grasas, y liquidos como aceites. Su punto de fusioén
depende de la longitud de la cadena de los acidos grasos constituyentes vy,
especialmente, de su grado de insaturacion. La oxidacion de las grasas produce mas
del doble de energia que los carbohidratos o proteinas, porque es muy bajo el estado
total de oxidacioén de acidos grasos (9). Por otra parte, es necesario recalcar que los
triacigliceroles en las células pueden ser hidrolizados a acidos grasos y glicerol,
teniendo como intermediarios digliceridos y monogliceridos. , que también son

lipidos saponificables.
2. Fosfolipidos
Los fosfolipidos (Figura 2) se hallan en las membranas de todas las células, y

son un elemento estructural basico de los organismos vivos. Esta funcion vital

depende claramente de sus propiedades fisicas (8).

O
H2C —O0 R
| X:-OCH,CH,NH;" (etanolamina)
R' O—CH 0] .
| | | -OCH,CHOHCH,OH (glicerol)
H,C 0 P o} X R y R’: son cadenas alquilicas
©

Figura 2. Formula general de los fosfolipidos.

La fosfatidilcolina (Figura 3), comunmente denominada lecitina, es la mas

frecuentemente encontrada de los fosfolipidos de los tejidos animales. La presencia



de acidos grasos saturados en la posicion 1, asi como la de todos los acidos grasos
poliinsaturados de 18, 20 y 22 atomos de carbono en la posicion 2; ocurre casi

siempre en los fosfatidilcolina de origen animal (5).

(0]
(0)
H2C|_O R R y R: cadenas de 4acidos
grasos R’ 0—CH 0 CH;
| |
H,C——0——P——0——CH,CH,——N——CHj
(|) CH,

Figura 3. Molécula de fosfatidilcolina o lecitina.

3. Colesterol y ésteres de colesterol

El colesterol (Figura 4) es el componente mas comin de un grupo de esteroides
que poseen un sistema de cuatro anillos, y en los tejidos animales estd presente en
estado libre en asociacion con lipidos esterificados en la membrana celular y
lipoproteinas plasmaticas. El colesterol, también, se encuentra combinado con los
acidos grasos formando los esteres de colesterol (Figura 4). Los alimentos que

derivan de productos animales contienen colesterol.

En los procesos patoldgicos, el colesterol cumple una importante funcion,
siendo un factor en la génesis de la aterosclerosis de las arterias vitales, causando
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares (10,11). Ademads, en los tejidos
animales el colesterol es el precursor de todos los demas esteroides del organismo,
como acidos biliares (necesario para la absorcion de las grasas), hormonas sexuales

masculinas y femeninas y vitamina D (12).



HO

Nota: Cuando el grupo —OH se sustituye por —-OCO(CH,),4,CH3, se estard en presencia de un palmitato
de colesterilo (éster de colesterol).

Figura 4. Estructura del colesterol.

Los ésteres de colesterol son formas de almacenamientos del colesterol. La
mayor parte del colesterol que se acumula en la parte interna de las arterias en la

aterosclerosis, es esterificado y asociado a las lipoproteinas de baja densidad (LDL)

(10,11).

4. Acidos grasos y sus propiedades

Los acidos grasos son una parte fundamental de los lipidos, los cuales le
confieren a estos ultimos su caracter apolar y, ademas, cumplen varias funciones en el
cuerpo (13). Se caracterizan por ser acidos carboxilicos alifaticos de cadena larga. La
mayoria de ellos, o por lo menos los méas importantes, son acidos monocarboxilicos
que contienen cadenas lineales de hidrocarburos con un nimero par de dtomos de

carbono, por lo general en el intervalo de Cj;a Cy,

En los 4cidos grasos es comin que existan insaturaciones, aunque se confina
sobre todo a 4dcidos de cadenas largas (C; -C,g). Cuando existen dos o més dobles

enlaces, estos estan separados casi siempre por un solo grupo metileno (1). Los acidos



grasos insaturados pueden poseer una insaturacion (monoinsaturados 0 monoenoicos)

0 mas de una insaturacion (poliinsaturados o polienoicos).

Figura 5. Acidos grasos saturado, monoinsaturado y poliinsaturado.

Para el caso de los acidos grasos poliinsaturados, existen los acidos grasos o,
los cuales deben su nombre a un tipo de nomenclatura donde se toma en cuenta la
posicion del primer doble enlace a partir del extremo ®, que es el extremo opuesto al
extremo carboxilico. De alli, por ejemplo, si el primer doble enlace a partir del
extremo ® se encuentra en la posicion 6 del acido graso polienoico, entonces se
denominara acido graso ®-6, y lo mismo sucedera para otros casos que presenten las

mismas caracteristicas.

Las tres principales familias de acidos grasos ® son las siguientes: La familia
del &cido oleico (18:1 ®-9), la del 4cido linoleico (18:2 ®w-6) y la del linolénico (18:3
®-3). Todos los miembros de una familia pueden sintetizarse a partir del acido graso
principal. Por ejemplo, el acido araquidonico (20:4 ®-6) se sintetiza a partir del acido
graso principal de esta familia, el acido linoleico (18:2 ®-6). Un acido graso de una
familia no puede ser transformado en otro de distinta familia; es decir, ningin

miembro de la familia ©-9 puede ser convertido a la familia ®-6 u ®-3 (10).



Los acidos grasos de la familia ®-3 y ®-6 son denominados esenciales, ya que
no pueden ser sintetizados por los mamiferos, pero si por las plantas y deben ser
obtenidos de la dieta, y los cuales desempefian importantes funciones bioldgicas (14).
En el caso de los acidos grasos de la familia -3, son esenciales en las especies
marinas, pero no tan esenciales en los mamiferos. El 4cido eicosapentaenoico (EPA,
20:5 ®-3)y el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 »-3), en particular, se encuentran
en los tejidos animales como componentes principales de los lipidos complejos vy,
también, se encuentran en gran proporcion en los aceites de las especies marinas (15,
16). Se derivan de la elongacion y desaturacion del &cido linolénico (ALA, 18:3 ®-3),

proceso que se presenta en la figura 6 (17).

18:3(w-3) linolénicot— 22:5(w-3) «—»22:6(®-3) docosahexanoico

Dieta —» | 20:4 (®»-3) araquiddnico

20:5 (w-3) eicosapentanoico

Figura 6. Elongacion y desaturacion del 4cido linolénico.

La Tabla 1 contiene una lista de los acidos grasos saturados e insaturados mas

importantes encontrados en los animales y plantas (18).



Tabla 1. Principales dcidos grasos encontrados en plantas y animales.

Nombre Nombre Atomos de Dobles Familia
sistematico comun carbono enlaces
Tetradecanoico Miristico 14 0 -
Hexadecanoico Palmitico 16 0 -
Octadecanoico Estearico 18 0 -
Octadecenoico Oleico 18 1 -3
Octadecadienoico Linoleico 18 2 ®-6
Octadecatrienoico Linolénico 18 3 ®-3
Eicosatetraenoico  Araquiddnico 20 4 ®-6
Eicosapentaenoico - 20 5 -3
Docosahexaenoico - 22 6 ®-3

Los acidos grasos omega 3 (w-3), particularmente C18:3 ALA; C20:5 EPA y
C22:6 DHA, aportan muchos beneficios a la salud humana, ya que juegan un papel
importante en la prevencién de enfermedades cardiovasculares, cancer de colon y
enfermedades inmunoldgicas, y son de vital importancia en el desarrollo del cerebro y
la retina. Los principales alimentos en los que se puede encontrar una mayor cantidad
de acidos grasos m-3 (EPA y DHA) son los pescados, moluscos, crustaceos y algas.
Expertos en produccion pecuaria estan enfocando su atencion al enriquecimiento, con
acidos grasos ®-3, de productos como huevo, leche y carne, con el fin de hacer llegar

a la mayor parte de la poblacion los beneficios de estos nutrimentos (4).

Los lipidos son conducidos al plasma en asociacién con proteinas especificas
(apoproteinas) en forma de microemulsiones denominadas lipoproteinas plasmaticas,
las cuales sirven de transporte de los lipidos debidos a que estos son insolubles en el
plasma (10). Las lipoproteinas de baja densidad (LDL), son las que poseen el

contenido mas alto de colesterol y son las responsables del colesterol depositado en la



pared arterial, por lo tanto la participacion de las LDL constituyen un factor siempre
presente en los procesos de aterogénesis y son las precursoras de las enfermedades
coronarias prematuras (19, 20). En la tabla 2, aparecen las principales clases de

lipoproteinas, clasificadas en base a su contenido de lipidos y proteinas (21).

Tabla 2. Principales clases de lipoproteinas

Lipoproteinas Lipidos principales % de proteinas

Quilomicrones Triacilglicerol 2%
(85-95 %)

Muy baja densidad (VLDL) Triacilglicerol 9%
(50-65 %)

Baja densidad ( LDL) Esteres de colesterol 21 %
(45-50 %)

Alta densidad ( HDL) Fosfolipidos 50 %
(26-32 %)

Proteinas

La funcion energética de los lipidos, se complementa con la existencia de
compuestos quimicos llamados proteinas, cuyo nombre proviene del griego proteios,
que significa lo primero. Entre todos los compuestos quimicos, ciertamente se puede
considerar a las proteinas como los mas importantes, puesto que son las sustancias de
la vida .Las proteinas constituyen gran parte del cuerpo animal: lo mantienen como
unidad y lo hacen funcionar. Se les encuentra en toda célula viva. Son el material
principal de la piel, los musculos, tendones, nervios y la sangre, enzimas, anticuerpos
y muchas hormonas (solo los &cidos nucleicos que controlan la herencia pueden
desafiar la posicion de las proteinas, debido a que ellos dirigen la sintesis de éstas)
(7). En las especies marinas, las proteinas constituyen los tejidos blandos y, ademas,

los cientos de enzimas necesarias para que ocurran las reacciones quimicas en un



organismo. Las proteinas son constantemente degradadas y sustituidas por otras,

algunas mas rdpidamente que otras (22).

Desde un punto de vista quimico, las proteinas son polimeros grandes. Son
poliamidas y los mondmeros de los cuales se derivan son los acidos a-
aminocarboxilicos. Una sola molécula de proteinas contiene cientos, e incluso miles,
de unidades de aminoécidos, que pueden ser de unos 20 tipos diferentes. EI nimero
de combinaciones distintas, es decir, el nimero de moléculas proteinicas que pueden
existir, es casi infinito. Es probable que se necesite decenas de miles de proteinas
diferentes para formar y hacer funcionar un organismo animal. Este conjunto de

proteinas no es idéntico para un animal de tipo distinto.

Las proteinas se dividen en dos grandes grupos: proteinas fibrosas, que son
insolubles en agua, y globulares, que son solubles en agua o en soluciones acuosas de
acidos, bases o sales (estas son soluciones coloidales debido al gran tamafio de las
moléculas proteinicas). La diferencia en solubilidad entre ambos grupos tiene relacion

con la forma molecular diferente, que se refleja aproximadamente en sus nombres.

Las moléculas de proteinas fibrosas son largas y en forma de hilos, y tienden a
juntarse para dar fibras. En algunos casos, se mantiene unidas en muchos puntos por
puentes de hidrégeno, en consecuencia las fuerzas intermoleculares que debe vencer

el disolvente son muy fuertes.

Las moléculas de proteinas globulares estan dobladas, de modo que forman
unidades compactas que a menudo se aproximan a una forma esferoide. Estos
dobleces se producen de manera que las partes lipofilas quedan en el interior,
apuntandose entre si y alejadas del agua; en cambio, las partes hidrofilas, por
ejemplo, como grupos cargados, tienden a pararse cerca de la superficie, donde se

encuentran con el agua. Los puentes de hidrogeno son principalmente
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intramoleculares. Las areas de contacto entre las moléculas son pequefias, por lo que

las fuerzas intermoleculares son relativamente débiles.

La estructura molecular y la intermolecular no solo determinan la solubilidad de
una proteina, sino también el tipo general de funcion que desempena. Las proteinas
fibrosas sirven como materiales estructurales principales de los tejidos animales, una
funcion para la que se prestan, dada su insolubilidad y tendencia a la formacion de
fibras. Las integran: queratina, en la piel, pelo, ufias, lana, cuernos y plumas;

colageno, en tendones; miosina , en musculos; fibroina, en la seda.

Las proteinas globulares tienen varias funciones relacionadas con la
manutencion y regulacion del proceso de la vida, funciones que precisan de
movilidad y, por tanto, de solubilidad. Las integran todas las enzimas; muchas
hormonas, como insulina (del pancreas), tiroglobulina (de las glandulas tiroides),
adrenocorticotropa (ACTH de la pituitaria); anticuerpos, responsables de las alergias y
de la defensa contra organismos foraneos; albumina, en huevos; hemoglobina, que
transporta oxigeno de los pulmones a los tejidos; fibrindgeno, que se convierte en la

proteina fibrosa e insoluble fibrina, con lo que se produce la coagulacion de la sangre

7).

Para la determinacién de proteinas totales en las especies animales, se utiliza el
método de Biuret, el cual se basa en la formacioén de complejos entre el ion cobre (II)
y dos cadenas polipeptidicas continuas que tengan al menos dos enlaces peptidicos
sucesivos en solucidon alcalina, dando una coloracién entre azul y purpura

dependiendo del entorno proteico que rodea a estos complejos (figura 6) (23).
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Figura 7. Estructura de formacion de complejo entre ién Cu®" y dos cadenas
polipeptidicas continuas.

Carbohidratos

Los carbohidratos son polihidroxialdehidos, polihidroxicetonas o compuestos
que, por hidrolisis, se convierten en aquellos. Un carbohidrato que no es hidrolizable
a compuestos mas simples se denomina monosacarido. Un carbohidrato que por

hidrolisis da dos moléculas de monosacarido se conoce como polisacérido.

Un monosacarido se puede clasificar mas aun: si contiene un grupo aldehido, es
una aldosa; si contiene una funcion cetona, es una cetosa. Segun el numero de atomos
de carbono que contenga, el monosacarido se conoce como triosa, tetrosa, pentosa,
hexosa, y asi sucesivamente. Una aldohexosa, por ejemplo, es un monosacarido de
seis carbonos con una funcion aldehido, mientras que cetopentosa es un
monosacarido de cinco carbonos con un grupo cetonico. La mayoria de los

monosacaridos naturales son pentosas y hexosas.
Los carbohidratos que reducen los reactivos de Fehling (o Benedict) o Tollens,

se conocen como azucares reductores. Todos los monosacaridos, sean aldosas o

cetosas, son azucares reductores, como lo son también la mayoria de los disacaridos,
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siendo una excepcion importante la sacarosa (azicar comun de mesa), que no es

reductora (7).

El glucdgeno es un polisacarido de reserva de los animales que se degrada con
mucha facilidad cuando el requerimiento de glucosa aumenta en el higado, sirviendo
de reserva energética para las 24 horas de ayuno, y en caso de exceso considerable de
glucosa, termina como grasas acumuladas en los tejidos adiposos; lo cual podria
acarrear enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, siendo necesario tener

control significativo en el consumo de azucares (24).

El glucogeno puede aislarse de los tejidos animales con soluciones de KOH y
etanol como agente deshidratante en bafio de Maria. La oxidacion se efectiia de
manera selectiva en la glucosa, rompiendo las cadenas hidrocarbonadas entre
carbonos continuos que tengan grupos alcoholicos, originando sobre el glucogeno una
proliferacion de grupos aldehidos a lo largo de toda la cadena de glucosa unida en
enlaces 1-4. La estructura de la molécula de glucogeno es de tipo dicotomo (Figura
8), con un solo extremo reductor 1 y tantos puntos de ramificacion como enlaces 1-6

hay en la moléculas (23).

CH,OH CH,OH
H H H Oo_ H
OH H OH H
OH (0] (6]
H OH H OH
H O_ H
OH H
0 (0]
H OH

Figura 8. Estructura dicotémica de una molécula de glucdgeno.



En las especies marinas, los lipidos constituyen una fuente importante de
energia metabdlica para su crecimiento, reproduccion, homeostasis y, por ende, para
mantener la estructura integral de las membranas celulares (25); pero, a pesar de su
gran importancia, se han realizado pocos estudios sobre el contenido lipidico en los
organismos marinos (26,27). En el caso de los invertebrados, los moluscos
constituyen el phylum mas grande, después de los artropodos. Deben su nombre a la
palabra latina molluscum, que significa blando y que describe de manera adecuada la
impresion que se tiene de la carne de la mayor parte del animal, contenida,
generalmente, dentro de una concha dura en la que el carbonato de calcio es el

componente principal (28).

Entre las especies con mayor contenido lipidico destacan los moluscos
bivalvos, que reciben ese nombre, ya que poseen una concha, de naturaleza calcarea,
formada por dos cubiertas o valvas en forma de tapas, unidas por ligamentos que se

cierran por la accion del animal (25).

Las seis especies bivalvias Anadara notabilis, Atrina seminuda, Arca zebra,
Donax denticulatus, Donax striatus y Perna viridis, se encuentran en las costas
nororientales de Venezuela y forman parte de la dieta alimenticia de gran parte de la
poblacion que habita esa zona del pais. Para conocer un poco mas sobre el tema, se

presenta una breve descripcion de cada una de las especies de moluscos estudiadas:
Anadara notabilis (Figura 9, cuyo nombre vulgar abarca los términos “pepitona

roja” y “gallito”), pertenece a la famila Arcidae y género Anadara, es una especie

grande que mide entre los 50-70 cm.
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Figura 9. Anadara notabilis.

Atrina seminuda (Figura 10, cuyo nombre vulgar estd entre “hacha”,
“rompechinchorro” o “concha abanico”), pertenece a la familia Pinnidae y género

Atrina, es una especie grande, 200 mm.

j -

.

Figura 10. Atrina seminuda.

El molusco bivalvo, Arca zebra (Figura 11, conocido como “pepitona” o “pata
¢ cabra”), pertenece a la familia Arcidae, género Arca. Se caracteriza por ser una

especie de 50-80 mm.

Figura 11. Arca zebra.
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Donax denticulatus (Figura 12, su nombre vulgar es “chipichipi”), pertenece a
la familia Donacidae, género Donax, es una especie pequeiia, hasta 30 mm. Posee una

concha fuerte y gruesa.

Figura 12. Donax denticulatus.

Donax striatus (Figura 13, otra especie de “chipichipi”), pertenece a la familia
Donacidae, género Donax. Similar a Donax denticulatus, pero distinguible por tener

la porcidn posterior mas aplanada y no posee las estrias en forma de ziczac.

Figura 13. Donax striatus.

Perna viridis (Figura 14, “mejillon verde”), pertenece a la familia Mytilidae y

género Perna. Este bivalvo mide hasta 200 mm (28).
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Figura 14. Perna viridis.

Sobre estas seis especies de bivalvos, que se encuentran en Guayacan de la
peninsula de Araya, del estado Sucre, se han realizado pocos estudios en cuanto al
contenido lipidico de los mismos y su valor nutricional. Se conocen solamente
algunos estudios muy generales sobre condicion fisioldgica, desarrollo gonadal de
algunas de estas especies y una investigacion realizada en lipidos de Perna viridis

recolectada en el golfo de Paria (27).

Las enfermedades cardiovasculares o cerebrovasculares se reducen con la
ingesta de pescados, moluscos bivalvos y vegetales, debido a que son ricos en acidos
grasos poliinsaturados que disminuyen la concentracion de triacilglicerol o colesterol

en el plasma humano y en antiaterogénicos (29).

En la actualidad, la importancia de los moluscos ha traspasado el valor escénico
que ocupaba en tiempos pasados, ya que, ademds de la importancia vital de formar
parte de la trama tréfica de los ecosistemas, muchas de las especies estdn siendo
utilizadas como recurso alimenticio, indicadores de contaminacion y de estrés
funcional en ecosistemas costeros. Por otra parte, a los moluscos se les han asignado
multiples usos, desde su utilizacibn como moneda, bisuteria, joyeria y hasta

propiedades afrodisiacas; y estan, actualmente, en programas de turismo.
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Las costas nororientales de Venezuela son una de las regiones del Mar Caribe
en la que la vida de sus habitantes esta estrechamente ligada a los moluscos,
particularmente a los bivalvos. Ya en tiempos precolombinos, la recoleccion de
moluscos a lo largo de estas costas por parte de los aborigenes para alimentarse y
fabricar con las conchas instrumentos y ornamentos era una actividad extendida y
habitual. La “costa de las perlas”, como la bautizé el conquistador Alonso de Ojeda
en los albores del siglo X VI, es, sin duda, el apelativo mas apropiado de estas costas,
que durante casi cinco siglos fueron el escenario mas importante en la pesqueria de

ostras perliferas (Pinctada imbricata) de todo el Caribe y el Atlantico (28).

En Venezuela, los bivalvos constituyen un grupo importante desde el punto de
vista econdmico, porque algunas especies sostienen pesquerias de primer orden e
importancia. Cabe destacar que la pesqueria de pepitona (Arca zebra) ocupa el
segundo rubro, después de la sardina, en lo referente a la produccion por pesca
artesanal. Otras especies como, por ejemplo, los chipichipis representados por las
especies Donax denticulatus y Donax striatus, y el mejillon verde Perna viridis,
soportan pesquerias de gran importancia socioecondmica. Algunas de estas especies,
también, han sido cultivadas sosteniendo producciones comerciales, lo cual las hace

considerar como potenciales para el aumento de su produccion por acuicultura.

Precisamente, todos estos argumentos reflejan la importancia, y la necesidad de
desarrollar un proyecto de investigacion que proporcione informacién sobre el
aspecto lipidico y nutricional de estas seis especies de moluscos bivalvos, que se
encuentran en las costas nororientales de Venezuela, especificamente en la poblacién
de Guayacan, peninsula de Araya, estado Sucre. Existen razones para el consumo de
estos moluscos, no solo econdmicas, sino también nutricionales tanto para los
pobladores de esta zona, que son los primeros en consumirlos, como para el resto del
pais a los cuales les llega el producto a su mesa gracias al comercio nacional de

alimentos marinos.
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METODOLOGIA

1. Recoleccion de las muestras

Las especies de moluscos bivalvos: Anadara notabilis, Atrina seminuda, Arca
zebra, Donax denticulatus, Donax striatus y Perna viridis, fueron recolectadas en la
region costera de Guayacan, ubicada al norte de la peninsula de Araya, municipio
Cruz Salmeron Acosta, estado Sucre (Figura 15). En una tUnica recoleccion, se

obtuvieron alrededor de doce (12) organismos de cada especie.
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Figura 15. Zona de muestreo, Guayacéan de la Peninsula de Araya, estado Sucre.
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2. Obtencién de los extractos lipidicos (30)

Para la extraccion de los lipidos totales de cada muestra, se pesd 1,50 g de
muestra, a la cual, ademas, se le agregd una mezcla de cloroformo:metanol (2:1 V/V).
Luego, la mezcla obtenida se colocd en agitacion por el lapso de una hora, se filtrd y
el residuo se reextrajo nuevamente. Al filtrado combinado se le afiadié una solucion
de NaCl saturado y se refrigerd por 16 horas, aproximadamente. Luego, la capa
organica se separd y se recogio en un beaker que contenia Na,SO4 anhidro. Después,
se filtro y la solucidon se llevd a un rotaevaporador, para eliminar el solvente. Se
transfirid posteriormente a un vial previamente pesado; se le burbujed nitrégeno para
eliminar todo el solvente e impedir que la muestra se oxide. El producto obtenido
fueron los lipidos totales de cada muestra. Este procedimiento se realizd por

triplicado.

3. Aislamiento y cuantificacion de los diferentes lipidos

Los ésteres de colesterol, el colesterol, los triacilgliceroles y los fosfolipidos
presentes en los extractos de los lipidos totales, se separaron utilizando la técnica de
cromatografia de capa fina preparativa (CCFP). Para ello, se utiliz6 como adsorbente
silica gel 60 DG en capas de 1,0 mm de espesor sobre placas de 20x20 cm” y como
solvente eluyente una mezcla de éter de petréleo:éterdietilico:acido acético (87:12:1
V/V). Primeramente, se realizd un cromatograma con estandares de lipidos conocidos
y se determinaron sus Ry, con la finalidad de utilizarlo como patrones en la separacion
e identificacion de los lipidos presentes en cada una de las muestras de moluscos
bivalvos. Después de haberse colocado una masa conocida de cada una de las
muestras en las placas y de haber separado las bandas de cada componente de los
extractos lipidicos en las placas correspondientes, los triacilgliceroles y los
fosfolipidos se extrajeron con éter dietilico y metanol, respectivamente; y los ésteres

de colesterol y el colesterol con cloroformo (31, 32). Posteriormente, se evaporod el
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solvente, se transfiridé a un vial previamente pesado y se llevd a sequedad con
corriente de nitrogeno gaseoso. Luego, se pesaron en una balanza marca Denver
Instrument Company, modelo TR-204. Cada uno de los tipos de lipidos obtenidos se

cuantifico por gravimetria.

4. Esterificacién de los acidos grasos (33)

La conversion de los acidos grasos presentes en los lipidos totales a ésteres
metilicos, se realiz6 por el método de Brokerchoff (33), el cual consiste en tomar 1 ml
o de 20 a 40 mg de material lipidico, los cuales se disolvieron en 0,5 ml de eter
dietilico, se le agregd 1 ml de KOH 0,5 mol/l en metanol y se agitd vigorosamente,
luego se dejo en reposo y se le agregd 1 ml de HCI 1 mol/l y se extrajo con éter de
petroleo en porciones de 1 ml. Luego, el solvente se evapord con nitrogeno gaseoso y
el producto que se obtuvo fueron los ésteres metilicos de los 4cidos grasos de los

lipidos totales.

5. Identificacion y cuantificacion de los &cidos grasos

Para determinar la composicion porcentual de los 4cidos grasos en los extractos
de lipidos totales, triacilgliceroles y fosfolipidos, se utilizd la técnica de
cromatografia de gas-liquido (CG-L). Los ésteres metilicos correspondientes a cada
muestra se analizaron en un cromatografo de gas-liquido marca Varian, modelo 5840,
acoplado a un detector Hewlett-Packard de la serie 5840A. La identificacion de los
¢ésteres metilicos de los acidos grasos se realizd6 comparando los tiempos de retencion
determinados, con aquéllos de los patrones comerciales de ésteres metilicos. La
separacion se realizé en las siguientes condiciones:

Temperatura del inyector: 300°C

Temperatura del detector: 300°C

Temperatura de la columna: 200°C
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6. Caracterizacion de los lipidos por resonancia magnética nuclear

Para la identificacion de los lipidos, se utilizo la resonancia magnética nuclear
(RMN) de "C. Se tomaron, aproximadamente, 50 mg de cada uno de los extractos
lipidicos totales, se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCl;) con una pequefia
cantidad de tetrametilsilano (TMS) como referencia y se colocaron en tubos de

resonancia magnética nuclear.

Los espectros de resonancia se obtuvieron a 75,0 MHz con un espectrémetro
Bruker WP-3 V de 300 MHz. Los desplazamientos quimicos (0) se reportaron en ppm
con respecto al tetrametilsilano. Los oc obtenidos se compararon con aquellos
reportados en la literatura para determinar la presencia de colesterol, acidos grasos
saturados e insaturados, triacilgliceroles y fosfolipidos. Es de hacer notar que RMN
es una técnica muy versatil, no destructiva, que suministra una informacién completa
de los desplazamientos quimicos de los nticleos atomicos de las estructuras de los

compuestos organicos.

7. Evaluacion comparativa del contenido lipidico

Se aplico un andlisis de varianza (ANDEVA) de dos factores (factor 1:
porcentaje de lipidos totales-concentraciones de los diferentes tipos de lipidos y factor
2: especies). Esto se realizd con base en el contenido de lipidos totales-las diferentes
concentraciones de los distintos tipos de lipidos obtenidos y las especies estudiadas.
Para llevar a cabo este analisis, se utilizo el programa estadistico Statgraphics, con
ambiente Windows, version 5.1, en el cual se determino la existencia de un efecto
significativo (p<0,05), el mismo se corrobord a través de una prucba a posteriori

LSD.
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8. Determinacion cuantitativa de proteinas totales

Se tomod un gramo del tejido macerado y se homogenizo6 en frio con 9 ml de
hidroxido de sodio 0,1 mol/l se centrifugd6 a 3000 rpm durante 15 minutos y se
transfirio el sobrenadante a otro tubo de ensayo. Las proteinas totales se determinaron
por el método de Biuret (23), el cual se basé en tomar 0,6 ml del sobrenadante, se le
agreg6 reactivo de Biuret (1,50 g de CuSO4.5H,0 en 6,0 g de NaKC4H404.4H,0O
disueltos en 500 ml de agua destilada, 300 ml de NaOH 10 % m/V recién preparado y
2 g de ioduro de potasio, y se enrasd la solucién hasta 2 litros) y agua destilada.
Inmediatamente, se dejo calentar en bafio de Maria por 10 minutos, luego, se leyo la
absorbancia de la muestra en un Spectronic 21, marca Milton Roy Company, a 540
nm en la cual se observa una coloracion purpura , producto de la formacion del
complejo entre el ion cobre (II) y dos cadenas polipeptidicas continuas. La

concentracion fue calculada a partir de una curva de calibracion de albtimina de suero

bovino (BSA: 10 mg/ml).

9. Determinacion cuantitativa de glucégeno

La extraccion de glucdgeno se realizé mediante el método de Hassid y Abrahan
(1957). Se colocd 1 g del tejido macerado en un tubo de ensayo conteniendo 2 ml
KOH 30 %, seguido por una incubacion en un bafio de Maria por espacio de 30
minutos. La solucidn resultante se enfrio a temperatura ambiente, se le afiadio 5 ml de
etanol 95% para precipitar el glucogeno; el contenido del tubo se agité mediante un
mezclador. La mezcla alcoholica se sometid a ebullicion breve, seguidamente, se dejo
enfriar a 26 'C. La preparacion se centrifugd a 4000 rpm por 15 minutos en una
centrifuga clinica a temperatura ambiente. El liquido se decanto y el precipitado se

disolvio en 2 ml de agua destilada.
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La cuantificacion de glucdgeno se llevo a cabo a través de la reaccion con la
antrona (34). Se tomo 0,1 ml de la solucion de glucdgeno, se le agregod agua destilada
y 4 ml de reactivo de antrona (0,2 % en H,SO4) e, inmediatamente, se sometio a
ebulliciéon en un bafio de Maria por espacio de 15 minutos. Se enfrid a temperatura
ambiente y luego se leyd la absorbancia espectrofotométricamente a 620 nm. La
concentracion fue calculada a partir de una curva de calibracion, utilizando una serie
de soluciones patrones preparadas a partir de un patrén primario de glucosa (0,1
mg/ml), con lo cual se lleva a cabo la representacion grafica: Absorbancia vs.

Concentracién de glucosa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, se caracterizo y cuantificéd el contenido lipidico y de los
acidos grasos presentes en los tejidos de las especies de bivalvos Anadara notabilis,
Atrina seminuda, Arca zebra, Donax denticulatus, Donax striatus y Perna viridis,
provenientes de la zona de Guayacan (estado Sucre). Ademads, se determiné el
contenido de proteinas y glucogeno total. A continuacion, se presentan los resultados
obtenidos en esta investigacion, desglosados a través del uso de recursos como tablas,
figuras (graficos y/o moléculas), con lo cual se pretenden establecer las respectivas

discusiones.

1. Determinacién cuantitativa de lipidos totales

En la tabla 3, se aprecian las concentraciones de lipidos totales de Anadara
notabilis, Atrina seminuda, Arca zebra, Donax denticulatus, Donax striatus y Perna
viridis, provenientes de la zona de muestreo. Se observa que la especie con mayor
concentracion de lipidos es Arca zebra, con un valor de 1,69% m/m, mientras que la
especie con menor contenido de lipidos fue Donax striatus, con un valor de 0,88%
m/m. El andlisis de varianza realizado (Tabla 4), indicd diferencias altamente
significativas (p<0,05) en el contenido lipidico de las distintas muestras, lo cual se
comprobd a través de la prueba a posteriori (LSD), la cual mostr6 la formacion de
tres grupos homogéneos de las especies estudiadas, conformados por X, (D. striatus
y A. seminuda), X, (A. seminuda, D. denticulatus y A. notabilis) y X (A. notabilis, P.

viridis y A. zebra).

Esta ultima situacion sugiere semejanzas entre los valores de algunas réplicas

de una especie con los valores de algunas réplicas de otra especie. Por ejemplo, las
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tres replicas de la especie D. striatus, son similares al primer valor de A. seminuda,
por lo tanto, conforman un grupo homogéneo. Sin embargo, al comparar el contenido
lipidico de D. striatus con los de D. denticulatus, perteneciente a su mismo género, se
observan diferencias entre las tres réplicas de la primera con las tres réplicas de la

segunda, razdn por la cual no comparten un grupo homogéneo.

Tabla 3. Porcentaje de lipidos totales de las seis especies de moluscos estudiadas.

Especie Réplicas X S Sx Grupo
% Lipidos Homogéneo
(GH)
Donax 0,90
striatus 0,98 0,88 0,01 0,13 Xa
0,75
Atrina 0,96
seminuda 1,29 1,11 0,03 0,13 XXy
1,08
Donax 1,52
denticulatus 1,34 1,38 0,01 0,13 XpXe
1,29
Anadara 1,20
notabilis 1,44 1,39 0,03 0,13 XpXe
1,54
Perna viridis 1,82
1,18 1,55 0,11 0,13 X
1,65
Arca zebra 1,60
2,07 1,69 0,12 0,13 X
1,41

X : Media; S: desviacion estandar; Sx: error estandar.

Tabla 4. Andlisis de varianza del contenido de lipidos totales de los moluscos
estudiados.

Fuente de Sumas Grados de Medias Razon Valor - P
varianza cuadraticas libertad cuadraticas Fisher
Entre grupos 1,32318 5 0,26464 5,09 0,0098
Dentro de grupos  0,62407 12 0,05201
Total 1,94724 17
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Los resultados obtenidos mediante la extraccion de lipidos totales a las seis
especies de moluscos bivalvos, revelan que la especie A. zebra es la que posee mayor
potencial energético en comparacion con las otras cinco especies de moluscos, y la
especie D. striatus posee el menor potencial energético; por lo tanto, se pude inferir
que el consumo de A. zebra es recomendable punto de vista energético. Por otra parte,
cabe destacar la diferencia entre las dos especies del género Donax, en la cual el
contenido de lipidos totales en Donax denticulatus es mayor (1,38% m/m), mientras

que en el caso de D. striatus es menor (0,88% m/m).

Cuando se comparan estos resultados con los reportados en otras
investigaciones sobre contenido lipidico en moluscos, se observa que estan muy por
debajo a los reportados en un estudio de la ostra de mangle C. rhizophorae en las
Lagunas de Chacopata y La Restinga, y el Pantano Caroni, en las cuales la vegetacion
predominante esta representada por manglares, acompafiadas de vientos moderados y
altas temperaturas, creando condiciones para el crecimiento y engorde de las ostras,
presentando porcentajes de lipidos totales de 7,55; 2,71 y 3,69% m/m,
respectivamente (26). Caso contrario ocurre para las muestras del presente estudio,

las cuales provienen de aguas de mar abierto.

Para el caso de la especie P. viridis, se encontr6é un contenido de lipidos totales
de 1,55% m/m, siendo la segunda especie con mayor potencial energético. Este
resultado esta por debajo de los presentados en una investigacion donde se determind
el contenido lipidico del mejillon verde P. viridis, presente en distintas localidades
del oriente venezolano, donde la salinidad promedio es de 36%, y la Costa Oeste de la
Isla de Trinidad, con una salinidad promedio de 20%. En este caso, el menor
porcentaje que se observo fue 6,08% m/m, correspondiente a la especie de la zona de
La Restinga (oriente venezolano), y 7,92% m/m en la zona de Los Cedros (Costa

Oeste de Trinidad) (27).
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2. Andlisis del contenido lipidico

Para identificar los diferentes tipos de lipidos presentes en cada una de las
muestras de estudio, se utilizo la técnica de RMN °C. Mediante cromatografia de
capa fina preparativa (CCFP) se cuantificaron los mismos, y ademas se identificaron
y cuantificaron los ésteres metilicos de los 4cidos grasos presentes en los lipidos

totales de cada muestra, utilizando cromatografia de gas-liquido (CGL).

2.1 Caracterizacion y cuantificacion de los lipidos mediante CCFP

A través de dicho método, se caracterizaron y cuantificaron
(gravimétricamente) los diferentes tipos de lipidos presentes en las especies en
estudio, obteniéndose los resultados en porcentaje (m/m) de cada uno de los lipidos.
Las muestras analizadas mostraron el mismo patrén cromatografico (bandas
correspondientes a los fosfolipidos (FL), acidos grasos libres (AGL),
colesterol (COL), triacilgliceroles (TG) y ésteres de colesterol (EST)), las cuales se
presentaron siguiendo un patron de polaridad decreciente
(FL>AGL>COL>TG>EST), donde la presencia de fosfolipidos se obtuvo en mas del
75% en todas las especies; los acidos grasos libres en forma general no bajaron de
8%, el contenido de triacilgliceroles mostré un valor maximo de 12,44% para la
especie D. denticulatus. Adicionalmente, se detectd la presencia de colesterol y
ésteres de colesterol solo en la especie Arca zebra, con valores de 2,95 y 3,22%,

respectivamente.
En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje

(m/m) de fosfolipidos, acidos grasos libres, triacilgliceroles, colesterol y ésteres de

colesterol, para cada uno de los moluscos analizados.
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Tabla 5. Porcentajes de los diferentes tipos de lipidos en cada una de las especies en

estudio. ’
Especie Fosfolipidos AGL Triacilgliceroles Colesterol  Esteres de
colesterol
Arca zebra 78,02 9,12 5,01 2,95 3,22
Anadara 78,26 11,08 8,35 ND ND
notabilis
Atrina 85,28 14,72 ND ND ND
seminuda
Donax 78,22 8,44 12,44 ND ND
denticulatus
Donax 81,63 14,29 4,08 ND ND
striatus
Perna 88,77 9,42 1,81 ND ND
viridis

AGL: Acidos Grasos Libres; ND: No Detectado.

Es necesario observar las grandes diferencias existentes entre los distintos

lipidos para llevar a cabo los respectivos andlisis, sin caer en la mas minima

exageracion, o en caso contrario, en cualquier tipo de subestimacion. Para visualizar

estas diferencias en las concentraciones de los distintos lipidos presentes en las

especies de moluscos, y entre las especies, se muestran mediante un grafico de

columnas representado en la figura N° 16:
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Figura 16. Contenido de fosfolipidos, acidos grasos libres, triacilgliceroles, colesterol
y ésteres de colesterol en % m/m, presentes en las especies Perna viridis, Donax
striatus, Donax denticulatus,Atrina seminuda, Anadara notabilis y Arca zebra.

La presencia de fosfolipidos en las seis especies de moluscos supera
enormemente a los demas tipos de lipidos, presentando concentraciones que llegan al
78,02% en A. zebra, y 88,77% en la especie P. viridis . En el caso de esta Gltima
especie, el resultado es similar al reportado en la literatura (27), donde se determind
una concentracion promedio de fosfolipidos en la especie P. viridis igual a 88,71%
colectada en la zona de la Esmeralda (ubicada en la Peninsula de Paria). Todo esto
demuestra que las especies A. zebra y P. viridis son las que poseen mayor potencial
energetico, lo cual concide con los resultados obtenidos en la parte anterior sobre

determinacion de lipidos totales..

Para explicar las altas concentraciones de acidos grasos libres en las seis
especies de moluscos bivalvos, es necesario exponer varias razones. La primera tiene
que ver con los habitos alimenticios de las especies, ya que las zonas donde fueron

recolectadas presentan abundante vegetacion, fitoplancton, microalgas, algas,
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zooplancton, entre otros. Por otra parte, la presencia de fosfolipidos en asociacién con
las proteinas y otros lipidos, formando parte de las lipoproteinas que constituyen la
matriz de las paredes de las membranas celulares (35). Otra razén puede deberse, a
que los fosfolipidos actuan en algunos casos como catalizadores de las oxidaciones
biologicas, por lo cual favorecen la autoxidacion que sufren los acidos grasos

encontrados en su estructura (36).

La presencia de acidos grasos libres (AGL) en las seis especies se observa por
encima de 8%, que es el porcentaje mas bajo, especificamente para D. denticulatus.
Sin embargo, esto se comprueba desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo a
través de la técnica de cromatografia de gases (CG) que se explica mas adelante, con
la cual se determinan los tipos de 4acidos grasos libres que forman parte de los

triacilgliceroles y fosfolipidos, que abundan en cada especie.

Las bajas concentraciones de triacilgliceroles en las muestras en estudio pueden
deberse a la sintesis de éstos a partir de los acidos grasos que se sintetizan de los
carbohidratos y las proteinas o al almacenamiento de triacilgliceroles proveniente de

la alimentacion que posee la especie.

Al observar los resultados de los porcentajes de fosfolipidos y triacilgliceroles
en cada especie (Tabla 5), se puede notar el elevado contenido de fosfolipidos y de
manera inversa el descenso en el contenido de triacilgliceroles, en todos los casos.
Esto pudo deberse a que los triacilgliceroles fueron transformados en el
hepatopancreas de las especies por la accidn de enzimas hidroliticas presentes en el
tejido de cada molusco, cuando el estado fisiologico exige que la energia sea
proporcionada en forma de lipidos o grasas; ademas, en este proceso de degradacion
se forman 1,2-diglicéridos, a partir de los cuales pueden sintetizarse fosfolipidos, lo
cual explicaria el aumento simultaneo en la concentracion de fosfolipidos en las

muestras de moluscos (37).
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2.2 Identificacion de los lipidos por la técnica de RMN de B¢

La identificacion de los lipidos presentes en las especies de moluscos
estudiadas, se llevd a cabo mediante RMN de "°C, cuyos resultados de los
desplazamientos quimicos (0.) obtenidos a partir de los respectivos espectros
(Figuras A1-A12-Apéndice A), fueron comparados con los reportados para ésteres de

acidos grasos en estudios previos.

A continuacion se presentan los d. y sus respectivas asignaciones para las
especies A. notabilis, D. denticulatus y D. striatus en la tabla 6, y para las especies

A. seminuda, A. zebra y P. viridis en la tabla 7.

La sefial a 0. 14,1 se infiere que pertenece a los metilos terminales de los acidos
grasos constituyentes del triacilglicerol, a o, 22,7 se puede deber al metileno
penultimo en acidos grasos, mientras que el o, a 24,8 en la especie A. notabilis y d.
24,7 ppm en las especies D. denticulatus y D. striatus, pueden corresponder al C-3 en
acidos grasos. En el caso de las dos primeras especies, €éstas registraron sefiales a o,
25,6 'y 0. 27,2 las cuales se presume que se originan por la resonancia de los
metilenos intercalados entre dos dobles enlaces y a los metilenos vecinos a dobles
enlaces, respectivamente, cuyas intensidades indican el nivel de insaturaciones de los
acidos grasos en los triacilgliceroles (Figura 17), segun los datos reportados en las

bibliografias (38,39).

Figura 17. Estructuras de los 4cidos palmitico (16:0) y linoléico (18:2 ®-6).
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos (8.)" y asignaciones RMN °C del extracto
lipidico de los bivalvos A. notabilis, D. denticulatus y D. striatus, provenientes de la
zona de Guayacan, peninsula de Araya, estado Sucre.

Anadara Donax Donax

~ . . b
Sefial notabilis denticulatus Striatus Asignaciones

1 14,1 14,1 14,1 -CHj; metilos terminales, en cadena
de ésteres de acidos grasos

2 22,7 22,7 22,7 -CH,, metileno pentltimo en
cadena de acidos grasos.

3 24,8 24,7 24,7 -CH,, C-3 en cadena de acidos
grasos.

4 25,6 25,6 NO -CH,, metileno vecino entre dos
dobles enlaces en acidos grasos
insaturados.

5 27,2 27,2 NO -CH,, metileno vecino a un doble
enlace en acidos grasos
insaturados.

6 28,1 NO NO - CH,, metileno vecino a un doble
enlace en acidos grasos
insaturados.

7 29,7 29.6 29.6 -CH,, metileno en cadena de
ésteres de acidos grasos.

8 31,9 31,9 NO -CH,, metileno en cadena de
ésteres de acidos grasos.

9 NO NO 33,8 -CH,COO-, metileno vecino al
grupo carboxilico en ésteres de
acidos grasos.

10 129,1 1304 NO -CH=CH, carbonos olefinicos de
acidos grasos en triacilgliceroles y
fosfolipidos.

11 NO 178,2 178,4 -COO-, carbonos carboxilicos en

acidos grasos libres.

a: Espectros realizados a 75 MHz en solucion de CDCls. Los 8, estan expresados en ppm en relacion al
TMS. b: Asignaciones realizadas segun valores reportados en la literatura D’ Armas, H. y Ramirez, J
(38,39). NO: no observado.

Ademas, las especies A. notabilis y D. denticulatus presentan valores de 9J. a
129,1 y . 130,4 que pueden ser debido a carbonos olefinicos de acidos grasos en
triacilgliceroles y fosfolipidos; mientras que las sefiales a 6. 178,2 y o, 178,4 en las
especies D. denticulatus y D. striatus, se presume su origen a los carbonos

carboxilicos en 4cidos grasos libres (Figura 18).
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos (8.)" y asignaciones RMN °C del extracto
lipidico de los bivalvos A. seminuda, A. zebra y P. viridis, provenientes de la zona de
Guayacan, peninsula de Araya, estado Sucre.

Perna

Atrina

Arca

~ . . b
Sehal viridis seminuda zebra Asignaciones
1 14.1 142 14.1 -’CH3, 1’1’161';11.08 terminales en cadena de
ésteres de acidos grasos.
2 NO 20,5 NO —’C.Hz, metilenos pgnultlmos en cadena de
acidos grasos del tipo ®- 3.
-CH,, metileno penultimo en cadena de
3 22,7 22,7 22,7 acidos grasos.
4 24.8 24.8 24,8 -CH,, C-3 en cadena de acidos grasos.
NO 25.6 NO -CH,, m(?tl'leno vecino entre dos dobles
enlaces en acidos grasos insaturados.
6 272 27.2 272 —’C_Hz, metﬂenp vecino a un doble enlace en
acidos grasos insaturados.
7 28.1 28.1 28.1 - CH?, metllenq vecino a un doble enlace
en acidos grasos insaturados.
3 29.7 29.7 29.7 ’—(;Hz, metileno en cadena de ésteres de
acidos grasos.
31,9 -CH,, metileno en cadena de ésteres de
9 31,9 31.9 acidos grasos.
10 34,0 33.7 34,0 ‘CHQC,O'O‘, n’letlleno vecino al grupo
carboxilico en ésteres de acidos grasos.
11 62.1 NO 62.1 -C-Hz.-Ot, C-1 y C-3 del glicerol en
triacilgliceroles.
12 68.9 NO 68.9 —(.ZHjO—3 C-2 del glicerol en los
triacilgliceroles.
13 NO NO 71,8 -CH-O-, C-3 en colesterol.
14 NO 128.3 NO -CH=CH, garboqos olefinicos de acidos
grasos en triacilgliceroles y fosfolipidos.
15 129.1 129.1 129.1 CH=CH, qarl?ongs olefinicos fie' acidos
grasos en triacilgliceroles y fosfolipidos.
16 NO 130,0 NO CH=CH, garbongs olefinicos Sle. acidos
grasos en triacilgliceroles y fosfolipidos.
17 178.,6 178.9 178,6 -COO-, carbonos carboxilicos en acidos

grasos.

a: Espectros realizados a 75 MHz en solucién de CDCl;. Los desplazamientos quimicos estan

expresados en ppm en relacion al TMS. b: Asignaciones realizadas seglin valores reportados en la

literatura D’ Armas, H. y Ramirez, J (38,39). NO: no observado
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Figura 18. Estructuras de los 4cidos linolénico (18:3 ®-3) y estearico (18:0).

La sefial 6. a 14,1 en las especies P. viridis y A. zebra, y . 14, 2 en la especie
A. seminuda pueden explicarse, segin los reportes bibliograficos (38,39), a los
metilos terminales de los acidos grasos constituyentes del triacilglicerol. La presencia
de acidos grasos del tipo ®-3 en la especie A. seminuda, se infiere por el . a 20,5 que

se registra para esta especie.

Las setiales de o, 22,7 y 9. 24,8 corresponden al metileno penultimo en acidos
grasos y al C-3, respectivamente, en la misma cadena carbonada (Figura 19), mientras
que a §. 25,6 la especie A. seminuda registra un o, que se origina por la resonancia de
los metilenos intercalados entre dos dobles enlaces y que por su intensidad indica el

nivel de insaturaciones de los 4cidos grasos en el triacilglicerol (Figura A9-Apéndice

A).

HO

Figura 19. Estructuras de los &cidos palmitico (16:0) y linoléico (18:2 ®-6).
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A O 27,2 , la sefial pertenece a los metilenos vecinos adyacentes a dobles
enlaces, la cual varia su intensidad segin la cantidad de insaturaciones presentes en
los acidos grasos constituyentes del triacilglicerol. Por otra parte, la presencia de
ésteres de acidos grasos se presume por la sefiales de 6. como: 29,6; 31,9; 33,7 y 34,0

ppm (38,39).

Figura 20. Estructura de 4cido oleico (18:1 ®-3).

Otras senales caracteristicas del triacilglicerol son &, 62,1 y d. 68,9, las cuales
son observadas en las especies A. zebra y P. viridis, y estas corresponden a los C-1 'y
C-3, y el C-2 del glicerol, respectivamente, tal como se puede observar en la siguiente

estructura:

62.1 34,0
68,9 ° P 34,0

62,1 )J\/\/\/\/\/\/\/\
o 34,0

Figura 21. Estructura de un triacilglicerol.

La especie A. zebra , registro una sefial a 8. 71,8 que puede corresponder al C-
3 en la molécula de colesterol segun reportes en la literatura (38,39), al cual se
encuentra unido un grupo OH. La presencia de este esterol concuerda con lo
observado en los resultados obtenidos por CCFP, en la cual esta especie arrojo un

contenido de 2,95 % para colesterol y un 3,22 % para ésteres de colesterol.
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HO 71,8

Figura 22. Estructura de la molécula de colesterol.

Entre 6. 128,3 y &, 130,0, se observan las sefiales pertenecientes a los carbonos
olefinicos en las cadenas de acidos grasos, constituyentes del triacilglicerol y los

fosfolipidos presentes en las especies.

Por otra parte, la presencia de grupos carboxilicos en AGL se confirman a
través de o, a campo bajo, producto del desapantallamiento en la que se encuentran en

estos casos.

0
1283 130,0

HO

Figura 23. Estructura del acido linolénico.

Las sefiales a campo mas bajo 6. 178,6 y d. 178,9 , segin los reportes
bibliograficos (38,39) se asignan a los carbonos carboxilicos de los acidos grasos que
estdn presentes en forma libre, es decir, no estdn formando parte de los
triacigliceroles y/o fosfolipidos. Este hecho infiere la presencia de este tipo de lipido
en todas las especies analizadas, ya que los AGL se encontraron entre un 8,44-14,72

% en todos los resultados obtenidos mediante CCFP.
O

178 4
o~ !

Figura 24. Estructura del 4cido estearico (18:0).
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Debido a los datos bibliograficos (38,39), todas las sefiales antes mencionadas
permiten suponer la presencia de 4cidos grasos libres, fosfolipidos, triacilgliceroles en
las seis especies de moluscos, y la determinacion de colesterol y ésteres de
colesterol, solo en la especie A. zebra. Ademas, se pudo observar que las especies del
mismo género, D. striatus y D. denticulatus, presentan similitud en sus 6. con
relacion a la especie A. notabilis, mientras que las especies A. seminuda, A. zebray P.

viridis presentan mayor numero de d, muy similares entre ellas.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante CCFP, con la cual se
pudieron aislar e identificar, por comparacion con los R¢ de patrones lipidicos, los
diferentes tipos de lipidos presentes en las seis especies estudiadas, resultado que
demuestra la veracidad de ambas técnicas utilizadas y, ademas, del contenido

energético de las especies en estudio.

3. Anélisis de los &cidos grasos

Para llevar a cabo la identificacioén y cuantificacion de acidos grasos en las seis
especies de moluscos, las muestras fueron tratadas con KOH/CH;OH y convertidas
en ésteres metilicos. Luego, mediante el uso de patrones comerciales se identificaron
y cuantificaron las diferentes clases de acidos grasos presentes en los lipidos totales,
aplicando la técnica de cromatografia de gases (CG), mediante la cual se obtuvieron

los cromatogramas representados en las Figuras B1-B6 (Apéndice B).

Los analisis de la composicion quimica de é4cidos grasos saturados (AGS),
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en
los lipidos totales para las seis especies de moluscos, arrojaron resultados presentados
en las tablas 8-10, respectivamente. Para el caso de la especie A. notabilis, los acidos

grasos monoinsaturados (AGMI) representan la mayor proporcion, siendo el 59,78%,
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mientras que en las especies A. seminuda y A. zebra contienen acidos grasos

saturados (AGS) en proporcion de 80,36 y 75,12%, respectivamente.

Los resultados para las especies D. denticulatus, D. striatus y P. viridis
arrojaron porcentajes de acidos grasos saturados en proporciones de 83,17; 73,58 y
84,76% respectivamente. El porcentaje de 4cidos grasos polinsaturados (AGPI)
resultd ser el mas bajo en el caso de las seis especies, donde el maximo valor lo
obtuvo A. seminuda con un 10,76% y el valor minimo fue para A. zebra con un
3,42%, situacion que difiere con lo que se ha observado en otros casos, como los
reportados en el estudio de la ostra de mangle C. rhizophorae en las lagunas de
Chacopata y La Restinga, y el pantano Caroni, en la cual el porcentaje de acidos
grasos polinsaturados mas bajo obtenido fue de 49,0% , para la muestra recolectada

en La Restinga (26).

A continuacion, se presentan los resultados para la composicion porcentual de
AGS, AGMI y AGPI en los lipidos totales de las seis especies en las tablas 8, 9y 10,

respectivamente, seguidos de un analisis en cada caso:

Para tener una idea mas clara de la distribucion de los 4cidos grasos saturados,
se realizaron graficos, en los cuales se observan los porcentajes que representan los
acidos grasos: miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) (por ser los
mas abundantes en casi todos los casos.) en las especies A. notabilis (figura 25), A.
seminuda (figura 26), A. zebra (figura 27), D. denticulatus ( figura 28), D. striatus (
figura 29) , P. viridis (figura 30) tomando en cuenta el 100 % de los acidos grasos
totales presentes en cada una , con lo cual se pretende observar las diferencias entre
los moluscos en cuanto a la presencia de acidos grasos saturados desde un punto de

vista cuantitativo, y de esta forma se podran hacer las respectivos analisis.
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Tabla 8. Composicion porcentual de los acidos grasos saturados en los lipidos totales
de A. notabilis, A. seminuda, A. zebra, D. denticulatus, D. striatus y P. viridis,
provenientes de la zona de Guayacan, peninsula de Araya, estado Sucre.

Acidos Anadara Atrina Arca  Donax Donax Perna
grasos notabilis  seminuda  zebra denticulatus striatus  viridis
C12:0 0,00 0,00 0,54 1,00 0,92 0,67
C13:0 0,00 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00
C14:0 11,60 10,54 8,75 20,67 17,42 21,99
C15:0 0,40 1,21 0,79 1,46 1,75 1,47
C16:0 1,04 51,62 45,09 45,64 41,81 48,69
C17:0 2,91 2,55 3,14 1,34 1,37 1,64
C18:0 18,05 13,21 16,33 11,52 10,31 9,22
C20:0 0,00 0,21 0,16 0,89 0,00 0,58
C21:0 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00
C22:0 0,00 0,32 0,15 0,19 0,00 0,21
C23:0 0,00 0,12 0,09 0,32 0,00 0,14
C24:0 0,41 0,40 0,02 0,14 0,00 0,15
TOTAL 34,41 80,36 75,12 83,17 73,58 84,76
AGS

AGS: 4cidos grasos saturados.

A continuacion, se presentan las distintas distribuciones graficas:

Miristico .
12% Palmitico

1%

Estedrico
18%

Figura 25. Porcentajes de AGS mas importantes en A. notabilis.
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Miristico
10%

Estearic

13%

Figura 26. Porcentajes de AGS mas importantes en A. sSeminuda.

Miristico

9%

Figura 27. Porcentajes de AGS mas importantes en A. zebra.

Estearico
11%

Figura 28. Porcentajes de AGS mas importantes en D. denticulatus.
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Estearico
10%

Figura 29. Porcentajes de AGS mas importantes en D. striatus.

Estearico

9%

Figura 30. Porcentajes de AGS mas importantes en P.viridis.

Es de notarse en los anteriores graficos, que las grasas saturadas mas
encontradas en animales y plantas que son: acido miristico (14:0), acido palmitico
(16:0) y el acido estearico (18:0); representan mas del 70% de los acidos grasos
presentes en las especies: A. seminuda, A. zebra, D. denticulatus, D. striatus y P.
viridis, siendo el acido palmitico (C16:0) el mas abundante, con porcentajes entre
41,81-51,62%. Sin embargo, la especie A. notabilis fue la excepcion, por tener el
menor contenido de grasas saturadas con un 34,41%, donde el 4cido estearico (C18:0)

representa un 18,05% y el acido palmitico mas del 1%.

Las especies D. striatus y D. denticulatus mostraron porcentajes similares en

cuanto al contenido de acidos grasos saturados, especialmente de los acidos:
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palmitico (16:0) y estearico (18:0) donde las diferencias entre las dos especies es de

1% para ambos casos.

Tabla 9. Composicion porcentual de los acidos grasos monoinsaturados en los lipidos
totales de A. notabilis, A. seminuda, A. zebra , D. denticulatus , D. striatus y P.
viridis, provenientes de la zona de Guayacan, peninsula de Araya, estado Sucre.

Acidos Anadara Atrina Arca  Donax Donax Perna
grasos notabilis seminuda  zebra denticulatus striatus  viridis
Cl6:1 o-7 6,55 1,31 7,00 4,53 6,90 3,47
Cl6:1 -9 44,13 2,28 1,84 0,15 0,00 0,00
Cl17:1 -8 0,42 0,12 0,08 0,00 0,00 0,00
C18:1 -5 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,26
C18:1 o-7 2,56 0,20 2,79 1,22 2,20 0,76
Cl18:1 -9 2,02 2,15 2,79 1,79 4,26 0,41
C20:1 -7 0,17 0,00 3,25 0,00 0,00 0,00
C20:1 ®-9 1,11 0,25 0,00 0,00 0,00 0,26
C20:1 o- 1,74 1,77 2,67 0,89 2,51 0,48
11
C22:1 -9 0,56 0,00 0,00 0,56 0,00 2,33
C22:1 - 0,46 0,27 0,56 0,00 0,84 0,52
11
C24:1 »-9 0,06 0,00 0,15 0,30 0,62 0,00
TOTAL 59,78 8,35 21,22 9,44 17,33 8,49
AGMI

AGMI: acidos grasos monoinsaturados

Al comparar estos resultados con los obtenidos por otros investigadores,
quienes analizaron la composicion de 4cidos grasos de los caracoles marinos
Phyllonotus pomum y Chicoreus brevifrons (Gastropoda: Muricidae) recolectadas en

las costas sucrenses, se observaron valores similares a los reportados (40). En dicha
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investigacion, las dos especies de moluscos mostraron un contenido de AGS entre
20,33 y 33,39%, correspondiendo ambos valores al caracol C. brevifrons recolectado
en el periodo de lluvia y transicion respectivamente, en donde la presencia
mayoritaria fue de los acidos miristico (14:0), palmitico (16:0), estearico (18:0) y
lignocérico (24:0). En la presente investigacion, los tres primeros AGS antes
mencionados son los que representan la mayor parte de los 4dcidos grasos en general

para todos los bivalvos, aunque con valores mayores en este caso.

Por otra parte, es importante recalcar que las concentraciones elevadas de
acidos grasos saturados incrementan la agregacion plaquetaria y acelera el proceso de
trombosis (41), por lo cual se podria decir que una dieta rica en estas especies de

moluscos estudiadas, podria traer consecuencias a la salud.

Los acidos grasos monoinsaturados estuvieron presentes en mayor proporcion
en la especie A. notabilis con un 59,78%, mientras que las especies A. seminuda, Arca
zebra, D. denticulatus, D. striatus y P. viridis, mostraron concentraciones entre 8,35-
21,22%. En ninguno de los casos, se registro la presencia del &cido oleico (18:1 »-3).
Estos resultados difieren de los obtenidos en otra investigacion (26) en la que se
obtuvieron concentraciones de AGMI en lipidos totales para la ostra de mangle C.
rhizophorae, por el orden de 3,0-5,5%, y en los cuales si se comprobd la presencia de
acido oleico (18:1 ®-3) en porcentajes no mayores a 1,2; en el mejor de los casos para
la muestra recolectada en La Restinga. Sin embargo, para el caso de P. viridis el
contenido de 4cidos grasos monoinsaturados estd muy cercano al determinado en otra

investigacion en la localidad de La Esmeralda (27).
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Tabla 10. Composicidon porcentual de los acidos grasos poliinsaturados en los lipidos
totales de A. notabilis, A. seminuda, A. zebra, D. denticulatus , D. striatus y P.
viridis, provenientes de la zona de Guayacan, peninsula de Araya, estado Sucre.

Acidos Anadara Atrina Arca  Donax Donax Perna
grasos notabilis  seminuda  zebra denticulatus striatus  viridis
Cl18:2 »-6 0,16 0,18 0,47 0,00 0,41 0,00
Cl18:3 -6 0,35 0,29 0,34 4,71 4,92 3,85
Cl18:3 -3 2,05 5,39 1,37 0,74 0,58 0,31
Cl18:4 »-3 0,24 0,13 0,30 0,45 0,00 0,53
C20:2 »-6 0,35 0,51 0,18 0,73 0,69 1,16
C20:3 »-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:3 -6 0,21 0,27 0,09 0,16 0,50 0,26
C20:4 -6 0,21 0,15 0,18 0,00 0,45 0,00
C20:5 »-3 0,27 0,07 0,05 0,12 0,00 0,00
C21:4 »-6 1,38 2,67 0,21 0,33 1,06 0,00
C22:2 -6 0,22 0,48 0,05 0,00 0,00 0,00
C22:4 -6 0,00 0,08 0,02 0,00 0,00 0,00
C22:5 o-3 0,06 0,13 0,23 0,00 0,00 0,00
C22:5 o-6 0,10 0,17 0,07 0,18 0,00 0,41
C22:6 »-3 0,21 0,24 0,09 0,00 0,48 0,22
TOTAL 5,81 10,76 3,42 7,42 9,09 6,74
AGPI

AGPI: 4cidos grasos poliinsaturados.

En cuanto a la distribucion porcentual de los acidos grasos poliinsaturados, la
presencia de los acidos grasos del tipo ®-3, en especial los acidos: linolénico (ALA,
18:3 ®-3), eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ®-3) y docosahexaenoico (DHA, 22:6 ®-
3), es necesario resaltarla debido a que son los mas importantes en su familia, y

ademds aportan muchos beneficios a la salud humana (4, 9). Para ello, se presentan
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mediante graficos (figuras 31-36), el porcentaje de acidos grasos ®-3: ALA, EPA y

DHA en las diferentes especies en estudio:
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Figura 31. Distribucion porcentual de acidos grasos ALA, EPA y DHA en Anadara
notabilis.
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Figura 32. Distribucion porcentual de acidos grasos ALA, EPA y DHA en Atrina
seminuda.
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Figura 33. Distribucion porcentual de acidos grasos ALA, EPA y DHA en Arca
zebra.
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Figura 34. Distribucion porcentual de acidos grasos ALA, EPA y DHA en Donax
denticulatus.
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Figura 35. Distribucion porcentual de acidos grasos ALA, EPA y DHA en Donax
striatus.
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Figura 36. Distribucion porcentual de acidos grasos ALA, EPA y DHA en Perna
viridis.

Los acidos grasos poliinsaturados representan la menor parte en las especies de
moluscos con porcentajes entre 3,42-10,76%, en los cuales esta incluidos los acidos
grasos del tipo ®-3, siendo el acido linolénico (18:3 w-3) el de mayor porcentaje en
todos los casos, con valores entre 2,05-5,39%, el cual proviene exclusivamente de
aceites vegetales de origen terrestre; mientras que el EPA y el DHA solo provienen

de aceites de origen marino, tanto de origen vegetal (DHA principalmente), como

animal (EPA y DHA).
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El contenido de los 4cidos grasos eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ®-3) y
docosahexaenoico (DHA, 22:6 ®-3) es bajo, como se pudo observar en los graficos
anteriores (Figuras 31-36); en comparacion a los resultados reportados en la literatura
(26,35), quienes encontraron acidos grasos eicosapentacnoico (EPA, 20:5 ®-3) y
docosahexaenoico (DHA, 22:6 ®-3) : para la ostra de mangle C. rhizophorae en el
orden de 3,6% para el EPA y 1,7% como valor maximo para el DHA; para el mejillon
P. viridis proveniente del Golfo de Paria y la Isla de Trinidad, con valores maximos

de 3,34 y 2,79% para el EPA respectivamente.

Los acidos grasos -3 de cadena larga EPA y DHA, son altamente valorados
por los demostrados efectos benéficos en la salud y en la nutriciéon, tanto humana
como animal, que produce su consumo (42), debido a que éstos previenen
enfermedades ateroscleroticas, cardiovasculares, reducen los niveles de colesterol en
las lipoproteinas de baja densidad (LDL), y por ende disminuyen la presién sanguinea

y la viscosidad de la sangre (41).

4. Determinacion de proteinas totales.

Las proteinas cumplen diversas funciones en la naturaleza, desde estructurales
hasta enzimaticas, aunque su clasificacion no se da bajo un orden de importancia, ya
que todas son importantes. El andlisis proteico se llevéd a cabo mediante el método de
Biuret (23). Para esto se realizd una curva de calibracion (BSA: 10 mg/ml),
representada en la figura 37, la cual se utilizd para la determinacion de las proteinas.
Se obtuvo una pendiente (m= 0,0343); este parametro se utilizé para determinar las
concentraciones de proteinas, y un coeficiente de correlacion (r=0,9876), que sefald

la linealidad presentada por la curva de calibracion.
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Figura 37. Curva de calibracion para la determinacion de las proteinas totales en cada
una de las especies en estudio.

Los resultados obtenidos en cuanto a las concentraciones de proteinas ( mg/g de
muestra) , de cada una de las especies de moluscos en estudio, se muestran en la tabla
11, en la cual se observan los valores para cada especie por duplicado. En el caso del
molusco D. striatus, se reporta con la menor concentracion de proteinas con un valor
promedio de 9,64 mg/g, donde la desviacion estandar (S) es baja 1,40 y eso
demuestra poca diferencia entre las dos réplicas. Las especies A. seminuda, D.
denticulatus y P. viridis, presentan concentraciones mas altas de proteinas con valores
promedios de 29,42; 32,44 y 33,59 respectivamente; sin embargo, se observan las S
para los casos de A. seminuda y P. viridis en 8,17 y 12,23, lo cual se debe a
diferencias entre las dos réplicas. Esto pudo deberse a errores de medicion debido a la
poca presicion del spectronic utilizado para medir la absorbancia, por lo cual incide
en una incorrecta determinacion de las concentraciones de proteinas ( mg/g) ; o en su

defecto a cualquier otro tipo de irregularidad.

Por otra parte, A. notabilis contiene un promedio de 33,71 mg de proteinas por

cada gramo de muestra, segun los resultados obtenidos, y ademas, la desviacion
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estandar refleja mucha similitud entre sus réplicas. La especie con mayor
concentracion de proteinas es A. zebra, conteniendo un promedio de 35,27 mg/g de
proteinas, y el valor de S para este caso fue de 0,23, lo cual significa que las réplicas

solo difieren en pocas décimas.

Tabla 11. Valores promedios (i), desviaciones estandar (S), error estandar (Sy) y
grupo homogéneo (GH) del contenido de proteinas (mg/g de muestra) de las especies
en estudio.

Muestras Réplicas X S (GH) S«
(mg/g)

D. striatus 8,13 9,64 1,40 Xa 4,31
11,14

A. seminuda 35,20 29,42 8,17 Xb 4,31
23,64

D. denticulatus 33,43 32,44 2,12 Xp 4,31
31,45

P. viridis 24,94 33,59 12,23 Xb 431
4224

A. notabilis 34,04 33,71 0,47 Xb 4,31
33,37

A. zebra 35,43 35,27 0,23 Xp 431
35,10

A estos resultados se le aplico el respectivo andlisis de varianza (ANDEVA
;Tabla 12), en el cual se observaron diferencias significativas ( p<0,05) en el
contenido proteico en las diferentes especies. Esta situacion requirid la aplicacion de
la prueba a posteriori LSD (Tabla 11), la cual indico la formacion de dos grupos
homogéneos, uno formado por la especie D. striatus (9,64 mg/g de proteinas), y el

otro formado por las otras cinco especies, las cuales superan los 29 mg/g de proteinas,
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lo cual significa ninguna de las replicas de D. striatus es cercana a los valores de otras
especie, especialmente D. denticulatus que pertenece a su mismo género, sin embargo
contiene mayor cantidad de proteinas por cada gramo de muestra. Esta situacion de
disparidad en los resultados de las dos especies del género Donax se ha presentado en

toda la investigacion.

Tabla 12. Analisis de varianza del contenido de proteinas (mg/g de muestra) de los
moluscos estudiados.

Fuente de Sumas Grados de Medias Razén Valor - P
varianza cuadraticas libertad cuadraticas Fisher
Entre grupos 938,936 5 187,787 5,05 0,0369
Dentro de grupos 223,231 6 37,205
Total 1162,170 11

Una posible explicacion a la elevada concentracion de proteinas observada en
las especies A. seminuda, D. denticulatus, P. viridis, A. notabilis y A. zebra, podria
ser la evidente relacion entre la composicion quimica (proteinica) de los organismos y
la composicién quimica de los alimentos que estos consumen y ésta, a su vez, estd
determinada por las condiciones ambientales del medio en que viven (pH, salinidad y
temperatura). Por otra parte, la baja concentracion en el caso de la especie D. striatus,
puede deberse a diferencias en la biosintesis de proteinas con respecto a las otras

cinco especies.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se pueden comparar con los
obtenidos en otra investigacion para la ostra C. rhizophorae (26), donde se observo
que el contenido promedio de proteinas fue alto e igual 41,36 mg/g en las muestras de
laguna de Chacopata, valor cercano al maximo obtenido para la especie A. zebra

(35,27 mg/g), en la presente investigacion.

Sin embargo, en el caso de la especie D. striatus, la concentracion promedio de

proteinas, cuyo valor fue 9,64%, es semejante al resultado reportado para la especie
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C. virginia recolectada en la zona de Guariquén (estado Sucre), la cual presentd
concentraciones promedios de proteinas de 9,71% (43). También, se podrian citar las
investigaciones realizadas con la especie C. rhizophorae procedente de Laguna
Grande, Bahia de Mochima y Laguna Las Maritas, cuya concentracién promedio de

proteinas fue de 9,15; 8,68 y 9,40% respectivamente (44, 45).

5. Determinacion de glucégeno

El glucogeno es un polisacarido de reserva de los animales que se degrada con
mucha facilidad cuando el requerimiento de glucosa aumenta en el higado, sirviendo
de reserva energética para las 24 horas de ayuno. La determinacion de glucogeno se
realiz6 mediante el método de Hassid y Abrahan (34). Se hizo una curva de
calibracion (glucosa: 0,1 mg/ml) representada en la figura 38, con la cual se
determiné el contenido de glucdgeno para cada muestra. Se obtuvo una pendiente
(m=3,464), siendo este parametro utilizado para determinar las concentraciones de
glucdgeno, y un coeficiente de correlacion (r=0,9750), que sefialé la linealidad

presentada por la curva.
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Figura 38. Curva de calibracion para la determinacion de glucdgeno en cada una de
las especies en estudio.
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En la tabla 13, se pueden observar los resultados en las concentraciones de
glucogeno (mg/g de muestra). La especie D. denticulatus fue la que reportd el menor
valor y al igual que D. striatus, A. seminuda, A. zebra y A. notabilis no sobrepaso 1
mg/g, especificamente 0,40 mg/g, con una desviacion estandar (S) de 0,00, lo que
demuestra la similitud entre las dos réplicas obtenidas. Por otra parte, P. viridis
reportd el mayor contenido de glucogeno, exhibiendo 1,35 mg por cada gramo de

muestra, con un valor de S de 0,02.

Tabla 13. Valores promedios (i), desviaciones estandar (S), error estandar (Sy) y
grupo homogéneo (GH) del contenido de glucogeno (mg/g de muestra) de las
especies en estudio.

Muestras Réplicas X S GH Sx
(mg/g)

D. denticulatus 0,03 0,04 0,00 Xa 0,02
0,04

D. striatus 0,23 0,24 0,01 Xp 0,02
0,25

A. seminuda 0,68 0,67 0,01 Xe 0,02
0,66

A. zebra 0,80 0,79 0,01 X4 0,02
0,78

A. notabilis 0,85 0,90 0,06 Xe 0,02
0,94

P. viridis 1,36 1,35 0,02 X¢ 0,02
1,33

La aplicacion del andlisis de varianza (ANDEVA) para este caso (Tabla 14)
arrojo diferencias altamente significativas ( p<0,05) en el contenido de glucdgeno en
las especies de moluscos bivalvos, situacion que se comprobé a traves de la prueba a
posteriori LSD (Tabla 13), en la cual se pudo observar la formacion de seis grupos

homogéneos representados por cada una de las especies y designados X,— X, lo cual
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demuestra que los valores obtenidos para las especies no guardan relacion entre ellos

desde ese punto de vista.

En el caso de los moluscos bivalvos D. striatus y D. denticulatus, la diferencia
entre sus valores es tal que ningin estos se relaciona, como sucede con las demas
especies. Adicionalmente hay que recalcar la precision en los dos resultados
obtenidos para el caso de D. denticulatus, debido al valor cero en su desviacion
estandar; situacion que no ocurrid para los otros moluscos. Esto demuestra las
grandisimas diferencias entre moluscos que a pesar de pertenecer a la misma especie,
sus géneros son distintos por cual la biosintesis también lo es; y esto trac como
consecuencia concentraciones de glucogeno que distan muchisimos en cuanto a sus
valores, lo cual se ha reflejado mediante la aplicaciéon del método de. Hassid y

Abrahan (34).

Tabla 14. Analisis de varianza del contenido de glucégeno (mg/g de muestra) de los
moluscos estudiados.

Fuente de Sumas Grados de Medias Razon Valor - P
varianza cuadraticas libertad cuadraticas Fisher
Entre grupos 2,21688 5 0,44338 516,55 0,0000
Dentro de grupos 0,00515 6 0,00086
Total 2,22203 11

Las bajas concentraciones de glucogeno observadas en las especies de
moluscos analizadas, pudieron haberse debido, a la utilizacion del mismo como
fuente de energia adicional en el proceso de proliferacion de nuevos gametos o
reproduccion (46). Ademads, podrian indicar que la dieta de los moluscos es baja en
carbohidratos, especificamente de glucogeno por carecer de higado; por lo cual la
reserva de éstos es baja (47). Por otra parte, se dice que los moluscos poseen una gran
habilidad para degradar carbohidratos en comparaciéon con otras clases de

invertebrados (48).
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Todos estos resultados difieren mucho a los reportados por otros autores, que
encontraron valores de glucogeno con porcentajes de 15,84 y 5,68% en la ostra de
mangle C. rhizophorae proveniente de Laguna Grande y Las Maritas (42). Sin
embargo, otra investigacion realizada con la misma especie proveniente de la laguna
de La Restinga y pantano de Caroni, se detectd glucogeno en el orden de 0,40 y
0,35% respectivamente; estos valores se asemejan a los obtenidos en la presente

investigacion (26).
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CONCLUSIONES

El molusco bivalvo A. zebra posee mayor potencial energético frente a las

demas especies, debido a que presentd el mayor porcentaje de lipidos totales.

Los espectros de RMN "°C, confirmaron la presencia de diferentes tipos de
lipidos en las seis especies de moluscos bivalvos en los extractos de lipidos totales,

permitiendo detectar colesterol exclusivamente en la especie A. zebra.

Los acidos grasos saturados se encuentran en mayor proporcion en los extractos
de lipidos totales de cinco especies, a excepcion de A. notabilis, representando mas
del 80 % en varios casos, siendo los més abundantes los 4cidos miristico (14:0),

palmitico (16:0) y estearico (18:0).

En cuanto a la presencia de acidos grasos polinsaturados, éstos representan
porcentajes por debajo del 10 % en la mayoria de las especies; sin embargo entre
estos dominaron los 4cidos linolénico (ALA, 18:3 ®-3), eicosapentaenoico (EPA,

20:5 ®-3) y docosahexaenoico (DHA, 22:6 ®-3).

A través de CCFP se pudo determinar que la presencia de fosfolipidos
sobrepasa el 75 % en los extractos lipidicos de las seis especies de moluscos bivalvos;
mientras que el colesterol y ésteres de colesterol, solamente fueron detectados para A.

zebra, lo cual concuerda con lo determinado mediante RMN B,
Mediante la determinacion de proteinas totales, se pudo comprobar lo

beneficioso que es el consumo de A. zebra, no solo por su potencial energético, sino

también por el alto contenido proteico (35,27 mg/g).

57



En general, el contenido de glucogeno fue bajo en todos los bivalvos analizados.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH: Gléandulas pituitarias.

AGL: Acidos Grasos Libres.

AGS: Acidos Grasos Saturados.

AGMI: Acidos Grasos Monoinsaturados.

ALA: Acido linolénico.

ANDEVA: Analisis de varianza.

AGPI: Acidos Grasos Poliinsaturados.

BSA: Albumina de Suero Bovino.

CCFP= Cromatografia de Capa Fina Preparativa
CG-L= Cromatografia de Gas — Liquido.

DHA: Acido docosohexaenoico.

EPA: Acido eicosapentaenoico.

ND: No detectado.

NI: No identificado.

RMN de ’C: Resonancia Magnética Nuclear de Carbono
TMS: Trimetilsilano.
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APENDICES
APENDICE A. ESPECTROS DE RMN *3C DE LOS EXTRACTOS LIPIDICOS

UDO/h._d~armas Anadara Notabilis

C o<
BRUKER
C >0
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130 ppm
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Figura Al. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de A. notabilis proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo alto)

UDO/h.d"armas Anadara Notabilis

Current Data Parameters
NAME udol

a_anno

EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20090331

Time 5.09

INSTRUM

PROBHD 5 mm TBI 1H-BB

PULPROG gpg30

D 65536

SOLVENT cpCi3

NS 16384

DS

SWH 31446.541 Hz

FIDRES 0.479836 Hz

Q 1.0420883 sec

RG 32768

ow 15.900 usec

DE .00 usec

TE 301.2 K

D1 2.00000000 sec

di1 0.03000000 sec

DELTA 1.89999998 sec

TDO 1
CHANNEL f1

NUC1 13C

P1 19.00 usec

PL1 ~6.00 dB

SFO1 125.7715719 MHz
CHANNEL 2

CPDPRG2 waltz16

uC

PCPD2 95.00 usec

L2 0.00 dB

PL12 18100 dB

PL13 120.00 dB

SFo2 500.1320005 MHz

F2 - Processing parameters

s1 32768
SF 125.7577926 MHz
wow EM

SSB 0

LB 2.00 Hz
GB 0

PC 1.40

r T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura A2. Espectro de RMN ' C del extracto lipidico de A. notabilis proveniente de
Guayacan, estado Sucre (Zona a campo bajo).
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UDO/h.d"armas Donax Denticulatos

BRUKER
>

30 ppm

i
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36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 ppm

Figura A3. Espectro de RMN '* C del extracto lipidico de D. denticulatus proveniente
de Guayacén, estado Sucre (zona a campo alto).

UDO/h.d"armas Donax Denticulatos

BRUKER
(<O

Current Data Parameters

NAME udoha. dode
EXPNO 22
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090402

Time

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H-BB
PULPROG 2gpg30

D 65536
SOLVENT cDCi3

NS 16384

DS 4

SWH 31446.541 Hz
FIDRES 0.479836 Hz
AQ 1.0420883 sec
RG 32768

oW 15.900 usec
DE 6.00 usec
TE 301.2 K

D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCL 13C

P1 19.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 125.7715719 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltz16

NUC2 1H
PCPD2 95.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 18200 dB
PL13 120.00 dB
SF02 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
st

SF 125.7577926 MHz
wWow EM

SSB 0

LB 2.00 Hz
GB 5}

PC 1.40

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura A4. Espectro de RMN '* C del extracto lipidico de D. denticulatus proveniente
de Guayacan, estado Sucre (zona a campo bajo)
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UDO/h.d"armas DONAX STRIATUS.

BRUKER
(>0

30 ppm

T T T T T T T T T T T T T T
36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 ppm

Figura A5. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de D. striatus proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo alto).

UDO/h.d"armas DONAX STRIATUS.

Current Data Parameters

NAME udoha-dona
EXPNO 22
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090404

Time 13.42
INSTRUM

PROBHD 5 mm TBI 1H-BB
PULPROG 2gpg30

T 65536
SOLVENT cbCi3

NS 16384

DS 4

SWH 31446.541 Hz
FIDRES 0.479836 Hz
AQ 1.0420883 sec
RG 32768

bDw 15.900 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K

D1 2.00000000 sec
di1 003000000 sec
DELTA 1289999998 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13C

P1 19.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 125.7715719 MHz
======== CHANNEL 2 ========
CPDPRG2 waltz16

NUC2 1H
PCPD2 95.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 18200 dB
PL13 120.00 dB
SFo2 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
st 68

SF 125.7577926 MHz
WDW EM

SSB 0
LB 2.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura A6. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de D. striatus proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo bajo).
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UDO/h.d"armas Perna Viridis

30 ppm

NS

T T T T T T T T T T T T
36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 ppm

Figura A7. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de P. viridis proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo alto).

uUDO/h.d"armas Perna Viridis

Current Data Parameters
NAME udoha. pevi
22

EXPNO
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090327
Time 13.58

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm TBI 1H-BB

PULPROG 2gpg30
65536

SOLVENT cbci3

NS 16384

DS 4

SWH 31446.541 Hz

FIDRES 0.479836 Hz

AQ 1.0420883 sec

RG 32768

DW 15.900 usec

DE 6.00 usec

TE 301.2 K

D1 2.00000000 sec

di1 0.03000000 sec

DELTA 1289999998 sec

TDO 1

======== CHANNEL f1 ========
13C

NUC1
P1 19.00 usec
PL1 ~6.00 dB
SFO1 125.7715719 MHz
—=—————== CHANNEL 2 ========
CPDPRG2 waltz16
NUC2 1H
PCPD2 95.00 usec
PL2 0200 dB
PL12 18200 dB
PL13 120.00 dB
SF02 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
s1 68
SF 125.7577926 MHz
wow EM
ssB 0
g L " L l el L] dagl e LB 2.00 Hz
AN iy e I ) T PR W ce 0
PC 1.40
T T
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Figura A8. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de P. viridis proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo bajo).
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UDO/h.d~"armas Atrina Seminuda
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(>0
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Figura A9. Espectro de RMN ' C del extracto lipidico de A. seminuda proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo alto).

UDO/h.d*armas Atrina Seminuda

Current Data Parameters
NAME udoha.atse
EXPNO 22
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090330
Time 14.50
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H-BB
PULPROG 2gpg30
TD 65536
SOLVENT CcDCI3
NS 16384
DS 4
SWH 31446.541 Hz
FIDRES 0.479836 Hz
AQ 1.0420883 sec
RG 32768
bw 15.900 usec
DE 6.00 usec
TE 301.2 K
D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
CHANNEL f1
NUC1 13C
P1 19.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 125.7715719 MHz
CHANNEL f2

CPDPRG2 waltz16

2 1H
PCPD2 95.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 18.00 dB
PL13 120.00 dB
SFO2 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
st 768
SF 125.7577926 MHz
WOwW EM
SSB 0
LB 2.00 Hz
GB 0
pPC 1.40

2(‘)0 léO léO 14‘10 12‘0 1(‘)0 80 60 40 20 pp;m
Figura A10. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de A. seminuda proveniente
de Guayacan, estado Sucre (zona a campo bajo).
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UDO/h.d"armas ARCA ZEBRA.

A NN S

3‘6 3‘5 3‘4 3‘3 3‘2 3‘1 3‘0 2‘9 2‘8 2‘7 2‘6 2‘5] 2‘4 2‘3 2‘2 2‘1 2‘0 1‘9 1‘8 1‘7 1‘6 1‘5 1‘4 1‘3 ‘ppn"\
Figura A11. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de A. zebra proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo bajo).

UDO/h.d*armas ARCA ZEBRA.

Current Data Parameters
NAME udoha.arcz
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090403
Time 16.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H-BB
PULPROG 2gpg30
™ 65536
SOLVENT cDpci3
NS 16384
DS
SWH 31446.541 Hz
FIDRES 0.479836 Hz
AQ 1.0420883 sec
RG 32768
bW 15.900 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA 1289999998 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13C
P1 19.00 usec
PL1 -6.00
SFO1 125.7715719 MHz
—======= CHANNEL 2 ========
CPDPRG2 waltz16
NuUC2 1H
PCPD2 95.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 18.00 dB
PL13 120.00 dB
SF02 500.1320005 MHz
F2 - Processing parameters
S1
SF 125.7577926 MHz
wow EM
L 1 J SSB 0
" ok oottt Lol LB 2.00 Hz
Vorvbesrin s 4 o
PC 1.40

T T T T T T T T T T T
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Figura A12. Espectro de RMN " C del extracto lipidico de A. zebra proveniente de
Guayacan, estado Sucre (zona a campo alto).
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APENDICE B. CROMATOGRAMAS DE GASES DE LOS EXTRACTOS

LIPIDICOS
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Figura B1. Cromatograma de gases del extracto lipidico de A. notabilis, proveniente
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de Guayacan, estado Sucre.
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Figura B2. Cromatograma del extracto lipidico de A. seminuda proveniente de
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Guayacan, estado Sucre.
70



FID1 A, (KITTY\AZEB.D)

LTt 880 87g 7T

€-ug:0e WWWMWNW

9-Ugi0C - Gev'9e

4

68692

0:8T - 046+4%
IEL9T r
96297 <]
2e8°ST T
952°5T |
TL9'VE
JUT0T - CzEieT
‘21
RE ST
T T T T T
< o o o o o
o (=3 (=3 o (=3 o
© n < @ N

Figura B3. Cromatograma del extracto lipidico de A. zebra proveniente de Guayacan,

estado Sucre.
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea

Ciencias Quimica de Productos Naturales

Resumen (abstract):

La determinaciéon del contenido lipidico de las especies de moluscos bivalvos:
Anadara notabilis, Atrina seminuda, Arca zebra, Donax denticulatus, Donax striatus
y Perna viridis provenientes de Guayacan, Peninsula de Araya, estado Sucre, arrojo
una mayor concentracioén para la especie A. zebra (1,69% m/m). El porcentaje mas
alto _de este contenido lipidico, lo representan los fosfolipidos, encontrandose por
encima del 75% en todos los casos, lo cual fue comprobado mediante la técnica de
cromatografia de capa fina preparativa. E1 RMN de 13 C permitié corroborar la
presencia de los diferentes tipos de lipidos en las seis especies, en especial de
colesterol solamente para el molusco A. zebra. En los extractos de lipidos totales, los
acidos grasos saturados representan mas del 70%. a excepcion de la especie Anadara
notabilis; siendo los mas abundantes los dcidos miristico (14:0), palmitico (16:0) y
estearico (18:0); y en menor proporcion los acidos grasos poliinsaturados, entre los
cuales resaltaron los acidos linolénico (ALA, 18:3 ®-3), eicosapentaenoico (EPA,
20:5 ®-3) vy docosahexaenoico (DHA, 22:6 ®-3). La concentracion de proteinas en
mayor proporcion fue para la especie A. zebra, con un contenido de 35.27 mg/g;
mientras que el mayor contenido en cuanto glucdgeno lo tiene P. viridis, con un 1,35
mg/g (Se recomienda el consumo de estas especies, por su alto valor energético y

nutricional).
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