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RESUMEN

Se evalué de manera comparativa el contenido de lipidos, proteinas y glucogeno de la ostra de mangle
Crassotrea rhizophorae colectada en Caroni Swamp las Lagunas de Chacopata y La Restinga durante agosto
de 2001. El RMN de C-13 sefialé como lipidos predominantes a los fosfolipidos, triacilgliceroles y colesterol en
las muestras. Las ostras de la Laguna de Chacopata mostraron maximos contenidos de lipidos totales (7,55+1,3
%), proteinas (41,36+2,2 mg) y glucdgeno (2,14+0,04 mg) y minimas concentraciones de colesterol asociado a
las LDL (0,047+0,022 mg/dl). Sin embargo, las de Caroni Swamp y La Restinga presentaron valores minimos
de proteinas (12,74+1,8 - 15,98+1,3 mg), glucogeno (0,35+0,04 - 0,40+0,02 mg) y lipidos totales (3,69+0,09 -
2,71£0,01%); y maximos de colesterol asociado a las LDL (0,277+0,026 - 0,169+0,032 mg/dl).
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ABSTRACT

A comparative study was undertaken to study the lipids, proteins, and glycogen of the mangrove oyster
Crassostrea rhizoporae collected in the Caroni Swamp and in the lagoons of Chacopata and La Restinga during
August 2001. 13C-NMR spectra revealed phospholipids, triglycerol, and cholesterol as the prevailing lipids in
the samples. The Chacopata Lagoon oysters showed a maximum content of total lipids (7.55+.1.3%), proteins
(41.36+2.2 mg), and glycogen (2.14+0.04 mg) and minimum concentrations of LDL cholesterol (0.047+0.022
mg/dl). The Caroni Swamp and La Restinga oysters, however, showed minimum values for proteins (12.74+1.8
— 15.98+1.3 mg), glycogen (0.35+0.04 — 1.40+0.02 mg), and total lipids (3.69+0.09 — 2.71+0.01%); and maximum
values of LDL cholesterol (0.277+0.026 — 0.169+0.032 mg/dl).
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INTRODUCCION

Hoy en dia, las enfermedades cardiovasculares y
cerebro-vasculares constituyen la primera causa de
muerte en Venezuela, siendo la cardiopatia isquémica
aterosclerdtica la mas frecuente entre ellas, la cual esta
estrechamente ligada con el habito dietético adquirido
(Carmena, 1986; Cardona y Soltero, 1987). Por lo tanto,
Gomez et al. (1977) han puesto de manifiesto la relacion
existente entre los sintomas o signos de enfermedades
cardiovasculares nutricionales y metabdlicas, donde
los lipidos y la practica de dietas ricas en glucosa y
proteinas juegan un papel muy importante en el contenido
energético del ser humano.
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La formacion las lipoproteinas juega un rol muy
importante en la salud del hombre, ya que las anomalias
en estos procesos son un factor decisivo en el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares (Devlin, 1991). 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 constituye un factor siempre
presente en los procesos de aterogénesis, y son las
precursoras de las enfermedades coronarias prematuras
(Abbey et al., 1990; Roberts, 1992).

Puesto que la salud y crecimiento corporal de
los individuos estan relacionados con los factores
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ambientales, nutricionales y metabdlicos que cada uno de
ellos presentan, donde los contenidos energéticos como
los lipidos, las proteinas y el glucogeno, tienen una gran
importancia para los seres humanos, constituyéndose en
reserva energética y quimica para el hombre, y donde
el conocimiento de la distribucion de las proteinas,
carbohidratos y lipidos en el tejido de una especie
potencialmente cultivable, podria orientar al individuo
a un intento en definir las riquezas energéticas en la C.
rhizophorae o concentrar a la pesqueria comercial hacia
el comercio de esta especie.

En Venezuela hasta el presente no se ha estudiado
de manera comparativa la composicion quimica de
la ostra de mangle en diversas lagunas; de alli que se
evalu¢ el contenido lipidico, proteico y de glucdgeno en
la Crassostrea rhizophorae provenientes de la Laguna
de Chacopata, La Restinga y Caroni Swamp resultando
interesante dicho estudio, ya que el mismo permiti6
comparar los niveles energéticos y quimicos de este
bivalvo en estas areas.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Las ostras de mangles fueron recolectadas en las
lagunas de Chacopata, y La Restinga (Venezuela) y
Caroni Swamp (Trinidad) durante el mes de agosto de
2001. A las muestras de cada una de esas zonas, se le
extrajo el organismo completo, se limpio, se lavo con
agua desionizada para eliminar la mayor cantidad de
sales, iones y fitoplancton presentes y se congeld a -5°C
para su posterior analisis en el laboratorio.

Extraccion de los lipidos totales

La extraccion de los lipidos en el organismo en
estudio, se llevo a cabo utilizando porciones de 1 g
del material triturado en 20 ml de una mezcla CHCI:
CH,OH (2:1) como solvente para cada muestra (Overturf
y Dryer, 1967). El tejido con la mezcla de solventes se
sometio a agitacion continua por una hora, se filtro y el
residuo fue extraido nuevamente, utilizando el mismo
procedimiento para garantizar una extraccion eficaz y
completa de los lipidos.

A el filtrado contentivo de los lipidos se le agregd una
solucion saturada de cloruro de sodio (NaCl). Se agitd
y se guardd bajo refrigeracion. Se le agrego6 a la capa
organica Na,SO, anhidro como absorbente del agua y
se evapord la mayor cantidad de mezcla de solventes en
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un rotaevaporador; luego a la fraccion lipidica obtenida
se le burbujed nitrogeno gaseoso y se refrigerd. Se
determind por método gravimétrico el porcentaje de
lipidos totales presentes en las muestras de las diferentes
areas de estudio.

Caracterizacion de los lipidos utilizando la técnica
de RMN de C-13

La técnica de RMN de C-13 se utilizd para la
identificacion de los lipidos. Para ello, las muestras, sin
tratamiento previo, se colocaron en tubos de resonancia
de 10 mm de diametro con cloroformo deuterado y una
pequena cantidad de tetrametilsilano (TMS), que sirvio
como referencia interna. Los espectros se obtuvieron
a 25,0 MHz con un espectrometro Bruker WP-100,
operando contécnicas de pulsoytransformadade Fourier.
En todos los espectros, se eliminaron los acoplamientos
carbono-hidrogeno y el numero de pulsos acumulados
fue de 1400, con un intervalo de 1,2 segundos entre
dos pulsos sucesivos de 90°. El ancho de barrido fue de
5000 Hz para una memoria de 8 K. Los desplazamientos
quimicos se reportan en ppm con relacion al estandar
interno de tetrametilsilano (TMS).

Determinacion cuantitativa de proteinas totales

Se tomd un gramo del tejido macerado y se
homogenizo en frio con 9 ml de hidréxido de sodio 0,1
mol.I", se centrifugd a 3000 r.p.m durante 15 minutos
y se transfirio el sobrenadante a otro tubo de ensayo.
Las proteinas totales se determinaron por el método de
Biuret Alemanys et al., (1982), el cual se basé en tomar
0,6 ml del sobrenadante, se le agregod reactivo de Biuret
(0,75 g de CuSO,*5H,0 en 300 g de NaKC,O,*4H.,0,
200 ml de agua destilada enrasado con NaOH 10% m/V)
y agua destilada e inmediatamente se dejo calentar en
bafio de Maria a 35°C por espacio de 10 minutos, luego,
se ley6 la absorbancia de la muestra en un Spectronic 21,
marca Milton Roy Company a 540 nm. La concentracion
fue calculada a partir de una curva de calibracion de
albumina de suero bovino (BSA: 10 mg/ml).

Determinacién cuantitativa de glucégeno

La extraccion de glucogeno se realizo mediante el
método de Hassid y Abrahan (1957). Se coloco 1 g del
tejido de la ostra en un tubo de ensayo conteniendo 2
ml KOH 30%, seguido por una incubacioén en un bafio
de Maria por espacio de 30 minutos. La cuantificacion
de glucdgeno se llevo a cabo a través de la reaccion
con la antrona (Winmer ef al. 1970). Se tomo 0,1 ml de
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la solucion de glucogeno, se le agregd agua destilada
y 4 ml de reactivo de antrona (0,2% en H,SO,) e,
inmediatamente, se sometid a ebullicion en un bafio de
Maria por espacio de 15 minutos. Se enfrio y se leyo
la absorbancia espectrofotométricamente a 620 nm. La
concentracion fue calculada a partir de una curva de
calibracion de glucosa (0,1 mg/ml).

Determinacion de colesterol asociado a las LDL

Para la separacion de las lipoproteinas presentes en
las muestras, se utilizé el método de Noble (1968), el
cual consiste en el fraccionamiento de las lipoproteinas
mediante electroforesis en gel de agarosa. La
cuantificacion del colesterol en las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) se realizé por un método colorimétrico
que permitid determinar el colesterol asociado a estas
lipoproteinas mediante la reaccion de Bowman y Wolf
(1962).

El fraccionamiento de las diferentes lipoproteinas
en las muestras de estudio se realizd utilizando gel de
agarosa. Una vez separadas las diferentes lipoproteinas
(HDL, LDL, VLDL y quilomicrones), se identificaron
las LDL por comparacion con el patron de LDL. Las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) separadas por
fraccionamiento fueron cuantificadas por colorimetria
en un Spectronic 20, marca Génesis a una longitud de
onda de 550 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacién cuantitativa de lipidos totales

En la Tabla 1, se observa que la mayor concentracion
de lipidos la poseen las ostras provenientes de la Laguna
de Chacopata con un valor de 7,55+1,3%. El analisis
de varianza realizado, indicd diferencias altamente
significativas (p<0,05) en el contenido lipidico de las
muestras de las diferentes areas de estudio, lo cual
se constatd a través de la prueba a posteriori (LSD),
que mostrd la formacion de tres grupos homogéneos
de tres sistemas estuarinos: Laguna de Chacopata
(7,55+1,3%), Caroni Swamp (3,69+0,09%) y La Restinga
(2,71£0,01%).

Los resultados de lipidos totales obtenidos en esta
investigacion indican el elevado potencial energético
que poseen las ostras de la Laguna de Chacopata
durante el mes de agosto del 2001, en comparacion con
las de La Restinga y Caroni Swamp. Las diferencias
en el contenido lipidico de las muestras pudo deberse
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a cambios bruscos en las condiciones ambientales de
cada una de las areas en estudio o a la mayor o menor
disponibilidad de alimentos en las diferentes lagunas. De
alli, que las ostras de la Laguna de Chacopata pudieron
haber tenido una mayor actividad en sus funciones
alimenticias, aprovechando mejor el aporte ofrecido
por el plancton y sales nutritivas o tuvieron una mayor
capacidad de ajustar su metabolismo a las condiciones
imperantes de la zona (altas temperaturas, vientos
fuertes, elevada salinidad, entre otros).

Tabla 1. Porcentajes de lipidos totales de C. rhizophorae
proveniente de las diferentes zonas en estudio, media
(X), desviacion estandar (S), error estandar (Sx) y grupo

homogéneo (GH)

Muestras Réplicas X S Sx G. homogéneo
% lipidos (GH)
6,22

Chacopata 8,79 7,55 1,29 0,43 X
7,65
2,70

La Restinga 2,71 2,71 0,01 0,43 X
2,72
3,60

Caroni Swamp 3,78 3,69 0,09 043 X
3.68

Identificacion de los lipidos por la técnica de RMN
de C-13

Para la identificacion de los diferentes lipidos en las
muestras en estudio se dispuso de los desplazamientos
quimicos para ésteres de los acidos grasos reportados en
estudios previos por Ramirez (1985) y D’Armas (1993),
ver Tabl% 2.

O o3

2,2 3 MW

1

Figura 1. Algunos desplazamientos quimicos de RMN-13C en la mo-
lécula de triacilglicerol.

Los espectros de RMN de C-13 mostraron una sefial a
9, 14,1 ppm que pertenece a los metilos terminales de los
acidos grasos constituyentes del triacilglicerol (Figura 1).
A 3, 27,3 ppm, se encontré una sefial perteneciente a
los metilenos vecinos a dobles enlaces; esta sefal fue
més intensa que la de 3, 25,7 ppm, ya que los acidos
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos de RMN de C-13 en el extracto lipidico de C. rhizophorae proveniente de la Laguna de
Chacopata, La Restinga y Caroni Swamp.

~ Muestra de Muestra de La Muestra. . .
Sefial Chacopata (3)  Restinga (3 )" de Caroni Asignaciones®
cop ¢ £a 19 Swamp (3 )
1 11,8 11,9 11,9 -CH,, C-18 en colesterol
) 142 14,1 14,1 -CH,, metilos terminales en cadena de ésteres de 4cidos
grasos
3 18,7 18,7 18,7 -CH,, C-21 en colesterol
4 19,4 19,4 19,4 -CH,, C-19 en colesterol
5 25,7 25,6 25,6 -CH,, metileno vecino entre dos dobles enlace en 4cidos
6 26,5 26,5 26,5 grasos insaturados
7 27,3 27,2 27,2 -CH,, metileno vecino a un doble enlace en 4cidos grasos
8 28,1 28,3 28,2 insaturados
9 341 342 342 -CIb%COO—, metileno vecino al grupo carboxilico en ésteres
de 4cidos grasos
10 39,8 39,8 39,8 C- 24 en colesterol
11 422 423 423 C-4 y C- 13 en colesterol
+
12 54,4 54,3 54,4 -N(CHg)3, metilenos en la lecitina
13 55,9 559 559 -CH, -O-, metileno en cadena de lecitina
14 62,2 62,2 62,2 -CH,- O -, C-1y C-3 del glicerol en triacilgliceroles
15 63,0 63,0 63,0 C-1 del glicerol en fosfolipidos
+
16 66.4 66.4 66.3 -CH2-N(CH3)3’ metileno en cadena
de lecitina
17 69,3 69,2 69,3 -CH-O-, C-2 del glicerol en los triacilgliceroles
18 70,4 70,3 70,4 -CH-O-, C-2 del glicerol en fosfolipidos
19 71,9 71,7 71,8 -CH-O-, C-3 en colesterol
20 121,8 121,7 121,7 C-6 en colesterol
21 140,7 140,7 140,7 C-5 en colesterol
22 179,5 179,0 179,2 - .
3 180.0 180.0 179.9 -COO-,carbonos carboxilicos en acidos grasos

a: Espectros realizados a 25 MHz en solucion de CDCI,. Los desplazamientos quimicos estdn expresados en ppm en relacion
al TMS.

b: Asignaciones realizadas segun valores reportados por Ramirez (1985) y D’Armas (1993).

NI: Asignaciones no identificadas.
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grasos insaturados constituyentes del triacilglicerol
tenian una o dos insaturaciones; mientras que cuando el
numero de dobles enlaces es superior a dos se observa
més intensa la sefial a 6, 25,7 ppm, debido a que una
mayor cantidad de carbonos metilénicos mostraron
ese desplazamiento (D’Armas, 1993). Otras sefales
caracteristicas del triacilglicerol son las de 6, 34,1 ppm,
9, 62,2 ppmy & 69,3 ppm, correspondientes al metileno
vecino al grupo carboxilo del éster, los C-1 y C-3, y el
C-2, respectivamente.
0
294 248 227

14,1
( 1284 126,7 1305 141
6,6

| 254 37 73
\ o/\/ \ (Fosfatdil coling)

Figura 2. Algunos desplazamientos quimicos de RMN-13C en la
molécula de fosfolipido

La sefial a 5, 54,4 ppm se asigno a los tres grupos
metilos sobre el nitrogeno del grupo colina. La
fosfatidilcolina o lecitina es el fosfolipido (Figura 2) mas
abundante en los tejidos animales. Las sefiales a 8, 55,9 y
9, 66,4 ppm, correspondieron a los metilenos enlazados
al oxigeno y nitrogeno respectivamente.

HO

Figura 3. Estructura de la molécula de colesterol, indicando los
carbonos de la misma.

El extracto lipidico de las muestras en estudio,
ademas de presentar sefiales correspondientes a los
triacilgliceroles y fosfolipidos, resefid un conjunto de
desplazamientos quimicos asignables al colesterol. La
molécula de colesterol posee un total de 27 carbonos,
los cuales se pueden apreciar en la Figura 3. En los
espectros RMN de C-13 de las muestras en estudio,
se pudo observar claramente algunas sefiales de los
carbonos de este lipido: las que aparecieron a & 11,9
ppm y que corresponden al C-18, la sefial a &, 71,8
ppm correspondiente al C-3 o sea, el carbono al cual
esta unido directamente el grupo hidroxilo, las sefiales
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ad 36,1 yd, 39,8 ppm asignadas a los C-22 y C-24,
respectivamente, la sefial a 6, 42,3 ppm caracteristica de
los C-4 y C-13 y las sefiales que estan a 6 121,7 y 9,
140,7 ppm pertenecientes a los carbonos olefinicos 6y 5,
respectivamente. Los espectros de RMN de C-13 de los
extractos lipidicos de C. rhizophorae, indican que dicha
especie esta basicamente constituida de fosfolipidos,
especificamente lecitina, triacilglicerol y colesterol.

Determinacion de colesterol asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL)

El colesterol asociado a las LDL (Tabla 3), mostrd
valores maximos de colesterol en las muestras de la
Laguna de Caroni Swamp (0,277+0,026 mg/dl), valores
intermedios en las ostras de La Restinga (0,169+0,032
mg/dl) y valores minimos (0,047+0,022 mg/dl) en las
procedentes de la Laguna de Chacopata. El anélisis
de varianza realizado indico diferencias altamente
significativas (p<0,05) en el contenido de colesterol
asociadoalasLDL,locualseconstatoatravésdelaprueba
a posteriori (LSD) (Tabla 3), que mostro la formacion de
tres grupos diferentes de ostras correspondientes a las
tres lagunas

Tabla 3. Valores promedios (f), desviaciones estandar (S),
error estandar (Sx) y grupo homogéneo (GH) del contenido
de colesterol asociado a las LDL (mg/dl de suero) de C.
rhizophorae proveniente de las diferentes lagunas.

Muestras Réplicas X S Sx  G.homogéneo
(mg col./dl) (GH)
0,071
Chacopata 0,043 0,047 0,022 0,016 X
0,028
0,156
La Restinga 0,151 0,169 0,032 0,016 X
0,199
0,288
Caroni Swamp 0,303 0,277 0,026 0,016 X
0,241

col.= colesterol

Por otra parte, la elevada concentracion de colesterol
asociado a las LDL en las muestras provenientes de la
Lagunas de Caroni Swamp y La Restinga pudo deberse
a la capacidad que tenia la especie para sintetizar
colesterol a partir de carbohidratos y acidos grasos
saturados. Los valores de colesterol asociado a las LDL
obtenidos en este trabajo de investigacion son bajos, lo
cual pudiera indicar que el consumo de la especie no
ocasionara consecuencias graves en el desarrollo de
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lesiones ateroscleroticas y trombosis en el organismo
humano, tal como lo reporta Carmena (1986) en estudios
realizados con otras especies marinas.

Analisis de proteinas totales

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos
en las concentraciones de proteinas (mg/g de muestra)
de C. rhizophorae provenientes de las diferentes zonas
de muestreo. Se observa que la mayor concentracion
de proteinas la poseen las ostras provenientes de la
Laguna de Chacopata con un valor de 41,36+2,2 mg de
proteinas.

Tabla 4. Valores promedios (X), desviaciones estandar (S),
error estandar (SX) y grupo homogéneo (GH) del contenido de
proteinas (mg/g de muestra) de C. rhizophorae provenientes
de las diferentes lagunas.

Muestras Réplicas X S Sx  G.homogéneo
(mg proteinas) (GH)
38,82
Chacopata 42,45 41,36 2,21 1,03 X
42,81
16,39
La Restinga 16,98 1598 1,25 1,03 X,
14,58
14,73
Caroni Swamp 11,26 12,74 1,79 1,03 X,
12,24

La prueba a posteriori (LSD) (Tabla 4), que indico
la formacion de dos grupos homogéneos, uno formado
por las ostras provenientes de la Laguna de Chacopata
(X,) (41,36+2,2 mg de proteinas) y otro que agrup?6 a las
de la Laguna de La Restinga y Caroni Swamp X, con
concentraciones deproteinasde 15,98+1,3y 12,74+1,8 mg,
respectivamente. La elevada concentracion de proteinas
en C. rhizophorae de la Laguna de Chacopata puede
estar relacionada con la ingesta de alimento por parte de
la especie para el momento de su captura o por cambios
ambientales (diferencias de pH, salinidad y temperatura)
en las diferentes areas de estudio, debido a la presencia
de lluvias en dichas zonas; asi como lo reportan Bioseat
et al. (1999), donde indica que la composicion quimica
(proteinica) de los organismos puede ser alterada
considerablemente por la composicion quimica de su
alimento y ésta, a su vez, por las condiciones ambientales
del medio en que viven.

Otro factor que pudo influir en que las muestras
provenientes de la Laguna de Chacopata presentaran
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mayor concentracion de proteinas es que la actividad
gonadal de la especie en ese mes de recoleccion haya
sido mayor que en las otras muestras de estudio. Ademas
es posible la existencia de cambios en la sintesis de
proteinas en las muestras procedentes de las Laguna de
La Restinga y Caroni Swamp y cambios en el aporte de
substratos por parte de los 6rganos reproductivos para
la formacion de futuras generesciones, conllevando a
una disminucion en las concentraciones de proteinas de
dichas muestras.

Analisis de glucogeno

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos
en las concentraciones de glucogeno (mg/g de muestra)
de C. rhizophorae provenientes de las diferentes zonas
de muestreo. Se observa que la mayor concentracion
de glucogeno la poseen las ostras provenientes de la
Laguna de Chacopata con un valor de 2,14+0,04 mg de
glucogeno.

Tabla 5. Valores promedios (f), desviaciones estandar (S),
error estandar (SX) y grupo homogéneo (GH) del contenido
de glucogeno (mg/g de muestra) de C. rhizophorae proveniente
de las diferentes lagunas.

Muestras Réplicas X Sx
(mg gluc.)
2.10
2,18
2,13
0,45
0,39
0,37
0,36
0,33
0.36
gluc.= glucégeno

El analisis de varianza mostr6 diferencias altamente
significativas (p<0,05) en el contenido de glucdgeno en
las ostras de las diferentes areas de estudio; lo cual se
constato a través de la prueba a posteriori (LSD) (Tabla
5), que mostro la formacion de dos grupos homogéneos
de C. rhizophorae de diferentes sistemas de manglares:
Laguna de Chacopata X (2,14+0,04 mg de glucégeno)
y Lagunas de La Restinga y Caroni Swamp X, con
concentraciones de glucdgeno de 0,40+0,02 y 0,35+0,04
mg, respectivamente. Estos resultados indican que las
ostras de la Laguna de Chacopata presentan buenas
condiciones en ese tiempo, debido a su alto porcentaje
de glucogeno, el cual pudo deberse a un desarrollo
gonadal mayor de la especie en ese mes, producto de la

G. homogéneo
(GH)

Chacopata 2,14 0,04 0,02 X

La Restinga 0,40 0,02 0,02

Caroni Swamp 0,35 0,04 0,02
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excesiva ingesta de alimento y de los cambios bruscos
de temperatura en el ambiente lagunar (Walne, 1970).

CONCLUSIONES

Los espectros de RMN de C-13, mostraron sefiales
pertenecientes a los fosfolipidos, triacilgliceroles y
colesterol, lo cual indica la riqueza lipidica presentada
por las ostras estudiadas.

Se obtuvieron maximas concentraciones de lipidos,
proteinas y glucogeno en C. rhizophorae de la Laguna
de Chacopata y minimos en las procedentes de las
Lagunas de La Restinga y Caroni Swamp.

Los valores de colesterol asociado a las LDL,
indicaron diferencias altamente significativas (p<0,05)
en las concentraciones de colesterol, mostrando la
formacion de tres grupos diferentes de ostras de diversos
sistemas de manglares.
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