COMPOSICION LIPIDICA DEL MUSCULO DE LA COLA
DEL CANGREJO DE RIO AUSTROPOTAMOBIUS
PALLIPES EN EPOCA DE REPRODUCCION

Por V. Diez (1)
J.M. Zumalacarregui (1)
C. Martinez (1)

INTRODUCCION

Son muy pocos los datos existentes en la literatura cientifica sobre la composicion
quimica de los cangrejos de agua dulce, a diferencia de lo que ocurre con los de origen
marino. En el caso concreto de A4. pallipes, Rodhes y Holdich '? han sido los primeros
en estudiar la composicion quimica de la porcion comestible de esta especie. La ca-
rencia de datos es aun mas evidente en lo que se refiere al estudio de la fraccién lipidi-
ca, siendo el trabajo de Cossins ?, que ha estudiado la influencia de la temperatura so-
bre los cambios en la composicion lipidica, el unico existente.

En este trabajo se estudia el contenido en diversas fracciones lipidicas y la composi-
cién en 4cidos grasos de las mismas en el musculo de la cola del cangrejo de rio A. pa-
llipes, tanto en machos como en hembras durante la época de la reproduccion.

MATERIAL Y METODOS

Los cangrejos utilizados en el presente estudio (39 hembras y 33 machos) procedian
del rio Orbigo (Veguellina de Orbigo, Ledn). La recogida se realizé durante la segunda
quincena del mes de abril de 1977 con la autorizacién del ICONA. La longitud del ca-
parazoén estaba entre 6,5 y 8 cm. Todos los analisis se llevaron a cabo sobre el muscu-
lo flexor del abdomen.

La extraccion y purificacion de los lipidos se llevo a cabo siguiendo la técnica de
Folch y col. ¢ a partir de 47 y 50 gr. de tejido muscular procedentes de la totalidad de
los machos y de las hembras, respectivamente, utilizados en el presente estudio.

El extracto lipidico se conservo hasta los posteriores andlisis a —35°C.

(1) Dpto.de Higiene y Tecnologia de los Alimentos y Toxicologia.
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Los lipidos totales se fraccionaron por cromatografia en columna de écido silicico-
celita (1/1). La elucion de las distintas fracciones se realizo aplicando sucesivamente:
cloroformo (lipidos neutros), acetona (glicolipidos) y metanol (fosfolipidos).

La separacion de los lipidos neutros se realizé por cromatografia en ldmina fina so-
bre silica gel typ 60 y PF 254, utilizando como fase moévil una mezcla de éter de pe-
troleo/éter etilico/acido acético (80:20:1) (v/v/v). La identificacion de los distintos
componentes se basé en la comparacion del comportamiento cromatografico (Rfs) de
las muestras y de diversos patrones conocidos (triglicéridos, mono y diglicéridos, dcido
oléico, colesterol, esteres del colesterol y ubiquinona) cromatografiados conjuntamen-
te y por los siguientes reactivos especificos: rodamina 6G y leuco azul de metileno.
Los lipidos se detectaron con acido sulfurico al 50% o con vapores de yodo.

La separacion de los fosfolipidos se llevo a cabo sobre silica gel typ 60, utilizando
como fase movil una mezcla de cloroformo/metanol/agua (65:25:4) (v/v/v). La identi-
ficacién de los distintos fosfolipidos se baso en la utilizacion de diversos patrones y en
el rociado de las ldminas finas con diversos reactivos especificos (ninhidrina, azul de
molibdeno y iodo-ioduro potasico). La extraccion de los diversos fosfolipidos de la si-
lica gel se llevo a cabo con metanol.

Para la identificacidn de los distintos lipidos neutros y fosfolipidos separados se si-
guieron distintos procedimientos. Los fosfolipidos por su contenido en P determinado
por la técnica de Chen y col 2, el colesterol por el método de Moore y Baumann!' y
los 4cidos grasos libres por titulacion alcalina teniendo en cuenta el peso molecular
del ac. graso promedio resultante de la cromatofrafia en fase gaseosa. El resto de los
componentes se cuantificd por pesada.

Para la formacion de los ésteres metilicos de los dcidos grasos que forman parte de
los triglicéridos y de los distintos fosfolipidos se utilizo la técnica de metilacién de
Sheata y col !° y para la de los dcidos grasos libres, la de Schelenk y Gellerman 4.

Para la identificacion y posterior cuantificacion de los ésteres metilicos de los acidos
grasos se utilizo un cromatografo de gases «Perkin-Elmer» modelo F-11, equipado con
una columna de vidrio rellena con un 10% de DEGS sobre Chromosorb W (80-100
mallas). Se utilizo un programa de temperatura de 100-190°C. (con un incremento de
temperatura de 8°C./min.) hasta la aparicion del 18:2, manteniéndose después la tem-
peratura constante a 190°C. Los distintos acidos grasos fueron identificados compa-
rando los tiempos de retencion con los de estandares apropiados (Sigma) y cuantifica-
dos por triangulacion de los picos, teniendo en cuenta el factor respuesta del detector
para cada acido graso.

Para la identificacion del colesterol (basada en los tiempos de retencion de la frac-
cién esteroles libres sometida a cromatografia en fase gaseosa) se utilizaron columnas
de vidrio rellenas con SE-30 al 1% sobre Gas Chrom Q (80-100 mallas). La tempera-
tura de la columna fue de 211°C.

TABLA 1
Contenido en lipidos neutros, glicolipidos y fosfolipidos del miisculo de la cola del cangrejo de
rio A. pallipes, expresado en porcentaje del extracto lipidico total.

L., neutros Fraccién eluida Fodfolipidos
con acetona

Hembras 25,17 2,88 71,93

Machos 18,82 1,32 79,84
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RESULTADOS

El contenido en lipidos totales en el musculo de la cola de los cangrejos de la espe-
cie A. pallipes fue de un 1,24% en las hembras y un 1,51% en los machos.

En la tabla I figura el contenido en lipidos neutros, glicolipidos y fosfolipidos, ex-
presados en términos de porcentaje sobre el extracto lipidico total.

Lipidos neutros

Los lipidos neutros (eluidos de la columna de dcido silicico/ celita con cloroformo)
fueron separados por cromatografia en lamina fina segtin se describe en material y mé-
todos, apareciendo en las cromatoplacas 7 manchas, tanto en las hembras como en los
machos, enumeradas de la 1 a la 7. Las manchas 1, 3 y 5 se caracterizaron como glicé-
ridos parciales (mono y diglicéridos), dcidos grasos libres y triglicéridos respectiva-
mente, en base a su Rf, a la cromatografia con patrones y por la fluorescencia emitida
bajo la lampara de luz UV después de rociar la lamina con rodamina 6G.

La mancha nimero 2 mostrd un color rojo intenso frente al reactivo del dcido sulfu-
rico, extraida de las ldminas y cromatografiada en las condiciones descritas en mate-
rial y métodos, mostré un solo pico con un tiempo de retencion idéntico al de un pa-
tron de colesterol. Fue identificada como colesterol libre.

La mancha nimero 4 adquirid un color intenso con el reactivo de leuco azul de me-
tileno y tuvo un Rf similar al de un patron de ubiquinona. Fue tentativamente identi-
ficada como ubiquinona.

Las manchas numero 6 y 7 fueron imposibles de separar por lamina fina, por lo que
se sometieron conjuntamente a diversos andlisis posteriores. Mostro frente al reactivo
del 4cido sulfurico una coloracién rojiza demostrandose la presencia de ésteres de co-
lesterol. Saponificada la muestra y cromatografiada en columna de alimina se detect6
la presencia de hidrocarburos, por lo que se consideré que dichas manchas estaban
constituidas por una mezcla de ésteres de colesterol e hidrocarburos.

En la tabla II se recoge el contenido en estos lipidos neutros.

Fosfolipidos

Muestras de los fosfolipidos eluidos con metanol en la columna de dcido silicico/ce-
lita, fueron cromatografiados en ldmina fina, segun se describe en material y métodos,
junto con patrones de lisofosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, car-
diolipina, esfingomielina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol.

Para la caracterizacion de los distintos componentes se tuvo en cuenta, ademas, de
los Rf el comportamiento frente a los siguientes reactivos: azul de molibdeno, iodo-
ioduro potasico y ninhidrina.

Todos los compuestos (seis) dieron positivo frente al reactivo de azul de molibdeno.
Las manchas 4 y 5 dieron positivo frente al reactivo de ninhidrina (se identificaron
como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, respectivamente), las 1, 2 y 3 reacciona-
ron frente al reactivo de iodo-ioduro potdsico (se caracterizaron como liso-
fosfatidilcolina, esfingomielina y fosfatidilcolina, respectivamente). La mancha niime-
ro 6 se caracterizo como cardiolipina.

Los valores alcanzados por los distintos fosfolipidos se recogen en la tabla III.

El contenido en 4cidos grasos de diversos lipidos neutros (triglicéridos y acidos gra-
sos libres) y fosfolipidos (esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y car-
diolipina) quedan recogidos en las tablas IV (hembras) y V (machos).
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DISCUSION TABLA IV

Acidos grasos de distintos componentes de la fraccion fosfolipidos, triglicéridos y 4cidos grasos
libres de los cangrejos hembras de la especie 4. pallipes (valores expresados en porcentaje so-

El contenido en lipidos totales en el musculo de la cola, tanto de las hembras como bre el total de 4cidos grasos).

de los machos objeto de este estudio, es ligeramente inferior al observado por Rhodes

X . oot a2 . Acidos
y Holdich '3 en el A. pallipes de. procedencia inglesa, smplar al observado por Perillo o v BC B = . Lo
y Gianninoto'? en el A. fluviatilis y unas 2-3 veces superior al observado en el 4. lep-
he e ohiny 14:0 1,45 0,45 tr 1,34 2,37 4,64
todactylus por Dabrowski y co , 14:1 0,50 tr tr tr 0,59 tr
150 1,70 0,40 tr 0,58 L,35 2,47
... TABLAII ) ’ 16:0 28,37 19,77 6,93 11,10 16,40 31,46
Valores alcanzados por los distintos lipidos neutros en el miisculo de la cPla del cangrejo‘A; pa- 165l 8,20 65118 3,74 5171 9,.91 6,20
llipes expresados en términos de mg./100 gr. de misculo y en porcentaje del extracto lipidico 17:0 Ly19 1,08 1,38 2,35 1,08 2,47
ooty 17:1 1,04 1,11 0,93 2,02 2,29 1,67
18:0 9,30 5,21 261 6,68 6,75 L5155,
18:1 28,20 27,06 235 56 317 3% 36,60 19,90
r = S anps 18:2 4,10 5,32 4,79 4,42 T8 25030,
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Berere i totaro Acidos grasos de distintos componentes de la fraccion fosfolipidos, triglicéridos y acidos grasos
R T orarburos 27,99 28,79 1,80 2,07 libres de los cangrejos machos de la especie A. pallipes (valores expresados en porcentaje sobre
Triglicéridos 26,18 11,12 2,10 0,80 el total de 4cidos grasos).
ES: Esfingomielina; FC: Fosfatidilcolina; FE: Fosfatidiletanolamina; C: Cardiolipina; Tr: Tri-
\ glicéridos; AGL: Acidos grasos libres; tr: trazas, cantidad inferior a un 0,2%.
TABLA III '
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Nuestros datos son muy similares a los observados por diversos autores en crustd-
ceos marinos (Krzeckowski y col. 7; Krzeckowski y Stone #; Krzynowek y col. °; Chan-
mugan y col. !).

El contenido lipidico de las hembras es un 21% inferior al de los machos, lo que su-
giere que parte de los lipidos musculares son utilizados para la formacion del vitelo
durante la época de la reproduccion.

De los datos expuestos en la tabla I se pone de manifiesto que los lipidos mas abun-
dantes en el musculo de ambos sexos son los fosfolipidos, siendo mas elevado el conte-
nido de los machos (79%) que el de las hembras (71%). A pesar que no existen datos
en la bibliografia consultada sobre lo que representa esta fraccién en la totalidad de
los lipidos en el A. pallipes, Mahrla y Zachar '° han observado que en el sarcolema y
en las membranas sarcotubulares del A. fluviatilis los fosfolipidos representarn el 57,9
y el 71,8% respectivamente de los lipidos totales. Asi mismo Krzynowek y col. ? han
observado que los fosfolipidos representan aproximadamente un 75% de la grasa mus-
cular de los crustdceos marinos Cancer borealis, Cancer irroratus y Geryon quinque-
dens.

En cuanto al contenido en los distintos fosfolipidos, nuestros resultados son muy si-
milares a los observados por Cossins 3 en el musculo abdominal del 4. pallipes, y por
Mahrla y Zachar ' en las membranas sarcotubulares y en el sarcolema de A. fluviati-
lis. E1 mayor contenido de cardiolipina en nuestras muestras es la diferencia mas apre-
ciable con los resultados de los autores anteriormente citados.

De los distintos componentes que forman parte de la fraccion lipidos neutros desta-
ca la importancia del colesterol libre que representa un 12% (machos) y un 16% (hem-
bras) del total de los lipidos y un 65% del total de lipidos neutros. Resultados simila-
res han sido observados por Cossins? en el 4. pallipes y por Zandee '¢ en el A. asta-
cus. Uno de los aspectos mas importantes observados es la baja tasa de triglicéridos
tanto en los machos como en las hembras, siendo imposible comparar nuestros resul-
tados con los de otros autores dada la carencia de datos al respecto. Es muy probable
que este bajo contenido se deba a la época de recogida de los cangrejos; en este sentido
Zandee ' ha observado que la cifra mds baja de acidos grasos totales se encuentra en
el A. astacus en el mes de abril, mientras que la mds alta se produce en el mes de octu-
bre.

En cuanto a la composicion en dcidos grasos de los distintos componentes lipidicos
se observa un elevado porcentaje de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA), principal-
mente en los fosfolipidos mas abundantes (fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina), lo
que confiere a la grasa total un grado de insaturacion elevado, ya que dichos fosfolipi-
dos representan mas del 55% de la grasa total. Este elevado grado de insaturacion es
similar al observado por Cossins 3 en el A. pallipes y por Krzekowski y col. 7; Krzec-
kowski y Stone 8; Krzynowek y col.? en diversos crustaceos marinos. Se observa un
mayor grado de insaturacion en los fosfolipidos de los machos que de las hembras, he-
cho que podria deberse a la necesidad de las hembras en estos acidos grasos poliintsa-
turados para la formacién del vitelo.

La composicidn en acidos grasos de cada uno de los componentes lipidicos es muy
variable. Tres acidos grasos (20:5, 18:1 y 16:0) representan mas del 60% de la totali-
dad en précticamente todos los componentes. El 20:5 es mayoritario en la fosfatidile-
tanolamina de ambos sexos y en la fosfatidilcolina de las hembras, mientras que el
18:1 es el mds abundante en el resto de los fosfolipidos y en los triglicéridos. En los
acidos grasos libres predomina el 16:0. La composicién en acidos grasos de la fosfati-
dilcolina y la fosfatidiletanolamina son muy similares a los observados por Cossins 3
en ambos fosfolipidos. Los valores por nosotros obtenidos en el resto de los compo-
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nentes lipidicos no pueden ser comparados con los de otros autores por no existir da-
tos al respecto.

En nuestro trabajo no se ha observado la elevada concentracién del 22:6 que ha sido
descrita por distintos investigadores en la grasa de diversos crustdceos marinos, donde
se encuentra en concentraciones superiores al 10%.

RESUMEN

Se ha estudiado en el musculo de la cola de cangrejos machos y hembras de la espe-
cie A. pallipes la composicion lipidica y el contenido en dcidos grasos de distintas frac-
ciones que los contienen.

El contenido lipidico de los machos es un 21% superior al de las hembras, debido
principalmente a su mayor riqueza en fosfolipidos. Aunque existen diferencias en la
composicion en écidos grasos en cada una de las fracciones, tres dcidos (20:5, 16:10 y
18:1) representan mas del 60% de la totalidad de los mismos. El contenido en 4cidos
grasos poliinsaturados es mayor en los machos que en las hembras.

LIPID COMPOSITION AND FATTY ACID CONTENT OF
CRAYFISH AUSTROPOTAMOBIUS PALLIPES TAIL
MUSCLE

SUMMARY

The lipid composition and the fatty acids of pertinent fractions have been studied in
the tail muscle of male and female of 4. pallipes crayfish.

The lipid content of the male muscle is 21% higher than that in female muscle.
Three fatty acids (20:5, 18:1 and 16:0) accounted for about 60% of the total fatty acids
content. Male phospholipids contain larger amounts of polynsaturated fatty acids than
in female phospholipids.
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