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candidata para acuicultura multitrofica integrada.
The starfish Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816) as a food

supplement for marine species and as a suitable candidate for

integrated multi-trophic aquaculture.
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Resumen

Actualmente, muchas especies marinas son candidatas potenciales para la diversificacion
de la acuicultura por su facil adaptacion a ser cultivadas en cautividad a pesar de verse
dificultado por el alto requerimiento nutricional durante las primeras fases de su desarrollo. El
objetivo del presente estudio es valorar el efecto de tres dietas experimentales en el crecimiento
y composicion lipidica de Coscinasterias tenuispina de cara a su posible uso como suplemento
en la dieta de especies marinas y su potencial produccion en acuicultura multitréfica. Las dietas
experimentales se basaron en caballay restos de sifonados, caballa, y una dieta mixta de caballa,
almeja y cangrejo.

Las estrellas bajo diferentes tratamientos dietarios no mostraron variaciones en el
crecimiento ni en la supervivencia, pero si en el contenido de algunos acidos grasos. Los
ejemplares alimentados con la dieta mixta presentaron las proporciones mas elevadas de acido
palmitico (16:0), &cido eicosapentanoico (20:5 n-3) y acido docosahexanoico (22:6 n-3). Por el
contrario, con las otras dos dietas mostraron valores mas elevados de acido a-linolénico (18:3
n-3). No se obtuvieron diferencias significativas en las clases lipidicas, pero predominan lipidos
importantes en el desarrollo de especies marinas como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
colesterol y triacilglicéridos en todos los ejemplares experimentales.

Palabras clave: Acuicultura multitréfica, Asteroideo, Nutricion, Suplemento dietario.

Abstract

Currently, many of the marine species are candidates for aquaculture diversification due
to their easy adaptation to captivity, although their cultivation is hampered by their high
nutritional requirements during the first stages of their life cycle. The objective of the present
study is to evaluate the effect of different experimental diets on the growth and lipid
composition of Coscinasterias tenuispina regarding its possible use as a dietary supplement for
marine species, and their potential production in multi-trophic aquaculture systems. The
experimental diets were based on mackerel and siphonage wastes, exclusively mackerel, or a
mixture of mackerel, clam and crab.

Dietary treatments did not significantly affect starfish growth and survival, but do show
differences in the content of some fatty acids. Specimens fed the mixed diet presented the
highest proportions of palmitic acid (16:0), eicosapentanoic acid (20:5 n-3) and docosahexanoic
acid (22:6 n-3). By contrast, starfish receiving the other two experimental diets, showed higher
values of a-linolenic acid (18:3 n-3). No significant differences in lipid classes were registered
between treatments, but relevant lipid fractions for the development of marine species such as
phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, cholesterol and triacylglycerides were
predominant in all experimental specimens.

Key words: Multitrophic aquaculture, Asteroidea, Nutrition, Dietary supplement.



1. Introduccidon

1.1. Actualidad de la acuicultura

La demanda de la produccion de alimentos de origen marino en las ultimas 5 décadas
ha aumentado en paralelo al incremento de la poblacién mundial, que, segln las Perspectivas
de la Poblacion Mundial de las Naciones Unidas, en 2050 llegara a alcanzar los 9.000 millones
de personas, por lo que la demanda de estos alimentos serd ain mayor (Rosa et al., 2020). La
Organizacidn de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) indica que
la acuicultura es la principal candidata para sostener la demanda mundial de productos marinos
debido al estado de sobreexplotacion de muchos caladeros mundiales, representando
actualmente el 52% del total de pescado que se destina al afio a la alimentacion humana (FAO,
2020). Por ejemplo, en 2017, las cifras totales de produccién de acuicultura en Espafa fueron
de 345.635 toneladas (APROMAR, 2018), de las cuales aproximadamente un 83% son
moluscos, dentro de los que destacan los bivalvos y los cefalépodos (Aliaga, 2019).

En general, la produccion alimentaria conlleva un impacto medioambiental negativo a
ya que destruye los ecosistemas y afecta de forma directa a la calidad del suelo y del agua y con
ello a la diversidad de la flora y la fauna (Santana et al., 2013). Uno de los propésitos del sector
acuicola es mejorar la sostenibilidad ambiental junto al bienestar animal y la calidad nutricional
de los alimentos que podria afectar a la salud pablica (Aarset et al., 2004; Gormaz et al., 2014;
Olsen and Osmundsen, 2017). Una de estas alternativas que ofrece muchas ventajas es la
acuicultura multitrofica integrada (AMT]I) (Rosa et al., 2020), que permite minimizar la carga
organica que se genera en el medio marino ya que se trata de un cultivo combinado de especies
de diferentes niveles tréficos en el que los eslabones inferiores o especies secundarias, tanto
filtradores como detritivoros, aprovechan los residuos metabolicos y restos de alimentos no
consumidos que generan los niveles troficos superiores como peces y camarones gque presentan
su propia alimentacién (Barrington et al., 2009; Cubillo et al., 2016; Granada et al., 2016; Ren
etal., 2012).

Los niveles tréficos inferiores pueden estar constituidos por organismos filtradores que
se alimentan tanto de materia organica en suspension como del plancton (por ejemplo, moluscos
bivalvos filtradores) mientras que la materia inorganica es aprovechada por ejemplo por las
macroalgas. También pueden ser detritivoros (la mayoria son crustaceos) que crecen a partir de

los restos de todos los organismos anteriores (Xunta de Galicia, 2012).
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1.2. Requerimientos nutricionales para el cultivo de especies marinas

El cultivo de especies marinas en fase larvaria es extremadamente delicado ya que la
carencia de nutrientes esenciales puede afectar a su crecimiento y al desarrollo del sistema
visual y neuronal (Estefanell, 2013). En un principio, las larvas de especies marinas como los
peces dependen de los nutrientes enddgenos del saco vitelino por lo que cuando esta fuente de
nutrientes se agota utilizan una fuente exdgena que es generalmente el zooplancton (Gatlin,
1998). La mayor parte de las dietas formuladas para acuicultura incluyen harina de pescado ya
que contiene gran cantidad de proteinas y lipidos. No obstante, esta harina presenta desventajas
como su insostenibilidad, elevado coste en el mercado, ademas de que muchas de estas dietas
elaboradas para el cultivo en fase larvaria no han sido capaces de asemejarse a los alimentos

que obtienen del medio natural en estado salvaje (Gatlin, 1998).

Para que el transcurso del ciclo de vida de las especies marinas se produzca de manera
adecuada deben obtener los nutrientes que son esenciales, entre ellos, proteinas, carbohidratos,
minerales y lipidos. Respecto a estos Ultimos, destacan los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (LC-PUFAs, del inglés long chain polyunsaturated fatty acids) como el acido
araquidénico (ARA, 20:4 n-6), el acido eicosapentanoico (EPA, 20:5 n-3) y el &cido
docosahexanoico (DHA, 22:6 n-3) (Prato et al., 2010). Por ejemplo, la deficiencia de estos
acidos grasos en los esparidos provoca una reduccién en la eclosion de los huevos y

malformaciones en el cuerpo (Watanabe et al., 1984).

1.3. La estrella de mar Coscinasterias tenuispina, especie candidata como suplemento
para alimentar especies marinas

Las estrellas de mar son equinodermos al igual que los erizos de mar, pepinos de mar,
lirios de mar y ofiuras, y son importantes en el medio marino porque transforman la materia
organica que es utilizada por otros organismos y ademas son capaces de oxigenar el sedimento
(Margulis and Chapman, 2009). Se caracterizan porque presentan un gran potencial para su
cultivo acuicola por varias propiedades, entre ellas por su facil reproduccion y rapido
crecimiento, por su capacidad de biorremediacion y por su composicion en productos bioactivos
importantes desde el punto de vista farmacolégico. Por ejemplo, Riccio y colaboradores (1986)
caracterizaron en la especie Coscinasterias tenuispina sustancias con propiedades
farmacologicas como las saponinas y esteroles (Kanazawa, 2001) y otros estudios han descrito

sustancias con actividad antitumoral (Kilimnik et al., 2016; Tian et al., 2013).
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C. tenuispina es una estrella de mar perteneciente a la clase Asteroidea y al orden
Forcipulatida. Esta especie se distribuye ampliamente por el Mediterraneo y en las zonas de
costas rocosas templadas y subtropicales del Atlantico y se esta expandiendo a la parte noreste
del Mediterraneo concretamente a las costas de Turquia (Barreto, 2019). Se puede localizar a
poca profundidad incluso en la zona intermareal (Stamouli et al., 2018) y presenta un
comportamiento depredador inespecifico en aguas del Mediterraneo por la gran abundancia de
alimento (Garcia-Cisneros et al., 2017). Su dieta omnivora, en general, incluye la predacion de

moluscos y equinodermos, asi como el consumo de alimento inerte (Barreto, 2019).

Esta especie llega a medir 20 cm de didmetro y se caracteriza por presentar unas espinas
cortas a lo largo de todo su cuerpo (Stamouli et al., 2018) (llustracién 1). Se puede reproducir
tanto de forma sexual como asexual y esta Ultima forma se produce en la etapa adulta mediante
fisiparidad (separacion de los miembros del organismo para dar lugar a nuevos individuos
clonicos) (Alves et al., 2002; Barreto, 2019) que tiene lugar a lo largo de todo el afio, pero con
mayor frecuencia en verano (Alves et al., 2002). Seto y otros autores (2013) descubrieron que
la temperatura y la alimentacion tienen una fuerte influencia en el tipo de reproduccion y, por
ende, en la evolucion de las poblaciones de esta especie por lo que la posibilidad de controlar
la fisiparidad permite evitar la fase de fecundacion y desarrollo larvario, lo que simplifica

significativamente su cria en cautividad.

llustracion 1. Coscinasterias tenuispina (Lamarck, 1816). Autor: Rogelio Herrera. Foto tomada de

https://redpromar.org/

Otra de las ventajas de cultivar estrellas de mar es que al pertenecer a un nivel tréfico
inferior presentan un gran potencial para su integracion en sistemas de acuicultura multitréfica

integrada ya que se pueden mantener facilmente con los desechos de tanques de otros cultivos
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de especies marinas. Por todo ello, se pretende estudiar su posible uso en la alimentacion

acuicola mediante la preparacion de harinas como suplemento en la dieta de especies marinas.

Sin embargo, las harinas de estrellas de mar como materia prima organica presentan
algunos inconvenientes desde el punto de vista nutricional. Segiin un estudio realizado por
Budifio y colaboradores (2021) sobre la evaluacion de la especie Asterias rubens como materia
prima para la fabricacion de piensos acuicolas, la harina de estrella de mar presenta baja
cantidad de proteinas, grasas y fibra, y un mayor contenido de cenizas que las harinas de
pescado. El alto contenido de cenizas y su capacidad higroscépica dificultan su uso como
materia prima en alimentos para peces, aunque se podria reducir este contenido mediante un
proceso de hidrolizacion de la harina, lo que conduciria a un aumento en los porcentajes de los
componentes restantes (Machuca-Loja et al., 2016). En general, la eficacia de las harinas de

estrellas de mar va a depender de la especie objetivo a la que se va a alimentar.

1.4. Equinodermos para alimentacion humana y de animales terrestres

El consumo de equinodermos es cada vez mas frecuente en numerosos paises y entre
ellos se encuentra Espafia, en la que una de las especies con mas interés para el consumidor es
el erizo de mar comun (Paracentrotus lividus) (Rodriguez-Bernaldo de Quirés et al., 2001)
principalmente por sus goénadas (Tourdn, 2012). Para su cultivo acuicola se necesita controlar
las condiciones ambientales en las que van a vivir (Fridberger et al., 1979) y las mas efectivas
se dan en tangues con circuito cerrado de agua (Tourdn, 2012). La composicion de la dieta que
se le va a proporcionar va a afectar directamente a la composicion bioquimica de los erizos, por
lo que deben presentar un contenido considerable de proteinas necesario para el crecimiento
gonadal por su percusion a la hora de almacenar de sustancias de reserva en las gonadas en
forma de lipidos y carbohidratos (Fernandez, 1995; Lawrence et al., 2007; Liyana-Pathirana et
al., 2002), ademas de para un desarrollo 6ptimo del exoesqueleto y de la matriz intraestrémica

en la cara interna (Dubois et al., 1989).

Aparte del uso de equinodermos para consumo humano y para especies marinas también
puede ser util como suplemento en dietas de animales terrestres. Por ejemplo, Sgrensen y
Ngrgaard (2016) realizaron un estudio sobre la eficacia de proporcionar como suplemento la
harina de estrella de mar (Asterias rubens) en las dietas de lechones destetados y para
reemplazar, parcialmente, la harina de pescado y de soja. Sin embargo, cuando se aumenta su

inclusion de un 5 a un 10% se produce un elevado nivel de Cay con ello la relacion Ca:P que
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afecta negativamente a la digestibilidad y la absorcion de P. Esto se debe a que el exceso de
calcio limita la disponibilidad de fosforo al unirse al fitato, por lo que aumenta el pH intestinal
y, por lo tanto, reduce la eficacia de la enzima fitasa exdgena (Qian et al., 1996; Selle et al.,
2009).

Ademas, Shadrinay otros autores (2019) determinaron en estrellas de mar el predominio
de albuminas en Patiria pectinifera y de sustancias minerales en Evasterias echinosoma. El
contenido cuantitativo de proteinas y sustancias minerales en las estrellas de mar puede ser la
base para la produccion de aditivos para pienso, principalmente productos proteicos para el
cultivo de aves de corral y productos minerales para las gallinas ponedoras.

Para formular dietas a partir de asteroideos hay que tener en cuenta la presencia en estos
de productos bioactivos. Las estrellas de mar presentan un sistema inmunolégico muy
desarrollado para defenderse de bacterias, hongos y virus que pueden ser peligrosos para su
supervivencia, por lo que han desarrollado compuestos toxicos que les permite competir con
estos microorganismos y pueden ser antioxidantes, bactericidas, citotoxinas, antifingicas y
anticoagulante (Pastrana Franco et al., 2015). Paralelamente a este estudio se estan llevando a
cabo ensayos para analizar estos productos bioactivos, su supuesta toxicidad toxicidad y
posibles estrategias para reducir o eliminar esta toxicidad. Uno de los analisis es el método de
hidrolisis combinada (enzimatica en combinacidn con térmica) que permite obtener, a partir de
materia prima caracterizada como biotdxica, aditivos alimentarios proteicos y minerales
seguros (Shadrina et al., 2019).

1.5. Condiciones nutritivas de especies marinas cultivadas

El objetivo general de la AMTI es proporcionar alimentos marinos a la poblacion de
una forma sostenible reduciendo el impacto medioambiental de la actividad acuicola, pero
también se debe tener en cuenta que estas especies cultivadas presenten las caracteristicas
nutricionales adecuadas y de calidad que cubran las necesidades del consumidor (Zarate et al.,
2017). Para que esta ultima condicion se cumpla, las dietas de las especies de cultivo deben
proporcionar los nutrientes necesarios para que estos organismos sean una fuente rica en

proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y elementos inorganicos.

El presente trabajo se centra en el andlisis lipidico, ya que los lipidos son esenciales para
el correcto desarrollo larvario de especies acuéticas. En general, constituyen la principal reserva

de energia del organismo, y son los responsables de almacenar y producir agua y calor a partir
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de las reacciones de combustion de los triglicéridos. A nivel celular, se estructuran formando
la bicapa lipidica de la membrana plasmética, que delimita el interior celular del medio
extracelular. Es por ello que son fundamentales en el mantenimiento de la fluidez de la
membrana y en los procesos de sefializacion celular asociados (Janssen and Kiliaan, 2014;
Skowronska-Krawczyk and Budin, 2020), pudiendo intervenir, asimismo, como mediadores de
inflamacién al ser precursores de eicosanoides (Ruiz et al., 1998). Ademas, tienen un papel

determinante en la reproduccién al ser precursores de hormonas esteroideas (Rone et al., 2009).

Los lipidos estan formados por acidos grasos, los cuales son cadenas hidrocarbonadas
con un grupo carboxilo en un extremo y un grupo metilo en el otro. Segun el nimero de dobles
enlaces presentes en la cadena hidrocarbonada, se clasifican en saturados (presentan enlaces
simples) e insaturados (presentan dobles enlaces), que a su vez pueden dividirse en
monoinsaturados o poliinsaturados si presentan uno, o0 dos o mas dobles enlaces,
respectivamente. Dentro de los insaturados, segun la posicion del doble enlace respecto al

extremo metilo terminal, se dividen en omega 3, omega 6 y omega 9.
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2. Objetivos

El presente estudio persigue analizar bioquimicamente el perfil lipidico de una posible
especie candidata para acuicultura multitrofica integrada, la estrella de mar Coscinasterias
tenuispina, y asi determinar su viabilidad en funcion de su calidad nutricional como

complemento a la dieta de especies marinas.

Basandonos en esto, el objetivo general de este trabajo es comprobar los efectos de
diferentes tipos de dietas sobre la composicion nutricional de C. tenuispina para valorar cual de
las dietas es la mas favorable para alimentar a esta especie de cara a su utilizacion como

suplemento en la alimentacion de especies marinas.

Para la consecucion de este objetivo general, se abordaran los siguientes objetivos
especificos en el andlisis de C. tenuispina:

1. Evaluar su contenido lipidico total.
2. Analizar su perfil de &cidos grasos.

3. Determinar su composicion en clases lipidicas.
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3. Material y métodos.

3.1. Recoleccion y cultivo de Coscinasterias tenuispina.

Las muestras de Coscinasterias tenuispina fueron obtenidas en la planta de cultivos del
Centro Oceanografico de Canarias del Instituto Espafiol de Oceanografia (COC-IEO-CSIC).
Los ejemplares experimentales fueron seleccionados a partir de individuos recolectados en las
canaletas y zonas de desagtle de los tanques de cultivo donde son muy abundantes, basando su
alimentacion en los efluentes y restos de alimentos de estos tanques. Los individuos fueron
repartidos en tanques troncoconicos de fibra de vidrio de 100 L de capacidad y 50 cm de altura
(lustracién 2). El cultivo se mantuvo sin aireacion y con un caudal de entrada de agua de 100
mL/5 seg, lo que permitié una renovacion del volumen del tanque de unas 20 veces al dia. La
temperatura media de cultivo fue de 19,6 + 0,17°C, la concentracion de oxigeno del agua
siempre estuvo por encima de 6,5 ppm, y la salinidad del agua fue de 36 psu. El régimen de luz

correspondid a fotoperiodo natural, colocandose mallas de sombreado sobre los tanques.

lustracion 2. Tanque de cultivo de Coscinasterias tenuispina. Autor: Eduardo Almansa.

Dado que la fision asimétrica es frecuente en esta especie se trabajé con un solo
individuo por tanque para poder hacer un seguimiento individual de su crecimiento. Se
colocaron algunas rocas en el fondo del tanque ya que en estudios anteriores se habia observado
gue suelen usarlas como refugios, mejorando su adaptacion a la cautividad. EI crecimiento se
calculo mediante el incremento de la biomasa total en gramos en cada tanque ya que debido a
la fision asimétrica es normal encontrarse con dos individuos o incluso tres al final del

experimento.
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3.2. Alimentacion

Ejemplares de C. tenuispina de entre 8 y 10 g (ver Tabla 1) fueron alimentadas una vez al
dia, cuatro veces por semana, durante 29 dias a una tasa de alimentacion del 10% de la biomasa

total del tanque, con una de las siguientes dietas experimentales:

« Dieta 1. Caballa (Scomber colias) y restos obtenidos del sifonado de tanques de cultivo
de medregal (Seriola dumerili). Estos restos podian incluir algas verdes (del tipo
Enteromorpha sp.), pequefios crustaceos (principalmente gammaridos) y restos de

pienso y heces de los peces.
e Dieta 2. Caballa (S. colias).

o Dieta 3. Dieta mixta compuesta por caballa (S. colias), almeja (Meretrix lyrata) y

crustaceo (Callinectes sapidus) (50%, 25%, 25%, respectivamente).

Todas las dietas utilizadas presentan caballa al ser un alimento econémico. La Dieta 1 fue
formulada especificamente para valorar el efecto de suplemente la caballa con los restos de
sifonados de los tanques de medregal (S. dumerili), podian incluir algas verdes (del tipo
Enteromorpha sp.), pequefios crustaceos (principalmente gammaridos) y restos de pienso y
heces de los peces. Los restos de sifonado de tanques de 40 m2 fueron concentrados en 5 litros
y de ahi se tomaron 100 mL para cada tanque experimental.

Una vez finalizado el periodo experimental, se recogieron los ejemplares de C. tenuispina
que fueron almacenados en bolsas de plastico sacrificados en nitrégeno liquido y almacenados

a -80°C hasta su posterior analisis lipidico.

3.3. Analisis bioquimico

Las determinaciones analiticas de las muestras experimentales fueron llevadas a cabo
en el laboratorio de Fisiologia Animal del departamento de Biologia Animal, Edafologia y
Geologia de la Universidad de La Laguna.
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3.3.1. Extraccion lipidica y determinacion del contenido de humedad

Se siguio6 el método de Folch (1957) variado ligeramente por Christie en 2003, para la
extraccion de los lipidos. Se pesaron entre 700-800 mg de parte del disco central y de uno de
los brazos de la estrella de mar y se deposito la muestra en tubos de ensayo mantenidos en hielo
para evitar la modificacion de su perfil graso. A cada tubo se le afiadi6 10 mL de
cloroformo:metanol (CL:MET, 2:1) y se homogeneiz6 en un homogeneizador (Virtishear
Mechanical Homogenizer, The Virtis Company, Inc., N.Y., USA) para extraer las sustancias
liposolubles, pasando la muestra por papel de filtro de 14-18 um de poro previamente
humedecido. A continuacion, se afiadié 2 mL de KCI (0,88% wi/v) en frio para aumentar la
tension superficial entre las fases a separar y se centrifug6 la mezcla a 1500 rpm durante 5
minutos a 4°C. Una vez centrifugado, se recuperd la fase inferior del tubo, que contiene los
lipidos, se evaporo el solvente organico en un vaporizador de nitrogeno y se trasvasd con
CL:MET a un vial pequefio previamente pesado. Se evapord nuevamente el solvente y el
extracto de lipido se mantuvo en el vial en oscuridad, bajo vacio y en desecador durante toda la
noche para retirar los restos de humedad, calculandose el contenido de lipido por diferencia de
peso. A continuacion, se disolvieron los lipidos en CL:MET (2:1) a una concentracion de 10
mg/mL con 0,01% de butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante, para preservar la muestra
frente a la oxidacion lipidica. Por altimo, los viales etiquetados se mantuvieron en atmosfera
de nitrégeno a -20°C hasta su posterior analisis de clases lipidicas y acidos grasos. Con los datos

obtenidos se realizo el calculo del % de lipido en peso fresco y en peso seco:

Peso lipido x 100
Peso muestra

% Lipido en peso fresco:

Peso lipido x 100

Peso muestra — (% Humedad x Peso ;r(l)l(l)estra)

% Lipido en peso seco:

Para determinar el porcentaje de humedad se pesaron aproximadamente 600 mg de
tejido de la estrella que se mantuvieron en una estufa a 110°C durante 24 horas. Pasado este
tiempo, se volvio a pesar la muestra seca y se calcul6 el contenido de humedad mediante la

siguiente férmula:
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Peso fresco x 100
% Humedad:

Peso fresco — Peso seco

3.3.2. Determinacion del perfil de acidos grasos

Para la rotura de los esqueletos hidrocarbonados se realizo la transmetilacion acida de
1 mg de lipido al que se afiadio un 5% de estandar interno (acido nonadecanoico, 19:0). La
transmetilacion consiste en la unién de un grupo metilo (-CHs) a la molécula de acido graso
libre para obtener ésteres metilicos de &cidos grasos (del inglés Fatty acid methyl esters;
FAMES) que serén separados y cuantificados por cromatografia de gases ya que les confiere la
propiedad de ser volatiles. Tras evaporar con nitrégeno el solvente en el que estaba diluida la
muestra, se afiadio 1 mL de tolueno y 2 mL de acido sulfdrico al 1% en metanol (v/v) al extracto
de lipido seco, se agitd en vortex, se mantuvo en atmdsfera de nitrégeno, y se dejo reaccionar

en oscuridad durante 16-18 horas a 50°C en un bloque calefactor.

Una vez pasado este tiempo, se dejo enfriar la mezcla, se afiadié 5 mL de hexano:dietil
éter 1:1 (v/v) con BHT y 2 mL de KHCOs al 2% (w/v) para retirar los elementos hidrosolubles,
y se centrifugdé a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C. A continuacion, se recuper6 la fase
organica superior conteniendo los &acidos grasos metilados, se afiadié otros 5 mL de
hexano:dietil éter 1:1 (v/v) sin BHT a la primera mezcla para asegurar que se recuperan todos
los FAME, y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones, para después recuperar la fase
organica superior. Finalmente, se evapor6 completamente el solvente con nitrégeno y se
procedié a la purificacion de los FAME por cromatografia liquida en capa fina (TLC, del inglés
Thin Layer Chromatography). Para ello, se disolvieron los FAME en 80-100 pL de hexano y
se aplicaron en placas de TLC de 20 x 20 cm x 0,25 mm, en la que también se deposit6é 50 pL
de extracto de FAMEs de hueva de bacalao como estandar externo. Las placas de TLC fueron
introducidas en una cubeta con 90 mL de hexano, 10 mL de dietil éter y 1 mL de acido acético
(Hustracion 3). Una vez desarrolladas las muestras, se dejaron secar y se pulverizaron con

iodina al 1% las zonas en las que se encontraba el estandar externo para localizar los FAMEs.
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(A

llustracidn 3. Cubeta para placas TLC conteniendo héxano:etil éter:acido acético
(90:10:1, v/viv). Foto del autor.

Tras la tincion, se revelo en la placa una banda de color oscuro donde se ubica el BHT,
por debajo de ésta, la banda de los FAMEs, y mas abajo aln, una banda con restos de esqueletos
lipidicos y colesterol (llustracion 4). Se raspoé la silice de la banda donde se encontraban los
FAMESs y se recogio en un tubo de ensayo al cual se le afiadié 10 mL de hexano:éter (2 mL con
BHT + 8 mL sin BHT), se agito en el vortex y se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos. Se
recogio la fase superior, se evaporo el solvente con nitrégeno, se lavé con 1,5 mL de hexano y
se trasvaso la muestra a un vial, almacenandose a -20°C y en atmdsfera de nitrogeno hasta su

inyeccion en el cromatografo de gases (GC).

BHT

FAMEs

RESTOS

llustracion 4. Placa TLC pulverizada con iodina al 1%.
Foto del autor.

Los acidos grasos fueron identificados y cuantificados mediante un cromatdgrafo de
gases (TRACE-GC Thermo Scientific, Milan, Italia) (llustracion 5), con inyeccion en columna
y detector de ionizacion de llama (FID, del inglés Flame lonitation Detector). Se inyectaron
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mediante autoinyector unos 0,6 pL de cada muestra en una columna capilar con las siguientes
caracteristicas: columna de silice fundida SupelcowaxTM 10 (30 m x 0,32 mm 1.D; 0,25 pm de
espesor) (Supelco Inc., Bellefonte, EEUU) con fase estacionaria polar. Las condiciones

cromatograficas fueron:

- Flujo de los gases: helio, 1,5 mL/min (actia como gas portador); hidrogeno, 35 mL/min;
aire, 350 mL/min.

- Temperatura del inyector en columna, 50°C y del detector FID, 240°C. La rampa de
temperatura de la columna siguié la siguiente secuencia: temperatura inicial 50°C, tasa
de incremento de temperatura de 40°C/min hasta alcanzar 150°C, segunda de tasa de
incremento de 2°C/min hasta 200°C, incremento de 1°C/min hasta 214°C, y finalmente

40°C/min hasta una temperatura final de 230°C mantenida durante 5 min.

El contenido de cada acido graso en las muestras fue expresado en porcentaje del total
de &cidos grasos y la inclusion de un 5% del 19:0 nos permite saber el absoluto de cada acido
graso en la muestra. Los &cidos grasos fueron identificados por referencia a un estandar de

huevas de bacalao de composicion y tiempos de retencion conocidos.

llustracion 5. Cromatografo de gases (TRACE-GC Thermo Scientific, Milan, Italia).
Foto del autor.

Los acidos grasos desconocidos se determinaron mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometro de masas (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
USA).
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3.3.3. Determinacion de clases lipidicas

El andlisis de las clases lipidicas se realiz6 a partir de 25 pg de lipido total por
cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC, del inglés High Performance Thin Layer
Chromatography) mediante doble desarrollo (Olsen y Henderson, 1989). Para ello, en placas
de HPTLC de silica gel 60, de 10 x 10 cm x 0,25 mm de grosor (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), se afiadié 2,5 pL de cada muestra y 2 pL de estandar de composicion conocida
(hueva de bacalao) disuelto en cloroformo-metanol con 0,01% BHT (2:1, v/v). Se separaron los
lipidos polares (LP) introduciendo la placa en la cubeta con una mezcla de
isopropanol:cloroformo:metilacetato:metanol:KCI  (0,25%) (5:5:5:2:1,8, v/viviviv). Tras
desarrollarse la placa hasta la mitad, se dejé secar en vacio para eliminar el resto de solventes
y se introdujo posteriormente en la cubeta con una solucién de hexano:dietiléter:acido acético
(proporcion 20:5:0,5, v/viv) para separar los lipidos neutros (LN). A continuacién, se tifio la
placa de manera homogénea con una solucion de acetato cuprico al 3% en éacido ortofosférico
al 8% y se quemd en una estufa a 160°C durante 15 minutos. Para la resolucion de las placas se
Ilevd a cabo un escaneo en un CAMAG TLC Visualizer (CAMAG, Muttenz, Suiza) (llustracién
6) mediante el software winCATS version 1.4.4 para determinar las bandas de las diferentes
clases lipidicas por densitometria (llustracion 7). Por altimo, su procesado y cuantificacion se
realiz6 mediante el software VideoScan version 1.02, obteniéndose la proporcion de cada clase
lipidica de la muestra.

ESTERES y CERAS
= | -
-

TRIACILGLICERIDOS ‘

ACIDOs GRASOS LIBRES .
DIACILGLICERIDOS [ M S - - -
MONOACILGLICERIDOS o e B o> 4
UKPolarSuperior
UKPolarISﬂepdno . . - . .
UKPolarInferior -~ - -
FOSFATIDIL ETANOLAMINA ‘ - s - - ;
FOSFATIDIL GLICEROL
FOSFATIDIL INOSITOL
FOSFATIDIL SERINA r : = ‘
FOSFATIDILCOLINA -
ESFINGOMIELINA . ' ' ' .
llustracién 6. CAMAG TLC Visualizer (CAMAG, lHustracion 7. Placa HPTLC con clases lipidicas
Muttenz, Suiza). Foto del autor. de C. tenuispina de diferentes tratamientos. Foto
del autor.
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3.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados fue llevado a cabo con el programa IBM® SPSS
Statistics version 25.0 para Windows. El crecimiento C. tenuispina se comparé con una
ANOVA de una via. En cuanto a lacomposicion de acidos grasos y clases lipidicas se comprobd
previamente la normalidad de los residuos de los datos mediante Shapiro-Wilk y la
homocedasticidad de la varianza con la prueba de Levene. Si no se cumplian estas propiedades
se realizaron transformaciones de los datos de cada tratamiento mediante la inversa, el

logaritmo y el arcoseno de la raiz. En funcién de los resultados de estas comprobaciones:

- Si los datos cumplian la normalidad y la homocedasticidad, para saber si habia
diferencias se realizd6 una ANOVA de 1 via y las comparaciones se realizaron con el
test post-hoc de Tukey.

- Se cumplia la normalidad, pero no la homogeneidad de la varianza, se analizaron las
diferencias mediante la prueba de Welch, y de Brown y Forsythe y después se aplico la
prueba T3 de Dunnet.

- Si no se cumplia la normalidad, pero si la homocedasticidad, se comprobaron las
diferencias mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, y se determinaron

estas diferencias mediante la U de Mann-Whitney con ajuste de Bonferroni.

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n=6 para el primer tratamiento
y n=5 para el segundo y tercer tratamiento) y las diferencias se consideraron significativas para
p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Datos de crecimiento

La Tabla 1 muestra la variacion en el crecimiento en peso de los ejemplares de
Coscinasterias tenuispina tras 29 dias de alimentacion. En general los individuos mostraron un
buen crecimiento superando en algunos casos el 1% de incremento de peso seco al dia, pero
también se observé una importante variabilidad, lo que dio lugar a que no se observaran
diferencias significativas entre tratamientos dietarios (p=0,773). El porcentaje de supervivencia
de las estrellas fue del 100% en todos los grupos experimentales, aunque hay que sefialar que
la estrella del tanque T2 se encontraba en mal estado al cierre del experimento, lo cual también
se reflejo en que fue la Unica que no mostré crecimiento positivo como puede verse en la Tabla
1.

Tabla 1. Peso fresco (g) y tasa de crecimiento especifica (expresada como el incremento del porcentaje
de peso fresco por dia) de ejemplares de Coscinasterias tenuispina alimentados con las dietas
experimentales durante 29 dias (n = 3).

Tanque Peso inicial (g) Peso final (g) A peso (Q) TCE  TCE (media £ DE)

T-1 9,62 15,17 5,55 1,57

Dieta 1 T-2 9,98 9,88 -0,1 -0,03 0,84+ 0,81
T-3 6,68 8,90 2,22 0,99
T-4 7,99 9,71 1,72 0,67

Dieta 2 T-5 10,20 10,61 0,41 0,14 0,70 = 0,58
T-6 10,16 14,75 4,59 1,29
T-7 10,23 17,27 7,04 1,81

Dieta 3 T-8 8,80 11,24 2,44 0,84 1,10+ 0,62
T-9 10,25 12,39 2,14 0,65

TCE: Tasa de crecimiento especifica. DE = desviacion estandar.

4.2. Perfil de acidos grasos

En la Tabla 2 se refleja el perfil de &cidos grasos los individuos de C. tenuispina segun
la dieta proporcionada. Independientemente del tratamiento dietario, las familias de &cidos

grasos mas ampliamente representadas fueron los poliinsaturados y monoinsaturados, con algo
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mas de una cuarta parte del total de &cidos grasos (27,66-30,85 y 23,82-27,87%,
respectivamente). Por el contrario, los acidos grasos saturados oscilaron entre el 11,95 y el

14,25% del total de &cidos grasos.

Los ejemplares alimentados con la dieta mixta (caballa + almeja + cangrejo) presentaron
las mayores proporciones de &cido palmitico (16:0), &cido eicosapentanoico (20:5 n-3) y cido
docosahexanoico (22:6 n-3) asi como del total de n-3 PUFA, total de n-3 LC-PUFA y relacion
n-3/n-6. Por el contrario, las estrellas que recibieron la dieta de caballa y restos de sifonado

fueron las mas abundantes en acido a-linolénico (18:3 n-3) y de 20:2 n-9.

Es importante destacar los altos valores de &cido araquidénico (ARA, 20:4 n-6), 20:2 n-
9, 20:1 n-11y 20:1 n-9 en las estrellas de todos los grupos experimentales.
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Tabla 2. Composicion de los principales &cidos grasos (% del total de acidos grasos) y total de
acidos grasos (mg/ g de tejido) de los ejemplares de Coscinasterias tenuispina alimentados con
diferentes dietas experimentales.

Acidos grasos Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3

14:0 0,83 + 0,18 0,83 + 0,20 0,90 = 0,17
15:0 0,46 + 0,13 0,39 + 0,05 0,38 * 0,04
16:0 445 =+ 0,617 458 + 0,69% 580 + 1,00
17:0 0,44 + 0,11 0,43 + 0,04 0,48 + 0,04
18:0 577 + 091 6,65 + 0,89 6,69 + 0,76
Total SFA 1195 + 1,48 12,88 + 1,57 1425 + 1,43
16:0 DMA 0,76 + 0,36 0,69 + 0,28 0,60 = 0,08
18:0 DMA 12,06 + 0,67 12,48 + 161 11,10 £ 0,94
Total DMA 12,82 + 0,46 13,16 + 1,33 11,69 + 0,87
16:1n-9 0,58 + 0,18 042 + 0,11 0,39 + 0,04
16:1 n-7 0,61 + 0,12 054 =+ 0,13 0,63 + 0,17
18:1n-9 2,27 + 0,52 252 + 0,51 322 £ 0,71
18:1 n-7 2,32 + 0,38 1,83 =+ 0,29 2,01 £ 0,20
18:1n-5 0,65 + 0,22 059 =+ 0,13 0,42 £ 0,01
20:1n-11 11,89 + 0,47 12,43 + 1,80 11,07 £ 1,21
20:1n-9 6,64 + 0,61° 570 + 0,40° 6,23 * 0,20®
22:1n-9 0,78 + 0,15 0,80 + 0,08 081 + 0,13
24:1n-9 2,14 + 0,36 1,98 + 0,28 2,30 + 0,30
Total MUFA 27,87 + 1,04 26,82 + 1,02 27,08 + 1,86
20:2n-9 14,63 + 2,16° 13,70 + 0,71%® 11,64 + 1,05
18:2n-6 0,35 + 0,06 0,40 + 0,13 0,40 + 0,02
20:2 n-6 541 + 2,07 444 + 1,66 2,76 + 0,49
20:4 n-6 7,49 + 199 8,99 + 273 7,33 £ 0,95
22:4n-6 091 + 0,26 0,98 =+ 0,10 090 =+ 0,13
22:5n-6 0,63 + 0,25 0,64 + 0,25 0,86 * 0,40
Total n-6 PUFA 14,79 + 1,25° 15,44 + 0,93° 12,25 + 1,43°
18:3n-3 0,68 + 0,08 0,61 + 0,10® 0,52 + 0,08
20:5 n-3 (EPA) 6,74 + 0,99%® 6,19 + 0,35% 8,52 =+ 1,80°
22:5n-3 0,58 + 0,06 0,55 + 0,15 0,62 + 0,09
22:6 n-3 (DHA) 488 + 1,14° 544 + 1,78 8,94 =+ 1,32°
Total n-3 PUFA 12,87 + 1,08 12,79 £ 2,07° 18,60 + 1,71°
Total PUFA 42,29 + 0,66 4193 + 1,32 4249 + 0,58
Total n-3 LC-PUFA 12,19 + 1,128 12,18 + 1,992 18,08 + 1,77°
n-3/n-6 0,88 + 0,12* 0,84 + 0,18 1,55 + 0,34°
DHA/EPA 0,74 + 0,23 0,88 + 0,29 1,09 + 0,32
Total acidos grasos 240 + 0,72 227 + 0,73 265 = 0,20

Los resultados se expresan como media + DE (n=6 para el tratamiento 1, n=5 para el tratamiento 2 y 3). SFA,
acidos grasos saturados; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados; LC-PUFA,
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga; DMA, dimetilacetal. Diferentes letras en la misma fila indican
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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4.3. Contenido de lipido total y perfil de clases lipidicas

Destaca la elevada proporcion de lipidos polares en los ejemplares experimentales,
principalmente fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), y UKPolarSuperior, mientras
que dentro de los lipidos neutros abundan el colesterol (CHO) y los triacilglicéridos (TAG). No
se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de lipido total en peso seco (2,72-
3,48%) ni en el perfil de clases lipidicas de C. tenuispina entre tratamientos, aunque se hace
evidente una tendencia a aumentar en el porcentaje de lipido total en peso seco en los ejemplares

del tratamiento dietario mixto (3,48 + 0,39).

Tabla 3. Contenido lipidico (% peso seco) y composicion en clases lipidicas (% del total) de los
individuos de Coscinasterias tenuispina de diferentes tratamientos.

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3
Lipido total (% p.s.) 2,72+1,13 2,81+0,34 3,48 £ 0,39
SM 091 + 0,39 1,15 £ 0,75 151 £+ 1,35
PC 19,22 + 0,66 19,03 + 2,36 20,59 + 1,63
PS 461 + 1,16 539 + 0,71 521 + 1,05
Pl 411 + 1,29 392 £ 161 449 + 1,49
PG 2,10 + 0,35 195 + 0,33 1,78 + 0,21
PE 1560 + 0,81 16,43 + 181 1462 + 1,63
UK Polarlnferior 6,90 + 131 6,01 + 0,97 589 * 0,62
UK PolarMedio 1,02 + 0,49 0,86 = 0,53 082 + 0,63
UK PolarSuperior 17,60 + 0,88 18,70 + 243 16,93 + 1,79
TPL 72,06 + 2,80 7343 + 4,99 7185 + 2,37
MAG 358 + 1,07 294 + 0,40 349 + 0,35
DAG 0,27 + 0,17 020 + 0,11 0,19 £+ 0,06
CHO 12,26 + 0,80 1220 + 154 11,04 + 159
FFA 1,70 + 0,87 1,87 + 0,86 1,75 + 0,49
TAG 824 + 1,09 707 + 482 946 * 211
UKNeutro 1,27 £ 0,75 127 £ 0,71 1,21 + 0,60
SE 063 = 0,39 1,01 £ 0,90 1,00 + 1,08
TNL 27,94 + 2,80 26,57 + 4,99 28,15 *+ 2,37

Los resultados se expresan como media = DE (n = 6 para el tratamiento 1 y n=5 para el tratamiento 2 y 3).
SM, esfingomielina; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; P1, fosfatidilinositol; PG, fosfatidilglicerol;
PE, fosfatidiletanolamina; TPL, total de lipidos polares; MAG, monoacilgliceroles; DAG, diacilgliceroles;
CHO, colesterol; FFA, &cidos grasos libres; TAG, triacigliceroles; SE, ésteres y ceras; TNL, total de
lipidos neutros, UK, desconocido.
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5. Discusion

La produccion de especies marinas requiere de una dieta que asegure un stock
alimentario constante y de calidad. El presente estudio ha permitido caracterizar el perfil
nutricional, concretamente el perfil lipidico de una especie de equinodermo asteroideo,
Coscinasterias tenuispina, de gran potencial para la acuicultura multitrofica integrada, por su
viabilidad a la hora de ser cultivada, destacando su facil adaptacion a las condiciones de cultivo

y su notable tasa de crecimiento durante el periodo experimental.

La mayoria de las larvas de especies marinas son incapaces de elongar y desaturar acidos
grasos precursores de 18 atomos de carbono para producir ARA, EPA y DHA, por lo que son
considerados esenciales y deben ser ingeridos a través de la dieta para un adecuado desarrollo

de los ejemplares cultivados (Sargent et al., 1999; Reis et al., 2014).

En general, los equinodermos, como las holoturias de mar, presentan cantidades
considerables de acido palmitico (16:0) y acido oleico (18:1 n-9), caracteristicos de aceites
vegetales (Guzman et al., 2014), y de &cidos grasos poliinsaturados como el ARA, EPAy DHA,
que los obtienen de las macroalgas presentes en su habitat a pocas profundidades (Yahyavi et
al., 2012) ya que no pueden sintetizarlos por ellos mismos (Guzmén et al., 2014). Coincidiendo
con nuestro estudio, también destacan altas cantidades acidos grasos monoinsaturados de 20 y
22 atomos de carbono en equinodermos que habitan aguas profundas para el mantenimiento de

la fluidez de la membrana a temperaturas frias y altas presiones (Drazen et al., 2008).

Como se ha demostrado en otras especies de vertebrados marinos, la composicion en
acidos grasos de la dieta afecta al perfil de cidos grasos de los animales que la ingieren (Pérez,
2011; Rainuzzo et al., 1994; Reis et al., 2014). Asi, C. tenuispina alimentada con la dieta mixta
de caballa, almeja y cangrejo presentd mayor cantidad de &cidos grasos saturados,
concretamente de acido palmitico (16:0), mientras que los individuos del tratamiento que
recibio caballa y restos de sifonado presentaron mayores niveles de &cido eicosenoico (20:1 n-
9), de 20:2 n-9 y del total de los acidos grasos n-6 PUFA. Ademas, los animales que se
alimentaron con la dieta mixta mostraron mayores proporciones de EPA y DHA que los que
recibieron las otras dos dietas experimentales. Por tanto, estos acidos grasos esenciales parecen
ser aportados en gran medida por las almejas y los cangrejos al estar presentes exclusivamente
en la dieta mixta. La proporcion de acidos grasos poliinsaturados n-3/n-6 es un indice

importante en relacion con el valor nutricional de los alimentos (Yahyavi et al., 2012), siendo
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también los individuos que ingirieron la dieta mixta los que presentaron valores mas

beneficiosos.

Hay que destacar que los individuos de los tres tratamientos presentaron gran cantidad
de un acido graso 20:2 n-9, el cual podria ser un producto de la elongacion e insaturacion del
18:1 n-9, y que son frecuentes en algunas especies de peces como en los salmonetes juveniles
que han sido alimentados con dietas baja en grasas (Seiliez et al., 2003). También observamos
otros acidos grasos que tratamos como desconocidos pero que pueden tratarse de dienos no
interrumpidos por metileno (NMIDs, por sus siglas en inglés) que han sido identificados
paralelamente en un cromatografo de gases asociado a espectrometro de masas. Los NMIDs se
pueden encontrar en moluscos, algas, equinodermos, rayas tropicales...y especialmente en los
lipidos de invertebrados que viven en ambientes extremos como organismos respiraderos
hidrotermales y de filtracién fria de aguas profundas (Barnathan, 2009), por lo que la mayor
parte de los NMIDs, como el 20:2 A5, 13, son de origen bacteriano (Ackman and Hooper,
1973). Los NMIDs se caracterizan por presentar propiedades bioldgicas y farmacoldgicas para

el tratamiento de enfermedades infecciosas (Barnathan, 2009).

También destaca la presencia en las estrellas de mar de dimetilacetales (DMA) de 16 y
18C que, aunque no presentan diferencias significativas entre tratamientos, se encuentran en
grandes proporciones, principalmente el segundo de ellos. Los DMA son productos de la
transmetilacion de plasmaldgenos que forman parte de la estructura de la membrana de las
células, y se encuentran en grandes proporciones en el tejido nervioso (aproximadamente el 7%
de los lipidos polares). Ademas, se ha descubierto recientemente que estan directamente
relacionados con el DHA, ya que a menor cantidad de DHA, menor nivel de plasmalégenos
(Garcia, 2017). Igualmente, los DMA han sido descritos en el tracto digestivo debido a la gran
cantidad de neuronas que posee, de ahi a que se le considere como el segundo cerebro del
organismo. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en juveniles de dorada (Sparus aurata),
se observé gran cantidad de 18:0 DMA y 18:1 n-9 DMA en el lipido total y en la

fosfatidiletanolamina del intestino anterior y posterior (Pérez, 2011).

La mayoria de las larvas de especies marinas ademas de requerir presas ricas en PUFAs,
también necesitan lipidos esenciales, principalmente lipidos polares y un contenido moderado
de lipidos neutros como el colesterol (Lund et al., 2020; Navarro and Villanueva, 2003). Los
individuos de los diferentes tratamientos no presentaron diferencias significativas en ninguna

fraccion lipidica, destacando la gran cantidad de fosfolipidos como la fosfatidilcolina (PC) y la
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fosfatidiletanolamina (PE), y de lipidos neutros como el colesterol (CHO) y los triacilglicéridos
(TAG). Tambien destaca la presencia de clases lipidicas que en el presente trabajo se han
nombrado como desconocidos (UKPolarSuperior, UKPolarMedio, UKPolarinferior y
UKPolarNeutro) debido a que se dispone de los estandares comerciales necesarios para
identificarlos, pero que, apoyado en conocimientos previos y en diferentes muestras conocidas,
se ha podido llevar a cabo una comparacion entre las clases lipidicas y establecer hipotesis sobre

su posible identidad.

La clase lipidica “UKNeutro” se localiza entre los ésteres y ceras (SE) y los
triacilglicéridos (TAG) en la placa de HPTLC, como podemos observar en la llustracion 7, y
se encuentra en baja proporcion en los individuos pertenecientes a los tres tratamientos. Por su
disposicion, podria tratarse de diacil gliceril éteres (DAGE) los cuales son éteres de glicerilo de
origen marino que se caracterizan por sus propiedades como agente tensioactivo y que son
utilizados como suavizantes naturales en cosméticos (Hayashi and Kishimura, 1997). Se pueden
encontrar en los lipidos de la carne de los peces teledsteos, en el higado de los peces rata, en
los tiburones, en los calamares y en los animales marinos benténicos como los asteroideos,
principalmente en los lipidos cecales y/o gonadales del piloro, aunque estos éteres de glicerilo
son diferentes a los que se encuentran en las especies nombradas anteriormente (Hayashi and
Kishimura, 1997). Hay que tener en cuenta que la extraccion lipidica se Ilevo a cabo a partir de
los brazos de la estrella donde se encuentran las génadas y el disco central de ésta donde se

localiza el tracto digestivo, lo que sustenta la hipdtesis anterior.

Entre las clases lipidicas polares (LP) desconocidas, destaca, de mayor a menor
proporcion, el “UKPolarSuperior”, “UKPolarlnferior” y el “UKPolarMedio”, como se puede
observar en la Tabla 3. Se realiz6 una placa de HPTLC para intentar identificar estas tres clases
lipidicas desconocidas en la que se incluyé muestras de diferente naturaleza, como cerebro de
raton, estrella de mar y masculo de caballa. Se va a comparar principalmente las clases lipidicas
del cerebro de raton con las estrellas (llustracion 8), ya que una de las hipotesis es que el
“UKPolarSuperior” podria ser un cerebrésido, moléculas que estdn presentes en el tejido
neuronal y son glucoesfingolipidos (formado por una ceramida, es decir, por un &cido graso y
una esfingosina) a los que se le une una hexosa (como la glucosa y la galactosa), responsable
del caracter polar del lipido. Esta hipdtesis podria estar sustentada por Ishii y otros autores
(2006) en cuyo trabajo realizaron una separacion cromatografica guiada por bioensayo del

extracto de metanol de muestras de Asterias amurensis y obtuvieron un nuevo glucocerebrésido
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conocido como asteriacerebrosido. El “UKPolarMedio” podrian ser glucdsidos esteroideos,
que son responsables de proporcionar la propiedad toxica que presentan las estrellas (D’ Auria
etal., 1993) y uno de los grupos en los que se subdivide son las asterosaponinas (Tang et al.,
2006). Por lo tanto, las asterosaponinas se caracterizan por su grupo esteroideo unido a varios

monosacaridos y también a &cido sulfarico que le proporciona polaridad a la molécula.

Cerebrosido
Sulfatido

Plasmalogeno de
etanolamina

UKPolarSuperior
UKPolarMedio
UKPolarInferior

-
- 0

Cerepr,
Estreyy

llustracion 8. Seccion de un aplaca HPTLC con clases lipidicas de C. tenuispina y
cerebro de raton. Foto del autor.

Por ultimo, la clase lipidica nombrada como “UKPolarInferior” podria tratarse de
plasmalégenos de etanolamina que se localizan también en el cerebro y que podrian ser
responsables de las altas cantidades de dimetilacetales (DMA) obtenidas en la transmetilacion

de los lipidos de todos los grupos experimentales.

Los resultados de composicién lipidica obtenidos en el presente estudio podrian hacer
de la especie Coscinasterias tenuispina un candidato idoneo para elaborar dietas inertes para
larvas de especies marinas de interés en acuicultura de una forma sostenible e incluso, obtener
alimentos marinos con calidad nutricional para la poblacion. Por ello, seria recomendable seguir
realizando experimentaciones para obtener informacion que pueda complementar esta
investigacion, como por ejemplo formular nuevas dietas basadas en desechos de tanques de
cultivos de otras especies de peces diferentes al medregal, para alimentar a las estrellas de mar
y poder incluirlas en la acuicultura multitréfica integrada como niveles tréficos inferiores.

También se podria intentar determinar la presencia de carotenoides en especies de estrellas de
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mar. Los carotenoides son pigmentos que se pueden encontrar en animales marinos y que se
caracterizan por actuar como antioxidantes eliminando los radicales libres, y también, como en
el caso de la fucoxantina y la astaxantina, por poseer propiedades anticancerigenas entre otras
(Cerpa, 2018) lo que podria ser util en el ambito de las Ciencias de la Salud e industria
farmacéutica. Otra linea de investigacion posible es el estudio lipidico de las clases lipidicas
que se ha intentado analizar en este trabajo para obtener unos resultados més claros y analizar
sus propiedades para saber que pueden aportar a las especies marinas, y paralelamente, como
ya se ha dicho anteriormente, estudiar los productos bioactivos presentes en las estrellas de mar

que podrian resultar toxicos.
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6. Conclusiones

1. No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento ni en la supervivencia de

Coscinasterias tenuispina con ninguna de las dietas experimentales ensayadas.

2. La dieta mixta compuesta por caballa, almeja y cangrejo (50%; 25%; 25%) parece ser
la mas adecuada para que Coscinasterias tenuispina pueda ser utilizada como ingrediente con

un adecuado balance de &cidos grasos en dietas inertes para larvas de especies marinas.

3. Ladieta compuesta por caballay restos de sifonados no parece influir negativamente en
el crecimiento de las estrellas de mar, lo que sugiere que el uso de desechos generados en

sistemas de acuicultura multitréfica integrada puede ser empleado en su cultivo.

4. Independientemente del tratamiento dietario, los ejemplares de Coscinasterias
tenuispina presentaron considerables proporciones de clases lipidicas necesarias para el

adecuado desarrollo y crecimiento de las especies marinas, como fosfolipidos y colesterol.

6. Conclusions

1. No significant differences in growth and survival of Coscinasterias tenuispina were

found with any of the experimental diets assayed.

2. The mixed diet made of mackerel, clam and crab (50%; 25%; 25%) seems to be the
most suitable diet for Coscinasterias tenuispina regarding its possible use as a dietary
supplement with an adequate fatty acid balance in inert diets for marine larval species.

3. The diet composed of mackerel and siphonage wastes does not negatively influence the
growth of sea stars, so it could be a candidate species for feeding wastes generated in integrated

multi-trophic aquaculture systems, as long as it is combined with other foods such as mackerel.
4. Regardless of dietary treatment, Coscinasterias tenuispina specimens presented notable

proportions of lipid classes necessary for the proper development and growth of marine species

larvae, such as phospholipids and cholesterol.
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