
UNIVEASIDAO N~CIONH ~UTONOMA OE MEXICO 

Escuela Nacional de Estudios Profesionales 

"I Z T A C A L A" 

"Langostilla Mexicana como recurso para la Produc­
ción de Quitina y N·acetil-D- glucosamina y sus 

posibles usos en alimentos'' 

TESIS PllOFESlONAL 
QTJ~ PARA OBT~:NER EL TlT l'LO D~ 

B O L O G O 

PRE S ENTAN 

DAVID JULIO ZARATE LOMELI 

JOSE CUPERTINO RUBIO RUBIO 

México, D. F. 1988 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



ESTE TRABAJO SE DESARROL LO EN EL DEPAR TAMENTO DE BIOTEC 

NOLOGIA Y BIOINGENIER I A DEL CENTRO DE INVES TIGACION Y -
DE ESTUDIOS AVANZADOS DE L I . P. N., BAJO LA DIRECCION DE 

LA DRA . CARMEN A. ORTEGA GAR ZA A QUIEN AGRADECEMOS IN Ff 
NITAMENTE LA AYUDA Y ORIEN TACION PRESTADA, DE L MISMO MQ 
DO DAMOS LAS GRACIAS AL INS TITUTO NACIONAL DE PESCA Y -
EN PARTICULAR A LA I NG . LUZ MARIA DIAZ LOPEZ, POR SU VA 

LIOSA COLABORACION . 



HACEMOS PA TEN TE NUESTR O AGRADECIMIENTO AL Q. F . I . RAUL 

REYES MEJIA, POR SU GRAN AYUDA ; AL DR . PEDRO A. LEHMAN, 

POR TODAS LAS FACILIDADES BRI NDADAS EN SU LABORATORIO ; 

A LA M. EN C. JOVITA MARTIN EZ, POR SU ASESORIA Y REG~ 

ÑOS QUE SIRVIERON DE MUCHO ; A MA . ELIZABET H ZARATE l . , 

POR TODO El TIEMPO DEDICADO A LA REDACCION DE ESTE TRA 

BAJO Y EN GEN ERAL, A TODOS AQUELLOS QUE COLABORAR ON EN 

LA REAL I ZACIO N DEL MISMO . 



DEDICATORIA: 

DEDICO ESTE TRABAJO A LA MEMOR I A DE UN GRAN HOMBRE, MI 

PADRE Y A MI MADRE, DE QUIENES HE OB TENIDO LO MAS HER 

MOSO DE ESTE MUNDO: AMOR, SINCERIDAD, Y APOYO EN LOS -

MOMEN TOS MAS DI FICILES . 

A MIS HERMANOS JOSE LUIS Y MA . ELIZABETH, POR EL GRAN -

CARIÑO Y ENTUSIASMO QUE ME TRANSMITEN . 

A MIS QU ERIDOS ABUELOS, JESUS Y MARIA DE JESUSj A MI S 

TIAS, I RENE Y PETRITA; A LEO ~ LILI¡ Y A QUIENES CONSl 

DERO MIS MAS GRANDES AMIGOS: RAUL REYES MEJ IA, JOSE 

LUIS CEDILLO 8 . , ERVIN SILVA GONZALEZ Y LUIS MIGUEL LI ­

NARES . 

A MIS MAESTROS QUE CON SU SABIDURIA Y DEDICACION HAN -

LOGRADO QUE ALCANZARA UNA DE MIS METAS MAS DESEADAS . 

DAVID 



D E D ! C A T O R I A 

CO N RESPETO Y AMOR A MIS PADRES : ANAS TACI O RUBIO OLI VA Y 

JUANA RUBIO CHAVE Z, LOS CUALES ME BRINDARON TODAS LAS F~ 

CI LIDADES NECESARIAS Y EL APOYO PARA LA REA LIZACIO N DE -

MIS ESTUDIOS Y DE QUIENE~O.BTUVE EL EJEMPLO PARA 

LOGRAR UN A META EN LA VIDA. 

PODER 

A MIS HERMANOS: IRMA, GRACIELA, JAVIER, ALFRE DO, ED UARDO 

Y GASPAR, ASI COMO A MIS CUÑADOS: ADRIANA Y JUAN,Y A MIS 

SUEGROS : DON rJOfmERTD Y DO ÑA ROSITA ,. QUIE NES DE ALGUNA -

FORMA CONTRIBUYERON CON SU ENTUSIASMO Y APOYO PARA SEGUIR 
ADE LANTE . 

A MI QUE~IDA ESPOSA : ARACELY ORTIZ DE RUBIO, POR TODO SU 

APOYO Y ALIENTO, TANTO EN LOS MO ME NTOS FELICES COMO EN -

LOS CRITICOS . CO N'AMOR . 

A MIS AMIGOS Y EN ESPECIAL A ERVIN SILVA GO NZALEZ, POR -

SU GRAN AMISTAD. 

A MI FI NADO ABUELO: MAR TIN RUBIO, QUE FUE LIN EJEMPLO DE 

HONESTIDAD, NOB LEZA Y DEDICACION . CON CARIÑO Y ADMIRACION. 

A CADA UNO DE MIS PROFESOR ES, QUE CON SUS ENSEÑANZAS CON­

TRIBUYERON A MI FORMACION. A TODOS ELLOS MI GRA TITUD . 

CUPERTINO 



I N O I C E 

l . I NTRODUCC ION 

1. 1 DISTRI8UCION DE LA QUITINA EN LA NATURALEZA 2 

1.2 FUUJTES POTENCIALES DE QUITINA . . . . . • . 4 

1.2 . 1 Generalidades • •• ••• • : • • . • 4 

1.2. 2 Fuentes potenciales de Quitina en México . 4 

A) Camarón 

8) Langostilla Mexicana 

1. 3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA QUITINA . 11 

1.4 METODOS DE 08TENCION DE QUITINA • . • • . 14 

1. 5 HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA QUITINA • . . 17 

1.6 USOS DE LA QUITINA Y N- ACETIL-Q.-GLUCOSAMINA .20 

II . PARTE EXPERIMENTAL • .25 

2. 1 MATERIAL ••.•••.••• 

2. 2 l"ETODOLOGIA ••. •• ••.. 

.25 

28 

2.2 . 1 Métodos empleados para la obtención de quitina 28 

A) Mét odo de Hackman 

8 ) Método de Foster & Hackman 

2.2.2 Caracterización de la quitin~ 

2.2 . 3 Hidrólisis de la quitina 

A) Hidrólisis enzimática 

8) Análisis de azúcares 

III . RESULTADOS •••• • ••••••• 

3. 1 08TENCION DE LA QUITINA ••. 

3. 2 CARACTERIZACION DE LA QUITINA 

3. 3 HIDROLISIS DE LA QUITINA 

IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES • 

V. 8I8LIOGRAFIA •••• • • • 

30 
32 

41 

• 41 

41 

43 

58 

• •••• 62 



1.- I N T R o o u e e I o N 

Debido a que en los Últi mos años se ha prooucido un notable incremen­

to en la población de la Langostilla Mexicana (Pleuroncodes planipes . 

Stimpson) en algunas regiones de l Pacífico mexicano y que de acuer do 

a evaluaciones biológico-pesqueras se calcula un potencial de captura 

de hasta 250 ,000 toneladas anuales , el Instituto Nacio na l de Pee 

ca (INP) en un Programa de Aprovechamiento Integral para este pequeño 

crustáceo contempla dentro de uno de sus ob j etivos, la posibilidad oe 

utilizar la Langostilla Mexicana como fuente potenc ial de quitina, ya 

que la cantidad de és t a es considerable en su corrposición. 

El presente estudio pretende unir esfuerzos con el INP, para la obte.!2. 

ción de qu itina~ partir de la harina de Langostilla ae1 como la pro­

ducción de su monómero N-acetil-Q.-glucosamina (NAG)por vía enzimática, 

utilizando para tal efecto Serratia marcescens QMB1466,además de pla.!2. 

tear los posib l es usos para quitina y NAG. 



1. 1 DISTRIB!JCION DE LA QUITINA EN LA NATURALEZA 

La auitina (pali~- (1~4)-N-acetil-Q.-g lucosamina] se encuentra am­

pliamente distribuida en la naturaleza, Formando junto con otros 

materiales (proteínas y sales minerales)estructuras de protección , 

especialmente en invertebrados ~0r inos,insectos, hongos y ciertos 

tipos de algas unicelulares, Tabla 1. 

La cutícula de insectos e i nvertebrados marinos se encuentra cons 

títuída en gran parte por Qui tina,a la que usualmente se asocian 

proteínas en el caso de los primeros y además sales minerales 

(carbonato y fosfato de calcio) en el caso de l os últimos . 

En otros pequeños invertebr ados marinos como los lofoforados su 

concha se car acteriza por estar constituida de quitina y fosfato 

de calcio . El tegumento de los dip l ópodos es duro y parecido al 

de los c r ustáceos, ya que a pesar de su natura leza quitinosa , tam 

bién se encuentra impregnada de carbonato de calcio, lo mismo su­

cede en la cutícula de briozoarios y en las esrinas y dientes que 
6,24 

recubren el cuerpo de quetognatos, entre otros . 

También algunos tipos de hongos se encuentran entre los organismos 

que incluyen quitina en estructuras de prctección, como la pared 

celular que está cons tituída en su mayor parte por quitina V en m~ 

nor proporción por celulosa y otros a zúcares . Por ejerrplo, para As 

pergillus niger '/ Pen i cillium chrysogenum la quitina representa e!!_ 
2,14,32 

tre un 22 y 35% en peso seco respectivamente . 

2 



O R G A N I S M O 

CRU5TACEOS 
Cancer (cangrejo) 
Carcinus (cangrejo) 

Call inectes (cangre j o azúl) .• 
Pleuroncodes (cangrejo rojo) •• 
Carr.arón Alaska . • . . . • • • • 
Nephrops (langas ta) . . • . e- • 

Krill (caparazón desproteinizaáo) 

INSECTOS 
Periplaneta (cucaracha ) 
Bla"ella (cuc3racna) • 

Tenebria (escarab~C)) • 
Escsrabajo esp inoso •• 
Pieres (mariposas sulfúreas) 
Bombyx (gusano de seda) • 
Caller ia (gu~ano de cera ) •. 

MOLUSCOS 
almeja . 
ostra • • 
calamar • 

HONGOS 
Aspergi llus ni ger 
Penicill ius notatum 
P . chrysogenium •• 
S. cerevisiae •• • 
Mucor rouxii ••. 

CONTENIDO QUITINA 
( % ) 

6 . 1 
3.6 

41 . 0 

42 . 0e 
18.Se 
20. 1e 
2.9e 

44 . 5 

Tabla Contenido de qui t ina en algunos Crustáceos, Insectos , Hon­
gos y Moluscos . 

a - Peso seco 
b - Peso húmedo 
c - Peso orgánico de cuticula 
d Peso total seco de cuticula 
e - Peso seco de pared celular 

3 



1.2 FUENTES POTENCIALES DE QUITINA 

1. 2.1 Generalidades 

A partir de la industria pesquera en todo el mundo se generan gra!!_ 

des cantidades de subproductos quitinosos que de acuerdo a cálculos 

realizados podrían ascender a un poco más de un billón de toneladas . 

Tan sólo en Japón son procesados un millón de kg de residuos quiti-
4,24 

nasos que se destinan para muy variados usad . La industria pesquera 

en los Estados Unidos tiene un promedio de captura de 150 a 180 mi­

llones de kg anuales de camarón y cangrejo, de los cuales la quiti­

na representa potencialmente, en el procesamiento del camarón de un 

14 a 27% y de un 13 a 15% en peso seco para el cangrejo. 

Un recurso que representa una fuente muy inportante de quitina a ni 

vel mundial es un pequeño crustáceo (Euphasia superba) conocido co­

mo krill que se captura anualmente a razón de 500 billones de kg y 

que procesados industrialmente se pueden traducir en aproximada -
37 

mente 150 millones de kg/año de qui tina . 

1. 2 . 2 Fuentes potenc iales de quitina en nuestro país . 

Considerando las 200 millas de mar patrimonial y los inportantes v~ 

lúmenes de organismos marinos con caparazón que son capturados y -

4 



procesados, se podrá calcular la cantidad de quitina que puede ser 

generada en nuestro pais , en donde son varios los organismos que 

representan por sus volúmenes de captura una fuente importante de 

éste polisacárido, tales como: almeja, calamar, camar6n, jaiba, 

langosta, ostión, etc . 

A) Camarón 

El camarón es el más importante pues anualmente se capturan aprox_i 

madamente 72,010 toneladas en peso fresco, de cuyo procesamiento 

se obtienen volúmenes importantes (19,000 a 23,000 ton/año) de sub 

productos quitinosos, como cabezas, colas y caparazón; que indus­

trializados se pu!!!!en traducir en una quit.i.J:\a disponible de 1,621 

ton/año . Debido a lo anterior, se plantea la posibilidad de utili 

zar este tipo de subproductos que en-la actualidad al menos. en Mé 

xico, son considerados como desperdicios y que en forma directa o 

sometidos a hidró lisis parcial o total pueden ser utilizados para . . ~~ la elaboracion de muy variados productos . 

B) Langostilla Mexicana 

Otra fuente importante de quitina en nuestro país, corresponde a 

un pequeño crustáceo decápodo perteneciente a la familia Galathei­

dae: Pleuroncodes planipes . Stimpson ( 1860 ) llamado col!Únmente 

Cangrejo Rojo, Cangrejo Mexicano o Langostillá Mexicana, Fig 1 que 

en estado adulto alcanza una talla de 8.8 a 12.7 cms y un peso 

aproximado de 3 a 5 gr . Las herrbras se diferencian de los machos en 

que son más pequeños y en la carencia del primer par de patas,los 

5 



o 2 cms 

FIGURA 1.- Langostilla (Pleuroncodes plan ipes .Stirrpson) 



machos presentan una coloración rojiza en todo e l cuerpo, mientras . ~~~ 
que las hembras solo la tienen en la parte ventral . · 

Es t e pequeño cangrejo se distribuye ampliamen te en ambos litorales 

de la Pen ínsula de Baja California(principalmente en la par te sur) 

y en el Golfo de California a lo largo de l as costas de Sonora v 
9,10 

Sinaloa, con la ~~yor densidad entre Macapú y el Dorado de Sinaloa . 

La Langos tilla Mexicana constituye un alimento importante para aves 

marinas, atún de aleta amarilla, albacora, así como de grandes C§. 
táceos ( ballenas ) que año con año arriban al Golfo de California 

con fines reproductivos . 

Como consecuencia de la baja notable en el número de ballenas y an­

te la creciente sobreexplotación a que son sometidos los princip.2_ 

les consumidores del Cangre j o Mexicano, se ha producido en los úl 

timos años un gran i ncremer. to en la población de este organisno 
11 

que por su abundancia propicia la formación de una nueva pesquería . 

Las características que se deben tomar en cuenta para un aprovecha­

miento razonable de crustáceos de pequeña talla como el Krill ( Eu ­

phasia superba ) y la Langostilla Mexicana son: La conformación del 

cuerpo y la composición quí mica , caracterís _i cas que s irven pa­

ra la selección y elaboración de una tecnología adecuada para la 

utilización de tales recurso~~ 

Algunas evaluaciones biológico - pesqueras, como las realizadas por 

7 



Arvizú en 1976, per miten establecer un po tenc ial de captura para l a 

l angas tilla de 250 mil toneladas anuales. La razón fundamenta 1 de 

que hasta el momento no exista una pesquería dedicada a su explota­

ción, se debe a l a carencia de adecuación de una tecnología que pe.E_ 

mita su manejo , transporte y comercialización. Es por esto que el 

Instituto ~Jaciona l de Pesca en un Programa para el Aprovechamiento 

Integral de Langostilla, llevado a cabo en un Centro Regional de In 

ves t igaciones Pesqueras (CRIP ), en la Paz, B. C.S., pretende a corto 

plazo adecuar a n ivel p iloto una tecnología para l a elaboración de 

varios productos como : pastas , harinas, saborizantes y col orante s 

as í como l a obtención de quitina. 

Las carac ter ísticas en cuanto a cofll'.losición qu ímica y const itución 

del cuerpo de l a Langostilla Mexicana son muy semej antes a las del 

kril l, Tabla 2. Por lo que este crustáceo es susceptible de proce-
10 

sarse e industrializar s e de una manera semejante a la del krill. 

Actua l mente las investigaciones se están encaminando a la uti liza­

ción de Langostilla a nivel piloto como alimento (en forma de hari ­

nas o pastas), pa ra peces de ornato y para peces de cultivo , 

como carpa y salmón, a l as que confiere un agradable color rosado ; 

así como alimento para animales domésticos. 

La composic ión de dichas harinas es compar able a la harina .de pese~ 

do, en cuanto a calidad, por lo que hasta el momento l a utilización 

de l a harina de langostilla ha dado resultados satisfactorios, al 

igual que el uso de saborizantes obtenidos de ésta ,que de acuerdo a 

pruebas preliminares permiten dar un sabor característico de camarón 

8 



Corrponente Krill 

Agua % 75 . 0 

Masa Seca % 25 . 0 

Proteína % 12.5 

(Nt6.25) 

Grasa % 6 .5 

Ceniza % 3. 0 

Qui tina % 1. 0 

Carotina % 30-90 

Nota: a) Kato, 1974 

b) Spinelli, 1974 

e) Beltrán, 1976 

76 .9ª 

23 . 1 

10.6 

2.5 

6.3 

5.0 

83-99 

120-16Ll 

39 

230 

Langostilla Mexicana 

78. 9b 83 . Dc 

21 . 1 17 . 0 

9 . 0 9 . 3 

0 . 9 0.8 

4 .8 3.9 

1.3 2 . 36 

(wilkie, 1972) 

(Spinelli, 1979) 

(Surman, 1979) 

(Beltrán, 1978) 

TABLA 2 . Corrparación de la Corrposición Química Básica del Krill 

Antártico (Euphasia superba . Dana) con la Langostilla­

Mexicana (Pleuroncodes planipes. Stirrpson) 



a a lgunos productos que pueden ser des t i nados pa ra consu~o hu~ano .• 

Debido al pequeño tamaño de la Langostilla Mexicana y a su aspecto 

desconocido, es un producto poco atractivo para consumo humano, p~ 

ro su sabor tan parec i do al del camarón, hace posible que pueda 

ser emp leada para l a elaboración directa de platillos o en f o rma 

de produc tos enlatados, consomés deshidratados, etc,que pueden subs 

t i tufr al camar ón . En relación a esto Úl ti rio se han elaborado con­

centrados proteicos de langostilla para consu1110 humano tratando de 

utilizar al máximo su valor nutritivo pero para ésto se re quiere 
20 

fomentar el desarro llo y comercialización de tales produc tos . 

Dentro de los objetivos del Programa para el Aprovechamiento Inte­

gral de la Langostilla se incluyen la obtención de otros produc tos 

como l a quitina y quitosana , a éste respecto t amb ién en la planta 

piloto del CRIP de la Paz , 8 .C. S., dependiente del INP, se han rea 

lizado est udios dirigidos a la obtención de quitina a partir de la 

harina de langostilla previamente desengrasada y despigmentada,ut}_ 
, 20 

!izando e l metodo de Slack & Schwartz que ha permitido obtener ren 

dimientos de un 9 al 13% en peso seco . • • 

Como parte del Programa de Aprovechamiento In tegral de la Langost}_ 

lla,los objetivos del presente trabajo son: La _a tención de quitina 

a par tir de Langostilla Mexicana molida y deshidratada,así como la 

• Compers . Ing . Luz María Díaz LÓpez (INP) 

•• Compers. Ing . Víctor Mungúia Bastidas CRIP de la Paz, B. C.S. 

10 



producción de N-acetil-Q.- glucosamina , por medio de la h idrólisis e.!2_ 

zimática de la quitina obtenida , utilizando l as enzimas quitinolít.!_ 

cas de 5erratia marcescens , planteando además los posibles usos que 

se podrí a dar a ambos productos . 

1.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA QUITINA 

La quitina es un polisacár ido cons ti tuido por unidades de N-acetil ­

Q.- glucosamina (NAG ) unidas por medio de enlaces 13 (1 .. 4) . En este 

biopolí mero l os grupos amino se encuentran acetilados, por lo que 

la quitina corresponde a una amida del ácido acético~ 

El térmi no quLtosana se refiere al producto de desacetilación obte­

nido a partir de la quitina en la que los grupos acetilo han sido -

eliminados, por consiguiente en la quitosana el grupo amino se en­

cuentra libre , como amina primaria . 

Los radicales amino tanto de la quit ina como de l a quitosana son e~ 

cepcionalmente estables en hidróxido de sodio al 50% y a terrperatu­

ras de hasta 160°c. 

El nombre oficial de la quitina es:~ (1-+ 4) -2-acetamido-2-deoxi-Q.­

glucana y el de la quit osana es ,13 (1-+ 4) - 2-amino- 2- deoxi-Q.- glucana, 

Figura 2 . 

1 La qu itina es un polímero de aspecto cristalino que se caracteriza 

por su elevada insolubi lidad en los solventes más corrónes y su no­

table resistencia a la acción h idrolítica de ácidos y álcalf~~ 

11 



( A 

( 8 ) 

FIGURA 2 .- Estructura química de: (A) Quitina y (8) Quitosana 

12 



Se ha podido obser var que la quitina es soluble en algunos fluoro­

alcoholes y ciertas soluciones de sales hidrotrópicas pero éstas 

presentan el inconveniente de alterar la estructura qu l mica de la 

quiti na . 

La N, N- dimetil acetamida en solución con c loruro de litio a l 5% ha 

demostrado ser un sistema apropiado para disolver la quitina ya -

que no produce alteraciones en la estructura de ésta~ el descubrí 

mient o de éste sistema ha dado la oportunidad de poder determinar 

la rotación óptica de la quitina y conside rar és ta como un parám~ 

t ro adicional en la medida de sus propiedades físicas . 

La quiti na presenta una estructura quiral generada por los carba 

nes asimé tricos de cada una de las unidades del polimero que la ha 

:en adquirir una conformación hel icoidal, la cual puede evidencia!. 

se por el lento cambio en la dirección de la rotación óptica de al 

gunos tipos de quitina en solución. 

Del caparazón no calcificado del cangrejo Limu l us polyphemus ha si 

•do obtenida qui tina bajo condiciones alcalinas l i geras , siendo ésta 

levorotatoria . Algunas quitinas que requieren para su aislamiento 

de tratamientos drásticos con ácidos fuertes a altas temperaturas 

son dextrorotatorias, aunque las variaciones en las rot aciones ÓE. 
ticas pueden deberse a la severidad de los tratamientos químicos , 

también el tipo de organismo de que haya sido obtenida la quitina , 

puede ser un factor importante~ 

13 



1. 4 ME TOCOS DE OBT(r.JC IOfJ DE QU IT IN.O 

Los obje ti vos básicas que se persiguen al aplicar l as procesos quí­

mi cos para la obtención de quitina a par ti r del caparazón de crustá 

ceas o desperd ic ios producidos en la industr ia pesquera son : a) eli 

minación de proteínas y b) elimina ción de las ;;ales miner ales ,con 

las que se encuentra fuer temente asociada • 

.. 
Uno de los métodos más frecuentemente utilizados es el método de -

Hackman (1954) Figura 3, con el que se puede obtener quitina a Pª!. 

tir del caparazón de crustáceos por medio de extracciones , primero 

con ácido clorhídr i co y pos t eriormente con hidróxido de sodio para 
31 

eliminar proteínas y sales minerales . 

Whistler y BeMiller (1962) sugieren un esquema similar al método de 

Hackman , al que hacen una liger a modificación al dar un tratamiento 

adicional con alcohol etílico para solubilizar los pigmentos y un 

tratamiento con éter etílico para la eliminación de grasa~~ 

En general 'estos métodos, así como otros erpleados en la obtención 

de quitina a parti r del caparazón de crustáceos son catalagados co­

mo tratamientos drásticos, debido a que el uso de ácidos y bases 

fuertes pueden modificar la estructura qu í mica de la quitina,ya sea 

produciendo hidrólisis parcial en la molécula o desacetilando a és­

ta con la consecuante producción de quitosana . 

Existen otros métodos para la obtenci ón de la quitina corr~ el des­

crito por Foster & Hackman ( 1957 ), con el que se ha podido aislar 

14 



CAPARAZOrJ 1 

LA VADO 

SECADO 

EXTRACCION DE PROTEINAS 
Y SALES MINERALES CON 
HCl 2N TEMP. AMBIENTE 

LAVADO 

SECADO 

PULVER IZADO 

EXTRACCION DE PROTErnAS 
Y SALES MINERALES CON 

HCl 2N , oºc 

EXTRACCION DE PRDTEINAS 
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LAVADO 

SECADO 

QUITINA 

FIGURA 3. Método de Hackman . Extracción de quitina 
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FIGURA 4 . Método de Foster & Hackman . Extracción de quitina 



qui t ina del cangrejo Cáncer paqur us sin alterar su estructur a quí mi ­

ca, Figura 4 , és te proceso s e basa en la u til~zac ión de ácido e ti le~ 

diamino te t raacet ico (EDTA ) a diferentes va lores de pH par a elimi nar 

tanto pr oteínas como sales minera les . La eliminac ión de grasas y piB_ 

mentas r equieren de un tratamiento con é ter e tílico y alcohol respes:_ 

t i vamen te ~8 ' 31 

El mé todo de Takeda & Abe (1962) además de u tilizar EDTA util iza en­

zimas pro teoll ticas que permi t en obtener una quitina c on ba jo parce~ 

taje de proteínas y poco alterada en su conformación química~' 

Duran te la etapa de desproteinización de cua lquiera de los métodos 

empleados para la obtención de quitina las proteínas eliminadas pue­

den ser recuperadas por filtración o neutral i zación con ácidos o ba­

ses según sea el caso. Dicha recuperac i ón puede incrementar la renta 

bilidad de cualquiera de los métodos emp leados debido a que se 'pue-­

den obtener derivados proteicos que bien podrían ser utilizados como 

complementos en dietas para alimentación animal!º 

1.5 HIDROLISIS ENZif'IATICA DE QUITINA 

Investigac i ones recientes han demostrado que el complejo quitino lí t_!. 

ca es un s i stema inducible y parece estar constituido por tres enzi­

mas¡ una endogl ucanasa, una quitobiasa y un factor prehidrolítico . 

En la quitinolisis actúa primero el factor prehi drolítico cuya fun­

ción básica es la descristalización de la quiti na la cual posterior­

mente por medio de un número no determinado . de endoquitinasas produ-
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ce oligosacár i dos solubles , esoecialmente N, N-diace tilquitobiasa, fi 
1,13 

nalmente son transformados a NAG por medio de una quitobiasd . 

En 1969 Monreal & Reese establecieron las condiciones óptimas de cul 

tivo de Serratia ~arcescens QM81466 para l a máxima producción de qui_ 

tinasas y concluyeron que la naturaleza de l a quitina es i mp ortante 

para ob tener altos rendimientos de la enzima, además de otros f acto 

res tales como: a) Concentración del sustrato, b )Temperatura y c) pH. 

En relación a la concentración del sustrato conf irmaron el caracter 

inductivo del sistema enzimá t ico referente a la temperatura y pH, de 

terminándose que la mayor producción de enzima se tiene a 3o0c y a 
29 

un pH Óptimo de 7 .5. 

La actividad de la enzima gen2rada se expresa por unidades de qui­

tinasa correspondiente a la cantidad de quitinasa requerida para l i 

berar una mic~omol de NAG . Casio & Carroad (1982) y Revah & Carroad 

(1981) basados en lo anterior, evaluaron las condiciones óptimas de 

producción de NAG y del sistema quitinolltico de Serratia marcescens 

para su utilización a nivel planta piloto , en la conversión de mate­

riales quitinosos principalmente desechos de camarón a proteina uni­

celular que pueda ser empleada en alimentación animal como un compl~ 
ITIEnto dietético de buena calidad1~,3l 

Cruz Camarilla (1984) ha estudiado la biosíntesis de quitinasa y qul_ 

tobiasa de Serratia marcescens en un medio con sales minerales,ci tr~ 

to de amonio , glicerol y qui_tina . En ciertos experimentos suprimió el 

glicerol o el c i trato y varió la naturaleza de la quitina, Figura 5, 

utilizando en ocasiones quitina comercial " quitina desproteinizada*• 

• Quitina comercial : Nutritional Biochem. Co . Cleveland, Ohio . 

•• Quitina desproteinizada : Quitina comercial libre de proteínas me 

diante tratamiento con KOH. 
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FIGURA S. Hidrólisis enzimática de rµitina por medio de Serretia marcescens13 



o qu itina co loidal • • • . Los resultados obtenidos fueron muy variados 

encontrándose que los valores más altos para antias enz iwas así como 

de ~JAG correspondían al emplear el medio corrpleto y quit ina cower­

cia l, y los más ba j os al utilizar quitina coloida l y desp rateiniza­

da . Al suministrar sólo quitina comerci3l co~a única f uente de car ­

bona s e obtienen niveles ba jas de las enzimas , aún cuando la canti ­

dad de ll!AG es aceptaole, además de ésto se realizó la carac teriza­

c ión parsial de las qui t inasas y quitao iasas a nivel de ex trae to 

crudo, observando además que: a) La activi dad de l as das enzimas se 

mantiene estable par varios meses a tempera turas de refrigeración a 

de congelación, b) La NAG no afec t a la ac tividad de la quitinasa a 

altas concentraciones , pera si la de la qui tobiasa, sugiriendo en 

relación a ésta que la regulación de ésta enzima está sujeta proba­

blemente a una i nhibición por producto final.13 

1.6 USOS DE QUITI NA Y N-ACETIL-D=GLUCDSAMINA . 

San muchos los usos que se le dan y pueden dar a los produc tos qui­

tinosos, prueba de ello es que ya se procesan l a quitina y quitosa­

na a nivel industrial a partir de desperdicios de crustáceos para 

la elaboración de nuy diversos productos, ésta es en : Bi ashel Pro 

ducts Albany, Dregon , USA;Kyokuyo, Co. , Tokyo, Japón; Kyowa Oíl and 

Fat, Tokyo, Japón . 

Características ta les cooo dureza , biodegrabilidad y b i oac ti vi dad, 

••• Quitina coloidal: Quitina sometida a un tratamiento con ácido -

fosfórico. 
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hacen de la qu itina y sus derivados, materiales que en la indus~r ia 

procesadora de alimentos puedan ser e mp leados para modificar o con 

trolar las propiedades funcionales de los alimentos, ya sea como r~ 

gulador de f ormación de cristales de hielo en alimentos congelados , 

agen te espesante, texturizante, quelan te, emuls ionante, etc . , para 

la elaboración de aderezos , salsas, beoidas, pas telería, e!rbutidos , 

qelatinas, produc tos lácteos, etc . 

La qu iti na microcr istalina producida por hidról isis ácida controla 

da, es apropiada para ser uti lizada como un espesante y es t!!_ 

bi lizador que s upera en mucho (10 a 20 veces más eficiente) a otros 

polímeros empleados conúnmente corKJ la celulosa microcristalina, P!!. 

ra la elaboración de mayonesas , manteca de cacahuate y otros alime.!2_ 
) ,l4 

tos tipo emulsio11 . 

La propiedad coagulante o quelante de la quitina y quitosana dada 

por su naturaleza policatiónica, hacen de estos polímeros un produf. 

to iGeal para la separación de coloides y partícul as suspendidas que 

se generan durante la elaborac ión de ciertos tipos de alimentos,pe.E_ 

mitiendo además de la reducción de sólidos totales , la recuperación 

de materiales , tales como: proteínas, grasas y car bohidratos de bu~ 

na calidad , que pueden ser reciclados como alimentos o forraje para 
24 

animales . 

La naturaleza policatiónica tanto en quitina como en quitosana ha­

cen que puedan ser empleados en la i ndustria de alimentos para re~~ 

ver substancias no deseadas en algunos productos como jugos, cerve­

za y bebidas en gener al. La qui tina y qui to sana son pre, . ~stos como 

agentes para el tratamiento de aguas residuales ,debido a que además 
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de remover sólidos en suspens i ón, tarrtJién tienen la propiedad de 

secuestrar metales pesados como:arsénico , zinc, cobre, cromo, pl!!., 

tenia e in~luso uranio . Es t as propiedades ya son u tilizadas en al 

gunas plantas de los Estados Unidos en sistemas de purificac ión 

para agu¿~ La quitina en forma de gel también puede ser usada co 

mo soporte o exc ipiente para alyunos medicamento~ 

Los filamen t os producidos por l a solubilización de quitina en un 

s istema de cloruro de litio v dimetilacetamida , aceleran los pr~ 

ces as de cicatrización en heridas siendo un material ideal para 

la fabricación de suturas quirúrgicas ya que esos filamentos son 

absorbibles y no ¡¡U.ergéni cos . 

El suero de leche combinado con qu itlna microc! istalina puede re­

emplazar hasta en un 20 % las formulaciones de alimentos para ani 

males, sin producir algún efecto adverso y sl rae jorando el valor 

nutritivo de dichos alimentos y las características o rgan o lép t !_ 

cas del producto~ 

La quitina y quitosana también poseen la propiedad de adsorber en 

zimas, por lo que pueden utilizarse ya seQ~ para la purificación o 

i nmobilización de sistemas enzimático~~ 

La quitina también puede ser empleada como sustrato para la pro­

ducción de proteína unicelular de muy buena calidad que pueda ser 

incorporada en alimentos balanceados para anímale~~ la qu i tina 

por medio de hidrólisis produce NAG que puede ut ilizarse en labo­

ratorio como un reactivo analítico . 



La qui t i na como fuente de NAG es rruy i rrportan t e , ya que éste monos~ 

cár ido y su fo r ma alqu i l ada pueden ad i c ionarse a l a leche y sus de­

rivados, para a t enuar e l problema de la ma l a digestión o i n toleran­

c i a a l a l ac t os a de la leche, deb ido a una . deficiencia p rimaria de 

l a enzi~a galactosidasa . En México de un 50 a 70 % de la poblac i ón 

mayor de seis años presenta problemas de mala absorc i ón o in toleran 

cía a la lac tosa, l os síntomas de dicha in tol erancia se deben a que 

la l ac t osa y otros disacáridos per manecen en el intestino de lgado , 

s in desdobla r se , causando problemas tales c orro diarrea,en ocasiones 
' l" ' .5,15,17, 25 severas y co ices . 

La NAG que de mane r a natural sólo se encuentra en el calostro y le­

che mater na, y sus derivados alquilados tienen un efecto promotor 

de c rec i miento ( f actor bifidus) para la bac ter i a Lactobacillus bi fi 

~ que al i gua l que otros microorganismos como !::_. acidophilus son 

parte i mportante de la flora intestinal normal , dichos microorgani§_ 

mes i n t ervi enen en procesos áe asimilación de productos l ácteos,paf_ 

ticular mente ay udando a desdoblar la lac tosa de la leche y sus deri 

vados. Es por ésto que s e ha cons i derado la administración de pro­

ductos alqu ilados de NAG a personas que padecen de i ntolerancia a 

l a lactosa para ayudar a atenuar el problema , favoreciendo el cre­

cimiento de la bifidobacter i a que genera la lactosa necesaria para 

e l desdob l amiento de dicho disacárido ~, IS,l 7,i r.i2 

Otra impor t ante aplicación de la NAG y sus alqui l-derivados, es que 

junto con el suero de leche pueden ser u t il izados c omo c orrplementos 

en dietas para alimentación animal . El uso de NAG o de sus corrpues­

tos alqu i l ados y del suero de leche proporcionar ía además de un ca_!!! 

pl emento rico en carbohidratos y proteínas de alta calidad, la pro­

moción de la flora intestinal que puede atenuar l a mala absorción 
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de la lactosa v por consiguiente problemas tales como cólicos v di.2. 

rreas severas a que están propensos los animales que incluyan en su 

dieta considerables cantidades de suero de leche ~ 
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II .- PAR TE EXPERIMENTAL 

2 . 1 MATERIAL 

-Reactivos 

Acido acético (G .A. , J.T. Baker ) 

Acido 3, 5 dinitrosa lic Ílico (cristalino, Sigma) 

Acido eti lendiami no tetracético (EDTA) (G.A., J . T. Baker) 

Acido fosfórico (G .A. , J . T.Baker) 

Ac ido sulfúrico (G. A. , J .T . Baker) 

Anhídrido acético (G . A. , J .T. Baker) 

Bisulfito de sodio (G.A. , J . T. Baker) 

Borohiaruro de sodio (98% grado "Baker", J . T. Baker) 

Fenal, cristales (Merck's Meagenzeen ) 

Hidróxido de sodio , lentejas (G .A., J . T. Baker) 

Piridina (G . A. ,J. T. 8aker ) 

-Solventes 

Acetona (G.A. ,J . T.Baker ) 

Agua destilada 

Agua deuterada (99 . 8% D,Stohler Isotope Chemicals) 

Alcoho l etílico absoluto (G . A. , J . T.Baker) 

Alcohol metílico absoluto (G .A. ,J . T.Baker) 

Benceno , libre de tiofeno (G .A.,J . T.Baker ) 

Clorofo rmo (G.A . ,J . T.Baker) 

Cloruro de meti l o (G.A. ,J . T. Baker) 

Eter etí lico (G . A. , J.T. Baker) 

• G. A. grado analítico 
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-Estandares 

D-arab inasa [<Nutri ti anal 8iachemical Cbrpara tian (N .8 .e.)] 
O-glucosa (N .8 .C. ) 

O-galactosa (N.8.C.) 

0-fucasa (N . B.C.) 

D-manasa (~J.8.C.) 

N-aceti l-Q~glucasamina (N.B.C. ) 

- Equ i pa 

Micrajer inga. (Hamil ton, Co. ) 

Columna de cromatografía OV-17 (Applied Science Labs . ,Inc.) 

Papel filtro (Ederol No.1) 

Papel f'tltro (Ederol No .4) 

Papel filtra (Ederol No . 15) 

Nitrógeno de alta pureza, gas no licuada,envasada a alta pre­

sión, Industriss Franco, S. A. (INFRA) 

Agitador vartex (Cientific Industries In . , mad . KSS0- 6) 

Autoclave (Wisconsin Aluminum Ca . Inc.Foundry, de 210 a 259°C 

y un máxima de 30 atm) 

Balanza analltica (Sartarius, 1.0 x ·10- 5 a 160 g) 

Balanza grana taria (Sartarius, tipa Babener, capacidad máxima 

1,000 g) 

Baño para calentamientq (8ackel Philadelfia P.D . ) 

Centrífuga (Du Pant Instrument , Sorval GLC- 28) 

Equipa Kafler (Haffman-Phinter and 8ars Worth S.A., modelo Rei­

chert 285 987) 

Estufa (Presión Thelco, mad.16, temperatura máxima 2ooªc) 

26 



Parril las de calentamiento y agitación 

Rotavapor (8üchi , mod. "R") 

Espectrofotómetro de absorción de Infrarro jo . 8ackman Acculab ™10 

Espectrofotómetro (8ausch and Lolltl, espectronic 20) 

Liof i lizadora (Virtis mod . 10-MR-80, 208/25 volts, 60 ciclos 12 -

ampers, 1 fase) 

Mantas de calentamiento (Glass- Col Apparatus Co . ) 

Reostatos (Fisher Sc .ientific Co . ) 

Potenciómetro (Perkin- Elmer Coleman, mod. 288) 

Cromatógrafo de gases (Varían Aerograph, mod . 3700) 

Registrador (Varian Aerograph, mod . 9196) 

Graficador (Varían Aerograph, mod. 9176 Recorder) 

- Material para medios de cultivo microbiológico 

Agar nutr itivo deshidratado (Saeto Nu trient Broth, DIFCO) 

Agar bacteriológico (Bi oxan) 

Extracto de levadura (Saeto Nutrient Broth, DIFCO) 

Fosfato de potasio monobásico (cristales, .f, . A., J . T.8aker) 

Regu lador de fosfatos 0 . 06 M a pH de 6 . 5 

Sulfato de amonio (granular , G. A. ,J . T.Baker) 

Sulfato de magnesio heptahidratado (cristales,G. A. ,J .T .Baker) 

Tartrato de sodio y potasio (G . A. ,J . T. Baker) 

El material de vidrio e"llleado para las determinaciones calo­

r imétricas y la parte microbiológica se lavó de la siguiente 

manera : 

El material se enjuagó con etanol y se puso en mezcla crómica . 

Después se sometió a un lavado común con agua y jabón . Se en­

juagó con agua destilada y con etanol, para después secarse en 

la estufa a 170°C 
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- Materia prima para la obtención de quitina 

Se utilizó t\í3rina de l angostilla molida y deshidratada con la que 

se obtuvieron : 

- QP Quitina obten i da en el INP utilizando el método de Black & 
Schwartz 

- QL Quitina obtenida en e l presente traba j o utilizando el méto­

do de Hackman y el método de Foster & Hackman que posterio.E_ 

mente no se ut i l izó por sus bajos rendimien t os de quitina . 

2. 2 METDDDLDGIA 

Con el objeto de se l eccionar un método para la obtención de quiti na 

que diera altos rendimientos a un bajo costo se probaron : el método 

de Hackman y el de Foster & Hackman como a cont inuación se indica: 

A) Método de Hackman, 1954 . 

Lo tes de 330 g (en peso seco) de langostilla molida se sometieron a 

tra tamientos ácidos y a lcalinos para l a eliminación· de carbohidra­

tos , protefnas, pigmentos y lípidos . 

El primer paso consistió en la digestión ácida usando ácido clorhí-
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drico 2N, durante 5 horas a tefr1Jeratura ar.bien te y dgitación consta~ 

te ; ensegu ida se procedió a filtrar el precipitado ootenido y se la­

vó con agua destilada . 

Una segunda digest ión se llevó a cabo con ácido clorhldrico 2i'! 3 oºc 
durante 48 horas . Se filtró v se lav6 de igual manera aue en la pri­

mer a extracción . 

El paso siguiente consistió en la extracc i ón con 75C ml de nidróxi do 

de sodio 1N a temperatura de 

agitación . Posteriormente s e 

tilada . Este Último paso se 

reflujo, 

filtró y 

repitió 5 
)1 

cristalino de color blanco, Figura 3. 

8) Método de Foster & Hacklílan, 1957 . 

durante 12 horas, en constant e 

el sólido se lavó con agua de~ 

veces obteniéndose un sólido -

Este método se basa en el uso del ácido etilendia~ino tetradcético -

(EDTA), para la extracción de qui t ina . 

Se tomaron lotes de 25 gr de langostilla mol ida y deshidratada y se 

descalcificaron ca~ 150 ml de EDTA 1 N dur2nte 1. 5 horas . Posterior­

mente se f i ltró y lavó con agua destilada, ~n~~guida el· sólido es 

tratado con 150 ml de EDTA 1N a pH de 3 durante 1.5, hor3s a tempera­

tura ambiente, l avando después 5 veces con agua destilada . Se reali­

zó una tercera extracción con 100 ml de alcohol etílico durante 20 

minutos a temperatura ambiente y después se filtró y lavó como en las 

extracciones anteriores . 

En una cuarta extracción se e liminaron lípidos con 100 ml de éter 
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etílico durante 20 minutos a tempera tura ar.Ciente. Finalmente se rea 

lizaron 2 extracciones durante 2 horas a terrperatura de reflujo, la 

pr imera con 150 ml de h idróxido de sodio 1N y la segunda con 150 ml 

de ague des t i lada, posteriormente al p recipitado se filtró, lavó y 

s ecó al vacío en •.Jn horno a aoºc durante 3.5 
,. 

horas , Figura 4 . 

2 . 2 . 2 Caracterizac ión de la quitina 

- Solubilidad 

Se compr obó la i nsolubili dad de ia QP y QL en los solventes más co­

múnes a temperatura ambien te y a temperatura de reflujo . 

- Punto de desco~~osición 

Se tomó un cristal de cada muestra de quitina para observar el pun t o 

de descomposici ón en un equipo Kofler . Las muestras de QP y QL f ug_ 

ron moliBas pre,Jiamente para homogenizar el t amaño de la partícula. 

- Espectro infrarrojo 

Las muestras para la determinación del espectro infrarrojo ( IR ) se 

prepararon mediante l a técnica de la pastilla o disco prensado con 

bromuro de potasio, debido ·a la insolubilidad de la quitina en los 

solventes utilizados para la realización del espectro. En ésta técnl 

ca, la muestra previamente molida y secada fué íntimamente mezclada 

con bromuro de potasio para pos t eriormente prensarse hasta obtener 
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una pastilla transparente . 

Los espectros obten i dos se interpretaron con las tablas correspon­

ctien tes de espectros de IR y se corrpararon con l o r eportado en l a 

l itera tur a para qui tina ~6• 32• 39·'0 

Es tas pruebas se l l evaron a cabo en el Labora tori o de Anál isis Gul.. 

mico· e Ins trumental de la Unidad de Inves t igación In terdisciplina­

ria de Ciencias de la Salud y de la Educación de la ~NEP-Iztacala, 

UNAM . 

· Cromatografía de gases 

Se efectuaron cromatogramas para las muestras proceden tes de la hl_ 

drÓlis i s de QP y QL con ácido f luorhídri co al 100% . Dic ho anális is 

se efectuó en columna capilar y f ué realizado por el químico Pia 

Seffers en el Departamento de Química Orgánica de la Universidad 

de Es tocolmo, Suecia, como parte de la caracterización de QP y QL . 

· Análisis bromatológico 

Se realizó el análisis bromatológicc? a la harina de langostilla y 

a las quitinas obtenidas por el Instituto de ·esca (QP) y en el La 

boratorio (QL) . Estas determinaciones se nuestran en la Tabla No. 4 

y fueron real izadas por la Q. F.8 . Ma .Concepción M~dina en el Depto . 

de Biotecnología en el CINVESTAV-IPN, utilizando los siguientes ~ 

todos: 

Humedad : Realizado de acuerdo al método 7.003 del AOAC 

Cenizas: Fue determinado de acuerdo al método 7. 010 del AOAC 

. Nitrógeno Total : De acuerdo al método de micro-Kjeldahl 42 .014 AOAC 

úv-t Jl.J.lu/ ' J,' . 
(. . 1 l { l.)' 

1 ío ' , 
¡\ 1 1d. 
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Fibra cruda: De acuerdo al método de Kamer & Ginkel 

Extracto etéreo: De acuerdo al método 15. 030 del AOAC 

Extracto libre de Ni trógeno: Se obtuvo restando de 100 la suma de 

porcentajes de proteínas, cenizas, extracto etéreo y fibra cruda . 

2.2.3 Hidrólisis de la quitina 

Se real izaron pruebas de laboratorio para efectuar la hidrólisis 

de las quitinas QP y QL utilizando: ácido sulfúrico 8M y ácido 

clorhídrico 8M; ambos se probaron durante 20, 40 y 60 minutos a 

temperatura arrtliente y a 100°c. Al final de estos tratamientos se 

observó solubi lidad parcial de las muestras de quitina . El produE_ 

to obten1do en l a hidrólisis quí mica se analizó por cromatograf ía 

en placa fina observándose que el producto principal de la hidró­

lisis era NAG acompañado de productos de descomposición del poli­

sacárido . En base a lo anterior se optó por probar la hidrólisis­

enzimática . 

A) Hidrólisis enzimática de la qu i tina 

~~icroorganismo utilizado 

La bacteria con actividad quitinolí tica empleada en el presente 

est udio fué: Serratia marcescens WF QMB1466, proporcionada por el 

Dr. Ramón Cruz Camarilla, Jefe del Departamento de Enzimologia de 

la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del. Instituto Politéc­

nico Nacional. 



Durante la investigación la cepa fue conservada en agar nutritivo a 

terrpera tura de refrigeración . ·• 

-Medios de cultivo 

El medio utilizado para el crecimiento del microorganismo fue el 

descrito por Monreal y Reese29
( 1969) , cuya comoosición es la siguie_n_ 

te : qui tina, 15 g/l; extrac to de levadura, 0 .5 g/l ; sulfato de mag ­

nesio heptahidratado, 0 . 3 g/l ; fosfato de potasio monobásico , 1.36 

g/l ; y agua destilada . El pH se ajustó a 6 . 8 con hidróxido de sodio 

1~J y se esterilizó a 15 atm durante 50 minu tos . 

Se preparó un lote de medio de cul tivo con quitina de pesca y otro 

lote de medio de cultivo con quitina de laboratorio, para reali zar 

el estudio comparativo entre QP y QL. Para la determinación de la 

cuenta viable se utilizó como medio de cultivo agar nutritivo . 

- Preparación del reactivo del ácido 3,5-dinitrosalicílico ~7 

Este reactivo se utilizó para la determinación de ÑAG presente en -

los medios de cultivo . Se prepararon dos soluciones : 

Solución A: Se mezclaron 0 . 71 g de ácido dinitrosalicÍlico y 1. 32 g 

de hidróxido de sodio en agua destilada . 

Solución 8 : Se disolvieron 20 . 4 g de tartrato de sodio y potasio ; -

0 . 51 ml de fenal y 0.55 g de meta-bisulfito de sodio en 

agua destilada . 

• La parte microbiológ ica de éste estudio fué realizada bajo l a di­

rección de la M.C. Jovita Mart ínez, CINVESTJ:U - IPN. 
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Las dos soluciones se mezclaron v se aforaron a 100 ml con agua des­

tilada . 

El reactivo fue preoerado 24 horas antes de su utilización, conserva 

do en un frasco amoar y a temperatura de refrigeración. 

- Preoaración de la curva patrón de azúcar es reductores . 

Se tomaron muestras de NAG a diferentes concentrac iones y se prepar2_ 

ron de acuerdo a la técnica del ácido 3,5 dinitrosalicílico, determi 

nsndose su absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro . 

La curva patrón se obtuvo graf icando absorbencia vs concentración de 

NAG con los gatos ajustados por el método de mí nimos cuadrados para 

i nterpolar en ésta la NAG obtenida de la hidrólisis enzimática de la 

quitina, quedando representada la curva patrón por la siguiente ecua 

ción: Absorbancia = 0 . 3877 <~~ NAG) - 0 . 0891 . 

- Preparación d~ la quitina coloidal 

La yuitina coloidal se preparó a partir de las ~~estras de QP y QL . 

Se pesaron 10 g de qu itina y se les agregó, poco a poco, ácido fosf~ 

rico al 85%. Se mantuvo a 5°C con agitación ocasional durante 48 ho 

ras . Posteriormente se le adicionó agua destilada en exceso para la 

precipitación de la quitina ,· la cual fué separada por filtración y 

lavada con agua destilada hasta la completa eliminación del ácido 

fosfórico . El gel obtenido fué esterilizado a una presión de 15 li 

bras durante 15 minutos y conservado a 5°C hasta su posterior uso. 



- Preparación del sustrato de quitina coloidal 

Se suspendieron 15 g de quitina coloidal en ~n litro de regulador 

de fosfatos 1/15 M a pH de 6 . 5 

La suspensión se mantuvo a 5°C h3sta su eq:ileo . Antes de ser uti ­

lizada se incubó a 5o0c durante una hora . 

Este ~rocedimiento se siguió de igual manera tanto para l a mues tra 

de QP como para la de QL . 

· Cinét ica de crecirs.i,ento 

A parti r de ~na cepa de Serratia marc~scens WF QM81466, crecida en 

agar nu tritivo, se inocularon dos matraces conteniendo el medi o mi 

neral más . quitina , estos fueron incubados a 29°C durante 24 horas 

a 150 rpm, Figura 6 . Con el objeta de adaptar y estabil izar la edad 

del inóculo, se reafizaron dos resiembras más . Las cultivos efectua 

dos para la adaptación de la bacteria fueron ,llevados a cabo de ma­

nera similar para los medias de QP y QL . 

Después de la tercera resiembra se inocularon 8 matraces de 250 ml 

conteniendo 50 ml de medio de QL v QP. respecti vamente, para el se­

guimiento de la cinética de crecimiento del microorganismo . Estos 

matraces se mantuvieron en a~itación a 150 rpm, a te~eratura de -

29ºc . 

Para la determinación de la cuenta viable se tomar on 0 .5 ml de es­

tos medias c ada 24 horas con los que se inocularon cajas petri con 
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INOCULO AL 2% V/V 

.AGAR ~JUTRITIVO t-'iED ID MINERAL • QUI TINA 

INOCULO Al 2% V/V 

L 
MEDIO MHJERAL • QUITINA 

INOCULO Al 2% V/V 

C) 
AZDRES íl CUENTA VIABLE DETERMINACION pH 

REDUCTORES DE QUI TI NASAS 

FIGURA 6. - Cinética de crecimiento de Serratia marcescens QMB1466 
en medio qui tino so. -



~~dio nutritivo siguiendo el ~étodo de re~uento por •iaciado en placa . 

Posteriormente se procedió a incuoar la muestra a temperatura de 29°C 

durante 24 horas para el conteo de las colonias . Por otra parte se t~ 

fl'.aron alicuo tas de 10 m.l de los matraces pre1.iamente inoculados, oara 

la determinac ión de azúcares reductc~es, qu it inasas y pH . 

·Determinación de azúcar~s reauctores . 

Las rruestras tomadas de los matraces con teniendo el medio induc~or 

fueron fi ltradas v centrifugadas a 300 rpm durante 30 min . Del so~re­

nadante , se tomaron muestras para real izar las siguientes de ter mina­

ciones: Azúcares reductores, pH v est imación de la enzima presente en 

el medio . 

Para la determinación de los azúcares reductores se tomó un ml de la 

muestra centrifugada v se 1:e adicionó un ml del reacti va del ácido 

3,5-dinitrosalicílico . La mezc la se homogenizó en un vortex. Las mues 

tras fueron colocadas después en baño maría a ebullición durante 5 mi 

nutos, posteriormente se enfriaron en baño de hielo . Después se adi­

cionó a cada tubo 2 ml de agua destilada v se homogenizó nuevamente -

en un vortex se determinó la absorbanc.ia a 540 nm . Los testigos se p!_e 

pararon con 1 ml de agua destilada, siguiendo el proceso descrito an­

teriormente . Las lecturas se interpolaron en , 1a curva tipo preparada 

con .NAG como estandar . 

·Determinación de quitinasas 

Se tomó una al í cuota de 1 ml del sobrenadante, de la muestra centrif.!:!., 

gada v se le agregó 1 ml del sustrato de quitina coloidal ,ésta mezcla 

fué agitada en un vortex y se incubó a 5Dºc. durante 1 hora . Después de 

éste tiempo,se detuvo la r eacción adicionando 1 ml de hidr óxido de so 
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dio al 1% ant2s de l a i ncubación . Para cada ~~estra problema se -

preparó un testigo de igual fo r ma , sólo que el hidróxido de sodio 

se adicionó desde un principio y antes que el sustrato. Los resul 

tacos Fue~on interpolados en la curva tipo . La cantidad de enz ima 

lioerada para produc i r 1 mol de NAG por ml de muestra y por cada 

hora de incubación a soºc fué considerada como una unidad de qui­

t inasa . 

- Anális i s de azúcares 

Para identi ficar los azúcares presentes en el med io se tomaron -

muestras durante los 8 días de incubación las cuales se filtra ron, 

centrifugaron, decantaron y liofilizaron para se r guardadas en r~ 

f rigeración has ta su utilización para el análisis de azúcares por 

medio de cromatografía en placa fina y cromatografía de gases . 

- Cromatografía en placa fina 

Para identificar los azúcares obtenidos mediant~ la hidrólisis en 

zimática de QP y QL se utilizaron arab inosa, Fucosa, glucosa y 

NAG como estandares, los cuales fueron preparados de la siguiente 

manera: Se pesaron 10 mg tanto de cada uno de los estandares como 

de las mues tras liofilizadas de QP y QL, ésta cantidad fue dilui­

da en 1 ml de agua destilada y de ahí fué t omada la muestra con un 

capilar para ser aplicada en placa fina . El eluente empleado fue 

N-propanol-amoniaco- agua en proporción 6:2:2 . El tipo de síli ce 

fué Kiesegel 60F 264, D. 2-0 . 5 mm . Se utilizó co mo revelador -

ácida sulfúrico al 8%. 
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8) Análisis de azúcares 

A 3mg de las muestras liofilizadas, provenientes de la hidrólisis 

enzimática de QP y QL se les anic ionaron 2 ml de ácido c lorhídrico 

4M y se mantuvieron 2n baño María durante 2 horas a 1coºc, las 

muestras se enfriaron y se llevaron al rotavapor , en donde se eva 

pararon (3 veces) casi a sequedad agregando 2ml de agua desti lada 

cada vez hasta llegar a un pH de aproximadamente 6 . 

Se agregó 1 ml de agua destilada y se trató con aproximadamente 5 

mg de borohidruro de sodio hasta llegar a un pH de 11 . Las mue s 

tras se dejaron reposar en esta condición por un mínimo de 3 horas . 

Después de éste tiempo se agregó ácido acético glacial al 50% has­

ta llevar las muestras a un pH de 3 . La moJestra se evaporó en el 

rotavapor, agregando 3 ml de metanol cada vez . Se adicionó 1 ml de 

piridina seca y 1 ml de anhídrido acético. Se llevó a baño María a 

100°c durante 30 minutos . Posteriormente la muestra se evaporó en 

el rotavapor 3 veces con etanol, cada evaporación casi a sequedad. 

Se real izó después una extracción con una mezcla de cloroformo- agua 

2 ml de cada uno . La mezcla se agitó y se dejaron separar las fa­

ses . La fase orgánica se lavó tres veces con agua, enseguida s~ 

concentró en el rotavapor, para después transferirla con una pipe­

ta Pasteur a un tubo oara croma tografía gas-líquido . La rr~es tra así 

procesada, se concent ra oajo corriente de nitrógeno de alta pureza 
' ' . 23 y se analiza por cromatograf 1a gas-l1qu1do . 

- Características de la cromatografía de gases 

Se utilizó una columna de vidrio de 6 pies de largo y 1/16 de pul_ 

gada de diámetro interno, ajustada con férulas de teflón . 
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El gas acarreador util i zado fué nitrógeno de alta pureza con trampa 

de tamiz molecular activado . 

La f ase estacionaria utilizada fué OV- 1? 

Los parámetros de operación fueron los s iguientes: 

La velocidad del registrador de 0 . 25 cm/minuto 

Sensibilidad del registrador 32x10-11 

Programa: de 170° a 250ºC , aumentando la temperatur a 1ºC/min . 

- Identi f icación de los azúcares 

La asignación de los p icos que ap·arecen en los cromatogramas de l as 

mues tras se realizarán por co!T'paración con una mezcl a de azúcares 

estandar . 

El disolve0 te emp le ado para las mues tras fué c l o r oformo .Se 

alter naron las inyecciones de las muestras por i dentificar , la mezcla 

de estandares y el estandar de N-acetil-Q-glucosamina . 

En los cromatogramas así obtenidos, se compararon los tierrpos de re­

tención de cada uno de los picos presentes en las lll.Jes tras y los ca­

racterísti cos para los estandares . 

40 



III. RESULTADOS 

3. 1 OBTEllJCIO~J CE QUITIN.A 

Los datos que se presentan en la Tabla 3, corresponden a los renoi ­

mientos obtenidos en la extracción de quitina a partir de Langosti ­

lla Mexicana mediante los métodos de Hackman, Fos te r & Hackman y 

Black & Schwartz , los dos primeros fueron utilizados en la obtención 

de quitina en éste estudio(QL), mientras que el último fue' utilizado 

por el !OJP para el mismo fin (QP) . En la Figura 7 se muestran los 

porcentajes de quitina obtenidos a partir de la harina de langosti ­

lla por l os 3 métodos anteriormente señalados, donde se puede obser 

var que la can tidad de qu itina extraída mediante el método de Black 

. & Schwartz y el método de Hackman,es corrparable si se considera oue 

el primero utiliza como materia prima har ina de langostilla previa­

mente desengrasada y despigrnentada v el segundo utiliza harina inte 

gra l. 

3.2 CARACTERIZACION DE LA QUITINA 

Se comprobó el aspecto crista lino de ambas qu itinas , así como su 

elevada insolubilidad con los solventes más comúnes y se reg is tr!!. 

ron los puntos de descomposición ,carrespondienda 305°0 para la QP y 

301ªc para QL . 

Una de las determinaciones oue permitier on caracterizar a QP y QL 

fue' l a espectroscopia infrarroja, en la Figura 8 se pueden observar 

l os espectros de absorción obtenidos par ésta técnica para amb a s 

quitinas,apreciándase una gran similitud entre ellas . Dichas espec-
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tros fueron comparados a su vez con lo reportado en la literat ura, 

detectándose las bandas cercanas a los 3265, 3105, 1655, 1620, 1550, 

953 y 892 cm-1 que son significativas en los espectros de quitina . 

En relación a lo anterior, y al comparar con las tablas de correla­

ción para grupos funcionales se observó que las bandas localizadas 
- 1 

alrededor de los 3265 cm se relacionan con los grupos CH3 y CH2 , 

las bandas de absorción dadas entre los 1600 y 1650 cm-1 coinciden 

con lo reportado para el grupo metileno . La banda de absorción co­

rrespondiente a una amina secundaria se localiza alrededor de los 

1530 cm-1• 

En la Figura 9 se muestran los cromatogramas realizados para las 

fllJestras procedentes de la hidr ólisis de QP y QL con ácido fluorh_i 

drico al 100% y una mezcla de estandares . En donde se observa que, 

corno producto de la hidrólisis se obtiene NAG con un tiempo de re­

rención de 18. 4 min correspondiente a el estandar de NAG . También 

se observan otros picos que no corresponden a ninguno de los esta.!:!_ 

dares utilizados, pudiéndose asociar éstos a productos de descompE_ 

sición producida durante la hidrólisis ácida . 

Con respecto al análisis broma tolÓgico efectuado tanto a la hari ­

na de Langostilla como a QL y QP, Tabla 4 , se puede observar que -

como era de esperarse no son exactamente iguales los resultados o!!_ 

tenidos para QL y QP, sin embargo, no existen difefencias muy mar­

cadas entre las dos quitinas a excepción del contenido de cenizas, 

el cual es considerablemente mayor en QL . 
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3.3 HIDROLISIS DE LA QUITINA 

A) Hidrólisis enzimática 

Las gráficas 1 y 2 correspo~~ a la hidrólisis enzimática, y la gr~ 

fica 3 a la cinética de crecimiento de Serratia marcescens utilizan 

do como sustrato QL y QP . La Gráfica 4 muestra la hidrólisis de di 

chas quitinas representadas por la acumulación en ios medios de cul 

tivo del monómero de la qui tina y en la Gráfica 5 se observa la pr!!_ 

ducción de la cnr!fna quitinasa . 

En la Gráfic~ 1 se puede observar quErel crecimiento de Serratia ~ 

cescens en un medio cuya única fuente de carbono es QL alcanza su má 

ximo valor después de 48 hrs de incubación . Como consecuencia de la 

hidrólisis de la quitina, se acuíll.Jlan en el medio,sustancias que Pª!:!. 

latinamente elevan el pH hasta valores cercanos a 8 .5. La hidrólisi s 

del polímero se hace evidente con la siíll.Jltárea apari ción en l os m~. 

dios de cultivo de azúcares reductores ( NAG ) y quitinasa, la sint~ 

sis de ésta Última se mantiene baja durante las primeras 120 hrs de 

incubación y posteriormente se incrementa rápida y logaritmicamente, 

registrándose como valor máximo 28.26 UQ/ml a las 192 hrs en que se 

diÓ por terminado el experimento . En relación a la acumulación de 

azúcares r eductores en el medio se puede observar que ésta es propo!_ 

cional a la producc ión de quitinasa , alcanzando 1.4:}<rocil/ml coroci má­
xima concentraci ón de NAG. 

En la Gráfica 2 se observa que el crecimiento de .§_. marcescens en un 

}3 



media quitinosa (QP) sigue el misma patr ón que en el casa anter ior 

al igual que las cinéticas de producción de quitinasas y acurrula­

ción de azúcares reductores, encontrándose concentrac iones de qui­

tinasas de 11 UQ/ml y 1. 5 Ma l/r11l oe azúcares reduc to r es y un pH a 1 

momento de suspender el exper:mento de aproximadamente 8 .5 . La Grá 

fica 3 ~uestra la gran similitud en cinética de crecimiento obteni 

da para QL y QP. 

En la Gráfica 4 se co~~ara la producción de qu itinasa a partir de 

la utilización de QP v QL como inductores, observándos e cinéticas 

similares con la aalvedad de que con la QL se obtienen mayores can 

t idades de enzima . 

En la Gráfica 5 se mues tra la acumulación de azúcares r e ductores 

como produc to oe la h idrólisis de QP y QL observándose c a mpa r t~ 

mientes similares, a pesar de que QP parece favorecer l a f or mac ión 

de una mayor cantidad de azúcares r eductores en el medio de cul tivo . 

8) Análisis de azúcares 

En la Figura 10 se muestra la c r omatografía en placa fina de las 

sustancias obtenidas como producto de la hidrólisis enzimática de 

ambas quitinas, apreciándose en ellas la NAG como producto princi­

pal v otros compuestos que no son comparables a los estandares utl_ 

!izadas en la identificación por lo que se asocian probab l emente a 

productos de degradación de la misma quitina . 

En la Figura 11 se detalla el estudio que por medio de cromatogra­

fía de gases se efectuó a las muestras obtenidas durante la hidró-
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lisis enzimática de la quitina , compar ándolas con l a mezcla de es 

tandares anteriormen te señalado (Ver pág.57). En dicha Figura se 

indica el pico correspondiente a NAG y su tiempo de retención (22 

mi n) . 
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VA LOR VALOR VALOR DESVIACION 
METDDO UTIL IZADO 

MHJIMO MAXIt1J PROMEDIO ESTANDAR 

FOSTER Y HACKMAN 4 % 4 . 69% l+. 3 % 0 .48% 

1 

HACKMAN 4 . 3% 14 . 32% 8 . 66% 3 . 43% 1 

BLACK Y SCHWARTZ - - 9-13 % -

TABLA 3.- Rendimientos porcentuales de las extracciones de quitina 
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COMPOSICION CHJTESU'.AL DE MUESTRAS 

DETERMillJACICN LANGOSTILLA QL QP MEX ICA NA 

Humedad l. . 6 3. 7 3. 1 

Cenizas za.o 3 . 7 1.2 

Nitrógeno total 35 .0 34 .6 35 . 4 

Fibra cruda 19. 0 20 .8 21 .4 

t. . et2reo 11 . 5 9 .1. 10.3 

E. libre de nitrógeno 1. 0 27 .8 28 . 6 

Tabla 4. Análisis Bromatológico de la harina de Langostilla y de 

las quitinas (QL y QP) . 
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IV . - OISCUSIO!ll V CONCL!.!SI:Ji''.1ES 

Oe::iido al notable incremento de la población de langas till:i ¡.;exic!!.. 

na 1/ ante la creciente necesidad de desarrollar una tecnología que 

permita el aprovechamiento integral de este pecueño crustáceo, se 

estima conveniente transformarlo industria!~ente cJn el fin de ob 

tener diversos productos éales como: paseas. harinas , saborizar.~es, 

colorantes y quitina .Se pretel"'de , unienoo esfuerzos con el If,P, la 

obtención de quitina e par tir de la har ina de langostilla y sumo 

nómero la N-ac~ til-Q-glucosamina por vía enzimática . 

los resultados que se muestran en la Tabla 3 y en la Figura 7 su­

gieren, en relación a la extr acción de quitina, que el ~étodo de 

Hackman permite obtener un porcentaje menor al producido por el 

lfüP al utilizar el método de Bl ack & Schwartz, no obstante, consl:_ 

derando que éste Último emplea harina de langostilla prev iameni;e 

desengrasada y despigmentada, caoe suponer que el método de Hack 

man, puede optimizarse al considerar factores :ales como: Tamaño 

ce p2rt:cula. concentración óptima de ácido y base, tiempos de tra 

tamiento ácido y elcalino, etc . 

En la Tabla 3 se observa que la cantidad de cuitina obtenida, or_g_ 

senta diferencias considerables dentro de un mismo método, que se 

pueden a~ribuir a variaciones en espacio y tiempo, como: temporada, 

lugar de captura, etapa oe ciclo de vida en que se encuentran los 

organismos , etc . Por lo oue resultaría conveniente realizar est~ 

dios tanto biológíco- pescueros, corno de composición química de la 
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langostilla que permitan estimar la época óptima de captura que 

proporcione mayor cantidad de materiales quLtinosos. 

Los espectros infrarrojos obtenidos par a la caracterización de la 

qui tina co~prueban la similitud existente entre QL y QP con lo r_g_ 

por tado en la literatura pars_éste polimero,permitiendo descartar 

lü posibilidad de que la quitina o la mayor parte de ella se ha ya 

desacetilado , produciendo quitosana,durante su extracción con los 

mé todos empleados en este estudio.v el utilizado por- el INP . 

Las ligeras diferea.cias obtenidas en los puntos de desco1T4Josición 

para QL y QP, se explican con las váriaciones observadas en el 

análisis bromatológico, realizado ta,.!:lto a QL, QP y l a harina de 

langostilla,'como era de esperarse dichos anál isis no son exacta 

mente iguales , ya que como se hizo notar anteriarrñente, no sólo 

varían en. cuanto al método de extracción sino además, el recurso 

es diferente en cua~to a tiempo y lugar de captura. El contenido 

de cenizas es marcadamente diferente, lo que justifica las dife 

rencias en los puntos de descomposición. 

Es importante destacar, en relación a la producción de quitinasa, 

que con QL se acumularon mayores cantidades de enzima, en c ambio 

con QP se obtuvieron mayores cantidades de NAG en los medios de 

cultivo. 

Lo anterior permite suponer que QP es un inductor más pobre que -

QL, debido probablemente a que en el primer caso ocurre una hidró 

lisis parcial o un cambio en el aspecto cristalino del polímero 
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durante el proceso de extracción o ta~b ién al Tenor contenido de 

sales -inera!es, ~actores que en con3unto, ouecen se~ determina~ 

tes er la ind1;c=ión 1 actividad de la ouitinasa oe Serratia mar 

cescens. Como se mencionó anteriormen te , la ~P produce mayor =ac 

tidad de NgG en comparación a 4L debido a una ~osi~le hidról isis 

:arcia l er el ool í mero que como consecuencia faci l:tara más la 

actividad de la ouitinasa . 

Deoiao a oue en nues~ro país se carece de estudios dirigidos al 

aorovechamiento de materiales quitinosos , se puede conc luir y su 

ger~r, en ~ase a los resultados obtenidos, que la Langostilla me 

xicana se ouede util izar estandari zando y optimizando procesos 

tanto para la obtenc ión de quitina como el producto oe su hidró 

lisis (NAG), además de otros pr oductos como se propone en un es 

quema gener al de aorovechamiento integral de este recurso . Fig . 12 . 

Finalmente se puede sugerir que la quitina o sus derivados, como 

la quitina microcristalina v qui tosana, debido a caracter ísticas 

come dureza , biodegradabilidad v bioactividad, aueden ser susce~ 

tibles de ser utili zados en la i ndustria procesadora de alimen­

tos co!!\O agen tes espesantes, textur izantes , quelantes y emulsio­

nantes . Ta~bién pueden ser utilizados en el tratamiento de aguas 

residuales ; así como para la obtención de biomasa . producción de 

aui tinasas y aninoazúcares (NAG) como productos de su nidrólisis 

enzimática. Po r otra parte , el NAG pueoe ser utilizado como reac 

tivo analítico de laboratorio, además como comp lemento en adición 

con suero de leche en la alimentación animal y como promotor de 

la flora intestinal que atenue la mala absorción de lactasa, tan 

to en animales como en el horrbre mismo, razón por la cual todo -

lo anteriormente señalado espera despertar el interes por inves­

tigaciones posteriores en un campo tan amplio que el aprovecha­

miento de la quitina y el NAG promete. 
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LANGOSTILLA 

DESTRIPAMIENTO ...._ 

SEPARACION DE 
CAPARAZOr.ES ..___ TRIPA FLUIDA 

CAPORAZDNES 

1 
CONCENTRADO GRASAS, ErJZIMAS 

EXTRACCIOfü ACEITOSO DE 
CARO TINAS PIENSO PROTEICO 

1 
PIENSO PROTEICO 

COMPO~JENTES CON eAJO CONTE-DESPqOTE IrJIZACIQrJ NIDO DE GRASA DE PIENSOS 

l l 
DE5mNERALI Z.C.C ION 

COAGULACION 
QUITINA - TERMICA 

' l 1 
PRODUCC ION DE 

DESAGUE QUITOSAriO +----
QUITINASA 

l 1 
- HIOROLISIS 

~UITINASAS ENZIMATICA - SECADO' 

l 1 
NAG HARINA PROTEICA 

FIGURA 12. Es quema sugerido para el Aprovechamiento Integral de la langostilla . 
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