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.-INTRODUCCION

Debido 3 gque en los (Ultimos afios se ha producido un notable incremen-

to en la poblacidn de la Langostilla Mexicana (Pleurcncodes planipes.

Stimpson) en algunas regiones del Pacifico mexicano y gue de acuerdo
a evalusciones biolbégico-pesgueras se calcula un potencial de captura
de hasta 250,000 toneladas anuales, el Instituto Nacicnal dePas
ca (INP) en un Programa de Aprovechamiento Integral para este peguefio
crustéceo contempla dentro de uno de sus objetivos, la posibilidad de
utilizar la Langostilla Mexicana como fuente potencial de guitina, ya

gue la cantidad de ésta es considerable en su composicidn.

El presente estudio pretende unir esfuerzos con el INP, para la obten
cién de guitina a partir de la harina de Langostilla asi como laz pro-
duccién de su monémers N-acetil-O-glucosamina (NAG)por via enzimatica,

utilizando para tal efecto Serratia marcescens OMB1466,ademds de plan

tear los posibles usos para quitina y NAG.



1.7 DISTRIBUCION DE LA QUITINA EN LA NATURALEZA

La ouitina EpulijB-(11&)—N-acetil—g;glucasarina] se encusntra am-
oliamente distribuida en la naturaleza, formando junto con otras
materiales (proteinas y sales minerales)estructuras de proteccidn,
especialmente en invertebradas marinos, insectos, hongas y ciertos

tipos de algas unicslulares, Tabla 1.

La cuticula de insectos e invertebrados marinos se encuenra cons
tituida en gran parte por guitina,a la gue usualmente se asacian
proteinas en el caso de los primeras y ademds sales minerales

(carbonato y fosfato de calcio) en el caso de los Gltimos.

Ern otros peguefios invertebrados marinos como los lofoforados su

concha se caracteriza por estar constituida de quitina y fosfato
de calcio. E1 tegumento de los diplépodos es duro y parecido  al
de los crustéceos, ya gue a pesar de su naturaleza quitinosa, tam
bién se encuentra impregnada de carbonatoc de calcio, lo mismo su-
cede en la cuticula de briozoarios y en las espinas y dientes gue

624
recubren el cuerpo de guetognatos, entre otros.

También algunos tipos de hongos se encuentran entre los organismos
gue incluyen guitina en estructuras de procteccidn, como la pared
celular gue estd constituida en su mayor parte por guitina y en me
nor proporcién por celulosa y otros azdcares. Por ejemplo, para As

pergillus niger y Penicillium chrysogenum la guitina representa en

2,143
tre un 22 y 35% en peso seco respectivamentz.
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Tabla 1 Contenide de quitina en algunos Crustécecs, Insectos, Hon-
gos y Moluscos.

- Peso seco

- Pesg himedo

Peso organico de cuticula
-~ Peso total seco de cuticula
- Peso seco de pared celular

mAaoooow
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1.2 FUENTES POTENCIALES DE QUITINA

1.2.17 Generalidades

A partir de la industria pesquera en todo el mundo se generan gran
des cantidades de subproductos quitinosos que de acuerdo a célculos
realizados podrian ascender a un poco mds de un billén de taneladas.
Tan s6lo en Japdn son procesados un milldn de kg de residuos quiti-
nosos que se destinan para muy variados uséﬁf La industria pesguera
en los Estados Unidos tiene un promedio de captura de 150 a 180 mi-
llones de kg anuales de camardn y cangrejo, de los cuales la quiti-
na representa potencialmente, en el procesamiento del camardn de un

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

Un recurso gue representa una fuente muy importante de guitina a ni

vel mundial es un peguefio crusticeo (Euphasia superba) conocido co-

mo krill gue se captura anualmente & razén de SO0 billones de kg vy
gue procesados industrialmente se pueden traducir en aproximada -

37
mente 150 millones de kg/afic de guitina.

1.2.2 Fuentes potenciales de guitina en nuestro pais.

Considerando las 200 millas de mar patrimonial y los impartantes vo

1{menes de organismos marinos con caparazon gue son capturados y -



procesados, se podri calcular la cantidad de guitina gue puede ser
generada en nuestro pais, en donde son varios los organismos gue
representan por sus volimeres de captura una fuente importante de
éste polisacérido, tales como: almeja, calamar, camardn, jaiba,

langosta, ostidn, etc.
A) Camardn

El camardn es el mas importante pues anualmente se capturan aproxi
madamente 72,010 toneladas en peso fresco, de cuyo procesamiento
se obtienen volimenes importantes (19,000 a 23,000 ton/afio) de sub
productos quitinosos, como cabezas, colas y caparazdn; gque indus-
trializados se puemen traducir en una gquitinag disponible de 1,621
ton/afio., 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 cuﬁsideradus como desperdicios y gue en forma directa o
sometidos a hidrflisis parcial o total pueden ser utilizados para

» 1
la elaboracion de muy variados prmductué?o
B) Langostilla Mexicana
DOtra fuente importante de guitina en nuestro pals, corresponde =2

un peguefio crustaces decdpodo perteneciente a la familia Galathei-

dae: Pleuroncodes planipes. Stimpson ( 1860 ) llamado comiinmente

Cangrejo Rojo, Cangrejo Mexicano o Langostilla Mexicana, Fig 1 que
en estado adulto alcanza una talla de 8.8 2 2.7 cms y un peso
aproximado de 3 38 5 gr. Las hembras se diferencian de los machos en

gue son ma3s pequefios y en la carencia del primer par de patas,los



FIGURA 1.- Langostilla (Pleuroncodes planipes.Stimpson)




machos presentan una coloracién rojiza en todoc el cuerpo, mientras
9,10,20
gue las hembras sdloc la tienen en la parte ventral.-

Este peguefio cangrejo se distribuye ampliamente =n ambos litorales
de la Peninsula de Baja California(principalmente en la parte sur)
y en el Golfo de California a lo largo de las costas de Sanora y

9,10
Sinaloa, con la mayor densidad entre Macapd y el Dorado de Sinzloa.

La Langostilla Mexicana constituye un alimento importante para aves
marinas, at(n de aleta amarilla, albacora, asl coma de grandes cg
taceos ( ballenmas ) gue afio con afic arriban al Golfo de California

con fines reproductivos.

Como consecuencia de la baja notable en el nimera de ballenas y an-
te la creciente sobreexplotacién a gue son sometidos los principa
les consumidores del Cangrejo Mexicano, se ha producido en los (Gl
timos afos un gran incremento en la paoblacidn de este organismo

5 T - I
gue por su abundancia propicia la formacidn de una nueva pesqueria.

Las caracteristicas gque se deben tomar en cuenta para un aprovecha-
miento razonable de crustéceos de peguefia talla como el Krill ( Eu-
phasia superba ) y la Langostilla Mexicana son: La conformacidn del
cuerpo y la composicidn quimica, caracteris._icas que sirven pa-
ra la seleccidn y elaboracidn de una tecnologia adecuada para la

" 10
utilizacion de tales recursaos.

Algunas evaluaciones biolégico - pesgueras, como las realizadas por



Arviz(i en 1976, permiten establecer un potencial de captura para la
langostilla de 250 mil tonesladas anuales. La razdn fundamental de
gue hasta el momento no exista una pesqueria dedicada a su explota-
cién, se debe a la carencia de adecuacidn de una tecnologia que per
mita su manejo, transporte y comercializacifn. €s por esto gue el
Instituto Nacional de Pesca en un Programa para el Aprovechamiento
Integral de Langostilla, llevado a cabo en un Centro Regional de In
vestigaciones Pesgueras (CRIP), en la Paz, B.C.S., pretende = corto
plazo adecuar a nivel piloto una tecnologia para la elaboracién de
varios productos como: pastas, harinas, saborizantes ycolorantes

asi coma la obtencidn de gquitina.

Las caracteristicas en cuanto a camposicidn guimica y constitucidn
del cuerpo de la Langostilla Mexicana son muy semejantes a las del
krill, Tabla 2. Por lo gue este crustéceo es susceptible de proce-

10
sarse e industrializarse de una manera semejante a la del krill.

Actualmente las investigaciones se estan encaminando & la utiliza-
citn de Langostilla a nivel piloto como alimento (en forma de hari-
nas o pastas), para peces de ornato y para peces de cultivg,
como carpa y salmdn, a las que confiere un agradable color rosado;

asi como alimento para animales domésticos.

La composicién de dichas harinas es comparable az la harina de pesca
do, en cuanto a calidad, por lo gue hasta el momento la utilizacidn
de la harina de langostilla ha dado resultados satisfactorios, al
igual gue el usoc de saborizantes obtenidos de esta,que de acuerdo =

pruebas preliminares permiten dar un sabor caracteristico de camaréan



Componente Krill Langostilla Mexicana

Agua % 75.0 7%.9° 78.9° a3.0°
Masa Seca % 25.0 231 21.1 17.0

Protzina % 12.5 10.6 5.0 B3

(Nt6.25)

Grasa % 6.5 a0 0.9 0.8

Ceniza % 3.0 6.3 L.8 3.9

Quitina % 1.0 5.0 1.3 2.36
Carotina % 30-50 83-99 (wilkie, 1972)

120-16D0 (Spinelli, 1979)
33 (Surman, 1979)
230 (Beltran, 1978)

Nota: a) Kato, 1974
b) Spinelli, 1974
c) Beltran, 1976

TABLA 2. Comparacion de la Composicidn Quimica Basica del Krill

Antartico (Euphasia superba. Dana) con la Langostilla-

Mexicana (Pleuroncodes planipes. Stimpson)




a algunos productos gue pueden ser destinados para consumo humano.®

Cebido a2l pegquefo tamario de la Langostilla Mexicana y a su aspecto
desconocido, e5 un producto poco atractivo para consumo humano, pe
ro su sabor tan parecido al del camardn, hace posible aque pueda
ser empleada para la elaboracian directa de platillos o en forma
de productos enlatados, consomés deshidratados,estc,que pueden subs
tituir al camardn. £n relacion a esto Gltimc se han elaborado con-
centrados proteicos de langostilla para consumo humano tratando de
utilizar al méximo su valor nutritivo peroc para ésto se reguiere

20
fomentar el desarrollo y comercializacidn de tales productos.

Centro de los objetivos del Programa para el Aprovechamiento Inte-
gral de la Langostilla se incluyen la obtencidn de otros productos
como la guitina y quitosana, a éste respecto también en la planta
piloto del CRIP de la Paz, B.C.5., dependiente del INP, se han rea
lizado estudios dirigidos a la obtencidn de guitina a partir de la
harina de langostilla previamente desengrasada y despigmentada,uti
lizando el método de Black & Schuartglque ha permitido obtener ren

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

Como parte del Programa de Aprovechamiento Integral de la Langosti
lla,los objetivos del presente trabajo son:La _btencidn de guitina

a partir de Langostilla Mexicana molida y deshidratada,asi como la

* Compers. Ing. Luz Maria Diaz Lbpez (INP)

** Compers. Ing. Victor Munglia Bastidas CRIP de la Paz, B.C.S.

10



produccidn de N-acetil-D-glucosamina, por medic de la hidrélisis en
zimdtica de la quitina obtenida, utilizando las enzimas gquitinoliti

cas de 3erratia marcescens, planteando sdemds los posibles usos gue

se podria dar a ambos productes.
1.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA QUITINA

La guitina es un polisacérido constituldoe por unidades de N-acetil-
D-glucosamina (NAG) unidas por medio de enlaces B (1+4). En este
biopolimero los grupos amino se sncuentran acetilados, por lo gue

P g & p \
la quitina corresponde a una amida del acido aceticd{

El término guitosana se refiere al producto de desacetilacifn obte-
nido a partir de 1la guitina en la gue los grupos acetileo han sido -
eliminados, por consiguiente en la guitosana el grupo amino se en-

cuentra libre, como amina primaria.

Los radicales amino tanto de la guitina como de la guitosana son ex
cepcicnalmente estables en hidroxido de sodio al 50% y a temperatu-
ras de hasta 160°C.

El nombre oficial de la guitina es: R (1+4)-2-acetamido-2-deoxi-D-
glucana y el de la guitosana es;B (1> 4)-2-amino-2-deoxi-D-glucana,
Figura 2.

La quitina es un paolimero de aspecto cristalino gue se caracteriza

por su elevada insolubilidad en los solventes més comiines y su no-

L - . . , - .‘!‘
table resistencia a la accion hidrolitica de acidos y ElCBll;t

"



-

FIGURA 2.- Estructura guimica de: (A) Quitina y (B) Quitosana

12



Se ha podido observar que la guitina es soluble en alguros fluoro-
alcoholes y ciertas soluciones de sales hidrotripicas pero  &stas
presentan el inconveniente de alterar la estructura quimica de 12

quitina.

La N,N-dimetil acetamida en solucidn con clorura de litio al 5% ha
demostrado ser un sistema apropiado para disolver la quitina ya -
gue no produce alteraciones en la estructura de éstéﬂ el descubri
miento de éste sistema ha dado la oportunidad de poder detearminar
la rotacidn bptica de la gquitina y considerar ésta como un parame

tro adicignal en la medida de sus propiedades fisicas.

La gquitina presenta una estructura quiral genmerada por los carbg
nes asimétricos de cada una de las unidades del polimeroc que la ha
cen adquirir una conformacién helicoidal, la cual puede evidenciar
se por el lenta cambio en la direccién de la rotacidn Gptica de al

gunos tipos de guitina en solucidn.

Del caparazon nao calcificado del cangrejo Limulus polyphemus ha si

'do obtenida quitina bajo condiciones alcalinas ligeras,siendo ésta
levorotatoria. Algunas guitinmas gue requieren para su aislamiento
de tratamientos drésticos con &cidos fuertes a altas temperaturas
son dextrorotatorias, aungue las variaciones en las rotaciones 5E
ticas pueden deberse a la severidad de los tratamientos guimicos,
también el tipo de organismo de que haya sido obtenida la guitina,

: 1
opuede ser un factor lmpurtanté[

13



1.4 METOCOS DE OBTEMCION DE QUITINA

Los objetivos bfsicos gue se persiguen 21 aplicar los procesos qui-
micos para la obtencidn de quitina a partir del caparazdn de crusté
ceos o desperdicios producidos en la industria pesquera son: a) eli
minacian de proteinas y b) eliminacién de las sales minerales,con
las gue se encuentra fuertements asociada.
*

Uno de los métodos mas frecuentemente utilizados es el método de -
Hackman (1954) Figura 3, con el que se puede obtener quitina a par
tir del ceparazin de crustaceos por medio de extracciones, primerao
con &cido clorhidrico y posteriormente con hidrdxido de sodio para

- 3
eliminar proteinas y sales mirerales.

Whistler y BeMiller (1962) sugieren un esguema similar al método de
Hackman, 2l gue hacen una ligera modificacidn al dar un tratamiento
adicional con alcohol etilico para solubilizar los pigmentos y un

; P gk ; 3
tratamiento con éter etilico para la eliminacién de grasas.

En general estos métodos, asi como otros empleados en la obtencidn
de quitina a partir del caparazdn de crusticeos son catalagados co-
mo tratamientos drasticos, debido a gue 21 uso de Acidos y bases -
fuertes pueden modificar la estructura guimica de la quitina,ya sea
produciendo hidr6lisis parcisl en la molécula o desacetilando a és-

ta con la consecuente produccidn de quitosana.

Existen otros métodos para la obtencidn de la quitina como el des-
crito por Foster & Hackman ( 1957 ), con el gque se ha podido aislar
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quitina del cangrejo Cancer pagurus sin alterar su estructura guimi-
ca, Figurs &4, éste proceso se basa en la utilizacidn de Acido etilen
diamino tetraacetico (EDTR) a diferentes valores de pH para sliminar
tanto proteinas como sales minerales. La eliminacidn de grasas y pig
mentas requieren de un tratamiento con éter etilico y alcahol respec

; 18,31
tivamente. '

El método de Takeda 3 Abe (1962) ademds de utilizar EDTA utiliza en-
zimas proteoliticas que permiten obtener uma guitina con bajo parcen

y - P |
taje de proteinas y poco alterada en su conformacidén guimica.

Durante la etapa de desproteinizacidn de cualguiera de los métodos
empleados para la obtencifn de guitina las proteinas eliminadas pue-
den ser recuperadas por filtracidn o neutralizacidn con &cidos o ba-
ses segln sea el caso. Dicha recuperacion puede incrementar la renta
bilidad de cualguiera de los métodos empleados debido a que se ‘pue--
den obtener derivados proteicos gue bien podrian ser utilizados como

complementos en dietas para alimentacidn animall®

1.5 HIDROLISIS ENZIMATICA DE QUITINA

Investigaciones recientes han demostrado que el complejo guitinoliti
co es un sistema inducible y parece estar constituido por tres enzi-

mas; una endoglucanasa, una guitobiasa y un factor prehidrolitico.

En la quitinolisis actla primero el factor prehidrolitico cuya fun-
cidn basica es la descristalizacion de la guitina la cual posterior-

mente por medio de un nimerc no determinado de endogquitinasas produ-
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ce oligosacaridos solunles, especialmente N,N-discetilguitobiasa, fi

1,13
nalmente son transformados a NAG por medio de una quitobiasa.

£n 1963 Monreal & Reese establecieron las condiciones dptimas de cul

tivo de Serratia marcescens QMB1L66 para la maxima produccidn de gui

tinasas y concluyeron gue la naturaleza de la quitina es importante
para obtenmer altos rendimientos de la enzima, ademds de otros facto
res tales como:a) Concentracidn del sustrato, b)Temperatura y c) pH.
£n relacidn a la concentracién del sustrato confirmaron el caracter
inductivo del sistema enzimitico referente a la temperatura y pH, de
terminéndose gue la mayor produccidn de enzima se tiene a 30°C y a

2 29
un pH optimo de 7.5.

La actividad de la enzima gensrada se expresa por unidades de qui-
tinasa correspondiente a la cantidad de guitinasa requerida para 1i
berar una micromol de NAG. Cosio & Carroad (1982) y Revah & Carroad

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

produccidn de NAG y del sistema guitinolitico de Serratia marcescens

para su utilizacidn a nivel planta piloto, en la conversidn de mate-
riales guitinosos principalmente desechos de camardn a proteina uni-
celular gue pue&a ser empleada en alimentacidn animal como un comple

L 1237
mento dietético de buena calidad.

Cruz Camarills (198L) ha estudiada la biosintesis de gquitinmasa y gui

tobiasa de Serratia marcescens en un medioc con sales minerales,citra

to de amonio, glicerol y quitina.En ciertos experimentos suprimif el
glicerol o el citrato y varié la naturaleza de la guitina, Figura 5,

utilizando en ocasiones gquitina comercial* gquitina desproteinizada**

* (Quitina comercial: Nutritional Biochem. Co. Cleveland, Ohigo.
** Quitina desproteinizada: Quitina comercial libre de proteinas me

diante tratamiento con KOH.
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0 guitima coloidal***. Los resultados cbtenidos fueran muy variados
encontrandose que los valores mas altos para ambas enzimas asi como
de NAG correspondian al emplear el medio completo y guitina comer-
cial, y los mds bajos al utilizar quitina coloidal y desproteiniza-
da. Al suministrar solo guitima comercizl como (nica fuente de car-
bono se obtienen niveles bajos de las enzimas, aln cuando la canti-
dad de MAG es aceptable, ademas de ésto se reaslizd la caracteriza-
cibn parcial de las quitinasas y quitobiasas 2 nivel de extracto
crudo, observando ademis gue: a) La actividad de las dos enzimas se
mantiene estable por varios meses a temperaturas de refrigeracidn o
de congelacidn, b) La NAG no afecta la actividad de la guitimasa a
altas concentraciones, pera si la de la guitobiasa, sugiriendo en
relacidn a &sto gue la regulacifn de esta enzima estéd sujeta proba-

blemente a una innibicidn por producto f‘inal.'3
1.6 U505 DE QUITINA Y N-ACETIL-D=GLUCOSAMINA,

Son muchos los usos gue se le dan y pueden dar a los productas qui-
tinpsaos, prueba de ello es gque ya se procesan la guitima y guitosa-
na a nivel industrial a partir de desperdicios de crustéceos para
la elaboracion de muy diversos productos, ésto es en: Bioshel Pra
ducts Albany, Oregon, USA;Kyokuya, Co., Tokyo, Japdn; Kyowa 0il and
Fat, Tokyo, Japdn. :

Caracteristicas tales como dureza, biodegrabilidad y bisactividad,

*#*+ Quitina coloidal: Quitina sometida a un tratamiento con &cido -

fosforico.
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hacen de la guitina y sus derivados, materiales gue en la industria
procesadora de alimentas puedan ser emp leados para modificar o con
trolar las propiedades funcionales de los alimentos, ya sea como re
gulador de formacidn de cristales de hielo en alimentas congelados,
sgente espesante, texturizante, guelante, emulsionante, etc., para

la =laboracion de aderezos, salsas, bebidas, pasteleria, embutidos,

gelatinas, productos lacteos, etc.

La guitina microcristalina producida por hidrdlisis acida cantrala
da,e2s apropiada para ser utilizada como un espesante y esta
bilizador que supera en mucho (10 a 20 veces mis eficiente) a otros
polimeros empleados cominmente como la celulosa microcristalina, pa
ra 1z elaboracidn de mayanesas, manteca de cacshuate y otros alimen

tos tipo emulsigﬁ?

La propiedad coagulante o guelante de la guitina y guitosana dada

por su naturaleza policatidnica, hacen de estos polimeros un produc
to iceal para la separacidn de coloides y particulas suspendidas que
se generan durante la elaboraci6n de ciertos tipos de alimentos,per
mitiendo ademds de la reduccidn de sflidos totales, la recuperacifin
de materiales, tales como: proteinas, grasas y carbohidratos de bue
na calidad, gue pueden ser reciclados como alimentos o forraje para

: 24
animales.

La naturaleza policatifnica tanto en guitina como en quituséna ha-
cen gue puedan ser empleados en la industria de alimentos para remg
ver substancias no deseadas en algunos productos comg jugos, cerve-
za y bebidas en general. La gquitima y guitosana son prc. .=stos como

agentes para el tratamiento de aguas residuales,debido a que ademas
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de remover sdlidos en suspensidn, también tienen la propiedad de
secuestrar metales pesados como:arsénico, zinc, cobre, cromo, plu
tonioc e incluso uranio. Estas propiedades yz son utilizadas en al
gunas plantas de los Estados Unidos en sistemas de purificacidn
para aqugf La guitina en forma de gel tamoién puede ser usada cg

iy < 28
mo soporte o excipiente para alyunos medicamentos.

Las filamentos producidos por la solubilizacidn de guitina en un
sistema de cloruro de litio y dimetilacetamida, aceleran los pro
cesos de cicatrizacidn en heridas_ siendo un material ideal pars
la fabricacidn de suturas guirirgicas ya gue esos filamentos son

absorbibles y no glergénicos.

El suero de leche combinado con gquitina microcristalina puede re-
emplazar hasta en un 20 % las formulaciones de alimentos para ani
males, sin producir algln efecto adversoc y si nejorande el valor
nutritivo de dichos alimentos y las caracteristicas organolépti
cas del producto.

La guitina y guitosana también poseen la propiedad de adsorber en
zimas, por lo que pueden utilizarse ya ses para la purificacifn o

. —_— o 4 Fick 9
inmgbilizacion de sistemas enzimaticos.

La guitina también puede ser emplesda como sustrato para la pro-
duccion de proteina unicelular de muy buena calidad gue pueda ser
incorporada en alimentos halénceadcs para animale%{ la quitina
por medio de hidrolisis produce NAG gue puede utilizarse en labo-
ratorio como un reactivo analitico.
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La guitina como fuente de NAG es muy importante, ya gue éste monosa
carido y su forma alguilada pueden adicionarse 3 la leche y sus de-
rivados, para atenuar el problemz de la mala digestién o intolesran-
cia a 1la lactosa de la leche, debido a una _deficiencia primaria de
la enzima galactosidasa. En México de un 50 a 70 % de la paoblacidn
mayor de seis afios presenta problemas de mala absorcion o intoleran
cia 3 lz lactosa, los sintomas de dicha intolerancia se deben a que
la lactosa y otros disaciridos permanecen en =1  intestino delgadao,
sin desdoblarse, causando problemas tales como diarrea,en ocasiones

S 4,5,15,17,25
severas y colicos.

La NAG gue de manera natural solo se encuentra en el calostro y le-
che materna, y sus derivados alquilados tienen un efecto promotor
de crecimiento (factor bifidus) para la bacteria Lactobacillus bifi
dus gue 3l igual gue otros microorganismas como L.acidophilus san
parte importante de la flora intestinal normal, dichos microorganis

mos intervienen en procesos de asimilacidn de productos léctens.pqE
ticularmente ayudando a desdaoblar la lactosa de la leche y sus deri
vados. Es por éstoc gue se ha considerado la administracién de pro-
ductos alguilados de NAG a personas gue padecen de intolerancia a
la lactosa para ayudar a atenuar el problema, favoreciendo el cre-
cimiento de la bifidobacteria gue genera la lactosa necesaria para

s . 515172122
el desdoblamiento de dicho disacarido.

Otra importante aplicacidn de la NAG y sus alguil-derivados, es gue
junto con el suero de leche pueden ser utilizados como complementos
en dietas para alimentacién animal. E1 uso de NAG o de sus compues-
tos alquilados y del suero de leche proporcionaria ademés de un com
plemento rico en carbohidratos y proteinas de alta calidad, la pro-

mocidn de la flora intestinal que puede atenuar la mala absorcifn
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de la lactosa y por
rTeas severas a gue

dieta considerables

consiguiente problemas tales como célicos y dia
estan propensos los animales gue incluyan en su

cantidades de suerg de leche?
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II.- PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAL

-Reactivos

Acido acético (G.A., J.T. Baker)

Acido 3,5 dinitrosalicilico {cristalina, Sigma)
Acido etilendiaming tetracétice (EDTA) (G.A.,J.T.Baker)
Acido fosforico (G.A., J.T.Baker)

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

Anhidrido acético (G.A.,J.T.Baker)

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

Borohidruro de sodio (98% grado "Baker", J.T.Baker)
Fenol, cristales (Merck's Meagenzeen)

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

-Solventes

fcetona (B.A.,J.T.Baker)

Rgua destilacs

Agua deuterada (99.8% D,Stohler Isotope Chemicals)
Alcohol etilicn absoluto (G.A.,J.T.Baker)

Alcohol metilico absoluto (G.H.,J.T.Eaker).
Bencena, libre de tiofenmo (G.A.,J.T.Baker)
Cloroformo (G.A.,J.T.Baker)

Cloruro de metilo (G.A.,J.T.Baker)

Eter etilico (G.A.,J.T.Baker)

* G.A. grado analitico
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-Estandares

D-arabinosa f(Nu tritional Biochemical Corporation (N.B.C. ﬂ
D-glucosa (N.B.C.)

D-galactosa (N.B.C.)

D-fucosa (N.B.C.)

D-manosa (M.B.C.)

N-acetil-D-glucasamina (N.B.C.)

-Equipo

Microjeringas (Hamilton, Cao.)

Columna de cromatografia 0U-17 (Applied Science Labs.,Inc.)
Papel filtro (Ederol No.1)

Papel filtro (Ederol Na,b)

Papel filtro (Edernl Npo.15)

Nitrogeno de alta pureza, gas no licuado,envasado a alta pre-
sion, Industriss Franco, S.A. (INFRA)

Agitador vortex (Cientific Industries In., mod. K550-6)
Autoclave (Wisconsin Aluminum Co.Inc.Foundry, de 210 a 259°C
y un maximo de 30 atm)

5

Balanza analitica (Sartorius, 1.0 x 107 a 160 g)

Balanza granataria (Sartorius, tipo Babener, capacidad méxima
1,000 g) '

Bafio para calentamientg (Backel Philadelfia P.D.)

Centrifuga (Du Pont Instrument, Sorval GLC-28)

Equipo #ofler (Hoffman-Phinter and Bors Worth S.A., modelo Rei-
chert 285 987)

Estufa (Presién Thelco, mod.16, temperatura maxima 200°C)



Parrillas de calentamiento y agitacidn

Rotavapor (Bichi, mod. "R")

Espectrofotémetro de absorcidn de Infrarrojo. Backman ﬂccuLanTM1D
Espectrofotémetro (Bausch and Lomb, espectranic 20)

Liofilizadora (Virtis mod. 10-MR-80, 208/25 volts, 60 ciclos 12 -
ampers, 1 fase)

Mantas de calentamiento (Glass-Col Apparatus Co.)

Reostatos (Fisher Scientific Co.)

Potenciometra (Perkin-Elmer Coleman, mod. 288)

Cromatdgrafo de gases (Varian Aerograph, mod. 3700)

Registrador (Varian Aerograph, mod. 9196)

Graficador (Varian Aerograph, mod. 3176 Recorder)

-Material para medios de cultivo microbiolégico

Rgar nutritivo deshidratado (Bacto Nutrient 8roth, DIFCO)
Agar bacteriolégico (Bioxan)

Extracto de levadura (Bacto Nutrient Broth, DIFCO)

Fosfato de potasio monobasico (cristales, Ji.A.,J.T.Baker)
Regulador 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 spdio y potasio (G.A.,J.T.Baker)

El material de vidrio empleado para las determinaciones colo-
rimétricas y la parte microbiolAgica se lavd de la siguiente

manera:

El material se enjuagd con etanol y se puso en mezcla crdmica.
Después se sometid a un lavado comin con agua y jabon. Se en-
juago con agua destilada y con etanol, para después secarse en
la estufa a 170°C '
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- Materia prima para la obtencidn de quitina

Se utilizé harina de langostilla molida y deshidratsda con la que

se obtuvieran:

- QP CQuitina obtenida en el INP utilizando el método de Black &
Schuwartz

OL Quitina obtenida en el presente trabajo utilizando el méto-
do de Hackman y el método de Foster & Hackman gue posterior
mente no se utilizd por sus bajos rendimientos de guitina.

2.2 METODOLOGIA

Con el objeto de seleccionar un método para la obtencifn de guitina
gue diera altos rendimientos a un bajo costo se probaron: 21 método

de Hackman y el de Foster & Hackman como a continuacidn se indica:

A) Método de Hackman, 1954,

Lotes de 330 g (en peso seco) de langostilla molida se sometieron a
tratamientos Acidos y alcalinos para la eliminacién de carbohidra-

tos, proteinas, pigmentos y lipidos.

£l primer pasc consistid en la digestifn Acida usando Acido clorhi-
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drico 2N, durante 5 horas a temperatura ambisnte y agitacidn constan
te; enseguida se procedid a filtrar el grecipitado obtenids y se la-

vé con agua destilada.

Una segunda digestién se llevd a cabo con &cido clorhidrico 204 3 0°C
durante 48 horas. Se filtrd y se lavd ge igual mansera

mera extraccidn.

El paso siguiente consistid en la extraccion con 75C ml de hidrdxids
de sodia W a temperatura de reflujo, durante 12 horas, en constante
agitacibn. Posteriormente se filtrd y el sélida se lavd con agua des
tilada. Este Oltimo paso se repitid 5 veces obteniéndose un s6lido -

; ; 7 (.
cristalino de color blanco, Figura 3.
B) Método d= Foster 8 Hackman, 1957.

Este método se basa en el uso del dcido etilendiamino tetraacético -

(EDTA), para la extraccidn de guitina.

Se tomaron lotes de 25 gr de langostilla molida y deshidratada vy se
descalcificaron cor 150 ml de EDTA 1 N durante 1.5 horas. Posterior-
mente se filtrd y lavd con agua destilada, ens=guida el sdlido es -
tratado con 150 ml de EDTA N a pH de 3 durante 1.5Ih0ra3 a tempera-
tura amoiente, lavando después 5 veces con agua destilada. Se reali-
z8 una tercera extraccidn con 100 ml de alcohol etilico durante 20
minutos a temperatura ambiente y después se filtrd y lavd como en las

extracciones anteriores.

En una cuarta extraccitn se eliminaron lipidos con 100 ml de éter
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etilico durante 20 minutos a temperatura ambisnte. Finalmente se rea
lizaron 2 extracciones durante 2 horas a temperatura de reflujo, 1la
primera con 150 ml de hidréxide de sodio 1N y la segunda con 150 ml
d2 agua destilada, posteriormente al precipitado se filtrd, lavd vy

sectd 3l vacio en un horno a 80°C durante 3.5 hnragf Figura L.

2.2.2 Caracterizacidn de la guitina
- Solubilidad

Se comprobd la insolubilidad de ia QP y QL en los solventes mas co-
mines a temperatura ambiente y 2 temperatura de reflujo.

- Punta de descamposicidn

Se tomd un cristal de cada muestra de gquitina para ocbservar el punto
ge descomposicidn en un equipo Kofler. Las muestras de QP y QL fue

ron molidas previamente para homogenizar el tamafio de la particula.
- Espectro infrarrojo

Las muestras para la determinacidn del espectro infrarrojo ( IR ) se
prepararocn mediante la técnica de la pastilla o disco prensado con
bromuro de potasio, debido a la insolubilidad de 1la gquitina en los
solventes utilizados para la realizacidn del espectro. En ésta técni
ca, la muestra previamente molida y secada fué intimamente mezclada

con bromuro de potasio para posteriormente prensarse hasta ocbterer



una pastilla transparente.

Los espectros obotenidos se interpretaraon con las tablas correspon-
dientes de espectros de IR y se compararon con lo reportado en la

. Zi 2,394
literatura para qu1t1na?i3 i

Estas pruebas se llevaron a cabo en el Lanoratorio de Anmadlisis GQui
mico e Instrumental de la Unidad de Investigacidn Interdisciplina-
ria de Ciencias de la Salud y de la Educacidn de la £lNEP-Iztacala,
LINAM,

-Cromatografia de gases

Se efectuaron cramatogramas para las muestras procedentes de la hi
drélisis de QP y OL con Acido fluorhidrico al 100%. Dicho anilisis
se efectud en columna capilar y fué realizado por el quimice Pia
Seffers en el Departamento de Quimica Orgéanica de la Universidad

de Estocolmo, Suecia, como parte de la caracterizacitn de QP y QL.
-An&lisis bromatolaogico

Se realizd el andlisis brcmatnlégicg a la harina de langostilla vy
a las guitinas obtenidas por el Instituto de esca (QP) y en el La
boratorio (QL). Estas determinaciones se muestran en la Tabla No.b
y fueron realizadas por la Q.F.B. Ma.Concepcién Medina en el Depto.
de Biotecnologia en el CINVESTAV-IPN, utilizando los siguientes mé

todos:

Humedad: Realizado de acuerdo al método 7.003 del ADAC

Cenizas: Fue determinado de acuerdo al método 7.010 del ADAC
Nitrégeno Total: De acuerdo sl método de micro-Kjeldahl 42.01% ACAC
jal L-l( (I

[
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Fibra cruda: De acuerdo al método de Kamer & Ginkel
Extracto etéreo: De acuerds al método 15.030 del ADAC
Extractog libre de Nitrdgemo: Se obtuvo restando de 100 la suma de

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

2.2.3 Hidrolisis de la guitina

Se realizaron pruebas de laboratorio para efectuar la hidrolisis
de las quitinas QP y OL utilizando: Acido sulfirico 8M y Acida -
clorhidrico 8M; ambaos se probaron durante 20, 40 y 60 minutos a
temperatura arbiente y a 100%C. Al final de estos tratamientos se
observa solubilidad parcial de las muestras de guitina. El produc
to obtenido en la hidrdlisis guimica se analizd por cromatografia
en placa fina observandose que el producto principal de la hidrd-
lisis era MNAG scomparado de productos de descomposicidn del poli-
sacérido. En base a lo anterior se optd por probar la hidrdlisis-

enzimatica.
A) Hidrolisis enzimitica de la guitina
-Microorganismo utilizado

La bacteria con actividad gquitinolitica empleada en el presente

estudio fué: Serratia marcescens WF QMB1466, proporcionada por el

Dr. Ramon Cruz Camarillo, Jefe del Departamento de Enzimologia de
la Escuela Nacional de Ciencias BiolOgicas del Instituto Politéc-

nico Nacional.



Durante la investigacidn la cepa fue conservada en agar nutritivo 3

temperatura de refrigeracian.*
-Medios de cultivo

£1 medio utilizado para el crecimiento del microgrganismo fue el -
descrito por Monreal vy Ree&§%1969), cuya composicidn es la siguien
te: guitina, 15 g9/1; extracto de levadura, 0.5 g/l; sulfato de mag-
nesio heptahidratado, 0.3 g/l; fosfato de potasio monobéasico, 1.36

g/l; y agua destilada. E1 pH se ajustd a 6.8 con hidrixido de sodio

M y se esterilizd a 15 atm durante 50 minutos.

Se prepard un lote de medio de cultivo con gquitina de pesca y otro
lote de medio de cultivo con gquitina de labaoratorio, para realizar
el estudioc comparativo entre QF y QL. Para la determinacitn de la

cuenta viable se utilizd como medio de cultive agar nutritivo.
-Preparacidn del reactivo del &cido 3,5—dinitr05511cili:u?7

Este reactivo se utilizd para la determinacién de NAG presente en -

los medios de cultivo. Se prepararon dos soluciones:

Solucién A: Se mezclaron 0.71 g de &cido dinitrosalicilico y 1.32 g

de hidroxido de sodio en agua destilada.

Solucifin B: Se disclvieron 20.4 g de tartrato de sodio y potasio; -
0.51 ml de fencl y 0.55 g de meta-bisulfito de sodio en
agua destilada.

* La parte microbiolégica de éste estudioc fué realizada bajo la di-

reccién de la M.C. Jovita Martinez, CINVESTAJ-IPN.
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Las dos soluciones se mezclaron y se aforarom a2 100 ml con agua des-

tilada.

El resctivo fue preparado 26 horas antes de su utilizacifn, conserva

do en un frasco ambar y a temperatura de refrigeracidn.
- Preparescitn de la curva patron de azlcares reductores.

Se tomaron muestras de NAG a diferemtes concentraciones y se prepara
ron de acuerdo a la técnica del dcido 3,5 dinitrosalicilico, determi

néndose su absorbancia a S4C mm en un espectrofotdmetro.

La curva patrén se obtuvo graficando absorbancia vs concentracién ge
NAG con los ¢atos ajustados por el método de minimos cuadrados para
interpolar en ésta la NAG obtenida de la hidrdlisis enzimatica de la
quitina, guedando representada la curva patron por la siguiente ecua
cibn: Absorbancia = 0.3877 (mg NAG) - 0.0891.

- Preparacién dg la quitina coloidal

La guitina coloidal se prepard a partir de las muestras de QP y QL.

Ee pesaron 10 g de quitina y se les agregd, poco a poco, &cido fosfg
rico al 85%. Se mantuvo a 5°C con agitacién ocasional durante 48 ha
ras. Posteriormente se le adiciond agua destilada en excesc para la
precipitacion de la gquitina, la cual fué separada por filtracidn y
lavada con agua destilada hasta la completa eliminacidn del acido
fosforico. E1 gel obtenido fué esterilizado a una presidn de 15 1i

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



- Preparacién del sustrato de guitinma coloidal

Se suspendiercn 15 g de quitina coloidal en un litro de regulador
de fosfatos 1/15 M a pH de 6.5

o o ;
La suspensidon se mantuve 2 5C hasta sy empleo. Antes de ser wuti-

lizada se incubd a EDQE durante una hora.

Este procedimiento se= siguid de igual manera tanto para la muestra
de QP comao para la de QL.

-Cinética de crecimjento

A partir de una cepa de Serratia marcescens WF OQMB1466, crecida en
agar nutritivo, se inocularon dos matraces conteniendo el medio mi
neral mas.gquitina, estas fuercn incubados a ZBGE durante 24 horas
a 150 rpm, Figura 6. Con el objeto de adaptar y estabilizar la edad
del in6culo, se realizaron dos resiembras mas. Los cultivos efectua
dos para la adaptacidn de la bacteria fueron llevados a cabo de ma-

nera similar para los medios de OP y QL.

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

conteniendo 50 ml de medio de QL y QP. respectivamente, para el se-
guimiento de la cinética de crecimientoc del microorganismo. Estos

matraces se mantuvieron en agitacidn a 150 rpm, a temperatura de -

29°c.

Para la determinacidn de la cuenta viable se tomarcn 0.5 ml de es-

tos medios cada 24 horas con los gue se inocularon cajas petri con
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FIGURA 6.- Cinética de crecimiento de Serratia marcescens QMB1L66
en medio quitinoso.




medio nutritivo siguisndo el método de recuento por vaciado en placa.
Posteriormente se procedid a incubar la muestra 3 temperszturs de 293E
durante 24 horas para el conteo de las colonias. Por atra parte se to
maron alicuotas de 10 ml de los matraces prevismente inoculados, para

la determinacidn de azlcares reductcres, gquitinzsas y pH.
-Determinacidn de azlcares reductores.

Las muestras tomadas de los matraces conteniendo 1 medio inductor
fueron filtradas y centrifugadas a 300 rpm durante 30 min. Del sobre-
nadante, se tomaron muestras para realizar las siguientes determina-
ciones: Azlicares reductores, pH y estimacifn de la enzima presente en

el medio.

Para la determinacion de los azlicares reductores se fnmﬁ un ml de la
muestra centrifugada y se le adiciond un ml del reactivo del acido
3,5-dinitrosalicilico. La mezcla se homogenizd en un vortex. Las mues
tras fueron colocadas después en bafio maria a ebullicién durante 5 mi
nutos, posteriormente se enfriaron en bafio de hielo. Después se adi-
ciond a cada tubo 2 ml de agua destilada y se homogenizd nuevamente -
en un vortex se determind la absorbancia a 540 nm. Los testigos se pre
pararon con 1 ml de agua destilada, siguiendo el proceso descrito an-
teriormente. Las lecturas se interpolaron en . a3 curva tipo preparada

con NAG como estandar.

-Determinacifn de guitinasas

Se tomd una alicucta de 1 ml del sobrenadante, de la muestra centrifu
gada y se le agregd 1 ml del sustrato de guitina coloidal,ésta mezcla

fué agitada en un vortex y se incubd a 50°C durante 1 hora.Después de

éste tiempo,se detuvo la reaccidn adicionando 1 ml de hidroxido de sg
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dio al 7% antes de la incubacibn. Para cada musstra problema se -
prepard un testigo de igual forma, sdlo gue el hidréxido de sodio
se adiciond desde un principic y antes gue el sustrato. Los resul
tagos fueron interpolados en la curva tipo. La cantidad de snzima
lioerads para producir 1 mol de NAG por ml de muestra y por cada
hora de incubacidn a 50°C Fué considerada camo una unidad de gui-

tinasa.
- Andlisis de az(cares

Para identificar los azlicares presentes en el medio se tomaraon-
muestras durante los 8 dlas de incubaciédn las cuales se filtraran,
centrifugaron, decantaron y liofilizaron para ser guardadas en rg
Frigeraciﬁn hasta su utilizacidn para el analisis de azlicares por

medio de cromatografia en placa fina y cromatografia de gases.
- Cromatografia en placa fina

Para identificar los azlcares obtenidos mediante la hidrélisis en
zimatica de QP y QL se utilizaron arabinosa, 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 muestras liofilizadas de QP y QL, ésta cantidad fue dilui-
da en 1 ml de agua destilada y de ahi fué tomada la muestra con un
capilar para ser aplicada en placa fina. El eluente empleada fue
N—prnpanol;amuniaco-agua en proporcion 6:2:2. El tipo de silice
fué Kiessgel 60F 264, 0.2-0.5 mm. Se utilizd como revelador-

Acido sulfdrico al 8%.
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B) Analisis de azlcares

A 3mg de las muestras linfilizadas, provenientes de la hidrdlisis
enzimética de QP y OL se les aricionarom 2 ml de &cido clorhidrico
4™ y se mantuvieron en bafia Maria durante 2 horas a 18505, las
muestras se enfriaron y se llevaron al rotavapsr, en donde se eva
grargn (3 veces) casi a sequedad agregando 2ml de agus destiladsz

cada vez hasta llegar a un pH de aproximadamentsz 6.

Se agregd 1 ml de agua destilada y se tratd con aproximadamentes 5
mg de borohidruroc de sodio hasta llegsr a un pH de 11. Las mues
tras se dejaron repasar en esta condicidn por un minimo de 3 horas.
Después de éste tiempo se agregd Acido acético glacial al S0% has-
ta llevar las muestras a un pH de 3. La muestra se evapord en el
rotavapor, agregando 3 ml de metanol cada vez. Se adiciond 1 ml de
piridira seca y 1 ml de anhidrido acético. Se llevd a bafio Maria a
100°c durante 30 minutos. Posteriormente la muestra se evapord en
el raotavapor 3 veces con etanol, cada evaporacidn casi a sequedad.
Se realizd después una extraccidn con una mezcla de cloroformo-agua
2 ml de cada ung. La mezcla se agitd y se dejaron separar las fa-
ses. La fase orgénica se lavd tres veces con agua, enseguida sg -
concentrd en el rotavapor, para después transferirla con una pipe-
ta Pasteur a un tubo para cromatografia gas-liguido. La muestra asi
procesada, se concentra bajo corriente de nitrdgeno de alta pureza

v g 23
y se analiza por cromatografia gas-liquido.
- Caracteristicas de la cromatografia de gases

Se utilizd una columna de vidrio de 6 pies de largo y 1/16 de pul

gada de difmetro interno, ajustada con férulas de tefldn.
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El gas acarreador utilizadno fug nitrogeno de alta pureza con trampa
de tamiz molecular activadao.

La fase estacionariz utilizada fué OU-17

Los parametros de operacion fueron los siguientea:

La velocidad del registrador de 0.25 cm/minuto

Sensibilidad del registrador 32x10” 1

Programa: de 170° a ZSGDC. sumentando la temperatura 19 /min.
=Identificacidn de los azlcares

Lz asignacion de los picos gue aparecen en los cromatogramas de las
muestras se realizardn por comparacidn con una mezcla de azlicares

estandar.

£l disolvente empleado para las muestras fué cloroformo.Se
alternaron las inyecciones de las muestras por identificar, la mezclzs

de estandares y el estandar de N-acetil-D-gluccsamina.
En los cromatagramas asi obtenidos, se compararon los tiempos de re-

tencion de cada uno de los picos presentes ern las muestras y los ca-

racteristicos para los estandares,

40



ITI. RESULTADOS

3.1 OBTENCION DE QUITINA
Los datos que se presentan en la Tabla 3, corresponden a los rendi-
mientos obienidos en la extraccidn de quitina a3 partir de Langosti-
1la Mexicana mediante los métodos de Hackman, Foster & Hackman vy
Black & Schwartz,los dos primeros fueron utilizadss en la obtencidn
de guitinz en dste estudio((L), mientras que el Oltimo fue utilizado
por el INP para el mismo fin (QP) .En la Figura 7 se muestran los
porcentajes de guitina obtenidos 2 partir de 1la harina de langosti-
lla por los 3 métodos anteriormente sefialados, donde se puede obser
var que la cantidad de quitina extraida mediante =1 método de Slack
. & Schuwartz y el método de Hackman,es comparable si se considera que
el primero utiliza como materia prima harina de langostilla previa-
mente desengrasada y despigmentada y el segundo utiliza harima intg

gral.
3.2 CARACTERIZACION DE LA QUITINA

Se comprobd el aspecto cristalino de ambas guitinas, asi como su
elevada insolubilidad con los solventes mas comines y se registra
ron los puntos de descomposicidn,correspondiendo 305°C para la P y

301°C para OL.

Una de las determinaciones gue permitieron caracterizar a QP y QL

fue’ la espectroscepia infrarrojas, en la Figura 8 se pueden observar

’ ") ’, = .
los espectros de absorcidn obtenidos por esta técnica para ambas

guitinas,aprecidndose una gran similitud entre ellas. Dichos espec-
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tros fueron comparados a su vez con lo reportado en  la literaturs,
detectandose las bandas cercanas a los 3265, 3105, 1655, 1620, 1550,

-1 s %
953 y 892 cm ' que son significativas en los espectros de guitina.

En relacidn a lo anterior, y al comparar con las tablas de correla-
cion para grupos funcionales se observé gue las bandas localizadas
zlrededor de los 3265 cm_1 se relacionan con los grupas CH; vy EHE'
las bandas de absorcifn dadas entre los 1600 y 16850 cm~ :;inciden
con lo reportado para el grupo metileno. La banda de absarcién co-
rrespondiente a una amina secundaria se localiza alrededor de los

1530 :m_1.

En 1la Figura 9 se muestran los cromatogramas realizados para las
mnuestras procedentes de la hidrolisis de QP y QL con acide fluarhi
drico al 100% y una mezcla de estandares. En donde se observa gue,
como producto de la hidrflisis se obtienz NAG con un tiempo de re-
rencion de 18.4 min correspondiente a el estandar de NAG. También
se observan otros picos gue no corresponden a ninguno de los estan
dares utilizados, pudiéndose asociar éstos a productos de descompgo

sicién producida durante la hidrdlisis &cida.

Con respecto al analisis bromatoldgico efectuado tanto a la hari-
na de Langostilla como a OL y QP, Tabla &4, se puede observar gue -
como era de esperarse no son exactamente iguales los resultados ob
tenidos para QL y QP, sin embargo, mo existen diferencias muy mar-
cadas entre las dos guitinas a excepcion del contenido de cenizas,

el cual es considerablemente mayor en (L.
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3.3 HIDROLISIS DOE LA QUITINA

A) Hidrdlisis enzimatica

Las graficas 1y 2 corresporeen a la hidrdlisis enzimdtica, y la gré
fica 3 a la cinética de crecimiento de Serratia marcescens utilizan
do como sustrato QL y QP. La Gréfica 4 muestra la hidrdlisis de di

chas guitinas representadas por la acumulacién en Ios medios de cul
tivo del mondmero de la guitina y en la Gréfica 5 se observa la prg

duccion de la enzTha quitinasa.

En la Gréfica 1 se2 puede observar gque el crecimiento de Serratia mar
cescens en un medio cuya Gnica fuente de carbono es QL alcanza su md
ximo valor después de 48 hrs de incubacién. Como consecuencia de la
hidrolisis de la gquitina, se acumulan en el medio,sustancias gue pau
latinamente elevan &l pH hasta valores cercanos a 8.5. La hidrdlisis
del polimerc se hace evidente con la simultérea aparicidn en los me
dios de cultivo de azicares reductores ( NAG ) y guitinasa, la sinte
sis de ésta (ltima se mantiene baja durante las primeras 120 hrs de
incubacidn y posteriormente se incrementa répida vy logaritmicamente,
registréndnse como valor maximo 28.26 UQ/ml a las 192 hrs en que se
did por terminado el experimento. En relacidn a la acumulacitin de -
azlcares reductores en el medio se puede observar gue ésta es propor
cional a la produccion de guitinasa, alcanzando 1.42+mol/ml como méa-
xima concentracidn de NAG.

En la Grafica 2 se observa gue el crecimiento de S. marcescens en un



medio guitinosc (QP) sigue =l mismo patrdn gue en el caso anterior
al igual que las cinéticas de produccién de quitinasas y acumula-
cién de azficares reductores, encontrindose concentraciones de gui-
tinasas de 11 UG/ml y 1.5 Mol/ml de azlcares reductores y un gH al
momento de suspender el experimento de aproximadaments 8.5. La Gra
Fica 3 muestra la gran similitud en cinética de crecimiento obteni

da para QL y QP.

En la Gr&fica 4 se compara la produccidn de guitinasa a partir de
la utilizacién de QP y OL coma inductores, observéndose cinéticas
similares cen la salvedad de gue con la (L se obtienen mayores can
tidades de enzima.

En la Grafica 5 se musstra la acumulacion de azlicares reductares
como producto de la nidrdlisis de QP y QL observandese comporta
mientocs similares, a pesar de gue (P parece favorecer la formacion

de una mayor cantidad de azicares reductores en sl medio de cultivo.

B) Analisis de azlcares

En la Figura 10 se muestra la cromatografia en placa fina de las
sustancias obtenidas como producto de la hidrdlisis snzimatica de
ambas guitinas, apreciéndose en ellas la NAG como producto princi-
pal y otros compuestocs gue no son comparables a los estandares uti
lizados en la identificacifn por lo que se asocian probablemente a

productos de degradacitn de la misma guitina.

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

fia de gases se efectud a las muestras obtenidas durante la hidrd-



lisis enzimatica de la guitina, comparandolas con la mezcla de es
tandares anteriormente sefialado (Ver p&g.57). En dicha Figura se
indica el pico correspondiente a NAG y su tiempa de retencién (22

min).
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VALOR VALOR YALOR DESVIACION
METCCO UTILIZADO
I MINIMO MAXIMD FROMEDIO ESTANDAR
FOSTER ¥ HACKMAN L % L.6%% L.3 % 0.L8%
HACKMAN 4, 3% 14 32% 8.66% 3.83%
BLACK Y SCHWARTZ % _ 9-13 % _

TABLA 3.- Rendimientos porcentuales de las extracciones de guitina
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COMPOSICION CENTESIMAL DE MUESTRAS

DETERMINACICON LT:E??ENE“‘ QL P
Humedad L.6 37 3.1
Cenizas 238.0 3.7 g
Nitrégeno total 35.0 3.6 35.4
Fibra cruda 9.0 20.8 21.4
£. stéreo 135 S.4 10.3
E. libre de nitrdgenc 1.0 27.8 28.6

Tabla 4. Analisis Bromatolfgico de la harina de Langastilla y de

las guitinas (QL y OQP).
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FIGURA 11, Cromatografia de Geses : A) Mezcla de Estanderes, B) NAG Comerclel, C) Muestra ae
0P obtenids per hidrolieis enzimética y D) Muestre de [L obtenides por hidrolisis
enzimbtica .



IV.-DISCUSION ¥ CONCLUSIONES

Degido al notable incremento de la poblacitn de Langostills Mexica
na y ante la creciente necesidad de desarrollar una tecnalogiz que
permita el aprovechamiento integral de este pequefn crustacea, se
estima conveniente transfarmarlo industrialmente con el fin de ob
tener diversos productos tales como: pastas, harinas, sasbarizantes,
colorantes y quitina.Se pretarde, uniendo esfuerzos con el INP, 1a
obtencién de guitinz = partir de la harina de langostilla vy su mo

nomero la N-acetil-D-glucosamina por via enzimdtica.

Los resultados gue se muestran en la Tabla 3 y en la Figura 7 su-
gieren, en relacion a la extraccidn de guitina, gue el método de
Hackman permite obtemer un porcentaje menor al producido por el
INP @l utilizar el método de Black & Schwartz, no obsiante, cansi
derando que éste (ltimo emplea harina de langostilla previamente
desengrasada y despigmentada, cabe suponer gque 2l método de Hack
man, puede optimizarse al considerar factores tales como: Tamafo
de particula, concentracion dptima de &cido y base, tiempos de tra
tamiento acido y alcaling, etc.

En la Tabla 3 se observa gue la cantidad de guitina obtenida, pre
senta diferencias considerables dentro de un mismo método, dQue se
pueden atribuir a variscignes an espacio y tiempo, como: temporada,
lugar de captura, etapa de ciclo de vida en gue se encuentran los
organismos, etc. Por lo gue resultaria conveniente realizar estu

dios tantg biolégico-pescuercs, como de composicidn gquimica de la
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langostilla gue permitan estimar la época Optima de captura gue

proporcions mayor cantidad de materiales guitinosos.

Las espectros infrarrojcs obtenidos para la caracterizacion de la
guitina comprueban la similitud existente entre QL y QP con lo te
portado en la literatura parg_ésta polimero,permitiendo descartar
la posibilidad de gue la guitina o la mayor parte de ella se haya
desacetilado, produciendo guitosana,durante su extraccidn con los

métodos empleados en este estudio y el utilizado por- el INP.

Las ligeras diferencias obtenidas en los puntos de descomposicidn
para QL y GQP, se explican con las uariaciaﬁés pbservadas en el -
anélisis bromatoldgico, realizado tanto a QL, OQF y la harina de
langostilla,'como era de esperarse dichos anflisis no son exacta
mente iguales, ya gue como se hizo notar anteriormente, no sBlo

varian en cuanto al método de extraccién sino ademds, el recurso
es diferente en cuanto a tiempo y lugar de captura. El contenido
de cenizas es marcadamente diferente, lo gue justifica las dife

rencias en los puntos de descomposicidn.

Es importante destacar, en relacién a la produccifn de guitinasa,
gue con QL se acumularon mayores cantidades de enzima, en cambio
con 0P se obtuvieron mayores cantidades de NAG en los medios de

cultivo.

Lo anterior permite supcner gue QP es un inductor més pobre gque -
QL, debido probablemente a que en el primer casc ccurre una hidrg

lisis parcial o un cambio en el aspecto cristalino del polimero
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durante el proceso de extraccifn o tambign al menor contenido de
sales minerales, factores que en caonjunto, pueden ser determinan
tes en la induccidn y actividad de 13 guitinasa de Serratia mar

cescens. Como se menciond amteriormente, la QF produce mayor can
tidad de MAC en comparacidn a GL debido a una posible hidrdlisis
narcizal en el polimers que como consecuencia facilitsra mas la

actividad de la guitinasa.

Depido a gue =n nuestro pais se carsce de estudics dirigidos al

aprovechamiento de materiales guitinosos, se puede concluir y su

[1®]

erir, en base a los resultados obtenidos, gue la Langostilla me
xicana se puede utilizar estandarizando y optimizando procesos
tanto para la obtencidn de guitina como el producto de su hidrd
lisis (NAG), adem3s de otros productos como Se propons en wn es

guema general de aprovechamiento inmtegral de este recurso.Fig.iZ.

Finalmente se puede sugerir que la quitina o sus derivados, como
la guitina microcristalina y guitosana, debido a caracteristicas
como dureza, Dlodegradabilidad y bioactividad, pueden ser suscep
tibles de ser utilizados en 1z industria procesadora de alimen-
tos como agentes espesantes, texturizantes, guelantes y emulsio-
nantes. También pueden ser utilizados en el tratamiento de aguas
residuales; asl como para la obtencidn de biomasa, produccién de
quitinasas y amingazlcares (NAG) como productos de su hidrélisis
enzimética. Por otra parte, el NAG puede ser utilizado como Teac
tivo analitico de laboratorio, ademds comg complemento en adicidn
con suero de leche en la alimentacién animal y como promator de
la flora intestinal gue atenus la mala absorcidn de lactasa, tan
to en animales como en =l hombre mismo, razon por la cusl todo -
lo anteriormente sefialado espera despertar el interes por inves-
tigaciones posteriores en un campo tan amplio que el aprovecha-

miento de la guitina y el NAG promete.
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FIGURA 12. Esquema sugerido para el Aprovechamiento Integral de la Langostilla.
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