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RESUMEN

Movya LR, Avara ME. 2006.- Obtencion de quiting a partir del endoesqueleto de “pota”
(Dosidicus gigas) por desmineralizacién quimica y desproteinizacion bacteriana. Bol invest Inst.
tecnol. Pesq. Peril. 7: 49-55.- Se obtuvo quitina a partir de plumas de calamar gigante o pota
(Desidicus gigas), mediante un proceso combinado de desmineralizacién quimica, utilizando
HCI IN y 2N, durante 3, 5 y 7 horas; y desproteinizacion microbiolégica, utilizando la
bacteria Serratin marcenses. La remocién de minerales mds eficiente (99,21%) fue obtenida
con la mayor concentracién de 4cido 2N durante 3 horas. La desproteinizacién més eficiente

- ocurri¢ utilizando un inéeculo de 2,7 X 10" UFC/mL incubande a 35 °C durante 9 dias. El
bajo contenido de grasa y la carencia de pigmentos, son caracteristicas de la muestra que
constituyenuna ventaja parala extraccién dela quitina. Los resultados del estudio constituyen
una alternativa de reduccién del impacto ambiental procedente del procesamiento de pota.

PALABRAS CLAVE: Dosidicus gigas, calamar gigante, pota, quitina, quitosana, Serratin
marceses, desmineralizacidn, desproteinizacion.

ABSTRACT

Mova LR, Avaia ME. 2006. Extraction of chitin from “giant squid” (Dosidicus gigas)
endoskeleton using chemical demineralization and bacterian deproteinizacion Bol. invest. Inst.
tecnol. pesq. Peril. 7: 49-55.- Chitin was extracted from squid skeleton pens of giant squid
(Dosidicus gigas) by means of a combined process: chemical demineralization using 1N
and 2N HCI treatments for 3, 5 and 7 hours; and microbiologic deproteinization with the
bacterium Serratin marcenses. The major efficiency of minerals removal was 99,21% using
the higher acid concentration for 3 hours. The most efficient deproteinization was obtained
with 2,7 X 10" CFU/mL inocula incubated at 35 °C for 9 days. The low fat content and the
absence of pigments in the sample are advantageous characteristics for the chitin extraction.
The results offer an alternative for environmental impact reduction from the giant squid
processing.

Keyworps: Dosidicus gigas, giant squid, chitin, chitosana, Serratin marceses,
demineralization, deproteinization.

INTRODUCCION en la naturaleza después de la celulosa.
Puede ser obtenido de diversas fuentes
La quitina es un polisacirido naturales, principalmente de los

considerado como el mds distribuido exoesqueletos de insectos y crustdceos,



de los endoesqueletos de moluscos,
asi como de las paredes celulares de
hongos. Estd compuesto de unidades
de N-acetilglucosamina (beta - 1, 4
acetamido-D-glucosa). Su importancia
radica en las diversas ventajas que su uso
ofrece: es biol6gicamente reproducible’,
biodegradable, no contamina el ambiente,
es biocompatible con tejidos animales y
vegetales, no es téxico, es biol6gicamente
funcional y puede ser modificado
quimicamente, lo cual permite ampliar
sus posibilidades de aplicacién’.

Las propiedades funcionales de este
polimero y de su derivado desacetilado,
la quitosana, son aplicadas tanto en
productos como en sistemas vivos® y
conocidas bajo diversas formas®®. En
alimentos, las aplicaciones de quitina y
quitosana ofrecen un amplio rango que
incluyen la bioconversién, la preservacién
de alimentos del deterioro microbiano, la
formacién de peliculas biodegradables,
la recuperacién del material de descarte
del procesamiento de alimentos y la
clarificacién de jugos de frutas, entre
otros®.

Quitina y quitosana pueden ser
obtenidas mediante hidrélisis quimica
y enzimdtica, ademds de tratamientos
utilizando microorganismos que poseen
fuerte actividad protedsica, quitinolitica
y de quitinasas; entre estos Serratia
marcescens ha sido descrita como una
bacteria psicrétrofa, con gran capacidad
de produccién de lipasas y proteasas,
especialmente durante el almacenamiento
refrigerado de alimentos.>

El procesamiento industrial de quitina
a partir de los residuos de crustdceos
marinos’ se ve limitado por razones de
estacionalidad del recurso y debido al
dafio ambiental por utilizar sustancias
quimicas en su extraccién. Asi, ademads

de despigmentar, en el caso de los
caparazones de cangrejo se requiere de
desmineralizacién intensa para eliminar
el gran contenido de carbonatos, y al
trabajar caparazones de camarones
y langostinos, el elevado contenido
de proteinas esclerdticas determina
prolongadas hidrélisis quimicas para
su remocién®. Comparativamente, la
extracciébn de quitina a partir de los
endoesqueletos o plumas de moluscos
presenta ventajas, debido a que estas
estructuras ademads de ser cartilaginosas
y flexibles, presentan poca cantidad de
carbonatos y contienen B-quitina, la cual
es mds suave y presenta caracteristicas
superiores de permeabilidad al vapor,
absorcién y retencién de humedad que la
o-quitina, tipica de crustdceos®.

En nuestro mar, el calamar gigante o pota,
Dosidicus gigas, es un recurso de amplia
distribucién y densas poblaciones?; sin
embargo, a pesar de que ha adquirido
considerable importancia econémica, no
es un recurso totalmente aprovechado,
siendo sus partes no comestibles, como
las visceras y plumas, desechadas al
ambiente y convertidas en grandes
contaminantes de los lugares donde son
vertidos.

Se considera que la obtencién de quitina
a partir de las plumas de pota es de
importancia tecnolégica y ecolégica, por
lo cual se informa sobre los resultados
de un estudio inicial del polimero a
partir de este sustrato. En el desarrollo
del estudio se han combinado dos
procedimientos: 1) una accién quimica
para la desmineralizacion o la separacion
de minerales, y 2) el uso de bacterias,
en este caso, Serratin marceses, para la
etapa de desproteinizacién, actividad
microbiolégica que a su vez minimiza el
impacto ambiental de los tratamientos
quimicos.



MATERIAL Y METODOS

Las plumas de pota fueron obtenidas de
especimenes capturados y procesados en
el puerto de Paita. Su caracterizacién fue
realizada mediante andlisis proximal de
acuerdo a lo recomendado por la FAO™.

Preparacién de la muestra

Las plumas fueron inicialmente lavadas
con agua potable para eliminar suciedad
y mucosidad y colocadas en canastillas,
para escurrir y ser sometidas a secado a
temperaturaambiente. Una vezsecas, estas
muestras fueron partidas manualmente
en tamafios de 3 a 5 cm para facilitar la
_ molienda, que fue realizada en un molino
Fuyukama Hiroshima (Food Processing
Manufacturer) serie N® ST425, La muestra
pulverizada (“harina”) fue pasada a
través de un tamiz N° 8 marca Retsch,
obteniéndose tamafos de particulas de
0,3a0,5 mm,

Desmineralizacion.

Las variables evaluadas en esta primera
étapa fueron dos: concentracién de
HCl y tiempo de tratamiento. Se trabajé
tomando como referencialas metodologias
aplicadas por CaNira y col. (1999)" y
Garcia ALonso y col!’. Para el efecto,
se colocaron 20 g de harina en 8 matraces
con capacidad de 500 mL; en 4 de ellos se
agregé 200 mL de HCl IN y en los otros
4, HCl 2N, La relacién masa:volumen
establecida fue 1:10 (w:v), los matraces
fueron colocados en un equipo de bafio
Marfa con agitacién de 150 rpm, durante
1,3, 5y 7 horas, a temperatura ambiente
(20 a 25 °C).

Las muestras fueron filtradas y lavadas
con agua potable hasta la neutralidad. Se
realizé un enjuague final utilizando agua
desionizada, y las muestras se secaron

durante 2 horas en una estufa a 80 °C con
circulacién de aire caliente y se pasaron
a través de un tamiz (poro de didmetro
0,1 mm). El grado de desmineralizacién
fue evaluado analizando el contenido
de cenizas y cuantificando los minerales
calcio, magnesio, potasio y sodio®.

Desproteinizacion

En esta etapa fue utilizada una cepa de
la bacteria Serratia marcescens, la cual
fue aislada e identificada™ de anchoveta
congelada. Esta bacteria fue conservada
en agar TSA (Tripticasa Soya), y reactivada
en caldo BHI (cerebro corazén). Se
evaluaron: la cantidad de indculo, el
tiempo y el grado de desproteinizacién.

Matraces conteniendo 5 g de muestra
desmineralizada y 100 mL de medio basal
(K,HPO, 1g, MgS0O, 0,2 g, FeSO, 0,05 g,
CaCl, 0,02 g para 1 L de agua destilada)
fueron sometidos a esterilizacién a 121 °C
por 15 minutos. Los inéculos agregados
fueron 1 y 10 mL del cultivo, ademds de
un blanco. Las condiciones de incubacién
fueron 35 °C durante 9 dias. El inéculo
agregado fue estandarizado y las lecturas
de recuentos durante la incubacién fueron
realizadas midiendo la turbidez en el
caldo de crecimiento (Butterfield), de tal
forma que a 580 nm se obtenia una lectura
espectrofotométrica entre 50 y 80% de
transmitancial.

La evaluaciéon del grado de
desproteinizacién fue realizada durante
el lapso de incubacién, correlacionando
el crecimiento de la cepa en el medio de
cultivo, con la solubilidad de la muestra
en dcido férmico y su contenido de
nitrégeno proteico. Los recuentos fueron
determinados mediante la metodologia
de prevertido en agar estdndar de
unidades formadoras de colonias UFC/
mL", La disolucién de lamuestraen dcido



férmico fue realizada en una proporcién
1:10 (w:v)**541% y para la cuantificacién de
nitrégeno segtin KJELDAHL', se tomé en
cuenta el contenido de nitrégeno proteico
en quitina (referido como 6,9%"4"'2°).

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicién proximal de la materia
prima

La composicién proximal de la materia
prima en base seca fue 12,50% nitrégeno
total, 5,08% cenizas; la cantidad de grasa
fue escasa, 0,07%, lo cual resulta una
ventaja para el proceso de extraccién
en términos econémicos y de menor
contaminacién al ambiente. También el
contenido de cenizas fue 5,08%, wvalor
considerablemente menor respecto a
otras fuentes de quitina como son los
caparazones de langostinos (26,7%)"
y otros crustdceos, insectos, etc*¢' 817,
lo cual sugiere que para la obtencion de
quitina a partir de esta materia prima, no
serfa necesaria la aplicacion de una etapa
de desmineralizacién drdstica como las
que usualmente son aplicadas™ >,

Desmineralizacion

Los valores de reduccién del contenido
de  cenizas fueron considerables,
comparados con los obtenidos por
CaRrpaA y colaboradores!! en caparazén
desmineralizado de camarén (0,51 a 0,65%
de cenizas), aplicando un tratamiento
similar. En el presente trabajo mediante el
tratamiento con HCl IN por 3 horas se
obtuvo el 98,8% de reduccion de las sales
minerales, en tanto que aumentando a 5
horas se logr6 eliminar el 99,21%. El valor
méaximo aludido también fue obtenido
a partir de las 3 horas de tratamiento
con HCl 2N (Tabla 1). Es evidente que la
cantidad de cenizas en pluma de pota es

Tabla 1. Resultados de la desmineralizacion
de la pluma de pota utilizando HCI1N Y 2N

Tiempo Cenizas
HCl (horas) o

IN 0,06

0,04
0,04
0,04
0,04

2N

~N W\ g W

muy baja y la aplicacién de un tratamiento
maés drastico, incrementando el tiempo y /
o la concentracién de dcido clorhidrico, no
serfa indispensable mds atin cuando ello
podria involucrar mayores costos.

En la Tabla 2 se presentan en la muestra,
antes y después de ser sometidos ala etapa
de desmineralizacién. Al utilizar HCl
IN por 3 horas se lograron reducciones
significativas de los minerales evaluados,
excepto en el contenido de calcio, cuyos
valores se redujeron a sélo 69%.

En el caso de tratamientos mds intensos,
(HCI 2N durante 3, 5 y 7 horas) se observé
resultados similares al anterior, sinembargo
la aplicacién de HCI 2N, a las 3 horas fue la
mads ventajosa respecto a la remocién de las
sales de calcio, lo cual demostré que fueron
las de mayor dificultad para su remocion,
a diferencia de los otros minerales
evaluados, especialmente de las sales de
sodio cuyos valores fueron reducidos de
modo apreciable.

Es interesante considerar que el aumento
del tiempo de desmineralizacion no
representa necesariamente ventajas para
reducir minerales, asi al observar los
valores. obtenidos, se puede apreciar
una concentracién de cantidad de calcio
expresada en el aumento de sus valores,



Tabla 2. Eficiencia (%) de la desmineralizacién de plumas de pota

Concentracién Mineral  Contenido Tiempo
de HCI inicial 3 horas 5 horas 7 horas
ppm) ppm (%) ppm (%) ppm (%)
1IN Na 12900 2508  (99.8) 26,89  (99,8) —
K 1060 2508  (97,6) 1241  (988) -
Mg 370 20,05  (94,6) 21,31 (91.6) —
Ca 880 266,70  (69,7) 510,16 (42,0 -
2N Na 12900 22,22 (99,8 1644  (99,9) 140,60  (98,9)
K 1060 22,22 97,9) 646  (994) 21,28  (97.9)
Mg 370 21,26 (94,3) 16,28  (956) 41,39  (88,8)
Ca 880 163,67  (81,4) 1958  (77,7) 394,60  (55,2)

comportamiento que podria ser atribuido
a la sobresaturacion del dcido clorhidrico.
Potasio, magnesio, calcioy principalmente
sodio, habrian pasado a formar-sales de
tipo cloruro, reaccion que habria sido
favorecida por la elevada concentracién
de dcido clorhidrico.

Se considera que las variables mas
adecuadas para desmineralizar la pluma
de pota son HCI en concentracion 2N
durante 3 horas.

Desproteinizacién

El contenido de UFC/mL en los in6culos
iniciales fue 2,3 X 10° UFC/mLen 1 mLy
2,7 X10 " UFC/mLen 10 mL. La reduccién
del contenido de proteinas en la muestra
guardé relacién con el crecimiento del
inéculo (Tabla 3), con la disolucién de

la “harina” y con los resultados de los
valores de nitrégeno final (Tablas 4 y 5).

En ambos casos se observa en los primeros
dfasunareducciéninicialenel recuentodel
ndmero de microorganismos, hasta de dos
ciclos logaritmicos. Este comportamiento
parece indicar la adaptacién del inéculo
a un medio que se encontraba carente de
una fuente de carbono, tal como el medio
basal utilizado y consecuentemente un
efecto de escasa o ninguna actividad
proteolitica inicial, lo cual fue corroborado
en las pruebas de dilucién en &cido
férmico (Tabla 4).

A partir del tercer dfa se aprecia la
recuperaciéon en el cultivo con inéculo
de 10 mL, que indicarfa su adaptacién
y actividad metabdlica relacionada
directamente al consumo de carbono del

Tabla 3.- Crecimiento de S. marcescens en harina de pluma de pota desmineralizada

In6culo de Tiempo de crecimiento (dias)
Serratin marceses

9
UEC/mL 1 2 3 B 6 7
1mL 2,3*10° 1,3*107 1107 1107 1,5%10° 1,0710° 1,2*10°
10 mL 2,710 1,9*10% 2*10° 1,4*109 2*10? 1,4*108 2°10¢




Tabla 4. Dilucién en dcido férmico de la harina de
pluma de pota

Tiempo de Inéeulo Blanco

Incubacién (dias) 1mL 10 mL
Ij - -

5 + gt -
7 +++ +++ -
9 e ot “

- sin dilucién
+ solubilidad escasa (las particulas absorben el dcido y se
hinchan)

+ solubilidad mediana, quedan partfculas insolubles

++++ particulas solubles mayor del 90%

sustrato proteico. Asu vez, guardarelacién
con el grado de solubilizacién del sustrato
en &cido férmico, caracteristica que se
hace evidente en forma notoria desde el
quinto dia, de acuerdo a la observacién
realizada; y se considera éptima al noveno
dia de incubacién.

El cultivo con inéculo de 1 mL también
presenté una ligera tendencia de
recuperacioén a partir del quinto dfa, que
se hace mds evidente al dfa 7.

Las muestras de pluma desmineralizada
y desproteinizada sometidas a dilucién
en dcido férmico, mostraron una rapida
y total disolucién al contacto con el dcido
férmico, formando una sustancia fluida y
muy viscosa, a diferencia de las muestras
blanco que no fueron tratadas y que

Tabla 5. Resultados de la eficiencia en la
desproteinizacién de plumas de pota utilizando
Serratia marcescens

N proteico %
Inéculo Log Eficiencia
inicial UFC/g inicial % Final % T
1ml 943 554 1,81 68,7
10 ml 10,48 5,54 052 91,0

permanecieron en precipitaciéon como
particulas hinchadas sin disolver.

El comportamiento de la curva de
crecimiento no indica en apariencia,
mayores diferencias al utilizar ambas
cantidades de inéculo con fines de
desproteinizar el sustrato; sin embargo,
al evaluar los resultados referidos a la
cantidad de nitrégeno (Tabla 5) si se
observa evidente ventaja al utilizar el
indculo mayor.

Diversos investigadores'®'*?! afirman
que es improbable encontrar quitina
totalmente librede proteinas, se conoce que
atin tratamientos drdsticos dificilmente
rompen enlaces covalentes establecidos
entre quitina y proteina ademas de otros
enlaces mantenidos con aminodcidos no
aromaticos'.

El wvalor de la eficiencia obtenida, al
inocular 10 mL de la cepa, es el més cercano
al obtenido por Cafiipa!, quien refiere
97% trabajando mediante metodologfas
de desproteinizacién quimica utilizando
NaOH en cefalotérax de camarén!h 17 18.20,

CONCLUSIONES

La desmineralizacién quimica de la
pluma de pota utilizando HCI 2N (1/10),
durante 3 horas a 150 rpm. a temperatura
ambiente permiti6 la remocién del 99,21%
de sales minerales en la muestra.

La adicién de 3 X 10" UFC/mL de la
bacteria Serratia marcescens incubando
durante 9 dias fue la mds adecuada lograr
la mayor desproteinizacién.

El bajo contenido de grasa y la carencia
de pigmentos, son caracterfsticas de la
muestra que constituyen una ventaja para
la extraccién de quitina.
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