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RESUMEN

Uno de los recursos marinos de importancia potencial para México es el crustaceo conocido
como langostilla, Pleuroncodes planipes, Stimpson. Al realizar la revision bibliografica sobre compo-
sicion quimica de crustaceos, se encontré que algunos autores reportan como equivalente del conte-
nido de quitina a la fibra cruda, componente estructural de las plantas formado principalmente de ce-
lulosa, a diferencia de la quitina que es un homopolisacarido y el principal componente del exoesque-
leto de los crustaceos. El objetivo de este trabajo fue determinar las similitudes y diferencias entre la
técnica oficial para estimar fibra cruda y una técnica seleccionada para determinar quitina en harina de
langostilla. Las técnicas de analisis fueron: la descrita por la Association of Official Analytical Chem-
ist, para fibra cruda, y la de Black y Schwartz, para quitina. Se realizaron 12 determinaciones de fibra
cruda y quitina de cinco lotes de langostilla bentdnica. Los resultados indicaron diferencia significati-
va entre las determinaciones de fibra cruda y quitina efectuadas en muestras de langostilla. Se con-
cluye que, a pesar de que los métodos y las estructuras quimicas de la fibra cruda y quitina sean
similares, de que formen parte estructural de los organismos y de que ambas se consideren como la
porcién indigeribie, para cuantificarlas se deben usar técnicas especificas. Al emplear la técnica de fi-
bra cruda en lugar de la de quitina se sobrevalora esta ultima. Puesto que no existe una técnica oficial
para la determinacion de quitina, se recomienda adaptar la técnica de Black y Schwartz en un labora-
torio convencional de andlisis de alimentos.

Palabras clave: langostilla, Pleuroncodes planipes, quitina, fibra cruda, crusticeos, técnicas de
analisis.

ABSTRACT

One of the potentially important marine resources in Mexico is the crustacean known as the red
crab, Pleuroncodes planipes, Stimpson. During a bibliographic review of the chemical composition of
crustaceans, it was found that some authors report chitin as crude fiber, a structural component of
plants formed principally by cellulose. It differs from chitin in that it is a homopolysarccharide and the
main component of the exoskeleton of crustaceans. The objective of this work was to determine simi-
larities and differences between the official method of estimating crude fiber and the method selected
here for analyzing chitin in red crab meal. The analytical methods were: that described by the
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Association of Official Analytical Chemists for crude fiber, and that of Black and Schwartz for chitin.
Twelve repetitions in five lots of red crab meal were conducted to determine crude fiber and chitin.
The results show statistical differences between chitin and crude fiber. The conclusions indicate that
despite similarities in the analytical methods and the chemical structures of crude fiber and chitin, and
that they both form the structural part of the organisms and are considered as the indigestible portion,
specific techniques should be used to quantify them. Using the crude fiber method instead of the chi-
tin method overestimates the chitin. Since no official technique exists for determining chitin, it is rec-
ommended to use Black and Schwartz' method since it can be adapted in a conventional food analysis

laboratory.

Key words: red crab, Pleuroncodes planipes, chitin, crude fiber, crustaceans, analytical methods.

INTRODUCCION

Dentro de las crisis econémica y de produc-
cion pecuaria actuales, los recursos potenciales
representan una alternativa para solventar, aun-
que sea parcialmente, la problematica de la ali-
mentacion. El crustaceo langostilla es fauna de
acompafiamiento en el golfo de california,
mientras que en la costa occidental de Baja
California abunda y esta ampliamente distribui-
do, por lo que es viable su explotacion, con el
fin de aprovechar su contenido proteico, acidos
grasos, pigmentos y quitina, en diversas indus-
trias (alimenticia, farmacéutica, de cosméticos,
plastica). En la actualidad, se esta estudiando
ampliamente para determinar su aprovecha-
miento integral (Carrillo ef al., 1994; Castillo,
1991; Castro et al, 1994; Gallardo, 1975;
Garcia, 1992; Jiménez, 1978; Karnicki, 1981;
Rocha et al, 1988; Spinelli et al, 1974). Al
realizar la revision bibliografica sobre la com-
posicion quimica de crustaceos, se detectd que
algunos autores (Bod'a, 1990; Kato, 1974,
Lopez et al., 1982) han reportado el valor de fi-
bra cruda como sinénimo de quitina.

La fibra cruda es una mezcla heterogénea de
hidratos de carbono (celulosa, hemicelulosa) y
otros materiales como lignina, que se encuen-
tran formando parte de las paredes celulares, es-
tructura exclusiva de plantas y algunas bacterias
(Van Soest, 1977). La celulosa consiste en lar-
gas cadenas paralelas de glucosa, ligadas por
enlaces B-(1—>4), que forman microfibrillas
(Braverman, 1980).

La quitina es un hidrato de carbono comple-
jo, que forma parte estructural del exoesqueleto
de los crustaceos y constituye del 15 al 30%
de su peso total (Garzon ef al, 1993). Es un
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INTRODUCTION

Within the present economic and livestock
production crises, potential resources represent
an alternative for solving, although partially,
nutritional problems. The red crab crustacean is
supplemental fauna in the Gulf of California,
while in the west coast of Baja California, it is
abundant and widely distributed. This makes its
exploitation viable since its protein content,
fatty acids, pigments and chitin can be useful
for various industries (food, pharmaceutical,
cosmetic, plastic). It is currently being widely
studied to determine its integral exploitation
(Carrillo et al., 1994; Castillo, 1991; Castro et
al., 1994; Gallardo, 1975; Garcia, 1992;
Jiménez, 1978; Karnicki, 1981; Rocha et a/,,
1988; Spinelli et al., 1974). Upon researching
bibliographies on the chemical composition of
crustaceans, it was detected that some authors
(Bod'a, 1990; Kato, 1974; Lopez et al., 1982)
have reported the value of crude fiber as a syn-
onym of chitin.

Crude fiber is a heterogeneous mixture of
carbohydrates (cellulose, hemicellulose) and
other materials such as lignin that form part of
the cellular walls, structures exclusive to plants
and some bacteria (Van Soest, 1977). Cellulose
consists of long parallel chains of glucose,
bonded by B-(1—4) links that form microfibrils
(Braverman, 1980).

Chitin is a complex carbohydrate that forms
the structural part of the exoskeleton of the
crustaceans and constitutes 15-30% of their to-
tal weight (Garzon et al., 1993). It is a polymer
with 80-90% n-acetylglucosamine and 10-20%
glucosamine, joined by B-(1—>4) type glucosid-
ic linkages (Dall and Moriarty, 1983; Akhtar
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polimero con 80 a 90% de n-acetilglucosamina
y 10 a 20% de glucosamina, unidos por enlaces
glucosidicos del tipo B-(1-—>4) (Dall y Moriarty,
1983; Akhtar y Haleem, 1990). La quitina en
los crustaceos se ha encontrado en la forma alfa
con cadenas en direcciones alternas, que es la
forma mas estable debido a los enlaces de
hidrégeno entre ellas. La rigidez del exoes-
queleto de los crustaceos se debe a la inclusion
de sales de calcio en los espacios existentes
entre las fibras de quitina, a las que en oca-
siones se adhieren algunas proteinas (Steven-
son, 1985; Roer y Dillaman, 1984; Goffinet y
Compere, 1986). Se ha reportado que la quitina
puede estar asociada a pigmentos del tipo ceto-
carotenoides (cantaxantina, astaxantina) (Ghida-
lia, 1985). La importancia de los métodos de
analisis nutricionales en cualquier alimento
depende de su seleccion, estandarizacion y vali-
dacién, de manera que los resultados que se ob-
tengan sean representativos de la fraccion de
interés. La técnica oficial para determinar fibra
cruda se encuentra en los métodos publicados
por la Asociation of Official Analitycal Che-
mists (AOAC, 1992); sin embargo, para la de-
terminacion de quitina no se cuenta con una
técnica oficial, aunque existen técnicas de
analisis de diferente tipo: enzimética, y por
digestion basica y 4cida; esta ultima puede ser
mediante calcinacion del residuo o determinan-
do el nitrégeno del residuo (quitina) (Black y
Schwartz, 1950; Castillo, 1991; Voss-Foucart et
al., 1978; Garzén, 1993; Loépez et al., 1982;
Pierce et al,, 1969; Spinelli et al., 1974; Voss-
Foucart y Jeuniaux, 1978). Por tanto, el objeti-
vo del presente trabajo fue determinar las si-
militudes y diferencias entre la técnica oficial
para determinar fibra cruda y una técnica de
facil adap- tacién, estandarizacion y manejo
(Black y Schwartz, 1950) similar a la existente
para determinar fibra cruda (AOAC, 1992), en
diferentes muestras de harina de langostilla.

MATERIALES Y METODOS
Descripcién de la muestra

La muestra se recolecté a bordo del B/O El
Puma, en la costa occidental de Baja California
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and Haleem, 1990). Crustacean chitin has been
found in the alpha form with chains in alternat-
ing directions, which is the most stable form
due to the hydrogen links between them. The
rigidness of the crustaceans' exoskeleton is due
to the inclusion of calcium salts in the existing
spaces between the chitin fibers, to which, on
occasion, some proteins adhere to (Stevenson
1985; Roer and Dillaman, 1984; Goffinet and
Compere, 1986). It has been reported that chitin
can be associated with ketocarotenoid type pig-
ments (cantaxantine and astaxantine) (Ghidalia,
1985). The importance of nutritional analytical
methods of any food depends on their selection,
standardization and validation in such a manner
that the results obtained will be representative
of the area of interest. The official technique for
determining crude fiber is found in the methods
published by the Association of Official Ana-
lytical Chemists (AOAC, 1992); however, there
is no official technique for chitin determination.
There are, however, other types of analytical
techniques: enzymatic and basic-acid digestion.
Basic-acid digestion can be conducted through
residual calcination or determining the nitrogen
residual (chitin) (Black and Schwartz, 1950;
Castillo, 1991; Voss-Foucart et al., 1978;
Garzoén, 1993; Lopez ef al., 1982; Pierce ef al.,
1969; Spinelli et al., 1974; Voss-Foucart and
Jeuniaux, 1978). Thus, the objective of the
present study was to determine the similarities
and differences between the official technique
for determining crude fiber and an easily
adapted, standardized and managed technique
(Black and Schwartz, 1950) similar to the one
used for determining crude fiber (AOAC,
1992), in different samples of red crab meal.

MATERIALS AND METHODS
Description of the sample

The sample was taken from aboard the B/O
El Puma in the west coast of Baja California
Sur during the summer of 1992, at an average
depth of 200 m. It includes bright-red colored
females and males. Once the capture was com-
pleted, the species were separated. The red crab
was randomly sampled, washed in salt water
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Sur, durante ef verano de 1992, a una profundi-
dad promedio de 200 m. Incluye hembras y
machos de color rojo brillante. Una vez realiza-
da la captura se efectud una separacion de espe-
cies. La langostilla se muestreé al azar, se lavo
con agua de mar y se congeld. En tierra, se secéd
en estufa a 60°C y finalmente se molio hasta
0.5 mm de tamaifio de particula.

Técnicas de analisis

Los andlisis quimicos se realizaron en la
Subdireccién de Nutricion Experimental y
Ciencia de los Alimentos, del Instituto Nacional
de la Nutricién, Salvador Zubiran.

La fibra cruda se determind con la técnica
descrita por AOAC (1992). Con ella, a partir de
muestra seca y desengrasada, se realizan dos
hidrolisis: una acida (acido sulfurico al 1.25%)
y una basica (hidréxido de sodio al 1.25%). Se
seca y pesa; finalmente, se calcina a 600° y se
vuelve a pesar. La diferencia en peso corres-
ponde al contenido de fibra cruda.

Para cuantificar la quitina se selecciond la
técnica de Black y Schwartz, citada por Gallar-
do (1975), debido a que en el laboratorio para
analisis de alimentos se¢ cuenta con el hidroliza-
dor Labconco utilizado cominmente para el
analisis de fibra cruda, asi como con reactivos
similares a los necesarios: un acido y una base
con diferente concentracion. La técnica se basa
en dos hidrélisis, una con acido clorhidrico
(6.5%) y otra con hidréxido de sodio (5.0%),
pero ambas soluciones mas concentradas y con
mayor tiempo de digestion (60 min para hidréli-
sis acida y 90 min para hidrdlisis basica) que en
la técnica anterior. Igualmente, se lava hasta
neutralidad y posteriormente se determina el
porcentaje de nitrégeno del residuo (quitina),
segun la técnica de Kjeldahl (AOAC, 1992).

Factor de conversion

Este se obtuvo a partir de la estandarizacion
y validacién de la determinacién de nitrégeno
de muestras de quitina pura (Chitin practical
grade, pfs, de Sigma Chem.), empleando la
formula convencional para determinar nitro-
geno:
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and frozen. On land, it was dried in an oven at
60°C and ground to a mesh size of 0.5 mm.

Analysis techniques

The chemical analyses were conducted in
the Subdireccién de Nutricion Experimental y
Ciencia de los Alimentos, of the Instituto Na-
cional de la Nutricidn, Salvador Zubirdn.

The crude fiber was determined with the
technique described by the AOAC (1992). With
this technique, two hydrolyses are conducted
using a dry and defatted sample: one acid
(sulfuric acid at 1.25%) and a basic (sodium
hydroxide at 1.25%). It is dried, weighed, calci-
nated at 600°C and weighed again. The differ-
ence in weight corresponds to the crude fiber
content.

Black and Schwartz' technique, cited by
Gallardo (1975), was selected to quantify the
chitin since the {aboratory for food analysis has
a Labconco hydrolyzer which is commonly
used for crude fiber analysis as well as reagents
similar to those necessary: an acid and a base
with different concentrations. The technique is
based on two hydrolyses, one with hydrochloric
acid (6.5%) and another with sodium hydroxide
(5.0%), but both solutions are more concen-
trated and have a greater digestion period
(60 min for the acid hydrolysis and 90 min for
the basic hydrolysis) than in the previous tech-
nique. Similarly, it is washed until neutralized
and later the percentage of nitrogen in the resid-
ual (chitin) is determined using the Kjeldahl's
technique (AOAC, 1992).

Conversion factor

This was obtained from the standardization
and validation of the nitrogen determined from
the samples of pure chitin (Chitin practical
grade, pfs, from Sigma Chem.) using the con-
ventional formula for determining nitrogen:

% N = (ml P - ml Bco) (meq N) (100) (N)/ PM
where m/ P is milliliters of H,SO, consumed

in the problem; m{ Bco, milliliters of H,SO,
consumed in the blank; meg N, nitrogen
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% N = (ml P - m! Bco) (meq N)(100)(N) / PM

donde m! P es mililitros de H,SO, gastados en
el problema; m! Bco, mililitros de H,SO, gasta-
dos en el blanco; meq N, miliequivalente del
nitrégeno; N, normalidad del H,S0, y PM,
peso de la muestra.

Para obtener el factor de conversion de qui-
tina se realizo la siguiente regla de tres:

100 g de quitina:5.20 g de nitrégeno
x: y g de nitrégeno de la muestra

Para convertir el porcentaje de nitrogeno de
quitina a porcentaje de quitina es necesario mul-
tiplicar por el factor de conversion obtenido
(100 g de quitina/5.20 g de nitrogeno). Si-
multaneamente, se calculd el porcentaje de re-
cuperacién del estandar de quitina.

Despusés, se realizaron las determinaciones
de quitina y fibra cruda en cinco lotes de harina
del crustaceo langostilla, con doce repeticiones
para cada uno. En cada lote de anilisis se corri6
un estandar de quitina para controlar mejor la
técnica. Se determind la media y desviacion
estandar en cada lote y se aplico la prueba de ¢
apareada para la diferencia de medias (Steel y
Torrie, 1986).

RESULTADOS Y DISCUSION

La técnica de Black y Schwartz se pudo
realizar en el laboratorio de alimentos, sin nece-
sidad de equipo especial, pues se utiliz para
ella €1 normalmente empleado en la técnica de
fibra cruda (hidrolizador Labconco, kitasato
conectado a vacio, filtros california, estufa y
mufla) y el nitrégeno se cuantificé con el equi-
po convencional (Kjeldahl); los reactivos em-
pleados fueron los de uso cotidiano.

El factor de conversion obtenido para la
quitina pura (Chitin practical grade, pfs, de Sig-
ma Chem.) fue de 19.23, con un porcentaje de
recuperacion del estandar de quitina del 98%, lo
que indica la validez de la técnica. Esto signifi-
ca que por cada 100 g de quitina presente en la
muestra de cualquier crustaceo que se analice
con la técnica descrita, se cuantificaran 98 g de
quitina.
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milliequivalent; N, normality of H,SO,; and
PM, sample weight

In order to obtain the chitin conversion fac-
tor, the following simple algebraic equation
was used:

100 g of chitin:5.20 g of nitrogen
x:y g of nitrogen from the sample

In order to convert the percentage of nitro-
gen chitin to percentage of chitin, it is neces-
sary to multiply it by the conversion factor
obtained (100 g of chitin/5.20 g of nitrogen).
The recovery rate of the chitin standard was si-
multaneously calculated.

Later, chitin and crude fiber determinations
were conducted in five lots of red crab meal
with twelve repetitions in each one. In each lot,
a chitin standard was run in order to better con-
trol the technique. The mean and standard devi-
ation of each lot were determined and the
paired ¢ test was applied to the mean differences
(Steel and Torrie, 1986).

RESULTS AND DISCUSSION

Black and Schwartz' technique was con-
ducted in the nutrition laboratory without the
need of special equipment, since that normally
used in the crude fiber technique was utilized
(Labconco hydrolyzer, vacuum connected fil-
tering flask, California filters, oven and muftle)
and the nitrogen was quantified with the con-
ventional equipment (Kjeldahl); the necessary
reagents were those of everyday use.

The conversion factor obtained from the
pure chitin (Chitin practical grade, pfs, from
Sigma Chem.) was 19.23, with a recovery rate
of 98% for the chitin standard, which indicates
the validity of the technique. This signifies that
for each 100 g of chitin present in the sample of
any crustacean analyzed with the described
technique, 98 g of chitin will be quantified.

Table 1 shows the comparative analysis of
the results of crude fiber and chitin in red crab
meal. Here, statistical difference can be ob-
served (P < 0.05) among the means of the
values obtained with both techniques; the high-
est are presented in the crude fiber since this
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Tabla 1. Resultados del analisis de fibra cruda y quitina de harina de langostilla.
Table 1. Results from the crude fiber and chitin analyses of red crab meal.

Lote Fibra cruda (%) Quitina (%)
1 12.39° 9.38°
(0.24) (0.35)
2 14.83° 8.24b
(0 02) 0.11)
3 11.37° 8.40°
(0.06) (0.12)
4 11.18° 8.97°
(0.10) (0.23)
5 11.61° 8.74°
0.13) (0.34)

** Por columna, literales diferentes indican diferencia estadistica (P < 0.05)

La tabla 1 muestra el analisis comparativo
de los resultados de fibra cruda y quitina en ha-
rina de langostilla. En ella, se observa diferen-
cia estadistica (P < 0.05) entre las medias de los
valores obtenidos con ambas técnicas; los mas
altos se presentaron en fibra cruda, debido a que
esta técnica, por emplear soluciones muy dilui-
das en hidrélisis de corto tiempo, no alcanza a

disolver las sales, carbohidratos (‘nmnlplnc v al-

disolver las sales, carbohidratos complejos y
guna otra fraccion de estructura compleja pre-
sente en la langostilla La técnica de Black y
auleﬁZ se Dasa <n Cl uso UCI auuu blUllllUl ILU
para descalcificar el carbonato de calcio pre-
sente en el caparazén, y somete después la
muestra a una digestion con hidréxido de sodio
caliente para remover la materia orgéanica pre-
sente diferente de la quitina. Por tanto, los valo-
res fueron menores si se considera la fibra cruda
como el 100% y se relaciona con la quitina ob-
tenida. De esa manera, para los resultados de los
lotes del 1 al 5, que tuvieron 75, 60, 73, 80 y
75%, respectivamente, la sobreestimacién es
entre 20 y 40% que, a pesar de no ser continua,
es elevada, por lo que no es posible establecer
una relacién entre ambas técnicas.

CONCLUSIONES

Para la cuantificacion de fibra cruda y quiti-
na se deben emplear técnicas especificas a pesar
de la similitud estructural entre las férmulas
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technique uses very diluted solutions in short
duration hydrolysis, and it is not able to dis-
solve the salts, complex carbohydrates or any
other part of the complex structure present in
the red crab. Black and Schwartz' technique is
based on the use of hydrochloric acid for decal-
cifying the calcium carbonate present in the
shell, and later the sample is submerged in a

dicestion of hot sodium hvr‘lrnvldp for remov-

1ZCs0 Ol SOGU OXIUC 107 ooy

ing the organic matter present that is different
from the chitin. Thus, the values were less if the
crude fiber is considered as 100% and is related
to the chitin obtained. In this manner, the
results from lots 1 to 5, with 75, 60, 73, 80 and
75%, respectively, present and overestimation
between 20 and 40% that, even though not
continuous, is high, and thus it is not possible
to establish a relationship between both tech-
niques.

CONCLUSIONS

The guantification of crude fiber and chitin
should use specific techniques even though the
chemical formulas of chitin and cellulose are

hath  farm Qtriiotiiral

qtriintiieall qimilar: tha ity
voth form the structural

structurally similar:
part of the organisms and are considered as the
indigestible portion.

The crude fiber technique overestimates
this content since it does not release compounds
associated with the chitin.
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quimicas de quitina y celulosa: ambas forman
parte estructural de los organismos y se con-
sideran la porcién indigerible.

La técnica de fibra cruda sobrevalora el
contenido de ésta al no liberar compuestos aso-
ciados con la quitina.

Es importante considerar, al determinar
proteina cruda, que la quitina aporta nitrégeno
no proteico, por lo que es necesaria la correc-
cion correspondiente.

El porcentaje de recuperacion de quitina ob-
tenido con la técnica descrita es aceptable y
confiable. El factor de conversiéon obtenido
corresponde a quitina pura proveniente de
crustaceos, por lo que esta técnica se puede em-
plear para analizar quitina de crustaceos. Cabe
mencionar que a pesar de existir otro tipo de
técnicas para el analisis de quitina, la adapta-
cion de la técnica de Black y Schwartz se puede
realizar en un laboratorio de anilisis de alimen-
tos convencionales.
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