Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 20, N? 3, 215-222, 1997

Production of extracellular chitinase from
Serratia marcescens QM B1466 using chitin
from shrimp shells waste

Eduardo A. Ramones, Gisela B. Paez, Zulay M. Marmol, José Ferrer
and Marisela Rincén
Escuela de Ingenieria Quimica, Facultad de Ingenieria, Universidad del Zulia
Apartado 526, Maracaibo, Venezuela.
E-mail: jferrer@luz.ve, gpaez@luz.ve, eramones@luz.ve

Abstract

Chitin from shrimp shells was prepared to evaluate the production of extracellular chitinase from
Serratia marcescens QM B1466 in submerged culture under controlled conditions of temperature (28°C),
shaking (150 rpm) and pH (7.7).

To determine the composition of chitin on the shell, the material was ground, classified by sieving,
deproteinized and demineralized. The proximate waste analysis indicates a high content of crude protein
(36,11%). The highest chitinase activity during the enzymatic hydrolysis process was 1,91 pmols,
equivalent to N-actetylglucosamine produced per ml of filtered culture; this determines the enzyme
capacity of hydrolysis on the crystalline chitin. The percentage of chitin conversion during fermentation
(73%) is the result of this activity. The N-acetylglucosamine produced is used by the bacterium for growth,
which was adjusted to the Monod model .
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Produccion de quitinasa extracelular de Serratia
marcescens QM B1466 utilizando quitina del
desecho de conchas de camarones

Resumen

La quitina de las conchas de camarones fue preparada para evaluar la produccion de quitinasa
extracelular de la Serratia marcescens QM B1466 en un cultivo sumergido bajo condiciones controladas
de temperatura (28°C), agitacion (150 rpm) y pH (7.7).

Para determinar la composicién de quitina en la concha, el material fue molido y clasificado en
tamices, desproteinizado y desmineralizado. El analisis proximal del desecho, indica un alto contenido de
proteina cruda, 36,11%. La maxima actividad de quitinasa durante el proceso de hidroélisis enzimatica
fue, 1,91 pmoles equivalentes de N-acetilglucosamina producidos por ml de cultivo filtrado; esto
determina la capacidad de hidrélisis de la enzima sobre la quitina cristalina. El porcentaje de conversion
de la quitina, durante la fermentacion, (73%), es el resultado de esta actividad. La N-acetilglucosamina
producida es utilizada por la bacteria para su crecimiento el cual se ajust6 al modelo de Monod.

Palabras clave: Quitinasa extracelular, conchas de camarén, quitina.
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Introduccion

En los ultimos anos se han conceptualiza-
do los procesos de manejo de los desechos solidos
con el objeto de generar nuevas fuentes de utili-
zacion y reducir el efecto contaminante que éstos
producen. Una consideracion ordenada y eficien-
te de los problemas especificos, debidamente
identificados y la combinacion de los diversos
elementos funcionales, (recoleccion del desecho
generado; transferencia y transporte; procesado
y recuperacion; y disposicion final) permiten es-
tablecer esquemas adecuados para el manejo de
estos desechos, optimizando los sistemas para
proporcionar las soluciones, de acuerdo con to-
das las restricciones impuestas por los usuarios
y los que son afectados o controlan su uso [1].

La transformacion e industrializacion de
los productos del mar originan materiales organi-
cos en descomposicion, sustancias inorganicas
que pueden ser toxicas y organismos patogenos.
Estos desechos dispuestos en playas, mares y
fuentes de agua dulce, producen un alto grado de
contaminacién afectando la capacidad autopuri-
ficadora de estas aguas y causando danos irre-
versibles a los ecosistemas.

En el aprovechamiento de los desechos ge-
nerados por la explotacién e industrializacion de
los productos pesqueros surgen como alternativa
los procesos de bioconversion mediante los cua-
les se pueden obtener compuestos quimicamente
bien definidos, tales como proteinas, carbohidra-
tos, grasas, enzimas, vitaminas y antibioticos,
que tienen una apreciable aplicacion en la indus-
tria alimentaria y en la medicina. La hidrolisis
enzimatica conduce a la obtencién de un unico
producto a través de un sistema enzimatico ex-
tracelular de un microorganismo especifico, ca-
paz de digerir la materia insoluble (quitina). Este
producto es la N-acetilglucosamina, de especial
utilidad en los procesos de produccion de protei-
na unicelular, en la industria alimentaria (como
edulcorante), con propésitos farmacéuticos y
quimicos, y en el crecimiento de bacterias intesti-
nales [2].

Aproximadamente el 75% del peso total del
camaron se considera desecho y del 14 al 28% del
peso total de este desecho es quitina, principal
componente estructural del exoesqueleto de este
crustaceo [3].

Después de la celulosa la quitina es proba-
blemente el polisacarido mas abundante en la
naturaleza. La quitina es un biopolimero insolu-
ble, de alto peso molecular de cadenas B, (1-4) N-
acetilglucosamina. Estudios recientes han sido
dirigidos hacia la utilizacién de quitina § como
sustrato para la transformacion a productos de
utilidad. La produccion de quitinasa microbiana
ha recibido especial atencién como un paso im-
portante en los procesos de bioconversion de los
desechos de conchas de camaron, [4] y se consi-
dera como una de las variables principales en es-
tos procesos, estimada en un 12% del costo total
de produccion [5]. Segin mencionan algunos au-
tores, la quitinasa activa juega un papel impor-
tante en la ecologia de muchas bacterias mari-
nas, algunas de ellas patégenas como el Vibrio
cholerae. Interacciones entre estos microorganis-
mos y materiales quitinaceos son consideradas
de gran interés para el control indirecto en la epi-
demiologia de enfermedades [6].

Los productos de la hidrélisis de la quitina
pueden ser usados en la produccion de proteina
unicelular para la alimentacién animal, en la in-
dustria quimica y farmacéutica. Se ha reportado
una extensa gama de microorganismos capaces
de producir quitinasa extracelular en estado ho-
mogéneo, entre estos se mencionan hongos
como, Streptomyces antibioticus, Aspergillus ni-
ger, Streptomyces sp. y Streptomyces orientalis [7]
y de bacterias como Serratia marcescens W 200,
Aeromonas liquefaciens 2327-ICPB, Serratia
marcescens 2875-1CPB [8], Arthrobacter sp. y Es-
cherichia coli [7].

La quitinasa se encuentra en una gran va-
riedad de organismos vivos tales como caracoles,
crustaceos, insectos, vertebrados, y en semillas
de judias, pero la fuente mas importante son los
microorganismos [9].

La quitinasa extracelular de Serratia mar-
cescens QM B1466 fue caracterizada por Mon-
real y Reese [9], después de seleccionarla de 100
microorganismos estudiados, por ser esta la mas
activa en la produccién de la enzima. El sistema
enzimatico de S. marcescens difiere de muchos
otros sistemas quitinoliticos que solo actiian so-
bre quitina hinchada, éste también puede hidro-
lizar la quitina cristalina. La quitinasa fue mode-
lada como un sistema de dos enzimas que hidro-
liza la quitina a N-acetilglucosamina, éste fue
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descrito como un compuesto de dos hidrolasas
separadas: (i) una endoquinasa [poly-B-1,4- (2-a-
cetamida-2-dexoxd) D-glucosa glicohidrolasa) la
cual produce polimeros de NAGA soluble de bajo
peso molecular, el dimero N,N-diacetil quitobiosa
predominante y (ii) una quitobiasa (acetil-ami-
da-dexoxi-glucohidrolasa) la cual hidroliza los
intermedios a NAGA [10].

El objetivo del presente estudio fue utilizar
la quitina obtenida de conchas de camarones
procesados en la region zuliana como sustrato
para la produccion de quitinasa extracelular de
la Serratia marcescens QM B1466. El desecho fue
debidamente caracterizado y evaluado en sus
propiedades fisico-quimicas. También fue estu-
diada la cinética de crecimiento del microorga-
nismo utilizado en el medio con quitina y la des-
composicion de este sustrato durante el proceso
de fermentacion.

Procedimiento Experimental

Materiales

Desechos de conchas de camarén

Las conchas de camarones se obtuvieron de
una planta procesadora ubicada en Maracaibo,
Estado Zulia, de camarones Penaus vannamei
procedentes del Golfo de Venezuela,

Organismo

Se utilizd Serratia marcescens QM B1466,
proveniente de la American Type Culture Collec-
tion, (ATCC), ésta se obtuvo en estado liofilizadoy
fue debidamente rehidratada y activada segan
especificaciones del proveedor.

Metodologia

Pretratamiento: El pretratamiento del de-
secho de conchas de camarén incluy6 la reduc-
cion de tamano, desproteinizaciéon y desminerali-
zacion.

Reduccién de tamafio: Las conchas de ca-
maron fueron molidas y clasificadas con tamices
de mallas de 20 a 70 (0,85 - 0,21 mm).

Desproteinizacién y desmineralizacién:
Con el objetivo de obtener quitina semipurificada
de las conchas de camaron, éstas se trataron con
acido y base para remover residuos proteicos y

calcareos. La quitina molida y tamizada fue tra-
tada con una soluciéon de HC1 0,6 N mezclada en
una relacién 11:1 durante 3 horas a 28°C. Des-
pués de filtrada y lavada, se mezclé con una solu-
cion de NaOH al 1% durante 24 horas a 28°C, la
quitina fue secada y tamizada en mallas entre 20
y 70 para obtener un tamarno de particula de 0,85
y 0,21mm [4].

Caracterizacién: Se evaluaron las propie-
dades fisico-quimicas en términos de proteinas,
grasas, cenizas, materia seca (analisis proximal o
de Weende) [11], y composicién de quitina en la
concha de camaron.

Quitina: El porcentaje de quitina en base
seca se determiné gravimétricamente después de
la desmineralizacion y desproteinizacién del de-
secho de conchas de camaron.

Quitina coloidal: 25 gramos de quitina
molida y tamizada se suspendieron en 250 ml de
acido fosforico al 85% y se almacenaron a 4°C du-
rante 24 horas. A la mezcla se le adiciono 2 litros
de agua desionizada, se filtré y lavé hasta obtener
un pH entre 5,0 y 5,5 en el filtrado. Luego, se re-
suspendi6 en agua desionizada y se adiciond hi-
droxido de sodio 1N para subir el pH a 7,0, La
mezcla se centrifugé a 8.000 x g, 10 min., se se-
pararon los pellets de quitina y se almacené a 4°C
hasta su uso. La concentracion de quitina se cal-
cul6 por secado hasta peso constante a 50°C,
[12].

Fermentaciéon: Cepas de Serratia marces-
cens QM B1466, mantenidas en cunas de agar
nutritivo fueron utilizadas para preparar una
suspension de esporas que luego fue transferida
a frascos erlenmeyer de 250 ml, con 50 ml de me-
dio mineral y quitina (6 g/L) esterilizada a 121°C
y 15 psi. durante 15 min. El pH del medio de cul-
tivo fue ajustado antes de la esterilizacion a 8,3
con una solucién de NaOH al 4% p/v. Después de
autoclavado el pH del medio fue 7,7; controlado
durante la fermentacién por la adicion de un
buffer de fosfato [9]. El cultivo por carga se hizo
por triplicado.

Medio de cultivo: La composiciéon del me-
dio de fermentacion (Bennett y Hood, 1980) fue
en g/L: quitina pretratada, 6,0; extracto de leva-
dura (Merck), 1,0; KHyPO4, 0,2; KoHPOy4, 0,8;
(NH4)SO4, 0,5; MgS04 . 7H50, 0.2; FeClz . 2H50,
0, 01; ZnS0O,4 . 7H50, 0,001 (4].
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Contaje de células: El contaje de células se
realizo por triplicado mediante el método de con-
teo directo, haciendo diluciones apropiadas en
solucion salina (0.85%) y un medio solido de
composicion en g/L: Agar nutritivo (Merck), 15,0;
bactotriptona (Merck), 10,0; extracto de levadura
(Merck), 5,0 [4]. Las placas fueron incubadas a
28°C durante 24 h.

Consumo de sustrato: Para determinar la
descomposicion por pérdida de peso de la quitina
en el cultivo puro, se usé una variacion del méto-
do propuesto por Carroad y Tom [8]. Se calenté la
quitina a 100°C durante una hora con hidréxido
de potasio al 10% p/v, luego se adicionaron 2 ml
de hipoclorito al 50% en caliente para terminar
de digerir la materia celular, se pasé por filtros de
vidrio, se seco durante 24 horas a 105°C y final-
mente se determiné gravimétricamente la quitina
remanente.

Actividad quitinolitica: Un mililitro de fil-
trado del cultivo se incub6 con 1ml de quitina co-
loidal al 1% en un buffer de fosfato citrato (N/20,
pH 6,6) durante 1 hora [9]. En 1 ml de sobrena-
dante se midi6 el azucar reductor por el método
del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) [13], usando
una curva patréon de N-acetilglucosamina. Una
unidad de actividad enzimatica fue definida
como la cantidad de enzima requerida para pro-
ducir 1 pmol de N-acetilglucosamina bajo estas
condiciones.

Determinacién de la velocidad especifi-
ca de crecimiento, p, y la constante de satu-
racién, k;, rendimiento celular, Y,/, y la cons-
tante de mantenimiento, mg: Los parametros,
Im , ks, se determinaron a partir de los resultados
experimentales obtenidos de la concentracion ce-
lular y sustrato consumido durante el crecimien-
to de la Serratia marcescens bajo el fundamento
del modelo de Monod [14], que sugiere la siguien-
te ecuacion:

I o (1)
d k+8

donde rx es la velocidad de crecimiento celular
(Kg . m3 h’l); S es la concentracion de sustrato
(kg . m"3]. ¥ Xv €s la concentracion de células via-
bles (Kg . m'3) estas son variables que se obtienen
de los datos experimentales; um , es la velocidad
especifica maxima de crecimiento {h'l); y Ks, la

constante de saturacion para el sustrato (Kg .
m3). Todos estos parametros son caracteristicos
de algunos microorganismos para un proceso
que guarde las mismas condiciones de tempera-
tura, pH, concentracion del sustrato y otras con-
diciones ambientales [15].

Si se grafican los dobles reciprocos de las
variables, py S, estoes, 1/pvs 1/8S, se obtienen
los parametros p, y kg (determinacion grafica por
Lineweaver-Burk).

1 k.1 1

=——+— (2)
bonS M,
donde, ks / umes la pendientey 1/ um es la orde-
nada al origen de la linea recta.

La relacion de la masa celular formada y la
masa del sustrato requerido se define como el
factor de rendimiento, Y ., (Kg células.Kg de
fuente de carbono ). La velocidad de consumo de
sustrato es una variable dependiente del factor
de rendimiento de la biomasa sobre el sustrato,
Y,/s V¥ la constante de mantenimiento, mg (Kg de
fuente de carbono.Kg de células™ h'l) [15].

La ecuacion (3) define la velocidad de con-
sumo del sustrato, y los parametros Y, ;; y mg se
determinan de la misma manera que para el caso

de pp y ks

s

p;:

+mx, (3)
La ecuacion final de la recta que permite
hallar por el método grafico estos valores, queda
de esta forma:
P22 1 r

= —4m
o Y5 @

v ¥

donde, 1/Yx/s es la pendiente de la rectay ms, es
la ordenada al origen.

Resultados y Discusion

Caracterizacioén del desecho de conchas
de camaroén

El analisis proximal del desecho de conchas
de camarén secado a 32°C durante varios dias,
molidas y tamizadas hasta obtener un diametro
de particula entre 0.85 mm y 0.21 mm, muestra
un 36.6% de proteina nativa, 22.2% de quitina,
4.1% de grasas y 36.1% de cenizas. Estos resul-

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 20, No. 3, 1997


http:carbono.Kg
http:c�lulas.Kg

Produccion de quitinasa extracelular de Serratia marcescens QM B1466

219

Producto formado/m! de cuitivo filtrado (-); Quitina, g/L [+ )

)
el

\ 100

\ 850

%

—_ a4 — T \ —
8 i \ a2
2 | . o
E | / — 530 =
. / -
2 & Y, . =
=3 7 ~ =
g / ~—_ =
< / S < e =
(5} / e I B A [as3
. / - ~
= S e TS
_g ———— =1
= / T
3 o
. T B oot &0
E -
= A

e ‘

o3 - ; - - O
(=] 1 > 4 4 = & 7 & -] 10

Tiempo, (Dias)

Figura 1. Actividad de la quitinasa, concentracion del sustrato y crecimiento celular durante el cultivo
de S. marcescens en un medio con quitina.

tados indican un alto contenido de proteina nati-
va (36,6%), la cual convierte a este desecho en
una importante materia prima en los procesos de
recuperacion de proteinas. Este valor es mucho
menor a los obtenidos por Romo y col. (63,5%)
[18], en el material de desecho del procesamiento
de krill y ligeramente menor a los reportados por
Garcia y col. (39,6%) [17], en conchas de cama-
ron. En el primer caso, las especies estudiadas
determinan la diferencia entre estos porcentajes,
y en el segundo caso la variacion esta sujeta a las
diferentes temporadas de recoleccion del cama-
ron.

El alto contenido de quitina se ubica entre
la reportada por Ashford y col., citada por Revah
y col. [3] para conchas de camarones. La quitina
es el constituyente principal de la estructura de
la concha y su asociacién con la proteina y el
COjCa define la cantidad presente en este crus-
taceo. Esta quitina puede ser utilizada como sus-
trato en un proceso de bioconversion a proteina
unicelular aumentando la importancia del dese-
cho de conchas de camaron como fuente de pro-
teina [17]. El porcentaje de cenizas determinado
en este analisis (36,1%), es elevado comparado
con el obtenido por Romo y col. (11,2%) [16] en
conchas de krill. Bough y col. [18] reportan valo-
res entre 31-35% en conchas de camaréon y Gar-
cia y col. (28,1%) [17] en el mismo tipo de dese-
cho. Este porcentaje representa el material inor-
ganico que no se destruye al incinerar la muestra
y contiene minerales esenciales que junto con la

proteina nativa deben ser desincorporados de la
estructura del desecho para que la quitina crista-
lina pueda ser degradada por la hidrolisis enzi-
matica de la S. marcescens QM B1466. El por-
centaje de grasa obtenido (4,1%) es relativamente
bajo, esto se debe a la exposicién por varios dias
del material al proceso de secado, volatilizandose
algunos acidos organicos y aceites que son consi-
derados en el método de analisis. Esto se reafir-
ma con el alto valor de materia seca obtenido,
(87,96%).

Cultivo por carga de S. Marcescens
QM B1466

Produccién de quitinasa extracelular
durante el crecimiento de la S. marcescens
GOM B1466

La Figura 1, muestra el progreso de la fer-
mentacion de la S. marcescens QM B1466 en un
medio basal con quitina como la tnica fuente de
carbono. La produccion del sistema enzimatico
quitinasa fue expresado en umoles de N-acetil-
glucosamina equivalentes formados en el cultivo
filtrado en un periodo de 10 dias. Desde las pri-
meras 24 horas del cultivo se observa una pro-
duccion de quitinasa acelerada hasta los 4 dias
siguientes, esto se relaciona con el incremento de
la densidad de células y la quitina consumida en
este periodo. Después del quinto dia este incre-
mento es moderado, proporcionalmente al con-
sumo del sustrato, a pesar de la disminucion del
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Tabla 1
Parametros del modelo para el cultivo de S. marcescens QM B1466 en un medio con quitina
Concentracion de pm 21 Yx/sb ms”
quitina inicial (g/L) (h'Y (gquitina /L) (107 cel./gquitind)  (gquitina/10”cel.h)
6 0,149 4,95 5,81
% Corr. = 0,948. ° Corr. = 0,986
20 1 1.4 ‘] = |
//} 1s2 ,//)
15 o //'/ = i1 /,:///,
o~ E <
P = o8- T
g 10+ 7~ < | v |
= o E os
] v ot |
| = i |
5 P e
0.2 ~l
0 - - - L} ‘ T T T T !
o 0.05 0.1 0.15 0.2 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

l/s, (L/gqulllnn)

r/x, (h')

Figura 2. Determinacion de los parametros de crecimiento celular, a) y, y K,; b) Y,,, y m,, por el método
de linea recta de Lineweaer-Burk.

crecimiento del microorganismo. Como se obser-
va, la produccion de quitinasa no se vié minimi-
zada en toda la fermentacién lo que determina
que no se produjo degradacion por proteasas ex-
tracelulares [12]. La reduccion de la cantidad de
particulas de quitina al final de la fermentacion
en el medio es el resultado de la actividad enzi-
matica. La maxima produccion de quitinasa du-
rante la fermentacion fue 1,91 pmoles de NAGA
equivalentes, siendo este valor ligeramente ma-
yor al obtenido por Rowenay col. [12] para el mis-
mo sustrato y tiempo de cultivo (1.21 pmol de
NAGA).

En este estudio el porcentaje de pérdida de
peso del sustrato, quitina fue 73%. Carroad y
Col. [8] obtuvieron valores menores cuando utili-
zaron el mismo sustrato y otros microorganis-
mos, incluyendo la S. marcescens QM B1466.

Estos autores también evaluaron el porcen-
taje de pérdida de peso utilizando quitina en for-
ma coloidal obteniendo mejores resultados como
consecuencia de la mayor area de superficie ex-

puesta para la reaccion (92,6% cuando utilizaron
Serratia marcescens QM B466) [19]

Pardmetros de crecimiento celular, um, ks,
Yx/s y ms.

LaTabla 1 muestra los parametros de creci-
miento celular sobre quitina de conchas de ca-
maron que definen el modelamiento de la fermen-
tacion, los cuales fueron determinados por el mé-
todo de linea recta de Lineweaver-Burk de la Fi-
gura 2 (a, b). Los resultados demuestran que el
comportamiento del microorganismo utilizado en
el proceso de fermentacion estudiado cumple con
el modelo de Monod, y son similares a los reporta-
dos por Cosio y col. [4], basados en €l modelo de
Boulton.

El modelo experimental de la fermentacion
queda definido cuando se sustituyen estos para-
metros en las ecuaciones de velocidad de creci-
miento y consumo de sustrato descritas por Mo-
nod.
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1. Crecimiento celular:
= (5)
Sustituyendo los valores de pp, y kg en la

ecuacion (1) de la velocidad de crecimiento se tie-
ne,

L 495

904648 (6)
Fuente de carbono:

ds

@ =l (7)

Sustituyendo los parametros, Y, /sy mg, la
ecuacion (4) queda definida como se muestra:

r,

=% 1581107
" 495.100 * (8)

Conclusiones

1. La quitina de la concha de camarén es un
sustrato adecuado para el crecimiento de la S.
marcescens QM B1466 y la produccién de quiti-
nasa extracelular, en un cultivo sumergido bajo
condiciones controladas.

2. La actividad enzimatica en el cultivo es
alta, (1,91 pmoles de NAGA equivalentes/ml), de-
terminando su capacidad de hidrélisis sobre la
quitina, siendo el azticar reductor N-acetilgluco-
samina el tinico producto de esta hidrélisis.

3. El incremento de la actividad enzimatica
es proporcional al consumo del sustrato. La con-
versién de la quitina durante la fermentacion
(73%), es el resultado de esta actividad.

4. El cultivo de la Serratia marcescens QM
B1466 en el medio utilizado, con quitina como
unica fuente de carbono cumple con el modelo de
crecimiento celular de Monod. Los parametros de
crecimiento, py, ks, Yy sy Mg determinados, defi-
nen este modelo.
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