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Abstraet 

Chitin from shrimp shells was prepared to evaluate the productlon of extracellular chitinase from 
Serratia marcescens gM B1466ln submerged cultu re under controlled condltions oftemperature (28°Cl. 
shaking (150 ¡pro) and pH (7 .7). 

To detennlne the composition of chitln on the s hell, Ihe material was ground , classUled by sieVing. 
deproteinized and demineralized. The proximate waste analysis indicates a high content of crude protein 
(36.1 1 % ). The hlghest chltlnase actlvity during the enzymatic hydrolysis process was 1.91 Ilffiols. 
equlvalenl to N-acletylglucosamine produced per mi of filtered culture: this determines the enzyme 
capacity of hydrolysis on tbe crystalline chitin . The percen tage of chlt1n conversion durlng fennentation 
(73%) is the res ult ofthis activity. The N-acetylglucoSamine produced is used by the bacterium for growth. 
which was adJu sted to the Monod model . 

Key words: Extracellular chitinase. sluimp shells, chitln. 

Producción 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 producción de quitinasa 
extracelular de la Serratia marcescens gM B 1466 en un cultiVo sumergido bajo condicion es controladas 
de tem peratura (28°C) , agit ación (150 ¡pm) y pH (7 .7). 

Para detenninar la composición de quitina en la concha, el material fue molido y clasificado en 
tamices, desprotelnizado y desmineralizado. El análisis proximal del desecho. indica un alto contenido de 
proteína cruda . 36.1 1%. La máxima actividad de quitinasa durante el proceso de hidrólisis enzlroática 
fue , 1,91 ¡.unoles equivalentes de N-acet ilglu cosamtna producidos por mI de cultivo filtrado; esto 
detenntna la capacidad de hidrólisis de la enzim sobre la quitina cristalina. El porcentaje de conversión 
de la quitina , durante la fennentación. (73%). es el resultado de esta actividad. La N-acetilglucosamina 
producida es uUlizada por la bacteria para su crecimiento el cual se ajustó al modelo de Mon od. 

Palabras clave: guiUnasa extracelular, conchas de camarón, quitina. 
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Introducción 

En los últimos años se han conceptu alíza
do los procesos de manejo de los desechos sólidos 
con el objeto de generar nuevas fuentes de u tili
zación y reducir el efecto contaminante qu e éstos 
produ cen. Una consideración ordenada y eficien 
te de los problemas específicos. deb idamente 
identificados y la combinación de los diversos 
elementos funcionales . (recolección del desecho 
generado; transferencia y transporte; procesado 
y recuperación; y disposición final) permiten es
tabl cer esquemas adecuados para el manejo de 
estos desechos, optimizando los sistemas para 
p roporcionar las soluciones, de acuerdo con to
das las restricciones Impuestas por los usuanos 
y los que son afectados o controlan su uso [l J. 

La transformación e industrialización de 
los productos del mar originan materiales orgáni
cos en descomposición , sustancias inorgánicas 
que pueden ser tóxicas y organismos patógenos. 
Estos desechos dispuestos en playas, mares y 
fuentes de agua dulce , producen un alto grado de 
contaminación afectando la ca pacidad au topuri
ficadora de estas aguas y causando daños irre
versibles a los ecosistemas. 

En el aprovechamiento de los desechos ge
nerados por la explotación e industrialización de 
los productos pesqueros surgen como alternativa 
los procesos de bloconverslón mediante los cua
les se pueden obtener compuestos químicamente 
bien definidos, tales como proteínas, carbohidra
l OS, grasas, enzimas. vitaminas y antibióticos, 
que tienen una apreciable aplicación en la indus
tria alimentaria y en la m edicina. La hidrólisis 
enzimática conduce a la obtención de un ÜDico 
p roducto a través de un sistema enzimático ex
tracelular de un microorganismo específico. ca
paz de digerir la materia insoluble (quitina). Este 
p roducto es la N-acetilglucosamina, de especial 
utilida d en los procesos de producción de proteí
na unicelular. en la industria alimentaria (como 
edu lcorante). con propósitos farmacéuticos y 
químicos . y en el crecimiento de bacterias in testi
nales [2]. 

Aproximadamente el 75% del peso total del 
camarón se considera desecho y del 14 a1 28% del 
peso total de este desecho es quitina, principal 
componente estructural del exoesqu eleto de este 
crustáceo [3) . 

Desp ués de la celu losa la qu lUna es proba
blemen te el poltsacárido más abundante en la 
naturaleza. La quitina es un biopolimero insolu
ble, de alto peso m olecular de cadenas P. (1-4) N
a cetilglucosarnina. Estudios recientes han sido 
dirigidos hacia la u tilización de qu itina p como 
s ustrato para la transformación a productos de 
utilidad . La produ cción de quitinasa microbiana 
ha recibido especial a tención como un paso im
portante en los procesos de bioconversión de los 
desechos de conchas de camarón, [4] y se consi
dera como una de la s variables prinCipales en es
tos procesos, estilnada en u n 12% del costo total 
de producción [5] . Según men cionan algunos au
tores . la quttinasa activa juega un papel lmpor
tante en la ecología de mu chas bacterias mari
nas. algunas de ellas patógen as como el Vibrio 

cholerae. Interacciones entre estos microorganis
mos y materiales qultináceos son consideradas 
de gran interés para el control Indirecto en la epi
demiología de enfermedades [61 . 

Los productos de la h idrólisis de la quitina 
p ueden ser usados en la prodUCCión de proteina 
unicelular para la alimentación animal, en la in
dustria química y farmacéu tica. Se ha reportado 
una extensa gama de microorganismos capaces 
de prodUCir qult1nasa extracelular en estado ho
mogéneo, entre estos se mencion an hongos 
como. Streplom.yces anttbioticus. Aspergillus n f
ger, Streptom.yces sp.y Streptomyces orientalis [7 ] 
y de bacterias como Serratia marcescens W 200. 
Aeromonas Uquefaci.ens 2327-[CPB, Serratia 
marcescens 2875-ICPB [8]. Arthrobacter sp. y Es
chericroa coLi. [7 ). 

La quitinasa se encuentra en una gran va
riedad de organism os vivos tales como caracoles, 
crustáceos, insectos, vertebrados, y en semillas 
de judías. pero la fuente m ás importante son los 
microorganismos [9) . 

La quitinasa extracelular de Serrana mar
cescens gM B 1466 fue caracterizada por Mon
real y Reese [9]. después de seleccionarla de 100 
microorganismos estudiados. por ser esta la más 
activa en la producción de la enzima. El sistema 
enzimático de S. marcescens difiere de muchos 
otros sistemas quitlnoliticos que solo actúan so
bre quitina hinchada, éste también puede hidro
Iízar la quitina cristalina. La qu 1tinaSa fue mode
lada como un sistema de dos enzimas que hidro
liza la quitina a N-acetllglucosamina. éste fue 
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descrito como un compues to de dos hldrolasas 

separadas: (i) una endoquinasa [p oly -~- 1,4- (2-a
cetamida-2-dexoxi) O-glucosa glicohldrolasaJ la 
cual produce polímeros de NAGA soluble de bajo 
peso molecular, el dímero N,N-diacetll quitobiosa 
predominante y (ti) una quitobiasa (acetil-ami
da-dexmd-glucohidrolasal la cual hidroliza los 
intermedios a NAGA [l O}. 

El objetivo del presente estu dio fue u tilizar 
la quJUna obtenida de conchas d e cam.arones 
procesados en la región zuliana como sustrato 
para la producción de quitinasa extracelular de 
la Serrat'ía marcescens QM B 1466. El desecho fue 
debidamente caracterizado y evaluado en sus 
propiedades fisico-químicas. También fue estu 
diada la cinética de crecimiento del microorga
nismo utilizado en el medio con quitina y la des
composición de este sustrato durante el proceso 
de fennentación. 

Procedimiento Experimental 

Materiales 

Desechos de conchas de camarón 

Las con chas de camarones se obtuv1eron de 
una planta procesadora u bicada en Maracaibo. 
Estado Zulla, de camarones Penaus vannamei 

procedentes del Golfo de Venezuela. 

Organismo 

Se utilizó Serratia marcescens gM B 1466. 
provenien te de la American 1'ype Culhrre Collec
tion, (ATee), ésta se obtuvo en estado liofllizado y 
fue debidamente rehidratada y a ctivada según 
especificaciones del proveedor. 

Metodologia 

Pretratamiento: El pretratamiento d el de
sech o de anchas de camarón Incluyó la reduc
ción de tamaño. desproteini2ación y desminerali
zación . 

Reducción de ta.maflo: Las conchas de ca
marón fueron molidas y clasificadas con tamices 
de mallas de 20 a 70 (0.85 - 0.21 mm). 

DesproteiDización y desmineralización: 
Con el objetivo de obtener quitina semipurlficada 
de las conchas de camarón. éstas se trataron con 
ácido y base para remover residuos proteicos y 

calcáreos. La quitina molida y tamiza da fue tra
tada con una solución de HCI 0 ,6 N mezclada en 
una relación l 1: 1 durante 3 horas a 2 8°C. Des
pués de flltraday lavada, se m ezcló con u n a solu
ción 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 tamaño de partícula de 0,85 
y O,21mm [4}. 

Caracterización: Se evaluaron las propie
dades fis ico-quim.icas en lénninos de proteínas. 
grasas . cenizas. maleria seca (análiSis proximal o 
de Weende) [1lJ, y composición de quitina en la 
concha de camarón. 

Quitina: El porcentaje de quitina en base 
seca se detenninó grav1métrtcamente después de 
la desminerallzación y desproteinización del de
s echo de conchas de camarón. 

Quitina coloidal: 25 gramos de quitina 
molida y tamizada e suspendieron en 250 ml de 
ácido fosfórico al 85% y se almacenaron a 4°C du 
rante 24 horas. A la m ezcla se le adicionó 2 litros 
de agua desionizada. s e filtró y lavó basta obtener 
un pH entre 5 ,0 y 5.5 en el filtrado . Luego. se re
suspendió en agua desionizada y se adicionó hi 
dróxido de sodio IN para s u bir el pH a 7.0. La 
mezcla se centrifugó a 8.000 x g. 10 min. , se s e
pararon los pellets de quitina y se almacenó a 4 oC 
hasta su uso. La concentración de qu itina se cal
culó por secado basta peso constante a 50°C, 
l121. 

Fermentación: Cepas de Serratia marees· 

cens gM BI466. mantenidas en cuñas de agar 
n utritivo fueron utilizadas para preparar una 
suspensión de esporas que luego fue transferida 
a frascos erlenmeyer de 250 m i, con 50 mI d e me
dio mineral y quitina (6 gi L) esterilizada a 121 °C 
y 15 psi. durante 15 mino El p H del medio de cul
tivo fue ajustado antes de la esterilización a 8.3 
con una solución de NaOH al 4% p /v. Después de 
auloclavado el p H del medio fue 7 .7: controlado 
durante la fennentación por la a dición de un 
b uffer de fosfato {91. El cultivo por carga se hizo 
por triplicado. 

Medio de cultivo: La composición del me
dio de fermentación (Bennett y Hood. 1980) fue 
en giL: quitina pretratada. 6 ,0: extracto de leva
dura (Merck), 1,0; KH2P04. 0,2; K2HP04, 0 .8; 
(NH4)S04. 0,5; MgS04 . 7H20. 0 .2; FeC13 . 2H20. 
0.01; ZnS04 . 7H20 , 0 ,00 1 [4}. 
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Contaje de células: El con taje de células se 
realizó por triplicado mediante el método de con
teo directo, haciendo diluciones a prop iadas en 
solución salina (0.85%) y un medio sólido de 
composición en g i l: Agar nutritivo (Merckl, 15 ,0 ; 
bactotriptona (Merck). 10.0; extracto de levadura 
(Merckl. 5,0 [41. Las placas fueron incubadas a 
28°C du rante 24 h. 

Consumo de sustrato: Para detenninar la 
descomposición por pérdida de peso de la quitina 
en el cu ltivo puro. se usó una variación del méto
do propuesto por Carroad yTom [8 ]. Se calentó la 
qu itina a 100°C durante una hora con h idróxido 
de potasio al 10% p/v, luego se adicionaron 2 mI 
de h ipoclortto al 50% en caliente para terminar 
de digerir la materia celular. se pasó por filtros de 
vidrio, se secó durante 24 horas a 105°C y final 
mente se determinó gravirnétricamen te la quitina 
remanen te . 

Actividad quitinoUtica: Un mililitro de fil
trado del cultivo se incubó con 1 m I de quitina co
loidal al 1% en UD bu ffer de fosfato citrato (N / 20, 
pH 6,6) durante 1 hora [9 ]. En 1 mI de sobrena
dante se mldió el azúcar reductor por el m étodo 
del ácido 3,5 dinitrosalicilico (nNS) [13]. usando 
u na curva patrón de N-acetilglucosamina. Un a 
unidad de actividad enziInática fue definida 
como la cantidad de enzima requerida para pro
ducir 1 flmol de N-acetilglucosamina bajo estas 
condiciones. 

Determinaci6n de la velocidad especifi
ca de crecimiento. 11m y la constante de satu
raci6n. Jc.. rendimiento celular. YK/s. y la cons
tante de mantenJm.lento. rrls: Lo parámetros, 

flm. ks, se determinaron a partir de los res ultados 
experimentales obtenidos de la concentración ce
lulary sustrato consumido durante el crecimien
to de la Serratta marcescens bajo el fundamento 
del modelo de Monod [14]. que sugiere la iguien
te ecuación: 

dx Jl",Sx,
r = -=-- (1 ) 
, dI k, +S 

donde rx es la velocidad de creclm.iento celu lar 
(Kg . m-3 h -1); S es la concentración de sustrato 
(kg . ro . 3) . Y Xv es la concen tración de células via
bIes (Kg . m .3) estas son variables que se obtienen 

de los datos experimentales; flrn , es la velocidad 
específica máxima de crecimiento (h· l 

) ; y Ks . la 

constante de satura ción para el sustrato (Kg . 
m'3). Todos estos parámetros son cara cteristicos 
de algunos microorganismos para un proceso 
que guarde las mismas condiciones de tempera
tura, pH. concentración del sustrato y otras con 
diciones ambientales [1 5). 

Si se grafican los dobles recíprocos de las 
variables, p y S, esto es, l/p vs l/S, se obtien en 

los parámetros flm Y ks (determinación gráfica por 
Lineweaver-Burk). 

1 k .l 1 s-=--+- (2) 
!l Jl",S !l", 

donde, ks / flm es la pendiente y 1/ flm es la orde
nada al origen de la linea recta. 

La relación de la masa celular formada y la 
masa del sustrato requerido se define como el 
factor de rendimiento, Y x/s (Kg células.Kg de 
fuente de carbono , 1). La velocidad de consum o de 
sustrato es tilla variable dependiente del factor 
de rendimiento de la blomasa sobre el sustralo, 
Yx / s y la constante de mantenirnJento, ms (Kg de 
fuente de carbono.Kg de células· l h -l l [1 5] . 

La ecuación (3) define la velocidad de con
urno del sustrato, y los parámetros Yx / s y ms se 

detenninan de la misma manera qu e para el caso 

de flm Yks . 

r 
r=-'- +m x (3) 
s Y , S V 

X i 

La ecuación final de la recta que permite 
hallar por el método gráfico estos valores. queda 
de esta forma: 

r 1 r 
-'-=- 2..+ m (4) 
x,o Y,o,,' x. ' 

donde, 1 /Yx/s es la pendien t e de la recta y rns ,es 
la ordenada al origen. 

Resultados y Discusión 

Caracterizaci6n del desecho de conchas 
de cam.ar6n 

El análisis proximal del desecho de conchas 
de camarón secado a 32°C durante varios días. 
molidas y tamizadas hasta obtener un diámetro 
de partícula en tre 0.85 mm y 0.21 mm, muestra 
un 36 .6% de proteína n a tiva. 22.2% de quitina. 
4.1 % de grasas y 36. 1 % de cen izas. Estos resul-
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Figura l . Actividad de la quitinasa. concen tración del s ustrato y crecimiento celular du rante el cultivo 
de S. marcescens en un medio con quit ina. 

tados indican un alto contenido de proteína nati  proteína nativa deben ser des incorporados de la 
va (36,6%), la cual convierte a este desecho en es tructura del desecho para que la qu itin a crista
una importante materia prinla en los procesos de lina pueda ser degradada por la hidrólisis enzi 
recupera ción de proteínas. Este valol' es mucho mática de la S. marcescens QM B 1466. El por
menor a los obten idos por Romo y col. (63,5%) centaje de grasa obtenido (4 , 1 %) es rela tivamen te 
[16] , en el material de desecho del procesamiento baja, esto se debe a la exposición por varios días 
de /criIl y ligeramente menor a los reportados por del material al proceso de secado, volatílízándose 
García y col. (39,6%) [17], en con chas de cama algunos ácidos orgánicos y aceites que son consi
rón. En el primer caso, las especies estudiadas derados en el m étodo de análisis. Esto se reafir
detenninan la diferencia entre estos porcentajes, ma con el alto valor de materia seca obtenido, 
y en el segundo caso la var:!ación está. s ujeta a las (87,96%). 
diferen tes temporadas de recolección del cama 
rón . Cultivo por carga de S . Marcescens 

El alto conten ido de qu itina se ubica entre QMB1466 
la reportada por Ashlord y col. , citada por Revah 

Producción de quitinas8 eItracelular 
y col. [3 1 para conchas de camarones . La quitina 

durante el creclmlento de la S. marcescens 
es el constituyente principal de la estIuctura de 

QMB1466
la con cha y su a sociación con la proteína y el 
C03Ca defin e la cantidad presente en este crus La Figura 1, mues tra el progreso de la fer
táceo. Esta quitina puede ser utilizada como sus mentación de la S. marcescens gM B1466 en un 

trato en un proceso de bioconversión a proteína m edio basal con quitina com o la ú n ica fuente de 

u nicelular aumentando la importancia del dese carbono. La. producción del sistema enzimático 
cho de conchas de camarón como fuente de pro quitlnasa fue expres ado en ¡xmoles d e N -acetil
teína [1 7J . El porcentaje de cerúzas determinado glucosamina equivalentes formados en e l cultivo 
en este análisis (36,1 %), es elevado comparado fil trado en un periodo de 10 días. Desde las prt
con el ob ten ido pol' Romo y col. (11 ,2%) [16J en meras 2 4 h oras del cultivo se observa una pro
conchas de krill Bough y col. (18J reportan valo du cción de quitinasa acelerada has ta los 4 clias 
res entre 31 -35% en conchas de camarón y Gar siguien tes, esto se relaciona con el incremento de 
cía y col. (28,1 %) [1 7 J en el m ismo tipo d e dese la densidad de células y la qu itina con sum id a en 
cho. Este porcentaje representa el material inor este periodo . Después del quinto día este incr e
gánico que no se destIuye al incinerar la m uestra mento es moderado , proporcionalmente al con
y contiene minerales esenciales que junto con la sumo del sustrato, a pesar de la d isminución del 
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Tabla 1 

Parámetros del modelo para el cultivo de S. marcescens QM B1466 en un medio con quitina 


bConcentración de ks a Yx/ s m sb 
7 quitina inicial (gi L) [gqUitina IL) [107 cel. / gqul tinaJ [gquiuna/lO cel.h} 

6 0.149 9.046 4.95 5.81 


a Corro = 0,948. b Corro = 0,986 

20~------------------------------, 1..4 

1.2 

15 ::= 
<lO 

:;"" o.]
~ 

c:.>e JO 

0. 6- -=~ ~ 
~ ---., 0.4...

5 

0.2 

oo --------~------.---------------~ 
0.2 o O.OS 0 ..1 0.15 0 . :2 0.25 0.3o 0.05 0.1 O.IS 

L/S, (L/gqultln.) 

Figura 2. Detenninación de los parám etros de crecimiento celular. a) 11mY K.: b) Y./S Y m •. por el método 
de línea recta de Lineweaer-Burk. 

crecimien to del microorganism o. Corno se obser 
va . la producción de quitinasa no s e vió minimi
zada en toda la fermentación lo que determina 
que no se produjo d egradación por proteasas ex
tracelulares [12). La reducción de la cantidad de 
partícu las de quitina al final de la fermen tación 
en el medio es el resultado de la actividad enzi
mática. La máxima producción de quitinasa du

rante la fe rmentación fue 1.9 1 Ilmoles de NAGA 
equivalentes . s iendo este valor ligeramente ma
yor al obtenido por Rowena y col . [121 para el mis

mo sustrato y tiempo de cultivo (1.21 ¡,tmol de 
NAGA). 

En este estudio el porcen taje de perdida de 
peso del s u strato. quitina fu e 73%. Carroad y 
Col. [8 ] ob tuvieron valores menores cu ando u tili
zaron el mJsmo sustrato y otros microorganis
mos, incluyendo la S. marcescens gM B1466. 

Estos autores también evaluaron el porcen
taje de pérdida de peso utilizando quitina en for
ma coloidal obt.eniendo mejores resultados corno 
consecuencia de la mayor área de superficie ex

puesta para la reacción (92 ,6% cuando u tilizaron 
Serratia marcescens gM 8466) [19] 

Parimetros de crecimiento celular. 11m. les. 
Yll'/8 Y Ills. 

La Tabla l muestra los parámetros de creci· 
miento celular sobre quitina de conchas de ca 
marón que definen el modelamiento de la feTlllen 
tación. los cuales fueron determinados por el me 
todo de línea recta de Lineweaver-Burk de la FI
gura 2 (a . b ). Los resultados demuestran que el 
comportamiento del microorganismo utilizado en 
el proceso de fermen tación estudiado cumple con 
el m odelo de Monod. y son similares a los reporta
dos por Cosio y col. [4J. basados en el modelo de 
BouIton . 

El modelo experimental de la fermentación 
queda definido cuando se sustituyen es tos pará
metros en las ecuacion es de velocidad de crec!
mien to y consumo de s ustrato descritas por Mo
nodo 
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l. Crecimiento celular: 

dx 
-	 = r (5)dt x 

Sustituyendo los valores de flm Y ks en la 
ecuación (1) de la velocidad de crecimiento se tie 
ne , 

O,149S 
r = x (6)\ 	 9,046 + S ,. 

Fuente de carbono: 

ds 
-=r 	 (7)dI s 

Sustituyendo los parámetros. Yx / s y TTls. la 
ecuación (4) queda definida como se muestra: 

r = r, 7 + 5,81· 1O-7x (8), 	 4,95 · 10 

Conclusiones 

l. La quitina de la concha de camarón es u n 
sustra to adecuado para el creciIniento de la S. 
marcescens QM B1466 Y la producción de quitl 
nasa extracelular. en un cultivo s umergido bajo 
condiciones controladas. 

2. La actividad enzimática en el cultivo es 

alta, (l,91 llmoles de NAGA equivalentes/ mI). de
terminando su capacidad de hidrólisis sobre la 
quitina, siendo el azúcar reductor N-acetilgIuco
samina el único producto de esta hidrólisis. 

3. El incremento de la actividad enzimática 
es proporcional al consumo del sustrato. La con 
versión de la quitina durante la fermentación 
(73%) , es el resultado de esta actividad. 

4. El cultivo de la Serratia marcescens gM 
B1466 en el medio u tilizado, con quitina como 
única fuente de carbono cumple con el modelo de 
crecimiento celular de Monod. Los parámetros de 

crecimien to, 11m' ks, Yx / s y ms determinados, defi 
nen este modelo. 
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