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Resumen

Titulo: Revision sistemética de la literatura sobre la produccién bacteriana de celulasas para

degradar material lignocelulésico*
Autor: Sharoom Colombia Hernandez Salamanca, Silvia Marcela Rodriguez Cuadros**

Palabras Clave: Material lignoceluldsico, celulasas, bacterias, endoglucanasa, exoglucanasa, 3-

glucosidasa.

Descripcion: La presente investigacion tuvo como finalidad desarrollar una revision sistematica
de la produccién bacteriana de celulasas para la degradacion de material lignocelul6sico,
identificando los microorganismos principales involucrados en este proceso. Se llev6 a cabo una
revision bibliografica con la ayuda de editoriales como Springer, Elsevier, Taylor & Francis, lo
que permitid encontrar una totalidad de 401 articulos, de los cuales finalmente se seleccionaron 67
articulos para la extraccion y categorizacion de datos relevantes para la investigacion, entre ellos:
Bacterias asociadas, produccién de celulasas, fuente de carbono, fuente de nitrogeno, pruebas de

screening, pruebas de actividad enzimaética, purificacion y aplicaciones de las celulasas.

Dentro de las bacterias mas destacadas para la produccién de celulasas se encuentran: Bacillus
subtillis, Bacillus tequilensis, Klebsiella sp, y Paenibacillus polymyxa, las cuales son capaces de
producir las tres enzimas principales: Endoglucanasa, Exoglucanasa y Beta-Glucosidasa, a partir
de material lignoceluldsico como fuente de carbono: Bagazo de cafia de azlcar, paja de arroz, paja
de hierba, cascarilla de trigo, aserrin y sustratos comerciales como: Carboximetil celulasa (CMC);

Auvicel, y celobiosa.

El método DNS fue la técnica de medicidn de actividad enzimatica con mayor frecuencia dentro
de la investigacién, se encontr6 que para el género Bacillus, los valores de endoguclanasa,
exoglucanasa y B-glucosidasa estuvieron cercanos a: 21,71 U/ml, 16,07 U/ml y 0,464 U/ml,
respectivamente.

Las celulasas son enzimas con caracteristicas especializadas en la degradacion de celulosa, debido
a esto, se encontraron estudios donde se investigaba su aplicacion en diversos sectores de la

industria (pulpa y papel, textil, alimentario, produccion bioetanol, etc).

*Trabajo de Grado

**Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Viviana
Sanchez Torres Ingeniera Quimica, Ph. D. Codirector: Maria Angélica Angarita Rangel,
Ingeniera Quimica, M.Sc.
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Abstract

Title: Systematic review of the literature on the bacterial production of cellulases to degrade

lignocellulosic material*
Author: Sharoom Colombia Hernandez Salamanca, Silvia Marcela Rodriguez Cuadros**

Keywords: Lignocellulosic material, cellulases, bacteria, endoglucanase, exoglucanase, [-

glucosidase.

Description: The purpose of this research was to develop a systematic review of the
bacterial production of cellulases for the degradation of lignocellulosic material, identifying the
main microorganisms involved in this process. A bibliographic review was carried out with the
help of publishers such as Springer, Elsevier, Taylor & Francis, which allowed finding a total of
401 articles, of which 67 articles were finally selected for the extraction and categorization of data
relevant to the investigation. , among them: Associated bacteria, production of cellulases, carbon
source, nitrogen source, screening tests, enzyme activity tests, purification and applications of
cellulases.

Among the most outstanding bacteria for the production of cellulases are: Bacillus subtillis,
Bacillus tequilensis, Klebsiella sp, and Paenibacillus polymyxa, which are capable of producing
the three main enzymes: Endoglucanase, Exoglucanase and Beta-Glucosidase, from material
Lignocellulosic as a carbon source: Sugarcane bagasse, rice straw, grass straw, wheat husk,
sawdust and commercial substrates such as: Carboxymethyl cellulase (CMC); Auvicel, and

cellobiosa.

The DNS method was the technique for measuring enzymatic activity with the highest
frequency within the investigation, it was found that for the genus Bacillus, the values of
endoguclanase, exoglucanase and p-glucosidase were close to: 21.71 U/ml, 16, 07 U/ml and 0.464
U/ml, respectively.

Cellulases are enzymes with specialized characteristics in the degradation of cellulose, due
to this, studies were found where their application was investigated in various sectors of the

industry (pulp and paper, textiles, food, bioethanol production, etc.).

*Degree work

**Faculty of physicochemical engineering. Chemical engineering school. Director: Viviana
Sanchez Torres Chemical engineer Ph. D. Co-director: Maria Angélica Angarita Rangel,
Chemical engineer M.Sc.
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Introduccion

En el mundo, los residuos vegetales son el recurso renovable méas grande que existe, se
considera que mas del 85% de los residuos agricolas y un gran porcentaje de residuos
agroindustriales son de este tipo (Cruz C. et al., 2011). En este sentido, se estima gue anualmente
se forman 200.000 millones de toneladas de material lignocelulosico residual de las cuales una
fraccion es utilizada para forrajes, composta y obtencidn de energia térmica (Vigueras, Gabriel;
Figueroa Montero, Arturo; Herndndez Guerrero, 2019). Sin embargo, de manera general, en la
agroindustria estos residuos son considerados productos de desecho por lo que son incinerados en
condiciones inadecuadas, generando un aumento en los gases de efecto invernadero, lo que

contribuye al calentamiento global (Cortes Ortiz, 2014)

Esta biomasa lignoceluldsica, dependiendo de su variedad, estd compuesta en mayor parte
por celulosa (25-55%), hemicelulosa (20-50%) y lignina (5-30%), ademas de una gran variedad
de compuestos organicos (grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos, entre
otros) y compuestos inorganicos, como las cenizas (Maryen et al., 2018). De los principales
componentes del material lignoceluldsico, la celulosa un homopolimero lineal de D-glucosa unido
por enlaces B-1,4-glicosidicos, es uno de los biopolimeros méas abundantes en la naturaleza, ya que
conforma la mayor parte de la biomasa terrestre siendo componente estructural de plantas tanto
terrestres, como acuaticas y macroalgas (Vigueras, Gabriel; Figueroa Montero, Arturo; Hernandez
Guerrero, 2019). La celulosa se ha convertido en un polimero de gran interés industrial debido a
la diversidad de su aplicacién, puede ser empleada en la produccion de biocombustibles en el
mercado de las biorefinerias, biopulido y bioacabados, en la industria textil y en la extraccion y

procesamientos de frutas o verduras, en la industria alimentaria; incluso es considerada materia
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prima apta para la obtencion de compost y para el desarrollo de otros productos quimicos de valor

agregado (Jayasekara & Ratnayake, 2019).

Las celulasas son enzimas que permiten degradar la celulosa en azucares fermentables
como la glucosa por medio de mecanismos de hidroélisis (Cortes Ortiz, 2014), por este motivo,
representan una alternativa eficiente que trabaja bajo condiciones de operacion sencillas (Vigueras,
Gabriel; Figueroa Montero, Arturo; Hernandez Guerrero, 2019), con el fin de disminuir costos en
la obtencion de biocombustibles y productos quimicos de importancia comercial (Cortes Ortiz,
2014). Las celulasas pueden ser producidas por diferentes microorganismos entre los cuales se
destacan los hongos y las bacterias, sin embargo, las fuentes bacterianas, en especial del género
Bacillus han tenido gran auge debido a la alta actividad especifica, la eficiencia de produccién
heter6loga de los sistemas bacterianos y la resistencia a ser inhibida por glucosa o celobiosa
(Ovando-chacon & Waliszewski, 2005). Las comunidades bacterianas con alto potencial para
degradar material celuldsico son aisladas de diferentes entornos de biomasa vegetal, entre los
cuales se destacan los lodos, los suelos, las aguas termales e incluso los organismos de algunos

invertebrados (Martinez-Anaya et al., 2008).

El presente trabajo de grado pretende dar respuesta a la pregunta ;Como se da la
produccion, caracterizacion y purificacion de celulasas bacterianas capaces de degradar material
lignoceluldsico? Mediante una revision sistematica de la literatura se buscé obtener informacion
que servira de base para futuras mediciones de la actividad enzimatica de bacterias celuloliticas
pertenecientes al cepario del Grupo de Investigaciones en Minerales, Biohidrometalurgia y
Ambiente (GIMBA), para la linea de investigacion: Remediacion ambiental, tratamiento de

efluentes y valorizacion de residuos.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general
Realizar una revision sistematica de la literatura sobre la produccion bacteriana de enzimas

celulasas para degradar material lignocelulésico.

1.2 Objetivos especificos
o Identificar las diferentes cepas bacterianas productoras de enzimas celulasas

y sus condiciones de cultivo.

. Describir las enzimas mas estudiadas y su actividad enzimatica.

. Conocer las técnicas de purificacion y caracterizacion fisicoguimica de
celulasas.

o Realizar una revision de la literatura sobre las aplicaciones de celulasas en

diversas industrias.

2. Marco conceptual

2.1.Material lignoceluldsico
El material lignocelulésico es un tipo de biomasa vegetal que proviene principalmente de
bosques, cultivos agricolas, residuos de cosechas y otros residuos agroindustriales como residuos
de la industria de la madera y residuos de la industria del papel; por este motivo es considerado
como la fuente de energia, a partir de materia organica renovable, mas abundante en nuestro

planeta (Khan et al., 2022).

La biomasa lignocelulésica se encuentra conformada por componentes estructurales y
componentes secundarios (Barroso Casillas, 2010). Los componentes estructurales comprenden

tres polimeros diferentes: la celulosa, la hemicelulosa y la lignina; donde la proporcién de estos
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polimeros varia dependiendo de la fuente de material lignocelulésico (Rubin, 2008). Los
componentes secundarios se encuentran en menor proporcion, y son denominados extractos y

cenizas (Barroso Casillas, 2010).

2.2.Degradacion de celulosa por hidrolisis enzimatica
La hidrdlisis enzimatica es un método que se basa en la interaccion quimica de un grupo
de enzimas como las celulasas, con el fin de romper las conexiones de la pared celular y de esta

manera transformar la biomasa lignocelulésica en azucares (Niju et al., 2019).

El proceso de hidrolisis enzimética consta de varios pasos. Inicialmente se da la
transferencia de enzimas desde la fase acuosa a la superficie de la celulosa, posteriormente ocurre
el proceso de adsorcion de las enzimas y la formacion de complejos enzima-sustrato, luego se da
lugar a la hidrolisis en fase liquida de la celulosa y la transferencia de los productos de hidrdlisis
de la superficie de las particulas celulésicas a la fase acuosa a granel, y finalmente ocurre la
hidroélisis de celodextrinas y celobiosa a glucosa en la fase acuosa y la desorcién de la celulasa
(Fan, 2014). Este método se realiza a condiciones bajas de temperatura, en un rango de 40 °C a 50
°C, con el objetivo de evitar la corrosion y obtener rendimientos de hidroélisis superiores a los

obtenidos mediante la hidrélisis quimica (Garcia Martin et al., 2010).

2.3.Celulasas
Las celulasas son un complejo enzimatico producido por hongos y bacterias, las cuales son
las responsables de la degradacién de celulosa. Este grupo de enzimas pertenece a la superfamilia
de las glicosil hidrolasas, especializadas en el rompimiento y descomposicion del enlace
glucosidico B-1,4 de la celulosa transformandola en glucosa con el proposito de metabolizarla y

degradar en azucares fermentables (X. Zhang & Zhang, 2013).
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La complejidad estructural de la celulosa ha limitado el aprovechamiento de este material,
por lo que para su hidrolisis se requiere de la union de tres tipos de enzimas: endoglucanasas,

exoglucanasas y -glucosidasas (Gutiérrez-Rojas et al., 2015).

2.3.1. Endoglucanasa
Este tipo de enzimas son producidas por arqueas, bacterias, hongos y algunas plantas, son
las encargadas de la hidrolisis de los enlaces 1,4-B—glucosidicos, liberando una molécula de
celobiosa. Cortan al azar en el interior de la celulosa amorfa, generando oligosacaridos de varias
longitudes de cadena y, en consecuencia, nuevos extremos de cadena. En la mayoria de los casos,
las endoglucanasas fungicas poseen un mdédulo catalitico con o sin un CBM (Carbohydrate
Binding Module), mientras que la endoglucanasa bacteriana puede poseer multiples médulos

cataliticos, CBM y otros mddulos con funcion desconocida (Ge X, 2018).

2.3.2. Exoglucanasa
Las enzimas exoglucanasas actlan de una manera progresiva en los extremos reductores y
no reductores de las cadenas del polisacéarido, es decir en regiones de baja cristalinidad,
descomponiendo los enlaces 1,4 B-D-glucano, liberando glucosa o celobiosa como producto

principal (Ge X, 2018).

2.3.3. p-glucosidasa
Hidrolizan los enlaces B-D-glucosidicos de la celobiosa para producir glucosa, de manera
que se evita el efecto inhibidor en las enzimas endoglucanasas y exoglucanasas por acumulacion

de celobiosa (Ge X, 2018).

La figura 1 nos muestra la conversion de celulosa a mondémeros de glucosa mediante la

accion de las celulasas.
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Figura 1.
Degradacion de celulosa por endoglucanasas, exoglucanasas y - glucosidasas.
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Nota. Adaptado de Nitya Aryasomayajula et al, 2019.

3. Metodologia
Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se llevé a cabo una revision sistematica
de la literatura acerca de la produccion bacteriana de enzimas para degradar material
lignocelulosico; lo anterior, con el fin de evaluar, sintetizar e identificar articulos relevantes
relacionados con el tema de estudio y comparar la informacion que estos proveen con la de otras
observaciones similares, a modo de brindar un punto de partida para el desarrollo de nuevas

investigaciones. En la figura 2 se resumen las etapas desarrolladas a lo largo de la metodologia:

Figura 2.

Etapas desarrolladas a lo largo de la metodologia
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3.1.Busqueda bibliografica
La basqueda de documentos se realizd mediante las bases de datos: ScienceDirect,
Springer, Scifinder Scholar y Taylor & Francis, asi como otras fuentes de informacién adicionales

como: Google Scholar.

La revision se delimit6 en el rango de 2014 a 2021 y se centrd en estudios que incluyeran
dentro del titulo y/o resumen palabras clave (en espanol e inglés) como: “Degradacion de material
lignoceluldsico”, “Celulasas”, “Enzimas lignoceluloliticas”, “Celulasa bacteriana”; de igual
manera, con el fin de facilitar el proceso investigativo y definir el objeto de estudio, se
establecieron ecuaciones de busqueda empleando términos como “AND” y “OR” asi como el uso

de distintas combinaciones de palabras claves en las bases de datos ya mencionadas.

3.1.1. Filtrado de documentos y criterios de seleccion
Una vez finalizada la basqueda, los articulos encontrados fueron compilados dentro de una
matriz de Excel para asi, ser posteriormente sometidos a un proceso de filtrado, seleccién y
descarte con el fin de identificar los documentos que aportaran informacion de valor a los objetivos

de la revision.

En este sentido, se establecieron cinco parametros de seleccion para el filtrado de articulos,

los cuales se mencionan continuacion:

ARo: Uso de articulos con un afio de publicacion entre 2014 y 2021.

Tipo de articulo: Se seleccionaron documentos tinicamente de tipo “Articulo cientifico”,

“Articulo de revision”, “Articulos de datos”, “Mini resefias” y “comunicaciones cortas”.

Titulo: El titulo debia incluir la combinacién de uno o méas de los términos claves

establecidos dentro de la metodologia de investigacion: “Degradacion de material
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lignocelul6sico”, “Celulasas”, “Enzimas lignoceluloliticas”, “Celulasa bacteriana”; y a su vez,
debia expresar relacion con el objeto de estudio: Produccién/purificacion/caracterizacion de

enzimas bacterianas para la degradacion de material celulésico.

Resumen: Se seleccionaron los que presentaban de manera clara los objetivos,
metodologia y resultados de la investigacion relacionados con la degradacion de material

celulésico por medio de enzimas bacterianas.

Contenido: Tras tener en cuenta los criterios propuestos anteriormente, se comprobd si los
articulos de investigacion seleccionados tenian relacion con el objeto de estudio y si respondian a

los objetivos de la revision.

Finalmente, se seleccionaron todos aquellos estudios que abarcaran el tema de la
degradacion de material celulésico mediante enzimas bacterianas y que reportaran datos, cifras u

informacidn relevante a cerca de los siguientes factores:

. Material lignocelulésico: Composicién fisica y quimica del sustrato de
trabajo (Carbono, Nitrogeno, %Humedad, pH)

. Aislamiento, condiciones de cultivo y produccién de microorganismos
bacterianos. (Temperatura, presion, pH 6ptimos)

. Identificacién, métodos caracterizaciéon y purificacion de enzimas
bacterianas celuloliticas.

. Métodos y medicion de la actividad enzimatica.

3.1.2. Extraccion de datos
En esta etapa se realizo la extraccion de datos de interés de cada uno de los articulos que

fueron seleccionados anteriormente. Se sintetizd la informacion en una matriz bibliogréafica
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realizada en Excel, en la cual se incorporaron por medio de columnas los siguientes criterios de
clasificacion: Género y/o especie de la bacteria, condiciones de cultivo de la bacteria, tipo de
celulasa producida por la bacteria, ensayo de la actividad enzimatica y pruebas de screening de la
enzima, DOI y referencias del documento. Las referencias se organizaron empleando el gestor
bibliografico Mendeley. Asimismo, se realiz6 una clasificacion de los articulos seleccionados por
afio de publicacion, para posteriormente efectuar un analisis acerca de la tendencia en
investigaciones atingentes a la produccion de celulasa bacteriana. Los datos obtenidos en esta

clasificacion fueron representados por medio de diagramas de barras, usando Microsoft Excel.

3.2.FASE 2: Evaluacién de actividad enzimatica y técnicas de purificacion
A partir de los articulos seleccionados en la fase anterior, se tuvieron en cuenta aquellos en
los que se detallaran los métodos de medicion de la actividad enzimatica para las celulasas;
asimismo, se evalud si en estas investigaciones se hacia un procesamiento de la enzima, dado que
se puede emplear el extracto crudo, es decir, la enzima sin purificar o la enzima previamente
purificada. Las técnicas fueron clasificadas segun el tipo de método usado: técnicas de medicion

enzimaticas cualitativas y técnicas de medicion enzimatica cuantitativas.

3.3.FASE 3: Elaboracién de una revision sistematica de aplicaciones de celulasas
en la industria
Durante la ultima fase del trabajo de investigacion se desarrollé6 una investigacién con

énfasis en las aplicaciones de enzimas celulasas bacterianas.

En primera medida, se identificaron resefias y articulos con propuestas de aplicacién en la
industria relacionadas con produccion enzimatica de celulasas por bacterias, posteriormente se
extrajeron datos relacionados con el campo de aplicacion, la aplicacion directa y una descripcion

acerca de la misma.
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La informacion obtenida en el proceso anterior fue recopilada y comparada en una matriz

de Excel con el fin de evaluar la importancia de las celulasas en la industria.

4, Resultados

4.1.Busqueda bibliografica

Se emplearon las ecuaciones de busquedas presentadas en la tabla 1, con las que se

obtuvieron un total de 5002 resultados.

Tabla 1.

Blsqueda inicial

BUSQUEDA INICIAL

n Fuente Ecuacion de busqueda Resultados
1 Science Direct 2790
2 Springer Degradation AND lignocellulosic 1824
: material AND bacterial cellulase
3 Tay|0I’ & Francis AND enzyme AND enzyme 371
4 Scifinder 17
TOTAL 5002

4.2.Proceso de filtrado y seleccion de documentos

Los documentos obtenidos en la busqueda inicial fueron sometidos a cinco filtros. El

primer parametro que se tuvo en cuenta fue el de: tipo de articulo, cuyos resultados indican que la

mayor cantidad de documentos extraidos de las bases de datos fueron del tipo: articulo de

investigacion. Asimismo, se depuraron 1494 documentos para un total de 3508 articulos con los

cuales se continu6 al segundo filtro: afio de publicacion.

Por otra parte, teniendo en cuenta los datos obtenidos en el segundo filtro: afio de

publicacion, fue posible observar que los documentos cientificos atingentes a la degradacion de
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celulosa por celulasas bacterianas se encontraban en aumento. Considerando que la busqueda de
articulos se realizo hasta el mes de octubre del afio 2021, no se puede determinar con precision la
tendencia en la cantidad de articulos publicados en comparacion con los afios anteriores; sin
embargo, podemos mencionar que hasta la fecha de busqueda se hallaron 350 articulos para el afio

2021.

Considerando los pardmetros mencionados en la seccion 3.1.2, se continu6 con el proceso
de filtrado por titulo, resumen y contenido. Los resultados de la depuracion se muestran en la figura

3.
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Figura 3.
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Al final del proceso de filtrado y seleccion de documentos, se encontraron 67 articulos

atiles a la investigacion, los cuales pertenecian en su mayoria a articulos del tipo investigacion
(64), mientras una pequefia porcién era del tipo comunicacion corta (3); la informacion

mencionada se presenta en la figura 4.
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Figura 4.
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Igualmente, se encontr6 que durante los afios (2017-2020) hubo una mayor publicacién de
articulos ajustados a los objetivos de la investigacion, siendo el afio 2020 el mas representativo

con 12 estudios al respecto. Lo anterior se muestra en la figura 5.
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En la actualidad, paises como: India, China, Tailandia e Iran son los que presentan mayor
interés en el uso de bacterias celuloliticas para degradar material lignoceluloésico, concentrando el
mayor numero de investigaciones publicadas en este tema: India 31,34% (21 de 67 articulos),
China 13,43% (9 de 67 articulos), Tailandia 7,46% (5 de 67 articulos) e Irdn 7,46% (5 de 67
articulos); esto ocurre, debido que a nivel mundial, el continente asiatico ha mostrado el mayor
nivel de preocupacion sobre el establecimiento de sistemas biosostenibles, con la implementacion
de nuevas plantas y la modernizacion de antiguas mediante el uso de tecnologias de

biorremediacion (Barrera & Zafra, 2018).

Por otra parte, Latinoamérica aparece como una de las zonas menos representativas en la
aplicacion de este tipo de tecnologias, siendo Brasil y México los que presentan el mayor nimero

de investigaciones en el sector.

El nimero de articulos publicados por paises y su frecuencia se presenta en la Figura 6.
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Figura 6.
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4.3. Bacterias productoras de celulasas
Se identificaron 27 géneros de bacterias celuloliticas, entre las cuales se destacan las del
género Bacillus, debido a su capacidad para excretar grandes cantidades de enzimas en el medio
de cultivo, asi como a sus rapidas tasas de crecimiento en comparacion a otras especies bacterianas
(Lee et al., 2016). Este género bacteriano permite la degradacion de material celulésico como:
residuos solidos (granos de destileria china (Yang et al., 2021), paja de pasto (Dar, Pawar,
Chintalchere, et al., 2019), paja de arroz (Shajahan et al., 2017), mazorca de maiz (Oni et al., 2020)

entre otros).
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De igual manera, géneros como Pseudomonas, Paenibacillus, Klebsiella, Clostridium y
Enterobacter exhiben capacidades celuloliticas en residuos de bagazo de cafia, rastrojo de maiz

(S. Zhang et al., 2019), pasto en polvo, cascarilla de sorgo y paja de trigo.

4.3.1. Crecimiento bacteriano
Para que el crecimiento bacteriano tenga lugar, es necesario un aporte adecuado de
nutrientes. Toda bacteria celulolitica requiere una fuente de carbono, nitrogeno, hidrégeno,

oxigeno y demas minerales aptos para su desarrollo (Barrero Laura, 2016).

4.3.1.1.Medio de cultivo

De los principales factores que permiten el crecimiento microbiano de bacterias
celuloliticas se encuentra el medio de cultivo. Para la produccion de bacterias celuloliticas se
emplean en su mayoria medios minerales o definidos tales como: Medio Mineral (Siu-Rodas et
al., 2018), Medio Luria-Bertani (LB) (Almuharef et al., 2020), Medio Bushnell Hass (BHM)
(Saffari et al., 2017), Medio Sal Minima de Berg (BMS) (Dar et al., 2018). La tabla 2 describe las
bacterias celuloliticas encontradas en la investigacion junto con el medio de cultivo empleado para

Su crecimiento.
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Tabla 2.

Medios de cultivo para el crecimiento de bacterias celuloliticas

Bacteria Medios de cultivo Frecuencia
Agar Luria-Bertani
1
(LB)
Paenibacillus sp.
Medio Berg Minimal
2
Salt (BMS)
Agar Luria-Bertani
2
(LB)
Medio Bushnell Hass
5
Bacillus sp. (BHM)
Medio mineral 2
Medio Berg Minimal
2
Salt (BMS)
Acinetobacter sp. Medio mineral 1
Medio Bushnell Hass
Enterobacter sp. 1
(BHM)
Agar Luria-Bertani
Xanthomonas sp. 1
(LB)
Fictibacillus sp. Luria-Bertani (LB) 1
Medio Berg Minimal
2
Salt (BMS)
Klebsiella sp.
Medio Bushnell Hass
1

(BHM)
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Bacteria Medios de cultivo Frecuencia

Agar Luria-Bertani

Escherichia sp. 2
(LB)
Medio Bushnell Hass
Pseudomonas sp. 2
(BHM)
Medio Berg Minimal
Stenotrophomonas sp. 1
Salt (BMS)

4.3.1.2.Fuente de carbono

Todo microorganismo vivo requiere de una fuente de carbono para que su sistema pueda
funcionar, normalmente esta fuente de energia proviene de azucares sencillos como la glucosa,
lactosa, sacarosa, celobiosa, celulosa (Barrero Laura, 2016) y algunos derivados como la
carboximetilcelulosa (CMC) (Gastelum-Arellanez et al., 2014) ; sin embargo, también existen
algunos organismos celuloliticos que pueden emplear distintos compuestos organicos complejos
para su desarrollo, como lo son la paja de arroz (Tantayotai et al., 2017) pasto seco (Ahmed et al.,
2018), aserrin (Kamsani et al., 2016), bagazo de cafia de azucar (Dantur et al., 2015), polvo de

ramio (Chen et al., 2020) entre otros.

4.3.1.3.Fuente de nitrégeno

En diversos articulos se ha investigado la influencia de la fuente de nitrogeno sobre la
produccion de bacterias celuloliticas. En general, existen dos tipos de fuentes de nitrogeno, fuentes
organicas e inorganicas; la primera, asociada a moléculas organicas como las proteinas, los acidos

nucleicos o metabolitos finales como la urea y la segunda, asociada a sales de amonio (acetato de
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amonio, nitrato de amonio, sulfato de amonio, cloruro de amonio, entre otras), (Serpa Ibafez &

Calderon Rodriguez, 2006).

El apéndice A resume las bacterias celuloliticas mas frecuentes encontradas a lo largo de
la investigacion, asi como el medio de cultivo, fuente de carbono y fuente de nitrégeno empleados

para su crecimiento junto con el rango de valores asociado a cada caracteristica.

4.4. Tipos de celulasa
La accion enzimatica para llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa implica la operacion
secuencial y la accién sinérgica de un grupo de celulasas (Ovando-chacon & Waliszewski, 2005),
enzimas pertenecientes al grupo de las glicosil hidrolasas conformadas segun su actividad por:
endo-p-1,4-glucanasas, exo-B-1,4-glucanasa, B-1,4-glucosidasa (celobiasa) (Marin Alavarado,
2007), que degradan la celulosa a oligosacaridos, hasta llegar al monosacarido que compone la

celulosa: la glucosa (Herrera, 2015).

En la presente investigacion se identificaron las cepas bacterianas mas representativas en
la produccion de celulasas; Oke et al., 2017 investigd la capacidad de degradacion de residuos de
arroz a partir de bacterias celuloliticas, donde Cellvibrio japonicus, bacteria Gram-negativa, tuvo
la mayor produccién de celulasa total (0,041 U/ml) y endoglucanasa (0,141 U/ml), mientras
Bacillus aerius, bacteria Gram-positiva produjo la mayor cantidad de exoglucanasa (0,141 U/ml)
y B- glucosidasa (0,029 U/ml). Las dos cepas fueron capaces de producir las tres enzimas

celuloliticas principales (endoglucanasa, exoglucanasa, B-glucosidasa).

Dar et al., 2018 aisl6 e identifico bacterias degradadoras de celulosa a partir del intestino
del gusano de algodoén, obteniendo un aislado de Klebsiella sp, a la cual se le prob6 su capacidad

celulolitica por medio de diversos sustratos agricolas como la paja de hierba, cascara de trigo,
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bagazo de cafa de azUcar, aserrin, rastrojo de maiz y fuentes disponibles comercialmente como
CMC, avicel, papel de filtro, obteniendo actividades altas de endoglucanasa, exoglucanasa y B-

glucosidasa empleando aserrin como fuente de carbono.

4.4.1. Pruebas de caracterizacién enzimatica de celulasas

Para la caracterizacion de enzimas celuloliticas se llevan a cabo técnicas moleculares que
permiten identificar el tipo de enzimay su masa molecular; una de las técnicas mas representativas
en este campo es la electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) la cual permite la separacion y purificacion de proteinas cargadas por migracién en funcién
de la masa molecular siendo considerada una técnica sencilla, rapida y altamente reproducible
(Pérez Chabela et al., 2015). Para el desarrollo del método, al aplicarse la muestra al gel de
poliacrilamida suele afiadirse un agente que haga la muestra méas densa como glicerina o sacarosa.
Igualmente, para seguir el avance de la separacion, se afiade un colorante como azul de

bromofenol, que sirve como referencia (Alcala, 2013).

Mihajlovski et al., 2015 detectd la actividad de la enzima avicelasa (exoglucanasa) en la
bacteria Paenibacillus chitinolyticus, utilizando diferentes fuentes de carbono para su crecimiento.
El analisis de zimograma mostro la produccion de la enzima mientras crecia en residuos de Avicel,
celobiosa y desechos de hierbas medicinales. Al emplearse un sustrato de crecimiento como
celobiosa y desechos de hierbas medicinales, se produjeron dos bandas de proteina de la misma
intensidad de 70 a 45 kDa, mientras que en Avicel y CMC, se produjo una banda a 45 kDa. La

enzima purificada mostré entonces, la presencia de dos celulasas avicelasas a 70 y 45 kDa
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4.4.2. Pruebas de screening
Este tipo de ensayos permiten analizar visualmente la actividad enzimatica, para facilitar
el aislamiento de bacterias potencialmente productoras de enzimas. Se identificaron dos tipos de
pruebas cualitativas para la identificacion de actividad enzimatica celulasa, entre las cuales la méas
destacada fue la técnica con Rojo Congo. En el apéndice B se describen brevemente la

metodologia de las pruebas encontradas.

4.4.3. Ensayo de actividad enzimatica
Los ensayos de actividad enzimética son métodos que permiten medir las cantidades de
enzimas especificas en una muestra (Scopes, 2002). Para esto, se debe hacer crecer el cultivo
bacteriano bajo las condiciones Optimas de produccion enzimatica (medio, pH y temperatura)

teniendo en cuenta los datos brindados por la literatura (S. Singh et al., 2014).

4.4.3.1.Ensayo cuantitativo de actividad enzimatica celulasa

Este tipo de pruebas utilizadas para cuantificar productos enzimaticos suelen basarse en la
medicion de los azlcares reductores liberados (Moreno & Vélez, 2011). Luego de la incubacion
de la enzima, es necesario realizar una centrifugacion previa a una temperatura de 4 °C, durante
un estimado de 10-30 minutos (Chantarasiri, 2015; Kamsani et al., 2016; Moreau et al., 2015), de
donde se obtiene el sobrenadante libre de células empleado para evaluar la actividad enzimatica
(Yu & iLi, 2015). En la presente revision bibliografica se encontraron diferentes métodos usados
para la cuantificacion de azucares reductores (Apéndice C), sin embargo, el método mas frecuente

fue el Reactivo DNS y su metodologia para cada celulasa se encuentra en la Figura 7.

En el apéndice E se encuentran las tablas de frecuencia para ensayos de actividad

enzimatica cualitativa y cuantitativa.
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La endoglucanasa fue la enzima con mayor cantidad de estudios de actividad enzimatica,
esto debido a su diversidad en usos industriales. En la tabla 3, se pueden observar los porcentajes

de estudios que ensayaron actividad enzimatica para cada celulasa.

Tabla 3.

Porcentaje de articulos que realizaron ensayos de actividad enzimética

Celulasa Porcentaje de articulos
Endoglucanasa 64%
Exoglucanasa 18%
B-glucosidasa 18%

En el Apéndice F, se detallan las condiciones de pH y temperatura a las cuales se realizaron
los ensayos de actividad enzimatica para las diferentes cepas bacterianas y celulasas. Adicional a

esto, se encuentran los valores de actividad enzimatica para cada estudio.
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Figura 7.

Metodologia para la cuantificacion de actividad enzimatica de celulasas.
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Método para determinar actividad enzimatica

v

Tipo de: celulasa

Endoglucanasa

'

Exoglucanasa

Primer paso: Incubar 0,5 ml de
extracto enzimatico con 0,5 ml

de carboximetilcelulosa al 2% en
tampon fostato de sodio 0,1 M (pH
7) a 50 °C durante 30 min.

'

Primer paso: Incubar de 0,5 ml de
extracto enzimatico con 0,5 ml

de Avicel al 2% en tampén fostato de
sodio 0,1 M (pH 7) a 50 °C durante 60

Segundo paso:Después de la
incubacion, se agregan 3 ml de DNS
y se mantienen en un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos, con el fin
de desarrollar el color. Se debe dejar
enfriar.

min. l

A

Segundo paso: Déspués de la
incubacién, se agregan 3 mlde DNS y
se mantienen en un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos, con el fin
de desarrollar el color. Se debe dejar

Tercer paso: Medir de la
absorbancia de la mezcla a 540 nmen
un espectrofotometro UV-Vis. Se
toma la curva de glucosa como

enfriar.
.

estandar. .
v

Tercer paso: Medir de la absorbancia
de la mezcla a 540 nmen un
espectrofotometro UV-Vis. Se toma la
curva de glucosa como estandar.

Nota: Una unidad internacional (U)
de actividad de la endoglucanasa se
expresd como la cantidad de enzima,
que se requiere para liberar 1 pmol de
glucosa por minuto en condiciones de
ensayo estandar (Ghose, 1987).

'

Nota: Una unidad internacional (U) de
actividad de la exoglucanasa se expresé
como la cantidad de enzima, que se
requiere para liberar 1 pmol de glucosa
por minuto en condiciones de ensayo
estandar (Ghose, 1987).

|

B-glucosidasa

Primer paso: Incubacion de 10 ml de extracto
enzimatico con 140 ml de p-nitrofenil-f3-d-
glucopiranésido (pNPG) al 0,1% en tampo6n de
citrato de sodio de 50 mM (pH 4,8) a 55 °C durante
30 min.

v

Segundo paso: Afiadir 200 pl de tampon de glicina
0,4 M (pH 10,8) a la mezcla de reaccién.

:

Tercer paso: Medir de la absorbancia de la mezcla
a 430 nm en un espectrofotometro UV-Vis. Se toma
la curva de glucosa como estandar. La actividad
enziméatica se calculd utilizando una curva estandar de

p-nitrofenol .

Nota: Una unidad (U) de actividad de la B-
glucosidasa se define como la cantidad de enzima
requerida para liberar 1 pmol de p-nitrofenol por
minuto en condiciones de ensayo estandar.
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4.4.3.2.Condiciones 6ptimas para la actividad enzimatica de las celulasas

Se encontraron datos en la literatura acerca de la influencia en la actividad enzimatica de
algunos factores como sustrato, temperatura, pH, salinidad, presencia de disolventes organicos y
iones metalicos. Scopes, 2002, menciona la importancia de conocer los rangos y/o puntos 6ptimos

para que la produccién de celulasas y su actividad enzimatica sea méxima.

4.4.3.2.1. Sustrato

Con el fin de optimizar la produccién de endoglucanasa se realizaron ensayos de actividad
enzimatica variando el sustrato. Shajahan et al., 2017, evalud cinco fuentes de carbono para
determinar la mejor opcidn en produccién de celulasa por Bacillus Lichenformis. En este estudio,
se emplearon fuentes de carbono como bagazo pretratado, mazorca de maiz, paja de arroz, papel
de filtroy CMC al 0,5% (p/v), se utilizaron por separado en los medios para mejorar el crecimiento
de bacterias y la produccién de celulasa. En la tabla 4, se observan los resultados de actividad

celulasa para Bacillus Lichenformis empleando los distintos sustratos mencionados.

Tabla 4.

Efecto del sustrato en la produccion de celulasas para Bacillus Lichenformis

Fuente de carbono Actividad celulasa (U/ml)
Bagazo 13,97+0,52
Mazorca de maiz 11,64+0,9
Paja de arroz 7,3+0,67
Papel de filtro 8,26+0,2
CMC 14,27+0,35

Nota. Adaptado de Shajahan et al., 2017
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De la tabla 4 se concluye que el sustrato que mostrd6 mayor actividad endoglucanasa fue
CMC, seguido del bagazo y la mazorca de maiz. Los resultados determinados por Shajan et al.,
2017 son coherentes con resultados obtenidos por da Silva et al., 2021, Lopez-Dominguez et al.,

2019y Yu & Li, 2015 para endoglucanasas producidas por bacterias diferentes a Bacillus..

4.4.3.2.2. Fuente de nitrégeno

Kumar et al., 2019 estudié el efecto de la fuente de nitrégeno orgénico sobre la
expresion endoglucanasa en una cepa de Escherichia coli. Los resultados mostraron un
aumento del 66% en la produccion de endoglucanasas al utilizar extracto de levadura como
fuente de nitrégeno. EI aumento en la produccion enzimética se atribuye a los aminoacidos y
vitaminas proporcionados por estos nutrientes, lo cual puede hacer que disminuya la carga

celular para la expresion endoglucanasa.

Otros autores como Azadian et al., 2017, estudiaron el efecto de fuentes organicas e
inorganicas de nitrégeno para la produccion de endoglucanasa de Bacillus sonorensis, encontrando
que el sulfato de amonio (NH4)2SO4 era la fuente adecuada para la produccion de esta enzima, al
igual que para B. subtilis. Otro informe sugirio que, el cloruro de amonio, NH4Cl inorganico indujo

la produccion de celulasa en Bacillus sp. (Sadhu et al., 2013).

Shajan et al., 2017, realizo el ensayo de actividad enzimatica para una cepa de Bacillus
Licheniformis variando la fuente de nitrégeno para observar el impacto que esta tenia sobre la
produccion endoglucanasa, al igual que otros investigadores (Adigiizel & Tunger, 2017, Ahmad
et al., 2020, Kumar et al., 2019). Shajan et al., 2017, afirma que el uso de extracto de levadura
potencializa la produccion de celulasas. En la tabla 5, se muestran los resultados obtenidos en esta

investigacion.
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Tabla 5.

Efecto de la fuente de nitrogeno en la actividad enzimatica celulasa

Fuente de nitrégeno Actividad celulasa (U/ml)
Extracto de levadura 12,59+0,23
Peptona 12,09+0,16
Extracto de harina de soya 12,37+0,38
Triptona 11,48+0,46
Urea 11,86+0,69

Nota. Adaptado de Shajahan et al., 2017
4.4.3.2.3. Temperatura

Uno de los factores fundamentales a estudiar es la temperatura, dado que ademas de afectar
la actividad enzimatica, una temperatura muy alta puede generar desnaturalizacion de la enzimay
por ende, una reduccion en la formacién de producto (Scopes, 2002). Da Silva et al., 2021, informa
que las bacterias del género Bacillus producen celulasas en un rango de temperatura, que varia de
30 a 60 °C. Scopes, recomienda establecer un rango de estabilidad térmica enzimatica.Yang et al.,
2021, evalud el efecto de la temperatura sobre la actividad celulasa para la bacteria Bacillus
lichenformis incubando la mezcla de reaccion enzimatica a diferentes temperaturas (30-95 °C),
comprob6 que la temperatura de reaccion éptima para la produccion de endoglucanasa fue 50 °C,

mientras que para exoglucanasa y B-glucosidasa fue 60 °C.

Shajan et al., 2017, observé una temperatura 6ptima de 42 °C para la producciéon de

celulasas. Su estudio se basé en tomar de la literatura las temperaturas recomendadas por
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diferentes autores y a partir de ahi realizar el ensayo enzimatico variando solo la temperatura. Los

resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.

Efectos de la temperatura en la actividad enzimética celulasa

Temperatura (°C) Actividad celulasa (U/ml)
32 11,69+0,16
37 12,24+0,03
42 13,8+0,14
47 10,39+0,09

Nota. Adaptado de Shajahan et al., 2017

En general, los estudios de Bacillus reportaron una temperatura 6ptima para la produccion
de celulasas menor a 70 °C, lo cual indica su potencial en usos de degradacion de celulosa a altas

temperaturas.

4.4.32.4. pH

Las enzimas son activas en ciertos rangos de pH determinados (Scopes, 2002). Para
determinar el pH éptimo para la actividad enzimatica, algunos autores como Dar et al., 2019,
realizaron el ensayo enzimatico incubando el sustrato en tampones con diferente pH. En la figura
8 se observan los resultados de este estudio y el efecto del pH en la actividad enzimatica para
Bacillus Tequilensis. EI pH 6ptimo para la actividad celulasa hallado por Dar et al., 2019 fue de

5.0.

Figura 8.

Efecto del pH sobre la actividad endoglucanasa.
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Shajan et al., 2017, evalud la actividad enzimatica variando el pH en un rango de 4,5a 9,5.
Observé que la actividad enzimética se redujo a pHs de 4,5 y de 9,5, mientras que para un pH de
6,5 logré el mayor resultado de actividad enzimatica. La tabla 7 muestra los resultados de actividad

enzimatica celulasa para diferentes pHs.

Tabla 7.

Efectos del pH sobre la actividad enzimatica celulasa.

pH Actividad celulasa (U/ml)
4,5 9,23+0,23
9,5 12,87+0,29
6,5 13,62+0,68
7,5 12,33+0,38

85 11,17+0,47
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9,5 8,62+0,26

Nota. Adaptado de Shajahan et al., 2017

Mihajlovski et al., 2015, examind el efecto del pH en la actividad exoglucanasa en Paenibacillus
Chitinolyticus, para lo cual realizé réplicas variando el pH del medio de cultivo en un rango de 3

a 11. El valor de pH que mayor actividad exoglucanasa detecto fue de 4,8.

4.4.3.2.5. Salinidad

Varios autores realizaron estudios para analizar los efectos que tenia la adicion de NaCl y
su concentracion en la actividad enzimética de las celulasas. La tabla 8 muestra las concentraciones
en las que se obtuvo el mayor valor de actividad enzimatica para diferentes bacterias. Yu & Li,
2015, observé una influencia positiva en la produccion de celulasas por Gracilibacillus al afiadir
NaCl al medio de cultivo. Para este fin, realizd un estudio suplementando el medio de cultivo con

diferentes sales, a diferentes concentraciones.

Tabla 8.

Efectos de la salinidad en la actividad enzimatica celulasa

Actividad
Sal Crecimiento
enzimatica (U/ml)
Ninguno — 0
NaCl
5% + 15,3+0,3
10% + 107,8+2,4

15% + 59,2+1,6
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Actividad

Sal Crecimiento

enzimatica (U/ml)

20% + 124+04
KCI

5% + 6,3+0,1
10% + 79012
15% + 30,1+12
20% + 10,1+0,2

Na,S0,

5% + 44+0,1
10% + 57,5+0,9
15% + 21,1+0,8
20% — 0

NaNO;
(5%—20%) + -
Citrato de sodio

5% + 6,3+0,2
10% + 12,1+0,3
15% + 51+0,3
20% — 0

42

La tabla 8 muestra que el maximo valor de actividad enzimatica para Gracibacillus se dio

al afadir NaCl al 10% en el medio de cultivo.

4.4.3.2.6. Presencia de compuestos organicos



43
PRODUCCION BACTERIANA DE CELULASAS

Segun Mahanta & Venkatesh, 1998, las enzimas tolerantes a disolventes organicos suelen
utilizarse para aplicaciones como biorremediacion de marismas saladas contaminadas con

carbohidratos y aguas residuales industriales contaminadas con disolventes organicos.

Yu & Li, 2015 estudiaron la estabilidad de una celulasa de Gracilibacillus sp. en
disolventes orgéanicos, asi como efecto de varios aditivos sobre la actividad enzimatica,
encontrando que el n-hexano mejoraba la actividad enzimética hasta el 117,1% mientras que se
observaba una desactivacion significativa en presencia de disolventes organicos como metanol y
etanol; siendo una celulasa afin a disolventes organicos no polares pero inestable en disolventes
polares, lo cual podria deberse a que los residuos del solvente no polar proporcionan una interfaz,
lo que mantiene a la enzima en una conformacidn abierta y, por lo tanto, aumenta la actividad

enzimatica.

De igual manera, Azadian et al., 2017 investigo el efecto disolventes organicos sobre la
actividad y la estabilidad de la CMCasa de una cepa de Bacillus sonorensis, donde su actividad
enzimatica se mejord en presencia de algunos solventes organicos como metanol (166%),
cloroformo (152%), éter dietilico (113%), pero disminuy6 en presencia de isopropanol (73%) y

dimetilformamida proponiendo las perspectivas de la celulasa para varias aplicaciones industriales.
4.4.3.2.7. Presencia de iones metalicos

Se encontraron iones metalicos cuya presencia aumenta la capacidad catalitica de las
enzimas debido al mantenimiento de la arquitectura enzimatica (Kumar et al., 2019). Segun
estudios realizados por Niu et al., 2016, la presencia de iones Mg?* , Cu?* y Zn?* a 1,0 mM mejor
fuertemente la actividad enzimatica de una cepa de Bacillus a 196,6%, 172,5% y 150,7%,

respectivamente. Por su parte, Liu et al., 2018, observé los efectos de diferentes iones metalicos
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sobre la actividad enzimatica de endoglucanasa mostrando un aumento entre 15-30% al afiadir

10mM, Mg?*, Ca®*, Mn?" y Co?*,

Por otra parte, Mihajlovski et al., 2015, analiz6 la influencia de los iones metalicos en la
actividad enzimatica de exoglucanasas y endoglucanasas producidas por Paenibacillus
Chitinolyticus. Mihajlovski et al., 2015, determin6 que los iones K* (KCI) aumentaban tres veces
el valor de la actividad enzimatica exoglucanasa, mientras que los iones Ca?* (CaCly) disminuian
la actividad enzimatica en la misma cantidad. Para la endoglucanasa, determind que la adicion de

1mM de Ca?* aumentd cinco veces la actividad enzimatica.

Por otra parte, Kumar et al., 2019, estudié el efecto de varios iones metalicos sobre la
actividad enzimética de una endoglucanasa producida por Escherichia coli. Los resultados
mostraron un aumento en la actividad enzimatica al afiadir Ca*, Co?*, Ba?*, Fe?* y Mn?* 1 Mm vy
una disminucion afiadiendo Mg?*, Cu®*, Zn?** y Ni?*. La mejora en la actividad enziméatica es

atribuida al mantenimiento de la arquitectura enzimatica.

4.5. Purificacion de las celulasas
El proceso de purificacion enzimatica se realiza con el fin de optimizar la actividad
especifica enzimatica de la proteina. Dehghanikhah et al., 2020, evalud la actividad enzimatica de
la celulasa producida por Bacillus subtilis, antes y después del proceso de purificacion. Realiz6 un
tratamiento de precipitacion usando sal de sulfato de amonio al 85% (p/v), seguido de dialisis y

cromatografia de filtracion en gel.

Por su parte, Thankappan et al., 2018 realizo purificacion parcial a una endoglucanasa
producida por bacterias del género Bacillus. Elabor6é una mezcla de la enzima cruda saturada con

sulfato de amonio y la mantuvo a -40°C durante toda la noche, para que esta precipitara.
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Posteriormente recogio los precipitados mediante un proceso de centrifugacion y los disolvio en

tampon fosfato 0,1 M (pH 7,0) para medir la actividad enzimatica luego de la purificacion.

Asimismo, Liu et al., 2018 realiz6 un proceso de purificacion utilizando un sistema bifésico
acuoso de NaCl. Para esto, utiliz6 polietilenglicol (PEG) al 50% (p/p), tampon fosfato al 40%
(p/p), 2 ml de sobrenadante de cultivo celular en tampén citrato 50 mM (pH 6,0) y NaCl.
Seguidamente, colocé la mezcla en una centrifuga cénica de tubos. Después de agitar durante 5
minutos, centrifugo el tubo durante 3 min para separar las fases y ensayar la actividad enzimatica

de la enzima purificada en la fase acuosa.

4.6. Aplicaciones
Las celulasas microbianas han sido estudiadas por su funcion como biocatalizadores, esto
es debido a que le confiere caracteristicas atractivas para su uso en diversas aplicaciones en la
industria (Sharma et al., 2016). La aplicacion méas conocida y por la cual muchos autores se han
dedicado a la investigacion de las celulasas es la bioconversion de material lignoceluldsico para la

produccion de bioetanol (Rajeev K. Sukumaran et al., 2005).

Singh et al., 2007, destaca los usos de las celulasas en la industria de la pulpa y el papel.
Donde son usadas como aditivos para mejorar la produccion y las propiedades fisicas del papel,

asi como la resistencia de la fibra.

Por otro lado, las celulasas también han sido importantes en la industria textil, alimenticia,
agricola, fermentacion, extraccién de aceites, entre otros (Fantozzi et al., 1977; Galante et al.,

1998; Godfrey & West, 1996; Hebeish & Ibrahim, 2007; Rajeev K. Sukumaran et al., 2005).

En la figura 9 se describen brevemente los resultados de aplicaciones de celulasas en la

industria, igualmente en el Apéndice G se presenta esta informacion mas detallada.
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Figura 9

Aplicaciones de las celulasas en la industria
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5. Conclusiones
Se identificaron 27 géneros de bacterias con potencial para producir enzimas celulasas y
sus condiciones Gptimas de crecimiento. Entre estas, el género mas destacado fue Bacillus, seguido
por Pseudomonas, Paenibacillus, Klebsiella, Clostridium y Enterobacter. EI medio utilizado con
mayor frecuencia fue el Medio Bushnell Hass (BHM), utilizado principalmente para el crecimiento

de Bacillus y Pseudomonas.

Las técnicas cualitativas y cuantitativas mas empleadas para determinar la actividad
enzimatica fueron la prueba de Rojo Congo y el Método DNS, respectivamente. La purificacion
enzimatica de celulasas se realiz6 comdnmente por precipitacion con sulfato de amonio a altas

concentraciones, seguido de técnicas como dialisis y cromatografia en gel.

Las aplicaciones de enzimas celulasas en la industria son amplias. Las mas mencionadas

se encuentran en la produccion de biocombustibles, la industria textil y la industria de pulpa y

papel.
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Apéndices

Apéndice A.

Tablas de frecuencia para las condiciones de crecimiento bacteriano

CRECIMIENTO BACTERIANO

B i Mediosde  Fuente de Rango Fuente de Rango .
acteria : o Enzima
cultivo carbono [p/v] nitrégeno [g/L]
CMC [0,5%-2%] Caseina [0,1-2]
Agar Luria- : 040 Extracto de (CMCasa)
Bertani (LB) Avicel [1%-2%] malta 4 Endoglucanasa,
Paenibacillus Celobiosa  [0,1% -1%] Urea [1] Exoglucanasa,
sp. ) ] Cloruro de B-glucosidasa,
'\I>I/I_e(_1|o Il?zgr?t Aserrin [1%] sodio [1] papel de filtro
inimal Sa - FPasa)
Hierbas 0 Extracto de (
(BMS) medicinales 01”0 levadura [1-3]
Agar Luria- CMC [0,2%-3%]
. . Peptona 0,2-6
Bertani (LB)  Avicel [1,5%-2%] P [0.2-6]
Medio
Maltosa 1%-1,5%
Bushnell [19-1,5%] Elx”a‘éto de 10,2838
Hass(BHM)  Fructosa [1%] Evadura
Sacarosa [0,5-1%]
Medio 9'“005& [1%] Sulfato de 1
mineral Cascara de amonio (1] Exoglucanasa,
Bacillus sp. nuez de [1%] Endoglucanasa,
areca B-glucosidasa
extracto en Cloruro de
paja de [1%] amonio [1]
. hierba
Medio Berg cascarilla de
Minimal Salt . [1%]
(BMS) trigo
bagazo de Urea [0,3%-1]
cafia de [1%]
azucar
. Sulfato de
Medio : [1]
Enterobacter Bushnell CMC [1%-2,5%] E)?tTa?:?(;o e En?glg/lllégsg)a Sa
Hass(BHM) [2-5]
levadura
Medio Berg Endoglucanasa,
Klebsiella ~ Minimal Salt CMC [0,5%-1%]  Triptona [2] Exoglucanasa , B-

(BMS) glucosidasa
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CRECIMIENTO BACTERIANO

. Mediosde  Fuente de Rango Fuente de Rango i
Bacteria ; oy Enzima
cultivo carbono [p/v] nitrogeno [o/L]
Medio
Bushnell Glucosa [0,2%-1%0]
Hass(BHM)
0/4- 0,
Escherichia sp Agar Luria- H;:\:ac s [1%-1,5%] E)I:terg:;(zga:je [1] Endoglucanasa
Bertani (LB 0 CMcasa
(LB) cladodio [1%] levadura 4] ( )
Pseudomonas Medio Extracto de Endoglucanasa
Bushnell CMC [1%-2%)] [2] : ’
levadura B-glucosidasa

- Hass(BHM)
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Apéndice B.

Meétodos cualitativos para identificar actividad enzimatica
Apéndice B1. Rojo Congo

Esta es la técnica cualitativa mas reportada en la literatura para la evaluacion de actividad
enzimatica (Moreno & Veélez, 2011). Se basa en el uso de Rojo Congo como indicador de la
degradacion de B-Dglucano (Teather & Wood, 1982). Durante la incubacion, las placas de agar
CMC (Carboximetil celulosa) se inundan con Rojo Congo a una concentracion entre el 0,2% p/v
-0,5% p/v durante un lapso promedio de 20 minutos, posterior a esto se lavan con una solucion 0,1
M de NaCl y se analiza si hay aclaramiento en alguna zona de la colonia, lo cual indica la actividad

despolimerizante de las endoglucanasas (Moreno & Vélez, 2011) (S. Zhang et al., 2019).
Apéndice B2. Tincion con yodo Gram

Este método consiste en inundar las placas bacterianas anteriormente incubadas en agar,
con una solucién de yodo Gram por aproximadamente 10 minutos. Para determinar las cepas

bacterianas productoras de celulosa mediante un andlisis visual. (Chantarasiri, 2015).
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Apéndice C.
Métodos de cuantificacién de azUcares reductores

Apéndice C1. Reactivo DNS

Este método involucra la accion de la enzima celulasa sobre el sustrato, para
posteriormente determinar los azucares reductores resultantes utilizando el reactivo de &cido
dinitrosalicilico (DNS). Cabe resaltar que el sustrato utilizado va a depender del tipo de celulasa
al que se le va a evaluar la actividad enzimética. El procedimiento consiste en afiadir una alicuota
de sustrato a una alicuota proporcional de la muestra enzimética, Chantarasiri (2015) realiz6
mediciones de actividad enzimatica utilizando concentraciones del 2%, para el CMC y Avicel y
0,1 % para el p-NPG(p-nitrofenol-glucésido). A continuacion, la mezcla se incuba en tampén
quimico a condiciones determinadas de temperatura y tiempo, luego de la incubacién se le afiaden
entre 0,03 ml y 3 ml de acido dinitrosalicilico y se dispone a hervir la mezcla en un rango entre los
cinco y quince minutos. Finalmente, se utiliza un espectrofotdmetro para medir la absorbancia a
una longitud de onda de 540 nm y se realiza una comparacion con la curva de glucosa como

estandar (Miller, 1959; Yu & Li, 2015).
Apéndice C2. Técnica de Somogyi-Nelson

El método de Somogyi-Nelson es una técnica de cuantificaciobn enzimatica de
endoglucanasa basada en la medicidn de los azucares reductores totales liberados. En este proceso,
se debe realizar la incubacion en tampén de acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) de una mezcla 0,5
mililitros de sobrenadante de células con CMC al 1% (p/v). Las condiciones de temperatura y
tiempo de incubacién son 5 0°C y 15 minutos, respectivamente. A continuacion, se afiaden 0,5 ml
de reactivo de Somogyi a la mezclay se dispone a hervir mediante bafio maria durante 40 minutos.

Posteriormente, se afiade 0,5 ml de reactivo Nelson a la mezcla y se agita levemente. Por ultimo,
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se mide la absorbancia a una longitud de onda de 610 nm, utilizando agua destilada como estandar

(Gonzales & Castellanos, 2003; S. Singh et al., 2014).
La preparacion de los reactivos de Somoyi y Nelson se describen en el Apéndice D.
Apéndice C3. Método f-acido sulfurico

Liu et al., 2018, emplearon esta técnica para cuantificar los azucares reductores liberados
en el ensayo enzimatico de exoglucanasa. Se prepara una mezcla del sobrenadante libre de células
con la enzima cruda y el sustrato, avicel. Se afiade una cantidad determinada de &cido sulfarico a
la mezcla, seguida de una cantidad de fenol al 5% en agua. La mezcla se incuba a una temperatura
de 90 °C por 5 minutos, en un bafio de agua estatico. Finalmente, se mide la absorbancia a 490 nm

mediante un lector de microplacas (Masuko et al., 2005).
Apéndice C4. Método p-nitrofenol

Esta prueba de velocidad de reaccion inicial es utilizada para medir la actividad de la -
glucosidasa y esta basada en la cuantificacion de cantidad liberada de p-nitrofenol empleando p-

nitrofenol-glucésido (Figura 10) como sustrato (Y. P. Zhang et al., 2009).

El proceso se basa en la incubacion de 0,01 ml de enzima cruda con 0,14 ml de p-nitrofenol-
glucédsido (p-NPG) en tampon de citrato de sodio 50 mM (pH 4,8). La incubacidn se efectia a 55
°C durante 30 minutos. Pasados los 30 minutos, se afiade a la mezcla 0,2 ml de tampén de glicina
0,4 M (pH 10,8). Finalmente, se mide la absorbancia de los productos liberados por el p-NPG a

una longitud de onda de 430 nm y se calcula la actividad enzimatica (Liu et al., 2018).

Figura 10.

Estructura quimica de p-nitrofenol-glucésido
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Nota. Adaptado de (Liu et al., 2018).
Apéndice C5. Prueba de celulasas totales

Laactividad de celulasa total incluye la accion sinérgica de endoglucanasas, exoglucanasas
y B-D-glucosidasas sobre la celulosa. Los ensayos de actividad celulasa total se miden utilizando
sustratos insolubles como el papel de filtro Whatman No. 1 y sustratos que contienen celulosa. El
procedimiento esta basado en la medicion de los azucares reductores liberados después de aplicar

el reactivo DNS (Percival Zhang et al., 2006).

El apéndice E muestra la frecuencia de los métodos encontrados en la investigacion, y las

actividades enzimaticas encontradas para las diferentes bacterias.
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Apéndice D.
Preparacion de reactivos Somogyi y Nelson

A continuacion se muestran los procedimientos utilizados para preparar los reactivos de

Somogyi — Nelson segun (Gonzales & Castellanos, 2003).

Reactivo de Somogyi: Mezclar el componente a) con el componente b) y el volumen total

se lleva a 1.000 ml. Periodo de conservacién del reactivo: 2 - 3 meses.

Componente a) Disolver 24 g de carbonato de sodio deshidratado y 12 g de tartrato de
sodio y potasio en 250 ml de agua destilada. A esta solucién se le afiade una solucion de CuSO4

5H20 (4 g en 40 ml de agua) y finalmente 16 g de NaHCQO3.

Componente b) Disolver 18 g de Na2SO4 en 500 ml de agua caliente (80 °C) y calentar

hasta ebullicion durante cinco minutos.

Reactivo de Nelson: Disolver 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua destilada
caliente (60°C). Enfriar la solucion hasta 5 - 10 °C y afiadirle 21 ml de &cido sulfurico concentrado,
que a su vez contiene 3 g de arsenato de sodio. Completar la solucién a 500 ml. Incubar a 40°C
durante 24 - 48 horas. Si es necesario, puede filtrarse. Periodo de conservacion del reactivo: 2 - 3

meses.
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Apéndice E.
Tablas de frecuencia para ensayos de actividad enzimatica

Apéndice E1. Tipos de prueba

Tipo de ensayo Ensayo de actividad enzimética Frecuencia
Rojo Congo 19
Cualitativo
Tincion con yodo Gram 4
Método DNS 50
Método Somogyi-Nelson 1

Cuantitativo

Método Fenol-acido sulfurico 3

Método p-nitrofenol 5
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Valores de actividad enzimatica en ensayos de celulasas teniendo en cuenta condiciones

de sustrato, temperatura y pH.

Condiciones de ensayo act. Enzimética Act.
Género Especie Celulasa Temperatura Enzimatica
Sustrato [OC] (U/ml)
A. anitratus Endoglucanasa CMC 50 4,8 0,23
. A. anitratus Endoglucanasa CMC 30 - 0,48
Acinetobacter .
A. anitratus Endoglucanasa CMC 30 - 0,24
A. pittii Endoglucanasa CMC 50 4.8 0,23
. A. faecalis Endoglucanasa CMC 50 5,2 0,12
Alcaligenes -
faecalis Endoglucanasa CMC 50 52 0,12
A.
Amycolatopsis cihanbeyliensis Endoglucanasa CMC 37 7 5,21
cihanbeyliensis ~ Endoglucanasa CMC 37 7 5,21
thermol?serophll Endoglucanasa CMC - - 22,2
Aneurinibacillus aneurinilyticus Endoglucanasa CMC 37 4.8 1,41
.A: . Endoglucanasa CMC 37 4.8 0,00141
aneurinilyticus
B. sonorensis Endoglucanasa CMC 50 7,5 21,71
B. Velezensis Endoglucanasa CMC 55 4.8 28,06
B. Velezensis Exoglucanasa Avicel 55 4.8 16,07
. Papel filtro
B. Velezensis Exoglucanasa Whiteman No. 1 55 4,8
p-nitrofenil-p-d-
B. Velezensis B-glucosidasa glucopiranésido 55 4,8 ND
(pNPG)
B. cereus Endoglucanasa CMC 50 1,778
B. cereus Exoglucanasa Avicel 50 0,079
p-nitrofenil-p-d-
B. cereus B-glucosidasa glucopiranésido 50 7 0,048
Bacillus (PNPG)
B. sp Endoglucanasa CMC 50 6 0,0952
B. licheniformis ~ Endoglucanasa CMC 50 4,8 0,5
B. licheniformis  Endoglucanasa CMC 50 4,8 0,493
sp. Endoglucanasa CMC 50 7 192,31
Papel filtro
sp. Exoglucanasa Whiteman No. 1 50 7 -
p-nitrofenil-p-d-
sp. B-glucosidasa glucopirandsido 50 7 -
(pNPG)
B. subtilis Endoglucanasa CMC 50 5 -
sp. Endoglucanasa CMC 37 5 120,29
B. velezensis Endoglucanasa CMC 55 4,8 28,06
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Condiciones de ensayo act. Enzimatica Act.
Género Especie Celulasa Sustrato Tem[[)oeé]atura oH En(zljr/nn?lt)lca
B. velezensis Exoglucanasa Papel filtro aivcel 55 4,8 16,07
carboniphilus Endoglucanasa CMC - - 4168
methylotrophicu Endoglucanasa B-glucano de 50 6 15.9
S cebada azul azo
Sp Endoglucanasa CMC 50 5 1,624
Cereus Endoglucanasa Celulosa amorfa 50 4,8 0,361
Cereus Endoglucanasa Celulosa amorfa 50 4,8 0,425
Cereus Endoglucanasa Celulosa amorfa 50 4,8 0,176
Subtilis Endoglucanasa CMC 60 4,8 0,519
Subtilis Endoglucanasa CMC 40 5 304,86
thuringiensis Endoglucanasa CMC 50 7 0,138
B. licheniformis  Endoglucanasa CMC 50 4,8 13,62
B. tequilensis Endoglucanasa CMC 37 - 14,9
B. licheniformis ~ Endoglucanasa CMC 50 6 22
B. licheniformis Exoglucanasa Avicel 50 6 5
B. licheniformis B-glucosidasa Salicina 50 6 15
B.
amyloliquefacie ~ Endoglucanasa CMC 55 5 0,585
ns
B. Licheniformis  Endoglucanasa CMC 50 7 4,81
B. Licheniformis  Exoglucanasa Avicel 50 7 -
B. Licheniformis ~ B-glucosidasa PNPG 50 7 0,705
B. tequilensis Endoglucanasa CMC 50 7 4,28
B. tequilensis Exoglucanasa Avicel 50 7 0,061
B. tequilensis B-glucosidasa PNPG 50 7 0,464
B. subtilis Endoglucanasa CMC 35 7 6,25
sp Endoglucanasa CMC 50 6 34
sp Endoglucanasa CMC - - 3,19
sp Exoglucanasa aV|ceIéJ;a]cr&cr>iIC)éaC|do - - 2,27
sp B-glucosidasa CMC - - 0,31
Cellulomonas xylanilytica Endoglucanasa CMC 50 6 5,21
Thermco;:ellum Endoglucanasa CMC 60 5 0,25
C. beijerinckii B-glucosidasa Celobiosa 50 4,8 1151,32
L C. beijerinckii Endoglucanasa CMC 50 4,8 26,57
Clostridium
C. thermocellum  Endoglucanasa CMC 65 6 0,609
C. thermocellum  Exoglucanasa Auvicel 65 6 0,018
C. thermocellum  B-glucosidasa th:’ietfr(;la]::rl[\rl(c)). 1 65 6 -
I\(/f i(z: ?zgzglr?o I\SI: i(():r;zct))zglnoo Endoglucanasa CMC 50 7 0,434
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Condiciones de ensayo act. Enzimatica Act.
Género Especie Celulasa Temperatura Enzimatica
Sustrato [°C] (U/ml)
I\SIZ i?:rrlts)(kj)zgkoo Exoglucanasa Auvicel 50 7 0,184
I\SI: 5:?2%2;:100 B-glucosidasa Celobiosa 50 7 3,184
Enterobacter E. ludwigii Endoglucanasa CMC 35 - 1,2
Enterococcus Faecalis Endoglucanasa CMC 50 4,8 0,75
Escherichia E. Coli Endoglucanasa CMC 50 - 120952
Glutamicibacter Arilaitensis Endoglucanasa CMC 37 7,2 1825,35
sp Endoglucanasa CMC 60 8 510,8
sp Exoglucanasa Celobiosa 60 8 218,9
sp B-glucosidasa Pnpg 60 8 315,2
Gracilibacillus sp Endoglucanasa Paja de arro 60 8 354,1
sp Endoglucanasa Paja de trigo 60 8 257,8
sp Endoglucanasa Rastrojo de maiz 60 8 429,7
sp Endoglucanasa Paja de algodon 60 8 234.6
Pneumoniae B-glucosidasa Celobiosa 45 5,2 0,266
Pneumoniae B-glucosidasa Celobiosa 45 5,2 0,422
Klebsiella Pneumoniae B-glucosidasa Celobiosa 45 5,2 0,197
sp Endoglucanasa CMC 50 5 258,93
sp Exoglucanasa Avicel 40 5 13,41
. Polytrichastri Endoglucanasa CMC - - 2,71
Mucilaginibacter - - - -
Polytrichastri B-glucosidasa celobiosa - - 5,58
P. chitinolyticus Exoglucanasa Avicel 80 4.8 1,94
P. chitinolyticus  Endoglucanasa CMC 80 4.8 0,203
L. Validus Endoglucanasa CMC 58 5 4,46
Paenibacillus - -
Validus B-glucosidasa Pnpg 58 5 0,54
P. panacisoli Endoglucanasa CMC 37 7 0,52
P. polymyxa Endoglucanasa CMC 50 4,8 0,37
sp. Endoglucanasa CMC 40 7 94,8
Promicromonospor p-nitrofenil-B-d-
a sp. B-glucosidasa glucopiranésido 40 7 6,6
(pNPG)
Stutzeri Endoglucanasa CMC 50 4,5
Pseudomonas Stutzeri B-glucosidasa pnpg 50 3,3
aeruginosa Exoglucanasa Papel filtro 50 5,8 1,554
Maltophilia Exoglucanasa W?\Z?glazl:]rg. 1 50 4,8 0,327
Stenotrophomonas Maltophilia Exoglucanasa W?\Z?glazl:]rg. 1 50 4,8 0,341
Maltophilia Exoglucanasa W?]Z?rilaglgg. 1 50 4,8 0,143
Streptomyces griseorubens Endoglucanasa CMC 45 7 78,91
Xanthomonas campestris Endoglucanasa CMC 45 7 -




PRODUCCION BACTERIANA DE CELULASAS

Apéndice G.

Aplicaciones industriales de enzimas celulasas

71

Car_npo_qe Aplicacion Descripcion Referencia
aplicacion
Las celulasas mejoran la
Co-adictivo en el 2T e O 1 B e e
blanqueo de . q y pb il final (Bhat, 2000)
ulpa puntuacion e rillo ina
P comparable a la del tratamiento con
xilanasa
Industria de
pulpay papel
La mezcla de celulasas vy
hemicelulasas ha sido utilizada para
Drenaje la biomodificacion de las (Dienes et
mejorado propiedades de la fibra. Su objetivo  al., 2004)

es mejorar el drenaje en las fabricas
de papel.
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Destintado
enzimatico

Los métodos de  destintado
convencionales utilizan
tensioactivos para flotar el toner,
seguido de la aplicacion de altas
temperaturas para agregarlo y luego
una dispersion para reducir el
tamanio. Las celulasas liberan
particulas de téner que facilitan la
flotacion y los procesos posteriores,
disminuyendo el consumo de energia
y mejorando las propiedades Opticas
y de resistencia del papel.

(Chander
Kuhad et al.,
2010)
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Industria textil

Biodesgaste de
jeans

El lavado a la piedra tradicional de
los pantalones vaqueros implica la
eliminacion mediada por amilasa de
la capa de almidon (desencolado) y
el tratamiento (abrasion) de los
pantalones vaqueros con piedra
pomez en lavadoras grandes.
Durante el proceso de biolavado, las
celulasas actlan sobre el tejido de
algodon y rompen los pequefios
extremos de la fibra en la superficie
del hilo, lo que afloja el tinte, que se
elimina facilmente mediante
abrasion mecanica en el ciclo de
lavado. Las ventajas en el reemplazo
de piedra pdmez por un tratamiento a
base de celulosa incluyen menos
dafio a las fibras, mayor
productividad de las maquinas y
menos trabajo intensivo y menos
benigno para el medio ambiente

(Rajeev K.
Sukumaran
et al., 2005)
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Biocarbonizacién
y decapado de
lana

Este método de carbonizacion es
usado para la limpieza de materia
celulosica que queda en los tejidos.
Los métodos tradicionales utilizaban
acido sulfurico, lo cual era peligroso,
corrosivo e inseguro. Por lo que la
carbonizacion enzimética surgio
como una alternativa segura y viable,
que ademas aporta resistencia a la
fibra.

(Shah, 2013)
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Biopulido y
bioacabado de
jeans

La mayoria de las prendas de
algodén o mezclas de algodon,
durante los lavados repetidos,
tienden a volverse esponjosas y sin
brillo, lo que se debe principalmente
a la presencia de microfibrillas
parcialmente desprendidas en la
superficie de las prendas. El uso de
celulasas puede eliminar estas
microfibrillas 'y devolver una
superficie lisa y un color original a
las prendas.

(Hebeish &
Ibrahim,
2007)
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Biodescrudado

Es el proceso de eliminacion de
material no celulésico de Ia
superficie del tejido de algodon con
la ayuda de enzimas solas 0 en
combinacion.

(Mojsov,
2011)
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Bioconversion

Produccién de
bioetanol

La sacarificacion enzimatica de
materiales lignocelulésicos como
bagazo de cafia de azlcar, mazorca
de maiz, paja de arroz, aserrin y
residuos forestales mediante
celulasas para la produccion de
biocombustibles es quizas la
aplicacion mas popular que se
investiga actualmente.

(Rajeev K.
Sukumaran
et al., 2005)
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Industria de
fermentacion

Elaboracién de
vino

Los principales beneficios del uso de
las celulasas durante la elaboracion
del vino incluyen una mejor
maceracion, una mejor extraccion
del color, una facil clarificacion, una
filtracion facil, una mejor calidad del
vino y una mayor estabilidad. Las -
glucosidasas pueden mejorar el
aroma de los vinos modificando los
precursores glicosilados.

(Galante et
al., 1998)
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Industria
alimentaria

Extracciény
clarificacion de
jugos de frutas y
vegetales

Las celulasas también tienen una
aplicacion importante como parte del
complejo de enzimas de maceracion
(celulasas, xilanasas y pectinasas)
utilizadas para la extraccion vy
clarificacion de jugos de frutas y
vegetales para aumentar el
rendimiento de los jugos. El uso de
enzimas de maceracion aumenta
tanto el rendimiento como el
rendimiento  del proceso  sin
inversion de capital adicional. Las
enzimas de maceracion se utilizan
para mejorar la estabilidad y textura
de la nube y disminuir la viscosidad
de los néctares y purés de frutas
tropicales como mango, melocotdn,
papaya, ciruela, albaricoque y pera

(Rajeev K.
Sukumaran
et al., 2005)
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Extraccion de
carotenoides

Los carotenoides han sido empleados
como colorantes alimentarios debido
a sus propiedades deseables, como su
origen natural, nula toxicidad y alta
versatilidad. El uso de las enzimas
celulasa altera la pared celular de la
piel de naranja, la batata y la
zanahoria y libera los carotenoides
en los cloroplastos y en los fluidos
celulares. Estos pigmentos
permanecen en su estado natural ain
unidos a las proteinas. Esta
estructura  unida  previene la
oxidacion del pigmento y también
afecta la estabilidad del color,
mientras que la extraccion con
solventes disocia los pigmentos de
las proteinas y causa insolubilidad en
agua y facilidad de oxidacion.

(Inar, 2005)
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Alimento para
animales

El pretratamiento del ensilado
agricolay laalimentacion de cereales
con celulasas o xilanasas puede
mejorar su valor nutricional. Las
celulasas se pueden usar para
mejorar la produccién de ensilaje
para la alimentacion del ganado, lo
que implica mejorar la digestibilidad
de los pastos que contienen grandes
cantidades de nutrientes y valores
energéticos potencialmente
digeribles junto con solo pequefias
cantidades de carbohidratos solubles
en agua.

(Godfrey &
West, 1996)
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El uso de celulasas como aditivo en
el alimento de algunos animales
mejora significativamente la tasa de
cobertura del alimento, asi como su
digestibilidad.

(Godfrey &
West, 1996)

Las vacas alimentadas con
preparaciones de celulasas aumentan
su produccién de leche.

(Godfrey &
West, 1996)
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Industria agricola

Mejora de
cultivos

82

Las celulasas mejoran el crecimiento
de los cultivos y controlar las
enfermedades de las plantas. Las
celulasas son capaces de degradar la
pared celular de los patogenos de las
plantas para controlar la enfermedad
de las plantas. Las celulasas también
se han utilizado para mejorar la
calidad del suelo. Tradicionalmente,
la incorporacion de paja se considera
una estrategia importante para
mejorar la calidad del suelo y reducir
la dependencia de los fertilizantes
minerales

(Bhat, 2000)
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Industria de Extraccion de
aceites aceite de oliva

La termo estabilidad enzimatica de
algunas celulasas ha sido empleada
para obtener altos rendimientos en el
proceso de extraccion de aceite de
oliva.

(Fantozzi et
al., 1977)

83

Industria de detergentes y
lavanderia

Las celulasas son utilizadas en
detergentes para modificar las
fibrillas de celulosa pueden mejorar
el brillo del color, el tacto y la
eliminacion de la suciedad de las
prendas de mezcla de algodon.

(R. K.
Sukumaran
et al., 2005)
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Las celulasas mejoran la liberacion
Extraccion de  de bioactivos de las células. La
compuestos  extraccion de bioactivos ayudada por (N. Singh et
bioactivos de las enzimas proporciona un proceso al., 2021)
plantas sencillo y amigable con el medio
ambiente.

Otros

La union de enzimas celulasas,

amilasas y proteasas ha servido para  (Wiatr,
prevenir la formacion de biopeliculas 1990)
en superficies solidas.

Eliminacién de
biopelicula
bacteriana




