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Resumen

Las celulasas fingicas son enzimas producidas por hongos que tienen la capacidad de
descomponer la celulosa, un polimero que constituye la principal estructura de las paredes
celulares de las plantas. Se producen a partir de la fermentacion de residuos agroindustriales,
siendo este el sustrato que se encuentra en residuos lignocelulosicos como son: los residuos
de fruta, cascaras, tallos y otros, los cuales no son aprovechados y son desechados como
desperdicios. Es por esta razon que estas enzimas juegan un papel crucial en la degradacion
de la biomasa vegetal y tiene diversas aplicaciones en la industria y la investigacion. En esta
investigacion se realizé la busqueda de reportes de los hongos productores de celulasas y los
métodos de fermentacion utilizados para maximizar la produccion de estas enzimas a partir
del aprovechamiento de los residuos agroindustriales. De los resultados reportados para esta
revision se encuentran que los organismos fungicos mas utilizados son el Trichoderma reesei
v Aspergillus niger en la fermentacion solida (SSF) como en fermentacion sumergida (SmF).
Sin embargo, es la SSF, el método mas cémodo y barato de utilizar, ya que aprovecha
sustratos con alta disponibilidad en celulosa como la cafa de azlcar, la paja de maiz, residuos
de platano y otros residuos frutales,que al ser usados como energia para la produccion de
celulasas baja el costo de produccion y apoya a la gestion ambiental que se da por los
desperdicios de estos productos. Las enzimas celulasas tienen el potencial de convertirse en
una herramienta clave para un futuro mas sostenible, donde la biotecnologia juega un papel
fundamental en la reduccién de residuos y la creacion de productos de alto valor afiadido a
partir de lo que antes era considerado un desperdicio.

Palabras clave: organismos fungicos, residuos agroindustriales, “Trichoderma reesei”,

“Aspergillus niger”, materiales lignoceluldsicos, actividad enzimatica.



Abstract

Fungal cellulases are enzymes produced by fungi that have the ability to break down
cellulose, a polymer that constitutes the main structure of plant cell walls. They are produced
from the fermentation of agro-industrial residues, which serve as the substrate found in
lignocellulosic waste such as fruit residues, peels, stems, and others, which are often unused
and discarded. For this reason, these enzymes play a crucial role in the degradation of plant
biomass and have diverse applications in industry and research. In this research, we sought
reports on cellulase-producing fungi and the fermentation methods used to maximize the
production of these enzymes from the utilization of agro-industrial residues.
From the results reported for this review, Trichoderma reesei and Aspergillus niger are
found to be the most commonly used fungal organisms in both solid-state fermentation (SSF)
and submerged fermentation (SmF). However, SSF is the more convenient and cost-effective
method, as it utilizes readily available cellulose-rich substrates like sugarcane bagasse, corn
stover, banana residues, and other fruit wastes. Using these as energy sources for cellulase
production lowers production costs and supports environmental management by reducing
waste from these products. Cellulase enzymes have the potential to become a key tool for a
more sustainable future, where biotechnology plays a fundamental role in waste reduction
and the creation of high value-added products from what was once considered waste.

Keywords: fungal organisms, agro-industrial waste, "Trichoderma reesei",

"Aspergillusniger", lignocellulosic materials, enzymatic activity.
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Introduccion

La produccion de celulasas fungicas mediante la fermentacion de residuos
agroindustriales presenta un gran potencial para genera impactos positivos en las regiones de
Colombia, un pais con una economia agricola diversa, que enfrenta retos importantes
relacionados con la gestion de residuos y el impulso de un desarrollo econémico sostenible. El
aprovechamiento de los residuos agroindustriales ha emergido como una estrategia
biotecnoldgica prometedora, debido a la composicion de estos, que estan compuestos
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales presentan un gran potencial como
sustrato para la produccion de enzimas, especificamente las celulasas, que desempefian un papel
clave en la descomposicion de la celulosa en aztcares simples, que pueden ser utilizados en la
produccion de biocombustibles, productos quimicos de valor afiadido y otras aplicaciones
industriales (Kuhad et al, 2011).

La fermentacion con hongos, particularmente especies del género Trichoderma 'y
Aspergillus, ha demostrado ser una técnica eficiente para la produccion de celulasas, debido a la
capacidad de estos microorganismos para secretar altas concentraciones de estas enzimas. El uso
de residuos agroindustriales como sustrato no solo reduce los costos de produccion de celulasas,
sino que también contribuye a la reduccion de desechos, alinedndose con los principios de la
economia circular y la sostenibilidad (Singh et al, 2021). De igual manera, se alinea con los
objetivos de desarrollo sostenible (ODS), especialmente con los siguientes:

ODS 9 (industria, innovacion e infraestructura), ya que con el uso de fermentacioén en
estado solido y pretratamientos fisicos se optimizan procesos industriales con menor consumo
energético en comparacion con los métodos quimicos tradicionales; adicionalmente la

produccion enzimdtica con organismos fingicos demuestra innovacion en el aprovechamiento de



recursos locales como con residuos de plaza de mercados, fincas y otros residuos agricolas
(Sanchez et al, 2024).

ODS 12 (Produccién y consumo responsable), ya que la valorizacion de la celulosa
presente en residuos (bagazo, cascaras) para producir celulasas, evita que el 51% de residuos
biodegradables en Colombia terminen en rellenos sanitarios y se logra un 60% de consumo de
celulosa residual en procesos como la hidrdlisis enzimatica, minimizando residuos no tratados
(Heredia-Martin, 2023).

ODS 13 (accion por el clima), al evitar la descomposicion anaerdbica de residuos en
vertederos, se reduce la generacion de metano (CH4), gas con 28 veces mas potencial de
calentamiento global que el C0O, (Heredia- Martin, 2023) (ONU, 2015).

En los ultimos afos, diversas investigaciones han explorado la optimizacion de los
procesos de fermentacion, entre ellos la evaluacion de variables como la seleccion de sustratos,
las condiciones de cultivo, el tipo de fermentacion (en estado solido o sumergido), y la
caracterizacion de las enzimas producidas. Estos estudios no solo subrayan el valor del
aprovechamiento de residuos lignocelulodsicos, sino que también aportan conocimientos sobre
como mejorar la eficiencia de la produccion de celulasas y sus aplicaciones industriales (Singh
al, 2021), tanto en el area textil, farmacéutica, alimentos y otros.

En esta revision bibliografica se analizan las investigaciones previas que han explorado
uso de residuos agroindustriales como fuente de sustrato para la produccion de celulasas
fingicas, con el objetivo de evaluar el estado actual del conocimiento en esta area y destacar su
potencial para aplicaciones sostenibles con los residuos agroindustriales producidos en las

regiones de Colombia.
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Planteamiento del Problema

La agroindustria representa un vasto segmento en la economia colombiana, asi como a
nivel mundial, los residuos obtenidos de la agroindustria son aprovechados en una parte como
biocombustibles, compostaje, abono, alimentos de animales en granjas; sin embargo, gran parte
de estos residuos se eliminan o se quema causando un dafio ambiental grave (Areeshi, 2022).

Al encontrar un alto volumen de residuos a nivel agroindustrial a nivel mundial, como:
bagazo de cafia de azlcar, paja de trigo, residuos de maiz, cascaras de café, residuos de papel
(Hua Yunzi et al, 2023), y frutales como el banano, que genera un 20% de los residuos, el mango
entre un 30 y 50%, la guayaba un 10%, la uva un 20% mientras que la pifia genera un 45% a
55% (Shillavi et al, 2018). En Colombia, las actividades de los principales cultivos agricolas son
platano, cafa de azucar, banano, cafia panelera, arroz, café, maiz o palma de aceite (Romero-
Saez, 2022). Todos estos residuos constituyen un alto volumen de biomasa lignoceluldsica
aprovechable como sustrato en la produccion de enzimas celulasas que, aunque es producida por
muchas industrias a nivel mundial y regional su produccién es costosa.

Estos residuos agroindustriales tienen algo en comun y es su dificil degradacion, debido a
su estructura, sin embargo, la degradacion de la celulosa a través de la celulasa fungica esta
siendo muy estudiada por varios hongos degradadores de celulosa como Aspergillus niger,
Cladosporium, Penicillium chrysogenum, T reesei, que han sido identificados para la produccion
de celulasas en funcion de su hébitat, donde las especies de Aspergillus y T. Reesei son
destacados productores de celulasas (Ghosh et al, 2021).

Por lo anterior, esta monografia se centra en la identificacion de las variables clave y los
factores que influyen en la produccion de celulasas fingicas a través de una revision de la

literatura actual sobre el aprovechamiento de residuos agroindustriales como sustratos y las cepas



fingicas mas eficientes, buscando consolidar el conocimiento existente para optimizar su

produccion.
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Justificacion

La busqueda de métodos sostenibles y eficientes para la produccion de enzimas
industriales, como las celulasas, ha cobrado relevancia en los ultimos afnos debido a la
creciente demanda de biocombustibles y la necesidad de manejar residuos agroindustriales de
manera eficiente. Las celulasas, que catalizan la hidrdlisis de la celulosa, son esenciales en la
conversion de biomasa lignoceluldsica en azucares fermentables, y su obtencion a partir de
hongos ha demostrado ser particularmente prometedora debido a la alta productividad y la
especificidad enzimatica de estos organismos. En este contexto, el uso de los residuos
vegetales como sustrato para la fermentacion en estado sélido ofrece una solucion atractiva,
ya que no solo aprovecha un subproducto agricola abundante y de bajo costo, sino que
también contribuye a la reduccion de residuos organicos, mitigando su impacto ambiental
(Sun & Cheng, 2002).

La importancia de aprovechar los organismos fingicos, especialmente aquellos
capaces de producir celulasas, radica en su impacto tanto ecolégico como econémico. Las
celulasas tienen un papel fundamental en la degradacion de biomasa celuldsica, que se
encuentra comunmente en residuos agroindustriales. Estos residuos, provenientes de la
actividad agricola y de consumo alimentario como es el caso de los bagazos y las cascaras,
constituyen un sustrato de bajo costo con un gran potencial para la produccion de
biocombustibles y de celulasas, dando como resultado la valorizacion de estos residuos y
apuntando a la produccion y consumo responsable que corresponde al ODS 12.

Las celulasas son enzimas hidroliticas la tercera enzima mas utilizada en la industria
global; sin embargo debido a su baja disponibilidad y a los altos costos de produccion, no

representan un acceso amplio y econdémicamente viable para todas las aplicaciones



potenciales, sus usos impactan en diferentes industrias y sus aplicaciones van desde la
produccion de biocombustibles, extendiéndose a sectores como el alimentario, enfocandose
no solamente al mejoramiento de procesos en la industria alimentaria sino también hacia la
extraccion de compuestos bioactivos. Por lo tanto, la produccion de estas enzimas a partir de
residuos lignocelulosicos puede brindar ventajas técnicas y economicas a nivel industrial
debido a que la materia prima es renovable y de bajo costo (Miranda, 2019).

Por todo lo anterior, esta monografia realiza una btisqueda bibliogréafica con
investigaciones similares reportadas en articulos cientificos que sustentan el
aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos utilizando organismos fungicos y su
impacto en la utilizacion de las enzimas celulasas en la industria alimentaria y procesos
biotecnoldgicos, que condensara la revision bibliografica en este tema lo cual ayuda a
disminuir el tiempo de revision y facilita la comparacion de los diferentes residuos

empleados como medios de cultivo para la obtencion de celulasas.
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Objetivos

Objetivo General

Analizar la informacion bibliografica sobre la produccion de celulasas a partir de hongos,
utilizando residuos agroindustriales como sustratos en procesos de fermentacion, comparando los
resultados reportados en términos de viabilidad técnica, aplicaciones industriales y su
contribucion a la sostenibilidad ambiental.
Objetivos Especificos

Identificar las condiciones experimentales reportadas en la literatura para la produccion
de celulasas fingicas mediante el aprovechamiento de residuos agroindustriales en procesos de
fermentacion.

Evaluar los resultados obtenidos en diferentes estudios sobre la viabilidad técnica y
econdmica de la produccion de celulasas utilizando residuos agroindustriales.

Comparar las aplicaciones industriales documentadas de las celulasas producidas

mediante residuos agroindustriales, destacando su impacto en la sostenibilidad ambiental.
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Metodologia
Descripcion de la Investigacion

El tipo de estudio que se trabajo en este proyecto es una revision bibliografica, que tuvo
como propdsito investigar sobre un tema especifico, en este caso sobre la produccion enzimatica
de organismos fungicos, donde se recopilo informaciéon que apoy¢ el trabajo con referencias de
otros autores que investigan en la misma linea.

En este proyecto se realizé una revision cualitativa, donde se evalto la produccion de
enzimas celulasas de acuerdo con los principios de fermentacion utilizando organismos fingicos
y sustratos como residuos agroindustriales, donde se determind su comportamiento de la accion
enzimatica, comparado con las investigaciones encontradas en las bases de datos, validando asi
mediante un analisis critico los resultados obtenidos.

Recoleccion de la Informacion

La busqueda de la informacion se realizé apoyado en bases de datos correspondientes a la
Universidad Nacional Abierta y a Distancia — UNAD, se tomd cada instrumento de recoleccion
teniendo en cuenta el analisis de informacion y las variables con las palabras claves y ecuaciones
de buisqueda para articulos cientificos y articulos de revision.

Se recopilo la bibliografia teniendo en cuenta los afios publicados desde, (2004— 2024),
Esto con el fin de obtener puntos de referencia que den reportes, teorias o procesos sobre el tema
a investigar.

La busqueda de informacion se realizé apoyado en los operadores de busqueda booleanos
como: (AND — OR — NOT — Comillas (““‘) — Asterisco (*) — paréntesis ()) en bases de datos
académicas ya mencionadas, lo que permitié afinar las bisquedas y obtener los resultados mas

relevantes y precisos.
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Diseiio de la Investigacion

Para este trabajo se planificd y estructur6 el proceso de investigacion para abordar el tema
de estudio, teniendo en cuenta el procedimiento de busqueda, los instrumentos de investigacion,
analisis de la informacion, alcance y delimitaciones que guian el proceso de recoleccion y
presentacion de informacion de fuentes secundarias.

Elementos del Disefio de la Investigacion

Definicion del Tema y Palabras Claves. El primer paso consisti6 en delimitar
claramente el tema de la monografia: La obtencion de celulasas a partir de hongos utilizando
residuos agroindustriales como sustrato. Se identificaron las palabras claves relacionadas como
“celulasas”, “produccion de enzimas”, “fermentacion en estado solido”, “hongos filamentosos”,
“residuos agroindustriales”, y “biotecnologia industrial”. Estas palabras claves se utilizaron en
diferentes combinaciones para maximizar la relevancia y el alcance de la busqueda.

Seleccion de Fuentes de Informacion. Se procedi6 a identificar las bases de datos
cientificas mas adecuadas para la busqueda de informacion, incluyendo Web of Science, Scopus,
Science Direct y Google Scholar. Se priorizo articulos de revision, investigaciones
experimentales y capitulos de libros relevantes publicados en revistas cientificas de alto impacto
y editoriales reconocidas en el campo de biotecnologia y la quimica industrial.

Criterio de Inclusion y Exclusion. Se establecieron criterios claros para la inclusion de
articulos en la revision. Se incluyeron estudios publicados en los ultimos 20 anos,
preferentemente en inglés, que abordan la produccién de celulasas mediante hongos, la
utilizacion de residuos agroindustriales como sustratos y avances en la fermentacion. Se
excluyeron articulos que no proporciones datos experimentales relevantes, revisiones de bajo

impacto, y estudios que no estén directamente relacionados con el objetivo de la monografia.
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Revision y Evaluacion Critica. Los articulos seleccionados fueron sometidos a una
revision critica para evaluar su relevancia, calidad metodolédgica y aportes al campo de estudio.
Se presto especial atencion a estudios que detallan procedimientos experimentales, rendimientos
de produccion enzimatica y andlisis de la composicion quimica de los residuos agroindustriales
que mejor se comportan como sustrato. Ademas, se considera la reproducibilidad y aplicabilidad
de los resultados en contextos industriales.

Organizacion y Sintesis de la Informacion. Una vez se recopil6 y evalto la
informacion, se procedi6 a organizarla de acuerdo con los subtemas definidos en la estructura de
la monografia. Se sintetizaron los hallazgos mas relevantes, destacando tendencias, enfoques
metodoldgicos y brechas en la investigacion actual. Terminando con la redaccion de la
monografia siguiendo un esquema légico y coherente, asegurando que la discusion esté

respaldada por la evidencia cientifica disponible.
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Marco Tedrico

Los residuos agroindustriales son subproductos generados a partir de las actividades
agricolas e industriales relacionadas con la produccion de alimentos, fibras, biocombustibles y
otros bienes de consumo. Estos residuos incluyen materiales organicos como bagazo de cafia,
cascaras de frutas, restos de cultivos, residuos de la industria carnica y lactea, asi como productos
quimicos utilizados en la agricultura (Singh, 2021). Para este trabajo se tiene en cuenta los
residuos agricolas propiamente, los cuales se aprovechan mediante tecnologias como la
fermentacion fingica que no solo ayuda a mitigar los impactos ambientales negativos, sino que
también promueven un uso mas eficiente de los recursos naturales, contribuyendo a la
sostenibilidad de los sistemas agricolas e industriales.

Dentro de la estructura de los residuos agricolas que son generalmente residuos de
cascaras, tallos, hojas, semillas y otros, se encuentra la celulosa que es el principal componente
de la biomasa vegetal (50%), y la fuente de carbono renovable més abundante de la tierra, se
encuentra de forma pura o asociado con otros polisacaridos como es la hemicelulosa (30%) y la
lignina (20%), creando un marco estructural fuerte en la pared celular de la planta, creando una
barrera fisica y quimica para acceder al carbono, lo que limita el aprovechamiento de la misma
(Gutiérrez-Rojas, 2015). Este polisacarido es lineal y estd formado por unidades monoméricas de
glucosa unidas por enlaces 3 — 1,4 — glicosidicos, formadas principalmente por cadenas cortas de
celobiosa y glucosa (Yunzi Hu, 2023), las cuales se desprenden del polimero de celulosa
insoluble mediante la hidrolisis enzimatica realizada por las celulasas.

La celulosa que hace parte de la estructura de la pared celular de las plantas conforma los
polisacaridos estructurales llamados lignocelulosas, ya que dentro de ella pueden contener
polimeros de azicares como pentosas (arabinosa y xilosa), hexosas (glucosa, galactosa, manosa),

lo que hace un polimero de cadena ramificada (Ghosh, 2021), y haciéndola atin més resistente a
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la hidrolisis quimica y biologica.

Dentro de la estructura de la celulosa se encuentran regiones amorfas “desordenadas”,
con una composicion heterogénea caracterizada por una variedad de enlaces, es decir, que estas
zonas amorfas (desordenadas) contienen una variedad de tipos de enlaces quimicos o
interacciones moleculares, no hay un patron regular, lo que los hace diversos. Este arreglo
asimétrico comun en las regiones amorfas hace un punto crucial para la biodegradacion de la
celulosa. Aparte de estas regiones, se encuentra fibras de celulosa que contienen irregularidades
en su estructura permitiendo espacios que se forman como microporos y capilares lo
suficientemente amplio para permitir la entrada de moléculas relativamente grandes, como es el
caso de las enzimas celuloliticas (Gutiérrez- Rojas, 2015).

La estructura de la celulosa es un punto importante a tener en cuenta, Peciulyte (2014), y
es el orden de los polimeros individuales que se presentan en una fibrilla de la celulosa y esto
depende en gran medida de su ubicacion dentro de ella ya que constituyen la red de celulosa, esta
red tiene una orientacion compleja y la exposicion del area superficial al ataque enzimatico es
una de las propiedades limitantes durante la hidrolisis enzimatica.

Celulasas y su Importancia Biotecnologica

Las celulasas son enzimas especificas que descomponen la celulosa en moléculas mas
simples como la glucosa y son cruciales en diversos procesos bioldgicos e industriales. Son
producidas por hongos, bacterias, protozoos, plantas y algunas especies animales. Entre los
anteriores organismos, los que destacan en la produccion de estas enzimas son los hongos como
Trichoderma reesei que tienen la capacidad de producir mayores cantidades de celulasas en
comparacion con las bacterias, las plantas y los animales.

En la biotecnologia, las celulasas han abierto un mercado mundial de enzimas debido a su

gran variedad de fines industriales por lo cual ha conducido a una demanda cada vez mayor de
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identificar y aislar nuevas celulasas apoyado en uso de enfoque metagendmicos,
metatranscriptomicos de secuenciacion con el fin de aprovechar la diversidad microbiana y con
el fin de aislar nuevas celulasas y realizar mejoras en sus actividades cataliticas (Ghosh, 2021).

Tipos de Celulasas

Las celulasas se clasifican segun su especificidad hidrolitica hacia los enlaces 8 — 1,4
glucosidicos entre dos 0 mas carbohidratos o un carbohidrato y una fraccion no carbohidratada.

Estas enzimas tienen tres componentes: exoglucanasas (EC 3.2.1.91.), endoglucanasas,(EC
3.2.1.4.) y B -d — glucdsido glucanhidrolasa, (EC 32-1-21). Con estos tres componentes se realiza
la hidrdlisis enzimatica que implica la accion sinérgica donde cada componente cumple una
funciodn especifica (Gutiérrez — Rojas Ivonne, 2015).

Las Endoglucanasas (endo — 1,4 — B — D — glucanasas), actiian internamente en las
cadenas de celulosa, rompiendo los enlaces glucosidicos de la cadena principal de polisacaridos.
Generan fragmentos mas cortos de celulosa (oligosacaridos y polisacaridos mas pequefios) que
son producto de la degradacion en regiones amorfas de la celulosa.

Las Exoglucanasas (-exo — 1,4 B — D- glucanasas) cortan las cadenas de celulosa desde
los extremos, de las regiones amorfa y cristalina liberando unidades de celobiosa (un disacéarido
compuesto por dos moléculas de glucosa) o glucosa individual.

Las Celobiohidrolasas son un tipo especifico de exoglucanasas que actian principalmente
sobre los extremos de las cadenas de celulosa cristalina, liberando moléculas de celobiosa.

La Beta-glucosidasas (1,4, B- D- glucosidasas) denominada también como celobiasa que
puede convertir eficazmente los oligosacéridos celobiosas en moléculas de glucosa. Completa el
proceso de degradacion para que las células puedan utilizar la glucosa como fuente de energia.

La figura 1 describe la accion de las enzimas de las tres clases principales sobre la

celulosa. Las moléculas de glucosa en color rojo representan la region cristalina y las moléculas



de glucosa en color negro estan en la region amorfa.
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Figura 1

Accion de diversas enzimas celulasas sobre la capa superficial de la celulosa

’ . Endoglucanase = \ CBH |\) CBH Il ‘ p-glucosidase
A

. Catalytic Domain B Carbohydrate Binding Module ~ “~ ™\ Linker

G Glucose R Reducing End NR Non-Reducing End
Nota. Descomposicion de la estructura de la celulosa bajo la accion de celulasas. CBH 1. Celulasa tipo |
— endoglucanasa rompe enlaces internos de la cadena celulosa; CBH II: Celulasa tipo II Carbohydrate
Bindind Module: médulo de union a carbohidratos; NR: Extremo no reductor; R: Extremo reductor
Linker: enlazador. Fuente. Areeshi M, 2022.

La celulasa fingica tiene principalmente dos dominios: el dominio catalitico (CD) y los
dominios de union de carbohidratos (CBD), conocido como union de celulosa. Ambos dominios
desempefian funciones diferentes, mientras que el CBD ayuda en el proceso de union de la

enzima al sustrato, el CD es responsable de la reaccion de hidrdlisis (Singh et al, 2021).

Fermentacion Enzimatica

La fermentacion es un proceso metabolico en el cual ocurre la degradacion
deshidrogenante de sustancias orgédnicas por organismos o células bajo condiciones anaerdbicas,
condiciones en las que se transfieren los electrones a metabolitos que se acumulan y se excretan
en forma reducida. La fermentacion solo es posible si el organismo es capaz de obtener energia
mediante este proceso (PAC, 1992).

La fermentacion para la produccion de enzimas celulasas de microorganismos fungicos

se pueden realizar de dos maneras: fermentacion en estado sélido y fermentacion sumergida. A
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través de estos métodos los sustratos solidos o liquidos son convertidos por estos
microorganismos fungicos en productos de alto valor agregado, ttiles para el ser humano.
Durante la fermentacion, el hongo secreta celulasas para descomponer la celulosa que
esta presente en el sustrato (Hernandez — Melchor, 2019).
Sin embargo, Peciulyte (2014), reporta en su investigacion que es necesario trabajar con
varias enzimas con diferentes actividades para lograr una actividad eficiente para una hidrolisis
enzimatica eficiente de la celulosa, como son, las celulasas y hemicelulasas, pertenecientes al

grupo de enzimas llamadas glicosido hidrolasas (GH).
Fermentacion en Estado Solido (SSF)

La fermentacién sélida se lleva a cabo con materiales insolubles en agua como residuos
vegetales que se acondicionan para el crecimiento de los microorganismos, utilizando sustratos
como: salvado de trigo, bagazo de cafa, pulpa de papel, residuos agroindustriales.

Este proceso a diferencia del SmF (Fermentacion sumergida), cambia la morfologia del
hongo ya que durante el proceso de SSF, la cepa de hongos coloniza la superficie solida
creciendo en ella como una estera micelial, estas hifas son aéreas y penetran el espacio intra —
particula de material s6lido (Singh, 2021).

Los hongos al tener en su estructura hifas alargadas ejercen presion mecénica sobre las
estructuras de la celulosa que ayudan a los resultados de las actividades de la celulasa (Ghosh,
2021).

La viabilidad del uso de microorganismos en SSF, estan especialmente enfocados hacia
los hongos, bacterias, levaduras, etc, y se pueden emplear en condiciones aerdbicas o no
aerdbicas, los microorganismos que tienen actividad de agua (Aw) mas baja, como los hongos y
las levaduras son adecuados para el proceso de SSF que los que tienen una (Aw) mas alta como

las bacterias (Singh, 2021).
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Dentro de los hongos filamentosos como Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicilliumsp.,
Humicola insolen y bacterias como Bacillus sp., Clostridium sp., Cellulomonas sp, etc son los mas
utilizados para la produccion de celulasas a través de SSF.

Fermentacion Sumergida (SmF)

La fermentacion liquida o sumergida, se aplica en procesos donde se utilizan materiales
solubles en agua utilizados para la reproduccion de microorganismos y la multiplicacion de
biomasa, utilizando sustratos como: melazas y caldos de cultivos que contienen sales minerales,
vitaminas, azacares, etc (Hernandez — Melchor, 2019).

Los parametros del proceso como el pH, la temperatura, la agitacion, la aireacion y la
espuma son factores importantes que afectan el crecimiento de microorganismos y el
rendimiento del producto se puede controlar facilmente en el proceso SmF (Singh, 2021), Al
igual que otro factor importante a tener en cuenta es la temperatura debido a que en la
produccion de enzimas afecta la tasa de crecimiento, la tension de oxigeno disuelto, la tasa de
evaporacion del medio, la formacion de pellets y del producto final.

Organismos Fungicos

Los hongos filamentosos o mohos tienen la caracteristica de tener en su estructura un
soma vegetativo (talo) parecido al de las plantas, los cuales consisten en filamentos
microscopicos alargados y ramificados, la mayoria constituida por quitina, ademas de otros
polisacaridos como mananos, galactanos y quitosan, con una pared celular formado por
carbohidratos (80-90%), y son las proteinas, lipidos, polifosfatos y iones inorganicos el material
cementante (Suarez-Contreras, 2021).

Ademas, los micelios de hongos filamentosos sintetizan y liberan grandes cantidades de
enzimas hidroliticas extracelulares, que ayuda a aumentar la accesibilidad de la celulosa en la

estructura de la biomasa (Li W et al, 2022).
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La obtencion de enzimas mediante estos microorganismos se realiza preferiblemente a
escala industrial ya que son faciles controlar en sus diferentes etapas de fermentacion.

Entre los hongos més destacados para el proceso de biodegradacion de celulosa a partir
de residuos agroindustriales, se encuentran algunos como: Trichoderma reesei, Aspergillus
niger, Penicillium. Estos hongos producen celulasas que pueden descomponer la celulosa en

azlcares mas simples, lo cual es esencial para el reciclaje de biomasa lignocelulosica y
aunque se reportan mas organismos fungicos productores de estas enzimas los que mas resaltan
son la especie de T. reesei y A. niger (Ghosh, 2021).

Los hongos de pudricion blanda, como Trichoderma y Aspergillus, tienen la capacidad de
liberar grandes cantidades de proteina extracelular no compleja, lo que los hace ideales para la
produccion comercial de celulasa. Esto se debe a que su naturaleza facilita el proceso de
extraccion y purificacion. Ademas, debido a su flexibilidad y versatilidad, estos
microorganismos crecen de manera eficiente en sustratos de frutas, materiales celuldsicos y

vegetales (Areeshi M, 2022).
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Residuos Agroindustriales

Las frutas y verduras son los alimentos que se consumen en su mayoria a nivel mundial
debido a sus propiedades que generan por contener metabolitos secundarios como: fenoles,
flavonoides, antioxidantes, fibras, vitaminas y minerales. La mayor parte de estos residuos
agroindustriales se dan en la granja dando origen a pulpa de fruta, cascaras, hojas de diversos
origenes, entre otros; los cuales contienen en su composicion, la celulosa, hemicelulosa, lignina,
almidon, pectina y otras fibras (Torres, 2020).

También se observa que en los procesos de transformacion de la fruta no se aprovecha
por completo debido a la insuficiente comprension de sus valores nutricionales y econdémicos
(Shillavi, 2018).

Es por lo anterior, que el uso de residuos agroindustriales como sustratos en procesos de
fermentacion ha sido una alternativa de aprovechamiento utilizando organismos fingicos para la
produccion de esta enzima como es la celulasa, al ser la lignocelulosa el componente principal de
la biomasa el cual es biodegradado por los hongos.

Los residuos orgénicos (arroz, frijol, maiz, ajo, tomate) tienen un buen comportamiento
para ser usados como sustratos con los organismos fungicos es en la fermentacion en estado
solido (SSF), debido a que es de bajo costo, menor energia, mayor rendimiento de produccion y
asemeja el entorno natural de estos organismos (Torres, 2020).

De acuerdo con lo que indica el autor Torres (2020), el uso de residuos agroindustriales
no solo ayuda al aprovechamiento de estos, también es una alternativa de produccion de
celulasas de bajo costo, efectiva, facil de manejar y muy eficiente para la aplicacion en diferentes

areas de la industria.
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Importancia de la Composicion Quimica de los Residuos Agroindustriales

La caracterizacion de la composicion quimica de los residuos agroindustriales es esencial

para evaluar su potencial de aprovechamiento en procesos biotecnoldgicos identificando los

residuos ricos en carbohidratos como la celulosa y hemicelulosa que son ideales para la

produccion de enzimas celulasas y también de acuerdo con su contenido, aquellos residuos que

contienen lignina pueden requerir tratamientos especificos para hacerlos accesibles a los

procesos de fermentacion. Es asi como dependiendo del tipo de residuo a trabajar se evalua que

tan eficiente puede ser para ser utilizado como sustrato en la produccion de celulasas,

consultando algunos autores se recopilaron datos sobre algunos residuos que se han trabajado

para la produccion de estas enzimas en la tabla 1.

Tabla 1

Contenido quimico de residuos agroindustriales

Residuo agroindustrial Contenido quimico (%) Referencia
Céscaras de pifia Lignina (19.4%) Ojha A, 2023
Celulosa (32.4%)
Hemicelulosa (23.2%)
Hojas de pifa Lignina (13.05%) Ojha A, 2023

Racimos vacios -residuo de

palma de aceite

Orujo de manzana

Orujo de uva

Celulosa (41.15%)
Hemicelulosa (21.02%)

Hemicelulosa (69%)
Lignina (22%)
Celulosa (37% -50%)

Celulosa (22.9%)

Lignina (18.2%)
Hemicelulosa (9.9%)
Azucares reductores (18.2%)
Proteina (3.8%)

Lignina (11.1%)
Celulosa (7.5%)

Rodriguez I, 2007
Salleh, 2011

Srivastava, 2021

Srivastava, 2021
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Residuo agroindustrial

Contenido quimico (%)

Referencia

Céscaras de naranja

Cascaras de platano

Tallo de platano

Paja de Maiz (fibra)

Bagazo de cana

Cascara de guandbana

Céscara de pifia

Hemicelulosa (4.5%)
Cenizas (7.9%)

Celulosa (16.2%)
Hemicelulosa (1.0%)
Lignina (14.4%)
Proteina (41.1%)
Cenizas (1.7%)

Celulosa (12%)
Hemicelulosa (2.2%)
Lignina (2.2%)
Proteina (14%)
Cenizas (9.2%)

Celulosa (23.85%)
Azlcar total (56.8%)
Almidoén (27%)

Azlcar reductora (4.65%)

Proteina (4.3%)

Celulosa (44.7%)
Hemicelulosa (23.8%)
Lignina (14.5%)

Fibra (41.03%)

Celulosa (40-50%)
Hemicelulosa (25-35%)
Lignina (20-25%)
Cenizas: (1-4%)

Celulosa (44,89%)
Hemicelulosa (12.31%)
Lignina (30.64%)

Celulosa (35.32%)
Hemicelulosa (37.60%)
Lignina (11.16%)

Srivastava, 2021

Srivastava, 2021

Srivastava, 2021

Srivastava, 2021

Escudero, 2013

Rojas-Gonzalez, 2019

Rojas-Gonzalez, 2019

Nota. Contenido celulolitico de residuos agroindustriales. Fuente. Elaboracion propia.
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El contenido quimico de los sustratos es una parte importante en el crecimiento de los
hongos, debido a que la produccion de celulasas necesita de una buena fuente de carbono, por
esto los sustratos deben cumplir con ciertas caracteristicas que favorezcan el buen crecimiento de
los hongos.

La celulosa que esta presente en todos los sustratos de origen vegetal, como se evidencia
en la tabla 1, es una fuente clave de carbono para la produccion de enzimas celulasas, asi como la
hemicelulosa que es un polisacérido complejo que aporta en este proceso de produccion de
enzimas. Algunos sustratos como el tallo de platano y el orujo de manzana al igual que la cafia
de azlicar, contienen una fuente de carbohidratos solubles como los aztcares, glucosa, sacarosa o
maltosa que suministran un rapido suministro de energia, al igual que los minerales y
micronutrientes como el fosforo, azufre, magnesio, calcio y hierro son importantes para su
crecimiento y metabolismo. También se evidencia la presencia de lignina en menor proporcion
en la composicion de los sustratos, este es un componente importante en el proceso de
produccion de celulasas por hongos, que, aunque de una manera un poco mas compleja que la
celulosa, al ser este compuesto un polimero fenolico altamente resistente que forma parte de las
paredes celulares de las plantas, aunque no es directamente degradada por las celulasas, si por
otras enzimas que obligan a los hongos a producirlas como la ligninasas para descomponer la
lignina y liberar la celulosa (Limayem et al, 2012).

Nisha (2021), indica que también a partir de desechos de frutas utilizado como sustrato se
ha conseguido producir celulasas, debido a las caracteristicas renovables, bajo contenido de
lignina, la naturaleza orgénica y el bajo costo, puede ser de bastante interés para la industria de
celulasas. Dentro de estos residuos se tiene: pulpa de manzana con 22.9% de celulosa, 5.2%
hemicelulosa, 21.2% lignina; orujo de uva con un 56.6% de agua, 11.1% lignina, 7.5% de

celulosas, 6.7% hemicelulosa; cascaras de mandarina con un 10.7% de celulosa, 3.88% de
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hemicelulosa, 1,91% de lignina; cascaras de naranja 16.2% celulosa, 13.8% hemicelulosa, 1,0%
de lignina; cascaras de platano con 12% de celulosa, 9.8% hemicelulosa, 2.2 % lignina y el tallo
de la fruta del platano con 23.85% de celulosa, 56,8% azucar total y 27% de almidon, estos datos
comparados con los residuos agroindustriales antes mencionados, son bajos pero son fuente rica
de carbohidratos, proteinas y minerales que se pueden convertir en productos de valor agregado
como enzimas de celulasa.

En la tabla 2, se indica la actividad enzimatica de los diferentes sustratos de frutas que
reportan actividad enzimatica, como lo indica Srivastava 2021, teniendo en cuenta la actividad
enzimatica de celulasa total, y las actividades de las exoglucanasas y B-glucosidasas.

Tabla 2

Produccion de celulasas con residuos agroindustriales

Residuos Actividad enzimatica
Residuos pifia FPasa 8.61 U/ml
Residuos Citricos y mandarinas CMCasa (655 U/ml); Exoglucanasas (412

U/ml); B-glucosidasa (515 U/ml).
Residuos Uva FPasa 33.56 U/g
Residuos Manzana — céscara arroz Fpasa 133.68 Ul/g; CMCasa 172.31 IU/g

B-glucosidasa 60.09 IU/g

Nota. Valores de actividad enzimatica. Tomado de: Srivastava (2021). Fuente. Elaboracion
propia.

En Colombia se produce més de 71 millones de toneladas de residuos al aflo, entre estos:
cafa panelera, arroz, café, maiz, palma de aceite, cafia de azicar, banano, de los cuales solo el
17% son aprovechados (Romero-Séaez, 2022). Todos estos residuos teniendo en cuenta los
contenidos lignoceluldsicos son una oportunidad de aprovechamiento para la produccién de

celulasas.
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El Pretratamiento que se realiza al sustrato se hace con el fin de obtener un mejor

rendimiento y ser mas eficaz en la obtencion de enzimas, estos pueden ser fisicos, mecanicos,

térmicos, ultrasonidos, quimicos, bioldgicos o combinados. El pretratamiento fisico se realiza

para reducir el tamafio del sustrato, entre los cuales estan: trituraciéon y molienda, también se

encuentra la extrusion, tratamiento con vapor, y ayudar a mejorar la velocidad y eficiencia de la

hidrolisis (Prieto et al, 2020). El tratamiento bioldgico lo hace el organismo fingico durante el

proceso de fermentacion. El tratamiento por ultrasonido que es un tratamiento fisico aplica ondas

sonoras o radiacion de alta energia (microondas) al sustrato, por medio del fendémeno de

cavitacion ayuda a romper las paredes celulares. Todos estos procesos mencionados

anteriormente ayudan a realizar un mejor proceso enzimatico.

Miranda Sosa (2019), enuncia varios pretratamientos tantos fisicos como quimicos

realizados por diferentes autores para el tratamiento de diferentes sustratos, como lo muestra la

tabla 3.

Tabla 3

Pretratamientos utilizados para sustratos agroindustriales

Sustrato Pretratamiento ~ Organismo  Actividad Actividad ~ Referencia
enzimatica enzimatica
Fpasa (U/g) CMCasa
(U/g)
Quimico:
HNOs 0.5% Trichoderma 0.03 0.000
Racimos HNOs3 1.0% viride T12 0.13 0.12 Rodrieuez I
vacios  Biologico: Trichoderma 0.36(10 dias) 1.53 (200 7§ '
“raquis”  (fermentacion viride T12 0.37(20 dias) 1.39
Pleurotus
ostreatus)
Residuos  Fisico: A Niger 44.30 Escudero
de cafia Fragmentacion (CH2016) (2013)
azucar mecanica — A.Ochraceus 43.73
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(CH2001)

Quimico: (CH2016) 1.148UFP/gr
Organosolventes (CH 2001) 0.832UFP/g
en suspension
de etanol 50% y B-glucosidasa:
NaOH 3% (v/v) 0.71
reactor de
presion
Bagazo Fisico: A niger 0.98 Sosa M (2019)
cafia Fragmentacion -
disminucién 0.25
tamano
Quimico: 34.6 BGL
Hidrolisis
alcalina H2=2 al
6% y NaOH
10M
Brozade  Quimica A niger SSF 92,5 Lizarraga
café Deslignificacion FPU/ml (2021)
NaOH 0,1 M al SmF 78,72
3% 7 24 horas FPU/ml
Nota. actividad enzimatica utilizando diferentes pretratamientos. Fuente. Elaboracion propia.

La importancia de realizar el pretratamiento a los sustratos se debe a los enlaces quimicos

que tienen en su estructura, con el fin de debilitarlo, para disminuir la cristalinidad de la celulosa

y aumentar la porosidad del material para exponer las fibras a las enzimas para la hidrélisis,
teniendo en cuenta que la lignina cumple el papel de adhesivo de unién entre la hemicelulosa y
la celulosa, lo que hace mas dificil la degradacion (Hua Yunzi et al, 2023).

De estos tratamientos el mas utilizado es el pretratamiento fisico el cual es una etapa
clave para hacer que los sustratos lignocelulosicos sean mas adecuados para la fermentacién o
para la accion de enzimas como las celulasas, facilitando la despolimerizacion de los
polisacaridos estructurales, promoviendo una mayor produccion de azicares fermentables o una
mayor eficiencia en la produccion de enzimas. Estos azlicares liberados, como la glucosa, son

fundamentales como fuente de carbono en los procesos de fermentacion que llevan a la
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produccion de celulasas y otras enzimas industriales (Hua Yunzi et al, 2023).

El sustrato es una variable importante a tener en cuenta, debido a su estructura y
composicion, en el caso de la corona de pifa el pretratamiento que se realiza alli es quimico,
debido a su composicion quimica ya que contiene 39.52% de carbono, 5.51% hidrogeno, 13.82%
de nitrégeno y 0.46% de azufre, y mediante la hidrolisis 4cida se recuperan los nano cristales de
celulosa de fibras de pifa derivadas de las coronas de la pifia como lo indica Ojha A (2023).

En cuanto a los residuos de palma, Rodriguez (2007), en su investigacion reporta el uso
de tratamiento quimico mediante soluciones acidas combinadas con tratamiento bioldgico
utilizando Hongo Pleurotus ostreatus con el fin de disminuir la cristalinidad de la celulosa de los
materiales lignoceluldsicos de los residuos y facilitar el crecimiento de los hongos productores
de celulasas.

Analizando el contenido de lignina en la tabla 1, se identifica una mayor contenido para
los residuos de palma, bagazo de cafia y residuos de maiz con un 20-23% a diferencia de los
residuos frutales como, cascaras de naranja, orujo de uva, cascaras de pifa, orujo de manzana
que su contenido de lignina oscila entre un 3 a 18%, por lo cual los pretratamientos para los
residuos de palma, bagazo de cafia, residuos de maiz se utilizan tratamientos quimicos como la
hidrolisis alcalina, para sustratos con bajo contenido de lignina y alto contenido de hemicelulosa
y celulosa amorfa se utiliza la hidrélisis &cida.

Sosa Miranda (2019) en su estudio indica que comparando varios sustratos como, bagazo
de cafia, bagazo de sorgo, cascaras de arroz y paja de cebada, para la produccion de celulasas de
Aspergillus niger ITV-02, el sustrato que mayor porcentaje de deslignificacion mostro fue el
rastrojo de maiz lo que permitio que la estructura lignoceluldsica fuera més porosa y accesible
para A. niger ITV-02, lo que favoreci6é una mayor produccion de celulasas, utilizando

pretratamientos quimicos.
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Organismos con Capacidad Celuloliticas

Una forma sustentable y econdmica de producir las enzimas celulasas es utilizando
material lignoceluldsico que se encuentra en los residuos agroindustriales, segiin reportes de
articulos cientificos, los organismos que mejor se comportan para la produccion de estas enzimas
son los hongos, especialmente las especies fungicas aerdbicas para producir celulasas libres con
una mayor actividad y es facil de recuperar las especies enzimaticas activas individuales
(Areeshi M, 2022).

Muchos organismos fungicos han sido estudiados y utilizados para producir celulasas
principalmente debido a su eficacia en la degradacion de celulosa y su capacidad para crecer en
diversos sustratos lignocelulésicos, entre ellos, los géneros Clostridium, Cellulomonas,
Thermomonospora, Trichoderma y Aspergillus son los productores de celulasas mas estudiados.

Los términos de capacidad celulolitica utilizados como lo muestra (Kuhad et al,2011)
corresponden a los organismos fingicos que realizanla descomposicion de la materia orgénica,
especialmente en el contexto de la madera y otros materiales vegetales. Estan asociados a
microorganismos con capacidad celuloliticas, que son capaces de descomponer la celulosa y
otros componentes de la pared celular de las plantas.

Para el uso de estas enzimas en la industria de alimentos, es importante identificar
aquellos organismos que degraden la celulosa de manera eficiente y que trabaje especificamente

sobre sustratos de materia organica que es el interés en esta revision bibliografica.
Trichoderma Reesei

Estas especies como lo indica Herndndez- Melchor (2019), es una especie que viven en
ecosistemas terrestres, con bajo requerimiento nutrimental, en un rango de temperatura (25 -
30°C) que se desarrolla en su habitat y que influye en su crecimiento, esto hace que se adapten

facilmente a condiciones ecologicas y puedan crecer de manera saprofitica, interactuando con
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animales y plantas, lo anterior hace que pueda desarrollarse en diferentes sustratos. Estos
organismos son capaces de degradar celulosa y producir un complejo de celulasas con diferentes
especificidades y modos de accion, entre ellas se encuentran: endo-1,4 — p-glucanasas,
celobiohidrolasas, exoglucanasas y p-glucosidasas.

Trichoderma spp, es un hongo degradador de celulosa que secreta grandes cantidades de
enzimas hidroliticas, como xilanasas, celulasas, quitinasas, glucanasas en condiciones y
adecuadas y antibioticos. Este organismo fungico tiene la capacidad superior para movilizar y
absorber nutrientes del suelo en comparacion con otros organismos, es un hongo de crecimiento
rapido ya que puede utilizar diferentes compuestos organicos como nutrientes (Ursula et al,
2014).

Kuhad et al (2011), menciona dentro de la clasificacion de microorganismos con
capacidad celulolitica, que el Trichoderma reesei, es un hongo de podredumbre blanda, debido a
que descompone la lignina y la celulosa dejando un material mas blanquecino y ligero, haciendo
mas facil la accion de enzimas celuloliticas (como la celulasa). Ya que, si la lignina no se
degrada adecuadamente, la eficiencia del proceso de hidrdlisis se ve reducida, y las enzimas no
pueden acceder a la celulosa de manera efectiva, lo que hace que el proceso sea mas costoso y
menos eficiente.

De este organismo fungico se caracterizaron dos exoglucanasas (CBHI y CBHII), cinco
endoglucanasas (EGI, EGII, EGIII, EGIV y EGV) y dos B-glucosidasas (BGLI y BGLI) (Ghosh

et al, 2021).
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Metabolitos Secundarios

Diversas especies de este género estan asociadas con la rizosfera de plantas o pueden
relacionarse de manera endofitica, lo que promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas,
mediante la produccion de auxinas y giberelinas; también pueden producir dcidos organicos
(gluconico, fumadrico y citrico) que pueden disminuir el pH del suelo y propiciar la solubilizacion
de minerales vitales para el metabolismo vegetal (Hernandez — Melchor, 2019).

Hernéndez — Melchor (2019), ha demostrado que el organismo fingico 7. reesei produce
diferentes tipos de celulasas a partir de residuos lignoceluldsicos, como se muestra en la figura 2,
los productos de la hidrolisis enzimatica de este género fungico donde los diversos metabolitos
secundarios son utilizados en diversas aplicaciones.

Figura 2

Productos de la hidrdlisis enzimdtica de Trichoderma reesei con residuos lignoceluldsicos

S

PR e r— Lisnma Catutan.
S5 ARy = Py

Nota. Productos de la accion enzimatica de T. reesei.

Los metabolitos secundarios como se indica en la figura 2, como la glucosa, mannosa,
galactosa, arabiosa, compuestos fendlicos derivan dependiendo del compuesto a descomponer y
los cuales se utilizan en la produccion de compuestos quimicos y medicamentos, en el caso de
los compuestos fendlicos producidos por la degradacion de la lignina por tener propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, los hace utiles en la industria alimentaria, farmacéutica y

cosmética.



42

Aspergillus Niger

Considerado como un organismo fiingico superior a muchos otros organismos debido a
su capacidad de produccion de B-glucosidasa extracelular, ya que su actividad enzimatica es
importante frente a la celobiosa. Una caracteristica importante de este organismo es que puede
resistir condiciones adversas, como cambios en la temperatura y el pH, lo que facilita su
proliferacion en diversos entornos. Asi como el 7. reesei este hongo es saprofago, capaz de
descomponer una variedad de compuestos organicos, lo que le permite crecer en diferentes
ambientes (Gutiérrez -Rojas, 2015).

Este organismo tiene una notable capacidad enzimatica lo que le permite descomponer
una variedad de sustratos organicos y producir enzimas como son: amilasas, proteasas, celulasas,
pectinasas, lacasas y peroxidasas (Gutiérrez- Rojas, 2015)

Estos hongos filamentosos comunmente utilizado en la industria biotecnologica,
especialmente en procesos de fermentacion para la produccion de celulasas, tiene ciertas
caracteristicas como las enuncia Reddy (2015), en su morfologia tiene una estructura filamentosa
que produce esporas a través de conidioforos. Estas esporas son de color negro, lo que da el
nombre al hongo, es un hongo saproéfito que se encuentra cominmente en ambientes ricos en
materia organica, como el suelo y los productos vegetales en descomposicion.

Penicillium

Vaishnav et al, 2018, en su articulo menciona que este organismo ha tomado gran
reconocimiento por ser potente en produccion de celulasa, ya que siempre ha sido reconocido por
su capacidad de producir antibidticos conocido como penicilina, sin embargo, en la década
pasada se han encontrado con articulos de investigacion que reportaron un hongo Penicillium
Crisoporio, que produjo una mezcla de enzimas complejas, como la celulasa, la ligninasa y la

hemicelulosa lo que permitié una degradacion eficiente de la lignocelulosa. Asi como este
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organismo se han encontrado dentro de su especie organismo que producen cinco celulasas
diferentes, lo que lo hace fuerte frente al 7. reesei quien ha sido el organismo mas reconocido
por su produccién de celulasas.

Cuando se agregan FPU (Filter Paper Unit) de celulasa similares de ambas cepas para la
hidrolisis de biomasa, la celulosa de Penicillium resulta ganadora debido a proporciones mas
altas de B-glucosidasa a exoglucanasas (Vaishnav et al, 2018), es decir, este organismo, ademas
de romper las cadenas de celulosa en fragmentos mds pequefios, también tiene una mayor
capacidad para convertir estos fragmentos en glucosa, lo que mejora el rendimiento en el proceso
de conversion de celulosa.

Ghosh (2021) indica que, dos cepas de Penicillium, Penicillium sp. GZ-2 y Penicillium
TG2, se ha reportado se r mas eficiente en la produccion de enzimas celuloliticas e hidrélisis
enzimatica en comparacion con T. reesei RUT-C30 durante el crecimiento en residuos agricola.

Al igual que el Trichoderma reesei, tanto el Aspergillus niger como el Penicillium son
hongos de podredumbre blanda que al contrario de la podredumbre parda y podredumbre blanca
son capaces de degradar la lignina, como menciona Kuhad et al 2011, los hongos de
podredumbre parda y blanda solo descomponen la celulosa y la hemicelulosa dejando restos
lignificados y una estructura fibrosa.

Estudios Realizados en Produccion de Celulasas

Las enzimas celulasas tienen un gran potencial industrial, inicialmente se utilizaban para
la produccion de biocombustibles, pero se ha encontrado que estas enzimas son muy versatiles y
se han empezado a aplicar en diferentes areas como: textiles, industria alimentaria, elaboracion
de cerveza, industria de pulpa y papel y también en la agricultura. Actualmente se ha centrado al
conocimiento actual de produccion de celulasas y a los desafios en la investigacion de estas,

especialmente en la direccion de mejorar la economia en los procesos de diferentes industrias



(Kuhad et al,2011).

A continuacion, en la tabla 4, se reportan las investigaciones mas representativas en la

produccion de celulasas con diferentes sustratos y experimentos.

Tabla 4

Reporte de uso de microorganismos para produccion de celulasas
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Organismos Investigacion Actividad enzimatica Referencia
Aspergillus niger Purificacion de 79.4 U/ ml FPasa Sorour A, Zakia A,
celulasas Moustafa Y, El-
Naggar, Safaa M.
(2023)
Trichoderma reesei Produccion Fibras de pulpa.3.5 Peciulyte A,
Rut C-30 enzimatica teniendo  FPU / ml. Anasontzis G,
en cuenta las Karlstrom K,

T. reesei, A, niger,
Penicillium
funiculosum,
Trichoderma
harzianum,
Trichoderma viride

caracteristicas fisicas
y estructurales de los
sustratos celulosicos.
Biodegradacion de
biomasa
lignocelulodsica con
el uso de
microorganismos
fungicos. (cocteles
enzimaticos)

Avicel: 21.7 Ul/ml -
1 (endoglucanasas)

v

1000 U/g
800 U/g

l

Larsson T, Olsson
(2014)

Yunzi Hu,
Anshu Priya,
Chao) Chen,
Cuiyi Liang,
Wen Wang,
Qiong Wang,
Carol Sze, Wei
Qi. (2023)

Nota. Produccion de celulasas. Fuente. Elaboracion propia.

Se realiz6 la revision de estos articulos cientificos y otros reportados, y se encontrd

que los organismos fingicos mas utilizados en la produccion de celulasas son el 7. reesei y el

A. Niger, sin embargo, otros organismos del género Penicillium han sido trabajados en esta

area, teniendo en cuenta que su capacidad de produccion de enzimas es diferente al de los

géneros deTrichoderma y Aspergillus.
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Escudero (2013), enuncia que una de las caracteristicas especificas del género
Trichoderma es su alta capacidad para secretar enzimas celuloliticas, entre ellas endoglucanasas,
exoglucanasas y -glucosidasas, al igual que el género Aspergillus en comparacion con el género
Penicillium su produccion de celulasas es menor, pero son muy versatiles y pueden crecer en
varios sustratos.

Al analizar las investigaciones reportadas en la tabla 4, se indica la importancia de la
sintesis de las enzimas fungicas (celulasas), ya que determina la viabilidad econdmica del
proceso, realizando la revision de los articulos se encuentra que se ha producido un nimero
considerable de celulasas a partir de especies fungicas como Aspergillus, Penicillium sp,
Aspergillus niger, Trichoderma reesei, Trichoderma viride, Trichoderma longibrachiatum,
buscando desarrollar en la industria producir enzimas a bajo costo con altos rendimientos y
productividad, lo cual se ha logrado utilizando sustratos de biomasa vegetal rica en celulosa
correspondiente a la podredumbre blanca como: madera, residuos agricolas, hojas, ramas,
biomasa que se descompone en el suelo y contribuye al ciclo de nutrientes.

Fermentacion en Organismos Fungicos

Produccion de Enzimas mas Eficiente

Santos, (2021) indica que, en la SSF, los hongos producen mayor cantidad de enzimas
como las celulasas, debido a las condiciones de bajo contenido de agua y alta presion de oxigeno,
que favorecen la sintesis de enzimas extracelulares, en este tipo de fermentacion, la SSF requiere
menos energia, ya que no es necesario mezclar constantemente ni airear grandes volimenes de
liquido como en la SmF. Ademas, se puede usar sustratos agroindustrialescomo residuos solidos
(bagazo, céascaras, paja), lo que puede reducir los costos de materia prima.

Hernéndez — Melchor (2019), indica que, en la SSF, se pueden utilizar sustratos

insolubles como residuos agricolas o agroindustriales, que son degradados eficientemente por los
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hongos para producir productos de valor afiadido como las enzimas y suele ser menos
susceptibles a la contaminacion bacteriana, ya que las condiciones de bajo contenido de agua no
son ideales para el crecimiento de bacterias, lo que simplifica el manejo del proceso.

La fermentacion soélida (SSF) se considera mas adecuada que la (SmF) para organismos
fingicos teniendo en cuenta la revision bibliografica, donde se encuentran varios puntos a tener
en cuenta, como lo es, las condiciones naturales de los hongos que suelen crecer en condiciones
naturales que imita mas de cerca a la SSF como en suelos, madera, hojas en descomposicion, ya
que requieren bajos niveles de humedad, la SSF recrea mejor su hébitat natural, lo que promueve
su crecimiento y actividad metabdlica (Hernandez — Melchor, 2019).

La fermentacion sumergida a diferencia de la fermentacion en estado solido (SFF), donde
los microorganismos se cultivan sobre un sustrato sélido (residuos agricolas), en esta
fermentacion los microorganismos estan completamente sumergidos en el medio liquido, lo que
permite una mayor disponibilidad de nutrientes y control sobre las condiciones del proceso.

Liao (2018), reporta el uso de este tipo de fermentacion cuando se requiere una alta
concentracion de enzimas y se realiza en un medio liquido, generalmente enriquecido con
carbohidratos complejos, como la celulosa y otros nutrientes esenciales.

Tabla 5

Comparativa entre variables de SSF - SmF

Caracteristica Fermentacion en estado Fermentacion sumergida
so6lido (SSF) (SmF)

Sustrato Solido (residuos agricolas) Liquido (medio liquido

enriquecido)

Crecimiento microbiano Sobre la superficie del Completamente sumergidos
sustrato solido en el medio liquido

Disponibilidad de Menor Mayor

nutrientes

Control del proceso Menor Mayor
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Temperatura

Tamafio de la particula

Nivel de humedad

pH

Fuente de Carbono y
Nitrogeno

Oxigeno disuelto

Condiciones de inoculo

Agentes inductores

Control de contaminantes

25°C - 30°C (6ptima para
Trichoderma sp), 30°C —
40°C (dependiendo de
especie)

Crucial, muy pequefo causa
aglomeracion, menor tamafio
proporciona mayor area de
contacto hifa-particula
(circulacion de aire 20 —
60%)

Critico; debe ser suficiente
para el crecimiento
microbiano. Bajo contenido
reduce solubilidad de
nutrientes, alto contenido
crea barrera de difusion.

Optimo entre 4.5 — 6.0
(ligeramente 4cido para
hongos)

Los sustratos
lignoceluldsicos
proporcionan carbono, pero
puede requerir adicion de C o
adicional. Relacion C: N
crucial.

Circulacion de aire
importante (20-60% del
volumen total)

N/A

N/A

Importante para no afectar el
rendimiento

25°C - 30°C (6ptima para la
mayoria hongos)

No es factor critico

No es un factor directo, el
medio es liquido

Optimo entre 4.5 — 6-0
(dependiendo de la especie de
hongo)

Puede requerir fuentes
adicionales de C (glucosa,
sacarosa) o N (amoniaco,
sales de nitrogeno). Relacion
C: N crucial.

La transferencia de oxigeno
es critica; la
agitacion/aireacion mantiene
niveles optimos

Concentracion y viabilidad
del indculo afectan la
eficiencia de la fermentacion.

Celulosa microcristalina,
CMC o lignina pueden
inducir la produccion de
celulasas. Alto contenido de
celulosa en el sustrato actiia
como inductor natural.

Importante para no afectar el
rendimiento

Nota. Variables que se manejan en SSF — SmF. Fuente. Elaboracion propia.
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Condiciones experimentales en Fermentacion en Sélido (SSF) y Fermentacion Sumergida

(SmF)

Sustrato

La concentracion del sustrato de residuo vegetal disponible (residuos de la industria
agricola) influye en la produccion de celulasas. Un exceso de sustrato puede causar una
limitacion de nutrientes y una acumulacion de productos secundarios, mientras que una
concentracion muy baja puede no ser suficiente para inducir una alta produccion de

enzimas.

Disponibilidad de Nutrientes

Para la SSF es menor debido a que toma los nutrientes del sustrato directamente
asemejando su hébitat natural lo que facilita el crecimiento y desarrollo del hongo, entre ellos los
hongos de podredumbre blanda. (Kuhad et al, 2011) a diferencia del SmF que se desarrolla en un

ambiente liquido y debe complementarse con otros nutrientes.

Control del Proceso

Para la SmF el control es mayor debido a que los organismos fingicos estan
completamente sumergidos en medio liquido, por lo que se debe controlar la temperatura y la
concentracion de oxigeno disuelto, que se realiza mediante el sistema de agitacion y aireacion
esencial para el metabolismo microbiano y la produccién de celulasas, lo que contribuye a una
mayor consistencia en la produccion de enzimas (Singh, 2021), a diferencia del SSF al ser menor
la falta de control por las condiciones en que se realiza puede resultar en un crecimiento irregular
de los organismos fiingicos y afectar negativamente la capacidad de producir las enzimas
deseadas que resulta en rendimientos enzimatico mas bajos en comparacion con la fermentacion

(SmF).
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Temperatura

Los estudios reportados por Areeshi M (2022), indica que una temperatura de incubacion
para la produccion optima de celulasas, se encuentra en un rango entre 25 — 30°C, aunque Sosa,
(2019), indica un reporte de temperatura entre 30 — 40°C dependiendo de la especie, sin embargo
la temperatura de 30°C es la maxima produccion de celulasa por Trichoderma sp, posteriormente
un mayor aumento de la temperatura disminuye el rendimiento, esto se puede dar que ademas del
calor generado desde la fuente externa, puede haber generacion de calor desde el interior,
asociado con la reaccion metabolica, que generalmente se libera durante el crecimiento

microbiano en condiciones aerobicas.

Tamaiio de la Particula

Esta es una variable crucial para la produccion de celulasa a través de SSF, ya que una
mayor superficie de particula de sustrato depende el crecimiento del microorganismo, Areeshi M
(2022). menciona que, a pesar de tener una mayor superficie, un tamafio de particula de sustrato
demasiado pequefio puede causar aglomeracion e interferencia con la respiracion microbiana, lo
que conlleva a un crecimiento deficiente, sin embargo, Torres (2020) indica que cuanto menor es
el tamafio de la particula del sustrato, tiende a proporcionar un area mayor para el contacto entre
la hifa y la particula, lo que logra una mayor circulacion de aire (generalmente debe existir una

circulacion entre el 20% - 60% con relacion a su volumen total)

Nivel de Humedad
Este tipo de fermentacion SSF se trabaja con sustratos lignoceluldsicos, estos sustratos
deben tener suficiente humedad para promover el crecimiento y la actividad metabolica del
microorganismo, de lo contrario no dard un rendimiento adecuado en el proceso. (Sosa, 2019).
El nivel de humedad es una variable critica para controlar debido a que en caso de que la

produccion de celulasas se realiza con bajo contenido de humedad y alta tension hidrica, se suele
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notar una menor solubilidad de los nutrientes y una menor hinchazén del sustrato, mientras que,
en caso de una alta humedad, la presencia de exceso de agua libre crea una barrera de difusion
adicional que disminuye el rendimiento enzimatico (Areeshi M, 2022).

A diferencia de SmF, no es un factor relevante debido a que su medio es sumergido y se utilizan
mezclas de nutrientes que ayudan a la multiplicacion de biomasa (Hernandez- Melchor, 2019).

Ph

Los microorganismos fungicos que producen celulasas, como Trichoderma spp,
Aspergillus spp., y otros hongos, generalmente tienen un rango de pH 6ptimo para la produccion
de estas enzimas cuando se cultivan en sustratos vegetales. Este rango de pH puede variar
dependiendo de la especie de hongo, pero en general, el pH 6ptimo para la produccion de
celulasas por hongos se encuentra entre 4.5 y 6.0, los hongos que producen celulasas

generalmente prefieren ambientes ligeramente acidos (Yoon L. et al, 2014).

Fuente de Carbono y Nitrégeno

Aunque los sustratos vegetales proporcionan una fuente de carbono (en forma de
celulosa), puede ser necesario anadir fuentes adicionales de carbono (glucosa, sacarosa) o
nitrégeno (amoniaco, sales de nitrégeno) para apoyar el crecimiento Optimo y la produccion de
celulasas. La relacion carbono: nitrégeno (C: N) es crucial para la expresion de enzimas
celulosas, con una proporcion adecuada favoreciendo la sintesis enzimatica.
Oxigeno Disuelto

En la SmF, la transferencia de oxigeno es critica. Los hongos requieren oxigeno para
crecer y producir celulasas. El oxigeno disuelto puede limitar la tasa de crecimiento y la
produccion en cultivos de fermentacion sumergida si no estd bien controlado. El uso de agitacion

y/o aireacion adecuada ayuda a mantener niveles Optimos de oxigeno.
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Condiciones de Inoculo

La concentracion y la viabilidad del indculo (microorganismo inicial) afectan la rapidez y
la eficiencia con que el hongo coloniza el sustrato y comienza a producir enzimas. El indculo
debe estar en condiciones Optimas de salud y crecimiento para asegurar una fermentacion

exitosa.

Agentes Inductores y Reguladores

En algunos casos, indica Nisha (2021) se pueden utilizar compuestos especificos para
inducir la produccién de celulasas, como: celulosa microcristalina, carboximetilcelulosa (CMC),
o lignina pueden servir como inductores, activando la produccion de celulasas en respuesta a la
presencia de estassustancias. El uso de inductores debe ser controlado para evitar una sobrecarga
o inhibicion del sistema enzimatico. Aunque si el sustrato tiene un alto contenido de celulosa,
este como tal, ya es un inductor natural haciendo un proceso con alto rendimiento (Leoén-Revelo,

2018).

Control de Contaminantes

Es importante mantener condiciones que minimicen el riesgo de contaminacion
microbiana no deseada, que podria competir con los microorganismos productores de celulasas,
reduciendo asi la produccion y la calidad de las enzimas.

Cada organismo fungico desarrolla una actividad enzimatica especifica debido a su
capacidad de produccion, en el caso de A. niger este organismo destaca por su alta produccion de
B- glucosidasa extracelular que le permite descomponer varios sustratos organicos. En un estudio
de Escudero (2013), trabaja con Aspergillus spp, donde utiliza como sustrato residuos agricolas
de cosecha de cafia de azticar (RAC), el autor evaluo las tres actividades enzimaticas:
Endoglucanasas, Exoglucanasas, y B-glucosidasas, en procesos de SSF donde los sustratos fueron

tratados con organosolventes y sin pretratamiento.



A continuacion, se reportan resultados de actividad enzimatica de varios autores en la

Tabla 6:
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Tabla 6

Actividad enzimatica tipo fungico
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Hongo Género Enzima Sustrato g/rlgg?iigi Celulosa total / Actividad enzimatica Referencial
CMCasa: 11.0773 U/mL
CH 2016 Aspergillus spp Celulasas  Residuos de cana de azucar SSF Exoglucanasas: 0.042 U/mL FPasa:  Escudero et al., 2013
11.0773 U/mL
CH 2001- Aspergillus spp Celulasas  Residuos de cana de azucar SSF Glucosidasas: 0.1778 U/mL
Sustrato enriquecido con urea,
ASZ1- Aspergillus spp Celulasas  almidon, extracto de levadura y SmF 4 U/mL
minerales
. Sustrato enriquecido con urea,
ASZ3- Aspergillus spp — almidon, extracto de levadura SmF 4.41 U/mL Sorour et al., 2023
Sustrato enriquecido con urea,
ASZ6- Aspergillus spp — almidon, extracto de levadura, SmF 3.89 UmL
minerales
Asperoillus Glucosidasas: 60.09 Ul/gdsFPasa:
— P rg Celulasas  Pulpa de manzana — 133.68 Ul/gds CMCasa: 172.31 Singh et al., 2021
wge Ul/gds
o Aspergillus . o Glucosidasas: 33.0 U/gdsFPasa: 17.0
niger Celulasas  Salvado de trigo Ul/gds CMCasa: 310.0 U/gds
— A.Sp ergillus Celulasas, — SSF FPasa: 64 Ul/gMS Leén-Revelo et al,
niger 2018
Penicillium sp. b, iggi Celul Salvado de trigo (50%) SSF CMCasa: 21.11 U/gFPasa: 0.74 Ufg  Lclipe Augusto
FSDEI5 enicillium sp. Celulasas alvado de trigo 0 asa: 21. gFPasa: 0. £ Santos et al., 2021
— — — Mazorca de maiz (50%) SSF CMCasa: 1.29 U/gFPasa: 0.27 U/g
— — — Salvado de trigo SSF CMCasa: 8.72 U/gFPasa: 0.42 U/g
Aspergillus . FPasa: 0.149 UI/mLCMCasa: 0.329  Manjarres Katherine
- niger Celulasas  Residuos de palma SSF Ul/mLCelobiosa: 0.148 Ul/mL etal, 2011
Aspergillus niger Aspergillus .. CMCasa: 0.032 U/mLB-glucosidasa: )
ITV-02 niger Celulasas Bagazo de sorgo (deslignificado) ~ SSF 401 U/mL FPasa: 0.128 FPU/mL Miranda Sosa, 2019
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Hongo Género Enzima Sustrato Meétodo 'd,e Celulosa total / Actividad enzimatica Referencial
produccion
Trichoderma sp. Trichoderma Celulasas  Racimos vacios de palma de aceite SSF FPasa: 0.374 U/mLCMCasa: 0.776 Rodriguez I etal,
sp. U/mL 2007
Penicillium Penicillium . . Endoglucanasas: 606 Vasquez E et al.,
funiculosum spp. Celulasas  Moringa oleifera SmF U/Exoglucanasas: 205 U/I 2020
Fusarium Fusarium spp. — Moringa oleifera SmF B-glucosidasa: 664 U/I

verticillioides

Nota. Produccion de celulasas. *U/ml: Unidad por mililitro; UPF/mL: Unidad por mililitro proteina total, ASZ (codigo

de aislamiento Aspergillus niger); Ul/gds: actividad enzimatica por gramo de muestra; (Ul/ gPV'l): Coeficiente deformacion enzimatica asociada al

crecimiento. Fuente. Elaboracion propia.
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Tabla 7

Comparativos organismos fungicos

Organismo Produccion celulasas  Produccion de B-glucosidasa
Fpasa - CMCasa

T. reesei Alta Alta (+) Alta (+)

A. niger Moderada Alta (+) Alta (+)

(destaca mas en la
produccion de
hemicelulasas y -
glucosidasas que en
celulasas totales).

Nota. Organismos fungicos productores de celulasas.

Los diversos estudios realizados con organismos fingicos se evidencian que los
resultados son diversos, dependen del pre- tratamiento y las variables con las que se trabaje para
la fermentacion y dependiendo del tipo de fermentacion que se utilice. Las variables que tienen
en cuenta estos autores son, la temperatura, tipo de sustrato, pH, inductores presentes en el
proceso esto depende de la composicion lignoceluldsica de los sustratos a utilizar, agitacion si es
una SmF, el tipo y tamafio de indculo.

Ledén — Revelo (2018), reporta en su estudio una eficiencia metabolica de la cepa A.
niger de la proteasa para una temperatura 6ptima se encuentra entre 25 a 40°C, aunque la
proteasa es una enzima que hidroliza proteinas, junto con las celulasas se evalua una capacidad
metabdlica total sobre el sustrato lignocelulosico, y el alto nivel de actividad proteasa indica un
metabolismo fingico robusto y eficiente en la degradacidon de materia organica compleja por
parte de este organismo lo cual es un dato importante, mientras que el 7. reesei trabaja con

temperaturas sobre los 30°C (Rodriguez I, 2007) quien también reporta el uso de pre
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tratamientos a sustratos con Pleurotus ostreatus como tratamiento bioldgico favoreciendo el
crecimiento de los hongos productores de celulasas.

Sorour (2023) en su estudio indica que la sintesis completa de celulasa se alcanzo
después de 74.27 horas de fermentacion a 31.22°C y las enzimas fueron extremadamente

resistentes a una

amplia gama de temperaturas (35 a 70°C) y valores de pH (3 -9), el estudio se realizé con
A.niger utilizando SmF.

Lo que indica los anteriores estudios es que estos organismos tienen una alta resistencia a
temperaturas y pH, como lo reporta Santos (2021), quien en su estudio con Penicillium reporta el
uso de pH en rangos de 3 a 8. Esta resistencia de los organismos fingicos se debe a su
crecimiento natural en condiciones extremas siendo para el 7. reesei su crecimiento en rango de
pH entre 4 a 8, sin embargo, la produccion de enzimas puede verse afectada.

En cuanto a los inductores que favorecen la produccion de celulasas, los sustratos que
mas se incluyen son, bagazo de cafa de azucar, paja de trigo, paja de maiz, subproductos de la
industria azucarera debido a su gran contenido de celulosa, como también residuos de la
industria maderera.

Otro punto a tener en cuenta es que las industrias prefieren la produccion de estas
enzimas por el SmF, argumentando que es un procedimiento que se puede controlar y monitorear
al contrario de la SSF, la SmF tiene la facilidad de las operaciones y los sistemas controlados, la
facil recuperacion del producto y la reproducibilidad de los parametros del proceso, debido a que
la temperatura, el pH, la aireacion, la agitacion y la produccion de espuma, afectan la
productividad general del proceso y el crecimiento de los organismos productores de celulasas

que se pueden monitorear facilmente en este proceso de fermentacion (Ranjan et al, 2023).
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Ranjan (2023), indica que la fermentacion que mayor costo se maneja para la produccion
de esta enzima es la SmF, donde su costo esta aproximadamente $20/Kg, sin embargo, para el
SSF el costo fue de solo $0.2/kg. Segun su estudio de mercado mundial de celulase (2020), el
mercado esta valorado en 1.68 mil millones de dolares estadounidenses en 2020 y prevé que
alcance los 2.45 mil millones de dolares estadounidense para fines de 2026.

Areeshi M (2022), reporta que los residuos agricolas son una opcion comoda y barata de
producir enzimas y biocombustibles cuando se emplean como sustratos, actualmente las
industrias utilizar un sustrato celulésico comercial llamado “avicel” , lo que hace que la
produccion de enzimas sea un 40% mas costoso, es por esto que en la busqueda de buscar un
sustrato adecuado, potencial y de bajo costo sea una alternativa de investigacion y ademas ayuda
a gestionar el problema ambiental que se presenta actualmente por estos residuos agricolas que
no se aprovechan al maximo.

De acuerdo con lo anterior, la produccion de celulasas mediante fermentaciones con
hongos y residuos agroindustriales presenta una viabilidad técnica y econdmica respaldada por
los estudios que se muestran en esta investigacion. A continuacion, se analizan los aspectos
claves:

Viabilidad Técnica

Eficiencia de Organismos Fungicos

Trichoderma Reesei y Aspergillus Niger. Son los hongos mas utilizados por su alta
capacidad para secretar celulasas, son hongos filamentosos. En el caso de A. niger produce hasta
92.500 FPU/ml en fermentacion solida (SSF) usando broza de café como sustrato, (Lizarraga et
al, 2020), asi como en otras especies de A. niger se encuentra en sustratos como se muestra la

tabla 4, para residuos de cafia de aztcar 11.0773 U/ml de producciéon de enzimas (Escudero et al,
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2013). En el caso de T. reesei, este es reconocido mundialmente por ser el principal productor de
celulasas a nivel industrial, capaz de alcanzar actividades superiores a 100.000 FPU/L en
fermentacion sumergida (SmF) (Singh, 2021). La capacidad de la cepa A. niger de producir
simultdneamente celulasas y proteasas puede hacer mas rentable y versatil el proceso, facilitando
el aprovechamiento integral de residuos agroindustriales (Leon- Revelo, 2018). Por lo anterior,
estos organismos fungicos son los que mejor reportan produccion de enzimas celulasas y se

puede optimizar utilizandolos juntos.

Adaptacion a sustratos lignoceluldsicos

Residuos como bagazo de cafia de azlcar, paja de maiz y cascaras de frutas han
demostrado ser efectivos como fuentes de carbono. Estos sustratos contienen entre 30 — 50% de
celulosa, ideal para inducir la produccion enzimatica (Lizarraga et al, 2020). Ademas, el sustrato
proporciona tanto la superficie como los nutrientes necesarios para el crecimiento de hongos
(Singh et al 2021). En Colombia se desechan altos residuos lignoceluldsicos como céscaras de
pifia, bagazo de pifia, cascaras de frutales que solo se aprovechan el 17% y por su alto contenido
de carbono pueden ser aprovechables para fermentaciones de hongos fungicos (Romero-Saez,
2022). Por lo cual, esta es una ventaja que permite trabajar con sustratos baratos y faciles de
conseguir y con un alto contenido lignoceluldsico.

La fermentacion en estado sélido (SSF) es técnicamente viable debido a su simplicidad
operativa y menor requerimiento de agua solo se necesita sustratos lignoceluldsicos altos en
contenido de carbono y En la fermentacion con SSF con bagazo de fique y Pleurotus ostreatus,

se obtuvieron actividades celuloliticas significativas.

Condiciones Optimizadas

El pH 6ptimo para la actividad de celulasas oscila entre 5.5 y 7.0, dependiendo del
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organismo y sustrato, lo que resalta que estos organismos trabajan en ambientes ligeramente
acidos.
La humedad en SSF se mantiene entre 60-70% para favorecer el crecimiento fiingico sin

lavado de nutrientes.

Biorreactores Utilizados

Se encuentran diferentes tipos de reactores utilizados para la produccion de celulasa bajo
SmF y SSF, los reactores utilizados para el proceso de SmF, son reactor de tanque agitado,
reactor de burbuja, reactor de transporte aéreo, para SSF se utilizan biorreactor de bandeja
simple, lecho empaquetado, tambor giratorio/tambor agitado, lecho fluidizado, tambor oscilante
(Singh et al, 2021).

Teniendo en cuenta lo anterior la SSF tiene biorreactores simples de manejar como de
bandeja es facil de operar, produccion enzimas mas concentradas, limita los pasos de
clarificacion y estabilizacion, estos equipos permiten manejar cualquier material en su estructura,

como: madera, bambu, plastico y metal.

Viabilidad Econémica
Reduccion de Costos de Sustratos

Los residuos agroindustriales son gratuitos o de bajo costo, lo que disminuye hasta un
40% los gastos operativos comparado con el uso de celulosa pura (Mueses, 2018). Como se
observa en la tabla 4, el bagazo de cafia de azucar es un subproducto de la industria azucarera,
evita el costo de adquisicion de sustratos comerciales (Lizarraga et al, 2020).
Menor Inversion en Infraestructura

Para la SSF se requiere equipos mas simples como: bandejas, biorreactores de lecho

empacado, consume menos energia que la fermentacion sumergida (SmF), aunque esta segunda
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al tener un mejor control de las variables es mas preciso, los costos de agitacion y esterilizacion
son mayores.
Rentabilidad por Aplicaciones Industriales

Las celulasas tienen una demanda en sectores como el bioetanol, alimentos y textiles
principalmente, en el caso de la hidrolisis de bagazo de fique con celulasas producidas in situ
reduce el costo de pretratamientos en la obtencion de biocombustibles, permite que la actividad

enzimatica reportada escale a la produccion para uso comercial.
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Desarrollo en la Industria

Las celulasas son enzimas clave en diversas aplicaciones industriales, gracias a su capacidad
para descomponer la celulosa en azucares fermentables. Inicialmente se comenzo a utilizar en la
industria de biocombustibles para convertir la biomasa lignoceluldsica en azicares fermentables,
que luego pueden ser transformados en bioetanol.

Actualmente la celulasa es la enzima mas utilizada comercialmente, lo que aumenta su
demanda total, convirtiéndola en la tercera enzima mas utilizada industrialmente y representando el
20% del mercado mundial de enzimas (Ranjan et al, 2023).

En la figura 3, se muestra industrias de celulasa lideres mundiales en diferentes paises.

Figura 3

Industrias lideres a nivel global
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Nota. Industrias productoras de celulasas. Fuente. Ranjan et al, 2023.
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Las anteriores figuras muestran los paises que producen marcas patentadas de celulasa
comerciales como lo son: Novozymes (Dinamarca), Genencor Intl (S. San Francisco, CA), 50 L
Lyven (Colombelles, Francia), Alterna Fuel ® CMAX, Onozuka, Carezyme, FiberCare®
(endoglucanasa), Celluclast y Accellerase ™ 1000 (endoglucanasa) y sus aplicaciones estdn
enfocadas hacia la biorrefineria, industria de procesamiento de alimentos, industrias textiles y de
detergentes, industrias de papel y pulpa e industrias del vino y la cerveza (Ranjan et al, 2023).

Esta enzima ha impactado a la industria por su viabilidad y facilidad de produccion ya
que su desarrollo se puede realizar tanto en SSF como en SmF, ademas que su facil modificacion
genética la hace apetecible para la industria para aumentar la eficiencia, especificidad y
estabilidad de las enzimas celulasas para su uso en una variedad de aplicaciones industriales.

Debido a la alta demanda de aplicaciones de la enzima celulasa en la industria, este ha
sido un motivo de investigacion sobre esta enzima, llegando al afio 2023 con 10818
publicaciones de articulos cientificos y 11814 patentes, como lo indica Ranjan et al, (2023).
Aplicaciones en la Industria
Industria Alimentaria

En la produccion de alimentos, las celulasas se utilizan para mejorar la digestibilidad de
ingredientes vegetales, como la fibra en productos de panaderia y en la elaboracion de jugos, en
esta ultima linea de produccion los jugos de frutas han sido beneficiadas por esta enzima ya que
ayuda a clarificar el producto aumentando su calidad y rendimiento, asi mismo se utiliza en la
elaboracion de quesos para mejorar la textura y el sabor.

Las glucanasas microbianas desempefian un papel importante en los procesos de
fermentacion para producir bebidas alcoholicas, incluidas cervezas y vinos. Estas enzimas

ayudan a mejorar la calidad como el rendimiento de los productos fermentados, ya que reducen
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la viscosidad del mosto, mejorar la filtrabilidad, la calidad y estabilidad del vino (Kuhad et al,
2011).

Sin embargo, esta enzima es muy versatil y se puede ubican en varias areas de la industria
para su uso y aplicacidén, como lo muestra la tabla 8.

Tabla 8

Aplicaciones de las celulasas en diversas industrias

Industria Aplicaciones

Alimentos - Biotecnologia Mejora del malteado y la maceracion;
mejora del prensado y la extraccion del
color de las uvas; mejora del aroma de
losvinos; mejora de la fermentacion
primariay de la calidad de la cerveza;
mejora de laviscosidad y filtrabilidad
del mosto; mejora de la clarificacion
del mosto en la produccion de vino;
Mejora de la tasa de

filtracion y la estabilidad del vino.

Mejora calidad de Liberacion de los antioxidantes de
alimentos
orujo de frutas y verduras; mejora de
los rendimientos en la extraccion de
almidony proteinas; mejora de la

maceracion, el prensado y la

extraccion de color de frutas y
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verduras; clarificacion de jugos

de frutas; mejora de la textura y la calidad
de los productos de panaderia; purés de
frutas de viscosidad mejorada; mejora de
la textura, el sabor, el aroma y las
propiedades volatiles de las frutas y
verduras; Amargor controlado de los

citricos.

Extraccion metabolitos Mejora de la extraccion de carotenoides;
mejora de la oxidacion y la estabilidad
del color de los carotenoides; mejora de
la extraccion de aceite de oliva; mejora de
la malaxacién de la pasta de aceitunas;
mejora de la calidad del aceite de oliva;
reduccion del riesgo de residuos de
biomasa; produccion de moléculas
hibridas; produccion de celulosomas de

diseno.

Nota. Aplicaciones de celulasas en la industria. Fuente. Tomado de Kuhad et al, 2011.

La celulasa es una enzima muy versatil, como se evidencia en la tabla 7, por su amplia
actividad en las diferentes areas de la industria, sin embargo cabe resaltar su importancia en la
investigacion en el area de biotecnologia debido a su capacidad de romper enlaces 8-1,4-

glucosidicos en la celulosa tiene implicaciones para una amplia gama de procesos
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biotecnoldgicos, asi como en la ingenieria genética de microorganismos para producir celulasas
mas poderosas y la combinacion de celulasas con otras enzimas para aumentar la eficiencia de la
hidrolisis de celulosa.

Estudios Economicos en la Produccion de Celulasas

Astolfi (2019), indica que estudios econdmicos realizados por industrias que producen
celulasas,como U.S. Department of Energy (DOE) y empresas como Novozymes y Genencor,
que son enfocados mayormente hacia la industria de biocombustibles han analizado la viabilidad
de la produccién de celulasas para la conversion de biomas en azucares fermentables y se centran
en tres puntos importantes:

Costo de la celulase en procesos de hidrdlisis enzimatica, que, aunque el costo de la
enzima puede ser significativo, la eficiencia de la conversion puede justificar la inversion si se
optimizan las condiciones de produccion y se utilizan sustratos locales baratos (Astolfi, 2019)

Escalabilidad: En estudios industriales sobre la produccion de bioetanol a partir de
residuos lignoceluldsicos, se ha identificado que la produccion de celulasas a gran escala es
rentable si se optimiza el proceso de fermentacion y se utilizan residuos agricolas y forestales
como sustrato, reduciendo los costos en comparacidon con sustratos mas costosos, como la
glucosa o la celulosa purificada (Astolfi, 2019).

Analisis de rentabilidad a largo plazo: La evaluacion de la rentabilidad de la produccion
de celulasas en la industria de biocombustibles ha mostrado que, a pesar de los costos iniciales
relativamente altos en investigacion y desarrollo, los beneficios a largo plazo superan los costos
debido a la creciente demanda de biocombustible sostenibles (Astolfi, 2019).

Impacto Ambiental y Sostenibilidad: considerando la conversion de residuos agricolas en

bioenergia, la utilizacion de residuos de biomasa no solo reduce el costo de los sustratos, sino
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que también contribuye a la reduccion de residuos agricolas y la disminucion de la huella de
carbono (Astolfi,2019).

Rojas- Rodriguez (2019) indica que los residuos agroindustriales presentan altos
porcentajes de celulosa y extractivos, como las semillas de naranja, mandarina, vastago de arbol,
cascaras frutales y otros, que se pueden aprovechar para la produccion de alcohol y la obtencion
de biomateriales. Los residuos con mayor contenido de hemicelulosa como las céscaras y
vastagos tienen aplicaciones en la industria quimica, alimenticia y farmacéutica.

Ademas, el mercado de las celulasas a nivel mundial comparte el 20% como las enzimas
industrialmente més importantes y en la actualidad, la demanda comercial de celulasas se
satisface mediante su produccion a través de la fermentacion sumergida (SmF) lo cual es costosa,
debido a las condiciones asépticas y el exceso de agua a diferencia que en la fermentacion so6lida
(SSF), teniendo en cuenta que el costo de produccion mediante la SSF es de 0.2$/kg , casi diez
veces menor que el costo implicado en la SmF (20$/kg) (Srivastava et al., 2021).

El aprovechamiento de la celulosa presente en los residuos agroindustriales representa
una alternativa sostenible que contribuye a la reduccion del impacto ambiental. Utilizar estos
residuos como sustratos para la produccion de celulasas no solo disminuye los costos de
produccion, sino que también fomenta la valorizacion de la biomasa residual, la cual, a pesar de
generarse en grandes cantidades es subutilizada. A nivel global, se generan aproximadamente
2.010 millones de toneladas de residuos solidos anualmente, de los cuales el 19% de los residuos
organicos se recupera mediante procesos sostenibles como el reciclaje y compostaje (Heredia-
Martin, 2023). En Colombia, el 18% de los residuos vegetales producidos en las centrales de
abastos termina en rellenos sanitarios, desaprovechando su potencial para la economia circular

(Lizarraga et al, 2020). Debido a lo anterior, la utilizacién de residuos agroindustriales de
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cultivos como arroz, maiz, soya, trigo, café, cana de azlcar, remolacha, naranja, uva, como
materia prima para la produccion de enzimas celuloliticas se presenta como una estrategia
ambientalmente responsable, que promueve la sostenibilidad y el aprovechamiento eficiente de
los recursos (Heredia- Martin, 2020), este punto se enfoca a cumplir con el ODS 13 (Accion por

el clima) disminuyendo la generacion de gases y ayudando a minimizar el calentamiento global.
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Conclusiones

El sustrato ideal para la produccion de celulasas es aquel con una buena proporcion de
celulosa y hemicelulosa, pero con bajo porcentaje de lignina, siendo los residuos que cumplen
con estas caracteristica como los residuos de cafia de azlcar, seguidos de la paja de maiz y las
cascaras de platano que en general son los mas eficaces para la produccion de celulasas por su
alto contenido en celulosa y bajo porcentaje en lignina que hace mas eficiente la produccion de
celulasas por parte de los organismos fingicos.

Los microorganismos fungicos como el Trichoderma spp y Aspergillus spp, presentan
caracteristicas y capacidades diferentes, que cuando se combinan, pueden mejorar
significativamente la eficiencia de la produccion de celulasas y la hidrolizaciéon de la celulosa,
que los hace muy ttil para maximizar la produccion de celulasas.

Las celulasas son enzimas versatiles que tienen un impacto significativo en diversas
industrias, desde la produccion de biocombustibles hasta la mejora de la calidad de los alimentos
y textiles. Su capacidad para descomponer la celulosa no solo mejora la eficiencia de los
procesos, sino que también contribuye a practicas mas sostenibles en la Industria.

Los tipos de fermentacion SSF y SmF, son adecuados para el desarrollo de Trichoderma
y Aspergillus niger en la produccion de celulasa, sin embargo, la eleccion depende de los
objetivos especificos de la produccion, el tipo de sustrato utilizado y las variables a controlar, en

general la SSF es la mas preferida cuando se busca una opcidon mas econdmica y ecologica, pero

a nivel industrial la SmF ofrece un mayor control sobre el proceso de produccioén de enzimas y
la escalabilidad.
El costo de produccion de celulasas a nivel industrial es costoso debido al uso de una

celulosa comercial llamada “Avicel” que es utilizada como sustrato, sin embargo se reporta que
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el aprovechamiento de sustratos de origen vegetal como residuos agricolas ofrece una alternativa
de bajo costo y es alto en contenido de celulosa y materia organica, los hace ser uno de los
sustratos potenciales para producir celulasas de bajo costo y ayuda a gestionar la problematica
ambiental que se presenta actualmente.

En la produccion de celulasas se indica que, aunque los costos iniciales de produccion
pueden ser altos, especialmente en términos de pretratamiento de biomasa y la recuperacion de
enzimas, la rentabilidad a largo plazo es prometedora, particularmente cuando se utilizan

residuos de biomasa como sustratos de bajo costo.
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Recomendaciones

El uso de fermentacion en s6lido SSF con residuos agricolas ha mostrado una reduccion de
costos en comparacion con la fermentacion sumergida (SmF), ya que no requiere grandes cantidades
de agua ni costosos medios liquidos.

Utilizar sustratos de bajo costo como residuos agricolas son una opcion, sin embargo, se
debe utilizar aditivos y fuentes de nitrégeno, fosforo y otros nutrientes esenciales para el
crecimiento de los microorganismos.

Para reducir los costos en la extraccion y purificacion de las celulasas, se deben utilizar
técnicas de separacion eficiente y reciclaje de los sustratos.

Yoon L (2014), indica que, para mejorar la produccion de celulasas, se debe modificar
genéticamente la cepa fingica para que sea mas robusta en la produccion de celulasas y de mejor

calidad.
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