ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

“INNOVACION ENZIMATICA EN LA PRODUCCION DE
BIOETANOL DE SEGUNDA GENERACION: REVISION”

Trabajo de Titulacion

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

AUTOR: DIEGO ALEXIS GARCES GAMBOA
DIRECTORA: Ing. ANA RAFAELA PACURUCU REYES MSc.

Riobamba - Ecuador
2021



© 2021, Diego Alexis Garcés Gamboa

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el
Derecho de Autor.



Yo, DIEGO ALEXIS GARCES GAMBOA, declaro que el presente trabajo de titulacion es de mi
autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el documento que provienen de
otras fuentes estan debidamente citados y referenciados.

Como autor asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este trabajo de
titulacion; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Riobamba, 8 de septiembre de 2021

Diego Alexis Garcés Gamboa
180354572-0



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

El Tribunal de Trabajo de Titulacion certifica que: El Trabajo de Titulacién: Tipo: Proyecto de
Investigacion, “INNOVACION ENZIMATICA EN LA PRODUCCION DE BIOETANOL
DE SEGUNDA GENERACION: REVISION”, realizado por el sefior: DIEGO ALEXIS
GARCES GAMBOA, ha sido minuciosamente revisado por los Miembros del Tribunal de
Trabajo de Integracion Curricular, el mismo que cumple con los requisitos cientificos, técnicos,

legales, en tal virtud el Tribunal Autoriza su presentacion.

FECHA
Ing. Paul Gustavo Palmay Paredes MSc.
2021-09-08
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL
ANA Fi.rn.'\ado
RAFAELA  ahraracin
Ing. Ana Rafaela Pacurucu Reyes MSc. PACURU(E TACURUCU REVES
U REYES 23:29:21 0500
DIRECTORA DEL TRABAJO DE 2021-09-08
TITULACION
Ing. Cristina Gabriela Calderén Tapia MSc.
2021-09-08

MIEMBRO DEL TRIBUNAL



DEDICATORIA

Este trabajo se lo dedico a mi madre Mélida Liliana Gamboa Abril por ser mi guia y mi maestra
de vida, a mi padre Efrain Marcelo Garcés por ser mi apoyo y sustento para cumplir esta meta, a
mi hermana Cintia Garcés por ser mi ejemplo a seguir. A mis compafieros y amigos politécnicos
por ser mi familia en la ciudad de Riobamba. Gracias a todos.



AGRADECIMIENTO

Agradezco a la Ing. Ana Rafaela Pacurucu por brindarme su tiempo, guia y apoyo en la
consecucion del presente trabajo, a la Ing. Cristina Calderdn por su orientacion en la elaboracién
del anteproyecto y al Ing. Paul Palmay por sus ensefianzas en las aulas de clase.



TABLA DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS. ..ottt sttt sas st IX
INDICE DE FIGURAS.......ooiiitieeeeeteteetee ettt X
INDICE DE GRAFICOS.......cooiiioieeeeeeeee ettt sas s s Xi
INDICE DE ANEXOS ......oiiiiiteeeeetete ettt s st Xii
RESUMEN. ...t Xiii
SUMMARY/ABSTRACT ..ottt Xiv
INTRODUGCCION ..ottt 1

CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL ......coovieeieeeeteeesee s venas s, 5
1.1. ANTECEABNTES. ...ttt sttt bbbt ens 5
1.2. T Ry (o] g (o= TSSOSO PP 5
1.2.1. =TT Tol0] 0 4] 01U ] 1] ] 1SS 5
1.2.2. Bioetanol: tendencias MUNIAIES ...........cccvvveieiveiiiiiiee e 6
0 I = T - 1] | ST 6
1.2.2.2. ATGENTING ..ottt bt bbb bbbttt b nen e 7
1.2.2.3.  EStA00S UNIAOS ....ocvveiiiiieiiiiesie sttt sttt st saesta e sreenaennenneas 7
S o]V - Vo (o] OSSPSR 7
1.2.3. 4 4= TSR 8
1.2.4. MOAEIO PRISIMA ... ..ottt e be e sbe e sraestne s 8
1.3. BaSeS CONCEPTUAIES ..o 9

CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO........c.oieeieiieeeeeeseeeeesessss s serasses s isnes s nissessessssens 12
2.1. Tip0 de INVESTIGACION........ecviiiciece ettt 12
2.2. Disefio de 1a INVESTIgACION .........ceoiiiicic et e 12
2.2.1. Disefio NO eXPerimENtal .........cccoiiiiiiiee e e 12
2.2.2.1. ldentificacion de Variables............ccooviiiiiiienieieicce e 12
2.2.2.2. Planteamiento de 1a NIPOLESIS ........cvieiirerieieeieeee e 12
2.2.2.3.  Operacionalizacion de 10S ODJEtIVOS..........ccoriiiiriiieee e 13
2.2.2.4. LocalizaCion del StUAIO ..........cveiiiiiiicic e 13
2.2.2.5. PoDIAaCIiON de eSTUAIO.......cveiviieiicricie ettt 13
2.2.2.6.  Tamafio de 1a MUESEIA ........ccveiiiierieieeie ettt sre e sbe e neesre e 13



2.2.2.7. MELOUO UE MUESLICO . ....eeee ettt ee e e et e e e et eeeee e e e eeteeeeeeeeesaneeeean 13
2.2.2.8. Técnicas de recolecCion 08 A0S ........ooeevoeeeee et eeveeeae e 14
2.2.2.9.  Andlisis EStadistiCco DESCIIPLIVO ..........ciiuriririiieisieisieise e 16

CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS........cccccceuenn. 17
3.1 BaSE U8 AALOS ......coveeiiiiiieie e s 17
3.1.1 SEIECCION dE BSTUIOS .....ovveviiiiiieiiiie ettt 17
3.1.2. Analisis de estudios realizad0s POr PAISES........cccvivveierieeieie e se e 18
3.1.3. Andlisis de estudios realizados segun idioMa ..........ccoevveveieeie v 18
3.1.4. Andlisis de estudios realizados Por af0..........ccccvveieiiiieie e 19
3.1.5. Estudios de alto impacto SElecCionados ..........cccccveviieiiieie s 20
3.2. REVISION CIASICA ... e e 25
3.2.1. Produccion de DIOBLANOL ...........cviiiiie e 25
3.2.2. Bioetanol de segunda generacion ..........cocoeoeerrernienieeniee e 26
3.2.2.1.  Materia prima lignoCEIUIOSICA. ..........ceiviiiiiie e 26
3.2.2.2.  Proceso de produccion de bioetanol lignocelulGSiCo ..........covvviieiireiiienneiseee, 31
3.2.2.3. ConfiguraCion de PrOCESOS. ........curueririeirieririeesie ettt b et sb et 35
3.2.3. Enzimas LignoCeIUIOITLICAS. ........c.ccviiiiiiesie e 36
3.2.3.1.  ENZIMAS GNOIITICAS......civeuiieiiiieiiee e 36
3.2.3.2.  ENZIMAS HIArOILICAS ....cvovevieiieiiiiccie ettt 38
3.2.4. Procedimiento general de produccion de enzimas recombinantes bacterianas ...... 49
3.2.4.1. Identificacion de 12 SECUBNCIA..........ccceieriiiiieice et 49
3.2.4.2. Obtencidn del gen (método tradicional) ..........c.cccveviiiiiiiiiiie e 51
3.2.4.3. Ligacion a un VeCtor de eXPreSION.........cccciiveiiieciie ettt sre s 52
3.2.4.4,  TranSfOrMACION. ......cceiirieieieie ettt st sne e enes 53
3.2.4.5.  SCreening ¥ SEIECCION ......ocviiiiiiecieee sttt st sresbeeeesre s 53
3.2.4.6. Fermentacion € INAUCCION ........ccviiiiiiiirieieieee et 54
3.2.4.7.  SeparaCion y PUFIfiCACION .........ccviieiiiie et 54

3.2.5. Estrategias actuales para el mejoramiento y descubrimiento de nuevas enzimas... 55

3.2.5.1. Mutagénesis y evoluCion dirigida.........ccoererieieieiiiisise e 56
3.2.5.2.  FUSION e ProtOPIASIOS. ....cuvevieiieiieiieieiie ettt sttt s ens 57
3.2.5.3.  BiodeSCUDFIMIENTO .. .oivveiiciicie ettt aenre s 58
I N B 1T o = Uod o] - | SRS 59
3.2.5.5.  CRISPR-CAST .....oictiiiiieieetee ettt a et sttt ae e 60
3.2.6. Aplicacion de enzimas modificadas en Biorefineria ...........ccccocovveviiivieiciccenn 60

VI



CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-2:
Tabla 1-3:
Tabla 2-3:
Tabla 3-3:
Tabla 4-3:
Tabla 5-3:

Operacionalizacion de 10S ODJELIVOS .........ccceiiiiiiiirie e 13
Resultados de estudios incluidos a la sintesis cualitativa ..............ccoccoveeineincnnnen, 20
Composicion de distintos materiales lignoceluldsiCos...........ccovvreiineiineiicnne 37
Enzimas hidroliticas empleadas en la degradacion de lignina.............cccccovvvircnnes 38
Enzimas hidroliticas para la degradacion de la biomasa lignocelulésica (celulasa). 41

Enzimas hidroliticas para la degradacion de la biomasa lignocelulésica (xilanasa) 45



INDICE DE FIGURAS

Figura 1-1:
Figura 2-1:
Figura 1-3:
Figura 2-3:
Figura 3-3:
Figura 4-3:
Figura 5-3:
Figura 6-3:
Figura 7-3:
Figura 8-3:
Figura 9-3:

Figura 10-3:
Figura 11-3:
Figura 12-3:
Figura 13-3:
Figura 14-3:
Figura 15-3:
Figura 16-3:
Figura 17-3:
Figura 18-3:
Figura 19-3:
Figura 20-3:
Figura 21-3:
Figura 22-3:
Figura 23-3:

Clasificacion general de enzimas basadas en sus funciones cataliticas .................... 8
Modelo de flujo para busqueda bibliogréafica y seleccion de estudios...................... 9
Produccion de etanol a partir de diferentes materias primas.........c.ccocoeeeererrennne. 25
Composicion de 1a IgNOCEIUIOSA .........ccvveiiieiriiiiecee e 27
Estructura esquematica de una fibra de biomasa lignocelulGsica................ccc.c.... 27
Estructura de las fibras de Celulosa..........cooviiiiiiiini i 28
Regiones cristalinas y amorfas en la celulosa............ccccvvveieiiiieie i 28
Monomeros de 1a hemiCelUlOSa ..........ccooiiiiiiii 29
Columna vertebral de 1a hemiCelUIOSA. ........ccorveieiiiiiiise s 29
Tipo comun de hemicelulosas en las paredes celulares de las plantas.................... 30
Etapas del proceso de obtencidn de bioetanol de segunda generacion ................... 31
Proceso bioguimico para la conversion de residuos lignocelulésicos en etanol ... 32
Alteracion de la lignocelulosa mediante el pretratamiento de la biomasa............ 32
Configuraciones del proceso de bioetanol de biomasa lignocelulésica................ 34
Varias enzimas lignoceluloliticas agrupadas segun sus sistemas enzimaticos ..... 36
Despolimerizacion de 1a CelUIOSA. ...........ccoviiiriiiiiie e 39
Accion del celulosoma en la sacarificacion de la celulosa ............ccccooverieninnne 40
Mecanismo de biodegradacion de la celulosa.............ccccovvveieiiciiciicise e, 44
Estructura quimica y degradacion de hemicelulosa...........ccocevevvevieieiniesieiienns 45
Funciones hidroliticas de las xilanasas en la despolimerizacion del xilano.......... 45
Procedimiento general de produccion de enzimas recombinantes bacterianas..... 49
Vias de exportacion de proteinas en las bacterias (Lamberzt, 14) .........cccccceeueee. 51
Estrategias modernas para descubrir NUEVAS ENZIMAS..........c.ccceevveveeeenieseeeeneeans 56
Vision general de evolucidn dirigida para mejora de 1as cepas .........ccccvevenenee. 57

Bioprospeccion de enzimas mediante metagenomas de microflora intestinal

(LTI (1) SRRSO 59



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1-3: Diagrama de flujo de busqueda bibliografica y seleccion de estudios................... 17
Grafico 2-3: Andlisis de estudios realizados POr PAISES.........ccorervrerrieriririee e 18
Grafico 3-3: Andlisis de estudios realizados segun idioma .............ccoeverriiirieneineineseen, 18
Grafico 4-3: Andlisis de estudios realizados POr @fi0.........ccuverrerirerinieneeee e 19
Gréfico 5-3: Produccion de etanol (g/L) después de 3 dias de fermentacion .............cccccevene.e. 62

Xi



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A: BITACORA DE BUSQUEDA

Xii



RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue realizar una revision bibliogréfica sobre la innovacion
enzimatica para la produccion de bioetanol de segunda generacion aplicando una revision clasica
y una estrategia de busqueda estructurada. Se encontraron 108 referencias bibliograficas,
documentos enfocados a la produccién de bioetanol de segunda generacion y el rol protagdnico
que tienen las enzimas en este proceso. Tras la aplicacion del modelo PRISMA de seleccién y
cribado; cincuenta articulos de alto impacto fueron seleccionados por cumplir criterios de
idoneidad y estar publicados en revistas indexadas de acuerdo con SCIMAGO Journal and
Country Rank (SJR); 18 de las 50 publicaciones fueron procedentes de Reino Unido. De acuerdo
con el idioma de publicacion se detectaron 49 documentos en idioma inglés. Del total de
publicaciones seleccionadas, diez corresponden a articulos cientificos de 2020. Esta investigacion
ha permitido recopilar y analizar informacion actualizada sobre el proceso de produccién de
bioetanol de segunda generacion, las enzimas utilizadas en el proceso y la produccién de enzimas
recombinantes bacterianas; ademas, de mostrar la estrecha relacion de la biotecnologia con la
proteccion ambiental en favor del planeta. Con el fin de obtener una bldsqueda mas rapida y
precisa a traves de bases de datos, se recomienda utilizar operadores booleanos y palabras clave
que reflejen el contenido de la busqueda.

Palabras clave: <ENZIMAS>, <SACARIFICACION>, <HIDROLISIS>, <ETANOL>,
<LIGNOCELULOSA>, <HONGOS>, <BACTERIAS>.
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SUMMARY

The aim of this research was to carry out a bibliographic review on enzymatic innovation for the
production of second-generation bioethanol, applying a classic review as well as an organized
search strategy. 108 bibliographic references and documents focused on the production of second-
generation bioethanol were found as well as the role that leading enzymes have in this process.
After the use of the PRISMA selection and screening model, fifty high impact articles were
selected since they accomplish the suitability criteria and are published in SCIMAGO Journal and
Country Rank (SJR) indexed journals; 18 out of 50 publications were from the United Kingdom.
According to the publication language, 49 documents were written in English. From the total
number of selected publications, ten correspond to scientific articles published in 2020. This
research allowed to collect and analyze updated information on the second-generation bioethanol
production process, the enzymes used in the process and the production of recombinant bacterial
enzymes. In addition, it was possible to demonstrate the close relationship existing between
biotechnology and environmental protection for the planet. In order to obtain a faster and precise
search through databases, it is recommended to use Boolean operators and keywords that reflect
the content of the search.

Keywords: <ENZYMES>, <SACCHARIFICATION>, <HYDROLYSIS>, <ETHANOL>,
<LIGNOCELLULOSE>, <FUNGUS>, <BACTERIA>.
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INTRODUCCION

La demanda de fuentes de energia limpia y renovable estd aumentando como alternativa frente a
los combustibles fosiles tradicionales para satisfacer los desafios mundiales de energia, medio
ambiente y clima. Ecuador ha dependido indudablemente de la explotacion de petroleo, desde que
se inicia la explotacion de crudo en el afio de 1973. En la actualidad las reservas de petr6leo son
limitadas, segln datos de Petroecuador a partir del afio 2012 la produccion de crudo ecuatoriano
empez0 a declinar, los calculos dicen que para el 2023 posiblemente pasaremos a ser importadores
de hidrocarburos (Mérquez, 2014, p.34). Adicional a ello, el impacto ambiental de su fabricacion es
significativo, en especifico por sus efectos directos e indirectos sobre la deforestacion y la pérdida
inalterable de biodiversidad en la Amazonia. Como alternativa, los biocombustibles podrian tener
ventajas sobre los combustibles fésiles con respecto a sus bajos costos y alto contenido energético,
asi como también podrian tener una ganancia de energia , debido a que se lograrian beneficios
ambientales mismos que pueden ser reproducibles en grandes sumas sin impactar el
abastecimiento de alimentos (Castro, 2012, p.16).

La finalidad de esta investigacion de caracter documental es explorar los Ultimos avances
investigativos sobre el uso de enzimas microbianas para la optimizacion de la produccion de
bioetanol de segunda generacion a través de la revision bibliogréfica de articulos cientificos de
primer orden con alto impacto a nivel mundial relacionados con esta area del conocimiento.

Se considera como biocombustibles de segunda generacion aquellos combustibles celulésicos que
se producen a partir de materias primas no alimentares como lo son los residuos agroindustriales,
su produccion depende en gran medida de los microorganismos que intervienen en el proceso si
hablamos de hidrdlisis enzimatica y fermentacion (Verdecia y Serrat, 2010, pérr..3). Las diferentes
variedades de microorganismos responsables de la descomposicion de la biomasa lignoceluldsica
ofrecen una cuantiosa fuente de enzimas con la capacidad de fragmentar de forma eficiente la
hemicelulosa y la celulosa en azlcares fermentables (Verdecia y Serrat, 2010, p.12). Teniendo en
cuenta que las enzimas microbianas son moléculas de proteinas generadas por microorganismos
de forma natural o modificadas genéticamente con la capacidad de facilitar y acelerar las
reacciones quimicas dependiendo de su especificidad donde la biotecnologia microbiana provee
los métodos para manipular el metabolismo de los microorganismos cultivados a gran escala cuya
mejora de caracteristicas da lugar a nuevos productos microbianos. Cuando las cuatro
transformaciones de la biomasa lignocelul6sica ocurren en un paso simple o etapa, esta
configuracion se denomina bioproceso consolidado esto se distingue porque un mismo
microorganismo produce las enzimas hidroliticas y realiza la fermentacion de la biomasa (Liu et al.,
2018, parr.8).

La tendencia actual es hacia la hidrolisis enzimética para evitar los costos que conlleva la

recuperacion y tratamiento de aguas residuales resultantes, un proceso enzimatico es mas
1



amigable con el ambiente que los procesos quimicos tradicionales, ademas de ser atractiva porque
produciria mejores rendimientos y se reducirian los costos de produccion de manera sustancial
utilizando la biotecnologia. La optimizacion de enzimas mejorarian el proceso en caracteristicas
como alto rendimiento del etanol, amplia gama de utilizacion de sustratos, resistencia a los
compuestos inhibidores generados durante el curso de la hidrolisis de la lignocelulosa y la
fermentacion del etanol, la capacidad de soportar altos niveles de azlcar y concentraciones de

alcohol, temperaturas mas altas, menor pH y formacion minima de subproductos (Vohraet al., 2014,
p.17).

Como instrumento de recoleccion de informacion se utilizaran bases de datos bibliogréficos que
contengan investigaciones con los mejores cuartiles y a su vez sean estudios actualizados de alto

impacto a nivel global.

Justificacion

Una investigacién documental es un procedimiento cientifico, un proceso sistematico de
indagacion, recoleccion, organizacion, analisis e interpretacion de informacion o datos en torno a
un determinado tema (Vera, 2018, p.14). Al igual que otros tipos de investigacion, este es conducente
a la construccion de conocimientos; su finalidad es examinar la bibliografia publicada y situarla
en cierta perspectiva proporcionando al lector una actualizacién sobre conocimientos Utiles en
areas en constante desarrollo. Este tipo de revision tiene una gran utilidad en la ensefianza, y
también es de interés de muchas personas de campos conexos, porque leer buenas revisiones es
la mejor forma de estar al dia en esferas generales de interés (Vera, 2018, p.14).

La clave de la produccion de un biocombustible rentable radica en la obtencion de una materia
prima de bajo costo, ambientalmente sostenible y con favorables facultades fisicoquimicas que
brinden la posibilidad de conseguir biocarburantes, de calidad, a partir de esa materia prima
mediante un proceso asequible y lo mas sencillo posible. Con este antecedente el presente estudio
brinda una particular atencién al bioetanol de segunda generacién, ya que los gastos de fabricacion
de biocombustibles producidos a base de materias primas de tercera generacion son mayores a
los de las otras dos generaciones, en casi todos los aspectos, pero sin duda la mas grande
diferencia se halla en el costo de produccion de la materia prima, pudiendo llegar a costar mas de
2000 euros el kilogramo de alga seca, siendo este un agente limitante determinante en la
actualidad (Vicario, 2016, parr.7).

Al comprender laimportancia de las enzimas microbianas en la obtencidn de bioetanol de segunda
generacion, se pueden explorar conocimientos sobre los procesos biotecnoldgicos en la
produccion de biocombustibles con el fin de planear mejores mecanismos y procesos. Este trabajo
permitird obtener un compendio de informacidon sobre enzimas microbianas cl&sicas como
también aquellas modificadas genéticamente e identificar los aspectos relevantes conocidos, los

2



desconocidos y los controvertidos sobre la manipulacion genética, identificando las
aproximaciones tedricas elaboradas sobre la produccion de etanol de segunda generacion.
Ecuador es un pais dependiente del petréleo, no obstante, algunos expertos en el &rea de energia
sostienen que el mundo se encamina hacia una crisis energética global. Se menciona que por
motivos sociales, econdmicos y medio ambientales se necesita una nueva transicion energética,
lo que motiva cambios radicales (Castro, 2012, p.17). Las investigaciones enfocadas a la optimizacion
e innovacion en la produccion de biocombustibles como el etanol son de vital importancia para
la matriz productiva de un pais.

Mediante el uso de la ingenieria genética y metabolica los genes deseados podrian ser sobre
expresados y los productos no deseados podrian ser bloqueados o eliminados (Liu etal., 2018).
Investigaciones en esta tematica muestran que varios factores han incidido en el desarrollo de
microorganismos con caracteristicas especificas para la aplicacion rentable a escala industrial.
Ente los principales beneficios de la aplicacion de nuevas enzimas para la produccion de bioetanol
estaria un mayor rendimiento del producto de fermentacion, tolerancia a altos niveles de azucar y
concentraciones de alcohol, resistencia a temperaturas mas altas, menor pH, entre otros. (Liu et al.,
2018, pérr.13). El rendimiento del etanol como la tolerancia de las cepas podria mejorarse, enzimas
y microorganismo estan en constante desarrollo de la mano de la biotecnologia, enfocados
siempre a la rentabilidad econémica y a la proteccion ambiental.

Todos estos conocimientos deberian aplicarse para asi lograr un proceso de conversion de

biomasa en etanol integrado, eficiente que satisfaga la necesidad energética local y mundial.



OBJETIVOS

General

Investigar publicaciones cientificas relacionadas con innovacion enzimatica para la produccion

de bioetanol de segunda generacion.

Especificos

e Mostrar el proceso de produccidn de etanol a partir de biomasa lignocelul6sica.

e Identificar enzimas actualmente utilizadas en el proceso de sacarificacion de la lignocelulosa.

e Reuvisar los fundamentos de produccion de enzimas recombinantes bacterianas.



CAPITULO |

1.  MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

La biomasa vegetal es actualmente la mas llamativa y prometedora fuente alternativa de energia
renovable. Es la unidad estructural mayoritaria de los vegetales maderables y no maderables. La
lignocelulosa esta formada por tres polimeros estructurales: lignina, celulosa y hemicelulosa. Las
caracteristicas quimicas de sus componentes hacen de esta materia prima un substrato de gran
valor biotecnoldgico. Los materiales vegetales, debido a su alto contenido en azlcares
fermentables, han tenido gran atencion como sustrato alterno en la fabricacion de bioetanol. La
biomasa vegetal muestra una estructura muy compleja, por lo que su transformacion a etanol
requiere de dos etapas generales: la primera que es el pretratamiento e hidrélisis; donde se generan
los azlcares simples (glucosa y xilosa), y también la de fermentacién en la cual estos productos
son transformados en bioetanol, por la accién de microorganismos (Verdecia y Serrat, 2010, parr.8).

Cientificos del Centro de Investigacion en Biotecnologia, UAEM realizan una revision con el fin
de mostrar un panorama de los métodos que se han desarrollado para hidrolizar la lignocelulosa
y se mencionan que la finalidad del pretratamiento es remover la lignina, hidrolizar la
hemicelulosa a azucares fermentables, y reducir la cristalinidad de la celulosa para liberar la

glucosa (Cuervo et al., 2015, p.7).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Biocombustibles

Se denomina biocombustible a aquel que se obtiene a través de un procedimiento fisico o quimico
a base de componentes vegetales o residuos organicos, es decir, biomasa o residuos de la misma,
no fosilizados. Bien es cierto que su elaboracién y uso no puede generalizarse en un Unico

procedimiento, su caracteristica comdn es que se parte de biomasa como principal materia prima
(Romanelli et al., 2020, parr.7).
Comunmente se asume por costumbre que los biocombustibles son liquidos, sin considerar otras

fuentes de biomasa que generalmente se combustionan en mayor cantidad; es la situacion de los
biocombustibles sélidos, carbdn vegetal, paja, astilla, lefia, entre otros; y resultan ser actualmente
la primordial fuente de energia a base de biomasa. Ademas existen biocombustibles gaseosos

como por ejemplo el biogés, que puede obtenerse a base de fuentes multiples (Romanelli et al., 2020,
p.12).



El término primera generacion hace referencia a aquellos biocombustibles que se obtienen a partir
de biomasa por tecnologias y procesos convencionales, simples y econémicos. Estos
biocombustibles son producidos a partir de cultivos de alimentos y por ello su obtencién puede
competir por recursos con los alimentos. Paises desarrollados han adoptado estrategias para
incentivar al mercado de biocombustibles por cuestiones de seguridad energética y
ambiental.(Alejos y Calvo, 2016, p.8) Debido a los problemas que puede generar la utilizacion de areas
predestinadas a cultivos para alimento humano en la fabricacion de biocombustibles, en la Gltima
década ha surgido la opcidn de producir bioetanol a base de materiales lignocelulésicos, siendo
esta sin duda la fuente organica de energia renovable con méas abundancia en el planeta, con

aproximadamente 200 billones de toneladas al afio (Navarro y Abril, 2015,pérr.2).

1.2.2. Bioetanol: tendencias mundiales

El etanol o alcohol etilico, ha sido uno de los productos mas utilizados en procesos de combustién
y como potenciador de gasolina el cual brinda varias ventajas; entre ellas una mejor oxidacién de
los hidrocarburos de la gasolina, otorgando asi nuevas alternativas para la solucion de problemas

globales como el efecto invernadero debido a la reduccion del 12% de emisiones a la atmdsfera.
(Castro, 2012, p.9).
Se ha evidenciado desde la década de 1980°s, el uso del etanol como combustible en varios paises

a nivel global, méas sin embargo en la actualidad Estados Unidos y Brasil han encontrado en ella
tecnologias eficientes y rentables desde un punto de vista comercial tanto en su produccién a

escala industrial como en su uso como biocombustible (Alejos y Calvo, 2016, parr.3).

1.2.2.1. Brasil

En los dltimos 46 afios, la manufactura brasilera de biocombustibles progresa en la fabricacion
de etanol. La cafia de azlcar es la materia prima mas importante utilizada en la nacion para la
produccién de etanol, que ha tenido considerable éxito en la Gltima década. Hasta no hace mucho,
la manufactura del pais se reducia a la fermentacion de la melaza de la cafia de azlcar. No obstante,
desde 2007, se han concretado varios planes de financiacion de la investigacion del etanol de
segunda generacion, con la implantacion de nuevos laboratorios y centros de investigacion. Estos
proyectos generaron sus resultados con el inicio de la fabricacidn de etanol de segunda generacion
a gran escala, cuando en 2014 comenzaron a funcionar las tres primeras fabricas comerciales de
etanol de segunda generacion. Aparte de todo el fomento cientifico y tecnol6gico, la industria
brasilera de etanol de segunda generacion afronté algunos problemas, como el precio de las

enzimas, para conservar actividades sostenibles y abastecer el mercado local (Ibarraet al., 2019, p.18).



1.2.2.2. Argentina

En la Argentina, la produccién de biocombustibles liquidos para uso automotriz es compacta y
eficaz. Desde el 2010, se maneja el corte imperativo, que en la actualidad es de 12 % de bioetanol
en nafta y 10 % de biodiesel en gasoil. La industria argentina, produce bioetanol a base de maiz
y cafia de azUcar; mientras que biodiesel, a partir de aceite de soja. La fabricacion de bioetanol de
maiz es superior gque la de bioetanol de cafia de azlcar, no obstante, su elaboracién tuvo inicio
dos afios mas tarde que la de este ultimo. Existe una tendencia creciente de produccion de
bioetanol en Argentina, semejante a lo que sucede en el resto del mundo. La capacidad de
produccién de biodiesel en Argentina ha crecido a través del tiempo, pero la elaboracion no pudo

mantener tal tendencia (Romano, 2017,p.17).

1.2.2.3. Estados Unidos

En los Estados Unidos, el gobierno federal ha promulgado leyes para incentivar la produccion de
bioetanol de segunda generacion y limitar la produccion de bioetanol de primera generacién de
almidon de maiz (Osmani y Zhang, 2017). El programa Renewable Fuel Standard de los Estados
Unidos requiere una produccion de 36000 millones de galones por afio de biocombustible para el
afio 2022, fuera del cual solo 15000 millones de galones por afio pueden ser bioetanol refinado
de almidén de maiz. De los 21000 millones de galones por afio restantes, un minimo de 16000

millones de galones al afio deberia ser bioetanol de base lignocelulésica (Osmaniy Zhang, 2017).

1.2.2.4. Ecuador

En Ecuador se comercializa la gasolina eco pais, la misma que se diferencia de la extra y super
debido a su contenido de un 5% de componentes de origen agricola. Se la ha denominado con el
término eco, en alusién a que no depende totalmente de la explotacién de los combustibles no
renovables como lo son el petréleo, carbon y gas natural que son recursos fosiles.(Sussmann, 2015)
En Ecuador este biocombustible abastece a menos del 50% del territorio nacional y tan solo con
5% de etanol en su composicion para ello Petroecuador compra 90 millones de litros anuales de
alcohol etilico a pequefios y grandes productores. Para mejorar la calidad del combustible
aumentando el contenido de etanol a un 10% Yy abastecer a todo el territorio nacional se
necesitarian 360 millones de litros anuales, lo que implicaria poner en riesgo la seguridad
alimentaria del pais debido al excesivo cultivo de cafia de azlcar con este fin. EI 10% de alcohol
etilico en la gasolina actualmente utilizada en el pais baja en un 30% las emisiones de gases de

efecto invernadero de los automotores, mejorando asi la calidad del aire (Sussmann, 2015).



1.2.3. Enzimas

Las enzimas son macromoléculas originadas por organismos vivos que, cuando se introducen en
una reaccion o sistema, ayudan con la aceleracion de las reacciones bioldgicas o bioquimicas.
Asimismo, ayudan y estimulan la transformacion de sustratos en productos finales Utiles, ya que
proveen las condiciones apropiadas para que se originen las reacciones. Segun la Comision
Internacional de Enzimas (CE) y el Comité de nomenclatura de la Union Internacional de
Bioguimica y Biologia (NC-IUBMB) existen seis tipos principales de enzimas: oxidorreductasas,
transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas, las mismas gue se encuentra codificadas con
numeros de acuerdo a su funcidn catalitica y sus subtipos. Las enzimas lignoliticas pertenecen al
tipo de las oxidorreductasas, mientras que las enzimas hidroliticas pertenecen a las hidrolasas

(Dhiman et al., 2017, p.12).
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Figura 1-1: Clasificacion general de enzimas basadas en sus funciones cataliticas
Fuente: Sarrouh, (2012, p.12).
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.

1.2.4. Modelo PRISMA

La declaracion PRISMA es una lista de comprobacion con 27 puntos y un diagrama de flujo de
cuatro fases que deben seguirse cuyo objetivo es mejorar la calidad de la presentacion de las
revisiones bibliogréficas. PRISMA también puede emplearse para la evaluacion critica de todo

tipo de revisiones publicadas.



Ndamero de registros Numero de registros o citas
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revision sistematica

Figura 2-1. Modelo de flujo para blsqueda bibliografica y seleccion de estudios
Fuente: Urritia y Bonfill, (2011, parr.12).

1.3. Bases conceptuales

Polisacaridos: EI un componente polisacaridico que comprende carbohidratos de elevado peso
molecular (celulosa y hemicelulosa), que constituyen aproximadamente entre el 60 y el 80 % del
peso completo de la materia vegetal (Cripwell et al., 2015, p.13).

Hemicelulosa: Es el término general para un complejo grupo de polisacaridos en la pared celular
de las plantas, es la segunda mas grande categoria de polisacaridos de la pared celular de las
plantas. La hemicelulosa esta estrechamente unida a la celulosa a través de un vinculo de unién
oxigeno-hidrdgeno y las fuerzas de van der Waals, que se considera un puente entre las fibras
finas (Aditiya et al., 2016, parr.12).

Lignina: La lignina es el mas complejo y peor caracterizado de los componentes de la madera y
representa entre el 20 y el 35 % de ésta. La lignina le da rigidez estructural ya que endurece y
sostiene las fibras de los polisacaridos (Di Donato et al., 2019, p.15).

Proteina recombinante: Se conoce a una proteina recombinante como aquella que es producida
en un organismo o microorganismo que ha sido sometida a cierto tipo de variacion genética, el
organismo difiere de aquel en el cual la proteina se origina de manera natural (Liu et al., 2018, p.19).
Ingenieria metabdlica: Su objetivo es la modificacion del metabolismo con el fin de aumentar
las capacidades de la célula hacia la produccion o el fenotipo esperado (zhang et al., 2019,p.19).
Biotecnologia microbiana: Provee diferentes técnicas para modificar genéticamente a los
microorganismos que son cultivados a gran escala cuya mejora de cualidades da origen a nuevos

productos microbianos (Pellegrini et al., 2015, p.17).



Sacarificacion: Degradacion de los polisacéridos a azucares fermentables (Anindyawati et al., 2020,
parr.12).
Delignificacion: Eliminacién total o parcial de la lignina de la madera u otra materia vegetal por

tratamientos quimicos o enzimaticos para la fabricacién de pastas de celulosa quimica (Ghio et al.,
2018,p.20).
Biomasa residual: Se conoce como biomasa residual aquella que esta formada por residuos

organicos que tienen un gran potencial para la produccion energética. Se puede generar de manera
espontanea en el ambiente o como resultado de la actividad del ser humano, industrial, agricola y
forestal (Marcelo et al., 2020, p.17).

Enzimas intracelulares: Se denomina enzimas intracelulares a aquellas sintetizadas por las
células y conservadas dentro de ellas para las reacciones bioguimicas celulares (Cannellaet al., 2012,
parr.7).

Enzimas extracelulares: Son aquellas enzimas las cuales son secretadas y cumplen su funcién
fuera de la célula (Cannella et al., 2012, p.19).

Enzimas celuliticas: Son aquellas enzimas capaces de degradar residuos de fuente vegetal, que
contienen celulosa (BarbosaKendricket al., 2020, péarr.9).

Nafta: Es un hidrocarburo que se encuentra en estado liquido, no posee color, es volatil y muy
inflamable que se deriva al destilar el petréleo o la hulla y se lo emplea generalmente como un
disolvente en la industria (Mele et al., 2017, p.29).

Heteropolimero: Se denominan heteropolimeros o copolimeros cuando el polimero es resultado
de la reaccion de dos 0 mas tipos de mondmeros (Bandola, 2011,p.12).

Polimerizacion: Es una reaccion quimica donde los reactivos, los compuestos de bajo peso
molecular (monémeros) se juntan de forma quimica (Bandola, 2011, p.18).

Enzimas lignoliticas: son enzimas extracelulares que se encargan de la mineralizacion de la
lignina, se incluyen las enzimas lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, lactasas y otras
oxidasas (Calderén, 2016, p.27).

Xilosa: Es la pentosa con mas abundancia en la naturaleza; se encuentra en la madera, tallos
lefiosos, cascaras de cereales y almendras, mazorcas de maiz, paja de cereales y otros tantos
residuos agricolas en forma de polimeros (pentosas) denominados xilanos (Di Donato et al., 2019,

p.8).
Xilano: Es el principal componente de la hemicelulosa, después de la celulosa, es el polisacérido

con mas abundancia en la naturaleza; posee una variable composicién y depende del origen
vegetal que proceda.(Cintra et al., 2020, parr.17).

Furfurales: Es un aldehido industrial que procede de varios productos de la agricultura entre los
cuales se encuentra el aserrin, el trigo, la avena, el maiz; un compuesto quimico heterociclico y
que a su vez es el mas simple aldehido derivado del furano (Niphadkar et al., 2018, p.14).

Furano: Es aquel compuesto orgénico que se forma en el tratamiento fisico de los alimentos con
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calor y que también aporta a las caracteristicas sensoriales del producto. Son el efecto de una
reaccion denominada de Maillard entre carbohidratos, &cidos grasos insaturados y acido ascorbico
o0 derivados (Bolivar-Telleria et al., 2018,p.29).

Expresion heterdloga: Es un sistema de expresion que brinda la posibilidad de identificar genes
de interés que no se expresan por si mismos en las bacterias que alojan la biblioteca metagendmica,
permitiendo asi detectar las funciones que codifican, que de lo contrario persistirian silenciadas
(Davison et al., 2020, p.26).

Bioprospeccion: Es la busqueda o exploracion de la biodiversidad con fines comerciales (zhang
etal., 2019, parr.18).

Celobiosa: A la celobiosa se la conoce como un azlcar doble, es decir un disacarido, que esta
compuesto por dos glucosas unidas por los grupos hidroxilo del carbono 1 en una posicion beta

de una glucosa y del carbono nimero 4 de la glucosa que complementa (Chang et al., 2013, p.9).
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CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO
2.1.Tipo de Investigacion
El tipo de investigacion que se empleara para realizar una revision acerca de enzimas utilizadas
en la produccion de bioetanol de segunda generacién es el modelo documental.
Por el método de investigacion: Cualitativa
Segun el objetivo: Tedrica
Segun el nivel de profundizacion en el objeto de estudio: Exploratoria
Segun la manipulacion de variables: No experimental
Segun el tipo de inferencia: Inductivo
Segun el periodo temporal: Transversal

2.2.Disefio de la Investigacion

Este tipo de trabajo corresponde a un disefio no experimental.
Investigacion exploratoria tipo bésica.

2.2.1. Disefio No experimental

2.2.2.1. Identificacién de Variables

Variable dependiente: Enzimas en la produccion de bioetanol de segunda generacion

Variable independiente: Articulos publicados en revistas con indexacion SJR

Variables bibliométricas: Bases de datos bibliograficas, afio de publicacidn, revista, tipo de
publicacidn, autores, institucion, pais, idioma.

2.2.2.2. Planteamiento de la hipétesis

El uso de nuevas enzimas mejora la eficiencia de los procesos de obtencion de bioetanol
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2.2.2.3. Operacionalizacion de los objetivos

Tabla 1-2: Operacionalizacion de los objetivos.

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS
ESPECIFICOS

INDICADOR

INSTRUMENTO

Investigar publicaciones
cientificas actualizadas
relacionadas con innovacion
enzimatica para la produccion

- Mostrar el proceso de
produccion de etanol a
partir de biomasa
lignoceluldsica

Numero de Citas
Cuartiles
Tablas Porcentajes
Cuadros resumen

Avrticulos cientificos
de revistas con
indexacion SJR

maximo con 10 afios

- Identificar enzimas
actualmente utilizadas en
el proceso de
sacarificacion de la
lignocelulosa
- Revisar fundamentos de
produccidn de enzimas
recombinantes bacterianas

de bioetanol de segunda
generacion

de antigiiedad.

Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.

2.2.2.4. Localizacion del estudio

La investigacién documental se la desarroll6 en la ciudad de Ambato, enfocada en la blsqueda
de estudios a nivel internacional.
El trabajo de investigacion exploratoria se enfocard principalmente en estudios a nivel

internacional.

2.2.2.5. Poblacion de estudio

Para la eleccion de la poblacion de estudio se tomaron en cuenta todos los estudios identificados
desde el afio 2011 hasta el afio 2021, investigaciones con maximo 10 afios de antigliedad, a través
de las bases de datos de busqueda GOOGLE SCHOLAR, PUB MED, SCIENCE DIRECT.

2.2.2.6. Tamafio de la muestra

Después de la busqueda inicial de los documentos relacionados a la utilizacion de enzimas en la
produccion de bioetanol de segunda generacion, se eligieron 50 Fuentes documentales para su

posterior anélisis.

2.2.2.7. Método de muestreo

Se utilizé un muestreo no probabilistico, donde la eleccidn de los elementos no dependio de la

probabilidad sino méas bien de los criterios de seleccion a través de la ejecucion del modelo prisma
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ampliamente utilizado en investigaciones de tipo revision.

2.2.2.8. Técnicas de recoleccion de datos

Busqueda bibliografica

La busqueda de la literatura para desarrollar la presente investigacion se realiz6 en varios tipos
de fuentes.
Fuentes primarias: Las revistas son el mas importante vehiculo en la comunicacién de la busqueda

cientifica; tienen publicaciones originales de investigaciones cientificas e informacion actual (Vera,
2018,p .18).
Fuentes secundarias: Estas permiten detectar las referencias necesarias, ademas que hacen posible

localizar fuentes primarias y normalmente es la estrategia utilizada con mas frecuencia. Son
compilaciones, resumenes en revistas y listados de referencias publicadas en un area del
conocimiento en particular, ejemplo de esto son las bases de datos electrénicas (Arrollo, 2012, parr.17).
Fuentes terciarias: son aquellas donde puede obtenerse informacion para detectar a través de ellas

las fuentes primarias o secundarias de interés (Vera, 2018,p.19).

Bases de datos de busqueda

Las bases de datos utilizadas en esta investigacion fueron GOOGLE SCHOLAR, PUB MED,
SCIENCE DIRECT.

Estrategia de basqueda

Una vez seleccionada la base de datos, se eligieron los descriptores o palabras clave, es decir, los
conceptos principales o las variables del problema o tema de la investigacion, mismas que fueron
fundamentales para comenzar la blsqueda (Adolf et al., 2008, p.19). En la mayoria de las bases de
datos, se utilizaron frases ademas de las palabras Gnicas combinadas entre si por medio de
operadores booleanos (AND, OR, NOT, “”, entre otros) con el fin de colectar informaciéon mas
precisa acorde a los objetivos planteados, cuando se identificaron los estudios relevantes, se los
revisO para encontrar otros términos que se utilizaron como palabras clave; los vocablos
alternativos, sindbnimos, para los conceptos o variables también se usaron como palabras clave.

Las ecuaciones de busqueda utilizadas fueron: intitle:"second generation bioethanol*+"enzymes"

y también "second generation bioethanol"+"enzymes"+"new approaches"+"recent advances"
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Fecha en que se lleva a cabo la busqueda

La busqueda se la realiz6 desde el 15 de octubre del 2020 hasta la presentacion del trabajo de
investigacion.

Seleccidn de estudios (cribado)

Para la seleccion de los estudios, se utiliz6 el método PRISMA para investigaciones de tipo
revision, la cual conté con tres etapas:

e Fase uno

Consistio en la exclusidn de las investigaciones repetidas en base a su titulo y todos los estudios
realizados antes del 2011.

e Fase dos

Consistid en la eliminacion de los articulos, en base a su titulo y la revisién del resumen, de
acuerdo a los siguientes criterios de exclusion:

1) Estudios escritos en un idioma distinto al hablado o comprendido por el autor de la
investigacion. Los idiomas considerados fueron: espafiol, inglés y portugués.

2) Estudios sin indexacion SIR

3) Trabajos de grado de especializacion

4) Capitulos de libro

5) Diapositivas (material gris)

6) Investigaciones especificas de produccidn de bioetanol de primera generacién

7) Investigaciones especificas de produccion de bioetanol de tercera generacion

8) Estudios sobre pretratamiento fisicos y quimicos de lignocelulosa.

9) Articulos sobre fermentacion para la produccion de bioetanol

e Fase tres

Se aplico cuando se leyd los textos completos y consistio en la seleccion del estudio de acuerdo
con los siguientes criterios de seleccién mismos que se encuentran determinados por los objetivos
de la revision:

1) Articulos cientificos referentes al proceso de produccion de etanol a partir de biomasa
lignocelulésica

2) Articulos cientificos de enzimas utilizadas en el proceso de sacarificacion de la lignocelulosa

3) Articulos cientificos de produccion de enzimas recombinantes bacterianas

Organizacion de la informacién

Los documentos encontrados fueron agrupados en carpetas codificadas de acuerdo al nombre de
la base de datos utilizada y la ecuacion de busqueda empleada; con el fin de tener organizada la

informacion. Ejemplo: Académico-second generation bioethanol+enzymes.
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Los documentos (papers) fueron descargados y codificados de acuerdo a su afio de publicacion,
autor principal y titulo de la investigacion. Ejemplo: 19 Donato The production of second
generation bioethanol.

A través de un archivo Excel se desarrollé una tabla de analisis donde ademas se incorpord una
bitcora de blsqueda, instrumentos que nos ayudaron a rehacer las busquedas bibliogréaficas que
habiamos realizado a lo largo de la etapa de busqueda de la informacion y ademas nos permitio
almacenar los anélisis de los articulos cientificos para que la informacion quede documentada,
explicita y no propensa a pérdidas.

En la primera pestafia del archivo se almacenaron los datos del presente trabajo de investigacién
como titulo, autor, objetivo general y objetivos especificos.

La segunda parte corresponde a la bitdcora de blsqueda la misma que contiene informacion de
nombre de la base de datos, fecha, ecuacion de blsqueda utilizada y el nimero de resultados
obtenidos en cada busqueda y comentarios.

La tercera parte corresponde a la informacion basica de los documentos, es decir, autor-fecha en
formato APA, titulo de la investigacion, tipo de documento (libro, capitulo de libro, trabajo de
grado de especializacidn, articulo cientifico, entre otros) y comentario.

Después se tiene el analisis general de los documentos que pasaron el primer filtro del método
prisma con los siguientes apartados: autor-fecha, titulo, resumen (abstract o parte del abstract),
problema identificado, objetivos, métodos, resultados, conclusiones y comentarios; finalmente se
tiene el analisis especifico de los articulos cientificos que cumplieron todos los lineamientos y
objetivos de la investigacion con los siguientes detalles: autor-fecha, pais de publicacion, base de
datos de la busqueda, revista indexada, idioma, aporte especifico, imagenes y comentarios.

Cabe destacar que en particulares ocasiones fue necesario citar informacion de investigaciones de
la region con el fin de mostrar la situacion local de esta temética y contrastarla con el resto del

mundo.

2.2.2.9. Analisis Estadistico Descriptivo

Se realizd el anélisis estadistico descriptivo de los 50 articulos seleccionados de acuerdo a las

variables bibliométricas de los estudios
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1.Base de datos

La totalidad de la informacion obtenida a travées de las investigaciones fue de 108 documentos,

de estos 50 cumplian con los pardmetros establecidos para el estudio.

3.1.1. Seleccion de estudios
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Gréfico 1-3: Diagrama de flujo de basqueda bibliografica y seleccién de estudios
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
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3.1.2. Andlisis de estudios realizados por paises

De los 50 articulos copilados en la data, Reino Unido es el pais con més estudios realizados, con
un valor de 18 articulos, Estados Unidos es el segundo pais con un aporte de 9 articulos, seguido
de Alemania con 8 articulos, Paises Bajos con 7, Suiza con 4, y Brasil, Canada, Espafia y Tailandia
con 1 articulo cada uno.

18
16
14
12
10

OoON B O

Alemania  Brasil Canada Espafa Estados Paises Reino Reino Suiza  Tailandia
Unidos Bajos Unido Unido

Gréfico 2-3: Andlisis de estudios realizados por paises
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.

3.1.3. Andlisis de estudios realizados segun idioma

De los 50 articulos copilados, 49 estas redactados en idioma inglés mientras que en idioma

espafiol solo se encuentra registrado uno.

60
50
40
30
20
10

0
Espafiol Inglés

Graéfico 3-3: Andlisis de estudios realizados segun idioma
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
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3.1.4. Andlisis de estudios realizados por afio

De los 50 articulos copilados, el 2020 es el afio que mas articulos aportd a la investigacion con un
total de 10 documentos, el 2019 con 8, 2012 con 7, 2018 con 6, 2015 con 5, 2014 y 2016 con 4,
2017 con 3, 2013 con 2 y el afio 2011 con un solo documento.

12

10

6 Total

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Grafico 4-3: Andlisis de estudios realizados por afio
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
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3.1.5. Estudios de alto impacto seleccionados

Tabla 1-3: Resultados de estudios incluidos a la sintesis cualitativa.

Pais de Base de . . )
N° Autor-Fecha L Revista Idioma Titulo
Publicacion Datos
Advances in
(Wang et al., . Google Biochemical . Produccion de enzimas celuloliticas e hidrdlisis enzimatica para la produccion de
1 Alemania L . Inglés . »
2012) Scholar | Engineering/Biotech bioetanol de segunda generacion
nology
> (Lugani et al., R Google Biofuel Research _ Recientes avances en la produccion de bioetanol a partir de lignocelulosa: una revision
anada nglés
2020) Scholar Journal J integral con un enfoque de ingenieria de enzimas y biocatalizadores de disefio
- Revista . L P s
(Gutiérrez et al., . Google . . Mecanismos y Regulacion de la hidrolisis enzimatica de celulosa en hongos
3 Espafia Iberoamericana de | Espafiol i .
2015) Scholar ) ) filamentosos: Casos Clasicos y Nuevos Modelos
Micologia
) ) ) Google Critical Reviews in ) ) L o .
4 | (Liuetal,2018) | Reino Unido . Inglés Microbios disefiados para la fermentacion directa de la celulosa en bioetanol
Scholar Biotechnology
. Una revision de bioconversion de lignocelulosa mediante hidrolisis enzimatica y la
(Van Dyk y i . Google Biotechnology ; . . . »
5 Paises Bajos Inglés cooperacion sinérgica entre enzimas. Factores que afectan a las enzimas, la conversion
Pletschke, 2012) Scholar Advances . )
y la sinergia.
i Advances in Food
(Swain et al., ) Google . ) ) ) ) ) » )
6 Estados Unidos and Nutrition Inglés Las enzimas y microorganismos marinos para la produccion de bioetanol
2017) Scholar
Research
o ) Applied
(Bajaj y Mahajan, ) Google . ) ) . . ) ) o )
7 Alemania Microbiology and Inglés Celulasa y xilanasa sinergia en la biotecnologia industrial
2019) Scholar .
Biotechnology
Enzyme and i . )
(Salazar-Cerezo ) Google ) . ) La tecnologia de CRISPR / Cas9 permite el desarrollo del hongo filamentoso
8 Estados Unidos Microbial Inglés o . . . .
et al., 2020) Scholar Sy Penicillium ascomicete subrubescens como un nuevo productor de enzimas industriales
echnology

20




(Binod et al., . ) Google Bioresource . Enzimas para biocombustibles de segunda generacién: evolucion reciente y
9 Reino Unido Inglés )
2019) Scholar Technology Reports perspectivas futuras
(Alves et al., . Google Industrial . Bioprospeccion de enzimas y microorganismos en los insectos para mejorar la
10 Estados Unidos . Inglés » »
2019) Scholar Biotechnology produccién de etanol de segunda generacion
(Novello et al., . . Google ; Las enzimas para etanol de segunda generacion: la exploracion de nuevas estrategias
11 Reino Unido RSC Advances Inglés o .
2014) Scholar para la utilizacion de xilosa
(Lambertz et al., . ) Google Biotechnology for . . 5 . " L
12 Reino Unido . Inglés Retos y avances en la expresion heteréloga de enzimas celuloliticas: una revision
2014) Scholar Biofuels
(Horn et al., . . Google Biotechnology for ’ . y
13 Reino Unido ) Inglés Nuevas enzimas para la degradacion de la celulosa
2012) Scholar Biofuels
(BarbosaSilvelloe i ) Google Biotechnology . Celulasas y enzimas oxidativas: nuevos enfoques, desafios y perspectivas sobre la
14 Paises Bajos Inglés » » )
tal., 2020) Scholar Letters degradacidn de la celulosa para la produccién de bioetanol
(Lopez-Mondéjar . . Google o ’ La descomposicion de la celulosa y hemicelulosa por bacterias procedentes del suelo
15 Reino Unido Scientific Reports Inglés » . Lo .
et al., 2016) Scholar del bosque por la accion de sistemas enzimaticos estructuralmente variables
Journal of
(Vohraetal., . . Google Environmental ’ » . . )
16 Reino Unido ) Inglés La produccion de bioetanol: materia prima y tecnologias actuales
2014) Scholar Chemical
Engineering
Applied ., . - L .
) Google ] ) . Unidn de funciones con las enzimas de fusion: de los inventos de la naturaleza a las
17 | (Elleuche, 2015) Alemania Microbiology and Inglés o . .
Scholar . aplicaciones biotecnoldgicas
Biotechnology
. Google | Applied Biochemistry ; Clonacion y caracterizacion de dos enzimas B-glucosidasas xilosidasas del metagenoma
18 | (Baoetal., 2012) | Estados Unidos ) Inglés
Scholar and Biotechnology del rumen de yak
Preparative . ) . . ) i
(Jamaldheen . Google ) . ) Analisis comparativo de los métodos de pretratamiento de los residuos agricolas de
19 Estados Unidos Biochemistry & Inglés )
etal., 2018) Scholar ) tallo de sorgo (Sorghum durra) para el contenido de holocelulosa
Biotechnology
- (de Lucas et al., Al . Google Biomass Conversion —_ Efecto del pretratamiento enzimatico de bagazo de cafia de azlcar con hemicelulasas
emania nglés
2020) Scholar and Biorefinery J recombinantes y esterasa antes de la aplicacion de la celobiohidrolasa CBH | Megazyme
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La actividad enzimatica de una B-1,4-endoglucanasa recombinante a partir del Boll

(Ibarra et al., . . Google L . . 5 . L L
21 2019) Reino Unido Schol Scientific Reports Inglés Weevil de algoddn (Anthonomus grandis) con el objetivo de producir bioetanol de
cholar
segunda generacion
(Haruny § ) Google Chemical . . Lo ) ) . )
22 Paises Bajos . . Inglés La hidrolisis enzimatica de la biomasa de microalgas para la produccion de bioetanol
Danquah, 2011) Scholar | Engineering Journal
(Matsakas y ) . . . . L
. . Google . ; La produccion de etanol a partir de residuos de alimentos deshidratos enzimaticamente
23 | Christakopoulos, Suiza Sustainability Inglés . . .
Scholar tratados. Uso de enzimas producidas en el sitio.
2015)
(Lopes et al., ) Google Brazilian Journal of ’ » . o . .
24 Brasil . ) Inglés La produccidn de etanol en Brasil: un puente entre la ciencia y la industria
2016) Scholar Microbiology
(Dhiman et al., ) ) Google ) . Produccion mejorada de bioetanol de rastrojo de maiz: Papel de enzimas, inductores y
25 Reino Unido Applied Energy Inglés . ’ »
2017) Scholar simultanea recuperacion del producto
Environmental . . . . y 5
(Sreenay § . Google ’ Corteza exterior de jaca: Una materia prima sostenible para la produccion de azicares
26 ) Paises Bajos Technology and Inglés - ) ) N
Sebastian, 2019) Scholar . fermentables utilizando endoglucanasa recombinante de Bacillus subtilis MUS1
Innovation
. Degradacidn de la lignina y detoxificacion de residuos de eucalipto mediante enzimas
(Schneider et al., ) ) Google ) . . L ) o
27 Reino Unido Applied Energy Inglés fangicas de fabricacion in situ para mejorar el rendimiento del etanol de segunda
2020) Scholar y
generacion
. Google BioMed Research ; Fermentacion lignoceluldsica de hierba silvestre empleando enzimas hidroliticas
28 | (Dasetal., 2013) | Estados Unidos ) Inglés ) ) . » ) )
Scholar International recombinantes y microbios fermentadores con recuperacion efectiva de bioetanol
(Adrio y Demain, ) Google ) . . ) ) ) ) .
29 Suiza Biomolecules Inglés Enzimas microbianas: herramientas para procesos biotecnoldgicos
2014) Scholar
(Ghio et al., . Google . ’ Paenibacillus sp. A59 GH10 y GH11 Endoxilanasas Extracelulares: Aplicacion en la
30 Estados Unidos Bioenergy Research Inglés ) » )
2018) Scholar bioconversion de la biomasa
(Cannella et al., ) ) Google Biotechnology for ) Produccion y efecto de los acidos aldénicos durante la hidrélisis enzimatica de la
31 Reino Unido . Inglés . . .
2012) Scholar Biofuels lignocelulosa en alto contenido de materia seca
(Pellegrini et al., . Google Applied ) La endoglucanasa | recombinante de Trichoderma harzianum (Cel7B) es una enzima
32 Alemania . . Inglés . . § .
2015) Scholar Microbiology and altamente 4cida y promiscua que actla sobre los carbohidratos
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Biotechnology

Renewable and

(Aditiya et al., § ) Google ) . . . » L
33 Paises Bajos Sustainable Energy Inglés Produccion de bioetanol de segunda generacion: Una revision critica
2016) Scholar .
Reviews
. Enzyme and . . . o
(Cintra et al., . Google . . . El efecto potenciador de las hemicelulasas recombinantes en la hidrélisis enzimatica del
34 Estados Unidos Microbial Inglés
2020) Scholar bagazo de cafia tratado con vapor
Technology
. (Anindyawati —_— Google | International Journal _ El proceso enzimatico de la biomasa lignoceluldsica para la produccion de bioetanol de
ailandia . nglés . .
et al., 2020) Scholar of Agricultural segunda generacidn, los beneficios y retos: Una revision
Technology
(Cripwell et al., . . Google . ’ La utilizacion de salvado de trigo como un sustrato para la produccion de bioetanol a
36 Reino Unido Applied Energy Inglés ) ) o
2015) Scholar partir de celulasas recombinantes y levadura amilolitica
(Di Donato et al., i ) Google Journal of Cleaner . La produccion de bioetanol de segunda generacion: el potencial de la biotecnologia de
37 Paises Bajos . Inglés . -
2019) Scholar Production bacterias termdfilas
Applied ) . , o -
(zhang et al., ) Google ] ) . Las nuevas tecnologias proporcionan mas estrategias de ingenieria metabolicas para la
38 Alemania Microbiology and Inglés » . .
2019) Scholar . produccién de bioetanol en Zymomonas mobilis
Biotechnology
. Google . . ; Uso de la biomasa agroindustrial para el descubrimiento y la produccion de
39 (Canto, 2020) Suiza Applied Nanoscience Inglés ) . )
Scholar biocombustibles y enzimas
(Chang et al., ) ) Google Biotechnology for Montaje de un coctel de celulasa y un transportador cellodextrin en un huésped de
40 Reino Unido . Inglés »
2013) Scholar Biofuels levadura para la produccion de etanol CBP
a1 (Devarapalli y B Google Biofuel Research —_ Una revision del proceso de conversion para la produccion de bioetanol, con especial
. anada nglés . » y
Atiyeh, 2015) Scholar Journal atencion a la fermentacion en fermentacion syngas
) Bioprocesamiento consolidado (CBP) del rastrojo de maiz tratado con AFEXTM para
. . Google Biotechnology and ) » N o
42 | (Jinetal. 2012) Alemania . . ) Inglés la produccion de etanol utilizando Clostridium phytofermentans con una alta carga de
Scholar Bioengineering .
solidos
43 | (Davison et al., Alemania Google Applied Inglés La explotacion de la diversidad de cepas y las estrategias racionales de ingenieria para
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2020) Scholar Microbiology and aumentar la secrecién de celulasa recombinante mediante Saccharomyces cerevisiae
Biotechnology
) . Optimizacion de la produccion Cello-oligosacaridos por hidrélisis enzimatica de paja
(BarbosaKendric . . Google Biomass and ; i o . »
44 Reino Unido ) Inglés de la cafa de azucar hidrotérmicamente pretratado usando enzimas celuloliticas y
ket al., 2020) Scholar Bioenergy .
oxidativos
(Rastogi y Renewable and . » . y
. § . Google . ; Los recientes avances en la produccion de bioetanol de segunda generacion: Una
45 Shrivastava, Paises Bajos Sustainable Energy Inglés . . o .
Scholar . mirada a los procesos de pretratamiento, sacarificacion y fermentacion
2017) Reviews
(Niphadkar et al., . . Google . ’ » . .
46 Reino Unido Biofuels Inglés Produccion de bioetanol: perspectivas de pasado, presente y futuro
2018) Scholar
Progress in Energy . ) » . ) )
(Menon y Rao, . . Google . ’ Tendencias en la bioconversion de la lignocelulosa: Los biocombustibles, productos
47 Reino Unido and Combustion Inglés . . L
2012) Scholar : quimicos plataforma y el concepto de biorrefineria
Science
(Bolivar-Telleria ) Google BioMed Research . . . . ’
48 Estados Unidos . Inglés Bioetanol de segunda generacién a partir de la cascara del coco
et al., 2018) Scholar International
(Alvarez et al., ] ] Google Microbial ] o o ]
49 Reino Unido ) Inglés La hidrolisis enzimética de la biomasa de la madera
2016) Scholar Biotechnology
(Chukwuma ) Google L ) ) ) » . . ) ) L
50 Suiza Sustainability Inglés Enzimas lignoceluloliticas en procesos biotecnolégicos e industriales: Una revision
et al., 2020) Scholar

Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
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3.2.Revision clasica

3.2.1. Produccién de bioetanol

Debido a que las materias primas utilizadas para producir bioetanol son materiales renovables de
origen vegetal, no se produce emision neta alguna de carbono a la atmdésfera debido al uso de
bioetanol como combustible, la produccién de bioetanol de primera generacion emplea materias
primas de origen alimentario, como el zumo de azucar y el almidén; el jugo de azlcar se fermenta
de forma directa para obtener etanol, mientras que los materiales amilaceos, como por ejemplo
los cereales, necesitan la hidroélisis del polisacarido de almidon en glucosa monomérica; el
almidén se hidroliza a glucosa mediante las enzimas o-amilasas y glucoamilasas, el producto
hidrolizado gque contiene glucosa posteriormente se fermenta en etanol utilizando levaduras (Bajaj
y Mahajan, 2019, p.28).

El bioetanol de segunda generacion se produce a través de lignocelulosa, que estd compuesta de
celulosa, hemicelulosa y lignina. Mediante accién enzimatica la celulosa y hemicelulosa se
hidrolizan a glucosa y pentosas para luego ser fermentadas para obtener bioetanol. Uno de los
principales obstaculos se debe a la compleja estructura formada por los polisacaridos y la lignina,
que impide que los polisacaridos sean atacados por las enzimas. Por ello, es necesario romper la
barrera estructural de la lignocelulosa por medio de un pretratamiento. Las lignocelulosas
pretratadas son hidrolizadas por accién enzimética a azUcares simples empleando un coctel de
celulasas y hemicelulasas. Posteriormente, los azucares simples se fermentan a etanol mediante

etandgenos adecuados (Swain et al., 2017, parr.8).

Sugars/
Biomass carbohydrates Conversion step

1st generation

Biological
M=
Conventional alcohol

~ fermentation
Starches

Enzymatic hydrolysis
and fermentation

2nd generation

Ethanol

Chemical
Cellulose

hemicellulose

Chemical hydrolysis
and fermentation

3rd generation

eweanaly —

Figura 1-3: Produccién de etanol a partir de diferentes materias primas
Fuente: Swain et al., (2017, p.27).
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El bioetanol de tercera generacién es producido por la biomasa de algas. La composicion de esta
biomasa varia de acuerdo a la especie y los principales polisacéridos que se encuentran en la
biomasa de algas son los galactanos y los glucanos. La hidrolisis de la biomasa puede ser quimica
0 mediante enzimas hasta obtener azucares méas simples, que luego se fermentan a etanol. Al igual
que el material lignocelulésico, la biomasa de algas requiere de un pretratamiento para mejorar la
hidrolisis enzimética. Debido a la variacion en la composicion de las materias primas de las algas,
la hidrolisis enzimatica utiliza diferentes enzimas degradadoras de los polisacéaridos dependiendo

de la composicién de polisacaridos presentes en cada especie de algas (Swain et al., 2017, p.27).
3.2.2. Bioetanol de segunda generacion

3.2.2.1. Materia prima lignocelulésica

La constitucion de la lignocelulosa depende totalmente de la clase de cultivo. Ademas el rigor del
pretratamiento empleado en el proceso de obtencidon del bioetanol dara lugar a distintas
composiciones en funcion del grado de degradacion de hemicelulosa y lignina en la materia prima

(Sreena y Sebastian, 2019, p.28).

Tabla 2-3: Composicion de distintos materiales lignocelulésicos.

Componente Rastrojode Bagazo de cafia Pajadetrigo Paja de cebada
maiz pretratado de azlcar pretratada (3) (4)
) pretratado (2)
Glucano 35,8 39,6 56,7 33,1
Xilano 53 241 7.8 20,2
Galactano 0.8 0,0 N/D 0.9
Arabinano 07 06 0,7 38
Manano 06 02 N/D -
Lignina 21,1 253 236 16,1
Cenizas 59 3 6,3 -
Acetato 0,8 07 N/D N/D

Fuente: Casanova, (2017, p.28).

Composicion y estructura de la biomasa lignocelulésica

Los materiales vegetales poseen tienen tres componentes principales como son los polisacaridos,
la lignina, y demés quimicos que no forman se encuentran en la pared celular (Verdecia y Serrat, 2010,
parr.12). EI componente de polisacérido comprende carbohidratos de elevado peso molecular como
la celulosa y hemicelulosa, que son entre el 60 y el 80 % del peso total de los materiales vegetales

(Verdeciay Serrat, 2010, p.28). La lignina es el mas complejo y peor caracterizado de los componentes
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de la madera y representa entre el 20 y el 35 % de ésta. La lignina confiere rigidez estructural al
endurecer y sostener las fibras de polisacaridos (Schneider et al., 2020, parr..9).

Plant Cell Wall H
/779_7:;/%3/0‘% L7~
Cellulose Ho _OH HO, <Ot
7527~ SN:Oa, 7O 7
/’%ivby.,/guﬁz%o/%;% o
OH

HO OH HO
2 a—xn
o/%\gw% = —

O~
Lignin 30043
s =

A H3
OH

Hemicellulose

OoH

OH
o O °‘<o'—\ ~—— o O
oJ\LOX‘" AT of\g B/\’ B>,

H
—— oo
H

usc‘o/,oﬂ—o{l o
~Ny——o0" HOH2C L

COOH OH

Figura 2-3: Composicién de la lignocelulosa
Fuente: Casanova, (2017, p.12).
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Microfibril

NMacrofibril
Figura 3-3: Estructura esquematica de una fibra de biomasa lignocelul6sica
Fuente: Alvarez et al., (2016, p.18).

Celulosa

Es un polisacarido sintetizado en gran porcién por plantas, constituye aproximadamente entre el
35y el 50% de su peso seco, y también es sintetizado por microorganismos como bacterias y una
gran variedad de algas. Estd conformada por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces
glucosidicos B-1,4, y son requeridas 8 unidades monoméricas de glucosa para constituir un
producto no soluble. Dependiendo de su origen, puede tener aproximadamente entre 8.000 y
15.000 unidades monoméricas por cada cadena. El polisacérido esta localizado en la pared celular,
donde se lo encuentra como modulos sub microscépicos con una apariencia alargada Ilamadas
micelas. Las micelas forman estructuras mas grandes, las micro fibrillas, mismas que se empaque-
tan conformando una estructura cristalina enormemente ordenada, en la cual todos los a&tomos
permanecen fijos en discretos lugares respecto uno del otro; esta forma de ser empaquetado
previene el ingreso tanto de enzimas, como de pequefias moléculas como el H,O. Esta estructura

esta rodeada por polisacaridos hemiceluldsicos los cuales se unen a la celulosa por medio de
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puentes de hidrogeno y enlaces covalentes, brindandole ain més resistencia a la hidrélisis quimica
y bioldgica. Sin embargo, no toda la estructura de la celulosa es cristalina, hay regiones
desordenadas, que se denominan regiones amorfas, de composicion heterogénea que se
caracteriza por una variedad de enlaces. Este ajuste asimétrico propio de las zonas amorfas es
primordial para la degradacion de la celulosa. A mas de las regiones mencionadas anteriormente,
las fibras de celulosa tienen diferentes clases de anormalidades, entre las cuales se encuentran
espacios y torsiones, en las cuales se constituyen miniporos y capilares bastante amplios que
permiten el paso de moléculas considerablemente grandes, incluyendo en ciertos casos las

enzimas celuloliticas (Gutiérrez et al., 2015, parr.20).

Cellulose fibres

Macrofibril

Figura 4-3: Estructura de las fibras de celulosa
Fuente: Sharmay Saini, (2020, p.8).
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Figura 5-3: Regiones cristalinas y amorfas en la celulosa
Fuente: Sharma y Saini, (2020, p.25).

Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polimero mayoritario de la lignocelulosa, un heteropolimero con
complejidad mayor que el primero debido a sus sustituciones y ramificaciones, pero un grado
menor de polimerizacion (Casanova, 2017, parr.29). Esta conformada por pentosas (arabinosa y
xilosa), hexosas (manosa, galactosa y glucosa), grupos acetilo y compuestos fendlicos (como el

acido ferulico y p-cumarico).
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Figura 6-3: Mondmeros de la hemicelulosa
Fuente: Sharmay Saini, (2020, p.18).

El tipo de polimero de hemicelulosa y la composicion dependen de la especie. Su estructura se
compone de una cadena principal de azUcares conformada por uno o dos clases de monosacaridos,
con diferentes ramificaciones de azUcares y sustituciones. La categorizacion de los distintos
polimeros de hemicelulosa se basa en el mayoritario contenido de azlcares en su principal cadena.
Aproximadamente el 70% de la hemicelulosa esta compuesta por el xilano. Es un polimero de
residuos de D-xilosa con enlaces B (1,4), usualmente sustituido por residuos de D-galactosa, L-

arabinosa, acido glucurdnico, grupos acetilo y &cido ferdlico (Novello et al., 2014, p.29).
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Figura 7-3: Columna vertebral de la hemicelulosa
Fuente: Sharma y Saini, (2020, p.28).

Los polimeros conformados por un Gnico tipo de azlcares en su principal cadena son el manano,
el arabinano o el galactano. Entre los polimeros cuya cadena principal estad conformada por dos
tipos de azUcares estas el xiloglucano, arabinoxilano o galacto(gluco)manano entre otros. De los
tres tipos de polimeros que componen el material lignocelulésico, la hemicelulosa es la méas
sensible a los procesos termo-quimicos, logrando ser solubilizada en las condiciones de
temperaturay pH apropiados. La hemicelulosa esta entrelazada entre las fibras de celulosa ligadas
por puentes de hidrogeno, operando como nexo de unidn entre la celulosa y la lignina (Casanova,
2017, p.32).
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Figura 8-3: Tipo comin de hemicelulosas en las paredes celulares de las plantas
Fuente: Sharmay Saini, (2020, p.26).

Lignina

Es el tercer principal componente de la lignocelulosa. Este polimero esta caracterizado por dar
rigidez a la pared celular y servir como barrera ante el ataque de quimicos o patégenos. Su
constitucion le da una caracteristica hidrofébica que genera impermeabilidad a la planta. Se trata
de uniones éter o carbono-carbono entre unidades de alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y
alcohol sinapililico generando un polimero de variada composicion y ramificaciones distintas en
funcion de la especie (Casanova, 2017, p.27).

La composicion de la lignocelulosa es depende totalmente del tipo de cultivo. Ademas el rigor
del pretratamiento utilizado en el proceso de generacion del bioetanol a base de biomasa
lignocelul6sica daré lugar a variadas composiciones en funcion del nivel de degradacion de la

hemicelulosa y lignina en el material (Casanova, 2017, parr.19).
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3.2.2.2. Proceso de produccion de bioetanol lignocelulésico

Para la obtencion de bioetanol lignocelulésico se necesitan varias etapas, para empezar la
recoleccion de los desechos vegetales seguido por un pretratamiento de los mismos con el fin de
romper la estructura de la central lignocelulésica, ya sea quimico, fisico o térmico,
consecutivamente se realiza una hidrdlisis a través de una mezcla de enzimas celuloliticas. A
continuacion, el proceso de fermentacidn de los azlcares en etanol a través de cepas en su mayoria
de levaduras que metabolizan la glucosa al etanol. Finalmente esté la destilacion-rectificacion-
deshidratacion, que consiste en la separacién y purificacién de etanol de acuerdo a las

especificaciones del combustible (Castro, 2012, p.17).

Biomasa —> Pretratamiento —> Sacarificacion

Destilacion y |

evaporacion Skl

Fermentacion —>

Figura 9-3: Etapas del proceso de obtencion de bioetanol de segunda generacion

Fuente: Vohraetal., (2014, p.17).

Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.

El futuro del material lignocelulésico esta relacionado con la mejora de la biomasa de las plantas,
ingenieria metabolica para la fabricacidn de bioetanol y microorganismos generadores de enzimas
celuloliticas, asi como el mejoramiento de la infraestructura tecnoldgica para la elaboracién del

biocombustible a escala industrial (Vohra et al., 2014, p.18).
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Figura 10-3: Proceso bioquimico para la conversion de residuos lignocelulésicos en etanol
Fuente: Vohraetal., (2014, p.26).

a. Pretratamiento de los materiales lignocelulésicos

El término pretratamiento es ampliamente usado en la literatura de los procesos ingenieriles, para
referirse a las etapas del proceso en las cuales se convierte la biomasa lignocelulésica de su forma
nativa, (la cual es muy recalcitrante a la accién hidrolitica del sistema enzimatico celulasa), a una
forma en la cual la hidrélisis enzimatica es efectiva (Verdecia y Serrat, 2010, p.21).

El proposito del pretratamiento es eliminar parcialmente la lignina y la hemicelulosa ademas de
reducir el nivel de cristalinidad de la celulosa e incrementar la porosidad de la biomasa. Este
proceso transforma la estructura nativa de las fibras con el fin de facilitar el acceso de las enzimas

que degradan lignocelulosa, necesarias en la etapa posterior de hidrolisis (Casanova, 2017, p.28).

x\\\ 3.

Figura 11-3: Alteracion de la lignocelulosa mediante el pretratamiento de la biomasa
Fuente: Sharma y Saini, (2020, p.12).
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Existen varios métodos para ejecutar el pretratamiento, que se los pueden denominar quimicos,

aquellos en los que se emplean acidos, bases o solventes con el fin de modificar la estructura de
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la lignocelulosa; fisicos, que incluye la molienda, presion y temperatura con el fin de disminuir
el tamafio de particula y aumentar el area accesible; fisico-quimicos donde se integran cambios
de temperatura y presion con el uso de &cidos o bases, donde la explosién de vapor es el mas
comUnmente utilizado; o bioldgicos en los que se utilizan las enzimas lignoliticas de algunos
microorganismos, especialmente hongos basidiomicetos, con el fin de eliminar la lignina siendo
el componente mas dificultoso de degradar, siendo este mecanismo el menos agresivo y con
menor coste energético, pero también el que menos se lo puede controlar (Casanova, 2017). Tanto el
tipo de material lignocelulésico como las caracteristicas del pretratamiento utilizado establecen
las propiedades del material, modificando la accesibilidad de la celulosa, el nivel de
polimerizacidn y su composicion, lo que puede repercutir en la formulacién del coctel enzimatico

y la dosis del mismo para una favorable degradacién de la biomasa (Casanova, 2017, p.27).

b. Hidrodlisis enziméatica

Después del pretratamiento el paso siguiente es la transformacion de la celulosa y hemicelulosa a
mondmeros de hexosas y pentosas a través de la accion combinada de celulasas, hemicelulasas y
enzimas complementaria.(Casanova, 2017, p.12) Basandose en la complejidad y variabilidad de los
materiales, con el fin de lograr una completa degradacién de los polimeros es necesaria una
Optima combinacién de las distintas actividades enziméticas de acuerdo con el material y el
pretratamiento utilizado (Casanova, 2017, p.13). En la naturaleza esta labor ha sido desarrollada por
diversos microorganismos que emplean materia lignocelulésica como fuente de carbono.
Comenzando con bacterias anaerdbicas que se encuentran en el rumen y tracto intestinal de los
animales herbivoros e insectos como por ejemplo escarabajos y termitas, bacterias aerobias que
se encuentran en aguas residuales hasta hongos basidiomicetos de la podredumbre blanca u
hongos filamentosos, existe una gran diversidad de organismos capaces de generar enzimas
hidroliticas necesarias en la industria para lograr la sacarificacion de los polimeros de
hemicelulosa y celulosa Para ello es necesario fijar unas condiciones de proceso en las que las
enzimas logren actuar de forma eficiente, que es usualmente el rango de 45°% 55°C y pH entre 4.8
a 5.8. Las mencionadas condiciones de temperatura ayudan a solubilizar los componentes de la
lignocelulosa debido a que reducen la viscosidad de la materia prima y con ello hacen mas facil
la licuefaccion (Casanova, 2017, p.13). Con el fin de incrementar las concentraciones de etanol al
final del proceso, la hidrdlisis usualmente se lleva a cabo a concentraciones altas de sélidos totales
entre 15y el 22% durante 24 a 80 horas. La sacarificacion ha sido durante algunos afios la principal
limitacion para la rentabilidad de la fabricacion de etanol de masa vegetal, teniendo en cuenta
factores que limitan tanto a nivel de sustrato como de la enzima. Como factores limitantes que
dependen del sustrato, tenemos la cristalinidad de la celulosa, el nivel de polimerizacion, la
superficie disponible, el porcentaje de humedad y el contenido de lignina. Entre las causas
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limitantes que son dependientes de los mecanismos de accion de las enzimas se tiene la
desnaturalizacion o estabilidad de las enzimas, las uniones no especificas y la inhibicion por
producto o por otros compuestos que se presentan en la hidrdlisis (Casanova, 2017,p.13).

c. Fermentaciones

Los monosacaridos producidos de la hidrolisis enziméatica del material lignocelulésico se
convierten en etanol por fermentacién alcohdlica regulada por cepas industriales de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. En el tema de las hexosas, la levadura agrega la glucosa del medio y
la transforma en piruvato por medio de la glucolisis. Dicho piruvato es llevado a acetaldehido y
este posteriormente a etanol debido a la accion catalitica en secuencia de la enzima piruvato

descarboxilasa y la enzima alcohol deshidrogenasa (Das et al., 2013, p.27).

: drolysis Pentose Distillation &
' ’m’ fermentation > separation

Hydrolysis - Hexose
fermentation

Lignocellulosic
biomass

Hydrolysis; Pentose & Hexose
fermentation

.

Enzyme production + Hydrolysis

+ Pentose & Hexose fermentation

Figura 12-3: Configuraciones del proceso de bioetanol de biomasa lignocelulésica
Fuente: Vohraet al., (2014, p.12).

La aplicacién industrial de la levadura S. cerevisiae para la obtencion de bioetanol se ve
favorecida por el alto grado de produccion que logra del mismo modo, su tolerancia al etanol y a
los productos inhibidores que se encuentran en la biomasa, ademas de un buen crecimiento a pH
relativamente bajos lo que previene el proceso de la contaminacion por bacterias. No obstante,
esta limitado a la fermentacion de glucosa, debido a que S. cerevisiae no esta apta para metabolizar
la xilosa, que representa aproximadamente 40% de los azlcares provenientes de la hidrolisis de

la lignocelulosa. Con el fin de aprovechar la xilosa que se libera se estan creando cepas
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modificadas genéticamente con el objetivo de fermentar este azlicar (Casanova, 2017, p.15).

3.2.2.3. Configuracién de procesos

a. Hidrolisis y fermentacion en secuencia SHF

En el proceso Hidrolisis y Fermentacion por Separado, la produccién de enzimas, la hidrolisis de
la biomasa, la fermentacion de hexosas y pentosas son llevadas a cabo en reactores separados. En
SHF, la hidrdlisis y fermentacion pueden ocurrir a sus condiciones 6ptimas. Sin embargo, la
acumulacion de glucosa y celobiosa durante la hidrolisis inhiben las celulasas y reducen sus
eficiencias. Las desventajas de SHF conducen al desarrollo del proceso de Sacarificacion y
Fermentacion Simultanea (Van Dyk y Pletschke, 2012, parr.12).

b. Hidrdlisis y fermentacién simultaneas SSF

En SSF, tanto la hidrolisis de la celulosa y la fermentacién de la hexosa ocurre en el mismo reactor.
Esto mitiga la inhibicion de las celulasas, ya que los azlcares son inmediatamente consumidos
por el microorganismo fermentador. Sin embargo, el proceso SSF tiene algunas limitaciones.
Existe una contrapartida entre el costo de produccion de las enzimas y el proceso de hidrolisis
fermentacidn (van Dyk y Pletschke, 2012, p.25).

En SSF, la tasa de produccion de enzimas limita la tasa de produccién de alcohol. Ademas, las
celulasas usadas para la hidrélisis y los microorganismos fermentadores usualmente tienen un
diferente pH y temperatura 6ptimos. Es importante tener condiciones compatibles tanto para
enzimas como para microorganismos. Otro inconveniente con SSF es que la mayor parte de
microorganismos usados para la fermentacion de glucosa no pueden utilizar xilosa, un producto

de hidrdlisis de la hemicelulosa (Devarapalli y Atiyeh, 2015).

c. Hidrdlisis y fermentacion simultaneas SSCF

En el proceso de Sacarificacion y Co-fermentacion simultanea, la glucosa y xilosa son co-
fermentadas en el mismo reactor. Cepas de Saccharomyces cervisiae y Zymomonas mobilis son
disefiadas genéticamente para co-fermentar tanto glucosa como xilosa. (Van Dyk y Pletschke, 2012,
p.14).

d. Bioproceso consolidado CBP

En este proceso un mismo microorganismo es usado para las etapas de hidrolisis y fermentacion.

35



Esto potencialmente reduce los costos de capital e incrementa la eficiencia del proceso. Sin
embargo, los microorganismos los cuales pueden tanto producir enzimas para la hidrélisis de la

biomasa y luego fermentar los azlcares liberados ain estan en una etapa temprana de desarrollo
(Vohraet al., 2014, parr.14).

3.2.3. Enzimas Lignoceluloliticas

Las enzimas lignoceluloliticas son biocatalizadores que participan en la desintegracion de la
lignina y los materiales celuldsicos en sus componentes para su posterior hidrélisis en productos
aprovechables. Las enzimas lignoceluloliticas son un gran conjunto de proteinas extracelulares
primordialmente, que contienen enzimas lignoliticas (peroxidasas y oxidasas) y enzimas
hidroliticas (celulasas, hemicelulasas, pectinasas, quitinasas amilasas, proteasas, esterasas y

mananasas) (Chukwuma et al., 2020, p.31).
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Figura 13-3: Varias enzimas lignoceluloliticas agrupadas segun sus sistemas enzimaticos

Fuente: Chukwuma et al., (2020, p.12).
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.

3.2.3.1. Enzimas lignoliticas

La lignina posee un alto peso molecular y a su vez es insoluble, por lo que se la considera

estructuralmente compleja y dificil de descomponer. Debido a su estructura, la lignina es

quimicamente recalcitrante a la degradacion por la gran mayoria de organismos y, debido a sus

enlaces heterogéneos, la lignina no puede ser dividida por enzimas hidroliticas, como si sucede
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en la degradacion de los otros componentes de la pared celular de la materia lignocelulésica. La
lignina es un polimero no carbohidrato formado a partir del emparejamiento oxidativo de
dispositivos o blogues de construccion llamados monolignoles que generalmente estan enlazados
de varias formas que varian de especie a especie, de ahi la denominacion de heterogeneidad de
enlaces (Chukwuma et al., 2020, p.14).

La descomposicion de la lignina a través de microorganismos puede ser muy complicada, ya que
el microorganismo debe superar varios obstaculos para considerarse un buen candidato para la
degradacion de la lignina como ser un sistema extracelular de enzimas, tener un mecanismo
oxidativo de degradacion enzimatica y no hidrolitico debido a que la lignina posee una estructura
gue contiene enlaces carbono-carbono y enlaces éter, poseer menos especificidad en comparacion
con las enzimas hidroliticas debido a la irregular estereoquimica de la lignina.(Chukwuma et al., 2020,
p.13) En conclusidn, las enzimas lignoliticas son enzimas extracelulares, oxidativas e inespecificas
cuyas reacciones provocan la generacion de productos que demandan varias reacciones oxidativas,

ya que son inmensamente inestables pero vitales para iniciar la despolimerizacion de la lignina
(Chukwuma et al., 2020, p..41).
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Tabla 3-3: Enzimas hidroliticas empleadas en la degradacion de lignina.
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Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
Fuente: Adebami y Adebayo-Tayo, (2020, p.13).

3.2.3.2. Enzimas Hidroliticas

También son conocidas como hidrolasas, su funcién es descomponer biomoléculas como por

ejemplo péptidos, ésteres, glucdsidos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, hidratos de carbono y

moléculas de grasa en sus unidades mas simples. Las hidrolasas alteran los principales enlaces

quimicos de las moléculas tdxicas, lo que provoca que su toxicidad se reduzca notablemente.

Féacilmente se encuentran disponibles, no poseen selectividad de cofactor y soportan la adicion de

disolventes miscibles en agua. Las hidrolasas estan implicadas en la degradacion lignocelul6sica,

y son celulasas, hemicelulasas, pectinasas quitinasas, amilasas, proteasas, esterasas y mananasas.

Este tipo de enzimas catalizan la ruptura hidrolitica de enlaces C-O, C-N, O-P, C-C entre otros
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enlaces simples (Chukwuma et al., 2020).

a. Celulasas

Las celulasas cumplen un rol fundamental en el proceso enzimatico al catalizar la hidrolisis de la
celulosa en azlcares fermentables solubles. Hongos, bacterias y plantas sintetizan las celulasas.
El esquema de degradacion clésico de la celulosa implica la accion sinérgica de tres clases de
enzimas: las endoglucanasas (EC 3.2.1.4), las exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y
las B-glucosidasas (EC 3.2.1.91). Estas enzimas trabajan de una forma sinérgica porque las
enzimas endo-activas generan nuevos extremos de cadena reductores y no reductores para las
enzimas exo-activas, las cuales liberan celobiosa que es transformada en glucosa por las p-
glucosidasas (Horn et al., 2012, p.14).

Las celulasas son enzimas sintetizadas por una gran variedad de organismos entre los que se
encuentran hongos y bacterias. La principal funcién de estas enzimas en el ambiente ha sido el
uso del material celulésico como fuente de carbono. (BarbosaKendricket al., 2020, parr.23). Dichas
enzimas pueden ser inducibles debido al crecimiento de microorganismos en materiales
celulésicos. Entre los géneros principalmente estudiados para la produccién de celulasas estan
Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Trichoderma y Aspergillus. (Casanova, 2017, p.14)
De todos los organismos degradadores de celulosa, los hongos filamentosos son los mas grandes
responsables de la degradacion de materia vegetal en la naturaleza. Los hongos han colonizado
diferentes ecosistemas tanto terrestres como marinos y son de transcendental importancia para el
reciclaje del carbono del planeta, una facultad con implicaciones ecoldgicas, bioquimicas,
agrénomas y actualmente como aplicacion industrial. La utilidad de estos microorganismos en la
industria se debe a que pueden llegar a generar una bateria de enzimas con niveles altos de
produccion y eficiencia catalitica que secretan al medio de cultivo, facilitando su recuperacion

para los diferentes usos industriales.
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Figura 14-3: Despolimerizacion de la celulosa
Fuente: Adebami y Adebayo-Tayo, (2020).
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Los sistemas celuloliticos pueden estar asociados en complejos multienziméticos (denominados
celulosomas) o no asociados como enzimas individuales. Segun (Lugani et al., 2020, p.43) existen dos
sistemas celuloliticos representativos: enzimas extracelulares en hongos filamentosos y bacterias
anaerobias y complejos multienzimaticos llamados celulosomas en cepas bacterianas y flngicas
anaerobias. En los dos casos, las enzimas poseen una estructura modular. Las enzimas no
asociadas constan de forma general de un dominio catalitico el cual es el responsable de la
reaccion de hidrélisis y de un dominio de unién a la celulosa (CBD) que media el nexo de las
enzimas al sustrato. Los dos dominios estan unidos por un péptido enlazador (rico en Pro/Ser/Thr),
que debe ser largo y flexible para permitir la orientacién y el funcionamiento eficientes de los dos
dominios. Las enzimas celulosomales se unen de una forma no covalente a la proteina integradora
del celulosoma, que lleva un CBD (Menon y Rao, 2012, p.15).

Es muy importante tomar en cuenta que los sistemas enzimaticos celuloliticos naturales suelen
contener varias enzimas exo y endo actuantes que pueden tener distintas preferencias por distintas
formas de celulosa (cristalina frente a amorfa). La diferenciacion en la afinidad por las distintas
formas de celulosa puede deberse, en parte, a la variacién en la presencia de mddulos de unién a
carbohidratos (CBM) que estan unidos covalentemente a los dominios cataliticos de las enzimas
en cuestion (Menon y Rao, 2012, p.17).

El término CBM se ha desarrollado para reflejar la variada especificidad del ligando de estos
maodulos. Actualmente se han identificado muchos CBMs de forma experimental, y varios cientos

de CBMs putativos pueden ser reconocidos ademas sobre la base de la similitud de aminoacidos
(Hornetal., 2012, p.19).
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Figura 15-3: Accion del celulosoma en la sacarificacion de la celulosa
Fuente: Lugani et al., (2020).
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En general las CBM tienen tres funciones con respecto a la funcion de sus mddulos cataliticos
afines: un efecto de proximidad, una funcién de orientacion y una funcion de interrupcion. Se ha
considerado al CBM como el factor que limita la hidrélisis. La comprension de la base estructural
por la que las CBMs se unen a sus ligandos de destino generan ideas nuevas acerca de los
mecanismos de reconocimiento de carbohidratos y proteinas. Pese a la informacion disponible
sobre este tipo de sistemas enzimaticos y también sobre la estructura de las paredes celulares de
las plantas, la aplicacion de estos conocimientos a la degradacion de la celulosa ha tenido un éxito
limitado. Esto puede atribuirse factores como: la complejidad y heterogeneidad inherentes a la
celulosa nativa, y limitada comprensién de los procesos basicos de hidrolisis por parte nuestra.
Por esta razén, la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a la degradacion de
la celulosa en combinacidn con enzimas nuevas y superiores puede promover un mayor uso de

este importante recurso renovable (Menon y Rao, 2012, p.26).
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Tabla 4-3: Enzimas hidroliticas para la degradacion de la biomasa lignocelulésica (celulasa).

glucohidrolasa

relacionados. También
tiene la capacidad de liberar
la glucosa directamente de

la celulosa

Enzima Subtipo Nombre Otros nombres comunes Localizacion Funcién Fuente

Hidroliza los enlaces B-1,4

Celulasa; endo--1,4-glucanasas; 1,4-B-D- .
. internos de las cadenas de
glucano-4-glucanohidrolasa; endo-1,4-3-D-
4-(1,3:1,4)-p-D | d0-p-1.4-D-gl 4 celulosa y crea nuevos
-(1,3;1,4)-p-D- glucanasa; endo-p-1,4-D-glucano 4- ) .
Endoglucanasas Regiones amorfas de | extremos reductores y no (Feijoetal.,

Glucano glucanohidrolasa 3-1,4-glucanasa; -1,4 y 2021)

(EC 3.2.1.4) ) ) la celulosa reductores. También puede

4-glucanohydrolasa endoglucano hidrolasa; celulasa A;celulosina o
. hidrolizar enlaces 1,4 en [3-
AP; endoglucanasa D; celulasa alcalina; )
) . D-glucanos que contienen
celudextrinasa avicelasa; pancelasa SS
enlaces 1,3
Hidrdlisis de los enlaces
1,4 en los 1,4-B-D-
glucanos, para eliminar las
Exo-14-B Glucan-1,4-B-glucosidasa; exocelulasa; exo-B- unidades de glucosa (Casas y Barrera,
x0-1,4-B-
) 4-B-D-Glucano 1,4 glucosidasa; exo-3-1,4-glucanasa; 3-1,4-B- | Regiones cristalinas | sucesivas de la celobiosa y 2020)
Exoglucanasa glucosidasa . »
(EC3.2.1.74) glucohydrolasa glucanasa; exo-1,4-B- glucanasa; 1,4-B-D-glucan de la celulosa otros oligosacaridos
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Celulosa 1,4-
B_

Hidrolisis de los enlaces
1,4-B-D glucosidicos en la
celulosa y sustratos

celobiosidasa 4-B-D-Glucano Exo-B-1-4-cellobiosidase; CelS; CelSS; . L L .
L Regiones cristalinas similares, liberando (Boontanom y
(extremo celobiohidrolasa endoglucanasa SS; cellulasa SS; . .
o de la celulosa celobiosa de los extremos Chantarasiri,
reductor) (extremo reductor) cellobiohidrolase CelS; Cel48A
- reductores de las cadenas 2021)
mediante el mecanismo de
3.2.1.176) o
reaccion inversa
Celabiohidrolasa;celobiosidasa; o
Celulosa 1,4- L La hidrdlisis de los enlaces
exocelobiohidrolasa;p-1,4-glucano .
B- 4-B-D 1,4-B-D-glucosidicos en la

celobiosidasa(

Glucanocelobiohidrola

celobiohidrolasa;B-1,4 glucano
celobiosilhidrolasa; 1,4-B-glucano

Regiones cristalinas

celulosa y la celotetraosa,

(Guan, 2021)

extremo no sa(extremo no L . de la celulosa liberando celobiosa de los
celobiosidasa;exoglucanasa;avicelasa;CBH 1;
reductores) reductor) o extremos no reductores de
celulasa C1;celobiohidrolasa I; exo-B-1,4
(EC3.2.1.91) o las cadenas
glucanocelobiohidrolasa
Hidrdlisis de los residuos
Gentiobiase, cellobiase, emulsin, elaterase, aryl- terminales, no reductores f-
B- glucosidase, B-D-glucosidase, - Despolimeriza D-glucosil de las unidades
B-Glucosidasa B-D-Glucésido glucosideglucohidrolase, arbutinase, celulosa, de celobiosa y de las (Alvarez, 2021)

(EC 3.2.1.21)

glucohidrolasa

amygdalinase, p-nitrofenil p-glucosidase,
primeverosidase, amygdalase, linamarase, and

salicilinase

celodextrinas y

celobiosa

celodextrinas de cadena
corta en unidades
monomeéricas individuales

de glucosa

Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
Fuente: Adebami y Adebayo-Tayo, (2020, p.12).

43



e o‘ @ o:“ Gdo0 00 B
8G A o° D CBHI
Q°

%o
S — > EG
© O

%%g M oo ° e

¢

| ——
———————— N
oo:‘ — —-_’.—/—0
== = .
[ © L] _/—.—_%____c"“————o
Nonreducing ends Crystalline region Amorphous region Crystalline region Reducing ends

Figura 16-3: Mecanismo de biodegradacion de la celulosa
Fuente: Wang et al., (2012, p.17).

b. Xilanasas

Las hemicelulosas se descomponen en azlcares monoméricos y acido acético, ademas se
congregan segun la forma en que actlan sobre sustratos especificos. En correlacion con las
hemicelulosas, existen varios tipos de hemicelulasas, cada una especifica para cada clase de
hemicelulosa. Estas enzimas pueden congregarse en dos grupos: las hemicelulasas que atacan a
la columna vertebral del polisacarido y las que atacan a las cadenas laterales. El xilano, cuya
estructura difiere de una planta a otra, es el componente principal de las hemicelulosas. Es un
polisacérido formado por xilosa, un azlcar pentosa. Las Xilanasas son las enzimas encargadas de
la hidrolisis del xilano. La eliminacién de los componentes hemicelul6sicos de la materia
lignoceluldsica mediante el uso de xilanasas es una estrategia ecoldgica para incrementar la
sacarificacion enzimatica de la celulosa. En vista de que el xilano no es una estructura cristalina
fuertemente empaquetada como la celulosa, es mucho mas susceptible a la sacarificacion
enzimatica en comparacion con la celulosa. La hidrolisis completa del xilano demanda la accion
de enzimas xilanoliticas que contienen un solo dominio, ya sea catalitico o no catalitico. La mayor
parte de las xilanasas disponibles en el mercado se originan a partir de Trichoderma reesei,
Humicola insolens o Bacillus y su temperatura idénea fluctta entre 40-60 C. El complejo de la
xilanasa consiste en varias enzimas que acttian de forma sinérgica para generar azicares a partir
del xilano. En virtud de la naturaleza heterogénea del xilano, la descomposicién completa tiene
lugar por la accion de varias enzimas hidroliticas que incluyen endo-b xilanasa (EC 3.2.1.8), b-
xilosidasa (EC 3.2.1.37), a-glucuronidasa (EC 3.2.1.139) a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55),
y acetilxilano esterasa (EC 3.1.1.6). Todas estas enzimas actuan sinérgicamente para transformar

el xilano en azucares constituyentes (Binod et al., 2019, pérr.25).
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Figura 17-3: Estructura quimica y degradacion de hemicelulosa
Fuente: Wang etal., (2012, p.13).
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Tabla 5-3: Enzimas hidroliticas para la degradacion de la biomasa lignocelul6sica (xilanasa)

1,4-p-D-xilanasa; 1,4-B-
xilanohidrolasa;B-xilanasa;

B-D-xilanasa

columna vertebral del xilano
liberando xiloligosacaridos
cortos

Enzima Nombre Otros nombres comunes Localizacion Funcion Fuente
Endo-1,4-B-xilano 4- Cataliza la endohidrélisis de
xilanohidrolasa; endo-1,4- los enlaces 1,4-B-xilosidico en
xilanasa; xilanasa;B-1,4- ) los xilanos. Funciona
. . . . Xilano cadena L.
Endo-1,4-B-xilanasa 4-B-D-Xilan xilanasa; endo-1,4-xilanasa; incial d principalmente en los enlaces (Guan, 2021)
. . . principal de . L
(EC3.2.1.8) xilanohidrolasa endo-B-1,4-xilanasa; endo- . B-1,4-xilosa interiores de la
hemicelulosa

Endo-1,3-B-xilanasa
(EC3.2.1.32)

3-B-D-Xilan
xilanohidrolasa

Endo-1,3-B-xilosidasa; 1,3-
B-xilanasa; 1,3- xilanasa; B-
1,3-xilanasa endo-$-1,3-
xilanasa; 1,3-B-D-xilano
xilanohidrolasa; xilano

endo-1,3-B-xilanasa

Xilano cadena
principal de
hemicelulosa

Lleva a cabo la endohidrdlisis
de los enlaces 1,3-B- D-
glucosidicos en los 1,3-8-D-

xilanos

(Cai et al., 2021)

B-Xilosidasa; xilobiasa;
exo-1,4-p-xilosidasa; B-D-

xilopiranosidase; [3-

Hidroliza los 1,4-B-D-xilanos

eliminando sucesivos residuos

a-Glucuronidasa
(EC 3.2.1.139)

a-D-Glucosiduronato

glucuronohidrolasa

a-D-Glucosiduronato

glucurénicos o 4-O-
metil sustituyentes del

acido glucurénico

enlaces a-1,2-glicosidicos entre
la xilosa y el &cido D-

glucurdnico o su enlace 4-0O-

Xilan-1,4-B- xilosidasa 4-B-D-Xilan Xilo oligosacéridos de
o xilosidase; exo-1,4- ) de D-xilosa de los extremos no (Chadha et al., 2017)
(EC3.2.1.37) xilohidrolasa o hemicelulosa
xilosidasa; exo-1,4-B-D- reductores de los
xylosidasa; 1,4-B-D-xilan xiloligosacaridos
xilohydrolasa
Enlaces o-1,2- Cataliza la hidrolisis de los

(Liao et al., 2021)
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Arabinosidasa; o-

unidos a la cadena
principal del xilano de

la hemicelulosa

metil éter

a-Arabinofuranosidasa
(EC 3.2.1.55)

o-L-
Arabinofuranosido
extremo no reductor y
o-L-

Arabinofuranosidasa

arabinosidasa; a-L-
arabinosidasa; o-L-
arabinanasa; o-
arabinofuranosidasa;
polisacarido a-L-

arabinofuranosidasa; o-L-

L-arabinosidasa (ambiguos)

arabinofuranoside hidrolasa;

a-L-Arabinofuranosil

compuestos unidos a la

cadena principal de
xilano de la

hemicelulosa

arabinofuranosido de los a-L-

Hidroliza el terminal, no

reductores grupos a-L-

arabindsidos (arabinanos,
arabinoxilanos y

arabinogalactanos)

(Jana et al., 2021)

Arabinan-endo-1,5-a-
L-arabinanasa
(EC 3.2.1.99)

5-a-L-Arabinan
5-0-L-

Arabinanohidrolasa

Endo-1,5-a-L-arabinasa;
endo-a-1,5-arabanasa;
endoarabanasa; 1,5-a-L-
arabinanohidrolasa; 1,5-a-

L-arabinano

Endohidrolysis de
enlaces 1,5-a-
arabinofuranosidicos s

en 1,5- arabinanos

Hidroliza el 1,5-a-L-arabinan
linear. También actta sobre el

arabinano, pero méas lentamente

(Thakur et al., 2020)

Acetilxilan esterasa

(EC 3.1.1.72)

Acetilxilano esterasa

Acetilxilan esterasa

Grupos O-acetilo

unidos a los extremos
laterales de la cadena
principal de xilano de

la hemicelulosa

Provoca la desacetilacién de
xilanos y xiloligosacéridos.
También hidroliza los enlaces
de ésteres de acetilo en los

xilanos de acetilo, liberando

acido acético

(Xu et al., 2021)
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Feruloil esterasa (EC
3.1.1.73)

4-Hidroxi-3-
metoxicinamoil

azUcar hidrolasa

Esterasa del acido ferdlico,

hidroxicinamoil esterasa,
hemicelulasa enzimas
accesorias; FAEIII,
cinamoil ester hidrolasa,
FAEA, cinnAE, FAE-I,
FAE-II

El grupo Feruloil en el
lado del
arabinofuranosilo
cadena lateral del
arabinofuranosilo
unido al terminal no
reductor de la xilosa de
la hemicelulosa

Hidroliza los enlaces de éster
entre la cadena lateral de
arabinosa residuos de la cadena
lateral de la arabinosa y los
acidos (acido ferdlico). Se
denomina a veces hemicelulasa
accesoria ya que ayudan a las
xilanasas y pectinasas a
descomponer la hemicelulosa
de las células vegetales.

(Bran, 2021)

Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.
Fuente: Adebami y Adebayo-Tayo, (2020, p.27).
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3.2.4. Procedimiento general de produccion de enzimas recombinantes bacterianas

La mejora de biocombustibles de segunda generacion depende cada vez méas de la expresion
heter6loga de enzimas (Lambertz et al., 2014, parr.8).

Esta préactica podria ser muy valiosa para reducir el precio de fabricacion de las enzimas, como
también para desarrollar enzimas especificas para este fin. Metodol6gicamente, esta técnica
implica el aislamiento del gen de interés de un organismo objetivo, la inclusién del gen aislado
en un vector apropiado para formar ADN recombinante (ADNr) y la transferencia del ADNr al
huésped de expresién Ademas, existen varios informes en los que se han empleado estrategias
recombinantes para la bioconversion eficaz de biomasa lignocelulésica en azlcares fermentables
mediante la expresién heter6loga de la celulasa funcional, la hemicelulasa y las proteinas de

actividad auxiliar (Lugani et al., 2020, p.28).

Identificacion de la secuencia

Obtencion del gen

Ligacion a un vector de expresion

Transformacion

Screening

Seleccion

Fermentacion

Purificacion

Figura 19-3: Procedimiento general de produccion de enzimas recombinantes

bacterianas
Realizado por: Garcés Gamboa, Diego, 2021.

3.2.4.1. ldentificacion de la secuencia

a. Uso de base de datos y analisis de secuencias
Las bases de datos bioldgicas son una coleccién de informacion sobre ciencias la vida, colectada
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de ensayos cientificos, publicaciones, tecnologia de experimentacion de alto rendimiento, y
andlisis computacional. Posee informacién de sectores de investigacion como gendmica,
protedmica, expresion génica y filogenética. En la actualidad existen varias bases de datos
bioldgicas sin embargo las méas confiables y méas utilizadas a nivel mundial son el NCBI (National
Centre for Biotechnology Information) de los Estados Unidos, el UniProt especificamente para
busqueda de proteinas, el EMBL-EBI de Europa y el PDB (Protein Data Bank) que almacena
exclusivamente estructuras tridimensionales de proteinas. Para identificar la secuencia de una
enzima se tiene dos caminos, el primero es realizar una basgueda in silico es decir realizar una
busqueda en la web de la secuencia de un gen de interés mediante una busqueda simple, una
busqueda refinada, un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) o un disefio racional de
proteinas. La segunda opcidn que es la mas complicada, pero a su vez la mas confiable es la parte
experimental. Donde generalmente se busca un microorganismo de interés, se secuencia el
genoma y con ello se analiza que tipo de enzimas podrian estar participando en cierta actividad
enzimatica de acuerdo al analisis de su comportamiento. Para producir una enzima recombinante
el primer paso es identificar la enzima de interés, la enzima tiene que ser producida por un gen'y

el gen debe tener su secuencia de ADN (Jin et al., 2021, p.17).

b. Analisis de péptido sefial

Antes de comenzar la etapa de expresion es de vital importancia realizar un analisis de sefial de
péptido. La secuencia sefial (péptido sefial) es una secuencia corta entre 16 a 30 aminoacidos, una
extension aminoterminal de la proteina secretora que es necesaria para una correcta orientacion
hacia la via de translocacion de la proteina, se encuentra al inicio de la misma. En bacterias,
existen dos rutas principales para secretar proteinas a través de la membrana citoplasmatica. La
primera es la via general de secrecién llamada via Seca, cataliza la translocacién transmembrana
de las proteinas en su conformacion desplegada, tras lo cual se pliegan en su estructura nativa en
el sitio transversal de la membrana. La segunda es la ruta de translocacion Twin-arginina,
denominada via Tat, esta cataliza la translocacion de las proteinas secretoras en su estado plegado.
Para efectos practicos normalmente se retira la sefial de péptido porque causa problemas en la

etapa de expresion (Lambertz et al., 2014, p.28).
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Figura 20-3: Vias de exportacion de proteinas en las bacterias
Fuente: Lambertz et al., (2014).

¢. Clonacién

La clonaciéon de ADN es un procedimiento de biologia molecular que consiste en hacer varias
copias idénticas de un fragmento especifico de ADN. Para clonar un fragmento de ADN se lo
tiene que insertar en un vector, normalmente un plasmido que puede replicarse en una célula
huésped. La insercion se realiza con enzimas de restriccion y ADN ligasas, mismos que cortan y
pegan ADN para obtener una molécula de ADN recombinante, ADN ensamblado de fragmentos
originarios de fuentes exdgenas. Posteriormente, se implanta el pldsmido recombinante en
bacterias. Se eligen las bacterias que contengan el plasmido y se cultivan. Al reproducirse, estas
replican el plasmido y lo transfieren a su descendencia, y de esta manera hacen copias del ADN

gue contienen (Amid, 2015, p.12).

3.2.4.2. Obtencién del gen (método tradicional)

Una vez que se conoce la secuencia, se debe obtener el gen para lo cual existen varias técnicas
para hacerlo entre ellas el método tradicional, el método TOPO (kits) y el método sintético. Para
la técnica tradicional se debe tener acceso al genoma de la bacteria, extraer el ADN y realizar una
PCR para poder amplificar el gen de interés. Una vez que se obtiene el gen, se lo debe ingresar
en un vector. Un vector de clonacion no es lo mismo que un vector de expresion, los vectores son
de clonacion si su proposito es el almacenamiento de secuencias y la obtencion de grandes
cantidades del ADN insertado o de la molécula recombinante, en contraste, los vectores de
expresion son aquellos cuyo objetivo o fin es producir un transcrito ARN o la proteina producto

de ese transcrito. Generalmente, un vector plasmidico contiene tres elementos principales: un sitio
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de clonacion en el que se puede insertarse el ADN exdgeno, un gen de resistencia a farmacos que
destruye antibidticos con el fin de permitir el crecimiento selectivo de la célula huésped y un
origen de replicacién que permite que el plasmido se replique en la célula huésped. Es muy
importante que un vector de expresion tenga un promotor fuerte que promueva la transcripcion
del gen, una secuencia de iniciacion para que el gen que es transcrito a ARN mensajero se una al
ribosoma y pueda darse la produccién de proteinas, un codén de inicio y uno terminacion, ademas
de una secuencia de finalizacion de la transcripcion. Para facilitar la purificacion de la proteina
objetivo es necesario que el vector de expresion posea una etiqueta de purificacion generalmente
una etiqueta de polihistidina que consiste en 6 histidinas en el extremo N o C terminal de una
proteina. Los vectores de expresion mas usados son los vectores de la serie Pet. Para insertar ADN
exogeno primero se debe utilizar enzimas de restriccién para cortar el vector en el sitio de
clonacion aqui la enzima corta la secuencia palindromica para producir extremos monocatenarios
llamados sticky ends que pueden hibridarse con cualquier trozo de ADN gue también haya sido
cortado con la misma enzima de restriccion (Fadwa et al., 2015, p.17).

Una vez que se sabe que enzimas de restriccion se van a utilizar se realiza el disefio del primer.
Para disefiar un cebador, el final 3’ es muy importante y muy critico a la vez, debido a que la
polimerasa es direccional y se pega al hidroxilo que queda libre en el extremo 3’ de la cadena de
ADN. EI primer no debe tener mas de 3 G o C al final porque puede desencadenar una auto
complementariedad es decir que el cebador se una consigo mismo en la reaccién. Ademas, no
debe existir una T al final, debido a que la timina es mas propensa a producir inconvenientes
moviendo todo el marco de lectura. El final 5° es menos critico, es posible afiadir estructuras
adicionales. Normalmente un cebador tiene entre 18 a 30 pares de bases, la temperatura de melting
debe ser similar para el forward y el reverse ademas de estar alrededor de los 60 °C y mantener
un contenido de GC de 40 a 60 %. Los iniciadores siempre deben estar en sentido 5° 3” al momento
del disefio de los mismos. Después del disefio de los primeros, se necesita que el gen que se va a
amplificar también se corte con las mismas enzimas de restriccién que cortan el plasmido para asi
generar extremos cohesivos (sticky ends) para hacer posible su union. Para ello es necesario
adicionar en el disefio de primer la secuencia de corte para poder utilizar la enzima de restriccion
seleccionada ademas de afiadir una secuencia de extension debido a que para una nucleada o
enzima de restriccion es dificil cortar justo al final de una cadena, es decir necesita un punto de
prolongacion donde pueda apoyarse. Finalmente se realiza la amplificacion por PCR generando

el producto a utilizarse en la etapa de ligacion (Oliveira et al., 2017, p.19).

3.2.4.3. Ligacion a un vector de expresion

La ligacion de un fragmento de ADN exdgeno a un vector implica la formacion de enlaces

fosfodiéster entre los residuos fosfato que se encuentran localizados en los extremos 5’ de la
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cadena de ADN vy los residuos hidroxilo localizados en los extremos 3’(Amid, 2015, p.29). Dicha
unioén la cataliza in vitro la enzima Ilamada ADN ligasa, creando un pldsmido recombinante cada
uno de estos contiene el fragmento de ADN insertado, un gen de resistencia a la ampicilina y un
origen de replicacion. A nivel de laboratorio, a los plasmidos generalmente se los tiene alojados
en el interior de bacterias o también se los puede conseguir listos para utilizar. Si el plasmido se
encuentra en la bacteria se la puede seguir replicando y va a existir siempre disponibilidad del
mismo. Dicho esto, se empieza por el cultivo de las bacterias con el plasmido, después se procede
a la extraccion y purificaciéon del plasmido, generalmente con la ayuda de kits comerciales,
posterior a ello se realiza la doble digestion con las enzimas de restriccion seleccionadas y
finalmente la purificacion del plasmido. Por otro lado, de forma paralela se debe realizar la PCR
con el gen objetivo seguido por la doble digestion con las mismas enzimas de restriccién y la
purificacion de los fragmentos. Con ambos fragmentos puros se procede a la reaccién de ligacion.
Para ello se utiliza el vector y producto de PCR ya digeridos con las enzimas de restriccion y la

ligasa (Schmidt et al., 2017, p.28).

3.2.4.4. Transformacion

La transformacion bacteriana reside en la adquisicion de ADN exdgeno, que le otorga un nuevo
fenotipo a la célula huésped. Entre las técnicas mas comunes estan la transformacién quimica 'y
la transformacion por electroporacion (Amid, 2015). En la transformacion quimica las células
bacterianas y el ADN plasmidico se incuban en un medio hipoténico de CaCl,, que da lugar a un
complejo con el ADN que facilita su ingreso por endocitosis a una célula competente; adicional
a ello, se aplica un pequefio choque térmico a 42°C por 90 segundos aproximadamente que
aumenta la permeabilidad de la membrana celular. Es un método practico y proporciona una
considerable eficiencia de transformacion, aungue puede aumentar utilizando otros cationes
divalentes, como por ejemplo el rubidio y el manganeso. La transformacion por electroporacion
hace referencia a la aplicacion de cortos pulsos eléctricos de alto voltaje (> 1500 V/5 ms) a las
células receptoras, con el objetivo de formar poros en la pared celular en bacterias. Los
componentes de la membrana se desestabilizan, lo que da lugar a la entrada del vector al
citoplasma de la célula. Esta es la técnica de transformacion bacteriana mas comun y eficiente, es
la mejor eleccion para plasmidos grandes de hasta 50 kb, la electroporacion no es solo para

bacterias, debido a que puede utilizarse en células eucariotas (Green y Sambrook, 2020, p.28).

3.2.4.5. Screening y Seleccion

Para identificar las bacterias transformadas se usan marcadores de seleccién otorgados por los

vectores. Los mas empleados son los genes de resistencia a antibidticos, como por ejemplo la
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ampicilina, la tetraciclina, el cloranfenicol y la kanamicina Posterior a la transformacion, las
bacterias se cultivan en cajas Petri con agar y con el antibiotico, para el cual el plasmido presenta
resistencia. Si la transformacion ha dado resultado las bacterias tendran la capacidad de
metabolizar el antibiotico y sobreviviran, lo que demuestra que incorporaron el vector; cada una
de las colonias representan un solo evento de transformacion. Otros marcadores de seleccion se
fundamentan en la produccion de moléculas fluorescentes o bien en la generacion de enzimas que,
al reaccionar con un sustrato, originan coloracién en la colonia de células transformadas. Se
selecciona dos o tres colonias, se cultiva las células, se purifica los plasmidos, se envia a
secuenciar o realizar una PCR disefiando nuevos primeros un poco mas arriba y mas abajo del
gen, se analiza la secuencia que tenga todos los sitios activos, a la colonia que se elija se la pone
en crio vial y se la almacena. Para expresar el gen se purifica los plasmidos y se transforma en

una cepa para expresion de proteinas, generalmente se utiliza la cepa BL21 (Adibah y Majid, 2015,
p.18).

3.2.4.6. Fermentacién e induccién

Para la etapa de fermentacion es necesario conocer la curva de crecimiento bacteriano con todas
sus fases como son la fase lag, la fase exponencial, la fase estacionaria y la fase de muerte celular
(Krishnamurthi et al., 2021, p.12). EI momento 6ptimo para inocular es cuando las células se encuentren
en fase exponencial debido a que en esta etapa de la curva de crecimiento bacteriano las células
se encuentran con su actividad metabdlica a maxima capacidad. Al igual que la inoculacién, para
inducir la expresion de proteinas es fundamental que se lo realice en la etapa exponencial con el
fin de aprovechar la capacidad metabdlica de las células en ese periodo. El indculo debe ser el
10% del volumen final que se quiere producir. Se debe medir la densidad 6ptica del indculo hasta
que llegue a 0.6 medido a 600 nm lo que indica que las bacterias se encuentran en fase exponencial.
Generalmente la induccién en vectores de serie pET se realiza con IPTG que es una molécula que
imita a la lactosa para que salga la represion e inicie la produccion de la proteina. Uno de los
problemas que se da con frecuencia en produccion de E.coli es que se pueden generan cuerpos de
inclusion, la solucidn a ello es bajar la temperatura antes de afiadir el IPTG para disminuir la

velocidad con la que estan creciendo la bacteria (Fadwa et al., 2015, p.18).

3.2.4.7. Separacion y purificacion

El proceso de extraccion depende basicamente de si la proteina es extracelular o intracelular. A

diferencia de las levaduras, en E.coli generalmente la proteina se encuentra en el interior de la

célula por lo cual se necesitan procedimientos de disrupcion celular para poder acceder a la

proteina que se ha producido (Amid, 2015, p.27). En esta etapa es fundamental mantener una cadena
54



de frio debido que al proceder con la disrupcion celular se pueden desprender diferentes
componentes como por ejemplo proteasas que pueden poner en riesgo a la proteina objetivo; la
mejor manera de conservarla es manteniendo la cadena de frio, esto disminuye la velocidad de
reaccion y mantiene a la proteina estable Se procede a la centrifugacion a 6000 o 7000 rpm de 15
a 25 minutos, después de obtener las células se lava en buffer o agua destilada, se re suspende el
pellet y se procede a la disrupcidn celular por medio de ultrasonicacion o por homogenizacion
por alta presién. En esta etapa es recomendable no utilizar métodos quimicos de tipo acido o
alcalino debido a la labilidad de las enzimas, estos métodos podrian echar a perder la proteina
objetivo. Una vez que las células se rompen se puede afiadir inhibidores de proteasas para evitar
que las proteinas se desnaturalicen. Finalmente se realiza una purificacion de proteinas por IMAC
aprovechando las colas de histidina de la proteina generada. Las histidinas son muy afines del al
niquel y el método IMAC utiliza la afinidad que tiene el niquel con las histidinas para purificar la
proteina y obtener el producto final. Para analizar la presencia de la proteina, se puede verificar
la actividad de la enzima en el sustrato o a su vez si se desea observar la proteina y saber si es la
gue se quiso expresar se debe aplicar la técnica de SDS PAGE que es una técnica similar a la

electroforesis exclusiva para proteinas (Yusof, 2015, p.29).

3.2.5. Estrategias actuales para el mejoramiento y descubrimiento de nuevas enzimas

El precio de las enzimas lignoceluloliticas es uno de los principales factores limitantes de las
biorrefinerias, por lo que se estan efectuando incesantes esfuerzos tanto para minimizar el precio
de las enzimas como para incrementar el rendimiento global de las enzimas con la productividad
que se desea. Con el fin de que la producciéon de bioetanol de segunda generacion sea
econdmicamente viable, actualmente se estan utilizado varios enfoques como la mutagénesis
aleatoria, la mutagénesis dirigida al sitio, la expresion heteréloga de proteinas, el sistema de
repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas (CRISPR-Cas) y la
ingenieria gendmica y metabélica con el fin de mejorar la expresion enzimatica de las diferentes

cepas microbianas (Lugani et al., 2020, p.12).
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Fuente: Cuesta, (2016, p.14).

3.2.5.1. Mutagénesis y evolucidn dirigida

La mutagénesis aleatoria in vitro, conjuntamente con la seleccion genética o el cribado de alto
rendimiento, es un método para desarrollar enzimas con nuevas caracteristicas. Existen diferentes
técnicas utilizadas para la mutagénesis aleatoria, entre ellas la PCR propensa a errores, las cepas
mutantes bacterianas y la amplificacion en circulo rodante (RCA). La amplificacion en circulo
rodante es una técnica isotérmica que amplifica el ADN circular a través de un mecanismo de
circulo rodante, produciendo ADN lineal compuesto por repeticiones en tandem de la secuencia
de ADN circular. Esta técnica tiene varios beneficios respecto a las técnicas convencionales de
amplificacién de ADN, entre ellas la facilidad para amplificar el ADN circular y la oportunidad
de transformar directamente el producto del RCA en células huésped. La mutagénesis con
amplificacién de circulo rodante y la mutagénesis dirigida al sitio son técnicas poderosas para el
desarrollo de nuevas enzimas, y se ha desarrollado un método de RCA perfeccionado y més
conveniente, el RCA propenso a errores. Esta técnica consiste en un solo paso de RCA seguido
de la transformacion directa de la cepa huésped, y origina mutantes con una frecuencia de
mutacién apropiada para los experimentos de evolucion in vitro (Vuy Kim, 2012, p.20).

La mejora de la actividad de la endoglucanasa se puede lograr mediante la amplificacion en
circulo rodante con riesgo de error, complementada con 1,7 mM de MnCI2. Esto provocd
mutaciones aleatorias en el gen de la endoglucanasa de Bacillus amyloliquefaciens teniendo una
frecuencia de 10 mutaciones por kilobase. Los seis genes de endoglucanasa mutados y
recuperados de seis colonias, tenian una actividad de endoglucanasa entre 2,50 y 3,12 veces mayor
a la del tipo salvaje. Se secuenciaron estos mutantes y se identificaron los sitios de nucleétidos
mutados. Las secuencias mutadas de la endoglucanasa poseian cinco aminoacidos mutados P26Q),
G27A E289V, A15T, P24A. De estas cinco sustituciones, se establecio que la E289V era la
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responsable de la mejora en la actividad enzimatica. Este andlisis se confirmé con la mutagénesis
dirigida al sitio; la introduccion de una Unica mutacion (E289V) en el gen de la endoglucanasa de
tipo salvaje generd un incremento de 7,93 veces (5,55 U/mg de proteina) en su actividad

enzimética en contraste con la del tipo silvestre (0,7 U/mg de proteina) (Vuy Kim, 2012, parr.19).
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Figura 22-3: Vision general de evolucion dirigida para mejora de las cepas
Fuente: Adebami y Adebayo-Tayo, (2020).

Hasta la fecha so6lo se ha informado de que unas pocas celulasas modificadas por mutagénesis
dirigida al sitio poseen una actividad significativamente mayor en sustratos insolubles. Un
ejemplo significativo fue el uso de una EG Cel5A modificada de Acidothermus cellulolyticus para
informar de una mejora del 20% en su actividad contra la celulosa microcristalina al disminuir la
inhibicién del producto. En algunos casos, las enzimas mutantes con mayor actividad no

aumentan la actividad de una mezcla sinérgica que contiene varias celulasas (Cuesta, 2016, p.24).

3.2.5.2. Fusidn de protoplastos

La fusion de protoplastos es otra técnica en la cual los protoplastos aislados de dos células
somaticas genotipicamente versatiles se fusionan en células protoplasticas hibridas las mismas
que contienen modificaciones genéticas. La presente técnica es comparativamente barata y
sencilla, y posee un gran potencial para desarrollar cepas de hipercelulasa industrialmente

competentes sin causar numerosas alteraciones en su fisiologia. Este método funciona a través del
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aislamiento de protoplastos mediante de la digestion de la pared celular utilizando carbohidrasas
(quitinasa, glucanasa, lisozimas); la fusion de protoplastos aislados (a nivel interespecifico,
intraespecifico e intergenérico) utilizando el electro fusion o sustancias quimicas como el
polietilenglicol (PEG), los iones de calcio y el nitrato de sodio; la reconstitucion de protoplastos
transformados y el cribado de los transformantes reconstituidos. La fusion de protoplastos se ha
usado para incrementar la produccion de celulasas en T. reesei. Asimismo, (Lugani et al., 2020, p.17),
menciona que la técnica de transformacion de protoplastos provee otra muy buena plataforma
para aumentar los rendimientos de celulasas y hemicelulasas mediante la interferencia de ARN
(ARNI) de la expresidn del gen crel/creA. En este estudio se investigd el rol del gen crel en M.
thermophila ATCC42464, donde el silenciamiento del gen crel mediante la interferencia de ARN
dio paso a que la cepa C88 mostrara un incremento de hasta 5,59 veces en las actividades de
celulasa en comparacion con la cepa madre.

Ademas se reporta que se utilizd esta técnica para mejorar la produccion de celulasa mediante
fusiones repetidas de protoplastos, y las fusantes GS2-15, GS2 21 y GS2-22 obtenidas mostraron
un aumento del 100, 109 y 94% en la actividad de la celulasa de filtro en comparacién con su

cepa madre (Wang et al., 2012, p.18).

3.2.5.3. Biodescubrimiento

Los insectos herbivoros cumplen un rol fundamental en los ciclos biogeoquimicos gracias a su
enorme capacidad de degradacion de la biomasa vegetal. A lo largo de la evolucion, varios
insectos herbivoros han desarrollado la capacidad de fabricar enzimas enddgenas capaces de
hidrolizar la biomasa vegetal. La evolucion de las enzimas endégenas de los insectos puede ser
un resultado de la transferencia horizontal de genes o inclusive de procesos coevolutivos entre
estos invertebrados y sus microorganismos simbidticos (Alves etal., 2019, p.29)., mencionan que
partiendo de una biblioteca de ADNc de protistas del intestino de las termitas, se clonaron 11
celulasas con un rendimiento equivalente o hasta 2,6 veces superior que la endoglucanasa | de
Trichoderma reesei (acceso al Genbank en M15665), una enzima referente en la hidrdlisis de la
celulosa.

A pesar de este tipo de estudios que demuestran el enorme potencial de estas enzimas en la
elaboracion industrial de bioetanol, la bioprospeccion de enzimas de interés biotecnoldgico a
partir de los microbiomas de los insectos se ha visto mejorada en los Gltimos diez afios debido a
la aplicacion de herramientas metagenomicas. Al posibilitar el acceso al material genético
inclusive de microorganismos no cultivados, la metagenémica permite la seleccién de un nimero

de especies microbianas hasta 100 veces mayor (Alves et al., 2019, p.19).
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3.2.5.4. Disefo racional

Este método incluye la mutagénesis dirigida al sitio para buscar sustituciones de aminoacidos,
por lo que es necesario conocer informacion detallada acerca de la estructura tridimensional y el
mecanismo quimico de la reaccion enzimatica, algunos de los cuales pueden no estar disponibles.
No obstante, el constante crecimiento de las bases de datos que contienen estructuras y secuencias
de proteinas esta ayudando a superar esta falta de informacién. La comparacion de la secuencia
de un nuevo biocatalizador reconocido en un programa de cribado con los miles almacenados en
las bases de datos puede identificar proteinas que se relacionen cuyas funciones y estructuras ya
se conocen. Debido a que las nuevas enzimas han evolucionado en la naturaleza por una
modificacion relativamente menor de las estructuras del sitio activo, los objetivos de los
experimentos basados en la homologia incluyen la ingenieria de los sitios de unién para adaptarse
a diferentes tipos de sustratos, como también la construccion de nuevos residuos cataliticos para
modificar los mecanismos y las funciones. Se produce un pequefio nimero de variantes que luego
son examinadas. Aunque en varios casos los resultados son pobres en comparacion con enzimas
naturales, han existido éxitos (Adrio y Demain, 2014,p .31).

Por ejemplo recientemente, se ha mejorado la termo estabilidad de las BGs de Trichoderma reesei
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mediante un disefio racional, en este estudio se mutaron los aminoécidos del canal exterior del
sitio activo, tres mutantes (L167W, P172L y P172L/F250A) mostraron valores de Tm de 54,9,
54,0y 56,98 °C, respectivamente, superiores a los 50,28°C del tipo salvaje (Lee et al., 2012, p.28).

3.2.5.5. CRISPR-Cas9

Penicillium subrubescens es un hongo ascomiceto que posee un rico contenido de familias de
enzimas especializadas activas en carbohidratos que contribuyen en la degradacion de la biomasa
lignoceluldsica, lo que transforma a esta cepa en una competente fabrica celular industrial para la
elaboracién de enzimas. La mejora de herramientas que posibiliten la manipulacién genética es
decisiva para el perfeccionamiento de la cepa y la caracterizacion funcional de sus genes. En este
sentido, el método CRISPR/Cas9 representa una magnifica opcion para la edicién del genoma
gracias a su elevada eficiencia y versatilidad. Para fundar la edicion del genoma CRISPR/Cas9
en P. subrubescens, (Salazar-Cerezo etal., 2020, p.25) menciona que primero se desarrollé un
procedimiento para la generacién y transformacion de protoplastos, empleando higromicina como
marcador de seleccion. Luego, se implantd el sistema CRISPR/Cas9 en P. subrubescens
suprimiendo exitosamente el gen ku70, que estd involucrado en el mecanismo de reparacion de
extremos no homoélogos del ADN, con el propdsito de generar cepas de P. subrubescens
deficientes de este mecanismo con una frecuencia de recombinacion homdloga mejorada que
podria emplearse como cepa parental para posteriores alteraciones genéticas con una
recombinacion eficaz de sitios concretos. La caracterizacion fenotipica de los mutantes expuso
que la mutacion ku70 no incidia en el crecimiento de P. subrubescens a la temperatura dptima y
las cepas ku70 revelaban un patrén de produccion de proteinas equivalente al del tipo salvaje.
Estos métodos pueden aplicarse a la produccion de bioetanol para modificar la especificidad de
las celulasas. Por ejemplo, una modificacion en uno o mas aminoéacidos de las celulasas aumento
la tolerancia al calor en microorganismos como C. cellulovorans (E116D y V192A), Bacillus sp.
cepa KSM-64 (N179K y D194K), Humicola insolens (C313S), C. phytofermentans (N144l,
N291K, E158V yV245G), C. thermocellum (S329G) y Melanocarpus albomyces (S290T,
GAC/MT70C/S290T) (Javed et al., 2019, p.18).

3.2.6. Aplicacion de enzimas modificadas en Biorefineria

Aungue la elaboracion de productos quimicos a gran escala y de biocombustibles basada en la

deconstruccién enzimatica de la biomasa lignocelulésica se ha estudiado fuertemente en las dos

Gltimas décadas, pocos estudios han analizado explicitamente el costo de produccion de las

enzimas implicadas. Practicamente, no se ha llevado a cabo ningan anélisis tecno econdémico de

una enzima de este tipo, principalmente si se produce in situ. De hecho, hay sorprendentemente
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escasos andlisis tecno-econdmicos de los procesos microbianos utilizados para producir proteinas
de valor afiadido bajo o intermedio que no sean celulasas fangicas. Al mismo tiempo, teniendo
en cuenta que cerca del 90% de todas las enzimas industriales son originadas por organismos
recombinantes, hay muy pocos analisis de la produccion de proteinas por microorganismos

recombinantes, especialmente en el caso de las enzimas de alto volumen y bajo valor (Ferreiraetal.,
2018, p.28).
Sin embargo, se encontrd una evaluacion econémica donde se simuld la produccion en E.coli de

una proteina recombinante, B-glucosidasa (BGL), para ser utilizada como enzima suplementaria
en la hidrdlisis de lignocelulosa; en el escenario base, se estimé una tasa de produccion anual de
enzimas de 88 t de enzimas/afo, considerando una planta promedio de cafia de azucar en Brasil
que procesa 2 millones de t de cafia/afio, misma que seria suficiente para ser utilizada en la
hidrolisis de aproximadamente 39% de todo el bagazo de cafia producido anualmente. En el
escenario propuesto aqui, una produccion in situ de B-glucosidasa para complementar las
celulasas fungicas, un BGL tan costoso aumentaria el coste final del cédctel flngico en un 137%.
Este aumento de coste no seria justificable a la vista del efecto observado de la suplementacién
con BGL en el rendimiento de la hidrolisis enzimatica. El coste de produccion unitario global
obtenido para el escenario de la linea base fue de aproximadamente 316 US$/kg de enzima. Este
valor es aproximadamente 32 veces superior al coste estimado de la mezcla de enzimas flngicas
(10 US$/kg de proteina). Este aumento de coste no seria justificable a la vista del efecto observado
de la suplementacion con BGL en el rendimiento de la hidrolisis enzimatica. Sin embargo, los
resultados también indican que el coste final de la enzima podria reducirse en muchos frentes, por
ejemplo, sustituyendo la fuente de carbono por alternativas mas baratas, cambiando la estrategia
de induccion o mejorando el proceso de inoculacién y la productividad volumétrica. La
combinacion del escenario optimizado conduciria en Gltima instancia a un coste final de 37
US$/kg de proteina (Ferreiraet al., 2018, p.31).

Desde el punto de vista de productividad o eficiencia en la obtencion de etanol, Z. mobilis es un
microorganismo prometedor para la produccion a gran escala de bioetanol a partir de sustratos
ricos en azlcares o de materiales lignocelul6sicos; se reporta que una Z. mobilis recombinante fue
capaz de producir mas etanol que las cepas de tipo salvaje cuando se utilizé paja de arroz
pretratada como fuente de carbono en condiciones anaerdbicas, Z. mobilis ZM4 posee un gen
(zmo1086, celA) que codifica para una endo-glucanasa, también tiene la capacidad de hidrolizar
el material celulésico tratado en glucosa. Por lo tanto, complementar el gen de la xilanasa para
hidrolizar sinérgicamente las hemicelulosas del material lignocelulésico hara de Z. mobilis un
microorganismo CBP mas practico, ya que seria capaz de hidrolizar ain mas las hemicelulosas
en azlcares C5, el objetivo de esta investigacion fue construir la co-expresion de la endo-
glucanasa CelA y la endo-xilanasa Xynll de Z. mobilis ZM4 (ATCC 31821) dando como
resultado un mayor rendimiento de etanol en la cepa recombinante (Todhanakasem et al., 2019, p.27).
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Fuente: Todhanakasem et al., (2019, p.13).

El celulosoma de disefio también es una herramienta eficaz utilizada en la biorrefineria. Para
ilustrar, se reporta que se desarroll6 un minicelulosoma en la superficie de una levadura que podia
fermentar PASC (celulosa amorfa regenerada), y la levadura recombinante obtuvo un rendimiento
de 1,8 g/L de bioetanol. Ademas, se conoce que la T. saccharolyticum recombinante, pudo
hidrolizar y fermentar 10 g/L de celulosa cristalina para producir 8,2 g/L de etanol. A pesar de
algunas investigaciones sobre la aplicacion del celulosoma a la biorrefineria, la produccion de
biocombustible a gran escala no ha sido posible, el coste de produccion sigue siendo elevado, lo
que dificulta la aplicacion de esta tecnologia en la industria en la actualidad (Huy zhu, 2019, p.26).
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CONCLUSIONES

Se expuso el proceso de produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica con sus distintas
etapas, demostrando que este procedimiento es beneficioso desde el &mbito industrial, debido a
que los residuos agricolas y forestales poseen préacticamente un valor nulo tanto para la industria
como para la alimentacion, lo que ayuda a reducir el valor de la materia prima en el precio total
de produccidn, ademas de ser un recurso alentador para resolver la crisis energética y ambiental.
Se identificaron algunas de las enzimas mas utilizadas en la actualidad en el proceso de
produccién de etanol de segunda generacion, especialmente en la sacarificacion de la
lignocelulosa, mostrando una gran variedad y diferentes sitios de accion debido a la compleja
estructura formada por los polisacéridos y la lignina, que impide que los polisacaridos sean
atacados con facilidad.

Se revisaron los fundamentos de produccion de enzimas recombinantes bacterianas y estrategias
innovadoras para el mejoramiento y descubrimiento de nuevas enzimas a través de avances en
gendmica y metagendmica, aunque se han generado varios progresos en la produccién comercial,
se ha reducido el costo de las enzimas y se mejorado la eficiencia del proceso, siguen existiendo
varios desafios que ain no se han topado creando varias oportunidades de investigacién en este
campo, empezando por la exploracion de nuevas Fuentes de enzimas, la mejora del proceso, la
disminucion de costes, la elaboracion de cocteles adecuados para la biomasa y la formulacién
final.

A pesar de los avances cientificos y los esfuerzos por buscar nuevas rutas en la produccion de
bioetanol de segunda generacion, el aumento del coste de la produccién de enzimas modificadas
no seria justificado lo que dificulta la aplicacion de estas nuevas tecnologias en la industria a gran

escala en la actualidad.



RECOMENDACIONES

Con el fin de obtener una busqueda mas répida y precisa a través de bases de datos, se recomienda
utilizar operadores booleanos y palabras clave que reflejen el contenido de la busqueda, ademas,
verificar la calidad de los articulos cientificos a través de la pagina de Scimago Journal &Country
Rank, tener una idea previa general del contenido de la revision para generar una bldsqueda mas
eficiente y almacenar la informacion lo mas organizada posible para poder encontrarla a medida
gue la necesitemos.

Se recomienda seguir investigando para descubrir comunidades microbianas desconocidas que
resulten atractivas para la descomposicién de la ligninay el potencial celulolitico. Ya descubiertas,
los adelantos tecnol6gicos pueden ayudar a reproducir los entornos ideales para que puedan
cultivarse en el laboratorio, estudiarse mas detalladamente y emplearse para lograr avances en
biotecnologia, a medida que se colecten nuevos conocimientos sobre las enzimas
lignoceluloliticas, se descubrirdn nuevos mecanismos de aplicacion. Ademas, existen otras
oportunidades de investigacidn en este campo como la mejora del proceso, la disminucion de
costes, la elaboracion de cocteles adecuados para la biomasa y la formulacién final. La utilizacion
de enzimas para la sacarificacién completa de la biomasa sin ninguna clase de pretratamiento sera
una realidad en un futuro cercano.

Es necesario emular los esfuerzos de paises como Estados Unidos, China y Brasil que, en la
actualidad, sus gobiernos, universidades, instituciones y empresas han iniciado y conseguido
buscar protocolos factibles y econémicos en la hidrdlisis enzimatica de las lignocelulosas. Se
tiene el optimismo en cuanto a que pronto en Ecuador se lograra la produccién a escala industrial
de bioetanol de segunda generacion a un costo moderadamente bajo, lo que se espera que

conduzca a un mafiana sostenible y mejor.
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ANEXOS

ANEXO A: BITACORA DE BUSQUEDA

Base de datos

Fecha de Busqueda

Ecuacion de busqueda

No. de resultados

Scopus 10-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas" 86
Web of Science 11-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas"-"pretratamientos" 80
Google Académico 15-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas" 335
Google Académico 17-nov-20 "bioetanol de segunda generacidn"+"enzimas"-"pretratamientos" 143
Google Académico 18-nov-20 intitle:"bioetanol de segunda generacion"+"enzimas" 17
Google Académico 19-nov-20 intitle:"second generation bioethanol"+"consolidated bioprocessing" 43
ScienceDirect 20-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas" 2
ScienceDirect 21-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas"-"pretratamientos" 1
ScienceDirect 23-nov-20 intitle:"bioetanol de segunda generacién"+"enzimas" 0
Google Académico 25-nov-20 "bioetanol de segunda generacion" 499
Google Académico 26-nov-20 "bioetanol de segunda generacién"+"enzimas"+"hidroélisis enzimatica" 255
Google Académico 28-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas"-"a partir de" 2
Google Académico 29-nov-20 "bioetanol de segunda generacion"+"enzimas celuloliticas" 88
Google Académico 29-dic-20 intitle:"bioetanol de segunda generacion'+"enzimas celuloliticas" 3
Google Académico 1-dic-20 ""second generation bioethanol" 8040
Google Académico 2-dic-20 ""second generation ethanol" 6830
Google Académico 4-dic-20 ""second generation bioethanol”+"enzymes" 5070
Google Académico 5-dic-20 intitle:"second generation bioethanol"+"enzymes" 135
Google Académico 7-dic-20 intitle:"second generation bioethanol” 239




Google Académico 8-dic-20 ""second generation bioethanol"+"enzymes"+"new approaches"+"recent advances" 35
Google Académico 10-dic-20 ""second generation ethanol"+"enzymatic saccharification"+"new approaches" 42
Google Académico 12-dic-20 "second generation ethanol"+"enzymatic saccharification 1700
Google Académico 13-dic-20 intitle:"second generation ethanol"+"enzymatic saccharification" 62
PubMed 15-dic-20 second generation bioetanol 256
PubMed 16-dic-20 ""second generation bioethanol" 136
PubMed 18-dic-20 ""second generation bioethanol"+"enzymes" 39
PubMed 22-dic-20 intitle:"second generation bioethanol"+"enzymes" 39
Pubmed 30-dic-20 second generation bioethanol+enzymes 120035
ResearchGate 2-ene-21 enzymes AND bioetanol no da numero
Redalyc 3-ene-21 Bioetanol 307
Google Académico 2-mar-21 ""second generation bioethanol"+"enzymes"+"new approaches"+"recent advances" 43
Google Académico 2-mar-21 intitle:"enzymatic hydrolysis"+"new approaches" 23
Google Académico 3-mar-21 in title: "recombinant enzyme production” AND "second generation bioethanol" 3
Google Académico 3-mar-21 intitle:"Lignocellulolytic Enzymes production” 43
Google Académico 3-mar-21 intitle:"Lignocellulolytic Enzymes production” 27
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DBRA

2yt e P
by E

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

DIRECCION DE BIBLIOTECAS Y RECURSOS DEL APRENDIZAJE
UNIDAD DE IPROCESOS TECNICOS Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMENTAL

REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 03 /01 / 2022

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: Diego Alexis Garcés Gamboa

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Ingenieria en Biotecnologia Ambiental

Titulo a optar: Ingeniero en Biotecnologia Ambiental

f. Analista de Biblioteca responsable: Ing. Leonardo Medina Nuste MSc.

Firmado digitalmente por LEONARDO
LEONARDO  tombreioreconcmiento o

¢=EC, o=BANCO CENTRAL DEL
FABIO MEDINA tinrchcon ot inosmcion-
NUSTE cember-0000621485, 1857-DBRA-UTP-2021

cn=LEONARDO FABIO MEDINA NUSTE
Fecha: 2022.01.03 18:18:37 -05'00"




		2022-01-13T10:40:17-0500
	LEONARDO FABIO MEDINA NUSTE




