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Resumen: El presente trabajo explica los esfuerzos actuales
para desarrollar una tecnologfa accesible, rentable y limpia
para el aprovechamiento de residuos lignocelulésicos para la
obtencién de etanol y otros derivados mediante procesos
fermentativos de los diferentes aztcares y subproductos que
resultan de la degradacién de la celulosa. La biomasa, cuyo
principal componente es la celulosa, es la materia prima mds
abundante del planeta, y suaprovechamiento racional produciria
enormes beneficios econémicos y ecolégicos. La hidrélisis
4cida de la celulosa es costosa y contaminante. Por lo tanto,
se intenta llevar a escala industrial la hidrdlisis enzimatica,
mediante enzimas producidas por varias especies de hongos
(Trichoderma, Aspergillus, etc.), bacterias y otros organismos,
y buscando otras fuentes industrialmente utiles para una
biorrefinerfa. Es ecolégicamente beneficiosa, y potencialmente
mucho mds econdmica, pero es necesario reproducir a escala
industrial la actividad observada en laboratorio. La ingenierfa
genética ayuda a diversificar la produccién de enzimas o
aumentar la cantidad producida por los organismos. La hidrélisis
enzimdtica completa usa enzimas celuloliticas: endoglucanasas,
exoglucanasas y f-glucosidasas, dificilmente producidas en
cantidades industrialmente interesantes por un solo organismo,
siendo necesario combinar varios de ellos. Ademds, técnicas
como reciclaje o recirculacién de enzimas dentro del biorreactor
ayudarfan a un aprovechamiento integral. Otra linea de
investigacién es la modelacién matemdtica de la produccion
de los crudos enzimdticos con simuladores como Superpro
Designer y otros. La gran variedad de productos obtenidos
a partir de biomasa vegetal, desde etanol hasta 4cido citrico,
4cido lactico, 4cidos urénicos, 4cido acético, etc., respaldan los
beneficios econdmicos, sociales, industriales y ecoldgicos que
generaria esta tecnologfa.

Palabras clave: enzimas, celulasas, hidrélisis enzimatica,
biorreactor, actividad celulolitica, biomasa.

Abstract: The present work explains the current efforts to
develop an accessible, profitable and clean technology for
the utilization of lignocellulosic residues to obtain ethanol
and other derivatives through fermentative processes of the
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DOL: different sugars and by-products that result from the degradation

Autor de correspondencia: casalvador@uce.edu.cc of cellulose. Biomass, whose main component is cellulose,

is the most abundant raw material on the planet, and its

rational use would produce enormous economic and ecological
B

- benefits. Acid hydrolysis of cellulose is expensive and pollutant.
Esta obra estd bajo una T . )
Therefore, it is intended to escalate to industrial levels the

enzymatic hydrolysis of cellulose, by means of enzymes produced
Cé6mo citar: Salvador Pinos, C., Gonzélez, E., Rojas, M., Mesa, L.,
Batallas, F., Pérez Martinez, A., & Concepcidn, D. (2018). Empleo . . ) > .
de biocatalizadores en la degradacién de material lignocelulésico: bacteria and other organisms, and looking for other industrially
principales impactos. FIGEMPA: Investigacién y Desarrollo, 5(1), useful sources for a biorefinery. It is ecologically beneficial,
41-46. https://doi.org/10.29166/revfig.v1il.799

by several species of fungi (Trichoderma, Aspergillus, etc.),

and potentially much less expensive, but it is necessary to
reproduce to an industrial scale the activity observed in
laboratory conditions. Genetic engineering helps to diversify the
production of enzymes or increase the amount produced by
organisms. The complete enzymatic hydrolysis uses cellulolytic
enzymes: endoglucanases, exoglucanases and f-glucosidases,
hardly produced in industrially interesting amounts by a
single organism, being necessary to combine several of them.
In addition, techniques such as recycling or recirculation of
enzymes within the bioreactor would help an integral use.
Another line of research is the mathematical modeling of
the production of enzymatic crudes with simulators such as
Superpro Designer and others. The great variety of products
obtained from plant biomass, from ethanol to citric acid, lactic
acid, uronic acids, acetic acid, etc., support the economic, social,
industrial and ecological benefits that this technology would
generate.

Keywords: enzymes, cellulases, enzymatic hydrolysis, bioreactor,
cellulolic activity, biomass.

INTRODUCCION

En la actualidad es imprescindible orientar sabiamente el rumbo del conocimiento, ya que el vertiginoso
avance de la ciencia y la tecnologia ha colocado a la humanidad en la ctspide del bien y del mal (Valdés et
al., 2004). Es preciso conocer mejor los procesos técnicos, su impacto y sus interrelaciones con la evolucién
econdmica para que tanto los individuos como los gobiernos pueden comprender e influir en el progreso
técnico y encauzarlo (UNESCO, 1977). La ciencia vinculada a los problemas sociales y convertida en
una fuerza productiva basada en la generaciéon de conocimientos para la busqueda de soluciones a estos
problemas, serd la base que pueda asegurar un desarrollo sostenible a mediano plazo y pueda ademds resolver
la problemitica del desarrollo (Concepcién y Gonzdlez, 2013). La ciencia, y las producciones de la ciencia,
deben ocupar algin dia el primer lugar de la economia nacional (Castro, 1993).

El presente trabajo parte de los desechos lignoceluldsicos que se producen durante la actividad agricola. Es
necesario recordar que la biomasa constituye la materia prima més cuantiosa del planeta. Se considera que
desempena el mismo papel que el petrdleo lo hizo en el siglo XX (Sims, 2010), pero pese a que se han realizado
varios estudios sobre su manejo atin no se encuentra una aplicacion practica significativa (Mesa et al., 2009).
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La biomasa vegetal representa una de las fuentes mds importantes sostenibles de combustibles organicos,
productos quimicos y materiales (Lynd et al., 1999). Este es un subproducto de enorme disponibilidad que
se genera a partir de diferentes fuentes, entre ellas las agroindustriales (Alvarez et al., 2012). La utilizacién de
la biomasa celulésica sigue siendo un tema de interés mundial en vista del agotamiento répido del petréleo y
de las altas posibilidades quimicas energéticas de esta materia prima (Nwodo-Chinedu y Okochi, 2011).

La bioconversion de la lignocelulosa se estd estudiando como un medio para aliviar la escasez de los
alimentos, la energfa y la reduccién de la contaminacién (Nwodo-Chinedu et al., 2007). Sin embargo,
la conversién de biomasa basada solo en la utilizacién de celulosa tiene pocas oportunidades de volverse
econémicamente atractiva (Ghose y Bisaria, 1987).

La hidrolisis enzimatica de la celulosa esta basada en la habilidad de hongos y bacterias de producir un set
de enzimas extracelulares capaces de degradar las moléculas de D-glucosa (Albernas Carvajal et al., 2014) que
componen la estructura de la celulosa. La hidrélisis enzimética va ganando terreno (Morales et al., 2014),
debido a que la hidrdlisis 4cida empleada para la obtencién de aztcares fermentables ha generado algunos
problemas en cuanto a costo y rendimiento (Sarouh et al., 2005).

Aunque un gran numero de microorganismos (hongos, bacterias y actinomicetos) son capaces de degradar
la celulosa, como los microhongos celuloliticos pertenecientes a los géneros Trichoderma y Aspergillus que
son productores de celulasas notables (De Vries y Viser, 2005), lastimosamente s6lo unos pocos de ellos
producen cantidades significativas de fracciones de enzimas libres capaces de la hidrélisis completa de la
celulosa in vitro. La busqueda continua de organismos altamente secretadores de enzimas celuloliticas para
optimizar la produccion (De Vries y Viser, 2005) es una prioridad de la Biotecnologia industrial aplicada
a la obtencién de azucares reductores. La comprension de estos microorganismos no sélo juega un papel
muy importante por sus aplicaciones industriales sino en el proceso de reciclaje de varios productos como la
celulosa en la biosfera (Han et al., 2009).

En las diferentes reacciones quimicas que se producen para descomponer los desechos lignocelulésicos,
se generan una serie de azucares y otros componentes cuya fermentacién presenta ciertas dificultades,
y se podrian necesitar microorganismos modificados genéticamente o mutados (Mesa et al., 2010). Al
respecto, del andlisis de la diversidad genémica de algunos microorganismos empleados para la obtenciéon
de celulasas, existe una pobre presencia de genes codificadores de actividad celulolitica; un ejemplo lo
constituye el genoma de T. reesei, que ha revelado un repertorio inesperadamente bajo de genes de celulasas
y hemicelulasas (Foreman, 2003). Ademds, la capacidad celulolitica sobre residuos lignoceluldsicos de la
mayorfa de microorganismos, por ejemplo, de hongos en estado natural, no se expresa en condiciones de
laboratorio (Herrera Garcfa, 2011). Esto, a su vez, repercute en la carencia de biocatalizadores eficientes
tolerables a las condiciones de laboratorio e industriales para la producciéon de enzimas de interés, pues las
enzimas muestran una baja actividad y, por lo tanto, son consumidas de forma elevada (Barriga, 2011).

Estas caracteristicas complican la tarea investigativa para algunos cientificos y/o productores de bioetanol
y derivados de éste, debido a que frecuentemente emplean ejemplares clasicos de celulasas de origen
microbiano, descritas en numerosos trabajos publicados en la segunda mitad del siglo XX, que no son
tan eficientes (Gusakov, 2011). Por estas razones, en los tiltimos anos, los investigadores y, sobre todo, las
empresas productoras de enzimas han creado organismos recombinantes para la produccién heteréloga de
celulasas 0 han mejorado mediante mutaciones los organismos preexistentes.

También se realizan investigaciones para buscar nuevas enzimas, mds eficientes y menos costosas en la
microbiota simbionte de animales como la lombriz de tierra (Salvador et al., 2011, 2012), debido a que
algunos seres vivientes son reconocidos por tener en el interior de su cuerpo microorganismos degradadores
de un sinnimero de sustancias con las que éstos entran en contacto de acuerdo al nicho ecolégico que
realizan; esto hace que ellos sean considerados biorreactores naturales, tal es el caso de las termitas, animales
rumiantes, cangrejos de rio, y otros. Por ejemplo, las lombrices de tierra son conocidas por ser vectores para
la dispersién de microorganismos del suelo que producen enzimas como las amilasas, lipasas, proteasas, etc.,
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y fermentadores para ciertos géneros de microorganismos (Lynd et al., 2002). Algunas especies de lombriz
pueden participar en la descomposicién de lignina y en los procesos de humificacién con las peroxidasas
(Brown et al., 2000), lo cual resulta interesante por la gran dificultad con la que se descomponen los xilanos.
Es importante sefialar que el intestino de este animal tiene mecanismos de regulacién de temperatura, de
humedad, alta concentracién de moco que puede facilitar la degradacién; ademas, el estémago es un molino
coloidal en el cual el alimento es transformado en pequenas particulas de 2 mm, lo que da una mejor superficie
para el trabajo que hacen los microorganismos. Se ha constatado una presencia elevada de enzimas nitrato
reductasas, celobiasas, endoglucanasas fosfatasas acidas en los intestinos de lombriz. Modelos animales como
éste podrian ayudar a vislumbrar nuevas alternativas de degradacién de compuestos a partir de procesos
naturales eficientes.

También las herramientas modernas de metagendmica, interactoma, metabolémica y pirosecuenciacién
logran estudiar los diferentes genomas degradadores, existentes en los intestinos del animal, que pueden ser
altamente eficientes en la hidrdlisis enzimatica; el coste econdémico de éstas tecnologias es bastante alto, sin
embargo.

Las enzimas para degradar la biomasa celuldsica son compuestos degradadores. Pertenecen a las proteinas
de forma globular, funcionan como unidades funcionales del metabolismo celular y actiian acelerando
reacciones quimicas bioldgicas como reguladoras de rutas metabélicas. Para actuar necesitan pH vy
temperatura dptimos. Existen enzimas sintéticas y también enzimas de origen microbioldgico. El presente
trabajo estudia las de origen microbioldgico que son capaces de degradar celulosa mediante hidrolisis.

Parala hidrélisis enzimética completa es necesaria la actividad de tres enzimas celuloliticas; endoglucanasas
y exoglucanasas suplementadas con £8-glucosidasas cuyo objetivo es asegurar la ruptura de las moléculas de
celobiosa generadas por la accidn de las otras enzimas (Breuil et al., 1990). Al respecto, es dificil que un solo
microorganismo de forma natural pueda producir las enzimas celuloliticas necesarias para una degradacion
exitosa. Es importante la accion sinérgica de varios microorganismos (Ryu y Mandels, 1980). Esto también
ha conllevado a la necesidad de crear microorganismos modificados genéticamente (Mesa et al., 2010),
aprovechando herramientas tecnoldgicas que se conocieron en la década de los 70, con el descubrimiento
realizado por Stanley Cohen y Herbert Bayer que emplean el aislamiento e insercién de un genoma a
otro (Antunes et al., 2006). Entonces se reprograman organismos productores de enzimas celuloliticas para
obtener cantidades altas de las enzimas en estudio.

Pese a que con el advenimiento de la genética moderna los costos de produccién de aztcares a partir de
estas fracciones recalcitrantes se han reducido significativamente (Adsul et al., 2004; Kovacs et al., 2009), atn
el proceso no es eficiente a escala industrial.

Para reducir el coste de las enzimas se pueden investigar nuevas fuentes de enzimas y/o se pueden reciclar
las enzimas utilizando su relativa alta estabilidad y su alta afinidad por la celulosa. Al respecto, a nivel mundial
e Iberoamericano, representando el 50% y 53% bajo el cédigo de clasificaciéon C12N, relacionado al estudio
de microorganismos o enzimas, se encuentran clasificadas més de la mitad de patentes (Red de Indicadores
de Cienciay Tecnologfa, 2015), como se observa en el figura 1.
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Principales codigos de clasificacion (4 digitos) en el mundo
¢ Iberoamérica para Biotecnologia (acumulado 2007-2013)

Resulta prioritario estudiar la interaccién de las enzimas que degraden lignina (lacasas), celulosa (celulasas
y xilanasas) para mejorar el proceso de degradacién biomasica.

Para convertir los desechos lignoceluldsicos a etanol y otros coproductos, es preciso transformar la
estructura polimérica en azucares sencillos, mediante un pretratamiento de la biomasa lignocelulésica.
Ademas, para asegurar un aprovechamiento integral de los materiales resultantes es necesario utilizar por
separado las tres fracciones principales del bagazo (celulosa, hemicelulosa y lignina). En este contexto surge
el concepto de fraccionamiento de la biomasa, que como consecuencia deriva en el novedoso campo de la
biorrefineria; un ejemplo constituye no solamente la obtencién de etanol a partir de glucosa y celobiosa,
sino de 4cido citrico, acido lActico, isobutanol, etc. También mediante conversidn catalitica de la fraccién
hemicelulésica se obtienen pentosas, hexosas y dcidos urénicos, dcido acético, hidroximetilfurfural; de las
pentosas se obtienen xilanos, 4cido férmico, furfural, etc. (Mesa et al., 2010).

METODOLOGIA Y RESULTADOS

El presente estudio nace del problema de la carencia de una tecnologia asequible, rentable y limpia para el
aprovechamiento de residuos lignoceluldsicos en el proceso de obtencion de etanol y derivados de los procesos
fermentativos de los diferentes aztcares y subproductos que se obtienen a partir de la degradacién de la
celulosa. En este contexto, el empleo de crudos enzimdticos podria definir una disminucién del coste de la
tecnologia y un incremento de los productos que se desean obtener.

El objetivo es la busqueda de nuevos crudos enzimaticos de origen microbiolégico, que permitan
aprovechar la capacidad celulolitica de hongos y bacterias existentes en material en degradacion de bosques
y residuos agricolas, en una Biorrefinerfa. En este proceso, la caracterizacién de las fuentes enzimdticas,
su optimizacién en el proceso de hidrolisis y la recirculacién de las mismas es un objetivo prioritario,
debido ademas a que la biomasa lignoceluldsica también tiene enzimas (Mussato y Teixeira, 2010). En este
ambito cientifico y tecnoldgico se generan nuevos crudos enzimdticos a partir de técnicas biotecnoldgicas
tradicionales y modernas y se genera informacion sobre los mecanismos de accidn de las enzimas estudiadas.

Para complementar el enfoque tecnoldgico se recomienda estudiar factores como velocidad inicial,
caracteristicas estructurales como el drea superficial, el grado de acumulacién de agua, el orden molecular,
la estructura capilar de las fibras de celulosa, el contenido de materiales asociados y la cristalinidad (Herrera
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Garcia, 2011; Ramos et al., 1992) También han sido estudiados mecanismos de recirculacién de las enzimas
en los procesos de hidrélisis enzimatica y fermentacién.

Es frecuente que la hidrélisis enzimdtica ya no vaya separada de la fermentacion (HES), sino que se
realice en un solo esquema, que consiste en la sacarificacién y fermentacién simultdneas (SFS) del residuo
(Ballesteros et al., 2004). El proceso a emplear estd en dependencia de los biocatalizadores y/o enzimas que
se empleardn. En estos procesos se forma una mezcla sélido-liquido y las enzimas que se encuentran en la
fase liquida pueden recircularse anadiendo sustrato fresco; a las enzimas que se encuentran en la fase s6lida se
les anade soluciones tamponadas para su recuperacién (Barriga, 2011). La recirculacion puede optimizar la
fermentacién y reducir los costes de la produccion de la enzima, que es uno de los objetivos de la investigacion
bésica para aplicaciones industriales (Hoa et al., 2010).

La recirculacion de las enzimas es otra alternativa para contribuir a solucionar el problema del alto coste
de las enzimas. Para recircular se necesita conocer pardmetros especificos como: factores de inhibicién del
producto, desactivacion térmica, mecdnica y deplecion del componente celuldsico especifico por adsorcién
con pérdida de energfa cinética, etc. (Barriga, 2011). Estos pardmetros podrian ayudar a mejorar la eficiencia
de la hidrlisis, que decrece gradualmente en cada paso de reciclado (Mussato y Teixeira, 2010).

La tecnologia a emplear en el presente estudio incluye un estudio de vigilancia tecnolégica. Ademis,
cuenta con la modelacién matemdtica de los balances de masa y energfa para predecir la produccién de
los crudos enziméticos con simuladores como Superpro Designer, para determinar las mejores condiciones
de obtencién del producto con capacidad degradadora para posterior verificacién experimental. El
establecimiento de una propuesta tecnoldgica y experimental se basa en los disefios de Plackett-Burman y en
el programa Design Expert para comprender los pardmetros que afectan la producciéon enzimdtica, los tipos
de enzimas producidas y la recirculacion de las mismas.

Los impactos que generara la propuesta tecnoldgica no son solamente del orden cientifico-técnico como se
ha explicado, sino econdmico, social, productivo y ambiental. Ambientalmente, la materia prima empleada
no compite con biomasa alimenticia. Ademds de reducir el volumen de desecho en un 40%, los problemas
de tratamiento, gestion y riesgo de desechos urbanos, agricolas y forestales mejoran. La propuesta contribuye
a prevenir el cambio climdtico mundial, mitigar los gases de efecto invernadero, disminuir los lixiviados
que contaminan las aguas subterrdneas, entre otros efectos. Previene los graves problemas del deterioro del
suelo consecuencia de la deforestacion, limitando los avances de la frontera ganadera y agricola que tanto
ha simplificado los ecosistemas (Funes, 2005), lo que a su vez influye en la reduccién de precipitaciones
y en la desaparicién de numerosas especies vegetales y animales. Esto ayuda a que se cumpla el Objetivo
12 de Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas, que es el de Garantizar Modalidades de Consumo y
Produccién Sostenibles (ONU, 2016).

A nivel social, el empleo de materiales reciclados, que nos permitan tener una vida dentro de lo
que se considera sostenible, sustentable para crear ciudades resilientes que puedan retroalimentarse y
autoabastecerse, es un tema que ha sido debatido y propuesto en la reunién de Hébitat III (ONU, 2017).
Ademas, permite la generacién de nuevos productos y materias primas.

De ser implementados en Ecuador los resultados de la presente propuesta, se promoveria el crecimiento
econdmico sostenido, inclusivo y sostenible en el que se incrementa el trabajo mediante el empleo pleno y
productivoy el trabajo decente para todos, que también es objetivo de las Naciones Unidas para el Desarrollo
Sostenible.

A nivel productivo, el manejo éptimo de desechos, que puede converger con otras industrias, impulsard
indirectamente el desarrollo de la matriz productiva y energética de nuestros paises, lo que a nivel econémico
disminuye el coste de produccién y por lo tanto incrementa la rentabilidad de la inversion.

El presente trabajo también contribuye a favorecer las politicas publicas a favor del reciclado y el uso de
materiales reciclados por parte de las diferentes empresas productivas.
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CONCLUSIONES

El presente estudio responde ala necesidad de tecnologia accesible, rentable y limpia para el aprovechamiento
de residuos lignoceluldsicos en el proceso de obtencién de etanol y derivados de los procesos fermentativos
de los diferentes aztcares y subproductos que se obtienen a partir de la degradacién de la celulosa. El empleo
de crudos enzimdticos podria efectivamente disminuir del coste de la tecnologia y aumentar el volumen de
los productos que se deseen obtener.

El establecimiento de una tecnologia enzimdtica mediante la incorporacién al diseno industrial de una
tecnologia de produccién in situ de enzimas para descomponer los desechos biomdsicos en un contexto
de diversificacién del producto es una propuesta interesante por la generacion de nuevos catalizadores e
instalaciones tecnoldgicas que respondan a las necesidades técnicas y sociales.

La ejecucion de un proyecto de la magnitud y trascendencia planteada requiere del trabajo colaborativo
de la comunidad cientifica, aunando experiencias, conocimiento y capacidades para alcanzar los objetivos
planteados.
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