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Cultivos disefados por ingenieria genética

Una alternativa
atractiva para la
producciéon de g
biocombustibles

Parte Il

En la produccién de biocombustibles los desafios son nuevos: la reduccion de los costos de los pre-

tratamientos que remueven la lignina, la produccién de enzimas que convierten a la celulosa y

hemicelulosas de la pared celular en aztcares, y la fermentacion de los aztcares simples en etanol. Y en

todos ellos, el denominador comun es la reduccién y/o modificacion del contenido de lignina de la

pared celular.

ara ser una alternativa
viable, los biocom-
bustibles deben pro-
ducirse sin afectar la pro-
vision de alimentos, sin
costos ambientales, con ganancias
energéticas netas y estar disponibles
en el mercado en forma competitiva.
En este sentido, el uso de practicas
conservacionistas y cultives ligno-
celulésicos con menores costos
agropecuarios y en zonas marginales
brindaria mas beneficios a nivel
economico y ambiental.

En este contexto, se consideran cul-
tivos lignocelulésicos a aquellos cul-
tivos cuyas paredes celulares, for-
madas principalmente por celulosa y
lignina, se emplean como fuente pri-
maria para la produccién de biocom-
bustibles. Estos cultivos incluyen no
solo cereales; de los cuales se
aprovechan los desechos o rastrojos
(tigo, amoz, maiz, avena, cebada,
etc.) sino también pasturas perennes
(pasto elefante, pasto varilla, pasto
llorén, efc.).

Los biocombustibles, comparados
con las naftas y el diesel, presentan
varias ventajas a nivel energético,
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econémico y ambiental. Segudn Hill y
colaboradores (2006), la produccion
de biocombustibles produce un balan-
ce energético neto positivo (del 25 y
93% para biodiésel y bioetanol,
respectivamente) y una significativa
reduccion en la emision de gases (del
12 y 41% para biodiésel y bioetanol,
respectivamente). Los menores mar-
genes en las estimaciones para la
produccion de bioetanol se deben a
los costos mas elevados que requiere
el cultivo de maiz (i.e. fertilizantes y
pesticidas), y a los mayores costos de
conversion que incluyen la digestidn
ylo hidrélisis enzimatica, la fer-
mentacion y la destilacion para la
obtencion del etanol como producto
final. En este senfido, Timan y cola-
boradores (2006) sugieren que el
empleo de una mezcla de pasturas
nativas perennes aportaria grandes
beneficios, que incluirian una mayor
produccién de energia utl y una
mayor reduccién en el efecto inver-
nadero y en el uso de agroquimicos.
Ademas, dichas pasturas ocuparian
suelos marginales o degradados sin
desplazar cultivos destinados a la ali-
mentacién humana o animal ni afectar

la biodiversidad.

Desafios actuales en
la produccion de etanol

En funcién de la disponibilidad de
una gran cantidad de biomasa como
recurso renovable y de nuevas tec-
nologias y la conservacion del medio
ambiente, los esfuerzos de paises
como Estados Unidos y Brasil se han
centrado en la produccidn de biocom-
bustibles. Asi, la mayoria de los
esfuerzos de investigacion en la linea
de produccién estdn enfocados en
fres desafios : 1. reducir los costos de
los pretratamientos que eliminan la
lignina y permiten el acceso de las
enzimas hidroliticas a las microfibrillas
de la pared, 2. reducir los costos de la
produccién de enzimas, como las
celulasas microbianas, que con-
vierten a la celulosa y hemicelulosas
de la matriz en aziicares fermenta-
bles, y 3. reducir los costos de la fer-
mentacién de los azticares simples en
etanol (Sticklen, 2008). La opti-
mizacién de cada uno de estos fac-
tores aumenta la rentabilidad de la
produccion y la vuelve una altemativa
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mas apetecible tanto
en pequefia como

La mayoria de los

la hidrolisis e incre-
mentar el rendimiento

esfuerzos de :
gran escala. 3 Ty h de glucosa mediante
investigacionestan |3 eliminacion de
1. Pietratgmientos: enfocados en h_emicelu!osas ylo lig-
un pretratamiento efi- a nina.
ciente implica que la reducir los
biomasa se degrada costos de los 2. Costos de enzi-
permitiendo la accesi- = mas: las enzimas
bilidad de las enzimas  PT® iratamientos quo involucradas en la de-
celuldsicas y disminu-  eliminan la lignina, gradacion de la celu-
yendo la interferencia los de la losa comprenden fres
de los ofros compo- 2y grupos:  endogiuca-
nentes de la matriz de produccion de nasas, exoglucanasas
la pared. Asi, todos los  epzimasylosdela Y ’;-gILlloosidasas. Las
pretratamientos = endoglucanasas cor-
aumentan la superficie fennephﬁou delos i pas fibrilas de celu-
de exposicion, elim- aziicares simplesen losa en su interior
nan ' hemicelulosas, etanol dejando libres sus

eliminan o alteran la

composicion de la lig-

nina y degradan la

celulosa en mayor o menor grado.
Los pretratamientos son fisicos e
incluyen la molienda, tanto humeda
como seca, Y la hidrdlisis a altas tem-
peraiuras. En cambio, los pre-
fratamientos quimicos incluyen el
agregado de aditivos como acidos o
bases —generalmente &cido sulfurico
e hidroxido de sodio— para promover

exiremos; las exoglu-

canasas cortan esos

extremos libres en
dimeros de glucosa llamados celo-
biosa v, finaimente, las ?-glucosidasas
corfan esos dimeros liberando las
moléculas de glucosa. Sin embargo,
la produccion de estas enzimas a
escala comercial es aln costosa. En
este sentido, nuevas lineas de invest-
gacion se han enfocado tanto en el
desarrolio de enzimas con tolerancia a

altas temperaturas y mayores activi-
dades especificas, como en el desar-
rollo de ofras enzimas involucradas en
la degradacion de ofros polimeros
especificos de la pared.

3. Fermentacion de aziicares: enfre
las tecnologias mas estudiadas para
mejorar la tasa de conversion de la
biomasa en etanol se encuentra el
bioprocesado consolidado. En este
proceso, la produccion de celulosa, la
hidrolisis de celulosa y la fer-

- mentacion de la glucosa ocurren en

forma simultanea. Este enfoque esta
basado en el desamollo de microor-
ganismos genéticamente modificados
—ya sean microorganismos celuldsi-
cos modificados para mejorar el
rendimiento y eficiencia en la produc-
cién de etanol, o microorganismos no
celulésicos, modificados para expre-
sar la bateria de enzimas necesarias
para la degradacion de la celulosa—.

Rol de Ia lignina en la produccion
de biomasa lignocelulosica

En los cultivos empléados para la

produccién de biocombustibles, la
biomasa se ve representada en un
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35-50% por celulosa, 25-30% por
hemicelulosas (ambos polimeros de
la glucosa facilmente degradables) y
15-30% por lignina (polimero formado
por tres residuos de alcoholes, dificil-
mente degradables) (Figura 1A).
Estas tres moléculas se encuentran
formando una red de fibrillas inter-
conectadas entre las cuales tambien
existen proteinas y compuestos
fendlicos de bajo peso molecularen la
pared celular (Figura 1B). Asi, la ligni-
na aparece durante el crecimiento
secundario de las plantas y se
encuentra asociada al desarrollo de
tejidos especializados involucrados
en el soporte y rigidez, la proteccion
contra la desecacion y el ataque de
patégenos. Este polimero se sintetiza
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a partir de una molécula precursora

que es la fenilalanina y siguiendo la-

via metabdlica de Ilos fenil-
propanoides y de los monolignoles,
produce tres residuos conocidos
como alcoholes cumarilico, coniferili-
co y sinapilico, que finalmente se
unen formando las fibrillas de lignina
(Figura 1C). Estudios previos indican
que la eliminacién de la lignina es el
factor mas importante para el mejo-
ramiento de la digestibilidad enzimati-
ca y el rendimiento de azticares sim-
ples necesarios a partir de materiales
como maderas blandas y residuos de
maiz. En este sentido, la lignina inter-
fiere adsorbiendo las enzimas
celulbsicas de forma ieversible e
impidiendo su acceso a las microfibri-

llas de celulosa embebidas dentro de
la pared (Vermerris et al., 2007).

Degradacion de la biomasa
lignocelulésica:
modificacion de la lignina

También, la ingenieria genética per-
mite modificar los cultivos y disefiarlos
en funcion de las demandas de la
industria. De esta manera pueden
reducirse los costos de produccién,
aumentando tanto el rendimiento
como la tasa de conversion de la bio-
masa mediante la modificacion y/o
reduccion en el contenido de lignina,
el aumento en el contenido de celu-
losa y la expresion de celulasas vy lig-
ninasas, para la degradacién de la
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celulosa y lignina,
respectivamente
(Sticklen, 2006).
Entre las ventajas
de disminuir y/d*
modificar el con-
tenido de lignina
en las plantas se
encuentran  la
reduccion de los
costos de los pre-
tratamientos en la
produccién  de
biocombustibles, €l incremento del
rendimiento en la produccion de la
pulpa de papel y el incremento de la
digestibilidad de los forrajes con el
concomitante aumento en la produc-
cién animal (Ragauskas ef al., 2006).

Las estrategias para disminuir o mo-
dificar el contenido de lignina han
incluido la sobreexpresién o el silen-
ciamiento de uno o varios genes de
enzimas directa o indirectamente
involucradas en la sintesis de los
monolignoles, en su polimerizacion
ylo transporte. Por ejemplo, la reduc-
cién de la expresion de la enzima 4CL
disminuyé un 45% el contenido de
lignina e incrementd un 15% el con-
tenido de celulosa en dlamo (Hu et al.,
1999). En un estudio posterior se
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observo que los arboles fransgénicos
deficientes en 4CL y ricos en CAldSH
no sélo mostraron un 30% mas de
celulosa y un 52% menos de lignina
sino también modificaron la propor-
cion relativa de los monolignoles facil-
itando la degradacién de la lignina (Li
et al, 2003).

Los mismos fenomenos, i.e. modifi-
cacién de las proporciones relativas
de los mondmeros, reduccion del
contenido y aumento de la degra-
dabilidad de lignina, se observaron en
plantas transgénicas de alfalfa defi-
cientes en HCT y C3H, favoreciendo
no sélo un mayor rendimiento de
pulpa en arboles y una mayor
digestibilidad en especies forrajeras,
sino también permmitiendo inclusive la

eliminacién de los
pretratamientos.
En  particular,
estas  plantas

tuvieron una
reduccion  del
40% en el

rendimiento  de
biomasa, pero un
aumento del
166% en el
rendimiento  de
‘azicares  fer-
mentables, lo cual indica que el
rendimiento en azlcares supera con
creces la pérdida de biomasa.

Por lo tanto, estos genes serian
candidatos muy interesantes para
mejorar el rendimiento de los azd-
cares fermentables en otros cultivos
bioenergéticos, tales como alamo,
pasto varilla y pasto elefante (Ralph
et al., 2006; Chen y Dixon, 2006).
Ademas, cabe destacar que si bien
la reduccién yfo modificacién en la
composicion del contenido de ligni-
na facilita el acceso de las enzimas
celulésicas a las microfibrillas de la
pared, la lignina es un producto muy
valioso, ya que permite la gene-
racion de energia eléctrica para el
funcionamiento de las biorrefinerias.
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