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RESUMEN

A nivel mundial el sector energético y productivo generan una explotacién critica
de los combustibles fésiles. Las reservas mas grandes tienen un margen de tiempo
para su explotacion dependiendo de factores como sus fundamentos geoldgicos, de
ingenieria, gastos iniciales, factores de recuperacion, limites de yacimiento,
mecanismos de recuperacion y estimaciones volumétricas, entre otros. Ademas, el
namero de yacimientos de petroleo para satisfacer la demanda actual esta en
retroceso. Una de las alternativas para mitigar los problemas del agotamiento del
crudo es sustituirlo con otro que sea econémica, ambiental y socialmente sostenible.
La industria agricola produce toneladas de residuos al afio, estos residuos estan
formados por lignocelulosa, el cual es el principal componente de la pared celular de
las plantas, mediante la remocion de lignina es posible liberar la glucosa contenida en
la celulosa de la biomasa y utilizarla como fuente en la produccién de etanol. Existen
microorganismos capaces de metabolizar la lignina de la planta para la liberacion de
esta sustancia, por lo que el presente estudio hace una revisiéon de los avances que
se han generado en la busqueda de combustibles mas sostenibles, especificamente
el bioetanol utilizando microorganismos.

PALABRAS CLAVE:

Etanol, biocombustibles, lignocelulosa, microorganismos, residuos agricolas.

ABSTRACT

Globally, the energy and production sectors generate a critical exploitation of fossil
fuels. The largest reserves have a period for their exploitation depending on factors
such as their geological and engineering fundamentals, initial costs, recovery factors,
reservoir limits, recovery mechanisms, and volumetric estimates, among others. In
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addition, the number of oil reservoirs to meet current demand is in decline. One of the
alternatives to mitigate the problems of crude oil depletion is to replace it with another
that is economically, environmentally, and socially sustainable. The agricultural
industry produces tons of residues per year, these residues are formed by
lignocellulose, which is the main component of the cell wall of plants, by removing
lignin it is possible to release the glucose contained in the cellulose of the biomass
and use it as a source in the ethanol production. There are microorganisms capable
of metabolizing plant lignin to release this substance, therefore this study reviews the
advances that have been generated in the search for more sustainable fuels,
specifically bioethanol using microorganisms.

KEYWORDS

Ethanol, biofuels, lignocellulose, microorganisms, agricultural residues.

Introduccion

Desde las primeras décadas del siglo XX el petréleo ha sido un factor determinante
para el establecimiento de la economia, la industria, el desarrollo y las relaciones
exteriores de México (Alvarez-Rivera, 2023). Los yacimientos de petr6leo que se
explotan actualmente fueron formados hace millones de afios, debido a la
acumulacién y descomposicion de grandes cantidades de materia organica (vegetal
y animal) contenidas y sepultadas dentro de rocas sedimentarias, sujetas a ciertos
niveles de temperatura, presién, y calidad de la materia organica; existen distintos
yacimientos o depdsitos: los marinos son potencialmente generadores de petréleo
liquido, mientras que, los continentales son generadores de gas (Prado-Gonzélez,
2021). Estos depositos estan distribuidos a lo largo de nuestro pais, principalmente
en Campeche, Tabasco, Veracruz, Tamaulipas, Oaxaca entre otros estados de la
Republica Mexicana, de los cuales existe una creciente y exponencial demanda
ocasionada por el decline en la produccién de hidrocarburos (Estrada-Estrada et al.,
2013).

Estados Unidos es el mayor consumidor de petrdleo a nivel mundial (Lopez, 2008),
con una demanda diaria de 21 millones de barriles, de los cuales México contribuye
con 1.5 millones (Gil-Valdivia, 2008). En la Republica Mexicana se ha creado una
tension econdmica a pesar del incremento en el precio del crudo de exportacion de
los Ultimos afios (Ramirez-Salas & Vargas-Zamora, 2023), debido a que la
dependencia de combustibles fosiles en el pais para los sectores industriales,
energético y de transporte genera que el costo de la energia también aumente
(Quezada Gonzélez et al., 2024). Respecto al sector energético en México, de
acuerdo con la Comision Federal de Electricidad y la Secretaria de Energia, dos
tercios de la energia eléctrica que se consume es producida en plantas
termoeléctricas a partir de combustibles fésiles derivados del petréleo, tales como:
diésel, combustoéleo, aceites pesados y gas natural (Pedrozo-Acufia, 2021).

Actualmente, diversas investigaciones han reportado un agotamiento de las
reservas del llamado “oro negro” (Rodriguez-Alvarez, 2022). El principal yacimiento
de hidrocarburos en México es el campo Akal con el yacimiento Cantarell ubicado en
Campeche, este yacimiento permitié que el campo Akal contribuyera con més del 30
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% de la produccion total del crudo del pais (800 Mbpd) en los afios de 1979 al 2000.
Al afio 2006 ya aportaba con el 50 % de la produccion total con 1,500 Mbpd, sin
embargo, para 2008 su produccién cay6 a la mitad, y para el afio 2018 se reportaban
valores menores a 50 Mbpd continuando con esta tendencia a la baja (Galicia-Pineda
& Arciniega-Esparza, 2023).

Aunado a esto, existe una problematica de refinacion en México, la cual es
insuficiente para satisfacer la demanda nacional y la falta de tecnologias e
infraestructura para procesar el crudo, por lo que el pais se ha visto obligado a
importar mas de la tercera parte del crudo generando un déficit comercial de mas de
5 mil millones de délares en 2006 (Gil-Valdivia, 2008).

Ademas de la problematica econémica y de agotamiento de combustibles fésiles,
existe el enorme impacto ambiental que éstos generan, ya que la combustion,
extraccion, elaboracion y transporte provoca contaminacion de aire, agua y suelo
(Benavente-Ysart & Benito-Olalla, 2021). El impacto negativo en el aire se debe a las
emisiones de gases de efecto invernadero, siendo los combustibles fosiles los
responsables de emitir el 80 % del CO; a nivel global (Meloni et al., 2022). Ademas,
tienen consecuencias directas en el calentamiento global y en la salud, asi como en
el agua y el suelo que se ven afectados principalmente por derrames de petréleo y
desecho de aceites quemados, lo cual impacta negativamente la flora, fauna, los
microorganismos, Y la fertilidad de los suelos (Vergara-Salas, 2023).

Al reducir el uso y dependencia de estos combustibles (tanto en el sector
energético y de transporte) se disminuirian las emisiones de CO, y otros
contaminantes, se estima que el uso de bioetanol de segunda generacion (obtenido
de residuos agroindustriales) en lugar del bioetanol convencional reduciria las
emisiones netas de CO; entre 70-90 % (Hackenberg, 2008). Ante esta problematica,
la generacién y/o adopcién de tecnologias limpias, eficientes y sostenibles con el
ambiente representan una alternativa viable para satisfacer la demanda energética
actual, y a largo plazo disminuir costos ambientales, sociales y econémicos. Una de
las alternativas viables para sustituir parcial o completamente los combustibles fésiles
es el uso de biocombustibles.

Un biocombustible se refiere a cualquier tipo de combustible que se derive de la
biomasa, es decir, de organismos vivos como animales y plantas (o sus desechos
metabdlicos), la generaciébn y uso de biocombustibles se presenta como una
herramienta que permite disminuir la concentracion de gases de efecto invernadero
como el CO; que se libera a la atmdsfera en otros procesos de produccion
convencionales (Delgado-Alvarado et al., 2023). La produccién de un biocombustible
como el etanol depende de la materia prima que se utilice y se puede clasificar en dos
tipos: i) primera generacion, compuesto por fuentes de alto contenido de azucar y
almiddn y i) segunda generacion, aquel proveniente de residuos agricolas (Jiménez-
Jiménez et al., 2020).

La produccion de bioetanol es crucial para mitigar el declive en la disponibilidad de
combustibles fésiles convencionales, ya que ofrece una alternativa sostenible y
renovable. En este contexto, se presenta la siguiente revisiéon sobre los avances en
los métodos de obtencion de celulosa a partir de residuos agricolas (biomasa
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lignocelul6sica), con un enfoque particular en el uso de pretratamientos biolégicos,
como hongos y bacterias, para optimizar la produccién de bioetanol.

Discusion
Desafios para México

El bioetanol se obtiene a partir de material organico, utilizando diferentes azlcares
como fuente de carbono. Los principales paises que lo fabrican son Brasil, el cual
aprovecha la sacarosa de la cafia de azucar y Estados Unidos, que utiliza la glucosa
del maiz, ambos paises en conjunto producen mas de 94 mil millones de litros de
bioetanol al afio, lo que supone el 85 % de la produccion mundial (Torroba, 2020).
Para México, existen diversos retos en la produccién de bioetanol, en primera
instancia, el etanol que se produce va dirigido a bebidas embriagantes y a la industria
como solvente (Ibarra-Diaz, 2020), en segundo lugar, la materia prima de donde se
obtienen los azucares para su posterior fermentacion (agave, melazas, granos),
generan una cantidad limitada de etanol que no se puede usar a gran escala y
ademas, utilizar cafia de azUcar o maiz, no representa una opcion para el pais, ya
gue estos cultivos forman parte de la base alimentaria de México, y no es posible
aumentar la superficie agricola de estos cultivos para satisfacer las necesidades
alimentarias y de produccién de bioetanol para combustible.

Los biocombustibes de primera generacion, se producen a partir de cultivos
agricolas. Por ejemplo, del maiz (Zea mays), cafia de azucar (Saccharum officinarum
L.), remolacha azucarera (Beta vulgaris) y sorgo (Sorghum spp.), mientras que el
biodiesel puede derivarse de plantas como la palma de aceite (Elaeis guineensis),
jatropha (Jatropha curcas), soya (Glycine max), colza (Brassica napus), cartamo
(Carthamus tinctorius) y girasol (Helianthus annuus). Mientras que, los
biocombustibles de segunda generacion, se obtienen principalmente de residuos
agricolas, agroindustriales y forestales (Cisneros-Lopez et al., 2020).

El bioetanol de primera generacién se produce a nivel mundial desde el afio 2000,
con una produccién que pasé de 13 a 94 mil millones de litros en 2014. En México,
se esta trabajando en la produccion comercial del bioetanol, con planes para
mezclarlo en un 5.8 % con gasolina, principalmente obtenido del jugo de cafa de
azucar en San Luis Potosi y Veracruz, y del sorgo en Tamaulipas (PEMEX, 2015). En
la Republica Mexicana se han identificado varios desperdicios agricolas con potencial
para producir bioetanol de segunda generacién, como rastrojos de cultivos (maiz,
cafa de azlcar, arroz, cebada, sorgo Yy trigo) y subproductos agroindustriales (bagazo
de cafia, olotes de maiz, cascaras de arroz, café y girasol). El pais podria generar
anualmente millones de litros de bioetanol a partir de estos residuos, destacando la
cafia de azucar con 3,405 millones de litros (UNCTAD, 2012).

Uno de los principales desafios es la seleccion de la materia prima agricola y el
método de procesamiento, los materiales ricos en azlcares simples, como la cafia y
el sorgo dulce, asi como aquellos ricos en almidon, como la papa, el camote y los
cereales, se consideran de primera generacion, y requieren del uso de agua, enzimas
y microorganismos para la fermentacion. En estos casos, el costo de la materia prima
puede representar hasta el 80 % del costo total del combustible (Chuck-Hernandez et
al., 2011).
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El uso de lignocelulosa es una de las alternativas econémicas y socialmente
responsables para la produccion de bioetanol, este material se encuentra contenido
en los residuos agroindustriales como: la paja de trigo, el bagazo de cafia, residuos
derivados del maiz, arroz y mandioca, de tal forma que su uso al mismo tiempo que
aprovecha los residuos (que generalmente se queman), minimiza la emision de gases
de efecto invernadero y genera un producto indispensable para la poblacion (Macias-
Alcivar & Zambrano-Garcia, 2023).

Biomasa lignoceluldsica

La lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas, se
forma con capas de celulosa y hemicelulosa (polimeros complejos) estrechamente
unidos a la lignina, como se muestra en la Figura 1. La celulosa es la unién de
moléculas de glucosas, cuyas cadenas poliméricas estan organizadas en regiones
cristalinas altamente ordenadas, acompafadas de zonas amorfas, formando un
material muy estable e insoluble en agua. Asimismo, la hemicelulosa esta formada
por un grupo de heteropolisacaridos ramificados constituidos principalmente por
cadenas cortas y ramificadas de azlcares, entre los que destacan pentosas
(generalmente D-xilosa y L-arabinosa), hexosas (como D-galactosa, D-glucosa y D-
manosa), asi como &cidos urénicos (acido glucurénico, 4-O-metilgalacturénico y
galacturdnico) y desoxihexosas (ramnosa y fucosa), la hemicelulosa es mas facil de
solubilizar e hidrolizar que la celulosa (Chavez-Vilcahuaman & Poma-Fierro, 2021).

Por su parte, la lignina es un polimero aromatico de estructura compleja, ramificada
y amorfa formada por tres unidades de fenilpropano resultantes de la polimerizacion
enzimatica de los alcoholes sinapilico, coniferilico, y p-cumarilico, las unidades
monoméricas que conforman la lignina se encuentran unidas por enlaces carbono-
carbono y enlaces tipo éter (Maceda et al., 2021).

BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Hemicelulosa Celulosa Lignina

Figura 1. Composicién de la biomasa lignocelul6sica. Fuente: Elaboracion
propia basada en Gnansounou & Dauriat (2005).
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Los materiales que conforman el material lignocelulésico estan presentes en
rangos de variabilidad dependiendo de la planta en cuestién. En el caso de la
composicion de la madera, los rangos mas comunmente encontrados son: Celulosa:
38-50 %; Hemicelulosa: 23-32 % y Lignina: 15-25 % (Timoteo-Cruz, 2023). En el caso
de la paja de trigo, el material lignocelulésico cuenta con 14.4 % de lignina, celulosa
38.7 % y 30.0 % de hemicelulosa (Ramos-Sevilla, 2017).

Pre-tratamientos fisicos y quimicos para remocion de lignina

En un principio, la materia prima lignocelulésica se encuentra contenida en un
material complejo y rigido, con fibras de celulosa de alta cristalinidad, dentro de una
matriz de hemicelulosa y envuelta en una pared de lignina, formando un material muy
rigido, por esto, se necesita de un pretratamiento que remueva la lignina y la
hemicelulosa, reduzca la cristalinidad de la celulosa y aumente la porosidad del
material, eliminando el contenido de sustancias que dificulten la hidrdlisis.

Existen diferentes pretratamientos: i) fisicos, son aquellos que utilizan el
pulverizado mecéanico en dénde el material es triturado, también se destaca la pirélisis
de la celulosa, la cual se fundamenta en la velocidad de calentamiento en un intervalo
de temperatura de 200-400 °C (Vaca-Guevara, 2023), se considera que forma el
material para un posterior proceso exotérmico que da como resultado CO;, CO, mas
H.O y carbonizacion (Albis-Arrieta et al., 2021); ii) Los métodos quimicos, como la
ozondlisis, que utiliza un proceso de reduccion en el contenido de lignina por medio
de grandes cantidades de ozono para degradar la lignina y hemicelulosa, sin producir
residuos toxicos (Villarreal-Villarreal, 2021). En adicion a los métodos quimicos, el
método de deslignificacion oxidativa utiliza un agente oxidante el cual puede ser
perdxido de hidrogeno, para aumentar la disposicion a la hidrélisis enzimética ya que
elimina cerca de la mitad de la lignina y la mayoria de la hemicelulosa (Amasifuen-
Rengifo, 2022).

Otros pre-tratamientos quimicos utilizan, por ejemplo: NaOH, compuesto que tiene
una eficiencia de obtencién del 41.5 % de celulosa, 22.5 % de hemicelulosay 11.2 %
de lignina. Mientras que, el uso de glicerol y acido sulfarico tiene una eficiencia de
28.82 % de celulosa, 29.24 % de hemicelulosa y 32.55 % de lignina. Por otra parte,
el uso de perdxido de hidrégeno alcalino reporta una eficiencia de 31.74 % de
celulosa, 34.95 % de hemicelulosa y 4.46 % de lignina (Chen et al., 2021). Para llegar
a una escala industrial, utilizando métodos quimicos, se debe resolver la problematica
que traen consigo los productos de alto coste y la eliminacién de residuos que impiden
la produccion industrial de etanol celulésico.

Pre-tratamientos biolégicos para remocién de lignina

Los pretratamientos bioldgicos, utilizan microorganismos degradadores de lignina,
mediante un proceso oxidativo que produce CO, y agua como producto final. Un
pretratamiento biologico incrementa la accesibilidad al material celulésico
favoreciendo una subsecuente hidrélisis y fermentacion. La desventaja que estos
presentan es la capacidad limitada de los microorganismos a tolerar el etanol, asi
como la tendencia de las enzimas a ser inhibidas durante la hidrdlisis (Ventura-lbafiez,
2020).
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De esta manera, se ha reportado que el minimo consumo de estos azlcares se
obtiene con el uso de hongos de pudricidn blanca, ademas de que se reducen los
tiempos de fermentacion. Lo anterior se debe a la degradacion de la lignina por la
eliminacion de barreras encargadas de proteger la celulosa, y el incremento al acceso
para la hidrélisis enzimética (Mendoza-Morales & Rincon-Diaz, 2021).

Estos procesos ofrecen diversas ventajas, tales como: su costo-efectividad, no
requieren el uso de equipos o reactivos quimicos (nocivos) adicionales, y son
sostenibles con el medio ambiente evitando la formacién parcial o total de compuestos
toxicos o inhibidores para la accion de los microorganismos (Cazuriaga-Duran, 2023).
Por lo cual, se han desarrollado diversos estudios enfocados a aislar e identificar
microorganismos con capacidades incrementadas para la degradacién de
lignocelulosa, con el objetivo de incorporarlos en los pre-tratamientos biolégicos como
se reporta en la Tabla 1.

En el pretratamiento biolégico, se recurren a microorganismos como los hongos
marrones, blancos, y de podredumbre blanda los cuales realizan la degradacién de
componentes lignoceluldsicos especificos como la lignina y de la hemicelulosa, entre
estos encontramos a Sclerotium rolfsii, Phanerochaete chrysosporium, Volvariella
volvacea, Schizophyllum commune, Pycnoporus sanguineus, Bjerkandera adusta, y
algunos ascomicetos como Trichoderma reesei, y especies de Aspergillus, vy
Penicillium (Cuervo et al., 2009). El microorganismo utilizado para un pretratamiento
biolégico debe tener mayor afinidad por la lignina y degradarla mas rapido que a los
carbohidratos. La celulosa y la hemicelulosa contenidas se hidrolizan por medio de
enzimas para convertir posteriormente la celulosa en glucosa y la hemicelulosa en
monosacdridos (pentosas), por Ultimo, se procede a una fermentacion (Grijalva-
Vallejos, 2013).

El uso de microorganismos genéticamente modificados para mejorar la eficiencia
en la fermentacion y la tolerancia al etanol presenta desafios regulatorios
significativos. Para la produccién de etanol se debe contar con la capacidad deseada,
respaldada por evaluaciones econémicas y financieras que incluyan inversiones de
capital y rendimientos econémicos, asi como integrar sistemas de calidad como ISO
9001 y normas ambientales ISO 14000 (Ramos-Soto et al., 2020). Muchos paises
tienen normativas estrictas sobre el uso de organismos modificados genéticamente,
lo que limita la aprobacién de ciertas cepas que podrian mejorar la eficiencia de la
produccion. Estos desafios incluyen la seguridad bioldgica, la aceptacion publica y la
regulacion en torno al impacto ambiental. El proceso de aprobacion de nuevas cepas
0 tecnologias de ingenieria genética puede ser largo y costoso, lo que retrasa su
implementacion. Un ejemplo de microorganismos genéticamente modificados es el
del microorganismo Saccharomyces cerevisiae, el cual es eficaz en la fermentacion
de hexosas, pero no metaboliza pentosas como la arabinosa y xilosa, presentes en
la biomasa lignoceluldsica. La xilosa, que constituye alrededor del 35 % de los
azucares de esta biomasa, es una fuente potencial para la obtencion de productos de
alto valor, como el xilitol, por lo que, mediante ingenieria genética, se han desarrollado
cepas recombinantes de S. cerevisiae con capacidad mejorada para fermentar xilosa.
El proceso consistio en silenciar el gen GAL80 para mejorar la captacion y asimilacién
de xilosa, logrando que las cepas recombinantes consumieran hasta un 18 % de
xilosa, sin generar etanol. La cepa parental 202-3 paso6 de consumir 7 % de xilosa a
14 %, y la produccion de xilitol aumentd en un 345 %. La cepa recombinante R2-
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MAPL alcanzé un consumo de xilosa del 20 %, con un incremento del 196 % en la
produccién de xilitol. La cepa B2G-MAPL logré un consumo de xilosa del 28 %, con
un aumento del 337 % en la produccién de xilitol, demostrando que las estrategias
mejoraron significativamente el rendimiento en ambas variables (Patifio-Lagos, 2021).

Tabla 1. Microorganismos utilizados para el pretratamiento bioldgico.

Bacteria/Hongo Lignocelulosa Caracteristica
P. Chrysosporium® Bagazo de cafia de | Degrada el 5.8 % de la lignina presente y
azucar aumenta la cantidad de celulosa en un 0.2

%. Alcanza su méaxima actividad en el dia

20 y luego disminuye.

Cladosporium sp® Bagazo de cafia de | Muestra un valor del 15.9 % para la
azucar degradacion de lignina y un aumento del 2
% en la cantidad de celulosa. Su maxima
actividad ocurre en el dia 15.

Pleurotus spp®@ Paja de trigo Degrada la hemicelulosa en un 97.22 %,
la celulosa en un 89.97 % y la fraccion
de lignina en un 93.54 %.

Pleurotus spp®@ Fibra de algodon. Degrada la hemicelulosa en un 54.45 %,
la celulosa en un 85.27 %y la lignina en

un 0 %.
Fusarium sp @ Bagazo de cafia de | Degrada la lignina en un 52 % y
azucar aumenta el porcentaje de celulosa en un

1.4 %. Su méxima actividad ocurre en el

dia 15.
Fusarium concolor® Paja de trigo. Deslignifica la paja de trigo en 5 dias.
Coriolus versicolor® Bambd. Se observa una disminucion en la

cantidad de lignina y hemicelulosa, junto
con un aumento de hasta el 37 % en la
tasa de sacarificacibn después del

tratamiento.

Gloeophyllum trabeum Pino y abeto. Aumento en la sacarificacion.

y Fomitopsis pinicola®

Sphingomonas paucimobilis - Aumentan la liberacion de azlcares en

y Bacillus circulans® hasta un 94 % a partir del papel de
oficina.

P. sanguineus y B. adusta® Paja de trigo. Toleran condiciones de alta temperatura

y operan en un amplio rango de pH, una
propiedad util para el proceso de
hidrdlisis de celulosa.
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Sotelo-Navarro et al., (2012)%, Delfin-Alcala & Duran de Bazua (2003)?, Cuervo et al.,
(2009)3.

Hidrolisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica se lleva a cabo principalmente por un grupo de enzimas
denominadas genéricamente celulasas, que son una mezcla de distintas actividades
enzimaticas cuya accién conjunta produce la degradacion de la celulosa (Fernandes-
Klajn, 2017). Diversos hongos y bacterias son productores de este tipo de enzimas,
i.e. los géneros Trichoderma, Phanerochaete y Fusaruim, los cuales presentan la
capacidad de producir dicho complejo enzimatico en grandes cantidades y de forma
extracelular, facilitando su separacion en los medios de cultivo (Escudero-Agudelo,
2022).

Existen 3 tipos de celulasas: las endoglucanasas que cortan la celulosa y forman
oligosacéridos, las exoglucanasas que generan glucosa y celobiosas, y las
glucosidasas o carbohidrolasas que hidrolizan la celobiosa para generar moléculas
de glucosa (Gamarra-Mendoza, 2024). El complejo enzimatico de celulasas utilizado
durante la hidrélisis del material pretatado esta formado por un conjunto de
carbohidrolasas, capaces de degradar los enlaces glucosidicos de los polisacéaridos,
liberando glucosa y otros monosacaridos para su fermentacion (Manrique-Hernandez,
2019). Por otro lado, los hongos basidiomicetes de podredumbre blanca generan
enzimas extracelulares como la lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa
(MnP) y lacasa; enzimas claves para la degradacién de la lignina (Mufioz-Duarte,
2012).

Microorganismos fermentadores de etanol

Concluida la fase de hidrdlisis contintda la etapa de la fermentacion alcohdlica, en
la cual, se degradan los azUcares a etanol por medio de microorganismos, bajo
diversas estrategias de fermentacion (Lara-Roman, 2023). Un microorganismo ideal
es aquel que cuente con las siguientes caracteristicas: i) alta productividad y
rendimiento del etanol, ii) capaz de reducir la cantidad de subproductos indeseables,
iii) tolerar inhibidores generados por hidrdlisis, iv) una elevada tolerancia al etanol y al
estrés osmaotico ocasionado por la concentracion de azucares fermentables
(Leighton-Renddn et al., 2023).

El género mas utilizado en la produccion de etanol es Saccharomyces, debido a
su habilidad de convertir los azUcares a etanol rapidamente. Ademéas de su gran
osmotolerancia, y resiliencia a cambios de temperatura, a ambientes acidos y con una
alta aceptacién en la industria. Sin embargo, en este caso, la Saccharomyces
cerevisiae no es Optima para los hidrolizados de hemicelulosa, pues presenta altos
costos de aireacion, elevada produccion de biomasa y es incapaz de metabolizar
pentosas, el cual es uno de los azucares principales en la hemicelulosa (Ramirez-
Soto & Lépez de Avila, 2024). Es por esto, que se han estudiado microorganismos
que cumplan con el proceso fermentativo para producir etanol, partiendo de
hidrolizados de hemicelulosa. Entre las especies promisorias se encuentran
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Zymomonas mobilis y S. cerevisiae modificada
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por ingenieria de vias metabdlicas (Dien et al., 2003) cuyas principales caracteristicas
metabdlicas se describen a continuacion.

i.Escherichia coli

Cepas de esta especie presentan caracteristicas favorables para este proceso,
tales como su capacidad para fermentar gran cantidad de azlcares y su extenso
conocimiento sobre su uso a nivel industrial. Los requerimientos para su crecimiento
son minimos y presenta mayor tolerancia a inhibidores en comparacién con S.
cerevisiae y Z. mobilis (Zaldivar & Ingram, 1999; Zaldivar et al., 1999). Ademas, en su
metabolismo anaerobio, las cepas silvestres de E. coli forman acetil Co-A a partir de
piruvato, y, al utilizarlo, la enzima alcohol deshidrogenasa (ADHE) forma acetaldehido
para después formar etanol. Sin embargo, esta via fermentativa esta desbalanceada,
ya que se genera un NADH por cada molécula de piruvato requiriendo dos NADH
para convertir el piruvato en etanol. Asi, para mantener el balance energético en E.
coli una cantidad igual de acetil-CoA debe ser convertida a acetato, lo cual disminuye
los rendimientos de etanol (Ingram et al., 1998).

Por otra parte, se han construido cepas etanologénicas de E. coli, entre ellas,
KO11, la cual tiene en su cromosoma el operén PET (production of ethanol), que
contiene genes que codifican para las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC) y
alcohol deshidrogenasa (ADBH) de Z. mobilis. Estas enzimas, logran incrementar el
rendimiento de conversion de glucosa o xilosa en etanol, hasta en un 27% (Huerta-
Beristain et al., 2005). Sin embargo, al cultivar esta cepa utilizando hidrolizados de
hemicelulosa de bagazo de cafa, alcanza rendimientos de etanol menores al 70% del
tedrico, en comparacion al 95% en medios ricos, esto debido a que el carbono se
desvia a la produccion de acidos organicos (Huerta-Beristain et al., 2008). Ademas,
aungue la productividad del etanol de la cepa KO11 es similar a la de las levaduras
en cultivos lote, la tolerancia a etanol es mucho menor, por lo cual se han generado
mutantes que la incrementan (Jarboe et al., 2007).

. Zymomonas mobilis

Esta es una bacteria gram negativa que presenta mayores tasas especificas de
consumo de azucares, y velocidades de produccion de etanol que las levaduras,
produciendo menos biomasa y mas tolerancia al etanol (hasta 120 g/l). Lo anterior
debido al metabolismo anaerobio de la glucosa mediante la via de Entner-Doudoroff
(ED), en lugar de la de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). La via ED genera la mitad
de ATP y, en consecuencia, genera menos biomasa y aumenta el carbono dirigido a
la fermentacion (Dien et al., 2003).

Z. mobilis tiene la desventaja de fermentar sélo glucosa, fructosa y sacarosa. Por
lo cual, se ha modificado genéticamente para fermentar azlcares como Xxilosa y
arabinosa. Por ejemplo, (Zhang et al., 1995), modificaron genéticamente Z. mobilis e
introdujeron cuatro genes de E. coli: xilosa isomerasa (xylA), xilosa cinasa (xyIB),
transcetolasa (tktA) y transaldolasa (talB), obteniendo la cepa Z. mobilis pZB5, que
obtuvo la capacidad de fermentar xilosa con un rendimiento del 86% para la
produccion de etanol. De manera similar, (Deanda et al., 1996) construyeron una cepa
de Z. mobilis pZB206 que fermenta arabinosa a etanol con un rendimiento del 98%
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con respecto al valor tedrico, a través de un pladsmido que expresa cinco genes de E.
coli, L-arabinosa isomerasa (araA), L-ribulosa cinasa (araB), L-ribulosa-5- fosfato-4-
epimerasa (araD), trancetolasa (tktA) y transaldolasa (talB).

iii. Klebsiella oxytoca

Esta es una bacteria aislada del papel y madera, capaz de crecer a pH de 5.0,y a
una temperatura de 35°C, utilizando hexosas y pentosas para su crecimiento, asi
como celobiasa y celotriasa (Freer & Detroy, 1983), por lo que es apta para producir
etanol partiendo de celulosa.

La produccion de etanol por esta especie bacteriana se lleva a cabo mediante la
via de piruvato formato liasa (PFL). Al introducir el operén PET (con los genes PDC y
ADH de Z. mobilis), se incrementé la concentraciéon de etanol producida hasta el 90%
(Ohta et al., 1991). Ademas, esta cepa fermenta xilosa tan rapido como la glucosa (2
g/l h), esto es, 2 veces mas rapido que E. coli KO11. También, se ha logrado obtener
la cepa K. oxytoca P2 mediante mutagénesis, integrando el operén PET en su
cromosoma con la capacidad de metabolizar glucosa (100 g/l) o celobiasa (100 g/l)
en 48 horas, produciendo entre 44-45 g/l de etanol (Wood & Ingram, 1992).

iv. Saccharomyces cerevisiae

Esta especie es conocida por ser la levadura utilizada por excelencia en la
produccion de etanol, capaz de fermentar glucosa, manosa, fructosa, sacarosa y
maltosa por medio de la via EMP (Guaraca-Vallejo, 2023). Sin embargo, presenta el
obstaculo para producir etanol de ciertas pentosas, como arabinosa y xilosa,
encontradas en la hemicelulosa. Por esto, se han realizado diferentes investigaciones
de ingenieria de vias metabdlicas para lograr metabolizar estas fuentes de carbono.

Para metabolizar xilosa, la via utilizada es introducir una enzima heteréloga que
convierta la xilosa de la hemicelulosa en xilulosa, la cual puede ser metabolizada por
S. cerevisiae. Para ello se puede utilizar la xilosa isomerasa, capaz de convertir la D-
xilosa en D-xilulosa, mediante una reaccion de oxido-reduccion. En este sentido, se
ha logrado expresar la xilosa isomerasa de Piromyces sp. E2 en la cepa modificada
S. cerevisiae RWB 217, que ademas de expresar el gen xylA, sobreexpresa los genes
involucrados en la conversion de xilosa en intermediarios de la glucélisis (van Maris
et al., 2006).

Esta cepa, es capaz de crecer en anaerobiosis, produciendo etanol, CO., glicerol
y biomasa, presentando la tasa de produccion de etanol especifica mas alta utilizando
xilosa (0.46 g/g célula-h), de esta manera, una alternativa similar se utilizé para lograr
la fermentacion de arabinosa en S. cerevisiae, mediante la sobreexpresion de la via
de utilizacién de arabinosa en bacterias, en donde ciertas enzimas convierten la
arabinosa a ribulosa, sumado a la sobreexpresion de un gen que codifica para una
permeasa de galactosa de levadura (GAL2), mediante evolucibn metabdlica a
condiciones limitadas de oxigeno (van Maris et al., 2006). Los resultados obtenidos
no son los mas eficientes ni favorables, pues no presenta una tasa especifica de
produccion de etanol alta, ni gran rendimiento; sin embargo, este método sigue siendo
la alternativa mas promisoria para producir etanol a partir de arabinosa.
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Existen muchos microorganismos capaces de metabolizar de manera eficiente
distintos sustratos. Es necesario explorar el desarrollo de estos microorganismos, asi
COMO su resistencia a variaciones de temperatura, pH y presion, lo que permitiria la
implementacion de procesos mas flexibles y rapidos que favorezcan la produccion de
etanol y aumenten la productividad de las biorrefinerias

Conclusiones

El bioetanol representa una de las alternativas mas prometedoras para sustituir los
combustibles fésiles, ofreciendo una opcién viable y fundamentada para mitigar el
agotamiento de los recursos de crudo. Su viabilidad se basa en las ventajas que
presenta su proceso de produccion, ya que no genera altas emisiones de CO; ni otros
gases de efecto invernadero. La produccion de bioetanol de segunda generacion
representa una ventaja al no impactar sobre la industria agricola (sin modificar la
produccion de alimentos), mediante el uso de residuos lignocelulésicos que
naturalmente ya genera la agricultura.

Este proceso biotecnoldgico se muestra efectivo, aunque su principal desafio
radica en encontrar el microorganismo ideal para fermentar los distintos tipos de
azUcares presentes en la biomasa lignocelulésica, que no solo logre altas tasas de
produccion de etanol, sino que también minimice la generacion de subproductos. La
biologia molecular, combinada con la ingenieria de vias metabdlicas, ha facilitado el
desarrollo de cepas mejoradas de microorganismos, aumentando el rendimiento de
etanol en comparacion con cepas silvestres, permitiendo la fermentacion de una
mayor variedad de azlcares y mejorando la resistencia a altas concentraciones de
etanol e inhibidores.

Dentro de las perspectivas del bioetanol, en los Gltimos afios se ha estudiado el de
tercera generacion, producido a partir de algas, las cuales tienen una alta capacidad
de produccién de lipidos y azucares, haciéndolo mas eficiente y menos costoso. El
futuro del bioetanol es prometedor, y aln quedan muchos aspectos por explorar y
finalmente desarrollarlo como una alternativa confiable para la seguridad energética.
A medida que las tecnologias avanzan y se optimizan los procesos, se espera que
los costos de produccién de bioetanol disminuyan, lo que lo hard mas competitivo
frente a los combustibles fésiles, especialmente en un escenario de precios
fluctuantes del petréleo.
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