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Abstract

The conversion of lignocellulosic materials (biomass) to ethanol is the reversed process of the
energy released by the sun. Biomass has a lot of stored energy, but it is difficult to obtain it
systematically if it is not through combustion. On the contrary, the sun generates all the energy
necessary for the planet. Still, no one has invented a mechanism to store it and put it at the service
of humanity. The problem with biomass is that a lot of energy is required to degrade its cellulolytic
structure, the fibrous material that represents 40-60% of the plant and the rest is lignin and
hemicellulose, which provide rigidity and flexibility to the plants. This review deals with the
processes that lignocellulosic biomass must follow to obtain fermentable sugars. It is also described
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what is being done in Mexico to use this material, the search for the availability of raw materials,
the isolation of native microorganisms for fermentation processes, their genetic manipulation, tests
at the laboratory and pilot plant level to produce second-generation bioethanol (2G), as well as
exploiting its energy potential, with special reference to the research carried out by the Authors.

Keywords: Agricultural residuals, bioethanol 2G, bellulases, fermentation, pretreatments.

Resumen

La conversion de materiales lignocelul6sicos (biomasa) a etanol es el proceso inverso de la energia
liberada por el sol. La biomasa tiene mucha energia almacenada, pero es dificil obtenerla
sistematicamente si no es a través de la combustion. Por el contrario, el sol genera toda la energia
necesaria para el planeta. Aun asi, nadie ha inventado un mecanismo para almacenarlo y ponerlo
al servicio de la humanidad. El problema de la biomasa es que se requiere mucha energia para
degradar su estructura celulolitica, el material fibroso que representa el 40-60% de la planta y el
resto es lignina y hemicelulosa, que aportan rigidez y flexibilidad a las plantas. Esta revision trata
sobre los procesos que debe seguir la biomasa lignocelulésica para obtener azlcares fermentables.
También se describe lo que se esta haciendo en México para el aprovechamiento de este material,
la basqueda de la disponibilidad de materia prima, el aislamiento de microorganismos nativos para
procesos de fermentacion, su manipulacion genética, pruebas a nivel de laboratorio y planta piloto
para producir bioetanol de segunda generacion (2G), asi como el aprovechamiento de su potencial
energético, con especial referencia a las investigaciones realizadas por los autores.

Palabras clave: Bioetanol 2G, celulasas, fermentacion, pretratamientos, residuos agricolas.

1. Introduccién
El bioetanol a nivel industrial se produce por

azucar fermentable, para ello es necesario
sacarla de las microfibrillas mediante

fermentacion de sustratos con alto contenido
de glucosa: jugos, melazas, almidones de
diverso origen; a este etanol se le llama de
primera generacion (1G) debido a que la
tecnologia que se emplea es convencional.
Cuando el bioetanol es producido partiendo
de sustratos lignocelulésicos, se le llama de
segunda generacion (2G) (Lennartsson et al.,
2014). La produccidn de bioetanol 1G si bien
es la que se realiza a nivel mundial, las
materias primas se ven comprometidas con la
alimentacion humana y animal, por lo que se
han desarrollado otros procesos como la
tecnologia 2G. La biomasa lignoceluldsica es
abundante en el planeta, sin embargo, uno de
sus inconvenientes es el dificil acceso al

procesos quimicos (pretratamiento quimico)
y enzimaticos. Estos procesos demandan un
alto consumo de energia durante el
pretratamiento quimico, ademas la etapa de
hidrolisis  enziméatica emplea enzimas
celuliticas y xilanoliticas poco disponibles en
el mercado que encarecen el proceso
disminuyendo la viabilidad comercial. Por
otro lado, estudios sociales y de seguridad
alimentaria indican que el bioetanol 2G es
muy promisorio. De 1 tonelada de cafa
obtienen alrededor de 500 L de jugo de cafia,
que produce de 65-70 L de bioetanol 1G, en
cambio, del bagazo de cafia se producen mas
de 100 L de bioetanol, es decir 1.5 veces mas
de bioetanol 2G. Ademas, la produccién de
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bioetanol 2G no compromete la soberania
alimentaria. Sin embargo, la pertinencia de
produccion de bioetanol 2G estd en funcion
del costo energético del pretratamiento del
residuo y el alto costo de las enzimas
(celobiohidrolasas) utilizadas, ya que su costo
puede alcanzar hasta el 50% del costo de
produccidn. En esta revision se pone sobre la
mesa los retos y oportunidades que tiene
actualmente la producciéon de bioetanol 2G y
el desarrollo cientifico y tecnolégico que se
esta realizando en México dentro del contexto
mundial.

Es evidente que la produccion de etanol 2G
se centra en reducir costos de produccién y
los balances de energia. Por lo tanto, toda la
investigacion que se realiza estd enfocada en
estos dos asuntos donde el objetivo central es
dejar de dafar el ambiente. En una serie de
estudios de 2016 conocidos colectivamente
como el "informe de mil millones de
toneladas”, el Departamento de Energia
estimé que 500 millones de toneladas de
biomasa sin almidén podrian cosecharse o
recolectarse anualmente en los EE. UU. sin
afectar negativamente a los ecosistemas
(Kramer, 2022). Sin embargo, es bien
conocido que el problema principal es que el
material lignocelulésico es de mucha
resistencia a la degradacion, tanto asi que se
le ha nombrado la “biomasa recalcitrante”
(Lynd et al., 1999).

Avances en el conocimiento han resumido los
factores que contribuyen a lo recalcitrante de
la biomasa como “(i) el tejido epidérmico del
cuerpo de la planta, especialmente la cuticula
y las ceras epicuticulares, (ii) la disposiciéon y
densidad de los haces vasculares, (iii) la
cantidad relativa de tejido esclerenquimatoso
(pared gruesa), (iv) el grado de lignificacion,
(v) la heterogeneidad estructural y la
complejidad de los constituyentes de la pared
celular, como microfibrillas y polimeros de
matriz, (vi) los desafios para las enzimas que
acttan sobre un sustrato insoluble, y (vii) los
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inhibidores de fermentaciones posteriores
que existen naturalmente en las paredes
celulares o se generan durante los procesos de
conversion” (Himmel et al., 2007). Debido a
la obstinacion inherente de la biomasa, la
liberacion de azucares fermentables a través
de la hidrolisis enzimética adecuada, asi
como la hidrolisis microbiana, es el cuello de
botella de las biorrefinerias lignoceluldsicas
industriales.

2. Produccion de bioetanol 2G en plantas
comerciales en el mundo

Durante mucho tiempo se ha dicho que los
residuos agricolas tienen potencial para ser
transformados en productos de mayor valor
agregado. Principalmente, se ha mencionado
que se pueden utilizar para producir bioetanol
y que su mercado se expandiria en los
siguientes afios (OECD-FAO, 2021). La
produccion de bioetanol 2G a partir de
residuos lignocelulésicos, ha pasado por una
serie de situaciones y controversias en
diversos rubros, desde los métodos de
degradacion de las estructuras bioldgicas,
balances de materia y energia, hasta la
disponibilidad de las materias mismas y su
competencia con la cadena de suministro de
alimentos para la humanidad (Ambye-Jensen
et al., 2018; di Donato et al., 2019; Institute
of Medicine, 2014; Pazitny et al., 2020;
Pietrangeli & Lauri, 2021). Algunos de los
enfoques practicos que se pueden adoptar
para hacer que la produccién de bioetanol
lignocelulodsico sea econdmicamente factible,
incluyen el uso de sustratos de bajo costo,
técnicas de pretratamiento rentables, cepas
mejoradas genéticamente y de
sobreproduccion para maximizar la tolerancia
y el rendimiento del bioetanol, procesos de
recuperacion mejorados, integracion eficiente
de bioprocesos, explotacion econémica de
productos secundarios y minimizacion de
energia y desechos, todos ellos embebidos
dentro de procesos robustos y sostenibles
(Banerjee et al., 2010; Chen & Fu, 2016;
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Solomon et al., 2007; Morales-Vera et al.,
2022).

Es sorprendente que desde hace 202 afios el
Quimico Francés Henri Braconnot descubrid
como transformar la pulpa de madera en
caucho y azlcar mediante acido sulfurico o
hidroxido de potasio a lo que se llamarian
posteriormente  tratamientos  4cidos y
alcalinos (Braconnot,1819). Inmediatamente
vinieron los  primeros intentos de
comercializar esos hallazgos y se instalaron
varias plantas comerciales hasta la segunda
guerra mundial. Después de ese periodo, las
plantas fracasaron por no ser redituables
econdémicamente en ese tiempo y se dejaron
de operar (Sherrard & Kressman, 1945). En
tiempos modernos la produccion de bioetanol
2G es una realidad en varios paises como
Italia, Espafia, India, Brasil, Estados Unidos.
Sin embargo, aln existen retos técnicos que
resolver (Ning et al., 2021).

La planta de bioetanol celulésico de escala
comercial Beta Renewables en Crescentino,
Italia, se inaugurd oficialmente el 9 de
octubre del 2013. Actualmente es la refineria
de biocombustibles avanzados mas grande
del mundo con una capacidad de produccion
de 75 millones de litros de bioetanol 2G al
afio, que representa solamente alrededor de
0.3% de la demanda mundial de bioetanol
(RFA, 2021). Los accionistas de Beta
Renewables son Biochemtex, una empresa
del Grupo Mossi & Ghisolfi (M&G), TPG
Capital y Novozymes (Biochemtex, 2013).
Novozymes es la empresa transnacional mas
importante en la produccion de enzimas. Lo
que sefala la importancia entre la produccion
de enzimas y las plantas de bioetanol 2G.

Otra planta identificada como El Proyecto
LIBERTY (EE. UU.) convierte olotes, hojas,
cascaras y tallos de maiz empacados en
combustible renovable. La planta comenzo
oficialmente sus operaciones procesando su
primer lote de biomasa en bioetanol
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celulésico y avanza hacia una operacion
continua. A plena capacidad, convertird 770
ton de biomasa por dia para producir
bioetanol a una tasa de 80 millones de L /afio,
y luego aumentara hasta 100 millones de L /
afio. Los Departamentos de Energia vy
Agricultura junto con el Estado de lowa de
los Estados Unidos, han sido socios
importantes para llevar esta tecnologia a
escala comercial. Desafortunadamente en
2019, anunciaron que requieren mas tiempo
para ajustar detalles técnicos en ciertas
tecnologias, asi como algunas licencias que
aln se encuentran en tramite de patentes
(Kyle, 2019).

En junio del 2013, Abengoa inauguré su
planta de transformacion de Residuos Sélidos
Urbanos (RSU) a bioetanol celuldsico con la
tecnologia denominada “Waste to Biofuels -
W2B” en Salamanca, Espafia. La planta tiene
capacidad para tratar 25,000 toneladas de
RSU de los que obtendra hasta 1.5 millones
de litros de bioetanol para su uso como
combustible. La planta de demostracion
ubicada en Babilafuente (Salamanca, Espafia)
utiliza la tecnologia W2B desarrollada por
Abengoa para producir biocombustibles de
segunda generacion a partir de RSU mediante
un tratamiento de fermentacion e hidrolisis
enzimatica. Por el lado de Latinoamérica,
Brasil se ha destacado comercialmente en la
produccion de etanol 2G. GranBio, una
empresa de biotecnologia industrial 100%
brasilefia, inicié su produccion en la primera
planta de etanol 2G a escala comercial.
Bioflex 1, unidad construida en S&o Miguel
dos Campos, Alagoas, tiene una capacidad de
produccién inicial de 82 millones de litros de
etanol por afio. GranBio ha cambiado el
concepto donde los residuos de cafia de
azucar que solian dejarse en el campo o
quemarse, ahora se recolectan, empacan y
almacenan para transformarlos en etanol de
segunda generacién y otros productos
renovables. GranBio reporta que operan la
planta con alto rendimiento / bajo consumo de
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enzimas y alto rendimiento de la
productividad de las levaduras en convertir
sustrato a producto (GranBio, 2020). Esta es
solo una de las tecnologias utilizadas para
producir biocombustibles y bioguimicos de
una manera mas sostenible. Durante el
proceso de transformacion, la materia
organica se trata de diversas formas para
producir fibra orgénica rica en celulosa y
hemicelulosa, que posteriormente se
convierte en bioetanol. Los retos técnicos
siguen siendo verdaderos desafios, lo cual
incentiva a que se siga desarrollando
tecnologia para disminuir los costos de
produccion de bioetanol 2G. En ese sentido
se han desarrollado en distintas latitudes
cultivos, éarboles, cepas hidroliticas y
fermentativas mejoradas genéticamente, asi
como mejoras en el proceso de obtencion de
celulosa (Lamichhane et al., 2021).

3. Produccion de bioetanol 2G en
México.

La situacién en México con respecto a la
produccion de bioetanol a partir de
lignoceluldsicos dista mucho de tener plantas
comerciales. Sin embargo, se estd haciendo
investigacion a nivel laboratorio y planta
piloto trayendo consigo investigacion en
todos los aspectos para contribuir al
desarrollo de esta tecnologia.

La produccion de bioetanol mundial,
incluyendo a México se hace principalmente
a partir de jugo y melazas de cafia de azucar
(Castafieda-Ayarza &  Cortez, 2017;
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CONADESUCA, 2021) debido a su féacil
manejo y procesamiento. Adversamente, el
uso de lignocelul6sicos en cualquiera de sus
origenes requiere de un tratamiento previo
para después fermentarse. Existen dos rutas
de procesamiento para convertir la biomasa
lignocelulosica en bioetanol y
biocombustibles de 2G; estas son la ruta
termoquimica y la ruta bioquimica (Robak &
Balcerek, 2018). El proceso termoquimico
convierte la biomasa en un gas intermedio
(gas de sintesis) o liquido utilizando
catalizadores no biol6gicos (por ejemplo,
calor) en un reactor. El producto intermedio
se transforma en opciones de combustible:
metanol, bioetanol lignocelulésico, otros
alcoholes superiores de méas carbonos,
hidrogeno y diésel sintético/diésel Fischer-
Tropsch (FT) o combustible de aviacion,
dependiendo la tecnologia empleada (Jiajun
Zhang & Zhang, 2019). En este reporte no se
analiza esta tecnologia. Nos enfocamos en la
conversion bioquimica, que es una técnica
comun para producir bioetanol, debido a la
alta selectividad y eficiencia de la conversion
de biomasa (Duque et al., 2021). En general,
el uso de biomasa para producir bioetanol
sigue el proceso como se muestraen la Fig. 1,
la cual inicia con la seleccién de la biomasa,
seguida del pretratamiento quimico vy
enzimatico, para producir el bioetanol por
fermentacién y posteriormente purificarlo
(destilacion y deshidratacion). Inclusive las
empresas mas avanzadas en esta tecnologia
siguen el mismo patrén de investigacion vy
aplicacion industrial de estos procesos.

( Hidrdllisis
vl Hidrlisis
Selaccisnde bion > quirnics ercimitica

Fermentacidn
4 4

Figura 1. Proceso general para la produccion de bioetanol de biomasa lignocelulésica.

3.1. Seleccion de la biomasa

En México la opcion mas viable para producir
bioetanol a partir de biomasa es utilizando
bagazo de cafia (BC) de azUcar. Esto se debe

a que es el cultivo agricola mas abundante en
México y por lo tanto es el que méas biomasa
genera. Datos de la zafra 2020-2021 indican
que se produjeron casi 5.8 millones de
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toneladas de cafia, lo que daria una
generacion de biomasa lignocelulosica
aproximada de 2.9 millones de toneladas
(CONADESUCA, 2021). La produccion de
cafia se mantiene en aumento desde hace
varios afos. Ha sido evidente que la razon
principal de utilizar materiales
lignocelulésicos es reducir el costo de
produccion y evitar la controversia de afectar

la cadena de alimentos para consumo humano.

Utilizando simulaciéon de bioprocesos y el
analisis de sensibilidad por disefio de
experimentos, se ha demostrado que usar BC
podria ser factible, pero es necesario hacer un
pretratamiento para liberar la celulosa
contenida en el BC, para que despues las
hexosas y pentosas sean fermentadas. Por
ejemplo, si el pretratamiento es la ozondlisis,
este debe mantenerse a un nivel de 100% para
que permita la hidroélisis de la lignina y la
liberacion de la celulosa y hemicelulosa para
poder llevar a cabo la sacarificacion y
después la fermentacién (Aburto et al., 2008).
En forma similar, otro estudio reporta que es
posible utilizar el BC y que puede ser
econdémicamente viable asumiendo que se
construye una planta para producir 253
millones de litros de bioetanol anhidro con
una inversion de 167.8 millones de dolares.
El costo del bioetanol se estim6 en 0.27
dolares/L (Cabrera et al., 2017).

En 2017 el Fondo Sectorial CONACYT-
Secretaria  de  Energia-Sustentabilidad
Energética, publicé un reporte sobre
inteligencia tecnoldgica exclusivo para el
bioetanol. Reportan que los factores que mas
impactan para determinar las condiciones y
configuracién del proceso de produccion de
bioetanol a partir de material lignoceluldsico
son el tipo de materia prima, el tipo de
pretratamiento y la estrategia del proceso.
Hasta el 2017 no reportan que haya alguna
planta produciendo bioetanol a partir de
lignocelulésicos, pero se aclara que la
utilizacion de estos depende de la situacion
geografica y de su disponibilidad. Reportan
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que la madera pudiera ser el material mas
atractivo por su contenido de fermentables
que se puede obtener, pero que también tiene
restricciones por localidad y disponibilidad
(CONACYT-SENER, 2017). Es evidente que
la seleccion de la materia prima es de acuerdo
con la distribucion geogréfica de los cultivos
que pudieran generar residuos aprovechables.
Por ejemplo, con el objetivo de desarrollar un
biocombustible de 2G a partir de residuos de
agave, cientificos del Departamento de
Biotecnologia en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Auténoma de
Coahuila desarrollaron tecnologia para la
generacion de bioetanol carburante como
alternativa energética para el pais. El
proyecto de produccion de bioetanol inicié en
2012, a partir de un proyecto financiado por
el Fondo Sectorial SAGARPA-CONACYT,
se desarrollo6 tecnologia para la produccién de
bioetanol carburante a partir de un insumo
que se deriva de una especie de agave
silvestre que crece en toda la region noreste
de Meéxico, conocido como lechuguilla
(Agave lechuguilla). Esta tecnologia esta en
proceso de estudios de escalamiento
(Sanchez-Banda, 2017). La Fig.2, muestra los
materiales lignocelulosicos mas
representativos en México y que tienen gran
potencial de ser convertidos a azlcares
fermentables (CONACYT-SENER, 2017).
El caso del bagazo de sorgo dulce (BSD) es
viable como residuo agricola para producir
los azlcares fermentables, es ventajoso poque
el sorgo dulce puede cultivarse en tierras de
bajo nivel de fertilidad (Espinosa-Paz et al.,
2019). Desafortunadamente su produccion a
nivel nacional todavia esta en muy bajo nivel
porque las tierras cultivables no se dedican a
este cultivo, aunque, se estan desarrollando
lineas celulares que produzcan altas
concentraciones de azUcares fermentables y
biomasa. Se tendria que realizar una tarea
muy efectiva para convencer a los
agricultores que cambien o que hagan
rotacion de cultivos y que incluyan al sorgo
dulce. Aunque, un estudio de costo-beneficio
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demostré que el costo de produccion de
bioetanol a partir de sorgo dulce es mas
competitivo que los costos de produccion a
partir de cafia de azucar y sorgo grano
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(CONACYT-SENER, 2017). Después de la
seleccion de la biomasa lignocelulosica sigue
la hidrdlisis de ésta.

Figura 2. Residuos agricolas existentes en México Utiles para producir azicares fermentables. A) Olotes de maiz; B)
Rastrojo de maiz; C) Bagazo de cafia de azlcar; D) Hojas de cafia de azlcar; Céscara de café; F) Cascara de coco; G)
Céscara de arroz; H) Rastrojo de amaranto; ) Bagazo de pifia; y J) Bagazo de agave.

3.2. Pretratamientos quimico y enzimatico
de lignocelul6sicos

Este reporte podria ser exclusivamente sobre
el tema de pretratamientos. La literatura es
basta en diversos métodos para degradar la
estructura de los lignocelulosicos (Haq et al.,
2021; Hashemi et al., 2021; Kumar et al.,
2009; Mekala et al., 2014; Jinxu Zhang et al.,
2021). La Fig. 3, muestra las estructuras de la
a-glucosa, B-glucosa y la glucosa en la
celulosa, la cual en la pared celular de plantas
estd muy bien empacada debido a los puentes
de hidrdgeno que se forman entre las distintas
cadenas de glucosa.

En realidad, hay una razdn natural por lo cual
los lignocelulésicos tienen una estructura
muy resistente a la degradacion. Esta
resistencia es férrea porque es la Unica forma
que usan las plantas para defenderse contra
las inclemencias del tiempo, ataque de
insectos y animales, ataque microbiano y la
fuerza de la naturaleza. Como se ha explicado,
se podria hacer una revision de todo lo que la
ciencia ha investigado para romper las
ligaduras atémicas de estos materiales, sin
embargo, la hidrolisis de los materiales
lignocelulosicos esta ampliamente ligada con
la complejidad estructural del material; en
coémo esta organizada la celulosa y como se
encuentra entretejida con la hemicelulosa y
lignina.
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Figura 3. Esquema de la estructura molecular de la glucosa en su conformacion o y B (a), la estructura de una
fraccion de celulosa (b) y la conformacion del material lignoceluldsico (Hernandez-Beltréan et al., 2019).

La Fig. 4 resume el procesamiento de
materiales lignocelulésicos en la produccion
de bioetanol, que pueden ser fisicos, quimicos,
una combinacion de los primeros dos vy
bioldgicos. Se observa que se puede dar una
amplia gama de combinaciones con el Unico
objetivo de liberar la celulosa. Los
tratamientos mas efectivos para la
degradacién de la lignina son los alcalinos,
perteneciente a los quimicos. Es importante
sefialar que es necesario optimizar el proceso

de hidrolisis de acuerdo con el tipo de
material lignocelulésico empleado. Durante
la hidrolisis alcalina, la hemicelulosa y la
lignina son degradadas, los oligdmeros
formados (&cido ferulico, &cido cumarico)
pueden emplearse como aditivos en
alimentos en cosméticos y en productos
farmacéuticos por su alta actividad
antioxidante (Oriez et al., 2020). En cambio,
las pentosas libres podrian sumarse a la via
fermentativa para la produccion de etanol. El
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residuo sélido restante es la celulosa, la cual
tiene regiones cristalinas, debido al denso
empaquetamiento de sus cadenas, y amorfas,
donde el empaquetamiento es menor. La
resistencia de la celulosa radica es su
orientacion espacial y el enlace tipo beta, el
cual le permite flexionarse y formar
microfibrillas para formar nanocapas que
finalmente producen una estructura cristalina
altamente organizada y resistente (Holtzapple,
2003). Las microfibrillas son muy estables en
muchas condiciones quimicas, no son
solubles en agua, ni en muchos disolventes
organicos, acidos débiles o bases (Deguchi et
al., 2006). La estructura cristalina se puede
destruir y convertir en forma amorfa a alta
temperatura (> 300 °C) y presion (25 MPa)
(Ling et al., 2017).

Una vez con la celulosa libre de lignina y
hemicelulosa el siguiente reto es producir
glucosa. Normalmente, hay dos formas de
hidrolizar la  celulosa:  quimica vy
enzimaticamente. ElI método quimico
consiste en utilizar  &cidos  fuertes
concentrados para hidrolizar la celulosa a alta
temperatura y presion (Chen, 2015). Sin
embargo, este método no es el preferido por
la industria de los biocombustibles, porque
los subproductos toxicos que se generan en la
hidrdlisis llegan hasta la etapa de
fermentacion, lo que afectara a las bacterias /
levaduras fermentadoras. Por tanto, el
método enzimatico es el método con mayor
potencial para hidrolizar la celulosa (Vasi¢ et
al., 2021).

A pesar de la complejidad estructural
biolégica de la  celulosa  existen
microorganismos que pueden degradar esa
estructura con enlaces B, aunque lo hacen a
una velocidad de degradacion menor en
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comparacion a los almidones que son
glucosas unidas por enlaces alfa (Polman et
al., 2021). No obstante, sabiendo que los
microorganismos poseen celulasas, se ha
descubierto que no es una sola enzima la que
realiza la degradacion de la celulosa, sino que
existe un consorcio de enzimas especificas
(B-glucosidasas, endocelulasas, exocelulasas)
y que por lo general no todos los
microorganismos poseen estos sistemas
enzimaticos (Scarcella et al., 2021). Del 2000
a la fecha ha habido un aumento exponencial
en la busqueda de microorganismos
poseedores de sistemas enzimaticos para
degradar material lignocelulésico. Los
cocteles enzimaticos estdn compuestos de
celulasas  (B-glucosidasas, endocelulasas,
exocelulasas) donde guardan relaciones entre
sus actividades, asi como de enzimas
accesorias gque favorecen la estabilidad de las
enzimas o ayudan a la degradacion de
polimero, entre ellas se encuentran las
xilanasas, lacasas, esterasas, entre otras, que
se ha observado que remueven residuos de
lignina y hemicelulosa, por ende, mejoran el
acceso de las celulasas y la liberacion de
glucosa. De los efectos combinados de los
pretratamientos que se muestran en la Fig. 4,
por ejemplo, se ha estudiado la hidrolisis
enzimatica asistida por ozono la cual permitié
alcanzar rendimientos de glucosa y xilosa tan
altos como 45 y 37.8%, respectivamente. La
relacion azucares libres / ozono gastado,
oscilé entre 2.3 y 5.7 g azlcares / g Os,
aplicando una relacién de 50 mg Oz / g BC
con tamario de particula de 420 umy 60% de
humedad (Osuna-Laveaga et al., 2020). Otros
tratamientos como el blanqueo de la biomasa
lignocelulésica hacen mas accesibles el
material a la hidrdlisis (Vargas-Radillo et al.,
2016).
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Figura 4 Panorama del procesamiento de materiales lignoceluldsicos hasta la produccion de bioetanol.

Esto sucede porque las especies de reaccion
blanqueadas con peréxido de hidrégeno
alcalino son el anion per-hidroxilo (HOO") y
sus intermediarios de descomposicion como
hidroxilo (HO") y anién superdxido (O2). Los
radicales hidroxilos pueden reaccionar con
las cadenas de carbohidratos en varias
posiciones, siendo las principales la
oxidacion de los grupos hidroxilo
secundarios o el carbono anomérico (Gierer,
1997). La oxidacion de los grupos hidroxilo
secundarios se inicia mediante la abstraccion
de hidrégeno del carbono respectivo, seguida
de una adicion de oxigeno y la posterior
formacion de una cetona. Una aplicacion
practica de este principio de oxidacion es en
la industria del papel donde se utiliza el
blanqueo de la pulpa con peréxido de
hidrogeno, éstos radicales, generalmente
tienen una influencia indeseable en la
estructura del papel porque también atacan
las cadenas de celulosa dando como resultado
la pérdida de resistencia de las fibras
lignoceluldsicas (Poti¢ek & Milichovsky,
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2000). Sin embargo, este efecto de
debilitamiento es positivo cuando se trata de
degradar a la celulosa porque a cambio
favorece a la reaccién enzimética para
producir glucosa para procesos fermentativos.

La Fig. 5 muestra la microestructura del
bagazo de cafia de azucar después de la
hidrolisis  enzimatica con  diferentes
pretratamientos (Castafién-Rodriguez et al.,
2015). Se observa que después del
pretratamiento la estructura de la celulosa
cambia mucho con respecto la forma maés
cristalizada antes del tratamiento. Cualquiera
que sea el método de pretratamiento que se
proponga para hidrolizar los materiales
lignocelulésicos, se tendran tres retos:
incrementar la eficiencia de la conversion,
mejorar la operacion técnica y disminuir el
consumo de energia (Haq et al., 2021). La
produccién de bioetanol 2G actualmente es
aun costoso comparado con la produccion de
bioetanol 1G, principalmente por el gasto
energético durante el pretratamiento y la
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disponibilidad de las enzimas, por ello se
requiere del desarrollo tecnoldgico de esta
etapa.
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.

Figura 5. Microestructura observada después de la hidrdlisis enzimatica de bagazo normal (1) y bagazo
prehidrolizado (2) presurizado a 450 MPa con NaOH 3%. (a) 1000X resolucion; (b) 5000X resolucién (Castafion-
Rodriguez et al., 2015).

3.3. Microorganismo en la produccion de
bioetanol

Gran parte del éxito de la fermentacion de
sustratos  obtenidos a  partir  de
lignocelulésicos para producir bioetanol
depende del microorganismo utilizado. Esta
muy documentado que el microorganismo
mas utilizado para producir bioetanol es
Saccharomyces cerevisiae (Nielsen, 2019).
Esto se debe principalmente a que esta
levadura es capaz de utilizar diferentes
sustratos, soporta altas concentraciones de
bioetanol, se reproduce a una velocidad alta,
soporta un rango amplio de temperaturas y
puede ser reutilizada con gran facilidad. Sin
embargo, no tiene la habilidad de fermentar
pentosas y esta es una desventaja, ya que las
pentosas son parte de los productos obtenidos
de los lignoceluldsicos (hemicelulosa). Para
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resolver esta situacion se  utilizan
microorganismos fermentativos que puedan
utilizar eficientemente pentosas (xilosa),
como algunas especies de Pichia. En forma
similar a los pretratamientos, existe una gran
cantidad de reportes tratando de resolver y
explicar esta situacion (Abreu-Cavalheiro &
Monteiro, 2013; Lépez-Hidalgo et al., 2021;
Nielsen, 2019; Tsolcha et al., 2021). Los
estudios se centran en las rutas metabdlicas
empleadas por los microorganismos y de esto
derivan las estrategias genémicas para
modificarlos mediante la interrupcién de los
intermediarios 0 bloqueando  enzimas
importantes, derivando el flujo de carbono
hacia la produccidn de bioetanol. La otra ruta
es modificar la genética original del
microorganismo, mediante la insercion de
material genéticos de otros microorganismos.
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Por ejemplo, el consorcio de codificadores
ligninoliticos producido por hongos blancos
de la pudricion es uno de los sistemas
oxidativos mas eficientes que se encuentran
en la naturaleza, con muchas aplicaciones
potenciales que van desde la produccion de
biocombustibles 2G hasta la sintesis de
quimicos. Estos estudios incluyen el fusionar
dos oxidorreductasas de alto potencial redox
(lacasa -Lac- y peroxidasa versatil -Vp-) de
hongos y ser reensamblados en
Saccharomyces cerevisiae (Gonzalez-Perez
& Alcalde, 2014). Como se observa, en todas
las etapas de produccion se estan realizando
mejoras con la finalidad de que el proceso de
produccidn de bioetanol 2G sea factible.

4. Trabajos sobre la produccion de
bioetanol 2G

Esta seccidén se refiere a los trabajos de
investigacion en que los autores se han
involucrado para contribuir al conocimiento y
aplicacion de resultados experimentales para
producir bioetanol a partir de materiales
lignocelul6sicos. En todos los trabajos han
participado numerosos estudiantes de nivel
licenciatura, maestria y doctorado, profesores
expertos en el éarea, asi como distintas
instituciones nacionales como el CIIDIR-IPN,
INIFAP y diversos campus del Tecnologico
Nacional de México.

4.1. Sustratos lignocelulosicos y
pretratamientos

En el Laboratorio de Bioingenieria del
Instituto Tecnoldgico de Veracruz desde hace
méas de 20 afios la Dra. Maria Guadalupe
Aguilar Uscanga con su grupo de
investigacion se ha dedicado a la generacion
de conocimiento y desarrollo de tecnologia
para la produccion de etanol de 1G y 2G.
Durante los primeros afios se optimizaron los
procesos de produccion de bioetanol 1G, lo
cual incluye seleccion de materia prima,
seleccion de microorganismo fermentador,
escalamiento de nivel laboratorio a nivel
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matraz. Posteriormente se incursiond en el
estudio de produccion de bioetanol 2G, a
partir del 2010, se ha analizado la hidrdlisis
de diversos materiales lignoceluldsicos que
se han seleccionado por su bajo costo y/o
disponibilidad: BC, BSD, rastrojo de maiz,
cascarilla de cebada, olote de maiz, agave,
residuo de coco, pastos, residuos maderables
como aserrin, viruta y por considerarse un
material que esta causando un dafio ambiental,
el sargazo.

En olote de maiz se demostr6 que un
tratamiento con perdxido de hidrégeno en
condiciones alcalinas podria reducir los
costos de produccion y eventualmente escalar
el proceso a nivel industrial. Las mejores
condiciones que usaron son  una
concentracion de &cido del 1.56% aplicado
durante 33 min para obtener un 89.9% de
rendimiento de xilosa. Por el lado de la
glucosa se produjo una concentracion de 62.4
g/ L usando 5% de una solucidn alcalina de
peréxido de hidrégeno en una relacion
solido/liquido de 1:13.47 con un tiempo de
contacto de los reactivos de 20.7 h
(Dominguez-Gomez et al., 2021). Otro
posible sustrato que también puede tener alto
potencial como proveedor de azlcares
fermentables es el bagazo de sorgo dulce
(BSD). El estudio se hizo para optimizar la
hidrolisis del BSD para obtener la maxima
concentracion de glucosa y xilosa con el
minimo de produccidn de compuestos tdxicos.
Mediante experimentacion usando un disefio
factorial Box-Benken demostraron que la
concentracion de &cido, la concentracion de
peréxido de hidrégeno, el tiempo de
exposicion del sustrato, la relacion solido /
liquido afectan a la eficiencia de la reaccion.
Las mejores condiciones para el
pretratamiento fueron una concentracion de
acido de 1.365%, un tiempo de reaccién de 36
min, y una relacion de solido/liquido de 1:4.9,
lo cual produjo 11.55g/L de glucosay 41.27
g/ L de xilosa. De esta mezcla de reccion se
separd la fraccion solida y se traté con una
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solucion peroxido alcalino al 4.5% durante 45
h y una relacion volumen / peso de 16:1. Bajo
estas condiciones se  obtuvo una
concentracion final de glucosa de 65.96 g/ L
(Partida-Sedas et al., 2017). Continuando con
el espiritu de resolver problemas, se ha
estudiado también la produccion de bioetanol
a partir de hidrolizados enzimaticos
optimizados de Agave tequilana Weber var
(AT) bagazos azul y Agave karwinskii (AK).
Estos resultados mostraron que estos agaves
tienen posibilidad de ser material para
producir bioetanol. Ademas, se obtuvo una
concentracion de entre 77.6 y 84.29% en la
hidrdlisis alcalina para AT y AK
respectivamente y en la hidrdlisis enzimatica
se determind una concentracion de azucares
fermentables entre 100.06 y 98.08 para AT y
entre 64.03 y 60.0 para AK (Delfin-Ruiz et al.,
2020). Se han dedicado maés esfuerzos al BC
porque es un cultivo muy arraigado en el
estado de Veracruz, y es una de las materias
primas con mayor disponibilidad en México.
Se han realizado estudios que involucran
procesamiento a alta presion para pretratar el
BC (Castafion-Rodriguez et al., 2015). Se ha
estudiado también la produccion de bioetanol
a partir de BC pretratado mediante la
inmovilizacién de Saccharomyces cerevisiae
ITV-01 RD. El biorreactor consistio en un
reactor de lecho empacado usando medio de
glucosa, a una tasa de dilucion (D) de 0.11 h™
! se produjeron 48 g / L de bioetanol;
mientras que a una D de 048 h™ !, la
productividad de bioetanol fue de 12.1 g/ L
h. Usando jugo de cafia de azucar diluido a
100 g / L de azucares totales, se logré una
productividad de bioetanol de 5.03 g/ L - h
(Godoy-Salinas et al., 2021). La seleccion e
implementacion de un material se basa en el
contenido de celulosa/lignina, la
disponibilidad, y el costo de hidrolisis. Como
se ha mencionado, la celulosa es el polimero
objetivo en el bioetanol 2G, por ello se deben
de buscar materiales con alto contenido
celulésico y bajo contenido de lignina.
Algunos de materiales que cumplen estos
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requisitos son el BCA, BSD, vy rastrojo de
maiz. Se contintan haciendo estudios que
involucran la optimizacion del proceso de
hidrolisis con la finalidad de disminuir los
costos econdmicos y energéticos.

4.2. Microorganismos productores de
celulasas

Otro de los retos en la obtencion de glucosa
de residuos lignocelulosicos es la hidrolisis
enziméatica, debido a que las enzimas
empleadas en la hidrélisis de la celulosa son
de costo elevado, es por ello que también se
ha investigado en la produccion enzimas del
tipo celulasas y xilanasas para resolver o
contribuir con este reto. Por ejemplo, una
linea de investigacion se ha centrado en la
optimizacion de la produccion de enzimas y
en la hidrdlisis enzimatica de biomasa
lignocelulosica utilizando celulasas nativas
producidas por distintos hongos autdctonos
como Aspergillus niger ITV02 (Infanzén-
Rodriguez et al., 2020b), A. tamarii,
Fusarium  verticillioides  1TV03 en
fermentacion en estado liquido. Probando
diferentes microorganismos productores de
celulasas, se estudi6 la produccion y
caracterizacion de un extracto enzimético con
actividad celulasa producido por una cepa
autéctona de F. verticillioides ITVO03
utilizando BSD. Después de la optimizacion,
se logré una actividad endoglucanasa de 0.27
U / mL; posteriormente, se evaluaron tres
fuentes de carbono (carboximetilcelulosa,
celulosa de BSD y bagazo de sorgo dulce
deslignificado (BSDD). Los resultados
mostraron que BSDD produjo las mayores
actividades de endoglucanasa (0.28 U / mL)
y B-glucosidasa (0.12 U / mL). Estas enzimas
se mantuvieron estables a 50 °C durante
150.6 h'y 8.5 h, con una energia de activacion
de 265.5 kJ / mol y 44.4 kJ / mol para B-
glucosidasa y endoglucanasa,
respectivamente. Se demostr6 que F.
verticillioides ITVO3 tiene un gran potencial
como productor de celulasa para la hidrolisis
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de residuos lignocelulésicos usando DSSB
suplementado con nitrégeno (Infanzén-
Rodriguez et al., 2020a). Recientemente, el
grupo encamina sus esfuerzos para producir
microorganismos genéticamente modificados
con la finalidad de reducir los costos de
produccion, porque como se ha explicado, las
enzimas celuloliticas comerciales son muy
caras. Por lo tanto, modificar un
microorganismo que no solo fermente las
hexosas y pentosas, sino que también
produzca las enzimas necesarias en un solo
reactor, seria el objetivo ideal. Los estudios
abarcan desde hacer un aislamiento vy
caracterizacion de microrganismos por
ejemplo de suelos de zonas caferas y
dilucidar sus genomas (Gutiérrez-Lucas et al.,
2014; Montor-Antonio et al., 2015).

4.3. Microorganismos productores de
bioetanol

Unos de los primeros trabajos que se reportd
fue el de seleccionar levaduras con alta
productividad de bioetanol. Esto se logré
mediante las visitas a las destilerias
mexicanas, para aislar y seleccionar cepas
superiores para fermentaciones industriales.
Como resultado se tiene una coleccion de
levaduras que soportan alta concentracion de
glucosa y de bioetanol, ademas estas cepas
mostraron la actividad “killer”. Las toxinas
“killer”  son  proteinas  antifingicas
extracelulares que son producidas por una
amplia variedad de hongos, incluidas las
levaduras Saccharomyces (Fredericks et al.,
2021). Estas cepas se aislaron de jugos de uva,
jugo y melazas de cafia de azucar y en medio
con melazas produjeron 0.46 g de bioetanol /
g de sustrato (Ortiz-Zamora et al., 2009).
Siguiendo con la blusqueda  de
microorganismos, se aislo una cepa de
levadura de melazas de azUcar de cafia que se
design6 como Saccharomyces cerevisiae
ITV-01. Esta levadura es osmotolerante y
soporta concentraciones desde 70a 291 g/ L
de sustrato, con una produccion final
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promedio de 85 g / L cuando se suplemento
con nutrientes como extracto de levadura,
urea, y amonio (Ferndndez-Lopez et al.,
2012). El grupo de investigadores también
hizo estudios sobre microorganismos que
fueran capaces de utilizar pentosas. El tema
es importante ya que durante la hidroélisis de
los lignocelul6sicos se producen pentosas que
forman la hemicelulosa. Por lo tanto, se
requieren microorganismos que conviertan
eficientemente mezclas de glucosa y xilosa
principalmente. Probaron la cepa Picha
stipitis NRRL Y-7124 que mostré una buena
capacidad fermentativa en la mezcla de
glucosa y xilosa. Esta cepa crecida en un co-
cultivo con S. cerevisiae 1TV-01bajé su
rendimiento no obstante si consumieron la
mezcla de glucosa y xilosa (Gutiérrez-Rivera
et al., 2012). Se han desarrollado procesos a
nivel fermentador y actualmente el proceso
de produccion de bioetanol 1G se encuentra
escalado a nivel piloto, mostrando eficiencia
de transformacion del 95% con S. cerevisiae
ITV-01. Tambiéen se han desarrollado
procesos de destilacion y purificacion de
bioetanol.

Por la parte de biologia molecular el grupo
esta en la etapa de generar microorganismos
que posean habilidades que originalmente no
tienen. (Qué es lo deseable en un
microorganismo para que pueda considerarse
industrialmente atractivo? Si hablamos de
lignocelulésicos entonces debe metabolizar
hexosas y pentosas en forma polimérica, por
lo cual debe producir enzimas celulasas y
xilanasas para degradar celulosa vy
hemicelulosa. Ademaés, debe tolerar altas
concentraciones de sustrato, preferentemente
que sea un  osmotolerante,  con
concentraciones de sustrato mayores de 200 g
/ L. La osmotolerancia le confiere la
propiedad de que consecuentemente pueda
soportar altas concentraciones de bioetanol.
Seria por demas extraordinario que soportara
un rango amplio de pH y temperatura lo cual
es deseable en paises calurosos como México
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y mas especificamente en la region de la
Cuenca del Papaloapan en donde la
disponibilidad de cafia est4 asegurada. En la
actualidad se cuenta con un proyecto para
generar cepas fermentativas recombinantes
con capacidad de hidrolizar sustratos
complejos con potencial energético. La Fig. 6
muestra la estrategia que se puede seguir para
producir microorganismos recombinantes.
Para ello, esta propuesta plantea construir dos
clases de cepas fermentativas, una con
enzimas con actividad amilasa: a-amilasa y
a-glucosidasa, y otra con actividad xilanasa y

A. niger ITV-02
A. niger ITV-01
A. tamari BCH2

Seleccién de
microorganismos
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celulasa: xilanasa, B-glucosidasa, exo Yy
endoglucanasa, con el objetivo de disminuir
etapas del proceso de produccién y los costos
de operacién en la produccion de etanol 2G.
Asi mismo, realizar un balance energético y
econdmico para determinar la viabilidad del
proceso. De esta manera se esta empleando el
conocimiento basico de biologia molecular,
enzimologia y expresion de proteinas en la
generacion de biocombustibles de alta
demanda en conjunto balances
energéticos y econdmicos.

con

Celulasas/xilanasas

Figura 6. Estrategia para producir microorganismos recombinantes para la produccion de bioetanol utilizando
sustratos complejos en fermentacion y sacarificacion simultanea.

4.2. Produccién de bioetanol en planta
piloto

Como resultado de los estudios anteriores y
muchos mas, el grupo de investigadores logré
exitosamente tener el financiamiento para la
construccién de una planta piloto (PP) para
producir bioetanol 1G. El 3 de septiembre del
2015 en el Instituto Tecnoldgico de Veracruz,
la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), en coordinacion con el
Instituto  Nacional de Investigaciones
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Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
el Instituto Tecnoldgico de Veracruz
(ITVER) y el Consejo Nacional de Ciencia 'y
Tecnologia (CONACYT) inauguraron la
primera PP en México para la produccion de
bioetanol de sorgo dulce. Detalles del proceso
es reportado por Gobmez-Aguilar vy
colaboradores (2019). Esta planta fue
concebida dentro del marco del proyecto
173411 financiado por SAGARPA-
CONACYT titulado “Mejoramiento genético
de sorgo dulce para generar variedades con
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alto rendimiento agronémico y alto contenido
de azlcares para la obtencion de bioetanol”
bajo la responsabilidad del Dr. Noé Montes
Garcia del INIFAP y de la Dra. Ma.
Guadalupe Aguilar Uscanga del ITVER
(Aguilar-Uscanga & Montes-Garcia, 2017,
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Gomez-Aguilar et al., 2019). La Fig. 7
muestra el exterior e interior de la PP. El
interior se puede visualizar en video en el link
de la internet
https://www.youtube.com/watch?v=9SwP9j
uYcfl.

Figura 7. Planta piloto de Bioetanol del Instituto Tecnoldgico de Veracruz. (a) fachada principal, (b) molienda de
cafia de azUcar, (c) sistema de evaporacion y destilacion.

La PP tiene capacidad de procesar diversos
materiales lignoceluldsicos provenientes de
variados residuos agricolas como BC, BSD,
rastrojo de maiz, olote, bagazo de céscara de
pifia, cascara de café, residuos de agave,
cascara de coco, entre otros. Esta versatilidad
es una ventaja porque la PP se puede instalar
en cualquier lugar de la Republica
dependiendo de la disponibilidad de las
materias primas. En el desarrollo de este
articulo se puede establecer que el proceso de
segunda generacidn es una opcion viable, ya
que puede aprovecharse el 100% de la
materia prima alcanzando rendimientos
finales del 0.46% (g / g) lo que puede generar
bioetanol de calidad para usarse como
combustible para motores de combustion
interna o aditivos para las gasolinas.

Por otra parte, en el pais existe la produccion
suficiente de bagazo de cafia que tiene un
gran potencial de produccién de miles de
millones de litros de bioetanol, ya que
tedricamente por una tonelada de bagazo de
cafia se pueden producir desde 200 hasta 300
litros de bioetanol a una pureza de 96.5 y

16

99.6%. Desde la inauguracion de la PP para
la produccion de bioetanol se han escalado
procesos de pretratamiento e hidrolisis
enzimatica de BC, bagazo de sorgo, se han
empleado enzimas comerciales (Cellic Ctec3
y Cellic Htec3, empresa Novozyme) vy
enzimas obtenidas de hongos autdctonos (A.
niger ITV02, F. verticilloides ITV03) de las
cepas de coleccion del Laboratorio de
Bioingenieria del Instituto Tecnoldgico de
Veracruz. Asi mismo, para la fermentacion se
emplea S. cerevisiae ITV-01 aislada de la
melaza de cafia de azucar por el grupo de
investigacion (Ortiz-Zamora et al., 2009). La
PP estd en una etapa de espera de
inversionistas que aporten los recursos para
hacer escalamiento a nivel comercial. Otros
trabajos de investigacion incluyen la
produccién de bioetanol 1G, utilizando
almidones que no comprometen la
alimentacion de la poblacion.

Conclusion

Los materiales lignocelulésicos como se ha
reportado desde hace décadas pueden
transformarse en azlcares fermentables. Los


https://www.youtube.com/watch?v=9SwP9juYcfI
https://www.youtube.com/watch?v=9SwP9juYcfI
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problemas técnicos que aquejan a este
proceso se han ido  resolviendo
paulatinamente. Queda mucho por resolver
en cuanto a reduccién del consumo de energia
y reduccién de costos de produccion. Para
esto, la biologia molecular esta teniendo
progresos en producir microorganismos
recombinantes que puedan realizar el proceso
en una sola etapa con aplicacion del concepto
de sacarificacion y fermentacion simultanea
para reducir consumo de energia y reducir
costos de produccion.
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