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Andlisis econdmico de la producciéon de
bioetanol celulésico

15 afios atras el costo de la produccion de
etanol desde celulosa era US$4.0 por galon.

» Hoy en dia, este costo ha bajado a US $ 1.8 por
galén como resultado del esfuerzo de la
investigacion cientifica

» Se proyecta un costo de US $ 0.20 por galén en
2015 si se reduce el costo del procesamiento de
la biomasa y el costo de las enzimas celulasas




Composicion de la biomasa
lignoceluldsica

Recientes avances en ingenieria genética de plantas
podrian reducir los costos de conversion de la
biomasa por tres vias
Modificacién de rutas de

Modificacion de rutas de
tesis de celulosa
Mayor contenido de celulosa
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Adicién de genes para las enzimas| R © 5
que degradan celulosa y lignina e mTEmes 62 25 Wik
Facilita la degradacién posterior fotosinteticas y fijadoras

de celulosa y lignina de carbono.

Aumenta la biomasa

Componentes de la pared celular de la planta
son sintetizados en la planta por rutas
metabdlicas complejas




Hidrolisis de celulosa: sacarificacion
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Los costos de produccion de celulasa
pueden reducirse mediante las siguientes
estrategias:

1. Mejoramiento genético de los
microorganismos productores
(hongos/bacterias)

2. Aislando nuevos microorganismos
superproductores de celulasas

3. Mejorando los sistemas de cultivo (ej.
Sistema fed-batch)

4. Fermentacion en estado sélido

Mejoramiento genético de los
hongos/bacterias productores

v'Mutagénesis.
v'Tecnologia de fusién de protoplastos

v'Ingenieria genética y técnicas de DNA
recombinante




Mejoramiento de Penicillium janthinellum por
mutagénesis para aumentar la produccion de celulasa

Protocolo seguido

P, janthineflum NCIM 117 1(parent)

{Selected on the

{Selected on the

EMS: etil metil sulfonato

l EMS followed by UV irradiation

Mutant-EMS-8
basis of zone of hydrolysis on SM1)

l EMS followed by UV irradiation

Mutant-EU-1
basis of zone of hydrolysis on SM2)

Adsul et al, Bioresource Technology 98 (2007) 1467-1473.

Hidrolisis de celulosa microcristalina por Penicillium
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Fig. 2. The hydrolysis of Avicel ( 5%) using enzyme preparations of Parent
(M), EMS-UV-R (@), EU2D-21 (&), EUL (¥}

Mutagénesis de Trichoderma
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Fusion de protoplastos
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Resultados de la tecnologia de fusidn

de protoplastos

* T.reesei produce Sl ® g
endoglucanasay She
exoglucanasa ) ‘ \

Crystalline collnlose ‘Amarphons cellalose

e A. niger produce B-
glucosidasa. — U ]
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Estrategias para mejorar los microorganismos

productores de celulasas

¢ Latecnologia del DNA recombinante ofrece la

posibilidad de fusionar diferentes genes de enzimas
que hidrolizan lignocelulosa o secciones de genes de
diferentes organismos para generar una enzima

nueva, hibrida, con propiedades mejoradas.

e Aumentar el nimero de copias de los genes de

endoglucanasa y exoglucanasa en un
microorganismo en particular




Mejoramientos a nivel de la produccién
de etanol (fermentacion)

 Por ingenieria metabdlica

 Por ingenieria genética

Produccion de
solventes en
Clostridium
acetobutylicum

Ing Metabdlica para
eliminar las vias

* AcetilCoa---Acetato
« ButirilCoA---Butirato

Aumentar la
produccién de etanol y
butanol

Inactivacion de genes
cromosomales por
recombinacion
homologa

Lignocelulosa compuesta de azucares
de 5y 6 carbonos
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Hemicellulose (phenolics)
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¢Cémo generar m.o. que fermenten
pentosas a etanol?

E. coli \I
K. oca /-
e /'~ recgenes
g : ‘
Pentoses - ----- > Z. mobilis ——> Ethanol
recgenes /
-
S. cerevisiae
TARENDS in Biotechnology

Proceso de produccion de bioetanol a partir

de celulosa
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Modificacion genética de S. cerevisiae para
la produccion de celulasas
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Enzyme engineering

« Enzyme engineering opens up numerous possibilities for
designer enzymes with various engineered properties.

« The active carboxylic residues in T.reesei ndoglucanase
identified by site direct mutagenesis opening up
futureresearch prospects for modifying those to
improved activity.

« A number of designer enzymes also called
glucosynthases including cellulase and hemicellulase
have been engineered by replacing the nucleophilic
residue thus resulting in higher yields of different
oligosaccharides.

Celulasas: potencial de
mejoramiento
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Mutagénesis racional de
exoglucanasa de Trichoderma

Triple mutante

T246A/R251A/Y252A

Divee et al.. 1998, J. Mol. Biol. 274, 309-325.

Exoglucanasa mutada es mas activa
en conversion de celulosa a glucosa
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