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El uso de una dosis Unica de

compuestos naturales en los cultivos
de cafia de azlcar puede dar lugar

aun aumento en la produccién

de etanol de segunda generacién

Marcos Pivetta

PUBLICADO EN MARZO DE 2023




a aplicacion de una dosis unica de com-
puestos naturales puede provocar cam-
bios sutiles en las paredes celulares de la
cafia de azticar aumentando la eficiencia
del proceso de obtencion de etanol de
segunda generacion, que en Brasil se
produce a partir del bagazo y la paja de
este cultivo. Un articulo publicado en
diciembre del afio pasado en la revista
cientifica Biomass and Bioenergy sugiere que este
tipo de procedimiento puede dar lugar a un au-
mento de un 120 % del indice de sacarificacion del
bagazo de la cafia de aztcar al cabo de 12 meses,
al momento de la zafra. También denominada
hidrélisis, la sacarificacién es el proceso quimico
que, mediante el uso de enzimas, convierte a las
moléculas complejas de hidratos de carbono como
la celulosa y la hemicelulosa, que no fermentan,
en azucares simples como la sacarosa, capaces de
transformarse en etanol.

“De aplicarselos en exceso, estos compuestos
pueden matar a una planta, pero en los experi-
mentos de campo utilizamos dosis muy bajas, que
se eliminan rdpidamente y, aun asi, promueven
los cambios que buscamos”, dice el bioquimico
Wanderley Dantas dos Santos, de la Universidad
Estadual de Maringa (UEM), autor principal del
articulo. “No detectamos ningun efecto colateral
indeseable: las plantas crecieron normalmente
y no se registraron pérdidas de productividad”.
Dantas dos Santos estudia esta estrategia desde
2008, cuando realizé una pasantia posdoctoral
en el equipo del botanico Marcos Buckeridge en
el Instituto de Biociencias de la Universidad de
Sdo Paulo (IB-USP).

Desde la éptica de los autores del trabajo, este
enfoque, denominado ingenieria fisioldgica, seria

una alternativa mas sencilla que tratar de pro-
mover alteraciones en el ADN de la cafia con el
proposito de conseguir que su biomasa fermen-
te con mayor facilidad. El genoma de la cafia de
azucar es extenso y complejo, contiene mas de
100 cromosomas, varios de ellos repetidos, una
caracteristica que dificulta la creacién de linajes
transgénicos viables. La obtencién del etanol de
primera generacién, que representa mas del 98
% de la produccién nacional de este biocombus-
tible, no requiere de la etapa de hidrdlisis o sa-
carificacion. Los azucares del jugo de la cafia de
azucar o de la melaza fermentan naturalmente.

Mas alla de los resultados positivos con el baga-
zo de la cafia, el tratamiento con estas sustancias
incrementd en un 36 % la sacarificacion de la soja
90 dias después de la aplicacion de los compues-
tos. En el caso del pasto Brachiaria, utilizado como
pastura para el ganado bovino, el aumento fue de
un 21 % al cabo de 40 dias de haber utilizado los
compuestos. “El objetivo principal del experimen-
to era la cafia de azucar, pero este procedimiento
también puede producir un pasto aparentemente
mas facil de digerir y una soja con una cascara mas
resistente al impacto mecdnico, algo deseable para
la industria”, comenta Buckeridge, coordinador
del equipo del estudio y del Instituto Nacional
de Ciencia y Tecnologia del Bioetanol, financia-
do por la FAPESP y por el Consejo Nacional de
Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico (CNPq) de
Brasil. El trabajo también cont6 con el apoyo del
Centro de Investigacién e Innovacién en Gases
de Efecto Invernadero (RCGI), una iniciativa fi-
nanciada por la Fundacién y por la multinacional
Shell, del area del petréleo y la energia.

Se probaron tres compuestos que funcionan
como inhibidores de enzimas asociadas a la sin-
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tesis de la lignina en la cafia de aztcar y otras
plantas: acido metilendioxicindmico (MDCA),
acido piperonilico (PIP) y daidzeina (DZN). Junto
con la celulosa y la hemicelulosa, la lignina, una
molécula aromatica, esta presente en las paredes
celulares de las plantas terrestres, a las que les
confiere resistencia mecdnicay rigidez, ademas
de oficiar como barrera al ingreso de patégenos.
Sino existiera la lignina, las plantas, literalmente,
no podrian mantenerse erguidas y no tendrian un
sistema vascular impermeable capaz de transpor-
tar agua desde las raices hasta su tronco.

Los compuestos se diluyeron en agua en diferen-
tes dosis y se los rocid sobre las hojas y las raices de
las plantas en distintas etapas de su crecimiento.
Al final del experimento, los investigadores deter-
minaron el mejor momento y la dosis mas eficaz
para la aplicacién de las sustancias. El PIP fue el
compuesto que ofrecié un mejor rendimiento.

Grosso modo, la mitad del bagazo de la cafia de
azucar esta compuesto por celulosa, una cuarta
parte por hemicelulosa y el cuarto restante por
lignina. Aunque esencial para la planta, la ligni-
na es un compuesto que dificulta la obtencién
de etanol de segunda generacién. Al no ser un
azucar, no fermenta. Pero ese no es el problema.
Su presencia en la biomasa de la cafia hace mas
complejo y costoso el proceso de transformar los
carbohidratos largos de la celulosa y la hemice-
lulosa, originalmente no fermentables, en aztca-
res simples, aptos para transformarse en etanol.
Ademas de lo trabajoso que resulta separarla
de la celulosa y la hemicelulosa presentes en la
pared celular, la lignina produce sustancias que
dificultan el proceso quimico de sacarificacién.

oy en dia, para que se produzca la
hidrolisis de la biomasa de la cafia
de aztcar, se le aplican tratamientos
térmicos y un cdctel de enzimas al
bagazo de la planta. Esta etapa es la
que mas encarece el proceso de pro-
duccidn del etanol de segunda gene-
racion y representa al menos un 30 %
de su costo final. “Sencillamente, no
es posible reducir la cantidad de lignina de una
planta. Esto seria perjudicial para el organismo”,
comenta Buckeridge. “Cuando examinamos en
el microscopio las paredes celulares de la cafia
de azticar sometida al tratamiento con los com-
puestos, no observamos ninguna diferencia. Las
alteraciones serian muy sutiles”.

En el articulo, los investigadores dicen que el
uso de los compuestos no redujo la cantidad total
de lignina en el bagazo de la cafia. Tampoco mo-
dific6 su composicién. Sin embargo, descubrieron
que la concentracién de este polimero organico
presentaba cambios en los diferentes tejidos de
la planta. Era levemente mayor en la parte fibrosa
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y en los vasos conductores y disminuia en el pa-
rénquima, un tejido de relleno de los vegetales.
Es probable que esta redistribucion de la lignina
en las diferentes partes de la cafia de aztcar ha-
ya sido la responsable de la mayor eficiencia de
sacarificacion registrada en el estudio.

Para el bioquimico Mario Murakami, director
cientifico del Laboratorio Nacional de Biorrenova-
bles (LNBR), de Campinas, vinculado al Ministe-
rio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (MCTI),
de Brasil, el empleo de compuestos que modulan
la sintesis de la lignina es un enfoque interesante
para tratar de aumentar la eficiencia del proceso
de obtencién de etanol de segunda generacién. El
considera que los resultados presentados por sus
colegas de la UEM y la USP son prometedores,
pero necesitan ser validados en las condiciones
que habitualmente emplea la industria. “Estos
experimentos deben llevarse a cabo en condi-
ciones similares a las que utilizan las empresas
que producen etanol de segunda generacion pa-
ra comprobar si el aumento de la sacarificacion

Imagen de microscopia
electrénica que muestra
la presencia de lignina
(pintada de amarillo) en
las paredes celulares del
tallo de la cafia de azudcar

Las plantas de
cafia de azlcar que
fueron tratadas
con moduladores
de lignina en
lalocalidad de
Maringd, Parana
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EN BUSCA DE UN COCTEL DE ENZIMAS MEJOR

La degradacién de las paredes celulares de la cafia de aztcar
en azlcares fermentables depende de la accién de este producto

El uso de un céctel enzimético que promueva
la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa
constituye un paso esencial para la produc-
cién de etanol de segunda generacién. Me-
diante la accién de un conjunto de enzimas,
los carbohidratos largos y complejos de esos
dos componentes del bagazo de la cafia de
azlcar se descomponen en azlicares menores
tales como glucosa y xilosa, que pueden fer-
mentarse. El mercado de enzimas para esta
finalidad estd dominado por la empresa danesa
Novozymes. “El empleo del céctel enzimatico
representa entre un 30 %Yy un 50 %del costo
de produccién final del etanol de sequnda ge-
neracién”, dice el bioquimico Mario Murakami,
director cientifico del Laboratorio Nacional de
Biorrenovables (LNBR). Es por ello que grupos
de investigacién brasilefios buscan alternativas
mas baratas e, idealmente, mas eficientes que
los productos actualmente disponibles.
Mediante el empleo de la técnica de edicién
gendémica Crispr-Cas9, un equipo coordinado
por Murakami modificé en 2019 seis genes del
hongo Trichoderma reesei para maximizar su
produccién de enzimas de interés biotecnolé-

gico, especialmente las que se emplean para
la hidrélisis de biomasa vegetal. Los hongos
de este género se utilizan para la elaboracién
del céctel enzimatico que se comercializa pa-
ra promover la sacarificacién del bagazo de la
cafia de azlcar y hacer posible la produccion
de etanol de segunda generacién. En un tra-
bajo publicado a finales de 2022 en la revista
Bioresource Tecnology, los investigadores del
LNBR informaron que consiguieron reducir el
tiempo de produccién de las enzimas de 14 a
9 dias. “Nuestro céctel enzimatico es barato
y estable. La caducidad del producto es de un
afio a temperatura ambiente”, dice Muraka-
mi. Ya ha sido probado en la planta piloto del
laboratorio y consiguié degradar aproxima-
damente un 60 %de los hidratos de carbono
largos de la biomasa de la cafia de azdcar, un
rendimiento similar al que presentan algunos
de los productos comerciales.

Para el botdnico Marcos Buckeridge, del Ins-
tituto de Biociencias de la Universidad de Sdo
Paulo (IB-USP), hay que utilizar diferentes mi-
croorganismos para tratar de producir cécteles
enzimdticos que promuevan una hidrélisis mds

Se modificaron seis genes del hongo
Trichoderma reesei para mejorar su
accion degradadora de las paredes
celulares de la cafia de aztcar

simple y mds eficiente. Aparte del conocido
T. reesei, se han estudiado como posibles fuen-
tes de enzimas otros hongos de origen amazé-
nico, insectos tales como las cucarachas y la
propia cafia de azlcar, que podrian ser Utiles
para mejorar este proceso. “El origen de las
enzimas no es relevante”, comenta el investi-
gador de la USP. “Lo que necesitamos es do-
minar la tecnologia de produccién de un céctel
enzimatico eficiente. El alto costo del produc-
to importado ahuyenta las inversiones en el
segmento del etanol de segunda generacién”.

se mantiene y no hay pérdida de eficiencia en el
proceso”, comenta Murakami. “También se nece-
sita saber cual seria el impacto eventual del uso
de estos compuestos en el costo de produccion
del etanol de segunda generacion”.

Estos interrogantes pronto seran dilucidados.
Dantas dos Santos y Buckeridge informan que
Raizen, una de las empresas que producen etanol
de segunda generacion en Brasil (la otra es Gran-
Bio), comenzara a realizar ensayos con el empleo
de los compuestos moduladores de la lignina en un
area de produccion piloto en este mismo semestre.
“Es posible que de aqui a un afio tengamos una
nocién mas clara al respecto de si el aumento de
la sacarificacion se mantiene en una produccién
comercial”, estima el investigador de la UEM. El
nuevo experimento que lleva a cabo la empresa,
una joit-venture de Shell y el grupo empresario
brasilefio Cosan, forma parte de las actividades
de investigacion del RCGI.

Los investigadores que participan en los estu-
dios apuestan a que los moduladores de la lignina,
que también pueden producirse en forma sinté-
tica en laboratorio, en el futuro podrian conver-

tirse en un producto comercial para el sector del
azucar y alcohol y, tal vez, para otros segmentos
del agro. Ya han obtenido una patente del uso en
cultivos agricolas en Brasil, y Dantas dos Santos,
junto a un grupo de alumnos del Departamento
de Bioquimica de la UEM, crearon una startup
-BioSolutions- para intentar comercializar los
compuestos. La empresa creada en 2021 cuenta
con el respaldo del Servicio Brasilefio de Apoyo
a las Micro y Pequefias Empresas (Sebrae) del
estado de Parand y del Instituto Tim. m
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