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En esta presentaciEn esta presentacióónn……

Bioetanol de segunda generaciBioetanol de segunda generacióón n 
HidrHidróólisis de celulosalisis de celulosa
Enzimas que hidrolizan celulosa Enzimas que hidrolizan celulosa 
Requisitos y limitaciones de estas Requisitos y limitaciones de estas celulasascelulasas
ObjetivosObjetivos
Estrategia experimentalEstrategia experimental
ResultadosResultados
Resumen y conclusionesResumen y conclusiones



3

PROCESO DE PRODUCCIPROCESO DE PRODUCCIÓÓN DE N DE 
BIOETANOL DE SEGUNDA BIOETANOL DE SEGUNDA 

GENERACIONGENERACION

FERMENTACION DESTILACION

PRETRATAMIENTO

ETANOLETANOL

HIDROLISIS

LIGNOCELULOSA

(RESIDUOS 
FORESTALES, 

AGRONÓMICOS

ENZIMAS

LIGNINALIGNINA
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¿¿CCóómo ha solucionado la naturaleza el mo ha solucionado la naturaleza el 
problema de la degradaciproblema de la degradacióón de n de 

celulosa?celulosa?

Endo glucanasas

Exoglucanasas

Celobiasas
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Microorganismos productoresMicroorganismos productores

HongosHongos
–– Enzimas solubles, Enzimas solubles, 
–– EndoglucanasasEndoglucanasas, , exoglucanasasexoglucanasas, y , y celobiasascelobiasas..
–– Buenos productores, enzimas de baja actividadBuenos productores, enzimas de baja actividad

BacteriasBacterias
–– EnzimasEnzimas-- endoendo, , exoglucanasasexoglucanasas y otras y otras -- ffíísicamente sicamente 

asociadas en complejos asociadas en complejos multienzimmultienzimááticosticos
((celulosomascelulosomas))

–– Otras bacterias producen enzimas solublesOtras bacterias producen enzimas solubles
–– Mayor actividad Mayor actividad enzimenzimááticatica, baja producci, baja produccióón n 
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¿¿QuQuéé esperamos de estas esperamos de estas 
enzimas?enzimas?

Alta actividad catalAlta actividad catalííticatica
EstabilidadEstabilidad
Alta afinidad por celulosaAlta afinidad por celulosa
Baja adsorciBaja adsorcióón inespecn inespecíífica a ligninafica a lignina

Sin embargo, a pesar de muchos avances, estas enzimas Sin embargo, a pesar de muchos avances, estas enzimas 
son ason aúún ineficientes:n ineficientes:

Baja actividad catalBaja actividad catalííticatica
Estabilidad baja en relaciEstabilidad baja en relacióón a los tiempos de residencia n a los tiempos de residencia 
requeridosrequeridos
InhibiciInhibicióón por producton por producto
Temperaturas de operaciTemperaturas de operacióón son altas (n son altas (~ 50 ~ 50 ººC)C)
Altos costos para el uso a gran escalaAltos costos para el uso a gran escala



7

Las enzimas para la hidrólisis inciden 
fuertemente en el costo total del proceso

From: Lynd et al. (2008). Nature Biotechnology 26, 169-172. 
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Diferentes Diferentes bioprocesosbioprocesos para la para la 
generacigeneracióón de etanoln de etanol

Bioproceso
consolidado

Sacarificación y 
Fermentación 
simultáneas

Hidrólisis y 
Fermentación 
separadas

Producción 
de enzimas

Hidrólisis de 
celulosa y 
hemicelulosa

Fermentación 
de hexosas y 
pentosas

Levaduras
+

Celulasas
a 30 ºC
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ReducciReduccióón de costos de n de costos de 
celulasascelulasas

Enzyme
performance

Enzyme
discovery

Protein
engineering
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OBJETIVOOBJETIVO

Identificar celulasas capaces de hidrolizar Identificar celulasas capaces de hidrolizar 
eficientemente celulosa a temperatura eficientemente celulosa a temperatura 
ambiente (20 ambiente (20 -- 25 25 °°CC), compatibles con ), compatibles con 
procesos de SSF.procesos de SSF.
Estabilizar dichas enzimas mediante Estabilizar dichas enzimas mediante 
estrategias de ingenierestrategias de ingenieríía de enzimasa de enzimas
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Estrategia experimentalEstrategia experimental

Territorio 
Antártico Chileno Screening de bacterias 

productoras de celulasas

Pseudoalteromonas sp A8

Gen de CelA8

clonación 
del gen 
celA8

Purificación

Caracterización

Mejorar función 
por mutagénesis e 
ingeniería de 
proteínas 

E. coli productora de 
celulasa A8

CelA8

DNA 
recombinante
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Resultados: Resultados: celA8celA8 es una es una 
endoglucanasa modularendoglucanasa modular

family 5 GH 
catalytic
domain

family 5 
CBM

linker

of

signal
sequence

N C

Dominio catalítico

Módulo de
unión a celulosa

N C

Dominio 
catalítico

Cuantificación de la 
actividad endoglucanasa
mediante hidrólisis de 
Carboximetil celulosa 
(CMC) y análisis de 
extremos reductores con 
DNS
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ResulatdosResulatdos: Caracterizaci: Caracterizacióón de n de 
celA8celA8
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Actividad de Actividad de celA8celA8 sobre sobre 
diferentes sustratosdiferentes sustratos

Not detectedpNPGP
0.79 pNPC

Not detectedAvicel
15.8Beechwood xylan
45.3 Lichenan
124.1 CMC

Activity  
mU/mg Substrate

Not detectedpNPGP
0.79 pNPC

Not detectedAvicel
15.8Beechwood xylan
45.3 Lichenan
124.1 CMC
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¿¿((In)estabilidadIn)estabilidad ttéérmica de rmica de celA8celA8??
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MutagMutagéénesisnesis de de celA8celA8 por PCR por PCR 
propenso a errorpropenso a error

Después de 
varios ciclos, 
acumulación 
de 
mutaciones 
beneficiosas
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TestTest de de termoestabilidadtermoestabilidad

Actividad 
enzimática
Inicial, Ai

55 ºC
Actividad residual Ar

SI Ar/Ai varianten > 
Ar/Ai enzima 
nativa  

Ar/Ai para 
cada variante

VARIANTE 
TERMOESTABLE

Clones 
productores de 
las variantes en 
formato de alto 
rendimiento
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EstabilizaciEstabilizacióón tn téérmica de rmica de celA8celA8

Tm celA8 silvestre 
~ 53 ºC

Tm variantes 9C4 
y 8-6E ~ 68 ºC
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Trabajo pendiente: 

Identificar cambios en la 
proteína responsables de la 
mayor termoestabilidad

Estudiar la actividad de 
estas variantes con 
sustratos “reales” (madera, 
residuos, etc)   
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In In summarysummary::
• We report the characterization and gene cloning of celA8, a 

novel modular endoglucanase produced by a cold tolerant 
Pseudoalteromonas strain. 

• The recombinant, purified endoglucanase showed specific 
hydrolytic activity at 25 ºC approximately 30 times the  specific 
activity of the commercial Trichoderma viride endoglucanase. 

• The enzyme is active between 15 and 50 °C. In combination 
with an appropriate cellobiohydrolase activity, CelA8 could be 
potentially useful for cellulose saccharification at lower 
temperatures than those applied in processes using use 
Trichoderma enzymes.

• Using a protein engineering approach we have been able to 
generate two celA8 variants with a significant improvement of 
the thermal stability of the enzyme.   
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