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Resumen

Se evalud el efecto de diferentes condiciones del pretratamiento con hidréxido de sodio (NaOH) en la
recuperacion de la fraccion celulésica, remocién de lignina y producciéon de etanol mediante fermentacién y
sacarificacion simultaneas de los pastos elefante y king grass (Pennisetum purpureum and Pennisetum
hybridum). Estos pastos son materias primas potenciales para la obtencién de bioetanol a partir de la
fraccion celuldsica. Los resultados obtenidos en produccion de etanol muestran que bajo condiciones de
pretratamiento de 120°C, 60 minutos, NaOH al 2% (w/w) y una relacién liquido a sdlido de 20 (w/w) se
obtienen las mas altas concentraciones de etanol: 27.7 g/L para king grass y 26.1 g/L para pasto elefante
en 24 horas de fermentacion. Ademas, bajo las condiciones evaluadas se pudo observar remociones de
lignina de 88.4% y 94.0% para pasto elefante y pasto king grass respectivamente. La etapa de
desintoxicacion permite eliminar inhibidores formados durante el pretratamiento, los cuales afectan la
hidrdlisis y fermentacion.

Palabras clave: remocién de lignina, king grass, pasto elefante, rendimiento a etanol, azucares reductores

Alkaline Pretreatment of Elephant Grass (Pennisetum Sp) and
King Grass (Pennisetum Hybridum) Cultured in Colombia for
Ethanol Production

Abstract

The effect of different alkaline pretreatment conditions with sodium hydroxide (NaOH) on the recuperation of
cellulosic fraction, lignin removal and ethanol production was evaluated through simultaneous
saccharification and fermentation of elephant grass and king grass ((Pennisetum purpureum and
Pennisetum hybridum). These types of grass are potential raw materials for bioethanol production from
cellulosic fraction. Results obtained in ethanol production show that under pretreatment conditions of 120°C,
60 minutes, 2%(w/w) of NaOH and a liquid to solid ratio of 20 (w/w), the highest ethanol concentrations are
obtained: 27.7 g/L and 26.1 g/L for king grass and elephant grass respectively, in 24 hours of fermentation.
Furthermore, under the evaluated conditions it was observed that lignin removal was 88.4% for elephant
grass and 94.0% for king grass. The detoxification stage eliminates inhibitors formed during pretreatment,
which affects the hydrolysis and fermentation.
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INTRODUCCION

La mayoria de paises tropicales, como Colombia, presentan un gran potencial en cuanto a la disponibilidad
y variedad de biomasa lignocelulésica debido a su alta radiacion solar, a sus diferentes pisos térmicos y a su
biodiversidad. Estas ventajas le permiten una facil adaptacién de las diferentes especies para el desarrollo
de cultivos energéticos como pastos y forrajes; dentro de los cuales, los pastos elefante (Pennisetum sp) y
king grass (Pennisetum hybridum) pertenecientes a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, presentan
altos rendimientos de produccion de materia seca por hectarea al ano, entre 40-50 toneladas para pasto
elefante y entre 60-80 toneladas para king grass bajo condiciones oOptimas de crecimiento y manejo
(Marmol, 1998; Gonzalez et al., 2011;Cardona et al., 2012).

Por su composicion quimica, la biomasa lignocelulésica es muy diferente de los productos con alto
contenido de azucares o almidén. La estructura de estos materiales, compuesta fundamentalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina, hace que los procesos para la obtenciéon de biocombustibles deban
ajustarse de acuerdo a las caracteristicas de estos componentes, haciendo necesaria la implementacion de
una etapa previa de pretratamiento para poder conseguir fracciones hidrolizables para la obtencion de
azucares que posteriormente puedan ser fermentadas (Abril y Abril, 2008). La etapa de pretratamiento, es
quizas mas importante y la de mayor impacto sobre las demas etapas del proceso, como la hidrélisis
enzimatica, fermentacion, manejo de aguas residuales y corrientes de proceso, en términos de digestibilidad
de la celulosa, toxicidad en la fermentacion, requerimientos de potencia para la agitacion, demanda de
energia en procesos posteriores y demanda de tratamiento de aguas (Galbe y Zacchi, 2007).

La quimica del pretratamiento puede involucrar la modificacion quimica, despolimerizacion y/o solvatacion,
redistribucion fisica de la lignina y hemicelulosa, y potencialmente alterar la cristalinidad de la celulosa
(Banerjee et al., 2011). Diferentes tipos de pretratamientos fisicos, quimicos, fisicoquimicos y biologicos de
la biomasa lignocelulésica han sido ampliamente estudiados para mejorar la produccion de etanol. Todos
estos métodos pueden hacer la lignocelulosa mas accesible a la hidrélisis enzimatica, donde la cristalinidad
de la celulosa, el area superficial accesible, y la disponibilidad de lignina y hemicelulosa son los principales
factores que afectan la hidrdlisis. Sobre los diferentes métodos de pretratamiento, los quimicos y
termoquimicos son los mas comunmente efectivos e incluyen las tecnologias mas promisorias para
aplicaciones industriales (Alvira et al., 2010; Taherzadeh y Karimi, 2008).

Se han reportado diferentes tipos de pretratamientos bajo diferentes condiciones, con el fin de mejorar la
digestibilidad y fermentabilidad de distintas variedades de pastos como bermuda, switchgrass, napiergrass y
silvergrass (Anderson et al., 2005; Digman et al., 2010; Isci et al., 2007; Keshwani y Cheng, 2009; Lopez et
al., 2010; Sun y Cheng, 2005; Wang et al.,2010a; Woodward, 2006). El pretratamiento acido a 121°C, de
pasto bermuda con una carga de sélido de 10%, mostrd una conversion a glucosa de 70% con una
produccion de azucares reductores totales de 204,1 mg/ g de biomasa en 48 horas de hidrdlisis enzimatica,
para una concentracion de acido sulfurico de 1.2% y 60 minutos de pretratamiento (Sun y Cheng, 2005). Asi
mismo, el pretratamiento con acido sulfurico diluido de silvergrass a 121 °C, por 30 minutos, permitié una
alta recuperacion de xilosa (70-75%) en comparacion con la cascarilla de arroz y el bagazo. El hidrolizado
de silvergrass tuvo ademas, un alto nivel de fermentabilidad en comparacién al bagazo, debido que se
formé una menor cantidad de &cido acético, obteniendo un rendimiento de 64,3 % del maximo tedrico en 48
horas de fermentacion (Guo et al., 2008). También se ha evaluado el pretratamiento alcalino de pasto
Bermuda, empleando NaOH y Ca(OH), para mejorar la recuperacion de azucares fermentables. El estudio
mostré que el NaOH es mas eficiente que el Ca(OH), a 121°C para mejorar el rendimiento de azucares
reductores, alcanzando aproximadamente 86% del maximo tedrico (aproximadamente 500 mg de azucares
reductores totales/ g de biomasa) (Wang et al., 2008). Otros estudios reportan una remocioén de lignina
hasta del 86% y un rendimiento total a azucares reductores de 71% del maximo tedrico (440 mg de
azucares reductores totales/ g de biomasa) para unas condiciones 6ptimas de pretratamiento de pasto
bermuda de 15 minutos y 0.75% de NaOH a 121°C, sin evaluacién de la fermentabilidad del material
hidrolizado (Wang et al., 2010b).

Hasta el momento existen pocos reportes sobre los estudios del efecto de diferentes pretratamientos en la
hidrélisis y fermentabilidad de los pastos elefante y king grass, los cuales estan enfocados especificamente
en el pretratamiento y fermentabilidad de variedades del pasto Penisetum purpureum (Anderson et al.,
2008; Anderson et al., 2005; Brandon et al., 2011; Segura et al., 2008; Tran et al., 2011; Yoshida et al.,
2008). En cuanto al pretratamiento, se reporta el pretratamiento enzimatico (celulasa + estearasa) de ésta
variedad de pasto con la liberacion de 113 mg de azucares por gramo de biomasa empleada (Anderson et
al., 2005) y en el pretratamiento biolégico para la deslignificacion selectiva de una especie colombiana de
penisetum sp. usando basidiomicetos ligninoliticos, se alcanzaron disminuciones en el contenido de lignina
en detergente acido de 55.9% a 10.7% con ganoderma spp.(Segura et al., 2008). En cuanto a la
fermentabilidad se reportan rendimientos a etanol de 47,5 mg/g de biomasa usando la cepa de Klebsiella
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oxytoca THLCO0409 y rendimientos de 107mg y 97 mg por gramo de biomasa usando la cepa
Saccharomyces cerevisiae DsA para dos genotipos diferentes de pasto elefante (Anderson et al., 2008). Asi
mismo, se reporta la fermentacién de pentosas y hexosas del pasto penisetum sin pretratar empleando
Saccharomyces cerevisiae NBRC2044 y E. coli KO11 logrando la produccién de 113 mg de etanol/g de
biomasa para el SSF de las hexosas y 31,4 mg de etanol/g de biomasa a partir la fermentacién de pentosas
(Yasuda et al., 2012).

La produccidon a mayor escala, incluso comercial, de etanol lignoceluldsico ya es una realidad. Actualmente
existen numerosas plantas a nivel piloto, demostrativo y comercial para la produccién de etanol de segunda
generacion, en paises como Estados Unidos, Alemania, Francia, Espana, Suiza, y Dinamarca. Algunas de
las plantas existentes como la DTU Biogasol, Inbicon DONG Energy, Sekab, Biogasol, entre otras, tienen
capacidades de produccion de etanol entre 2 -1100 t/afio para plantas piloto, entre 2840 — 50000 t/afio para
plantas demostrativas, y desde 120000 t/afio para plantas comerciales; a partir de sustratos como residuos
maderables, switchgrass, paja de trigo, bagazo de cafia, residuos del cultivo de maiz, y otros diferentes
tipos de residuos agricolas (Gnansounou, 2010).

En este articulo se presenta el efecto de diferentes condiciones del pretratamiento alcalino en la hidrdlisis
enzimatica y fermentabilidad de los pastos elefante y king grass cultivados en el oriente del departamento
de Antioquia, los cuales son materias primas alternativas que presentan un gran potencial para la
explotacién en el campo de la produccion de biocombustibles.

DESARROLLO EXPERIMENTAL
Materiales

Los pastos elefante y king grass fueron adquiridos en granjas localizadas en el oriente del departamento de
Antioquia, Colombia. Los pastos fueron secados al aire para facilitar su manipulacion y transporte, y luego
fueron sometidos a un proceso de disminuciéon de tamafio usando un molino de cuchillas para material
vegetal. El material molido obtuvo un tamano de particula menor de 3 mm y fue secado nuevamente a 60°C
hasta alcanzar un contenido de humedad inferior al 10% vy, posteriormente fue almacenado en cajas
herméticas hasta su uso.

Optimizacion deslignificacion alcalina con NaOH

Se peso 50,0 g de material, se llevo al reactor y se adiciond una solucion de soda caustica de acuerdo a la
relacién solido/liquido y tiempo establecidos en el disefio mostrado en la tabla 1. El pretratamiento alcalino
fue llevado a cabo en una autoclave para los experimentos que requerian temperaturas mayores a 100 °C, y
en reactores con agitacion mecanica para los experimentos que requerian condiciones menos drasticas de
esta variable. Completado el tiempo se enfrio hasta temperatura ambiente, para luego filtrar y separar el
material del licor negro; el sélido se lavé con agua hasta pH neutro para luego secarlo y almacenarlo en
nevera para su posterior uso. Con el fin de establecer las condiciones 6ptimas del pretratamiento alcalino
dentro de los rangos seleccionados para cada una de las variables, se evalud la fermentabilidad del material
pretratado. Las condiciones establecidas para la evaluacion del pretratamiento en los pastos elefante y king
grass fueron: temperatura entre 80 y 120°C, tiempo de residencia entre 30 y 180 minutos, relacion
solido/liquido (w/w) 1:15 a 1:20, y concentracion de NaOH entre 1% y 2% (w/w). El sélido obtenido fue
neutralizado con una soluciéon de HCI y lavado con 600 mL agua destilada. Bajo estos rangos de
condiciones de operacion, se realizd un disefio experimental tipo Draper - Lin con tres puntos centrales, que
permitiera optimizar las condiciones de pretratamiento con el fin de maximizar el rendimiento a etanol,
mostrado en la tabla 1. Los datos que se muestran en las figuras y tablas corresponden al valor promedio de
experimentos por triplicado con una desviacion estandar relativa menor del 5% en todos los casos.

Hidrdlisis Enzimatica
La hidrdlisis de los materiales pretratados se llevé a cabo usando la enzima comercial Accellerase 1500 de
Genecor, con una carga de 30FPU/g de biomasa. Para la hidrdlisis se montaron los sistemas en un shaker a

una temperatura de 50°C, 180 rpm y pH 4.8 para amortiguar cambios en acidez o alcalinidad del sistema, y
se monitoreo periddicamente para determinar la produccion de azucares reductores.

Sacarificacion y fermentacién simultanea (SSF)
La hidrdlisis y fermentacion simultdnea (SSF) se llevé a cabo usando la enzima Accellerase 1500 de

Genecor y la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red. Después de transcurridas 12
horas de hidrdlisis enzimatica a 50°C, 180 rpm y pH 4.8, se inocula una cantidad de levadura que permita
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obtener una concentracion de 2 g/L de levadura seca en el medio de fermentacion, se disminuye la
temperatura a 37°C, la agitacion a 150 rpm y se acopla una trampa de agua para el CO, liberado durante la
fermentacion. El seguimiento de la fermentacion fue realizado por pérdida de peso y la concentracion final
de etanol en la suspension fue determinada por cromatografia gaseosa acoplada a un sistema de micro
extraccion en fase sélida (SPME). La determinacion del rendimiento maximo a etanol a partir de estos
materiales se determind con base en la cantidad de celulosa contenida en el material.

Tabla 1: Disefio experimental para la optimizacién del pretratamiento alcalino de pastos elefante y king
grass.

Experimento CONDICIONES
T°C t (h) % NaOH (w/w) Relacion S/L (w/w)
1 100 2 1,5 1:17,5
2 120 1 1 1:20
3 100 2 23 1:17,5
4 66,4 2 1,5 1:17,5
5 100 2 1,5 1:17,5
6 120 3 2 1:15
7 120 3 1 1:15
8 80 3 1 1:20
9 100 3,7 1,5 1:17,5
10 100 2 1,5 1:21,7
11 100 2 1,5 1:17,5
12 100 2 0,7 1:17,5
13 100 2 1,5 1:13,3
14 120 1 2 1:20
15 100 0,3 1,5 1:17,5
16 80 3 2 1:20
17 80 1 2 1:15
18 133,6 2 1,5 1:17,5
19 80 1 1 1:15

Andlisis

Los materiales fueron caracterizados siguiendo los protocolos del National Renewable Energy Laboratory
(NREL) para la determinacién de cenizas, humedad y extractivos en biomasa (Sluiter et al., 2008a; Sluiter et
al., 2008b; Sluiter et al., 2008c). Los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina en los materiales
pretratados y sin pretratar se realizaron mediante espectroscopia UV-vis después de la hidrdlisis acida con
72% H,SO, empleando los métodos del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para azucares reductores y glucosa
oxidasa/peroxidasa de BioSystems® para determinacion de glucosa.

Los azucares reductores obtenidos durante la hidrélisis fueron determinados empleando nuevamente los
métodos del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y glucosa oxidasa/peroxidasa de BioSystems®. El seguimiento
de la fermentacion se realizé por pérdida de peso del sistema y, por estequiometria, se calculé la conversion
tedrica de los azucares obtenidos en la hidrdlisis del material en etanol; este SSF fue monitoreado por 26
horas aproximadamente. El etanol producido al final de la fermentacion fue determinado por cromatografia
de gases en un cromatégrafo Agilent 7890 con detector FID empleando una columna HP-INNOWax vy el
método de microextraccion en fase sélida (SPME) usando una fibra de poliacrilato 85-uym. Para determinar
los inhibidores como xilitol, acido succinico, acido lactico, furfural, hidroximetil furfural, acido acético y
glicerol, formados durante el proceso de pretratamiento, se tomaron muestras de las fracciones liquidas del
material pretratado, se filtraron a través de un filtro de 0.25 ym y se analizaron mediante HPLC usando una
columna Biorad Aminex HPX-87H.

RESULTADOS

Caracterizacion del material pretratado

Las fracciones liquida y sdélida del material pretratado fueron caracterizadas empleando las técnicas
mencionadas para determinacién de celulosa, hemicelulosa y lignina en biomasa, y la realizacion de los

balances de materia, al igual que para el material sin pretratar cuya composicion inicial se muestra en la
tabla 2. En la tabla 3, se presentan los resultados de la caracterizacion de la fraccion sélida del pretratado,
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asi como el porcentaje de sodlido que se recupera con respecto a la cantidad alimentada al proceso y los
porcentajes de recuperacion de celulosa y hemicelulosa, asi como también el porcentaje de remocién de
lignina, para cada uno de los experimentos planteados (tabla 1) para los pastos king grass y elefante,
respectivamente.

Tabla 2: Caracterizacion de los pastos sin pretratar.

Material % Celulosa % Hemicelulosa % Lignina % Cenizas % Extractivos otros
Pasto elefante 22,6 20,9 19,4 11,1 9,9 16,1
King grass 23,6 21,9 15,4 14,6 16,9 7,6

Tabla 3: Caracterizacion de la fraccion sélida de los pastos elefante (PE) y King grass (KG) pretratados con
NaOH.

% sélido % Remocion % Recuperacion o .,
recuperado lignina celulosa /oHRequperaC|on
Experimento emicelulosa
PE KG PE KG PE KG PE KG
1 40,4 49,1 81,5 71,6 98,1 75,4 31,4 51,7
2 48,5 45,2 79,3 74,7 98,9 81,7 60,5 98,4
3 46,9 47,5 79,9 69,1 98,3 85,6 53,1 41,9
4 40,5 40,6 78,2 70 98,1 80,7 59,6 43
5 51,7 44,8 83,9 76,4 97,5 92,8 46,6 22,6
6 49,8 48,2 77 53 98,1 82,3 28,2 55,7
7 53,6 50,7 83,6 71,2 99 82,6 81 55,8
8 50,5 50,2 77,9 85,9 97,6 73,3 70 73,4
9 48,3 51,7 781 81,4 97,5 78,5 19,7 99,5
10 48,1 36,5 78,7 76,8 96,5 84,4 31,2 58,4
11 52,1 53,5 86,9 72,3 98,2 64,5 52,3 60,5
12 53,9 44 .4 88,4 82,2 96,9 68,4 68,5 54,4
13 41,9 441 78,6 94 97,2 61,9 57,8 48,7
14 51,9 56,8 79,9 76,4 97,8 67,4 82,7 28,6
15 44,7 42,2 81,5 80 96,8 92,7 29,7 40,1
16 47,8 49,9 76,2 76 96,9 79,7 46,8 28,6
17 47,4 52,8 781 74,3 97,2 55,8 49,2 54,4
18 46,6 52,0 82,5 78,6 97,2 69,5 445 29,4
19 51,0 49,3 80,8 85,2 98,4 64,5 40,2 38,1

Bajo las diferentes condiciones de temperatura, tiempo de residencia, concentracién de NaOH y relacion
solido/liquido, empleadas para el pretratamiento de pasto elefante, pudieron obtenerse una recuperacion de
celulosa en el sélido entre 96,5% - 99%, y una remocion de lignina entre 76,2% - 88,4% con respecto al
contenido inicial en el material sin pretratar. En la tabla 3, puede verse que los efectos sobre la remocion de
lignina y recuperaciéon de hemicelulosa son muy variables para cada una de las condiciones evaluadas, lo
cual se ve reflejado principalmente en los porcentajes de recuperacion del sélido, donde se aprecian
pérdidas del material entre 40,4% y 53,9%. Asi mismo, para el pasto king grass, se observa (tabla 3) que
bajo las condiciones experimentales planteadas, entre el 36,5% - 56,8% del sdlido cargado al inicio del
pretratamiento se esta solubilizando. En comparacion con el pasto elefante, el pasto king grass exhibe un
comportamiento mas variable en cuanto a la recuperacién de celulosa, hemicelulosa, y remocion de lignina,
obteniendo recuperaciones de celulosa entre 55,8% - 92,8%, y logrando remover entre 53,0% - 94,0% del
contenido de lignina inicialmente presente en el material.

En la fraccion liquida obtenida después de cada uno de los ensayos realizados, se cuantificé la cantidad de
lignina, celulosa y hemicelulosa, como se muestra en la tabla 4. Estos resultados evidencian que bajo las
diferentes condiciones de pretratamiento evaluadas se da una hidrdlisis parcial de hemicelulosa y de
celulosa en una menor proporcion, y ademas se evidencia una alta concentracién de lignina confirmando las
altas remociones logradas bajo este pretratamiento.
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Tabla 4: Caracterizacion de la fraccion liquida de los pastos pretratados con NaOH (porcentajes calculados
con base en la fraccion de material solubilizada).

King grass Pasto elefante
Experimento % Lignina % Celulosa % Hemicelulosa % Lignina % Celulosa % Hemicelulosa
1 21,7 0,5 2,8 39,1 1 10
2 25,3 0,6 9,6 31,7 0,5 19
3 26,7 1,1 24 33,1 0,8 21,9
4 26,5 0,9 15,8 37,5 1,1 15,5
5 26,3 0,9 11,6 31,5 1,1 18,2
6 23,8 1,3 19,3 30 0,9 21
7 26,1 0,5 1,4 30,2 0,4 11,4
8 22 11 24,7 29,9 1,1 19,3
9 25,3 0,8 2,1 31,4 1,2 21,8
10 32,1 1,3 20,6 31,8 1,7 27,4
11 22,6 0,8 17,5 32,4 0,8 14
12 27,7 0,8 11,7 31,8 1,3 20,2
13 28,5 1,1 27 36,4 1,5 9,7
14 20,7 0,7 18,3 29,9 0,9 26,8
15 26,4 0,7 17,4 35,4 1,6 24,4
16 29 0,6 12,3 30,9 1,5 22,4
17 20,8 0,2 3,5 32 1,3 20,4
18 15,7 0,6 14,4 34,3 1,4 21,7
19 24 0,9 20,4 30,7 0,7 12,9

Se analizaron las muestras de licor negro obtenidas después del pretratamiento mediante HPLC para
determinar la presencia de posibles compuestos de degradacidon o inhibidores formados bajo las
condiciones de pretratamiento evaluadas, observandose la formacién de acido acético (1,62 -1,72 g/L) para
el licor proveniente del pretratamiento de king grass, y la presencia de acido férmico (0,08 -0,14 g/L), acido
acético (1,71 — 1,96 g/L) y furfural (0,003 -0,01 g/L) en el licor proveniente del pretratamiento de pasto
elefante.

Hidrdlisis enzimatica

La hidrdlisis enzimatica de los materiales pretratados fue realizada usando la enzima Accellerase 1500 de
Genecor a 50°C con una carga enzimatica de 30 FPU/g de biomasa y una carga de sélido de 11% (w/v).
Bajo las diferentes condiciones de pretratamiento evaluadas, pudo obtenerse entre 354,5 y 563,3 mg de
azucares reductores/ g de biomasa seca alimentada en la hidrélisis enzimatica del pasto elefante, como se
muestra en la figura 1. Las mayores producciones de azucares reductores, se alcanzaron bajo las
condiciones mas altas de temperatura de pretratamiento (120°C) logrando mas de un 78% de eficiencia en
la conversién de polisacéridos en azucares fermentables. De igual manera, se obtuvieron concentraciones
de azucares reductores a partir de la hidrdélisis enzimatica de king grass pretratado entre 290,0 y 504,1 mg
de azucares reductores/g de biomasa seca alimentada (figura 1). En este caso no puede establecerse una
relacion directa entre las variables experimentales y la cantidad de azucares producidos, sin embargo, la
mayor cantidad de azucares reductores, 515,6 mg de azucares reductores/g de biomasa para pasto
elefante, se obtiene bajo condiciones de 120 °C, 3 horas, 1,0 % (w/w) NaOH y una relacion soélido/liquido de
1g de material por cada 15,0 g de solucién, y para la hidrélisis de pasto king grass el mayor rendimiento a
azucares reductores 563,3 mg/g de biomasa se obtiene bajo condiciones de pretratamiento alcalino de 80
°C, 1 hora, 2,0 % (w/w) NaOH y una relacion solido/liquido de 1g de material por cada 15,0 g de solucion.

Durante la evaluacion de las diferentes condiciones de pretratamiento de estos materiales, se logré obtener
altas remociones de lignina, sin embargo no puede establecerse una correspondencia entre ésta y la
produccion de azucares reductores, lo cual puede deberse a los diferentes efectos del pretratamiento
alcalino sobre el material, ocasionando que la lignina remanente bloquee el acceso de la enzima a las
partes amorfas de la celulosa que compone las fibras del pasto, afectando asi la eficiencia de la hidrdlisis
enziméatica.
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Fig. 1: Produccion de azucares reductores totales para pasto elefante y King grass bajo las diferentes
condiciones experimentales.

Sacarificacion y fermentacién simultaneas (SSF)

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la produccién de etanol empleando el sistema SSF para los
materiales después de ser pretratados bajo diferentes condiciones de la tabla 1, son mostrados en la figura
2 para pasto elefante y pasto king grass, respectivamente. El analisis estadistico realizado a los datos
obtenidos para la fermentabilidad de pasto elefante bajo diferentes condiciones de pretratamiento (no
mostrado), indica que el factor con efecto estadistico mas significativo sobre la fermentabilidad es la
concentracion de NaOH, ademas, que el conjunto de variables experimentales y rangos evaluados explica
un 90,27% de la variabilidad en fermentabilidad.

Los resultados obtenidos, mostrados en la figura 2, exhiben concentraciones de etanol entre 10 y 26 g/L
correspondientes a rendimientos de 54,7 y 132,0 mg de etanol/lg de biomasa seca alimentada
respectivamente, para 24 horas de fermentacion; sin embargo, esta variabilidad en la concentracion de
etanol para las diferentes condiciones de pretratamiento también se puede deber a la eficiencia de la
hidrélisis enzimatica para la transformacion de celulosa en azlcares fermentables, lo cual es una
consecuencia de las condiciones del pretratamiento; y la disponibilidad que estos azucares tienen dentro de
la suspensidn de manera que puedan ser aprovechados por el microorganismo para su transformacion en el
bioalcohol. En este estudio la concentracién mas alta de etanol obtenida para pasto elefante de 26,05 g/L,
corresponde a condiciones de pretratamiento de 120°C, 2% (w/w) de NaOH, relacion solido liquido de 1:20 y
60 minutos de residencia.

Realizando el mismo analisis de los resultados obtenidos para la fermentabilidad del pasto king grass
después del proceso de pretratamiento bajo diferentes condiciones de operacién, no existe una influencia
marcada de alguna de las variables experimentales del pretratamiento que pueda correlacionarse con la
produccion de etanol obtenida con la producciéon de azucares reductores. Por lo tanto la maximizaciéon del
rendimiento hacia la produccion de este bioalcohol depende de las condiciones de las etapas previas de
hidrdlisis enzimatica, lo cual es también evidenciado del analisis estadistico realizado a los datos obtenidos
para el disefio experimental planteado (no mostrado), donde el pretratamiento so6lo explica un 79,98 % de la
variabilidad de la fermentabilidad, y no hay una correlacion significativa entre ésta con ninguno de los
factores evaluados: temperatura, concentracion de NaOH, relacién sélido liquido y tiempo de pretratamiento.

En la figura 2, se pueden observar los resultados de maxima concentracion de etanol obtenidas bajo las
diferentes condiciones de pretratamiento (tabla 1) de pasto king grass, después de 24 horas de
fermentacién. Aunque, los resultados no presentan variaciones drasticas con respecto a las condiciones de
operacion evaluadas en cada uno de los experimentos, se puede notar que con altas temperatura (120 °C) y
relacion sélido: liquido (1:20 w/w) se obtiene la maxima concentracion de etanol de 27,7 g/L correspondiente
a un rendimiento de 142,2 mg de etanol/ g de biomasa seca alimentada al proceso.
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Fig. 2: Concentracién de etanol obtenida bajo las diferentes condiciones de pretratamiento del pasto
elefante y king grass.

DISCUSION

Debido a los distintos efectos que tiene sobre la biomasa la deslignificacion alcalina con NaOH, como son: i)
hinchamiento de la biomasa, lo que conduce a un aumento del area superficial interna, ii) un cambio de la
estructura de la celulosa a una forma que es mas densa y termodinamicamente mas estable que la celulosa
original ademas de disminucion de la cristalinidad, iii) separacion de las uniones estructurales entre la
lignina y los carbohidratos, y una rotura de la estructura de la lignina, y iv) solubilizacién, redistribucion y
condensacion de la lignina (Hendriks y Zeeman, 2009; Sun y Cheng, 2002); se estudi6 el pretratamiento de
deslignificacion con NaOH con el fin de optimizar las condiciones de pretratamiento que maximizaran la
produccion de etanol a partir de estas materias primas, mediante el disefio experimental mostrado en la
tabla 1. Los resultados obtenidos en esta investigacion constituyen un gran aporte en cuanto a las materias
primas disponibles para la produccién de biocombustibles a gran escala.

Los efectos observados sobre la disminuciéon de lignina en los materiales se debe al efecto que tiene el
pretratamiento alcalino de remover o modificar la lignina, favoreciendo la accesibilidad de las enzimas y
mejorando la digestibilidad de la celulosa (Wang et al., 2008); sin embargo, la efectividad del pretratamiento
alcalino depende de las condiciones de temperatura, tiempo y concentracion de NaOH, que pueden llevar a
la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa, disminuyendo la cantidad de sdélido recuperado para las etapas
posteriores de hidrdlisis y fermentacion. De estos resultados se concluye en cuanto a la remocion de lignina
que las mejores condiciones de pretratamiento para el pasto elefante son 100°C, 2 horas, 0,7% (w/w) de
NaOH y una relacién solido a liquido de 1: 17.5 (w/w), y para el pasto king grass son 80 °C, 3 horas, 2 %
(w/w) NaOH y una relacion solido a liquido de 1:20 (w/w).

Durante el pretratamiento alcalino la lignina removida puede descomponerse llevando a la formacién de
compuestos téxicos para las enzimas y los microorganismos como acido acético y acido férmico, como fue
evidenciado por HPLC en las muestras de licor negro obtenidas del pretratamiento de los materiales. De
igual manera, durante el pretratamiento alcalino, ocurre la hidrélisis de celulosa y hemicelulosa, llevando a la
formacién de azucares monoméricos como glucosa, xilosa y arabinosa, y a la formacién de grandes
cantidades de &cido acético como producto de la hidrdlisis de los grupos acetil, ademas, la xilosa se
degrada posteriormente dando como resultado la formacion de furfural, que fue evidenciado en el licor
negro del pasto elefante pretratado a temperaturas de 120 °C y 133.6 °C. Aunque los compuestos formados
durante las reacciones de degradacion de los azucares bajo las condiciones de pretratamiento estudiadas
pueden afectar el comportamiento de la enzima y el microorganismo durante las etapas de hidrdlisis y
fermentacion, la implementacion de una etapa previa de neutralizacion del material pretratado es muy
importante a la hora de mitigar el efecto de estos compuestos inhibidores de la actividad (enzimatica y
fermentativa), y asi mejorar tanto la produccion de azucares reductores como la productividad a etanol; ya
que los diferentes estudios existentes reportados muestran que los principales agentes inhibidores son el
acido acético y el furfural cuando sus concentraciones superan los limites permitidos por la enzima o el
microorganismo. Particularmente, el furfural puede disminuir la velocidad especifica de crecimiento del
microorganismo, el rendimiento de biomasa, y el rendimiento especifico y volumétrico a etanol (Palmqvist y
Hahn, 2000a; Palmqvist et al., 1996; Palmqvist y Hahn, 2000b).
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Los resultados obtenidos en la hidrélisis de pastos elefante y king grass después de diferentes condiciones
de pretratamiento alcalino, son similares a muchos de los resultados reportados para pastos en cuanto a la
cantidad de azucares reductores producidos por gramo de biomasa alimentada al proceso. Diferentes
estudios sobre la hidrdlisis de switchgrass y pasto bermuda costero tratados bajo diferentes condiciones de
pretratamiento alcalino, reportan entre 400 y 600 mg de azucares reductores totales/ g de biomasa (Nlewem
y Thrash, 2010; Wang et al., 2012; Wang et al., 2010c; Xu y Cheng, 2011). Cabe resaltar ademas, que el
tiempo necesario para lograr una eficiente conversion de la celulosa presente en los pastos en azucares
fermentables, correspondiente a 24 horas de hidrdlisis enzimatica es mucho menor que el tiempo reportado
en muchos estudios de 72, 96 horas y hasta 168 horas de hidrdlisis (Alizadeh et al., 2005; Keshwani et al.,
2007; Koegel et al., 1997; Wang et al., 2010c).

Las variables mas influyentes del pretratamiento son la temperatura, la concentracion de NaOH vy la relacion
sélido liquido, sin embargo, cualquier combinacion de estas variables pueden dar rendimientos muy
similares en cuanto a la produccion etanol. Con los resultados obtenidos, se puede concluir que con unas
condiciones de pretratamiento de 120°C, por 1 hora con una concentracion de NaOH de 2% (w/w) y una
relacidn solido a liquido de 1: 20 (w/w), se obtienen los mas altos rendimientos a etanol correspondientes a
141,0 mg de etanol/g de biomasa y 121,2 mg de etanol/g de biomasa para king grass y pasto elefante,
respectivamente, los cuales equivalen a rendimientos maximos del tedrico de 94,7% y 95,07% como
muestra de la eficiencia en el aprovechamiento de la fraccion celuldsica para la transformacion de este tipo
de biomasa en etanol. En la literatura se reportan rendimientos de 92% y 89.2%, para materiales como
switchgrass y residuos de maiz (Faga et al., 2010; Isci et al., 2009; Wang et al., 2008), (Shao et al., 2010), y
para una especie de pasto elefante sin pretratar se han reportado un rendimiento de 44,2% con respecto al
tedrico de xilosa y glucosa (Yasuda et al., 2012). Los rendimientos obtenidos para los pastos elefante y king
grass pretratados mediante deslignificacion alcalina con NaOH en este estudio, son comparables con los
resultados reportados, ademas de obtener deslignificaciones hasta de 94,0% en el caso del pasto king
grass.

Por otra parte, los efectos tan variables y diferentes obtenidos en cuanto al efecto de las variables de
pretratamiento evaluadas sobre la fermentabilidad de los pastos, se debe principalmente a la composicion
de estos materiales, por lo cual requieren condiciones diferentes de pretratamiento, e hidrdlisis para poder
hacer un aprovechamiento eficiente de las fracciones de interés y hacer que el proceso de produccion de
etanol a partir de estas materias primas sea viable desde el punto de vista técnico, econdmico y ambiental.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones evaluadas durante la optimizacién de la deslignificacion alcalina con NaOH para estos
materiales, se pudo observar una alta remocion de lignina, 88,4% y 94,0% para pasto elefante y pasto king
grass respectivamente. En la hidrélisis enzimatica se obtuvieron maximos de concentracion de azucares
reductores de 515,6 mg/g de biomasa, para pasto elefante y 444,4 mg/ g de biomasa, para pasto king grass.
Aunque pudieron lograrse altas remociones de lignina, lo cual es un factor importante para favorecer la
hidrélisis enzimatica de los materiales, no puede establecerse una relaciéon directa entre los resultados
obtenidos y las condiciones evaluadas, esto debido al grado de severidad del pretratamiento que puede
lograr efectos diferentes sobre la estructura de los materiales. En este estudio se obtuvieron durante el SSF
de los pastos elefante y king grass, concentraciones de etanol de 26,05 g/L y 27,71 g/L, en 24 horas de
fermentacion, lo cual corresponde a un rendimiento maximo teérico de 94,7% y 95,07%, respectivamente,
con relacion a la celulosa contenida en el material pretratado. Por otra parte, la formacién de inhibidores
como acido aceético, acido férmico y furfural no afecta negativamente la hidrodlisis y fermentacion de los
sustratos, debido que en la etapa previa de destoxificacion por neutralizacién y lavado del material
pretratado, pudo haberse logrado una alta remocién de estos compuestos de la fraccion sélida, logrando asi
un alto desempenio de la enzima y el microorganismo empleados. De acuerdo a los resultados obtenidos en
este estudio, los pastos elefante y king grass se presentan como materias primas potenciales para la
transformacion de la fraccion celuldsica de este tipo de biomasa en etanol.
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