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Resumen

Evaluar la produccion de etanol a partir de cultivos lignoceluldsicos, especificamente pastos de rapido crecimiento en la
region, constituye una alternativa a la demanda de biocombustibles. En la presente investigacion se seleccioné el pasto
Maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum) utilizando el pretratamiento con acido sulfdrico diluido a di-
ferentes temperaturas (110, 130, 150, 170 y 190 °C) y concentraciones de acido (0.8, 1.2 y 2.0% (p/p)), seguido de un
proceso de hidrolisis enzimatica utilizando celulasas y celobiosas comerciales y un proceso de hidrdlisis y fermentacion
simultanea. La maxima produccién de etanol obtenido fue 117 mg etanol/ g biomasa pretratada a 190 °Cy 1,2 %(p/p) de
dcido sulfurico. El liquido hidrolizado fue caracterizado calculando el porcentaje de glucosa, xilosa y lignina solubilizadas y

degradadas durante el pretratamiento.
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Abstract

The goliath grass (Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum) was pretreated with different sulfuric acid concentrations
(0.8, 1.2 y 2.0% (w/w)) from low to high temperatures (110, 130, 150, 170 y 190 °C) followed by enzymatic hydrolysis and

SSF of remaining solids. The maximum yield was 117 mg of ethanol/g biomass to 190 °C and 1.2 % (w/w) of sulfuric acid.

Key words: lignocellulosic ethanol, hemicellulose, cellulose.

Recibido: mayo 5 de 2011 Aprobado: junio 29 de 2012

* %

* %K

* KKK

Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental, Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotd. Imateusf@gmail.com
Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota. ohernandezf@unal.edu.co

Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental, Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotd. mevelasquezl@gmail.com
Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotd. jddiazv@unal.edu.co

146

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIV No. 1 Julio 2012 146-156



Introduccién

La produccién de etanol a partir de biomasa lignoce-
lul6sica ha sido ampliamente investigada, utilizando
diversas fuentes de biomasa, tales como desechos
agricolas, cultivos sin aplicaciones alimenticias, papel
reciclado y residuos sélidos urbanos, entre otros. La
habilidad de convertir los carbohidratos de los materia-
les lignocelulésicos con una relacion costo - beneficio
comercialmente factible, es el reto tecnolégico de la
actualidad. (Lau y Dale, 2009).

Las biomasas lignocelulésicas estan constituidas por
extraibles como ceras y lipidos; carbohidratos, como
el almidon, la celulosa y hemicelulosa; lignina y mine-
rales (Dien, 2009). La produccién de etanol se realiza
en cuatro etapas: primero, un pretratamiento que al-
tere la estructura y composicion de la biomasa, segui-
do de la hidrdlisis, que fracciona los carbohidratos en
monosacaridos, y la posterior fermentacion de estos
carbohidratos en etanol y concentracién del mismo
por destilacion (Mosier et al., 2005).

El objetivo del pretratamiento es alterar la estructura
de la biomasa lignocelulésica para mejorar la accesi-
bilidad de la celulosa a las enzimas que convierten los
carbohidratos estructurales en monosacéridos fermen-
tables. El éxito del pretratamiento se mide en funcién
de la degradacion total 6 parcial de la lignina y la he-
micelulosa como un indicador de la disociacion de la
matriz celulosa-lignina, la disminucién de la cristalini-
dad y el aumento de la porosidad de la celulosa. El
pretratamiento es considerado como una etapa con
un impacto significativo en la factibilidad comercial del
proceso, lo que justifica la necesidad de explorar y ba-
lancear las ventajas con los costos del procedimiento
(Sun y Cheng, 2002; Mosier et al.., 2005; Dien, 2007).

Los pretratamientos se pueden clasificar en biolégicos,
quimicos vy fisicos. Los biolégicos ofrecen ventajas im-
portantes como el bajo consumo energético debido
a la utilizacion de hongos que degradan la lignina y la
hemicelulosa, pero son procesos que requieren mas
tiempo que los pretratamientos quimicos vy fisicos. Entre
tanto, los pretratamientos fisicos, estan basados en la re-
duccién del tamafo de la biomasa, logrando bajos ren-
dimientos a costos elevados. Los pretratamientos con
adicion de solventes quimicos son los mas efectivos; sin
embargo, no todos los pretratamientos quimicos pre-
sentan un balance adecuado entre las ventajas ofreci-
das y el costo de operacion (Yang y Wyman, 2008).

El pretratamiento con acido sulfrico diluido ha sido
ampliamente estudiado y el National Renewable Energy
Laboratory (NREL) de los Estados Unidos, es la entidad
que ha desarrollado los mayores avances tecnolégicos,

encontrando ventajas como la recuperacion del 80 al
90 % de los monosacaridos provenientes de la hemi-
celulosa. Aunque pequeinos porcentajes de lignina se
disuelven durante el proceso, algunos estudios sefalan
el aumento significativo del porcentaje de celulosa hi-
drolizada. Entre las desventajas asociadas a este pretra-
tamiento estan la accion corrosiva del acido sobre los
equipos empleados en el procedimiento y la degrada-
cion de los carbohidratos hidrolizados a compuestos
derivados del furano, como el furfural proveniente de
la hidrdlisis de las pentosas y el 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF) por hidrélisis de las hexosas, como se muestra en
la figura 1, donde se esquematiza la formacion de com-
puestos que inhiben la fermentacién provenientes de
la degradacién de los componentes principales de las
biomasa lignoceluldsicas (Palmqvist y Hagerdal, 2000;
Yang y Wyman, 2008).

Las investigaciones de la aplicacion del pretratamiento
con acido sulfdrico diluido se han realizado sobre dife-
rentes biomasas herbaceas como el pasto Switchgrass
(Esteghlalian et al., 1997; Dien et al., 2006; Yat et al.,
2008; Yang y Wyman, 2008; Morinelly et al., 2009),
el pasto Silvergrass (Guo et al., 2008) y residuos agri-
colas de maiz (Schell et al., 2003; Weiss et al., 2010)
entre otros, utilizando condiciones de reaccion muy
similares, con temperaturas mayores a 120 °C y solu-
ciones de acido sulfdrico entre el 0.5 y el 3.0 % (p/p).

El pasto maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum
purpureum) es un pasto tropical con alta productivi-
dad en numerosos paises de Latinoamérica (Colombia,
Brasil, Venezuela, entre otros) debido a su potencial
como forraje para rumiantes (Clavero, 2009). Este
pasto se caracteriza por presentarse como tallos cilin-
dricos de 3,5 m de altura con una produccién de 60
a 80 ton materia seca/ha-afo. Entre sus fortalezas se
encuentra el alto rendimiento de materia seca, la tole-
rancia a las sequias y a suelos acidos (Marmol, 2006).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el pretrata-
miento con acido sulfirico diluido del pasto maralfalfa
(Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum) consi-
derando diversas temperaturas y concentraciones de
acido. Cuantificando luego el contenido de celulosa y
hemicelulosa en el material pretratado, y el porcentaje
de glucosa y xilosa obtenidos en la hidrélisis enzimati-
ca de los mismos.

Materiales y métodos

Preparacién de la biomasa

El pasto maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum
purpureum) fue cortado transversalmente en trozos de
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Figura 1. Modelo de formacién de compuestos inhibidores de la fermentacién (tomado de Palmqvist y Hagerdal, 2000; Domin-

guez 2003)

5 cm y posteriormente molido en un molino de cuchi-
llas hasta un tamano de 1T mm. Se almacend en bolsas
plasticas herméticamente cerradas.

Caracterizacion de la biomasa

La biomasa fue caracterizada segtin la metodologia pu-
blicada por el National Renewable Energy Laboratoy
(NREL), determinando el contenido de sélidos totales,
cenizas, extractos, lignina soluble en acido sulfdrico,
lignina Klason y carbohidratos estructurales (Sluiter et
al., 2008a), (Sluiter et al., 2008b) (Sluiter et al., 2008c).
Este procedimiento se realizé por duplicado.

Pretratamiento con dcido sulfiirico

El pretratamiento se realizé en el Laboratorio de Inves-
tigacion en Combustibles y Energia (LICE) adscrito al
Departamento de Quimica de la Universidad Nacional
de Colombia, en un reactor Parr con capacidad de 1
L, presion maxima de 2000 psi, calentado con resis-
tencia eléctrica, controlando la temperatura de opera-
cién con un controlador marca Temp Variac que tiene
una temperatura de operacion maxima de 350°C. El
reactor fue cargado con 15 g de biomasa protegidos
dentro de una canasta de acero inoxidable fabricada
en malla N2 60, la cual se colocé dentro del reactor
con 90 a 100 ml de la solucién de acido sulfdrico a
la concentracién requerida (0.8, 1.2 y 2.0 % (p/p)),

manteniendo constante la proporcion de sélidos en
el reactor en 15 % (p/p) y el tiempo de reaccién en
60 min para todos los ensayos. Los soélidos pretratados
fueron lavados con agua desionizada y secados a 50
°C durante 12 h.

Aundlisis de productos de reaccion

Los solidos pretratados son caracterizados con la
metodologia NREL. Mientras que la fraccion liquida
obtenida del pretratamiento, fue analizada con cro-
matografia liquida de alta eficiencia-HPLC, cuantifican-
do el contenido de carbohidratos con una columna
Biorad Aminex® HPX-87H (7,8 x 300 mm), emplean-
do como fase mévil una solucion de acido sulfirico
5 mM a flujo de 0,6 mL/min y una temperatura de 60
°C en el horno. También se realiz6 el andlisis de los
carbohidratos degradados y la lignina hidrolizada du-
rante el pretratamiento, utilizando una columna Chro-
molite® RP C-18 (4,6 x 100 mm), con una solucién
de agua, metanol y acido acético al 1% (89-7 - 4 %
(v/v)) como fase movil, 30 °C de temperatura en el
horno y un detector de arreglo de diodos. Los analitos
de interés fueron furfural, 5-HMF, acido hidroxibenzoi-
co, 4-hidroxibenzaldehido, acido vainillinico, vanillina,
acido siringico, acido p-cumarico, siringaldehido y aci-
do ferdlico. Cada procedimiento analitico se realizé
por duplicado.
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Hidrdlisis enzimdtica

Los solidos pretratados con acido sulfidrico diluido fue-
ron hidrolizados utilizando una combinacién de enzi-
mas comerciales de celulasa de Trichoderma resei con
una actividad de 30 UPF/g celulosa y R-glucosidasa de
Aspergillus niger con una actividad de 400 Ul/g celu-
losa. La hidrdlisis enzimatica se realiz6 en el Centro
Nacional de Investigacion en Utilizaciones Agricolas
del Departamento de Agricultura de Estados Unidos
en Peoria, IL. La biomasa pretratada fue diluida en 30
mL de agua desionizada y una solucién amortiguadora
de citrato 1 M para mantener el pH en 4.8. Adicional-
mente, se agregaron 0.3 mL de timol (con una concen-
tracion de 50 g/l en 70% (v/v) de etanol) como agente
bactericida y la mezcla de enzimas. El procedimiento
se realizé a 50 °C y 100 rpm durante 72 h. La hidroli-
sis enzimatica de cada pasto pretratado se realizo por
duplicado.

Hidrdlisis y fermentacion simultdnea

El pasto maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum
purpureum) pretratado con acido sulfdrico con mayor
porcentaje de glucosa y xilosa hidrolizados, fue so-
metido a un procedimiento de hidrélisis y fermenta-
cién simultanea para evaluar la produccién de etanol.
Este procedimiento se realizé en un proceso batch,
conservando las mismas condiciones de la hidrolisis
enzimatica adicionando la levadura Saccharomyces ce-
revisiae D5A en YPD a 35 °C y 100 rpm, durante 72 h.
La hidrdlisis y fermentacion simultanea se realizé por
duplicado.

Resultados y discusién

Composicion del pasto

La caracterizacion del pasto maralfalfa (Pennisetum
glaucum x Pennisetum purpureum) (Tabla 1) revela
que los componentes principales son la celulosa y
la hemicelulosa, sumando el 56.33 % de la biomasa
seca, mientras que la lignina representa el 16.18 %.
El contenido de celulosa y lignina estan en el rango
de valores reportados para los pastos, correspondiente
del 25 al 40 % de celulosa y del 10 al 15 % de ligni-
na; mientras que el contenido de hemicelulosa es mas
bajo que el 35 al 50 % reportado (Sun y Cheng, 2002).
La hemicelulosa estd compuesta principalmente por
xilosa (87,41 %), galactosa (2,98 %) y arabinosa (9,60
%). El maximo potencial de recuperacién de glucosa'y
xilosa es 0,375 gy 0,232 g, respectivamente, por g de
pasto maralfalfa seco, es decir, un total de 0,607 g de
carbohidratos por g de biomasa seca.

El bajo contenido de lignina de la biomasa y la baja
solubilidad de esta en acido, permite inferir que en
el pretratamiento con 4acido sulfdrico no se presenta-
ra una alta produccion de inhibidores fenélicos en la
fraccion liquida hidrolizada.

Todos los monosacaridos son susceptibles de con-
vertirse en etanol, dependiendo de los microorganis-
mos utilizados en la fermentacién. De acuerdo con
el software del NREL (http://www1.eere.energy.gov/
biomass/ethanol_yield_calculator.html), que usa la
fraccion en peso seco de azlcares poliméricos para
calcular el rendimiento tedrico de etanol, se obtiene
un rendimiento de 66,2 y 44,0 gal/ton a partir de las
hexosas y pentosas, respectivamente, para un total de
110,2 gal/ton de biomasa seca. El rendimiento teérico
de etanol a partir de pasto maralfalfa es ligeramente
menor al calculado para el maiz (124,4 gal/ton) y ba-
gazo de cana (111,5 gal/ton), lo cual es especialmente
importante considerando el rendimiento vy la flexibili-
dad de las condiciones de cultivo de la especie.

Tabla 1. Composicién del pasto maralfalfa (Pennisetum
glaucum x Pennisetum purpureum)’

Componente Porcentaje
Sélidos totales 96,53
Carbohidratos 56,33
Celulosa proveniente de la glucosa 33,79 +0,52

Hemicelulosa 22,54
Xilosa 22,39 £ 0,05
Galactosa 0,77 £0,07
Arabinosa 2,46 £ 0,02
Manosa n.d
Lignina total 16,18

Lignina soluble 0,13 £ 0,00

Lignina insoluble 16,04 £ 0,30
Extractos 10,77
Material mineral como cenizas 2,46 £ 0,01
Otros 10,79

n.d: no detectada
' Composicién en porcentaje de base seca de biomasa.

Pretratamiento con dcido sulfiirico

La caracterizacion de los pastos pretratados con aci-
do sulfdrico mostrado en la tabla 2, demuestra que
el pretratamiento aplicado hidroliza principalmente la
hemicelulosa, disminuyendo su composicion desde
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22.54 % en la biomasa sin pretratar hasta su totalidad,
en la reaccion llevada a cabo a 190°C y 2.0 % (p/p),
logrando con estas condiciones de operaciéon el maxi-
mo porcentaje de celulosa en el material pretratado,
correspondiente a 56.53 % (p/p).

El aumento de la fraccion porcentual de celulosa en
el material pretratado, se explica debido a la degra-
dacion de la hemicelulosa, porque al disminuir el por-
centaje de esta, el producto sélido se enriquecié en
los componentes menos hidrolizados durante el pre-
tratamiento, celulosa y lignina, lo cual favorece un pro-
ceso selectivo de hidrdlisis con celulasas, dirigida a la
produccion de glucosa, para su posterior fermentacion
con Saccharomyces cerevisiae.

La disminucion del contenido de hemicelulosa en los
solidos pretratados, es uno de los indicadores mas im-
portantes de la efectividad del pretratamiento, debido

a que refleja la desaparicion de enlaces entre la lignina
y la celulosa, sugiriendo el aumento de la porosidad
del material lignocelulésico y la digestibilidad enzima-
tica en la hidrdlisis (McMillan, 1994).

En el producto liquido se encuentra la hemicelulosa
solubilizada durante el pretratamiento, correspon-
diente tedricamente a la suma de la xilosa, oligosaca-
ridos de xilosa y furfural (ecuacién 1), mientras que la
celulosa hidrolizada corresponde a la suma de la glu-
cosa, oligosacaridos de glucosa y 5-HMF (ecuacién
2) (Dien, 2007). En esta investigacion no se cuanti-
ficaron los oligosacaridos de xilosa y glucosa, por lo
tanto el andlisis se realiza para los monosacaridos y
productos de degradacion. Los resultados se presen-
tan en la figura 2.

Hemicelulosa hidrolizada — (1)
xilosa + oligosazaridos de xilosa + furfural

Tabla 2. Composicién del pasto maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum) pretratado con &cido sulfirico

[H2SO4] | Temperatura de reaccion | Solidos recuperados Celulosa Hemicelulosa
(% p/p) (°0) (%) % (p/p)'
Sin pretratar 100 33,79+ 1,26 22,54 +£0,39
110 65,50 37,96 + 0,93 18,25 + 1,41
130 61,65 34,80 + 1,30 15,85 £ 0,82
0,8 150 58,38 41,95+ 1,57 7,20+ 0,56
170 54,93 44,28 + 2,02 3,34 +0,37
190 51,94 51,43 + 2,73 1,53 0,10
110 63,76 31,99 +0,88 18,23 £ 0,81
130 59,73 34,35 0,54 8,65+ 1,23
1,2 150 58,10 35,97 + 1,58 11,79 £ 1,50
170 54,36 40,59 + 1,83 3,12 £0,47
190 51,77 39,68 + 2,27 1,85+ 0,26
110 57,32 41,57 + 0,84 13,24 0,11
130 56,25 27,03 £1,20 7,25+0,13
2,0 150 52,42 43,93 +1,67 3,72 £0,30
170 51,35 44,20 £2,13 2,68 0,21
190 47,36 56,53 * 3,30 0,00 £ 0,02

" Composicién en base seca
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Celulosa hidrolizada — Glucosa + (2)
oligosacaridos de glucosa + HMF

En lo concerniente al contenido de carbohidratos, glu-
cosa, xilosa y arabinosa, en el producto liquido de la
reaccion, estos alcanzan su maxima concentracion a
los 150°C para las reacciones realizadas a 0.8 y 1.2 %
y 130°C para la realizada al 2.0 %. La degradacion de
los carbohidratos se potencializa con el aumento de
la temperatura y concentracion de acido, hallando el
maximo contenido de furfural y 5-HMF a 190°C y 2.0
% (p/p). El porcentaje de degradacion de la xilosa y
glucosa es de 2.18 y 1.00 %, respectivamente.

Igualmente, se observa que la lignina aumenta su por-
centaje de hidrdlisis con respecto a la temperatura y
concentracion de acido en el pretratamiento, obte-
niendo el 0.30 %, correspondiente a 36.30 % de la
lignina soluble de la biomasa sin pretratar.

La sumatoria del porcentaje de xilosa, arabinosa y car-
bohidratos degradados a furfural, no corresponde al
total de la hemicelulosa hidrolizada calculada con la
ecuacion 1, lo que se puede explicar a la luz de dos
posibles situaciones, la primera es la presencia de altas
concentraciones de oligosacéridos de xilosa - arabino-
sa y la segunda es la degradacion del furfural a 4cido
férmico.

Acudiendo al estudio de la cinética de hidrdlisis de la
hemicelulosa del Switchgrass (Canettieri et al., 2007;
Morinelly et al., 2009), se sabe que a concentracio-
nes bajas de acido sulfdrico (0.25 - 0.75 % (p/p)) vy
temperatura de 150°C, se produce del 33 al 60 % de
oligosacaridos de xilosa y que la degradacion de xilosa
a furfural no supera el 15 %, con respecto al conte-
nido inicial. Por lo anterior, es posible que la primera
situacion, alta concentracion de oligosacaridos en el
producto liquido de la reaccion, sea la mas probable.
Esta hipétesis es respaldada con el hecho de observar
contaminacion con hongos en el producto liquido de
las reacciones de estudio preliminar, que se realizaron
a las mismas condiciones de temperatura y concentra-
cion de acido y mayores tiempos de reaccion.

La suma del porcentaje de glucosa y glucosa degrada-
da a 5-HMF no supera el 2.04 %, pero al igual que en
la hidrdlisis de la hemicelulosa, se sospecha la presen-
cia de oligosacaridos de glucosa en el producto liqui-
do de la reaccion.

La maxima produccién de carbohidratos glucosa y xi-
losa en el hidrolizado no se puede lograr simultinea-
mente, porque la maxima produccién de glucosa se
presenta a temperaturas mayores que la de xilosa. Para
este estudio la maxima produccion de glucosa se pre-

senta en las reacciones realizadas a 150°C, mientras
que la maxima produccién de xilosa se presenta en
los pretratamientos realizados a 130°C. Este resultado
es similar en la investigacion reportada por Dien et al.
(2005), Dien et al. (2006) y Marzialetti et al. (2008).

El estudio del modelo cinético de la hidrdlisis de la xi-
losa durante el pretratamiento con acido sulfdrico di-
luido en biomasas herbaceas (Esteghlalian et al., 1997),
indica que el pretratamiento realizado a 180°Cy 0.9 %
(p/p) de acido sulfdrico, logra el 90 % de hidrdlisis de
la xilosa presente en el material vegetal sin pretratar.
Este resultado se diferencia principalmente del obte-
nido en el presente estudio, en la concentracién de
acido sulfdrico empleada en el pretratamiento, lo cual
puede estar relacionado con la capacidad de neutrali-
zacion caracteristica de la biomasa (Torget et al., 1990;
Dien et al., 2005)

Considerando que los porcentajes de 5-HMF y furfural
presentados en la figura 2 b) y d), son inferiores a los
reportados en algunas publicaciones (Guo et al., 2008;
Marzialetti et al., 2008) que estudian el pretratamiento
con acido sulfdrico diluido sobre biomasas herbaceas
y, adicionalmente se obtiene un bajo porcentaje de
compuestos fendlicos presentes en el producto liqui-
do del pretratamiento, es posible generar la hipotesis
de la utilizacién del hidrolizado o producto liquido del
pretratamiento, en la produccion de carbohidratos ce-
lul6sicos y no celuldsicos a través de hidrélisis enzima-
tica (Chang y Holtzapple, 2000; Dominguez, 2003).

Hidrdlisis enzimdtica

Comparando los porcentajes de glucosa y xilosa hidro-
lizados del pasto pretratado mostrados en la figura 3,
se observa la importancia de la temperatura a la cual
se realiz6 el pretratamiento, indicando que es una va-
riable altamente influyente en el porcentaje de glucosa
hidrolizada. Para cualquier concentracion de acido sul-
furico, el porcentaje mas bajo de hidrdlisis se obtiene

a la menor temperatura de pretratamiento, para este
estudio 110°C.

La hidrélisis enzimatica del pasto sin pretratar produjo
el 12.90 % de glucosa y el 18.94 % de la xilosa presen-
te en el pasto, equivalente a 0.044 g de glucosay 0.043
g de xilosa por g de pasto maralfalfa. Mientras que los
pastos pretratados con acido sulfdrico, previamente a
la hidrdlisis enzimatica, reportaron rendimientos de hi-
drolisis de glucosa y xilosa mayores. Los rendimientos
mas bajos corresponde al pasto pretratado a la menor
temperatura y concentraciéon de acido (110°Cy 0.8 %
(p/p)), logrando el 16.07 y 32.83 % de glucosa y xilosa
hidrolizada, respectivamente.
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Figura 2. Porcentaje de componentes hidrolizados y degradados durante el pretratamiento con &cido sulfirico.
' Lalignina es la sumatoria de acido hidroxibenzico, 4-hidroxibenzaldehido, acido vainillinico, vanillina, 4cido siringico, acido

p-cumdrico, siringaldehido y dcido ferdlico
2

El pasto pretratado a 190°Cy 1.2 % (p/p) fue el de ma-
yor rendimiento, dando lugar a la hidrélisis del 62.34%
de glucosa y 61.09 % de xilosa presentes en el ma-
terial pretratado, equivalente a 0.128 g de glucosa y
0.006 g de xilosa por g de pasto maralfafa.

Los resultados obtenidos demuestran la importancia
del pretratamiento para aumentar la hidrélisis de glu-
cosa a partir del pasto maralfalfa, logrando incremen-
tar la hidrolisis de glucosa 2.9 veces, con respecto al
pasto sin pretratar.

Porcentajes con respecto al contenido de glucosa, xilosa y lignina presentes en la biomasa sin pretratar.

El maximo porcentaje de glucosa hidrolizada del pasto
maralfalfa, es inferior al resultado reportado por Dien
et al. (2006), quienes investigaron el efecto del pre-
tratamiento con &acido sulfdrico diluido y la hidrdlisis
utilizando la misma combinacién de enzimas, sobre
otras especies de pastos, tales como el Switchgrass y
el Reed canarygrass, obteniendo 83.8 % y 75.4 % de
recuperacién de glucosa, respectivamente.

Segun lo reportado en la literatura, el contenido de
lignina insoluble en acido, puede ser utilizado en la
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Figura 3. Porcentaje de glucosa hidrolizada de pastos maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum) pretratados con

4cido sulfurico.
)

prediccion del porcentaje de carbohidratos estructu-
rales en el material pretratado, con un coeficiente de
correlacion superior al 80%. También, que el procesa-
miento de pastos menos maduros es mas eficiente en
la hidrolisis de glucosa (Torget et al., 1990; Dien et al.,
2006).

Porcentaje expresado en g de carbohidratos/g pasto maralfalfa pretratado

Hidrdlisis y fermentacion simultdnea

La concentracion de celulosa por accion del pretrata-
miento con acido sulfdrico en pasto pretratado favo-
rece la produccién de etanol, logrando el 60.7 % del
rendimiento tedrico esperado, lo que indica una pro-
duccién de 0.117 g de etanol por g de pasto pretratado.

154

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIV No. 1 Julio 2012 146-156



El efecto de pretratamiento con acido sulfdrico sobre
el pasto maralfalfa se evidencio en la diferencia entre
la producciéon de etanol en un proceso de hidrélisis y
fermentacion del pasto sin pretratar y pretratado. En el
proceso de hidrdlisis y fermentacion del pasto sin pre-
tratar se obtuvo un rendimiento de 0.002 g de etanol
por g de pasto, lo cual es 58.5 veces menos que con
el pasto pretratado a 190°C y 1.2 % (p/p) de acido
sulfdrico.

Conclusiones

El pasto maralfalfa (Pennisetum glaucum x Pennise-
tum purpureum) contiene 0.375 g de glucosay 0.232
g de xilosa, por g de materia seca, es decir, un total
de 0.607 g de carbohidratos por g de biomasa seca.
Las mejores condiciones de operacién para realizar
el pretratamiento son 190°C y 1.2 % (p/p) de acido
sulfdrico, con las cuales se obtiene sélidos con 39.68
% de celulosa y 1.85 % de hemicelulosa, el cual al
ser hidrolizado con Trichoderma resei y Aspergillus ni-
ger produce 0.128 g de glucosa y 0.006 g de xilosa
por g de pasto maralfalfa. El proceso de hidrélisis y
fermentacion simultanea del pasto pretratado a estas
condiciones produce 0.117 g de etanol por g de pasto
pretratado.

Los pretratamientos realizados a temperaturas in-
termedias, entre 130 y 150°C, producen el mayor
porcentaje de monosacaridos hidrolizados en la
fraccion liquida obtenida, predominando la xilosa -
arabinosa. En tanto que en los pretratamientos reali-
zados a altas temperaturas se presenta la formacién
de componentes inhibitorios de la fermentacion,
logrando la degradaciéon del 2.89 % de la xilosa -
arabinosa a furfural y la degradacién del 1.00 % de
la glucosa a 5 - HMF. El porcentaje de lignina degra-
dada corresponde al 0.30 %.
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