Obtencion de azucares fermentables a partir
de pasto elefante (Pennisetum purpureum)

Production of fermentable sugar from elephant grass (Pennisetum purpureum).
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Resumen

En el presente articulo se muestran, los resultados de la obtencién de azticares
fermentables utilizando como materia prima pasto elefante (Pennisetum purpureumn).
Se evaluo el efecto de la concentracién del dcido acético (CH,COOH) y el clorito de
sodio (NaClO,) sobre la eliminacién del complejo lignina hemicelulosa. Se realiz6
una comparacién del método utilizando pretratamientos basicos con hidréxido de
sodio (NaOH) y peréxido de hidrégeno (H,0,). La etapa de sacarificacién se cumpli6
utilizando el método de hidrélisis enzimatica y con el uso de celulasa y p-glucosidasa.
Los resultados muestran que empleando el pretratamiento con CH,COOH y
NaClO, presenta un porcentaje de sacarificacion del 80,87% en comparacién con el
pretratamiento con NaOH con un porcentaje de 56,82% y del peréxido de hidrégeno
con un porcentaje de 44,75%.
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Abstract

The present study shows the results of obtaining fermentable sugars using
elephant grass (Pennisetum purpureum) feedstock. The concentration effect of acetic
acid (CH,COOH) and sodium chlorite (NaClO,) was assessed on the removal of
lignin hemicellulose complex. A comparison was made about method, using basic
pretreatment with sodium hydroxide (NaOH) and hydrogen peroxide (H,O,). The
Saccharification step is carried out by enzymatic hydrolysis method that is performed
using cellulase and B-glucosidase. The results show in the case of pretreatment with
NaClO, and CH,COOH a percentage of saccharification of 80.87% compared to NaOH
pretreatment with a percentage 56.82% and hydrogen peroxide with a percentage of
44.75%.

Key words: Lignin, pretreatment, enzymatic hydrolysis, elephant grass, ethanol.
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Introduccién

El petréleo y sus subproductos son considerados
actualmente como uno de los mayores contaminantes a
nivel mundial. La produccién y utilizacién de combustibles
fésiles generan grandes cantidades de diéxido de carbono;
éstos a su vez, son emitidos a la atmdsfera y son la causa
del cambio climatico y el calentamiento global. Por tanto, es
necesario investigar alternativas encaminadas a la obtencién
de biocombustibles como compromiso al cumplimiento
de la ley 693 del 2001 “por el cual se dictan normas sobre
el uso de alcoholes carburantes, se crean estimulos para
su produccién, comercializacién y consumo”, (Secretaria
General de la Alcaldia Mayor de Bogota D.C, 2001). Existen
actualmente tecnologfas que integran un sistema para la
produccion de etanol; sin embargo uno de los problemas
de la produccién de etanol de primera generacion esta
enfocado en la seguridad alimentaria (FAQO, 2012), lo que
ha generado una gran controversia frente al riesgo que se
origina entre la produccién de etanol y la alimentacién; por
lo cual, actualmente, se buscan alternativas para obtener
biocombustibles de segunda generacion, ya que Colombia
presenta un gran potencial en cuanto a disponibilidad y
variedad de recursos naturales, como son los materiales
lignoceluldsicos. En general, los materiales lignoceluldsicos
son resistentes para la bioconversién a etanol debido a la
presencia del complejo lignina, Por tanto se requiere un
pretratamiento para incrementar su digestibilidad y hacer
la celulosa mds accesible para la obtencién de aztcares
simples. De la combinacién de hemicelulosa y lignina resulta
una compleja estructura alrededor de la celulosa, que debe
ser removida o modificada para una eficiente hidrélisis de
celulosa. Para esto se utilizan pretratamientos acuosos acidos
o basicos (Singh et al., 2014).

En este trabajo se emplea como materia prima la especie
Pennitesum purpureuni, cuyas ventajas con otros materiales
lignocélulosicos consiste en que es una especie que
muestra adaptacion en diversos tipos de suelos. Ademas,
su estructura estd compuesta fundamentalmente por
celulosa cubierta por una red de lignina y hemicelulosa, alto
contenido de biomasa las dimensiones del tallo alcanzan de
1,5a2,0 cm de didmetro y puede hasta llegar a 3 metros de
altura (Basso et al., 2014).

En esta investigacién se propuso el método de
deslignificacion  con clorito de sodio en medio dcido
(CH,COOH), ya que presenta ventajas frente a acidos
inorgénicos pues su recuperacion es mas sencilla, tiene bajo
costo y puede ser obtenido por procesos biotecnolégicos.
El clorito de sodio a su vez, degrada la lignina a productos
solubles; es importante mencionar que este reactivo es muy
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severo, con lo que ocurre cierto grado de degradacién de Is
cadenas de celulosa. Se realiz, ademds, una comparacion
de efectividad del pretratamiento utilizando Hidréxido de
sodio y peréxido de Hidrégeno en condiciones reguladas
de concentracién y temperatura.

Materiales y métodos
Materiales

El pasto elefante (Pennisetum purpureum) se obtuvo en
el municipio de Guacari, Valle del Cauca, en la hacienda
El Edén, a orillas del rio Guabas. Luego del proceso de
recoleccion, el material fue transportado al laboratorio para
su respectiva adecuacién y procesamiento.

Adecuacion de la materia prima

Inicialmente, el pasto elefante fue lavado con agua a
temperatura ambiente, filtrado y secado a 60°C hasta su peso
constante para la remocién de impurezas. Posteriormente,
se llevé a cabo la reduccién del tamafio de particula con un
molino de cuchillas, hasta obtener un tamafio de particula
de 53 pm.

Pretratamiento dcido acético/clorito de sodio

Para los ensayos de pretratamiento CH,COOH vy
NaClO, se utiliz6 un disefio factorial 2° con dos replicas, los
factores considerados son: concentracién de dcido acético
(CH,COOH) 3M y 6M, concentracién de clorito de sodio
(NaClO,) 2,0% y temperatura. El pasto fue tratado con
soluciones de  CH,COOH/NaClO, en proporcién 1:1; se
trabajé una relacién sélido - liquido 1:15, el pretratamiento
por 4 horas, en autoclave de acuerdo con la metodologia
propuesta por Siqueira (Siqueira et al., 2012).

Las muestras tratadas se filtraron y lavaron con agua
destilada hasta pH neutro, se secaron a 50°C hasta peso
constante; el material resultante se almacend en bolsas
plasticas herméticas en un desecador. En la Tabla 1 se
muestran los ensayos realizados.

Tabla 1. Ensayos pretratamiento con CH,COOH/NaClO,

Concentracion

Muestra Tempneratura

NaClO,[%]  CH,COOH[mol/L] [°C]
1 2,0 3,0 100
2 20 6,0 100
3 05 3,0 100
4 05 6,0 100
& 20 3,0 120
6 05 6,0 120
7 20 6,0 120
8 05 3,0 120
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Pretratamiento alcalino y oxidante

El pretratamiento alcalino se desarroll6 segtn la
metodologia propuesta por Cardona (Cardona et al.,
2014). El pasto elefante se traté con hidréxido de sodio
en solucién durante 4 horas en autoclave, manejando una
relacion sélido-liquido de 1:15. Cada ensayo se hizo por
duplicado, los diferentes pretratamientos se muestran en
la Tabla 2. Posterior al tratamiento alcalino las muestras se
filtraron, se lavaron con agua destilada hasta pH neutro,
se secaron a 50°C hasta peso constante y se almacenaron
en bolsas plasticas herméticas en un desecador. El mismo
procedimiento se utilizé con peréxido de hidrégeno cuyas
concentraciones fueron 2,0% y 4,0% durante 4 horas, a una
temperatura de 40°C en autoclave, el pH de la solucién se fijé
aun valor aproximado de 11 con hidréxido de sodio 10,0M.

Tabla 2. Ensayos pretratamiento con hidréxido de sodio

Muestra NaOH [%] Temperatura [°C]
1 1,0 100
2 2,0 100
3 1,0 100
4 2,0 120

Composicion quimica de las muestras

Se desarrollaron andlisis acerca del contenido de humedad
porcentaje de sustancias extractivas y el contenido de
lignina de las muestras tratadas y no tratadas teniendo en
cuenta la norma NREL/TP-510-42618. Para determinar el
porcentaje de extractivos se empled un equipo Soxhlet con
aproximadamente 600 ml de solvente acetona, se pesaron
muestras de 2 g en papel filtro No.41 de 150mm y se colocd
en el extractor. Los reflujos de extraccion se realizaron
durante 6 horas (Schoening, A., y Johansson, G., 2006; Sluiter
et al., 2008).

Para la determinacién de lignina se tomé 0,3 g de muestra
anhidra libre de extraibles, en un vaso de precipitado de 100
ml; y se le agregé 3 ml de acido sulftrico al 72% y se dejé
reaccionar durante una hora, luego se agregé agua destilada,
hasta disminuir la concentracién de dcido al 4%. La muestra
se llevé a la autoclave durante una hora, a temperatura de
120 °C. Posteriormente, la muestra se separ a través de un
filtro Gooch ntimero 3. Para determinar la lignina insoluble,
la muestra, se neutralizé con agua destilada y se secé a
100 °C hasta alcanzar peso constante. Para determinar
lignina soluble en las aguas del filtrado se hicieron lecturas
de absorbancia a 205nm, utilizando como patrén acido
sulftirico al 4% y un coeficiente de extincién molar de 1100
ml.AU/g. (Schoening, A., y Johansson, G., 2006; Siqueira et
al., 2012; Sluiter et al., 2008).

Para la determinacién de celulosa se adiciond a 1,0g de
muestra anhidra libre de extractos, una mezcla formada por
etanol y 4cido nitrico concentrado en una relacién 4:1, se
llev6 a reflujo en bafio marfa durante 30 minutos y se filtré.
El residuo: se lavé con agua destilada caliente durante una
hora y posteriormente con una solucién saturada de acetato
de sodio, seguido de agua destilada caliente; se secé a una
temperatura de 105 °C; se enfrié en un desecador y se pesé
(Hernado et al., 2009).

Propiedades térmicas

Alas muestras se les hizo un analisis termo gravimétricos:
pasto elefante sin pretratatar, pretratado con CH,COOH/
NaClO,, NaOH y H,O,. Ademds, para tener un criterio de
comparacion se realizé un andlisis termo gravimétrico de
una muestra de celulosa microcristalina comercial.

Los termogramas se obtuvieron en un equipo DSC/
TGA 2STAR SYSTEM, Mettler Toledo, con un rango de
temperatura desde 30 °C hasta 600°C a una velocidad
de calentamiento de 10 °C min?, con un suministro de
nitrégeno (20 ml min™) y crisoles de alimina con 8mg de
muestra aproximadamente (Solorza et al., 2013; Zhang et
al., 2014).

Hidrdlis enzimdtica

Para la hidrolisis enzimética se utilizé f-glucosidasa, Sigma
Aldrich 49290 con actividad enzimatica 6 Ul/ g (Unidades
Internacionales) y celulasa Trichoderma reesei ATCC 26921
con una actividad enzimética de 700EGU/g (unidades de
endoglucansa).

La hidrolisis tuvo lugar en un bafio termostatico a 50°C
en tubos de ensayo de 20ml. Se toman 0,5g de muestras
pretratadas con NaOH, CH,COOH/NaClO,, H,0, y una
muestra de celulosa comercial, se adicionaron 1000l de
enzima celulasa y 0,5 ml (500pl) de enzima B-glucosidasa y
se llevé a volumen de 10 ml con tampén citrato (50 mM) y
pH de 4,8. Cada ensayo se hizo por triplicado.

Para determinar los azucares reductores totales se tomaron
periédicamente alicuotas de 500 ul a: 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48
y 72 horas (Cuadros y Celis, 2007). La concentracién de
azlicares reductores totales se determind por, el método
DNS (Acido 3,5-Dinitrosalicilico) con glucosa como patrén.
La concentracién de azucares reductores se determind por
absorbancia utilizando una longitud de onda de 540nm, de
acuerdo a la metodologia propuesta en el 2010, por Rabelo
(Rabelo, 2010)
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Resultados y discusion
Composicion de las muestras

En la Tabla 3 se muestra la composicién de celulosa y
lignina de las muestras tratadas y no tratadas, se reportan
los pretratamientos realizados a la mayor concentracién y
temperatura. La fraccién que corresponde a “otros” incluye
compuestos tales como grupos de acido urdnico, acetil y

trazas, incluyendo minerales, ceras, grasas, resinas y gomas
(Cardona et al., 2014; Cuadros y Celis, 2007).

Tabla 3. Composicion de las muestras

Celulosa Lignina Extractivos  Otros

Muestra [%] [9%] [%] (%)
Sin pretratar 35,29 31,11 16,32 17,28
CH,COOH
6M/NaClo, 58,42 11,68 1023 19,68
2%
H,0, 59,62 1143 1094 18,02
(49%.40°C) : / , :
NaOH 62,20 8,44 3,91 25,45

(2%,120 °C)

Segtin los resultados de la Tabla 3 se observa aumento en el
contenido de celulosa para las muestras pretratadas, debido
a la hidrdlisis parcial de la lignina y hemicelulosa, (Rabelo,
2010; Cuadros y Celis, 2007). Las muestras pretratadas con
NaOH presentaron un contenido de celulosa del (62,20%)
en comparacion con las muestras pretratadas con H,0,
(59,62%) y CH,COOH/NaClQO, (58,42%). Dicho aumento
en el contenido de celulosa, durante los pretratamientos
alcalinos, resulté mas eficiente debido a la alta eliminacién
de lignina ya que acttian sobre los enlaces éster y cadenas
N-glicosidicas de la lignina (Cuadros y Celis. 2007; Rabelo,
2010).

Resultados del Pretratamiento con
CH,COOH/NaClO,, alcalino y oxidante

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la remocién
de lignina de los ensayos realizados a las muestras de pasto
elefante con CH,COOH/NaClQO,. En la Tabla 5 se observan
los resultados de la remocién de lignina de los ensayos
realizados con NaOH y H,0,.

Los resultados de la remocién de lignina del pasto elefante
con utilizacién CH,COOH/NaClO,, muestran que el
porcentaje de remocién es mayor (62,46% y 72,73%) a
concentraciones de 6,0M de CH,COOH y temperaturas de
120 °C. Similares resultados arrojaron el tratamiento con
NaOH (72,86%) y con H,O, (63,26%). Todos concuerdan
con los obtenidos por Cardona (Cardona et al., 2014), cuyos
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porcentajes de remocién de lignina se hallan en un rango
de 76,2% a 88,4%.

Tabla4. Resultados remocion de lignina pretratamiento con CH,COOH/

NaClO,

CH.COOH Tempe- e Ligning

g ratura removi-
Muestra NaClO, [mol/L] °c] da
[%]
1 0,5 6,0 100 17,1 45,00
2 2,0 6,0 100 12,24 60,67
3 05 3,0 100 12,84 58,72
4 2,0 3,0 100 16,57 46,73
5 05 6,0 120 848 7273
6 2,0 6,0 120 11,68 62,46
7 0,5 3,0 120 10,96 64,77
8 2,0 3,0 120 13,67 56,07

Tabla 5. Resultados remocién de lignina pretratamiento alcalino

Lignina
Concen- —
A Temp Lignina Remo-
tracion o % .
%] [°C] [%] vida
[%]
1 100 10,99 64,66
100 10,57 66,03
NaOH
120 10,04 67,74
2 120 8,44 72,86
2 40 14,23 54,27
HZOZ
4 40 11,43 63,26

Propiedades térmicas

EnlaFigural (a),se muestran curvas de descomposicién
térmica de celulosa comercial y de muestras pretratadas con
acido acético/clorito de sodio a 3,0 My 6,0 M, y la muestra
sin pretratar. En la Figura 1 (b) se observa un analisis
térmico diferencial (b) obtenido por pretratamiento dcido
(CH,COOH 6,0M, clorito de sodio 0,5%, temperatura 120 °C),
pre tratamiento alcalino (NaOH al 2% y 120 °C), peréxido de
hidrégeno (H,0, al 4% y 40°C) y de una muestra comercial
de celulosa.

Se puede observar en la Figura 1 (b) que la pérdida de
masa para cada una de las muestras pretratadas se inicia a
partir de 75°C, lo que indica pérdida de agua, a excepcién
de la celulosa comercial. El pico més alto temperatura para
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la celulosa comercial es de 340 °C, que es la temperatura de
degradacion de celulosa. Las muestras obtenidas en esta
investigacion tienen una menor temperatura de degradacion
debido a la presencia de trazas de hemicelulosa que no se
elimind durante el pretratamiento (Zhang et al., 2014).

- 1
1004 g ——CELULOSA M-CRISTALINA
9] &\ —— MUESTRA ACIDA
|——MUESTRA HIDROXIDO DE SODIO
80l ——MUESTRA PEROXIDO DE HIDROGENO|
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n
®
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Figura 1 (a) Andlisis termogravimétrico celulosa pasto elefante
tratamiento con é&cido (b) andlisis térmico diferencial

Los resultados de los ART en funcién de tiempo de
hidrolisis enzimatica de las muestras pretratadas, sin
pretratar y celulosa comercial se muestran en la figura 2.

La mayor conversién de celulosa a glucosa se dio con las
muestras tratadas con NaOH; la sacarificacién presento
mayor rendimiento en las muestras tratadas con CH,COOH/
NaClO, (80,87%) en comparacién con el pretratamiento con
NaOH (56,82%).

Tabla 6. Porcentaje de sacarificacion de las muestras pretratadas

Muestra ART [%]

CH,COOH/NaClO, 80,87
NaOH 56,82
H,O, 57,06
Sin pretratar 44,75
Celulosa cristalina 93,94

La celulosa estd acompafiada de ramificaciones
denominadas hemilcelulosas que le da lugar a una
estructura amorfa a este material (Rabelo et al., 2011). La
hemicelulosa es de cardcter hidréfilo, soluble en medios
bésicos y facilmente hidrolizables en medios acidos. La
lignina que es la capa externa es un polimero que contiene
compuestos alifaticos y arométicos, es un polimero
totalmente amorfo e hidréfobo, soluble en medios bésicos
(Wormeyer et al., 2011), (Zhang et al., 2014).

Por tanto, si la hemilcelulosa es facilmente hidrolizable es
medios 4cidos este pretratamiento puede contribuir a una
aumento en la concentracién de azucares reductores totales.

—s—Acido
—a—Peréxido
——Hidréxido

——Celulosa

——Sin tratatamiento

ART (mg)

0 5 10 15 2 2% 30 3B 4 45 50 5 60 6 70 75
Tiempo (h)

Figura 2. Variacion de los ART con el tiempo de hidrolisis enzimatica

Conclusiones

De acuerdo a los pretratamientos CH,COOH/NaClO,
y NaOH los porcentajes de mayor remocién de lignina se
presentaron a altas concentraciones de dcido, de hidroxido
y a temperaturas (120°C).

Los resultados evidencian que aunque los tratamientos
acidos permitieron una buena deslignificacién con un
resultado de 72,73% de lignina removida a 120°C, los
mayores porcentajes de lignina removida se obtuvieron a
partir de los tratamientos realizados con un agente alcalino
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y peroxido de hidrégeno, demostrando mayor contenido
de celulosa a hidrolizar en las muestras pretratadas con
hidréxido de sodio (62,20%) en comparacién con las
muestras pretratadas con peréxido de hidrégeno (59,62%)
y cido acético /clorito de sodio (58,42%).

El pre tratamiento dcido acético - clorito de sodio presenta
resultados similares en cuanto a remocién de lignina en
comparacion con el pretratamiento con hidréxido de sodio
(72% de lignina removida). Para el caso del acido acético el
grado de sacarificacion es del (80,8%) y para el Hidréxido de
sodio es del 56,0%, lo que indicarfa que el pretratamiento con
acido y clorito de sodio ademads de la remocién de lignina
hay un aumento de la regiones amorfas del de la celulosa del
pasto elefante lo que conlleva a aumento de la sacarificacion.
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