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Resumen                                                                                        
Producción de hidrógeno a partir de hidrolizados de bagazo de Agave 
tequilana Weber var. azul: Efecto del procesamiento de la piña y de la 

sacarificación del bagazo 
Palabras clave: bagazo de A. tequilana, hidrólisis enzimática, hidrólisis ácida, compuestos 

fenólicos, fermentación oscura. 
El bagazo de Agave tequilana Weber var. azul (BAT) es un residuo lignocelulósico 

que resulta del proceso de cocción de la piña de A. tequilana (PAT) para extraer 

azúcares fermentables para la elaboración del tequila. En este trabajo se estudiaron 

los cambios químicos y morfológicos de los constituyentes lignocelulósicos durante 

diferentes procesamientos (proceso tradicional de cocción y dos procesos 

mecánicos alternos) de la PAT  y durante diferentes tratamientos de sacarificación 

(hidrólisis enzimática e hidrólisis ácida) del BAT para la producción de hidrógeno vía 

fermentación oscura. También se estudió la remoción de compuestos fenólicos, 

formados durante el proceso de cocción de la PAT y durante los tratamientos de 

sacarificación del BAT, empleando la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 y 

su efecto sobre la producción de hidrógeno. La caracterización de las fibras de la 

PAT y BAT mostró que el proceso de cocción es eficiente para extraer azúcares 

fermentables de la PAT. Dicha extracción estuvo asociada a la destrucción  del 

parénquima, permitiendo que el esclerénquima quedara expuesto en el BAT. La 

hidrólisis ácida del BAT fue más eficiente que la hidrólisis enzimática, removiendo 

en mayor medida a la fracción amorfa del BAT y solubilizando los cristales de 

oxalato de calcio presentes en el BAT. Sin embargo, la cristalinidad de celulosa no 

se vio afectada. La optimización de la hidrólisis enzimática permitió incrementar 

modestamente el rendimiento de sacarificación del BAT y disminuir de forma 

importante la concentración de la enzima empleada (Celluclast 1.5L). La resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66 fue eficiente para remover compuestos fenólicos 

en el hidrolizado ácido permitiendo mejorar el proceso de producción de hidrógeno 

a partir de dicho hidrolizado; esto no se observó con el hidrolizado enzimático. La 

remoción de compuestos solubles remanentes en el BAT formados durante el 

proceso de cocción de la PAT, mediante lavados del BAT, mejoró la producción de 

hidrógeno. Sin embargo, este efecto no se debió a la remoción de compuestos 

fenólicos. 
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Abstract 
Hydrogen production from hydrolysates of Agave tequilana Weber var. azul 

bagasse: Effect of head processing and bagasse saccharification 
 

KEY WORDS: A. tequilana bagasse, enzymatic hydrolysis, acid hydrolysis, phenolic 
compounds, dark fermentation. 

Agave tequilana Weber var. azul bagasse (BAT) is a lignocellulosic residue that 

results from cooking process of A. tequilana head (PAT) to extract fermentable 

sugars for the tequila production. In this thesis a study was conducted on the 

chemical and morphological changes of lignocellulosic constituents during different 

processing (traditional cooking process and two alternative mechanical processes) 

of the PAT and during different saccharification treatments (enzymatic hydrolysis 

and acid hydrolysis) for hydrogen production via fermentation dark. Also the removal 

of phenolic compounds formed during the cooking process of the PAT and during 

saccharification treatment of BAT using adsorption resin AMBERLITE FPX66 was 

studied, and also the effect of that removal on the hydrogen production. The 

characterization of PAT and BAT fibers showed that the cooking process is an 

efficient treatment to extract fermentable sugars of the PAT. This extraction was 

associated with parenchymal destruction, allowing the sclerenchyma to be exposed 

in the BAT. Acid hydrolysis of BAT was more efficient than the enzymatic hydrolysis, 

because the acid hydrolysis removed mainly the amorphous fraction of BAT, and the 

calcium oxalate crystals present in the BAT were also solubilized. However, the 

crystallinity of cellulose was unaffected. The optimization of the enzymatic hydrolysis 

allowed a modest increase in the performance of the saccharification of BAT and 

reduced the concentration of enzymes employed (Celluclast 1.5L). The adsorption 

resin AMBERLITETM FPX66 efficiently removed phenolic compounds in the acid 

hydrolysates allowing improvement of the hydrogen production.  This was not 

observed with enzymatic hydrolysates. Removal of soluble compounds formed 

during the cooking process of the BAT, by washing it with water, improved hydrogen 

production. However, this effect was not due to the removal of phenolic compounds. 
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Introducción, antecedentes, justificación, hipótesis y objetivos 

1.1 Introducción 
El abastecimiento de energía a nivel mundial es cubierto principalmente por 

combustibles fósiles. Sin embargo las reservas de combustibles fósiles son 

limitadas y el uso a gran escala de este recurso no renovable se asocia a problemas 

ambientales como la lluvia ácida, agotamiento del ozono estratosférico y el cambio 

climático global (Alemán-Nava et al. 2014; Kalogirou, 2004). Por lo que es necesario 

explorar fuentes de energía limpias y renovables, para su uso en un futuro cercano. 

El hidrógeno es una alternativa prometedora, para reducir y eventualmente sustituir 

el uso de combustibles fósiles, debido a que es un gas con el mayor contenido 

energético por unidad de peso 143 GJ/t, comparado con cualquier combustible 

conocido. Además de ser un combustible libre de carbono, de baja solubilidad que 

es fácilmente separado del agua, purificado y usado como portador de energía en 

celdas de combustible para generar electricidad (Das et al. 2008). 

En las últimas décadas, los esfuerzos de investigación se han centrado en la 

producción de combustibles a partir de biomasa (biocombustibles), elaborados a 

partir de cultivos alimentarios como el maíz, caña de azúcar y aceite de palma, entre 

otros. Estos biocombustibles son llamados de primera generación destacando entre 

ellos el bioetanol y el biodiesel, considerados como posibles alternativas para aliviar 

la dependencia de la gasolina y del diésel. Sin embargo, su producción causó 

indirectamente un aumento de precios en los alimentos y por lo tanto contribuyó a 

la reciente crisis alimentaria mundial (Xin et al. 2010). Debido a lo anterior las 

investigaciones se enfocaron a la producción de biocombustibles de segunda 

generación elaborados a partir de biomasa lignocelulósica (Ren et al. 2009). 

México tiene un potencial importante para la producción de biocombustibles de 

segunda generación, como por ejemplo la producción de hidrógeno por vía 

biológica, ya que destina gran parte de su territorio para actividades agrícolas, 

generando dos tipos de residuos; los primarios (24.78 Mt/año) disponibles en el 
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campo después de la cosecha del producto principal (por ejemplo paja, hojas y 

tallos), y los secundarios o agroindustriales (6.67 Mt/año) generados al procesar el 

producto principal de la cosecha (por ejemplo los bagazos de agave y de caña) 

(Ríos y Kaltschmitt, 2013). 

1.1.1 Composición del material lignocelulósico y su distribución en plantas 
El material lignocelulósico es el principal y más abundante componente de la 

biomasa renovable producida por la fotosíntesis. Es un biopolímero que se 

encuentra en la pared celular de las plantas. Las paredes celulares de las plantas 

son importantes en la vida humana, ya que proporciona fibras dietéticas y materias 

primas para la industria textil, maderera, papelera y potencialmente para los 

biocombustibles (Zhong y Ye, 2007). 

1.1.1.1 Estructura de la pared celular  
La pared celular es una estructura altamente organizada, integrada principalmente 

por lignina, hemicelulosa y celulosa constituyentes del material lignocelulósico; que 

muestran una estructura submicroscópica formada por una fase fibrilar cristalina y 

una amorfa. La fase fibrilar cristalina está formada por microfibrillas; finos filamentos 

formados por moléculas de celulosa, dispuestos paralelamente unidos entre sí por 

puentes de hidrógeno intermoleculares. Mientras que la fase amorfa está formada 

por celulosa, hemicelulosa, polisacáridos no celulósicos (xilanos, glucanos, 

galactanos, mananos y fructanos), pectinas, glucoproteínas y lignina (Bidlack et al. 

1992).  

Como se observa en la Figura 1.1 la pared celular contiene tres capas 

fundamentales que se desarrollan con la maduración celular, de fuera hacia dentro 

de la célula son la lámina media, pared primaria y pared secundaria. Donde el 

material lignocelulósico se encuentra ampliamente distribuido (Bidlack et al. 1992; 

McCann et al. 1990). 
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Figura 1.1 Distribución del material lignocelulósico dentro de las capas que presenta la 
estructura de la pared celular (Achyuthan et al. 2010). 

La lámina media es la capa más externa, que une las paredes celulares de las fibras 

contiguas en los tejidos lignificados. Esta se compone principalmente de pectinas, 

proteínas y lignina rica en alcoholes p-cumarílico (Achyuthan et al. 2010).  

La pared primaria se forma inmediatamente después de la división celular antes de 

que la célula complete su crecimiento, en esta capa domina la matriz amorfa 

formada por hemicelulosa, lignina rica en alcoholes sinapílico y coniferílico y 

polisacáridos no celulósicos. La fase fibrilar cristalina esta reducida al 8-25% 

(McCann et al. 1990).  

La pared secundaria es más gruesa que la pared primaria, con una estructura más 

compleja donde generalmente consta de tres subcapas (S1, S2 y S3) como se 

observa en la Figura 1.1. Las subcapas presentan características físicas y químicas 

diferentes. La fase fibrilar cristalina domina hasta en un 60% (Bidlack et al. 1992). 

1.1.1.2 Estructura de los componentes de los materiales lignocelulósicos 
La lignina es un polímero que se encuentra en la lámina media de la pared celular 

y en las capas primaria y secundaria de la pared celular. Es un heteropolímero 
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amorfo ramificado de naturaleza fenólica con grupos metoxi y fenilpropánicos, 

formado por unidades repetidas de cumaril, guaiacil y siringil. Estas unidades se 

derivan de los monolignoles como los alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico 

(Figura 1.2) que son los precursores de la bio-síntesis de lignina (Ralph et al. 2004). 

La lignina en la pared secundaria forma una matriz amorfa que protege a los 

polisacáridos frente a la degradación microbiana y a la hidrólisis enzimática en 

general (Doherty et al. 2011). 

 

        (a)             (b)                           (c) 

 

 

Figura 1.2 Monolignoles de la lignina. (a) alcohol p-cumarílico, (b) alcohol coniferílico, (c) 

alcohol sinapílico (Doherty et al. 2011). 

La hemicelulosa es un conjunto de polímeros (Figura 1.3) formados por diversas 

pentosas (D-xilosa, L-arabinosa), hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa), 

ácidos urónicos (ácido D-glucourónico, ácido 4-O-metil-D-glucourónico y ácido D-

galactourónico) y 6-deoxi-hexosas (L-ramnosa y L-fucosa); siendo xilosa la más 

abundante. Su función principal es su interacción con la celulosa y lignina para 

proporcionar rigidez a la pared celular (Howard et al. 2003; Scheller et al. 2010). 

 

Figura 1.3 Estructura de la hemicelulosa (Chen et al. 2014). 

Mientras que la hemicelulosa y lignina son consideradas como sustancias amorfas, 

la celulosa es un agregado policristalino que contiene componentes cristalinos y no 

cristalinos o amorfos, es decir, está formado por regiones cristalinas separadas por 
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Puentes de hidrógeno                                     
intra-moleculares 

Puentes de hidrógeno                                     
inter-moleculares 

regiones amorfas o menos cristalinas. Las moléculas de celulosa formada por 

unidades de glucosa conectadas a través de enlaces β-1-4 glucosídicos, tienen una 

fuerte tendencia a formar enlaces por puentes de hidrógeno intra e intermoleculares 

(Figura 1.4). Los puentes de hidrógeno intermoleculares permiten una estructura 

fibrilar terciaria de alta cristalinidad. Las zonas que presentan elevada cristalinidad 

son difíciles de penetrar por disolventes y reactivos. Por el contrario, las zonas 

relativamente más desordenadas (amorfas) son más accesibles y más susceptibles 

a todas las reacciones químicas (Smith, 1977; Nishiyama et al. 2002). 

 

 
 

 

 

Figura 1.4 Estructura de la celulosa (Smith, 1977). 

1.1.1.3 Distribución del material lignocelulósico en los tejidos vegetales 
La distribución del material lignocelulosico en la pared celular, varia dependiendo 

del tipo de células que conforman los tejidos vegetales del tallo y hoja de las plantas 

vasculares. Estos tejidos como se indica en la Figura 1.5 corresponden a la 

epidermis, al parénquima, colénquima, esclerénquima y al sistema vascular (Esau, 

1985). 

 

Figura 1.5 Esquema del corte transversal del tallo de una planta monocotiledónea (Esau, 
1985). 
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La epidermis es un tejido de protección formado por una gran variedad de células 

vivas con contenido celular y pared primaria generalmente delgada que forma una 

capa continua sobre la superficie del cuerpo de la planta. La mayor parte del tejido 

esta formado por células epidérmicas alargadas y ordenadas consideradas como 

los elementos menos especializados del sistema y que constituyen la masa 

fundamental del tejido. Dispersas entre las células epidérmicas están las células 

oclusivas y adyacentes que forman a los estomas encontrados habitualmente en las 

hojas de las plantas.  

El parénquima es un tejido fundamental constituido por células vivas con pared 

primaria, rica en sustancias pécticas y solubles. Estas células pueden 

desdiferenciarse y volver a ser meristemáticas o puede engrosar sus paredes y 

originar colénquima o incluso esclerificarse originando por ejemplo: esclereidas o 

fibras. 

El colénquima es un tejido de sostén compuesto de células vivas más o menos 

alargadas con paredes primarias no lignificadas, en plantas con gran desarrollo del 

esclerénquima pierde en gran parte su función. En plantas monocotiledóneas es 

poco frecuente. 

El esclerénquima también es un tejido de sostén formado por células no vivas con 

pared secundaria lignificada; su principal función es de índole mecánica. Las células 

pueden ser de dos tipos:  

- Esclereidas: células relativamente cortas  

- Fibras: células alargadas, flexibles que brindan apoyo estructural al tejido 

vascular en hojas y tallos. Las fibras se clasifican en fibras xilemáticas y 

extraxilemáticas. 

Por último se encuentran los tejidos vasculares o de conducción, formados por 

haces vasculares que originan al xilema principal tejido conductor de agua y al 

floema tejido conductor de las sustancias alimenticias. El xilema puede contener 

tres tipos de células alargadas: traqueidas, elementos vasculares o vasos (tráqueas) 

y fibras. Estas células en la madurez están muertas. Mientras que en el floema 

dominan células cribosas con pared primaria que nunca se lignifica (Esau, 1985). 
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1.1.2 Tratamientos del material lignocelulósico  
La conversión directa del material lignocelulósico a biocombustibles no es posible, 

ya que las cadenas de la hemicelulosa se asocian con las microfibrillas de celulosa 

y lignina debido a su carácter polar (puentes de hidrógeno), formando un complejo 

entre celulosa, hemicelulosa y lignina difícil de separar (Ishii, 1997). Por lo que es 

necesario aplicar tratamientos para hidrolizar las estructuras heterogéneas y 

cristalinas del material lignocelulósico (De Vrije et al. 2002). La hidrólisis 

generalmente incluye un pre-tratamiento (pre-hidrólisis) y un tratamiento de 

hidrólisis de celulosa. El pre-tratamiento es usado para remover lignina y parte de 

hemicelulosa, mientras que la hidrólisis de celulosa es usada para obtener azúcares 

fermentables (Duff y Murray, 1996). 

El proceso del pre-tratamiento permite cambiar la estructura del material 

lignocelulósico; incrementando el área superficial y la porosidad. Ya que la 

hemicelulosa y lignina son removidas y la cristalinidad de la celulosa se reduce. De 

modo que las enzimas puedan acceder fácilmente a la celulosa para hidrolizarla en 

azúcares fermentables (Kumar et al. 2009; Behera et al. 2014). 

El pre-tratamiento debe cumplir los siguientes requisitos: mejorar la capacidad de 

obtener azúcares por hidrólisis, evitar la degradación o perdida de hidratos de 

carbono, evitar la formación de subproductos inhibidores para los procesos 

posteriores y una buena relación costo-efectividad (Kumar et al., 2009). 

Los métodos de pre-tratamiento se pueden dividir en diferentes categorías: físicos 

(molienda y trituración), fisicoquímicos (explosión por vapor, AFEX, explosión con 

CO2), químicos (hidrólisis con álcali o con ácidos diluidos, ozonólisis, proceso 

organosolv, líquidos iónicos), biológicos, eléctricos, o una combinación de éstos. 

(Kumar et al. 2009; Behera et al. 2014). 

La hidrólisis enzimática se ve influenciada tanto por las características estructurales 

de la celulosa como por el modo de acción de las enzimas. El mecanismo de 

hidrólisis de la celulosa depende la acción conjunta de diferentes enzimas como las 

exoglucanasas y endoglucanasas; esta acción sinérgica depende de varios factores 

como la naturaleza del sustrato lignocelulósico (grado de polimerización y 
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cristalinidad de celulosa), la composición y concentración de la enzima, la afinidad 

por el sustrato de la enzima, la esteroespecificidad, y la relación enzima-sustrato. 

(Alvira et al. 2010; Yang et al. 2011).  

Por lo tanto, las fracciones deseables para la producción de biocombustibles son la 

celulosa y hemicelulosa. Mientras que la presencia de lignina es desventajoso 

desde el punto de vista de la fermentación, ya que esta fracción presenta 

persistencia para la biodegradación y solo un número limitado de especies posee la 

capacidad de degradarla (Kumar et al. 2015). 

A pesar de la gran variedad de tratamientos que están disponibles para liberar 

azúcares fermentables, no existe un tratamiento universal que sea eficiente para 

todo tipo de biomasa lignocelulósica. Por lo que es importante encontrar el 

tratamiento y las condiciones adecuadas para cada tipo de residuo (Kumar et al. 

2015).  

1.1.3 Formación de inhibidores de los procesos de fermentación durante los 
tratamientos de la biomasa lignocelulósica 

Durante la hidrólisis de la biomasa lignocelulósica además de la liberación de 

azúcares como D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-xilosa, y L-arabinosa 

(Mussatto et al. 2004), se forman compuestos inhibitorios (Figura 1.6)  que afectan 

a los microorganismos que participan en los procesos de fermentación. Estos 

compuestos inhibitorios se pueden dividir en tres grupos:  

- Ácidos orgánicos, como el acetato generado durante la degradación de la 

hemicelulosa. 

- Derivados furanos de la degradación de los azúcares como furfural o 5-

hidroximetilfurfural (HMF). 

- Compuestos fenólicos como vanilina o siringaldehído derivados de la 

alteración parcial de la lignina. 
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Figura 1.6 Principales compuestos formados durante la hidrólisis de la biomasa 

lignocelulósica (Almeida et al. 2007).  

Para la fermentación alcohólica el efecto inhibitorio de estos compuestos sobre las 

levaduras ha sido ampliamente estudiado (Jönsson et al. 2013). No obstante, los 

estudios que abordan el modo de acción de estos compuestos inhibitorios sobre 

consorcios microbianos para la producción de hidrógeno son escasos (Siqueira et 

al. 2015). De acuerdo a Cao et al. (2010) los derivados furanos actúan como 

potentes inhibidores de enzimas asociadas a la glucólisis, influenciando de manera 

negativa en el crecimiento de microorganismos productores de hidrógeno. Por otra 

parte el efecto inhibitorio de los compuestos fenólicos depende de su estructura 

molecular y la capacidad de penetrar y dañar la membrana celular de los 

microorganismos. La tolerancia de los microorganismos a la presencia de acetato 

en los hidrolizados lignocelulósicos depende de las condiciones de pH y el tipo de 

microorganismos utilizado para la producción de hidrógeno, ya que es uno de los 

principales metabolitos que se produce durante la fermentación oscura. Donde el 

acetato puede ser consumido por un consorcio microbiano (Siqueira et al. 2015; 

Kumar et al. 2015). 
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En los pre-tratamientos con hidrólisis ácida, la concentración del ácido y la 

temperatura son un factor crucial para la formación de compuestos inhibitorios 

(McMillan, 1994). 

Se ha reportado que a una concentración mayor a 1000 mg/L de estos compuestos 

inhibitorios afectan negativamente la eficiencia de la producción de bioetanol, 

inhibiendo el metabolismo de los microorganismos durante la fermentación 

alcohólica (Mussatto et al. 2004). Mientras que para el proceso de la fermentación 

oscura para la producción de hidrógeno por consorcios microbianos, los derivados 

furanos a una concentración mayor a 1000 mg/L ejercen una fuerte inhibición  para 

los microorganismos productores de hidrógeno (Quéméneur et al. 2012; Siqueira et 

al. 2015). La especie de Clostridium beijerinkii se encontró ser más resistente a los 

inhibidores, considerada ideal para la producción de hidrógeno a partir de 

hidrolizados de biomasa lignocelulósica (Quéméneur et al. 2012). 

Por otro lado la digestión anaerobia se ha encontrado eficiente para remover 

concentraciones moderadas de estos compuestos inhibitorios (Monlau et al. 2014). 

La producción de metano se ve  afectada a concentraciones altas  de HMF (mayor 

a 10 g/L). Esto se explica debido a que la digestión anaerobia utiliza consorcios 

microbianos más complejos, además de un tiempo de incubación más larga que la 

fermentación oscura, donde los metabolitos que se generan son convertidos a 

metano (Barakat et al. 2012; Monlau et al.2014). 

1.1.4 Detoxificación de hidrolizados para mejorar la producción de 
biocombustibles 

Se ha reportado varios métodos para remover compuestos inhibitorios antes del 

proceso de fermentación. A este procedimiento se le ha denominado detoxificación. 

Entre los métodos de detoxificación que se han reportado se encuentran los 

biológicos (uso de enzimas específicas para los compuestos inhibitorios), físicos 

(evaporación al vacío) y químicos (carbón activado, overliming, resinas de 

intercambio iónico y de adsorción) (Mussatto et al. 2004; Wiel et al. 2002).  
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Los métodos químicos son los más empleados donde el carbón activado adsorbente 

tradicional puede adsorber compuestos fenólicos, derivados furanos y ácidos 

orgánicos (Liu et al. 2012; Mateo et al. 2013), el tratamiento overliming (incremento 

de pH con Ca(OH)2 seguido de una reducción de pH con HCl o H2SO4) reportado 

para la eliminación de compuestos fenólicos y derivados furanos (Martinez et al. 

2001), las resinas de intercambio iónico permiten separar sustancias a través de 

iones de grupos activos en el esqueleto de la resina, adsorbiendo ácidos, fenoles y 

aldehídos (Sainio et al. 2011; De Mancilha et al. 2003) y por ultimo las resinas de 

adsorción donde su estructura porosa es efectiva para la adsorción de alcoholes, 

cetonas, aldehídos, fenoles y derivados furanos en solución, a través de fuerzas 

intermoleculares de Van der Waals. La ventaja de utilizar resinas de adsorción es 

su alta especificidad hacia compuestos inhibitorios y poca o nula especificidad para 

azúcares como xilosa y glucosa (Wiel et al. 2002; Schwartz et al. 2010; Chen et al. 

2015).  

La eficacia de un método de detoxificación para mejorar la producción de 

biocombustibles, depende tanto del tipo de hidrolizado como de la especie de 

microorganismo empleado, ya que cada tipo de hidrolizado tiene un grado de 

toxicidad diferente, y cada especie de microorganismo tiene un diferente grado de 

tolerancia a los compuestos inhibitorios (Larsson et al.1999). 

En la Tabla 1.1 se muestran diferentes métodos de detoxificación que han sido 

aplicados para mejorar la producción de biocombustibles como el bioetanol e 

hidrógeno a partir de hidrolizados lignocelulósicos.  
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Tabla 1.1 Aplicaciones de adsorción en la detoxificación de hidrolizados de biomasa 

lignocelulósica para la producción de biocombustibles.  

Sustrato Detoxificación Compuestos 
removidos Biocombustible 

Aumento en 
la 

producción 
Referencia 

Hidrolizado 
ácido de 

residuos de 
poda de árbol 

de olivo 

Carbón activado 

Acetato (46%) 
Derivados furanos 

(98%) y 
compuestos 

fenólicos (81%) 

Bioetanol NR Mateo et al. 

2013 

Hidrolizado 
ácido de 

mazorca de 
maíz 

Resina 
Amberlite 

XAD-4 
Furfural (99%) Bioetanol 

Alcanzó el 
90% del 

rendimiento 
teórico 

Weil et al. 
2002 

Hidrolizado 
ácido de 

hemicelulosa 
extraída de 
virutas de 
madera. 

Resina 
Amberlite 

XAD-4 

Furfural (100%) y 
lignina ácida 
soluble (90%) 

Bioetanol 

Alcanzó el 
97% del 

rendimiento 
teórico 

Schwartz et 

al. 2010 

Hidrolizados 
ácidos de 

hemicelulosa 
Overliming 

Derivados furanos 
(52%) 

Compuestos 
fenólicos (42%) 

Bioetanol NR Martinez et 

al. 2001 

Hidrolizado 
ácido de la 
mazorca de 

maíz 

Resina 
Amberlite 

XAD-4 

HMF (99%), 
Furfural (99%) y 
vanilina (99%) 

Bioetanol 
Incremento 

de 6.5 veces 
Hatano et 

al. 2013 

Hidrolizado 
ácido de 

bagazo de 
caña de 
azúcar 

Resina de 
intercambio 

aniónico 
DIAION (HPA 

25) 

Derivados furanos 
(63.4%) y 

compuestos  
fenólicos (75.8%) 

Bioetanol Incremento 
de 2.2 veces 

Chandel et 

al. 2007 

Hidrolizado 
ácido de paja 

de arroz 

Tratamiento 
overliming y 

carbón activado 
Furfurales (100%) Hidrógeno NR Chang et 

al. 2011 

Hidrolizados 
hidrotérmicos 
de almidón 

Carbón activado HMF (36-96%) Hidrógeno 

Aumento del 
70% de la 
producción 

de 
hidrógeno 

Orozco et 

at. 2012 

NR: No reportado 

   

 



13 
 

1.1.5 Producción biológica del hidrógeno por fermentación oscura 
Los microorganismos pueden producir hidrógeno (H2) por varias vías como: 

biofotólisis del agua usando algas, fotofermentación por bacterias fotosintéticas y 

por fermentación oscura llevada a cabo por bacterias anaerobias (Das et al. 2008). 

Entre las diversas vías para la producción de hidrógeno, la fermentación oscura es 

un método factible ya que puede llevarse a cabo en condiciones de temperatura y 

presión ambiental, usando diversos compuestos o residuos orgánicos como fuente 

de energía (Nath y Das, 2004).   

La fermentación oscura es un proceso anaerobio, que no depende de la luz, llevada 

a cabo por bacterias estrictamente anaerobias o anaerobias facultativas. Los 

hidratos de carbono, principalmente la glucosa, son las fuentes de carbono 

preferidas para este proceso. Donde la producción de hidrógeno es un producto 

secundario de la degradación de materia orgánica a ácidos grasos volátiles (AGVs) 

y alcoholes. (Lee et al. 2009). 

La producción de hidrógeno puede llevarse a cabo por diferentes vías (Figura 1.7), 

como la vía Fd-hidrogenasa llevada a cabo por microorganismos estrictamente 

anaerobios como Clostridium spp. Esta vía consiste en la transferencia de 

electrones del piruvato a H+ por Fdred (forma reducida de la ferredoxina) como 

acarreador de electrones y los H+ son reducidos a H2 por acción de la enzima 

hidrogenasa. La otra vía es llevada a cabo por anaerobios facultativos como 

Enterobacter spp donde la enzima formiato-hidrogenoliasa escinde el formiato a H2 

y CO2. Por lo que la estructura microbiana puede dar una idea sobre el mecanismo 

principal para la formación de hidrógeno, siendo la vía Fd-hidrogenasa predomínate 

en la fermentación oscura al utilizar un consorcio microbiano (Lee et al. 2009). 

Se ha reportado que de la mezcla de AGVs, acetato y butirato son los productos de 

fermentación predominantes en la fase liquida (García-Peña et al. 2009). La 

reacción que produce butirato es más favorable termodinámicamente (Tabla 1.2). 

Existen otras rutas que compiten con la producción de hidrógeno, produciendo 

lactato y propionato a partir de la oxidación del piruvato (Lee et al., 2009). 
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Figura 1.7 Rutas metabólicas durante la fermentación oscura de varios sustratos por un 

cultivo mixto; (1) vía Fd-hidrogenasa, (2) vía formiato-hidrogenoliasa (Adaptado de Prescott 

et al. 2002 y Vasconcelos de Sá et al. 2013). 
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De acuerdo a la Tabla 1.2 el rendimiento teórico de hidrógeno es de 4 moles de 

H2/mol de glucosa, cuando existe una presión parcial de H2  menor a 60 Pa y el 

producto final metabólico es el acetato. Mientras que 2 moles de H2/mol de glucosa, 

si el producto final es el butirato y la presión parcial de H2 es mayor a 60 Pa. Este 

rendimiento estequiométrico es únicamente alcanzable bajo condiciones de 

equilibrio, lo cual implica bajas presiones parciales de hidrógeno y muy bajas 

velocidades de producción (Nath y Das, 2004).  Los microorganismos productores 

de hidrógeno tienen un metabolismo bifásico en el que la primera fase de su 

crecimiento consiste en fermentación acidogénica del sustrato, pues se producen 

altos niveles de acetato y butirato, y en menor grado, propionato, succinato, formiato 

y lactato. La acumulación de los productos de la fermentación disminuye el pH; para 

compensar esta disminución, las células entran a una fase solventogénica de su 

crecimiento, en la que son capaces de convertir el butirato y el acetato, en butanol 

y acetona respectivamente (Finch et al. 2011). Por lo que los bajos rendimientos de 

producción de hidrógeno actualmente obtenidos en la fermentación oscura se deben 

al metabolismo de los microorganismos, donde la acumulación de alcoholes y 

ácidos inhiben el crecimiento celular y disminuyen la producción de hidrógeno (Oh 

et al. 2011). 

Tabla 1.2 Estequiometria de metabolitos asociados en la producción de hidrógeno en la 

fermentación oscura. 

Metabolito Estequiometria ΔG° 
(KJ/mol) 

Acetato C6H12O6 + 2H2O         4H2 + 2CH3COOH + 2CO2 -206 
Butirato C6H12O6            2H2 + CH3CH2CH2COOH + 2CO2 -254 
Formiato 2HCOOH        2CO2 + 2H2 -6 

(Lee et al. 2009). 
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1.2 Antecedentes  

1.2.1 Utilización del bagazo de A. tequilana como sustrato potencial para la 
producción de biocombustibles 

El Agave tequilana Weber var. azul es una planta monocotiledónea de color azul o 

verde grisáceo, con un tallo muy corto del cual brota una roseta de hojas o pencas 

apretadas con espinas marginales. La planta se caracteriza por poseer una 

epidermis foliar con cutícula gruesa, revestimiento ceroso y estomas complejos, que 

recubren la estructura visible de la planta. Además de contener cristales de oxalato 

de calcio encargados de brindar firmeza a los tejidos que conforman al tallo y a las 

hojas, servir como reserva de calcio y proteger a la planta de insectos y animales 

(Nobel, 1988; Ilarslan et al. 2001). 

El tequila es una bebida alcohólica mexicana, que se produce a partir de la 

fermentación y posterior destilación del jugo obtenido de A. tequilana, donde el tallo 

también conocido como piña o cabeza es la parte comercial de la planta ya que se 

utiliza como fuente de azúcares fermentables en el proceso de elaboración de 

tequila (Narváez y Sánchez 2009).  

Es mundialmente conocida la importancia que tiene la industria del tequila en 

diferentes estados de México, principalmente en el estado de Jalisco. Su desarrollo 

industrial ha ido en crecimiento desde hace tiempo con dos importantes problemas 

que resolver, las aguas residuales llamadas vinazas, producto de la destilación del 

tequila y el volumen de bagazo de agave, producto de la extracción de azúcares 

fermentables de la piña de A. tequilana (Iñiguez et al. 2005). La producción de 

bagazo de agave es equivalente al 40 % del peso de las piñas de agave molidas en 

peso húmedo (Cedeño y Alvarez-Jacobs, 2003). Según estimaciones del Consejo 

Regulador de Tequila (CRT) del año 2008 al 2014 se procesaron en promedio 927 

mil toneladas de agave por año, de las cuales produjeron 371 mil toneladas de 

bagazo (Figura 1.8). 
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Figura 1.8 Consumo de A. tequilana  para tequila del 2008 al 2014. Fuente: CRT (2015). 

El bagazo de A. tequilana es un residuo agroindustrial que posee un alto contenido 

de humedad (80%), constituido principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. 

Su transporte y confinamiento se dificulta por los grandes volúmenes generados, 

provocando tiraderos clandestinos o incorporaciones inadecuadas a campos 

agrícolas. Lo que favorece riesgos fitosanitarios, además de promover alteraciones 

negativas a la fertilidad de los suelos y ocasionar contaminación ambiental por 

lixiviados. Adicionalmente el contenido de azúcares remanentes es suficiente para 

la infestación por hongos y levaduras ocasionando malos olores y productos 

indeseables, siendo un excelente hospedero para plagas y enfermedades de 

plantas (Rodríguez et al. 2001; Crespo et al. 2013; Moran-Salazar et al. 2015). 

En la actualidad existen propuestas que ofrecen alternativas ambientalmente 

amigables para el bagazo de A. tequilana, como lo es la biotransformación a 

composta y vermicomposta, para usarse en enmiendas agrícolas como mejorador 

de suelo y sustrato para plántulas (Rodríguez et al. 2001; Iñiguez et al. 2006, Crespo 

et al. 2013). Así como su utilización como complemento alimenticio de rumiantes 

(Ramírez-Cortina et al. 2012). Y también usarse para elaborar madera plástica 

(Canché Escamilla et al. 2014), con el cual se podrían obtener beneficios 

económicos para los productores. 

Por otra parte al ser un residuo lignocelulósico, el bagazo de A. tequilana ha sido 

sometido a diferentes pre-tratamientos químicos (ácidos, alcalinos y líquidos 

iónicos) y tratamientos enzimáticos (Tabla 1.3). Con el fin de extraer azúcares 

fermentables en la fracción soluble (hidrolizado) y utilizarlo como sustrato para la 

producción de diferentes biocombustibles. 
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Tabla 1.3 Producción de biocombustibles a partir de bagazo de A. tequilana. 

*Rendimiento de sacarificación; **Rendimiento de producción de biocombustible. 

1.2.2 Caracterización de la piña y bagazo de A. tequilana 

En base a la relación que guarda su peso en la biomasa total de la planta, la piña 

representa el 45% del peso total de la planta, el restante 55% está integrado por las 

hojas o pencas, las cuales constituyen los residuos primarios del cultivo (González, 

2013).  

La piña de A. tequilana está formada por una fracción soluble y una fracción 

insoluble. La fracción soluble es rica en fructanos, mientras que la fracción insoluble 

está constituido por fibra lignocelulósica (Flamm et al. 2001; González, 2013). 

1.2.2.1 Caracterización de la fracción soluble de la piña de A. tequilana 
La fracción soluble está constituida principalmente por fructanos; polímeros u 

oligómeros compuestos principalmente de unidades de fructosa unidas a una 

molécula de sacarosa (Figura 1.9) (Lopez et al. 2003). 

Los fructanos son carbohidratos de reserva que se sintetizan y almacenan en los 

tallos de la planta de A. tequilana; actúan como osmoprotectores durante la sequía 

(Arrizon et al. 2010). De acuerdo a su estructura molecular, los fructanos se 

clasifican en inulinas, cuando entre las moléculas de fructosa predominan enlaces 

Biocombustible Pre-
tratamiento Tratamiento *Rendimiento **Rendimiento Referencia 

Bioetanol Ácido (H2SO4) 
Enzimático 
(celulasas y 

glucosidasas) 

248.8 mg 
azúcares 

fermentables /g 
bagazo 

0.18 g etanol/g 
bagazo 

Saucedo-
Luna et al. 

2010 

Bioetanol 

Ethanosolv 
(H2SO4- 
etanol) 

Enzimático 
(Novozymes) 

510 mg azúcares 
fermentables /g 

bagazo 

0.25 g etanol/g 
bagazo. 

Caspeta et al. 
2014 

Metano Ácido (HCl) - 
558 mg azúcares 
totales /g bagazo 

0.26 L CH4/g 
DQO. 

Arreola-
Vargas et al. 

2015a 

Hidrógeno - 
Enzimático 
(Celluclast     

1.5 L)  

207 mg azúcares 
totales /g bagazo 

0.76-1.36 mol 
H2/mol glucosa 

Abreu-
Sherrer, 2013 

Hidrógeno - 
Enzimático 
(Celluclast 

1.5L) 
- 

1.35-1.53 mol 
H2/mol azúcar 

consumido   

Contreras-
Dávila, 2015 
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β (2,1), o levanas, cuando predomina enlaces β (2,6). Los fructanos de A. tequilana 

consisten en una mezcla compleja, que contiene principalmente fructanos altamente 

ramificados y neo-fructanos (grupo de fructanos mixtos) (Mancilla-Margalli y López, 

2002; Lopez et al. 2003). 

 

Figura 1.9 Estructura de fructanos propuesta para una planta de A. tequilana de 8 años 

(Lopez et al. 2003).  

Tradicionalmente, durante la elaboración de tequila, las piñas de A. tequilana son 

cocidas al vapor en hornos de ladrillo durante aproximadamente 36 h con el fin de 

hidrolizar los fructanos y liberar principalmente fructosa y glucosa como azúcares 

fermentables. Más recientemente, varias destilerías de tequila han sustituido a sus 

hornos de ladrillo por autoclaves con el fin de disminuir el tiempo de cocción La 

hidrólisis de fructanos se acelera cuando existen condiciones de alta temperatura y 

humedad y a un pH de 4.5 (Lamas et al. 2004). 

El proceso de cocción es una etapa particularmente importante, ya que además de 

la generación de azúcares fermentables por hidrólisis térmica de los fructanos 

presente en la piña de A. tequilana, se llevan a cabo una serie de reacciones 

químicas llamadas reacciones de Maillard, que generan muchos de los compuestos 

responsables de las características organolépticas de la bebida (Mancilla-Margalli y 

López, 2002). 

Se han identificado alrededor de 75 compuestos derivados de las reacciones de 

Maillard, incluyendo compuestos furanos, piranos, aldehídos, nitrogenados y 

sulfurados. Siendo  2-furoato de metilo, 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-

ona, y 5-hidroximetilfurfural (HMF) los compuestos más abundantes, además de 

encontrar una serie de cadenas cortas y largas de ácidos grasos (Mancilla- Margalli 
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y López, 2002). El HMF se genera por la deshidratación de azúcares por efecto de 

la temperatura y tiempo prolongado; parcialmente responsable del aroma 

característico del agave cocido (Lamas et al. 2004). 

Adicionalmente, durante el proceso de cocimiento se ablanda la textura del agave 

facilitando su molienda, lo cual puede deberse a una pérdida de turgencia, de aire 

vascular y extracelular y a la desnaturalización y degradación de los componentes 

de la membrana celular y de otros polisacáridos (Lamas et al. 2004).  

1.2.2.2 Caracterización del bagazo de A. tequilana (fracción insoluble) 
La fibra lignocelulósica representa el segundo constituyente en importancia en el A. 

tequilana. Por su composición es insoluble en agua. Por lo que no se afecta en gran 

medida durante el proceso de cocción de la piña de A. tequilana. Siendo el principal 

constituyente del bagazo que se obtiene del proceso de cocción (Tabla 1.4) 

(Saucedo-Luna, 2010; González, 2013). 

Tabla 1.4 Composición del bagazo de A. tequilana. 

Compuesto Compuesto (%BS) 

Hemicelulosa 20 

Celulosa 42 

Lignina 15 

Solubles 23 

                                    (Saucedo-Luna, 2010) 

1.2.3 Producción de hidrógeno a partir de bagazo de A. tequilana 

Los sistemas reportados para la producción de hidrógeno a partir de hidrolizados 

enzimáticos de bagazo de A. tequilana han sido en lote y continuos (CSTR, TBR) 

por Abreu-Sherrer, (2013) y Contreras-Dávila, (2015). En el trabajo de Abreu-

Sherrer, (2013) se aplicaron diferentes tratamientos de sacarificación del bagazo de 

A. tequilana (Tabla 1.5).  

Abreu-Sherrer, (2013) reportó que el tratamiento de hidrólisis enzimática fue 

suficiente para sacarificar al bagazo de A. tequilana sin ser pre-tratado (Tabla 1.5). 

Esto probablemente se debió a que el proceso de cocción y molienda que se aplica 
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en la piña de A. tequilana, funcionó como un pre-tratamiento en las fibras de A. 

tequilana.  

Tabla 1.5 Tratamientos aplicados a las fibras de bagazo de A. tequilana. 

Tratamiento Caracterización de hidrolizados Rendimiento de sacarificación 
Secuencial: 

- Alcalino con 
H2O2/NaMoO4 

-Ácido con HCl 
-Hidrólisis Enzimática 

AR: 4841 mg/L* 
AT: 6320 mg/L* 

Furfural: ND* 
HMF:ND* 

121.05 mg AR/g bagazo 
150 mg AT/g bagazo 

 

-Hidrólisis Enzimática 

AR: 6728 mg/L 
AT: 8290 mg/L 

Furfural: ND 
HMF: ND 

168.2 mg AR/g bagazo 
207 mg AT/g bagazo 

 

AR: Azúcares reductores; AT: Azúcares totales; ND: no detectados (Abreu-Sherrer, 2013); *Los 

datos mostrados corresponde al hidrolizado enzimático después de los pre-tratamientos. 

La Tabla 1.6 muestra los rendimientos molares (RMH) y velocidades de producción 

de hidrógeno (VVPH) obtenidos a partir de hidrolizados enzimáticos de bagazo de 

A. tequilana (Abreu-Sherrer, 2013; Contreras-Dávila, 2015).  

Tabla 1.6 Producción de hidrógeno en sistemas en lote y continuo a partir de hidrolizados 
de bagazo de A tequilana. 

Sistema Sustrato 
VVPH 

(mL H2/   
L-h) 

RMH 
(mol H2/mol 

glucosa) 

Referencia 

Lote 
3.15 g AT/L de hidrolizados con 

tratamiento secuencial 83.70 1.36 
Abreu-

Sherrer, 
2013 

Lote 4.1g AT/L de HE 60.03 1.31 
Abreu-

Sherrer, 
2013 

Continuo 
(CSTR) 

CAT de HE: 0.54 g AT/L-h.  
(TRH:12 h) 72.55 0.76 

Abreu-
Sherrer, 

2013 

Continuo 
(CSTR) 

COV de HE: 52.5 y 40.2 g 
DQO/L-d 105.41 1.35 

Contreras-
Dávila, 
2015 

Continuo  
(TBR) 

COV de HE: 52.9 g DQO/L-d 143.75 1.53 
Contreras-

Dávila, 
2015 

HE: hidrolizado enzimático; CAT: Carga orgánica por azúcares totales; TRH: tiempo de retención 

hidráulico; COV: carga orgánica volumétrica.  
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Tanto los RMH y las VVPH reportados son bajos en comparación con sustratos 

modelos (1.03-2.79 mol H2/mol glucosa; 170-1270 ml H2/L-h) (Kyung-Won et al. 

2011). Abreu-Sherrer, (2013) propuso que esto puede deberse a que durante la 

hidrólisis enzimática del bagazo de A. tequilana se generan oligómeros de celulosa 

y hemicelulosa ligados a restos de lignina, los cuáles sean los que afecten 

negativamente a la producción de hidrógeno. 

1.2.4 Limitantes para la producción de hidrógeno a partir de residuos 
lignocelulósicos   
Hasta el momento no existen estudios sobre la naturaleza y el papel de todos los 

compuestos presentes en los hidrolizados para la producción de hidrógeno, debido 

a la complejidad de la biomasa lignocelulósica y al tipo de tratamiento aplicado. Sin 

embargo, los bajos rendimientos de hidrógeno obtenidos podrían estar asociados a 

las siguientes explicaciones: 

 A los compuestos inhibitorios presentes en los hidrolizados afectando 

negativamente la eficiencia de la producción de hidrógeno, ocasionando 

daño celular en los microorganismos fermentativos y/o inhibiendo su 

metabolismo. Sin embargo, la magnitud de estos impactos nocivos depende 

básicamente de dos factores, la concentración de los compuestos inhibitorios 

y la tolerancia específica de microorganismos hacia ellos (Kumar et al. 2015; 

Mussatto et al. 2004; Quéméneur et al. 2012; Siqueira et al. 2015).  

 El hidrógeno se produce utilizando consorcios microbianos, lo que podría 

permitir que las hexosas y pentosas presentes en los hidrolizados sean 

utilizadas durante la fermentación. Sin embargo, es importante mencionar 

que la competencia e interacciones entre microorganismos podrían afectar 

patrones metabólicos, impactando negativamente en el rendimiento de 

hidrógeno (Quéméneur et al. 2011; Nissilä et al. 2014).  

 Las características de los hidratos de carbono en los hidrolizados son 

importantes e influyen en el rendimiento de la fermentación oscura. Es 

probable que la presencia de oligosacáridos afecte negativamente la 

producción de hidrógeno. Probablemente porque los microorganismos tienen 



23 
 

que invertir energía para la producción de enzimas con el fin de hidrolizar 

oligosacáridos (Quéméneur et al. 2011; Arreola-Vargas et al. 2014). 

1.3 Justificación  
El bagazo de A. tequilana al ser una fibra lignocelulósica tiene las características 

adecuadas para ser un sustrato atractivo para la producción de hidrógeno. Donde 

no es necesario un pre-tratamiento previo, debido a que el bagazo de A. tequilana 

proviene de un proceso de cocción de la piña de A. tequilana. No obstante, como lo 

han demostrado estudios anteriores los rendimientos de sacarificación de la 

hidrólisis enzimática del bagazo cocido de A. tequilana han sido bajos. 

Probablemente debido a que la celulosa cristalina no está siendo afectada durante 

la hidrólisis enzimática. Así mismo, los rendimientos y velocidades de producción 

de hidrógeno a partir de hidrolizados enzimáticos fueron bajos comparados con lo 

obtenido por sustratos modelos. Esto podría deberse a la presencia de compuestos 

inhibitorios en los hidrolizados como lo son los compuestos fenólicos formados 

durante los tratamientos de sacarificación o a los compuestos solubles remanentes 

en el bagazo de A. tequilana formados durante el proceso de cocción de la piña de 

A. tequilana. Por lo tanto, es necesario realizar un estudio más completo en cuanto 

a los cambios químicos y morfológicos de los constituyentes lignocelulósicos 

(celulosa amorfa y cristalina, hemicelulosa y lignina) de las fibras de la piña y bagazo 

de A. tequilana. Evaluando el proceso tradicional de cocción con vapor de la piña 

de A. tequilana, donde se genera grandes cantidades de bagazo cocido de A. 

tequilana, comparándolo con tratamientos alternos para extraer azúcares 

fermentables de piña de A. tequilana. Así mismo estudiar diferentes tratamientos de 

sacarificación del bagazo cocido de A. tequilana en condiciones suaves (hidrólisis 

enzimática) y en condiciones severas (hidrólisis ácida). De igual manera, investigar 

si los compuestos fenólicos afectan el proceso de fermentación oscura para la 

producción de hidrógeno y si su remoción permite mejorar la producción de 

hidrógeno. 
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1.4 Hipótesis 
I. El proceso de cocción de la piña de A. tequilana, para la extracción de las 

mieles fermentables, afecta el contenido de las fibras y reduce la cantidad de 

celulosa cristalina.  

II. Los compuestos solubles remanentes en el bagazo de A. tequilana formados 

durante el proceso de cocción de la piña de A. tequilana presentan un efecto 

inhibitorio en la fermentación oscura para la producción de hidrógeno. 

III. La remoción de compuestos fenólicos presentes en los hidrolizados mejoran 

los rendimientos y velocidades de producción de hidrógeno vía fermentación 

oscura.  

1.5 Objetivo general 
Estudiar la producción de hidrógeno a partir de hidrolizados obtenido de bagazo de 

Agave tequilana Weber var. azul. 

1.6 Objetivos específicos  
a. Evaluar el efecto de diferentes tratamientos para extraer azúcares de la piña 

y bagazo de A. tequilana sobre la cristalinidad de la celulosa, la morfología y 

el contenido de fibras. 

b. Optimizar la hidrólisis enzimática de bagazo de A. tequilana. 

c. Estudiar el efecto inhibitorio para la producción de hidrógeno de compuestos 

solubles remanentes en el bagazo de A. tequilana formados durante el 

proceso de cocción de la piña de A. tequilana. 

d. Estudiar el efecto de la remoción de compuestos fenólicos presentes en 

hidrolizados enzimáticos y ácidos de bagazo de A. tequilana sobre la 

producción de hidrógeno. 

e. Determinar el efecto inhibitorio para la producción de hidrógeno de los 

concentrados obtenidos a partir de las aguas de lavado e hidrólisis 

enzimática del bagazo de A. tequilana. 
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1.7 Estructura de la tesis 
El presente capítulo presenta la composición estructural de los residuos 

lignocelulósicos, los pre-tratamientos de la biomasa lignocelulósica, la formación de 

inhibidores durante los pre-tratamientos, la remoción de dichos inhibidores y el 

proceso de fermentación oscura. También se describen los componentes 

lignocelulósicos del bagazo A. tequilana y su utilización potencial como sustrato 

para la producción de biocombustibles (bioetanol, metano e hidrógeno). Así mismo, 

se plantea la justificación, hipótesis y objetivos del presente trabajo. 

El capítulo 2 describe los estudios que se realizaron para entender los cambios 

químicos y morfológicos de los constituyentes lignocelulósicos presentes en la piña 

y bagazo de A. tequilana, después de ser sometidos a diferentes tratamientos de 

extracción de azúcares. Para esto, se caracterizó la composición química de las 

fibras, se determinó la cristalinidad de las mismas y se observó su morfología 

microscópica. Los tratamientos estudiados fueron el proceso de cocción y dos 

procesos mecánicos en la piña y dos hidrólisis (enzimática y ácida) en el bagazo. 

En el capítulo 3 se describe la optimización de las condiciones de la hidrólisis 

enzimática de bagazo de A. tequilana y su efecto sobre la producción de hidrógeno. 

En el capítulo 4 se describe el efecto que tiene la remoción de los compuestos 

fenólicos presentes en el bagazo cocido de A. tequilana y en los hidrolizados de 

bagazo sobre la producción de hidrógeno. Dichos compuestos se forman durante el 

proceso de cocción de la piña de A. tequilana y durante la hidrólisis enzimática y 

ácida del bagazo. Para esto, se lavó el bagazo con agua y a estas aguas se les 

removieron los compuestos fenólicos por medio de una resina de adsorción 

(AMBERLITETMFX66). Por otra parte los hidrolizados enzimáticos y ácidos fueron 

tratados con la misma resina. Las aguas de lavado y los hidrolizados tratados con 

la resina se emplearon para realizar pruebas de producción de hidrógeno en lote. 

Así mismo, se estudió el efecto de los compuestos fenólicos retenidos en la resina 

sobre la producción de hidrógeno. 

Finalmente, en el capítulo 5 se presenta una discusión general de los resultados 

obtenidos en esta tesis, incluyendo conclusiones generales y perspectivas. 
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Caracterización de las fibras de piña y bagazo de A. tequilana sometidas a 
diferentes tratamientos para la extracción de azúcares 

 

Resumen  

En este estudio se evaluaron diferentes procesamientos (proceso tradicional de cocción y 

dos procesos mecánicos alternos) de la piña de A. tequilana (PAT) para extraer azúcares 

fermentables y diferentes tratamientos de sacarificación (hidrólisis enzimática e hidrólisis 

ácida) del bagazo de A. tequilana (BAT) procedente del proceso de cocción de la PAT. La 

caracterización de las fibras de la PAT y BAT permitió entender los cambios químicos y 

morfológicos de los constituyentes lignocelulósicos presentes en las fibras de la PAT y del 

BAT. Se encontró que el proceso de cocción resultó ser el más eficiente para remover la 

fracción soluble y extraer azúcares fermentables de la PAT. Asociado a esto, se observó 

también la remoción del parénquima presente en las fibras de la PAT, permitiendo que el 

esclerénquima quedara expuesto en el BAT resultante de dicho proceso. Por otra parte se 

encontraron cristales de oxalato de calcio, tanto en la PAT como en el BAT. Por otra parte 

la hidrólisis ácida solubilizo los cristales, permitiendo una remoción alta de la fracción 

amorfa de la fibra lo cual representa un tratamiento atractivo para hidrolizar el BAT. Sin 

embargo, la cristalinidad de celulosa no se vio afectada.  

2.1 Introducción 

La biomasa lignocelulósica representa una fuente de carbono sostenible para su 

transformación en biocombustibles, como el hidrógeno, debido a su bajo costo y 

amplia disponibilidad. No obstante, su conversión directa no es posible, debido a 

que la biomasa lignocelulósica es muy recalcitrante a la biodegradación y ofrece un 

acceso limitado a las enzimas o microorganismos hidrolíticos. Por lo que es 

necesario la aplicación de pre-tratamientos seguido de un tratamiento enzimático 

para hidrolizar las estructuras heterogéneas y cristalinas de la biomasa 

lignocelulósica (De Vrije et al. 2002).  

Los pre-tratamientos termoquímicos son los más utilizados en comparación con los 

biológicos o mecánicos debido a que los tiempos de procesamiento son más cortos, 
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y se obtienen mayores rendimientos. Sin embargo, a pesar de la gran variedad de 

pre-tratamientos reportados, no existe un tratamiento universal que sea sugerido 

para todo tipo de biomasa lignocelulósica, probablemente debido a que el contenido 

de lignina, celulosa y hemicelulosa varía de acuerdo a la naturaleza de la biomasa 

(Kumar et al. 2009). 

La elección del tratamiento idóneo para extraer azúcares fermentables de un 

residuo lignocelulósico se basa en la cuantificación de azúcares fermentables y 

formación de compuestos inhibitorios para procesos fermentativos. Sin embargo, el 

conocimiento exacto de la composición química de la biomasa es fundamental 

cuando se trata de entender y evaluar la efectividad de los pre-tratamientos y 

tratamientos que se aplican para liberar azúcares fermentables (Kumar et al. 2009; 

Li et al. 2012; FitzPatrick, 2011). Con la aplicación de diversas técnicas analíticas 

se puede obtener una mejor caracterización de las fracciones amorfas y cristalinas 

de la biomasa lignocelulósica. Permitiendo tener una mejor comprensión de los 

cambios estructurales de dichas fracciones y del impacto de los tratamientos 

aplicados para extraer azúcares fermentables. (Kumar et al. 2009; FitzPatrick, 

2011).  

Un parámetro importante en la caracterización de la biomasa lignocelulósica es la 

estructura cristalina de la celulosa, la cual no ha sido completamente entendida, 

debido a su complejidad. Se ha usado ampliamente un parámetro denominado 

índice de cristalinidad (IC) para describir la cantidad relativa del material cristalino 

en la celulosa. El cálculo del IC de la celulosa a partir del análisis de difracción de 

rayos X (DRX), se puede realizar utilizando diferentes métodos como la 

decovolución de picos mediante un ajuste de curvas (utilizando funciones como la 

Gaussiana y la Lorentziana), la medida de los picos cristalinos y amorfos más altos, 

o la sustracción de la parte amorfa (Park et al. 2010). La medición del IC de 

materiales lignocelulósicos es más difícil de determinar en comparación con 

materiales celulósicos, debido a que el IC se ve afectado por el contenido de 

celulosa amorfa, hemicelulosa y lignina (Zhang et al. 2004). 
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El BAT es un residuo lignocelulósico que cuenta con un alto contenido de 

carbohidratos y bajo contenido de lignina, por lo que tiene un alto potencial como 

sustrato para la producción de hidrógeno por fermentación oscura. Este residuo es 

generado durante el proceso de cocción y molienda de la PAT para hidrolizar 

fructanos y liberar azúcares fermentables (Bautista et al. 2001). La composición del 

BAT depende de las condiciones en las que se realice el tratamiento térmico y la 

forma en la que se lleve a cabo la desintegración y molienda de la PAT cocida 

(Lamas et al. 2004). Es de esperarse que el procesamiento de la PAT podría 

acondicionar a la fibra lignocelulósica para poder ser hidrolizada directamente sin la 

necesidad de aplicar pre-tratamientos (Abreu-Sherrer, 2013).  

El IC de la celulosa en el BAT que se ha reportado es de 61% y 70% (Perez-Pimienta 

et al. 2015; Kestur et al. 2013), esta variación se debe al tipo de método utilizado 

para obtener el IC. A diferencias de otros materiales lignocelulósicos, donde la 

cristalinidad se debe solo a la celulosa cristalina, en A. tequilana la cristalinidad se 

debe tanto a cristales de oxalato de calcio como a la celulosa cristalina (Perez et al. 

2013). Sin embargo, no se ha estudiado si la presencia de los cristales de oxalato 

de calcio afecta la eficiencia de los tratamientos que se aplican para liberar azúcares 

fermentables. 

El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios sobre la cristalinidad de celulosa, 

el contenido de fibras y la morfología de las fibras de PAT y BAT sometidas a 

diferentes procesos para extraer azúcares fermentables. 

Para este estudio las fibras se caracterizaron antes y después de cada proceso 

aplicado. En el caso de la PAT se evaluaron 3 procesos para extraer azúcares 

fermentables; el proceso tradicional de cocción con vapor y dos procesos mecánicos 

alternos (empleando una desgarradora y un extractor de jugos doméstico) (Figura 

2.1). Para el BAT se evaluaron dos tratamientos de sacarificación (una hidrólisis 

enzimática en condiciones suaves y una hidrólisis ácida en condiciones severas) 

(Figura 2.1). Utilizando BAT cocido originado del proceso tradicional de cocción de 

la PAT.  



29 
 

2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Biomasa 
La PAT, y dos tipos de BAT fueron colectados en la tequilera “Casa Herradura”, 

localizada en Amatitán, Jalisco. 

2.2.2 Tratamientos aplicados para extraer azúcares fermentables  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.1 Estrategia experimental para evaluar diferentes procesos para extraer azúcares 

fermentables de las fibras de A. tequilana; BAT¨*: bagazo cocido de A. tequilana 

proveniente del proceso de cocción con vapor. La caracterización de las aguas de lavado e 

hidrolizados se abordan en el capítulo 4. 

2.2.2.1 PAT  
La PAT fue fraccionada en trozos con peso menor a 50 g, una fracción fue sometida 

a un tratamiento mecánico para extraer azúcares fermentables por medio de un 

extractor de jugos doméstico. La otra fracción se sometió a un secado a 60 °C por 

12 horas para su conservación y análisis posterior. 
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2.2.2.2 BAT  
El BAT proviene de dos procesos diferentes a los que se somete la PAT en “Casa 

Herradura”. Uno, es un proceso térmico que se realiza con vapor en hornos 

tradicionales. El otro es un proceso alternativo que se realiza desgarrando la PAT e 

impregnándola con agua caliente. En ambos casos la PAT tratada se somete a una 

comprensión para extraer las mieles fermentables. Los detalles de temperatura y 

tiempo son información no disponible. Ambos BAT se secaron a temperatura 

ambiente para su conservación. 

El BAT cocido que se origina por el proceso de cocción con vapor, fue el sustrato 

para realizar la hidrólisis enzimática y ácida. Por lo que las fibras secas del BAT 

fueron cortadas en trozos de 2 cm, lavadas con agua destilada para eliminar 

compuestos solubles remanentes del proceso de cocción de la PAT, y secadas a 

60 °C por 12 horas.  

La hidrólisis enzimática se realizó de acuerdo a lo establecido en el trabajo de 

Abreu-Sherrer, (2013) utilizando Celluclast 1.5L en una relación de 1g de enzima 

por gramo de bagazo. El bagazo seco se suspendió a una concentración de 4% 

(w/v) de sólidos en un buffer de citratos 50mM a pH 4.5. La hidrólisis de efectuó a 

45°C por 10 horas. 

La hidrólisis ácida fue realizada de acuerdo a las condiciones óptimas reportadas 

en el trabajo de Arreola-Vargas et al. 2015, utilizando 5% (w/v) de solidos de bagazo 

seco en HCl diluido al 2.7% La hidrólisis se efectuó a una temperatura de 123.6°C 

por un período de 1.3 horas. 

2.2.3 Caracterización de fibras  
Para la determinación de fibras y DRX las fibras de PAT sin ningún tratamiento, BAT 

y BAT hidrolizado, previamente secadas, fueron pulverizadas utilizando un molino 

Thomas Wiley® Mini-Mill. Mientras que para observar su morfología, se utilizaron 

fibras de un tamaño de 1 cm aproximadamente. 
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2.2.3.1 Determinación de fibras.  
Se realizó mediante un procedimiento secuencial ANKOM con bolsas de poliéster, 

basado en el método de Van Soest, realizando la determinación de fibra detergente 

neutro (FDN), fibra detergente ácido (FDA) y lignina detergente ácido (LDA). Lo que 

permitió conocer el contenido de los constituyentes de la pared celular (celulosa, 

hemicelulosa y lignina) (Keys et al. 1969).  

2.2.3.2 DRX 

Se utilizó una radiación monocromática Cu Kα (λ=1.5818 Å) generado por un 

difractometro de rayos X para polvos marca Bruker D8 Advance con un voltaje de 

35 keV y una corriente de 25 mA. La fracción amorfa y cristalina en las fibras se 

calculó entre valores 2ɵ de 5° y 60° con un tamaño de paso de 0.015°. Se utilizó un 

estándar de celulosa microcristalina (AVICEL PH101) para determinar los picos 

cristalinos de celulosa los cuales están reportados en la literatura a valores de 2ɵ 

de 15°, 16.5°, 22.8 ° y 34.6°. El IC se calcula con la Ecuación 2.1, mediante el 

método de decovolución, a través del programa MagicPlot. El cual permite separar 

la contribución amorfa de la cristalina mediante un ajuste de curvas, asumiendo 

funciones Gaussianas para cada pico (Park et al. 2010). 

                                                   𝐼𝐶 =
𝐼𝑐

𝐼𝑐+𝐼𝑎
(100)                                                 (2.1) 

Donde Ic corresponde al área total de la fracción cristalina, mientras que Ia 

corresponde al área total de la fracción amorfa. 

 

2.2.3.3 Caracterización morfológica 

Se utilizó un microscopio electrónico de barrido con detector de energía dispersiva 

(SEM-EDS) FEI Quanta 200, para observar la morfología superficial de las fibras. 

2.3 Resultados y discusión  

2.3.1 Caracterización de la celulosa microcristalina (AVICEL PH101) 
El IC obtenido para el estándar de celulosa microcristalina fue de 62.9% el cual está 

dentro de los intervalos reportados cuando se usa el método de decovolución (Park 

et al. 2010). Las flechas en la Figura 2.2 indican los picos cristalinos, mientras que 

la fracción amorfa es el principal contribuyente para el ensanchamiento de los picos. 
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Las estructuras cristalinas de la celulosa no pudieron visualizarse por SEM-EDS; 

esto podría deberse a que el tamaño de la celulosa cristalina que se han reportado 

es de 5nm (Park et al. 2010), tamaño que no pudo ser visualizado en el equipo de 

SEM-EDS. 

  
Figura 2.2 Caracterización de la celulosa microcristalina. a) Difractograma de DRX; b) SEM-

EDS. 

2.3.2 Evaluación de los tratamientos para extraer azúcares fermentables 
aplicados a la PAT 
Las fibras de PAT contienen un alto porcentaje de solubles (fructanos) (Figura 2.3). 

Por lo cual, el difractograma de DRX resultante presentó un ensanchamiento muy 

pronunciado de los picos (Figura 2.4a). Esto dificulto determinar el IC ya que los 

picos correspondientes a la celulosa cristalina quedaron encubiertos (Figura 2.4a). 

 
Figura 2.3 Cambio en el contenido de fibras (%) durante los diferentes procesamientos de 

la PAT. 

b) IC=62.9%  a) 
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Figura 2.4 Difractogramas de DRX; a) PAT, b) BAT proveniente de un proceso mecánico 

de la PAT utilizando un extractor de jugos doméstico, c) BAT proveniente de un proceso 

mecánico de la PAT con una desgarradora e impregnación con agua caliente, d) BAT 

proveniente de un proceso de cocción de la PAT. 

El tratamiento mecánico con extractor de jugos doméstico fue el menos efectivo 

para remover la fracción soluble de la PAT (5% de remoción; Figura 2.3). Dificultado 

la determinación del IC, ya que el difractograma de este bagazo (Figura 2.4b) 

presentó un comportamiento similar al difractograma de la PAT (Figura 2.4a). Por 

otro lado, el desgarramiento de la PAT con impregnación con agua caliente fue 

eficiente para remover la fracción soluble (62.6% de remoción), con el consecuente 

enriquecimiento del contenido de hemicelulosa, celulosa y lignina. Permitiendo 

calcular un IC debido a la celulosa de 39.8% (Figura 2.4c). 

El proceso de cocción con vapor de la PAT permitió una remoción mayor de la 

fracción soluble (72% de remoción) en comparación con los procesos mecánicos 

(Figura 2.3). Por lo que el BAT resultante presentó un IC debido a la celulosa de 

51.2% (Figura 2.4d). Este valor es bajo en comparación con lo reportado por Perez-

Pimienta et al. (2015) y Kumar et al. (2014) reportando un IC de 61% y 70% 

respectivamente; sin embargo, estas diferencias podrían deberse al método y 

programa utilizado para determinar el IC.  

IC=39.8%  
d) 

a) 

IC=51.2%  

b) 

c) 
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En los difractogramas de las fibras de PAT y BAT se observaron picos cristalinos 

que no corresponden a la celulosa cristalina, principalmente a 2θ de 15°, 24.5°, 

30.5° y 38°; en base a la literatura y a la información proporcionada por SEM-EDS 

se determinó que corresponden a oxalato de calcio monohidratado, también 

conocido como whewellita. Estos cristales se encuentran de manera natural en el 

A. tequilana (Perez et al. 2013). No obstante, el calculo del IC que se realizó en este 

trabajo solo se baso en los picos cristalinos debidos a la celulosa. 

El analisis morfológico de las fibras de PAT y BAT por SEM-EDS permitió observar 

cristales de oxalato de calcio en forma de estiloides (formas prismáticas) y rafidios 

(cristales en forma de aguja, generalmente agrupados). Ambas formas de cristales 

no se vieron afectadas por los tratamientos térmicos. 

Se observó que la fibra de la PAT sin ningún tratamiento (Figura 2.5) se encuentra 

envuelta por células del parénquima, con la presencia de punteaduras o poros que 

permiten la comunicación entre las células. Además de cristales de oxalato de calcio 

en forma de estiloides incrustados sobre la superficie de la fibra. 

 

Figura 2.3 SEM-EDS para la fibra de PAT sin ningún procesamiento. 

Por otro parte, el proceso mecánico con un extractor de jugos de la PAT fue más 

disruptivo debido a la fuerza que se aplica (Figura 2.6). Alterando la integridad de 

las fibras y la estructura de cristales estiloides, además de desagrupar a los cristales 

en forma de rafidios. Tambien se provocó el rompimiento de los haces vasculares 

liberando fracciones de pared celular lignificada. Donde la estructura del 

parénquima no se removió pero si se alteró seriamente, perdiéndose la integridad 

Parénquima 
Cristales 

Punteaduras 
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morfólogica del tejido. Esto se puede observar en la Figura 2.6 en donde las células 

parenquimáticas se encuentran en los espacios que se formaron entre los haces 

vasculares. Sin embargo, la remoción de solubles fue muy pobre (Figura 2.3). 

 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 

Figura 2.4 SEM-EDS de la fibra de BAT proveniente de un procesamiento  mecánico de la 

PAT con extractor de jugos doméstico.  

El bagazo resultate del proceso mecanico donde se desgarra la PAT impregnandola 

con agua caliente presenta parénquima que no se vio afectado (Figura 2.7). Esto 

quizá indique que aunque la extracción de la fracción soluble fue alta (Figura 2.3), 

el parénquima conservó parcialmente su integridad. 
 

 

 

 

     

  
Figura 2.5 SEM-EDS de la fibra de BAT proveniente de un proceso mecánico de la PAT 

con una desgarradora e impregnación con agua caliente.  
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El proceso de cocción con vapor removió el parénquima presente sobre la PAT 

(Figura 2.8), permitiendo observar células fibrosas del esclerénquima en el BAT 

resultante. Donde se distinguen las punteaduras y la lamina media que une a las 

paredes celulares de las fibras. Esto probablemente debido a que el proceso de 

cocción provoco una hinchazón de las células fibrosas. 

 
Figura 2.6 SEM-EDS de la fibra de BAT proveniente de un proceso de cocción con vapor 

de la PAT. 

Las remociones altas de la fraccion soluble presentada en la Figura 2.3, estuvieron 

asociadas a la remoción del parénquima durante el proceso de cocción con vapor 

(Figura 2.8). Ya que el parénquima es un tejido constituido por células con pared 

primaria (hemicelulosa, celulosa y lignina), rica en sustancias solubles como los son 

los fructanos (Esau, 1985). Por lo que se esperaría que la remoción de la fracción 

soluble proviene principalmente del parénquima.  

Al parecer los componentes de la lignocelulosa no se vieron afectados en cuanto a 

composición, ya que en en el proceso de cocción con vapor y en el proceso 

mecanico con una desgarradora e impregnacion de agua caliente se observó un 

enriquecimiento de la hemicelulosa, celulosa y lignina en el BAT resultante (Figura 

2.3).  
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2.3.3 Evaluación de los tratamientos de hidrólisis enzimática y ácida de 
BAT  
La hidrólisis enzimática de BAT resultante del proceso de cocción con vapor, 

permitió una remoción mínima en el contenido de hemicelulosa y celulosa (Figura 

2.9), esta remoción se vio reflejada en un incremento mínimo del IC de 51.2% 

(Figura 2.4d) a 52.7% (Figura 2.10a). Estos datos confirman lo mencionado en el 

trabajo de Abreu-Sherrer, (2013), en cuanto a que es necesario optimizar las 

condiciones de la hidrólisis enzimática de BAT con el objetivo de obtener una mayor 

hidrólisis de celulosa y hemicelulosa. La cual se reporta en el Capítulo 3 de esta 

tesis.  

 
Figura 2.9 Remoción de fibras durante los tratamientos de hidrólisis en el BAT cocido  

proveniente del proceso de cocción con vapor de la PAT.  

 
Figura 2.10 Determinación del IC en las fibras hidrolizadas; a) BAT hidrolizado enzimático; 

b) BAT hidrolizado ácido. 

Las fibras de BAT sometidas a una hidrólisis enzimática (Figura 2.11), mostraron 

una remoción de células fibrosas (esclerénquima), permitiendo la visualización de 

células que forman parte de la estructura de los haces vasculares del xilema. Los 

a) b) IC=52.7% IC=63.8% 
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cristales de oxalato de calcio no son afectados permaneciendo incrustados en la 

superficie de las fibras. Esto podría representar una limitante para la hidrólisis 

enzimática. 

  
Figura 2.11 SEM-EDS de la fibra de BAT hidrolizado enzimático. 

Por otra parte, al aplicar una hidrólisis ácida, se observó una remoción importante 

de la hemicelulosa (96.2%; Figura 2.9), por lo que el IC aumentó un 12.6% (Figura 

2.10b). Donde los oxalatos de calcio son solubilizados por el HCl. Esto se infiere de 

su ausencia en la micrografía (Figura 2.12) y en la ausencia de señal del oxalato de 

calcio en el difractograma del BAT hidrolizado con ácido (Figura 2.10b). Más aún, 

se observó que el contenido de cenizas disminuyó considerablemente (Figura 2.9) 

lo que es consistente con la remoción de los cristales de oxalato de calcio. 

  
Figura 2.12 SEM-EDS de la fibra de BAT hidrolizado ácido. 

Haces vasculares Células del 
xilema 

Haces vasculares 
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La hidrólisis ácida al ser un tratamiento severo a altas temperaturas, provoca que la 

fibra se hinche, permitiendo la protonación del enlace glucosídico (Timell, 1964) 

facilitando la hidrólisis de la hemicelulosa. La Figura 2.12 muestra la fibra del BAT 

después de la hidrólisis ácida. En ella se observa la ausencia de la lámina media de 

la pared celular. Además, la integridad de los tejidos del esclerénquima y vascular 

presentes en el BAT se vieron afectados debido a que la remoción de la 

hemicelulosa modificó las células de dichos tejidos. Observando en la Figura 2.12 

restos de los tejidos enriquecidos en celulosa y lignina. Por lo que las fibras del BAT 

resultante del tratamiento de hidrólisis ácida presentaron un alto contenido de 

celulosa (Tabla 2.1) la cual podría ser hidrolizada con mayor facilidad mediante un 

tratamiento de hidrólisis enzimática. 

Tabla 2.1 Contenido de fibras (%) en el BAT antes y después del tratamiento de hidrólisis 

ácida. 

Fracción BAT* BAT hidrolizado 
ácido 

Soluble 24.6±0.9 9.9±0.7 

Hemicelulosa 20.4±0.3 2±0.8 

Celulosa 42.5±1.1 64.9±7 

Lignina 12.6±0.4 22.7±6.8 

*BAT cocido lavado proveniente del proceso de cocción con vapor. 

2.4 Conclusiones 

La complementariedad en el uso de técnicas de análisis de contenido de fibras, DRX 

y SEM-EDS demostró ser útil para la caracterización de las fibras de la PAT y de 

BAT sometidas a diferentes tratamientos empleados para extraer azúcares 

fermentables. 

Conocer los cambios en la  estructura de las fibras empleando SEM-EDS, permitió 

observar los cambios morfológicos que ocurren después de la aplicación de 

tratamientos para extraer azúcares fermentables. 

De los tres procesos aplicados a la PAT, el proceso tradicional de cocción con vapor 

resultó ser el más eficiente para remover la fracción soluble, extrayendo el 
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parénquima durante el procesamiento de la PAT. Donde el BAT resultante está 

constituido principalmente por células fibrosas del esclerénquima. 

El BAT que fue sometido a una hidrólisis enzimática, presentó una mínima remoción 

de la hemicelulosa y celulosa amorfa, a pesar de que en el BAT se había removido 

el parénquima previamente. Por lo tanto, es necesario optimizar las condiciones en 

las que se realiza el tratamiento de hidrólisis con el fin de tener una mayor remoción 

del contenido de hemicelulosa y celulosa presente en las fibras de BAT. 

La hidrólisis ácida de BAT resultó ser más eficiente para remover la hemicelulosa, 

lo que provocó una alteración severa del esclerénquima, dejando a dicho tejido 

enriquecido en celulosa y lignina.  

La estructura de los cristales de oxalato de calcio presente en la PAT no se vio 

afectada por los procesos que se aplicaron para extraer azúcares fermentables de 

la PAT. Por lo que los bagazos resultantes presentaron cristales de oxalato de calcio 

incrustados sobre la superficie de las fibras. Sin embargo, el proceso mecánico con 

extractor de jugos doméstico alteró la estructura y agrupamiento de dichos cristales. 

La estructura de los cristales de oxalato de calcio presente en el BAT sometido a un 

tratamiento de hidrólisis enzimática no fue afectada. Pero un tratamiento de 

hidrólisis ácida fue eficiente para eliminar estos cristales de las fibras de BAT. 

La celulosa cristalina no fue afectada por los tratamientos de sacarificación 

aplicados en el BAT que se evaluaron en este estudio. Ya que la remoción de las 

fracciones amorfas (celulosa y hemicelulosa principalmente y en menor proporción 

lignina) permitió obtener un IC más alto en las fibras tratadas. Lo cual se interpretó 

como un enriquecimiento de la celulosa cristalina al ser removidas las fracciones 

amorfas. Este enriquecimiento se observó especialmente con el tratamiento de 

hidrólisis ácida. 
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Optimización de la hidrólisis enzimática de bagazo de A. tequilana para la 

producción de hidrógeno  

Resumen  
En este estudio se optimizaron las condiciones de la hidrólisis enzimática de BAT. Como 

factores de estudio, se consideraron la concentración de enzima, el pH, la temperatura y la 

concentración de sustrato (BAT), generando un modelo factorial 24 de composición central 

con puntos axiales. Se evaluaron tres variables de respuesta: la velocidad de producción 

de azúcares reductores (mg AR/mL-h), la concentración de azúcares reductores (mg 

AR/mL) y el rendimiento obtenido (mg AR/g sustrato). Los ANOVA y los modelos de 

superficie de respuesta obtenidos indicaron que el rendimiento fue el más adecuado para 

definir las condiciones óptimas locales para realizar la hidrólisis enzimática, utilizando 3.5% 

de BAT suspendido en un buffer de citratos 50mM con pH de 5.5, con una concentración 

de 0.7 mg proteína/mL de Celluclast 1.5L y una incubación a 40°C durante 12 horas. El 

hidrolizado enzimático realizado con las condiciones óptimas locales mostró un mayor 

rendimiento de producción de azúcares reductores (AR) y una mayor remoción de 

hemicelulosa (26%), en comparación con el hidrolizado enzimático obtenido bajo las 

condiciones reportadas por Abreu-Sherrer, (2013). Se realizaron ensayos en lote de la 

producción de hidrógeno a partir de hidrolizados obtenidos bajo ambas condiciones. Los 

rendimientos molares (1.21 y 1.30 molH2/mol AT consumido) y velocidades de producción 

de hidrógeno (79.50 y 81.73 mLH2/L-h) que se obtuvieron fueron similares. En comparación 

con el control de glucosa que se utilizó en este estudio, los hidrolizados presentaron 

mayores velocidades de producción de hidrógeno aunque los rendimientos molares 

obtenidos fueron menores.  

3.1 Introducción 
El BAT es un residuo lignocelulósico que por su contenido de celulosa y 

hemicelulosa es un sustrato atractivo para la producción de hidrógeno por 

fermentación oscura (Abreu-Sherrer, 2013). Sin embargo su conversión directa no 

es posible, por lo que se necesitan tratamientos de sacarificación para extraer 

azúcares fermentables (Duff y Murray, 1996). 
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La hidrólisis enzimática representa un tratamiento adecuado para sacarificar la 

fracción de celulosa en el BAT previamente pre-tratado con hidrólisis ácida en el 

cual la lignina y hemicelulosa son removidas (Saucedo-Luna et al. 2010). No 

obstante Abreu-Sherrer en el 2013, demostró que es posible realizar la hidrólisis 

enzimática directa de BAT y emplear dichos hidrolizados para la producción de 

hidrógeno. Probablemente esto se debió a que las fibras de BAT provienen de un 

proceso de cocción de la PAT, el cual de alguna forma desestabilizo la estructura 

nativa de la lignocelulosa. No obstante, el rendimiento de azúcares fermentables 

obtenido fue bajo, presentando una remoción de 7.5% de hemicelulosa y 12.3% de 

celulosa (datos presentados en el capítulo 2 de esta tesis).  

El tratamiento de hidrólisis enzimática es una reacción de multietapas heterogéneas 

en la que la celulosa insoluble inicialmente se rompe en la interfase solido-líquido 

de la reacción por la acción sinérgica de endoglucanasas y 

exoglucanasas/celobiohidrolasas. La reacción inicial es acompañada de una 

hidrólisis adicional de compuestos intermediarios solubles, es decir de 

oligosacáridos cortos y celobiosa para producir glucosa por la acción de β-

glucosidasas (Yang et al. 2011). Aunque la hidrólisis enzimática ofrece el potencial 

para obtener mayores rendimientos, una mayor selectividad, menores costos de 

energía y condiciones de funcionamiento más suaves que los procesos químicos. 

Los altos costos de la producción de enzimas, junto con las altas dosis enzimáticas 

necesarias para hidrolizar la biomasa son considerados las principales limitantes 

hacia el camino de la producción de biocombustibles (Várnai et al. 2011; Yang et al. 

2011). 

El Celluclast 1.5L es una mezcla comercial de celulasas derivada de Trichoderma 

reesei  empleada para la hidrólisis de biomasa lignocelulósica para la producción de 

hidrógeno. Donde las enzimas además de presentar actividad de celulasa, en menor 

proporción presentan actividad de β-glucosidasa y xilanasa, liberado hexosas y 

pentosas en la fracción soluble (hidrolizado) (Berlin et al. 2007; Yoshida et al. 2008). 

No obstante, Abreu-Sherrer, (2013) y Arreola-Vargas et al. (2015b) encontraron que 
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además de las hexosas y pentosas presentes en los hidrolizados enzimáticos, el 

Celluclast 1.5L contribuye a la producción de hidrógeno. 

El Celluclast 1.5L además de las enzimas, contiene la presencia de otros 

constituyentes solubles como el sorbitol que es el estabilizador de las enzimas, 

glicerol y azúcares como arabinosa y glucosa (Nieves et al. 1998). Los cuales son 

fácilmente fermentables al utilizar consorcios microbianos (Arreola-Vargas et al. 

2015b).  

El objetivo de este estudio fue optimizar las condiciones de la hidrólisis enzimática 

de BAT empleando la mezcla comercial de enzimas Celluclast 1.5 para obtener un 

mejor rendimiento de producción de AR y con esto incrementar la producción de 

hidrógeno mediante ensayos en lote. También se evaluó la contribución del 

Celluclast 1.5L a la producción de hidrógeno bajo las condiciones óptimas locales 

encontradas. 

3.2.1 Materiales  
El BAT fue recolectado en la tequilera “Casa Herradura” localizada en Amatitán, 

Jalisco, proveniente del proceso tradicional de cocción con vapor de la PAT. El BAT 

se secó a temperatura ambiente para su conservación y posterior uso. Se empleó 

Celluclast 1.5L de Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca), mientras que el reactivo de 

Bradford y BSA (albúmina sérica bovina) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, 

USA). 

Las fibras del BAT seco, se cortó en trozos de 2 cm, los trozos se lavaron con agua 

destilada para eliminar compuestos solubles remanentes del proceso de cocción de 

la PAT, y se secaron a 60 °C por 12 horas. Posteriormente las fibras fueron 

sometidas a los ensayos de hidrólisis enzimática. 

3.2.2 Caracterización de la mezcla comercial de enzimas (Celluclast 1.5L) 
Se empleó el método de Bradford (Bradford, 1976) para determinar la concentración 

de proteína en el Celluclast 1.5L. Mientras que la actividad enzimática se determinó 

en términos de unidades de papel filtro (FPU por sus siglas en ingles) de acuerdo a 

Adney y Baker, (1996).  
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3.2.3 Diseño experimental para la optimización de la hidrólisis enzimática 
Para realizar la optimización de la hidrólisis enzimática se utilizó un diseño 

experimental 2k de composición central con puntos axiales a través del programa 

estadístico Statgraphics centurión XVI.II de acuerdo a Gómez-Tovar, (2008). Esto 

con el fin de estudiar simultáneamente los factores que pueden afectar la variable 

de respuesta. Empleando un modelo de superficie de respuesta para optimizar las 

condiciones de hidrólisis enzimática de BAT. 

Los factores de estudio que se evaluaron fueron el pH, temperatura, concentración 

de enzima y concentración de sustrato, evaluando tres variables de respuesta: 

velocidad de producción de AR (mg AR/mL-h), concentración de AR (mg AR/mL) y 

rendimiento (mg AR/g sustrato). Lo anterior  generó un modelo factorial 24 de 

composición central con 6 puntos axiales y 4 puntos centrales con un total de 28 

ensayos. 

Los intervalos de prueba que se evaluaros (Tabla 3.1) son los reportados por 

Gómez-Tovar, (2008) durante la optimización de la hidrólisis enzimática de paja de 

avena empleando Celluclast 1.5L. 

Tabla 3.1 Factores experimentales e intervalos de prueba evaluados en la optimización. 

 

Los ensayos se realizaron en un volumen de 50 mL. Para determinar las variables 

de respuesta, se cuantificó la concentración de AR presentes en los ensayos en 

Factores de 
estudio 

Límite 
inferior 

Valor 
central 

Límite 
superior 

Puntos 
axiales Unidades 

pH 4.5 5.0 5.5 4 y 6  

Temperatura 45 50 55 40 y 60 °C 

Concentración 
de enzima 0.1 0.3 0.5 0.7 

mg 
proteína/mL 

de medio 
Concentración 

de sustrato 
(BAT) 

20 40 60 80 g/L 
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diferentes intervalos de tiempo por 24 horas. Los AR se determinaron por el método 

de ácido dinitrosalicílico (DNS) propuesto por Miller, (1959). 

3.2.4 Tratamientos de hidrólisis aplicados al BAT 
La hidrólisis enzimática para realizar las cinéticas de producción de hidrógeno se 

realizaron con BAT lavado bajo las condiciones óptimas locales mostradas por el 

diseño experimental explicado anteriormente y bajo las condiciones reportadas en 

el trabajo de Abreu-Sherrer, (2013). Ambas hidrólisis enzimáticas se realizaron en 

un volumen de 1L. 

Los hidrolizados se caracterizaron determinando la concentración de AR por el 

método anteriormente mencionado, la demanda química de oxígeno (DQO) de 

acuerdo al Standard Methods (APHA, 1998) y azúcares totales (AT) por el método 

de fenol-sulfúrico (Dubois et al. 1956). En el BAT residual obtenido después de la 

hidrólisis se determinó el contenido de fibras de acuerdo a lo establecido en la 

sección 2.2.3.1 del capítulo 2 de esta tesis. 

3.2.5 Cinéticas de producción de hidrógeno  

3.2.5.1 Ensayos en lote  
Se utilizó como inóculo lodo granular anaerobio (LGA) proveniente de una planta de 

tratamientos de vinazas de la tequilera “Casa Herradura”. El LGA fue tratado 

térmicamente a 105°C por 24 horas, pulverizado y guardado en un frasco a 

temperatura ambiente hasta su uso.  

Los ensayos en lote se realizaron en botellas serológicas de 60 mL con un volumen 

de trabajo de 30 mL, dejando un espacio de cabeza de 30 mL para la acumulación 

del gas. Cada vial contenía 4.5 g SSV/L de inóculo, medio mineral y sustrato, 

ajustando a pH inicial de 7.5. Las botellas se purgaron con una mezcla de gas 

N2/CO2 (80/20%) por 45 segundos, para garantizar anaerobiosis. Posteriormente, 

las botellas se incubaron a 37 °C con una agitación de 120 rpm. Se dio seguimiento 

a la cinética hasta que la producción de biogás se igualó o aproximó a cero. Todos 

los ensayos se realizaron por triplicado. 
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Composición del medio mineral (g/L): NH4H2PO4, 4.5; Na2HPO4, 11.9; K2HPO4, 

0.125; MgCl2∙6H2O, 0.1; MnSO4∙6H2O, 0.015; FeSO4∙ 5H2O, 0.025; CuSO4∙5H2O, 

0.005; ZnCl2, 0.075 (Arreola-Vargas et al. 2015b). 

3.2.5.2 Cuantificación de gas 

La producción gaseosa se midió a través de un dispositivo de desplazamiento, 

mientras que los componentes del gas se cuantificaron en un cromatógrafo de 

gases con un detector de conductividad térmica (modelo 6890N, Agilent 

Technologies), tal como se describe en Davila-Vazquez et al. (2008) y Carrillo et al. 

(2012).  

3.2.5.3 Análisis de la cinética  
La producción máxima acumulada de hidrógeno durante el ensayo se calculó 

mediante la ecuación modifica de Gompertz (Ecuación 3.1), ajustando la ecuación 

a través del software kaleidaGraph 4.0.  

                             H = 𝐻𝑚𝑎𝑥 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝑅𝑚𝑎𝑥 𝑒

𝐻𝑚𝑎𝑥
(𝜆 − 𝑡) + 1]}                             (3.1) 

Dónde: H es el total de hidrógeno producido (mL) en el tiempo de ensayo, Hmax es 

la producción máxima acumulada de hidrógeno (mL), Rmax es la velocidad máxima 

de producción de hidrógeno (mL/h), e=2.718281828, λ es el tiempo de fase lag (h) 

y t el tiempo de incubación (h).  

El rendimiento molar de hidrógeno (RMH) se calculó a partir de Hmax y el sustrato 

consumido (AT consumidos); mientras que las velocidades volumétricas de 

producción de hidrógeno (VVPH) se obtuvieron a partir de Rmax y del volumen del 

trabajo (Zwietering et al. 1990; Fang et al. 2006). 

Se determinó la concentración de AR, AT y DQO en los efluentes de los ensayos 

después del proceso de fermentación oscura. Mientras que la formación de AGVs 

se determinó por electroforesis capilar (Agilent 1600A), siguiendo el procedimiento 

establecido por Davila-Vazquez et al. (2008).  

3.2.6 Ensayos en lote para la producción de hidrógeno a partir hidrolizados 
Los ensayos en lote de producción hidrógeno se realizaron con hidrolizados 

obtenidos por las condiciones óptimas locales y por las condiciones de Abreu-
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Sherrer, (2013) a una concentración de AT de 6500 mg/L. Como control se utilizó 

glucosa como sustrato modelo a una concentración de 6500 mg/L, Celluclast 1.5L 

a una concentración equivalente a la que se esperaría estuviera presente en los 

hidrolizados y LGA sin la adición de sustrato (para evaluar la actividad endógena). 

3.3 Resultados y discusión 

3.3.1 Optimización de hidrólisis enzimática 
La concentración de proteína que se determinó en el Celluclast 1.5L fue de 39.23 

mg/mL similar al valor de 40.7 mg/mL reportado por Gómez-Tovar, (2008). Mientras 

que la actividad enzimática que se obtuvo fue de 66.02 FPU/mL; dicha actividad 

enzimática está por debajo a lo reportado por Abreu-Sherrer, (2013) (82.2 FPU/mL). 

Lo que indica que el Celluclast 1.5L gradualmente va perdiendo su actividad 

enzimática. Cabe aclarar que en este trabajo se utilizó el mismo lote de Celluclast 

1.5L empleado en los trabajos de Gómez-Tovar, (2008) y Abreu-Sherrer, (2013). 

Los AR obtenidos en cada ensayo se ajustaron mediante el modelo de Gompertz 

(Figura 3.1), lo que permitió determinar por un lado la velocidad de producción de 

AR (Rmax) y por otra parte la concentración de AR (Hmax) con la cual se estimó el 

rendimiento (Anexo 1). Los valores de R2 obtenidos para estos ajustes se 

encontraron en el intervalo de 0.94-0.99. Lo cual muestra la validez del uso del 

modelo de Gompertz. 

 

Figura 3.1 Ajuste de datos de la producción de AR obtenidos de algunos ensayos realizados 

durante la optimización de la hidrólisis enzimática. 
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Los ANOVA realizados para los datos obtenidos de las tres variables de respuesta 

evaluadas para la optimización de la hidrólisis enzimática de BAT indicaron que la 

variable de respuesta que mostró baja variabilidad fue la velocidad de producción 

de AR, ya que los cuadrados medios tabulados en el ANOVA son cercanos a cero 

(Anexo 2a). Esto se debió a la poca variación en los resultados de los ensayos. Los 

factores estudiados más significativos fueron el pH (p<0.05) y la  concentración de 

enzima (aunque en el límite de la no significación p=0.058). El modelo de superficie 

de respuesta que se generó explicó el 66.9% de la variabilidad de los datos (Figura 

3.2). 

 

Figura 3.2 Modelo de superficie de respuesta de la velocidad de producción de AR (mg 

AR/mL-h) al variar el sustrato y concentración de enzima (mg proteína/mL), a una 

temperatura de 40°C y a un pH de 6. 

En cambio en el análisis de los datos de la concentración de AR los factores 

estudiados más significativos (p<0.05) fueron la concentración de sustrato, 

concentración de sustrato y temperatura (Anexo 2b). El modelo de superficie de 

respuesta que se generó explicó el 90.3% de la variabilidad de los datos (Figura 

3.3). 
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Figura 3.3 Modelo de superficie de respuesta de la concentración de AR (mg AR/mL) al 

variar el pH y concentración de enzima (mg proteína/mL), a una temperatura de 40°C y 

80g/L de bagazo como sustrato. 

Por otro lado el análisis de datos del rendimiento mostró que la concentración de 

enzima fue el factor experimental más significativo para maximizar el rendimiento 

durante la hidrólisis enzimática (p<0.05) (Anexo 2c), explicando el 51.5% de la 

variabilidad de los datos en el modelo de superficie de respuesta generado (Figura 

3.4). 

 
Figura 3.4 Modelo de superficie de respuesta del rendimiento (mg AR/g Sustrato), al variar 

pH y concentración de enzima (mg proteína/mL), evaluados a una temperatura de 40°C y 

35g/L de bagazo como sustrato. 



50 
 

Las condiciones que predicen los máximos valores para las tres variables de 

respuesta estudiadas para la hidrólisis enzimática se muestran en la Tabla 3.2.  

Tabla 3.2 Condiciones que predicen los máximos valores para la hidrólisis enzimática 
establecido por el programa estadístico Statgraphics centurión XVI.II.  

Variable de 
respuesta 

Sustrato 
(g/L) 

Enzima 
(mg 

proteína/mL) 
pH Temperatura 

(°C) Predicción 

Velocidad de 
producción de 

AR 
3x10-6 0.7 6 40 0.18 

mg AR/mL-h 

Concentración 
de AR 78 0.7 5.5 40 11.19 

mg AR/mL 

Rendimiento 35 0.7 5.5 40 
179.13 

mg AR/g 
sustrato 

 

Los análisis estadísticos indican que la variable de respuesta de la concentración 

de AR presentó el mejor ajuste del modelo para obtener la predicción máxima 

(Figura 3.3 y Anexo 2b). Este modelo predice utilizar una concentración de sustrato 

de 78 g/L (Tabla 3.2). Sin embargo, de acuerdo a lo mencionado en el trabajo de 

Gómez-Tovar (2008) utilizar esta concentración de sustrato puede ocasionar 

problemas de agitación durante la hidrólisis, ocasionando una concentración de AR 

baja en comparación con lo predicho por el modelo (Tabla 3.2).  

Por lo que, se eligieron las condiciones óptimas que el modelo generó para predecir 

el máximo rendimiento, es decir,  35 g/L de bagazo, 0.7 mg proteína/mL de enzima, 

pH de 5.5 y temperatura de 40°C (Tabla 3.2). Aun cuando estas condiciones 

estadísticamente no fueron las más favorables. Esto debido a que los resultados de 

la variable de respuesta de la velocidad de producción de AR  mostraron baja 

variabilidad (ANOVA 2a). No obstante, los valores establecidos para la 

concentración de enzima y para la temperatura se encuentran dentro de los puntos 

axiales. Por lo que probablemente no sean los óptimos reales para la hidrólisis 

enzimática. Por ello, las condiciones óptimas que se establecieron en este estudio 

fueron locales.   
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Con respecto al tiempo de reacción, se establecieron 12 horas, ya que después de 

ese tiempo en los ensayos no se observaron aumentos importantes en la 

concentración de AR.  

El hidrolizado obtenidos bajo las condiciones óptimas locales determinadas en este 

trabajo, se compararon con el hidrolizado bajo las condiciones establecidas por 

Abreu-Sherrer, (2013). Los resultados mostraron que la producción de AR y el 

rendimiento (mg AR/g sustrato) fue mayor para el hidrolizado bajo las condiciones 

óptimas locales (20% mayor en la concentración de AR producidos presentes en el 

hidrolizado y un rendimiento de producción de azúcares 30% más alto). 

Presentando una mayor remoción de la fracción de hemicelulosa en el BAT (Figura 

3.5), con una mínima presencia de oligosacáridos debido a que la concentración de 

AT y AR son similares (Tabla 3.3).   

Tabla 3.3 Caracterización de hidrolizados enzimáticos  

Hidrolizado DQO 
(mg/L) 

AT 
(mg/L) 

AR  
(mg/L) 

Rendimiento 
(mg AR/g 

BAT) 
HE bajo las 
condiciones 

óptimas locales 

29027 ± 
2234 7209 ± 211 6932 ± 111 199 ± 0.11 

He bajo las 
condiciones de 
Abreu-Sherrer, 

(2013) 

32701 ± 
2513 7359 ± 300 5502 ± 40 139.9 ± 1.2 

HE: hidrolizado enzimático 

La remoción de hemicelulosa y celulosa con Celluclast 1.5L (Figura 3.5) se debió a 

que dicha preparación enzimática presenta diferentes actividades enzimáticas 

(celulasa, β-glucosidasa y xilanasa) (Berlin et al. 2007). El incremento en la 

remoción de celulosa bajo las condiciones óptimas locales fue mínimo. Por otra 

parte, la mayor remoción de hemicelulosa bajo las condiciones óptimas locales 

definidas en este estudio, comparada con las condiciones empleadas por Abreu-

Sherrer, (2013) es intrigante, ya que indica que las concentraciones bajas de enzima 

empleadas en las condiciones óptimas locales fueron más efectivas para hidrolizar 
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la hemicelulosa. Probablemente esto se debe a que la hemicelulosa está más 

expuesta en la fibra que la fracción de celulosa. No obstante, estas observaciones 

requieren de posteriores estudios. 

 
Figura 3.5 Remoción de fibras durante los tratamientos de hidrólisis enzimática en el BAT 
cocido.  

Saucedo-Luna et al. (2010) realizaron la hidrólisis enzimática utilizando 8% de BAT 

después de una hidrólisis ácida con una carga enzimática de 59 FPU y 25 CBU /g 

de BAT de Celluclast 1.5L y Novozyme 188, logrando un rendimiento de 

sacarificación de 248.8 mg de azúcares fermentables/g de BAT. Así mismo, en el 

trabajo reportado por Caspeta et al. (2014) obtuvieron un rendimiento de 

sacarificación de azúcares fermentables de 510 mg/g BAT proveniente de un pre-

tratamiento con Ethanosolv, realizando la hidrólisis enzimática en un bioreactor con 

30% de sólidos con una carga enzimática de 10 FPU y 20 CBU /g de BAT de un 

coctel de enzimas de celulasas y β-glucosidasas. En comparación con lo reportado 

en este trabajo se obtuvo una sacarificación de 199 mg de AR/g de BAT (Tabla 3.4) 

realizando la hidrólisis con 3.5% de sólidos  con una carga enzimática de 33.6 FPU/g 

BAT de Celluclast 1.5L. Lo anterior indica que los rendimientos de sacarificación 

que se obtuvieron bajo las condiciones óptimas locales son menores en 

comparación con los trabajos mencionados. Sin embargo, su escalamiento podría 

ser económicamente más viable ya que la hidrólisis enzimática se realiza con BAT 

no pre-tratado a concentraciones de sustrato relativamente más bajas a las 

reportadas por Saucedo-Luna et al. (2010) y Caspeta et al. (2014).  
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3.3.2 Producción de hidrógeno a partir de hidrolizados enzimáticos 
Tal y como se reportó en los trabajos de  Abreu-Sherrer, (2013) y Arreola-Vargas et 

al. (2015b) el Celluclast 1.5L remanente en el hidrolizado enzimático es un sustrato 

que aporta en gran medida a la producción de hidrógeno. Debido a que el 

hidrolizado enzimático realizado bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013) se 

obtuvó con una concentración más alta de Celluclast 1.5L (1.2 mg proteína/mL), la 

producción de hidrógeno proveniente del Celluclast 1.5L fue del 59% de la 

producción total (Figura 3.6). Para el caso del hidrolizado enzimático bajo las 

condiciones óptimas locales, en donde se empleó una menor concentración de 

Celluclast 1.5 L. La contribución del mismo a la producción de hidrógeno fue 

alrededor del 46% (Figura 3.6). Esta observación es importante en el contexto de 

los esfuerzos para recuperar las enzimas celulolíticas presentes en los hidrolizados 

enzimáticos (Xu et al. 2009). Con el fin de reducir los costos de producción de 

hidrógeno, los cuales se tendrán que comparar con el valor económico de 

incrementar los rendimientos y las velocidades de producción de hidrógeno.  

 
Figura 3.6 Producción acumulada de hidrógeno en lote de los hidrolizados bajo las 

condiciones óptimas locales (HECO) y bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013) 

(HECA) de BAT. La concentración de AT fue de 6500 mg/L tanto en los hidrolizados 

enzimáticos como en el control de glucosa. La concentración del control de Celluclast 1.5L 

fue equivalente a la que se esperaría estuviera presente en el hidrolizado enzimático (1.2 

mg proteína/mL) bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013) (CECA) y en el hidrolizado 

enzimático (0.7 mg proteína/mL) bajo las condiciones óptimas locales. 

R2=0.99 
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Así mismo, se observó que el LGA sin adición de sustrato tiene una mínima 

contribución a la producción de hidrógeno, lo que indica que el LGA contenía una 

mínima cantidad de sustrato endógeno proveniente de la planta de tratamiento de 

vinazas de donde fue obtenido. 

La optimización de las condiciones de la hidrólisis enzimática no se vio reflejada en 

la VVPH ya que solo se observó un incremento mínimo de la VVPH obtenido con el 

hidrolizado enzimático bajo las condiciones óptimas locales en comparación con el 

obtenido bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013) (Tabla 3.4). Sin embargo, 

las VVPH que se observaron para ambos hidrolizados, fueron mayores que la VVPH 

observada para el sustrato modelo (glucosa), lo cual probablemente está 

relacionada con la contribución del Celluclast 1.5L a la producción de hidrógeno.  

En el caso de los RMH, se observó un menor valor de RMH con el hidrolizado 

enzimático bajo las condiciones óptimas locales comparado con el observado con 

el hidrolizado enzimático bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013) (Tabla 3.4). 

Sin embargo, cuando se descontó la contribución del Celluclast 1.5L, los 

rendimientos corregidos (RMHCORR, Tabla 3.4) de ambos hidrolizados fue muy 

semejante, aunque el RMH para el hidrolizado enzimático bajo las condiciones 

óptimas locales fue ligeramente mayor. Sin embargo, los RMH para ambos 

hidrolizados enzimáticos fueron menores que el obtenido con el control de glucosa. 

Estos valores de RMH obtenidos a partir de hidrolizados enzimáticos de BAT fueron 

similares a lo reportado por Abreu-Sherrer, (2013) y por Contreras-Dávila, (2015). 

Así mismo, estos RMH son mayores a lo reportado para otros bagazos 

lignocelulósicos (0.96 y 1.08 mol H2/mol sustrato) (Cheng y Chang, 2011; Lo et al. 

2011). Dichos bagazos lignocelulósicos fueron sometidos a un pre-tratamiento 

previo a la hidrólisis enzimática.  
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Tabla 3.4 Resultados del modelo de Gompertz para los ensayos realizados para la 

producción de hidrógeno a partir de hidrolizados enzimáticos 

HE: hidrolizado enzimático; Hmax CORR y RMHCORR se estimaron eliminado la aportación del Celluclast 

1.5L para la producción de hidrógeno. Los resultados equivalen al promedio del triplicado que se 

realizó en los ensayos en lote. 

 

Por otra parte las rutas metabólicas que se favorecieron durante los ensayos de la 

fermentación oscura para la producción de hidrógeno, fueron la formación de 

acetato y butirato (Figura 3.7), los cuales favorecen la producción de hidrógeno. Sin 

embargo, también se observó la formación de propionato. La producción de 

propionato fue ligeramente mayor y la de acetato ligeramente menor en el 

hidrolizado enzimático bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013). Esto 

explicaría el RMH ligeramente más bajo en comparación con el observado en el 

hidrolizado enzimático bajo las condiciones óptimas locales.  

Las concentraciones altas de acetato y en menor medida del butirato en ambos 

hidrolizados enzimáticos (Figura 3.7) pudieran explicar los bajos RMH que se 

obtuvieron para ambos hidrolizados en comparación al sustrato modelo (glucosa). 

Esto debido a lo reportado por  Infantes et al. (2012) donde encontraron que 

concentraciones mayores de 3000 mg/L de acetato y 4000 mg/L de butirato afectan 

la producción de hidrógeno, disminuyendo el consumo de sustrato y crecimiento de 

Sustrato pH final Hmax 
(mL) 

HmaxCORR 

(mL) 

λ 
(h) 

VVPH 
(mL H2 
/L-h) 

RMH 

(mol H2/ 
mol AT 

consumido) 

RMHCORR 

(mol H2/ 
mol AT 

consumido) 

Control de 
Glucosa 

5.97±0.1 55.3±0.4 - 5.63±1.3 62.79±14 1.50±0.2 - 

HE bajo las 
condiciones 

óptimas 
locales 

6.20±0.2 118.38±15 48.20±15 10.13±1.7 79.50±2.2 3.05±0.7 1.21±0.7 

He bajo las 
condiciones 
de Abreu-
Sherrer, 
(2013) 

6.50±0.1 92.83±0.2 49.88±0.2 10.14±1.9 81.73±1.7 2.63±0.1 1.30±0.1 
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biomasa. Ya que estos ácidos no disociados en el interior de la célula se disocian 

debido al pH  intracelular más alto. Por lo que, con el fin de mantener el gradiente 

de pH a través de la membrana, la célula debe gastar energía metabólica en forma 

de ATP para generar una fuerza motriz de protones que es esencial para el 

metabolismo y el crecimiento (Van Ginkel y Logan, 2005). Sin embargo, se 

necesitan más estudios para afirmar lo anteriormente mencionado. Ya que las 

concentraciones de acetato y butirato que inhiben la producción de hidrógeno 

usando como inóculo un consorcio microbiano tratado térmicamente, es difícil de 

predecir por la literatura (Van Ginkel y Logan, 2005). 

 
Figura 3.7 Producción de metabolitos durante los ensayos en lote para la producción de 

hidrógeno a partir de hidrolizados enzimáticos; HE: hidrolizado enzimático. 

3.4 Conclusiones 
Se establecieron las condiciones óptimas locales para realizar la hidrólisis 

enzimática, considerando el rendimiento como el parámetro de respuesta. Dichas 

condiciones fueron: 3.5% de BAT suspendido en un buffer de citratos 50mM pH de 

5.5; concentración de Celluclast 1.5L de 0.7 mg proteína/mL. Incubación a 40°C 

durante 12 horas. 

La optimización de la hidrólisis enzimática permitió remover un mayor porcentaje de 

la fracción de hemicelulosa (26%) lo que incremento el rendimiento de sacarificación 



57 
 

(199 g AR/g BAT). Esto se reflejó en un hidrolizado con una concentración alta de 

AR (6932 mg AR/L). 

El hidrolizado enzimático bajo las condiciones óptimas locales encontradas en este 

estudio se observó un incremento mínimo en los RMH y VVPH en comparación con 

el hidrolizado enzimático bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013). Sin 

embargo, los VVPH encontrados en ambos estudios fueron más altos que los del 

control de glucosa. Mientras que los RMHCORR fueron más bajos en comparación con 

el control de glucosa. 

Se corroboró la contribución del Celluclast 1.5L a la producción de hidrógeno siendo 

de un 46% en el hidrolizado enzimático bajo las condiciones óptimas locales y del 

59% en el hidrolizado enzimático bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013). 

Debido a la mayor concentración del Celluclast 1.5L empleada en la hidrólisis 

enzimática bajo las condiciones de Abreu-Sherrer, (2013), podría ser más 

conveniente a escala industrial la utilización de las condiciones óptimas locales, en 

donde se emplea una menor concentración de enzima.  
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Estudio de la inhibición de la producción de hidrógeno por compuestos 

fenólicos formados durante el proceso de cocción de la piña y durante los 
procesos de sacarificación del bagazo de A. tequilana 

Resumen  
El efecto de remover los compuestos fenólicos, sobre la producción de hidrógeno, formados 

durante el proceso de cocción de la PAT, así como también durante los procesos de 

sacarificación del BAT para extraer azúcares fermentables empleando una resina de 

adsorción con una capacidad alta de retención de compuestos fenólicos se estudió en este 

trabajo. Para esto, se realizó un lavado con agua para extraer compuestos solubles 

remanentes en el BAT. La remoción de compuestos fenólicos tanto en la primera agua de 

lavado como en los hidrolizados enzimáticos y ácidos del BAT se realizó utilizando una 

resina de adsorción AMBERLITETM FPX66. Los compuestos retenidos en la resina 

presentes en la primera agua de lavado y en el hidrolizado enzimático se eluyeron y 

concentraron. Los resultados mostraron que el hidrolizado enzimático del BAT sin lavar 

afectó la producción de hidrógeno ya que se observaron valores bajos del RMH y de la 

VVPH. Sin embargo, este efecto no se debió a los compuestos fenólicos. Ya que el 

concentrado obtenido a partir de la primera agua de lavado, evaluado a una concentración 

de 1000 mg/L de fenoles totales, no mostró un efecto inhibitorio sobre la producción de 

hidrógeno. El hidrolizado enzimático tratado con la resina de adsorción AMBERLITETM 

FPX66 no mostró una mejor producción de hidrógeno. Así mismo, el concentrado obtenido 

a partir del hidrolizado enzimático, evaluado a una concentración de 1000 mg/L de fenoles 

totales tampoco mostró un efecto inhibitorio sobre la producción de hidrógeno. Por último, 

el tratamiento del hidrolizado ácido con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 fue 

efectivo para remover compuestos fenólicos  (92%), lo cual se reflejó en una mejora de la 

producción de hidrógeno alcanzando valores del RMH y de la VVPH más altos después del 

tratamiento. No obstante, los valores fueron menores que los valores de RMH y VVPH 

alcanzados con el sustrato modelo (glucosa). 

4.1 Introducción  
Durante los procesos de hidrólisis de biomasa lignocelulósica, especialmente los 

procesos térmicos y ácidos, además de la liberación de azúcares fermentables se 

originan compuestos como furfural, HMF, ácido orgánicos y compuestos fenólicos 
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reportados como inhibidores de la actividad microbiana para los procesos de 

fermentación (Mussatto et al. 2004). 

El BAT es un residuo lignocelulósico agroindustrial proveniente de un tratamiento 

térmico, donde se esperaría que la fibra residual lignocelulósica quedara más 

accesible para ser hidrolizada por medio de un tratamiento posterior, siendo las 

hidrólisis enzimática y ácida los tratamientos que han sido reportados para este tipo 

de residuo lignocelulósico (Abreu-Sherrer, 2013; Arreola-Vargas et al. 2015a; 

Contreras-Dávila, 2015). Se ha observado que durante el proceso de hidrólisis 

ácida, además de la formación de HMF y furfural a partir de los azúcares liberados, 

la lignina se degrada parcialmente en compuestos fenólicos (Abreu-Sherrer, 2013; 

Mitchell et al. 2014).  

Por otro lado, durante el proceso de hidrólisis enzimática no se ha detectado la 

formación de HMF y furfural. Sin embargo, Abreu-Sherrer, (2013) empleando 

hidrolizados enzimáticos de BAT observó rendimientos molares y velocidades de 

producción de hidrógeno bajos (0.76-1.31 mol H2/mol glucosa; 60.03-72.55 ml H2/l-

h) en comparación con sustratos modelos (Kyung-Won et al. 2011). Abreu-Sherrer, 

(2013) propuso que esto podría deberse a compuestos fenólicos presentes en los 

hidrolizados. Ya que durante la hidrólisis enzimática de la biomasa lignocelulósica 

se generan oligómeros de celulosa y hemicelulosa ligados a restos de lignina. 

Durante el proceso de cocción de la PAT para hidrolizar a los fructanos, se generan 

compuestos derivados de las reacciones de Maillard (Mancilla-Margalli y López, 

2002) que pueden presentar actividad inhibitoria para los procesos de fermentación 

(Tauer et al. 2004). Por lo tanto, durante la molienda de la PAT cocida para extraer 

las mieles fermentables es de esperarse que un remanente de estos compuestos 

inhibitorios quedara impregnados en el bagazo. Los cuales podrían interferir en los 

procesos de sacarificación de la fibra y en los procesos fermentativos posteriores.  

Se ha reportado que los compuestos fenólicos no inhiben el proceso de 

fermentación oscura para la producción de hidrógeno por consorcios microbianos, 

pero si interfieren en las rutas metabólicas y en el incremento de la fase lag 

(Quéméneur et al. 2012; Siqueira et al. 2015). Estos estudios solo se han realizado 
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utilizando vanilina y siringaldehído como compuestos modelo (Quéméneur et al. 

2012; Siqueira et al. 2015). 

Existen diferentes métodos de detoxificación que se han aplicado para eliminar 

compuestos inhibitorios de hidrolizados; estos incluyen la adición de Ca(OH)2, 

carbón activado y uso de resinas (intercambio iónico y de adsorción). Su efectividad 

depende del tipo de hidrolizado y de la concentración de los compuestos inhibitorios 

(Sainio et al.2011). 

Chang et al. (2011) reportaron la detoxificación de hidrolizados ácidos de paja de 

arroz para remover furfural mediante la adición de Ca(OH)2 y carbón activado para 

hacer factible la fermentación oscura para la producción de hidrógeno a través de 

un consorcio microbiano. Así mismo, Orozco et al. (2012) detoxificaron hidrolizados 

hidrotérmicos de almidón removiendo HMF con carbón activado permitiendo 

mejorar la producción de hidrógeno a partir de E. coli.  

El uso de carbón activado resultó ser eficiente para remover derivados furanos. Sin 

embargo, no es selectivo y la concentración de azúcares fermentables se ve 

afectada (Nilvebrant et al. 2001). Debido a lo anterior en este estudio se propuso el 

uso de una resina de adsorción macroporosa no iónica, la cual presenta una alta 

especificidad para remover compuestos fenólicos. Esta resina es la AMBERLITE™ 

FPX66 utilizada para la extracción de polifenoles en extractos de plantas (Sandhu 

et al. 2013). 

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio para la 

producción de hidrógeno de compuestos solubles remanentes en el BAT formados 

durante el proceso de cocción de la PAT y de compuestos fenólicos presentes en 

los hidrolizados enzimáticos y ácidos de BAT. Los compuestos solubles remanentes 

en el BAT se extrajeron lavando el BAT con agua destilada. Los compuestos 

fenólicos (medidos como fenoles totales) presentes en la primera agua de lavado 

resultantes del lavado del BAT y en ambos hidrolizados del BAT se retuvieron en 

una resina de adsorción (AMBERLITETM FPX66). Los compuestos retenidos en la 

resina durante la remoción de compuestos fenólicos de la primera agua de lavado 

y del hidrolizado enzimático se eluyeron de la resina con etanol y se concentraron. 
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Estos concentrados se emplearon para determinar el efecto inhibitorio de 

compuestos fenólicos para la producción de hidrógeno (Figura 4.1). 

4.2 Materiales y métodos  

4.2.1 Materiales 
El BAT fue recolectado en la tequilera “Casa Herradura” localizada en Amatitán, 

Jalisco, proveniente del proceso de cocción con vapor de la PAT. Las fibras de BAT 

fueron secadas a temperatura ambiente para su conservación. Se empleó Celluclast 

1.5L de Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca) y se empleó la resina de adsorción 

AMBERLITETM FPX66 (Beverages and Nutrition “Rohm and Haas”, Philadelphia, 

USA). 

4.2.2 Proceso de lavado del BAT 
Para la extracción de compuestos remanentes del proceso de cocción de la PAT, el 

BAT fue lavado 4 veces utilizando 1% de BAT suspendido en agua destilada por 

una hora manteniéndose en agitación, recolectando los dos primeros lavados para 

posteriormente ser caracterizados. 

4.2.3 Tratamientos de hidrólisis aplicados al BAT 
La hidrólisis enzimática se realizó con BAT lavado y sin lavado previo, utilizando las 

condiciones óptimas locales establecidas en el capítulo 3 de esta tesis. La hidrólisis 

ácida fue realizada con BAT lavado de acuerdo a las condiciones óptimas 

reportadas en el trabajo de Arreola-Vargas et al. (2015). 
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Figura 4.1 Estrategia experimental para evaluar el efecto inhibitorio para la producción de 

hidrógeno por compuestos fenólicos formados durante el proceso de cocción de la PAT y 

durante los procesos de sacarificación del BAT. a) Columna empacada con resina de 

adsorción AMBERLITETM  FPX66 para remover compuestos fenólicos; b) Concentración de 

compuestos retenidos por la resina provenientes de la primera agua de lavado y del 

hidrolizado enzimático.  

4.2.4 Caracterización de las aguas de lavado e hidrolizados de BAT 
La primera y segunda agua de lavado e hidrolizados se caracterizaran 

determinando: DQO de acuerdo al Standard Methods (APHA, 1998), AT por el 

método de fenol-sulfúrico (Dubois et al. 1956), AR por el método del ácido 

dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959), fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu 

utilizando ácido gálico como estándar (Singleton et al. 1999). Los derivados furanos 

(HMF y furfural) y compuestos fenólicos (vanilina y siringaldehído) se determinaron 

por HPLC de acuerdo al método descrito por Arreola-Vargas et al. (2013) el cual 

brevemente consiste en el empleo de una columna Zorbax Eclipse XDB-C18, 
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Agilent Technologies (4.6 x 150 mm 5- micron), utilizando una fase móvil compuesta 

de agua/acetonitrilo (92/8% v/v) a un flujo de 0.8 mL/min y una temperatura de 40°C, 

el pH de las muestras y estándares se ajustó a 4.4.  

Debido a la solubilización de los cristales de oxalato de calcio durante la hidrólisis 

ácida (reportada en el capítulo 2 de esta tesis), se determinó la concentración de 

calcio en los hidrolizados por espectroscopía de plasma ICP-OES (Varian 730-ES) 

a una longitud de onda de 422.67 nm. 

4.2.5 Remoción de compuestos fenólicos en la primera agua de lavado y en 
los hidrolizados del BAT 

Se empacó un volumen x mL (x mL= 1 BV por sus siglas en inglés) de resina de 

adsorción AMBERLITE™ FPX66 en una columna de vidrio, la resina se sometió a 

un lavado con 4BV de agua desionizada y con 2BV de etanol a un flujo de 2BV/hora, 

la primera agua de lavado y los hidrolizados (previamente filtrados con papel 

Whatman No. 1) se pasaron a un flujo de 3BV/hora, recolectando la muestra tratada 

después de pasar 1 BV (Figura 4.2). 

El objetivo de filtrar la primera agua de lavado y los hidrolizados enzimáticos y ácidos 

fue eliminar material sólido suspendido presente en el hidrolizado para mantener un 

flujo constante al eluirlo a través de la resina de adsorción AMBERLITE™ FPX66. 

 
Figura 4.2 Columna empacada con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66; a) 

remoción de compuestos fenólicos en la primera agua de lavado y en el hidrolizado 

enzimático (1BV=300 mL); b) remoción de compuestos fenólicos en el hidrolizado ácido 

(1BV=150 mL). 

a) b) 
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Los compuestos adsorbidos en la resina se desorbieron lavando la resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66 con etanol al 96%. Los compuestos eluidos se 

concentraron posteriormente por medio de un evaporador rotatorio IKA RV 10 

BASIC a 30 rpm, 65°C y aplicando un vacío de 21 pulg/Hg. Por último, el 

concentrado etanólico se llevó a sequedad y el residuo resinoso se solubilizo en 

agua (30 mL en el caso de la muestra proveniente de la primera agua de lavado del 

BAT y 60 mL para el hidrolizado enzimático de BAT). La cantidad de muestra pasada 

por la columna fue 8L de aguas de lavado, 3.5L de hidrolizado enzimático y 0.5L de 

hidrolizado ácido. 

Se determinó la concentración de proteína por el método de Bradford (Bradford, 

1976) presente en el hidrolizado enzimático antes y después del tratamiento con la 

resina de adsorción AMBERLITETM FPX66, para determinar la adsorción de proteína 

en la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66. 

4.2.6 Caracterización de los concentrados   
Los concentrados descritos en la sección 4.2.5 se caracterizaron en cuanto a 

contenido de azúcares (AT y AR), fenoles totales, y DQO de acuerdo a los métodos 

descritos en la sección 4.2.4. 

4.2.7 Ensayos en lote de producción de hidrógeno 
Los ensayos en lote de producción de hidrógeno se realizaron de acuerdo a lo 

descrito en la sección 3.2.5 del capítulo 3 de esta tesis. 

4.2.7.1 Efecto inhibitorio para la producción de hidrógeno de compuestos 
remanentes en el BAT formados durante el proceso de cocción de la PAT 
Para evaluar el posible efecto inhibitorio de los compuestos solubles presentes en 

el BAT originados durante el proceso de cocción, se realizaron experimentos en lote 

de producción hidrógeno. Estos experimentos se realizaron a partir de hidrolizado 

enzimático empleando BAT lavado y sin lavar a una concentración de AT de 6500 

mg/L. Como control se utilizó glucosa como sustrato modelo a una concentración 

de 6500 mg/L y Celluclast 1.5L a 7 mg proteína/mL, la cual corresponde a la 

concentración presente en el hidrolizado enzimático. 
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4.2.7.2 Efecto de la remoción de compuestos fenólicos en hidrolizados de BAT 
sobre la producción de hidrógeno 
Los ensayos en lote de producción hidrógeno se realizaron con hidrolizado 

enzimático y ácido filtrado con papel Whatman No. 1. Después de la filtración se 

procedió a eluir el hidrolizado a través de la resina de adsorción. Las pruebas de 

producción de hidrógeno se llevaron a cabo con el hidrolizado filtrado antes y 

después de eluirlo por la resina a una concentración de AT de 5000 mg/L. Como 

control se utilizó glucosa como sustrato modelo a una concentración de 5000 mg/L.  

4.2.7.3 Efecto inhibitorio de los concentrados para la producción de hidrógeno 
Para evaluar el efecto inhibitorio de compuestos retenidos en la resina de adsorción 

AMBERLITE™ FPX66, se realizaron ensayos en lote utilizando como fuente de 

carbono un sustrato modelo (glucosa) a una concentración de 5000 mg/L de glucosa 

adicionando concentrado a diferentes concentraciones de compuestos fenólicos 

medidos como fenoles totales (1000 mg/L, 100 mg/L y 10 mg/L). Como control se 

utilizó glucosa a una concentración de 5000 mg/L sin la adición de concentrado. 

4.3 Resultados y discusión  

4.3.1 Caracterización de las aguas de lavado e hidrolizados del BAT  
El BAT como lo muestran las aguas de lavado contienen remanentes de 

compuestos formados durante el proceso de cocción de la PAT, por lo que se 

esperaría que los hidrolizados con BAT sin un lavado previo contengan una mayor 

cantidad de azúcares y de compuestos fenólicos (Tabla 4.1). Debido a que los 

lavados del BAT se realizaron varias veces utilizando una agitación enérgica, se 

obtuvo una buena remoción de los compuestos impregnados en las fibras del BAT. 

Esto se refleja en una mayor concentración de fenoles totales en la primera y 

segunda agua de lavado comparada con la obtenida en el hidrolizado enzimático 

realizados bajo condiciones no severas (Tabla 4.1). 
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Tabla 4.1 Caracterización de la primera y segunda agua de lavado y de los hidrolizados 

enzimáticos y ácidos del BAT. 

HE: hidrolizado enzimático; HA: hidrolizado ácido; Fur: furfural. 

En base a las concentraciones de AT, AR y fenoles totales reportadas anteriormente 

se calcularon los rendimientos obtenidos en los procesos de hidrólisis y en el 

proceso de lavado del BAT (Figura 4.3). El hidrolizado enzimático se obtuvo en 

condiciones no severas por lo que los rendimientos de azúcares fermentables (210-

245 mg AT/g BAT; 199-213 mg AR/g BAT) y concentración de fenoles totales (3-4.4 

mg/g BAT), son menores en comparación con el hidrolizado ácido (Figura 4.3). 

Realizado en condiciones más severas, obteniendo un mayor rendimiento de 

azúcares fermentables (280 mg AT/g BAT; 326 mg AR/g BAT) y una mayor 

formación de compuestos inhibitorios (9.52 mg fenoles totales/g BAT, 0.016 mg 

furfural/g BAT y 0.3 mg HMF/g BAT). 

Muestra DQO 
(mg/L) 

AT 
(mg/L) 

AR 
(mg/L) 

Fenoles 
totales 
(mg/L) 

Derivados 
furanos 
(mg/L) 

Calcio 
(mg/L) 

Primera 
agua de 

lavado del 
BAT 

540.2 ± 
97.2 

331.13 ± 
14.5 

307.6 ± 
28.5 

130 ± 
5.2 - - 

Segunda 
agua de 

lavado del 
BAT 

160.35 ± 
6.5 

69.55 ± 
9.7 

- 80 ± 1.4 - - 

HE de BAT 
sin lavar 

33083 ± 
2969 

8558 ± 
262 

7459 ± 
257 

153.6 ± 
14.8 - - 

HE de BAT 
lavado 

29027 ± 
2234 

7209 ± 
211 

6932 ± 
111 

107.1± 
4.9 - - 

HA de BAT 
lavado 

17002 ± 
4239 

14026 ± 
190 

16325 ± 
7141 

476.1± 
141 

Fur=16.2±1.5 
HMF=0.879 

±0.05 

408 
± 91 
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Figura 4.3 Rendimiento obtenido en los hidrolizados y aguas de lavado de BAT. FT: Fenoles 

totales; HE: hidrolizado enzimático; HA: hidrolizado ácido. *El rendimiento reportado se 

calculó considerando las concentraciones de la primera y segunda agua de lavado del BAT. 

La concentración de compuestos fenólicos medidos como fenoles totales, presentes 

tanto en las aguas de lavado como en ambos hidrolizados, no corresponden a 

vanilina ni a siringaldehído ya que estos compuestos fenólicos no se detectaron por 

HPLC. 

Por otra parte en concordancia con los datos reportados en el capítulo 2, donde se 

observa que un tratamiento de hidrólisis ácida remueve los cristales de oxalato de 

calcio del BAT. El hidrolizado ácido mostró una concentración de calcio soluble de 

408 ± 91 mg/L, en forma de cloruro de calcio (CaCl2) de acuerdo a la Ecuación 4.1. 

Sin embargo, su presencia en el hidrolizado ácido no ha sido reportada y no existen 

estudios sobre su efecto en los procesos fermentativos. Por otra parte, en la 

literatura esta reportado que sales como el CaCl2 interfieren en el método del ácido 

dinitrosalicílico (DNS) para cuantificar AR, donde estos iones aumentan la 

absorbancia de las muestras (Leung, 1984). Probablemente, por esta razón la 

concentración de AR fue mayor que la concentración de AT en el hidrolizado ácido 

como se puede apreciar en la Tabla 4.1 y Figura 4.3. Este efecto no se observó en 

el hidrolizado enzimático, lo cual apoya la suposición de que los iones de calcio 

interfieren en la determinación de AR. 

 

           Ca(COO)2(ac) + 2HCl(ac)                        H2C2O4(ac) + CaCl2(ac)                      (4.1) 
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4.3.2 Remoción de compuestos fenólicos de los hidrolizados y caracterización 
de los concentrados. 
Similar a las altas remociones de derivados furanos y compuestos fenólicos 

presentes en hidrolizados reportadas para la resina de adsorción XAD-4 (Weil et al. 

2002; Schwartz et al. 2010; Hatano et al. 2013). La resina de adsorción 

AMBERLITETM FPX66 también mostró ser efectiva para remover fenoles totales 

(92%), HMF (100%) y furfural (62%) en el hidrolizado ácido, mostrando una pérdida 

mínima de AT y calcio en dichos hidrolizados (Tabla 4.2). 

Tabla 4.2 Caracterización de las aguas de lavado y de los hidrolizados de BAT antes y 

después de remover compuestos fenólicos por la resina de adsorción AMBERLITETM 

FPX66. 

Muestra 
DQO 

(mg/L) 
AT 

(mg/L) 
FT 

(mg/L) 
Proteína 

(mg/mL) 
Fur 

(mg/L) 
HMF 

(mg/L) 
Ca 

(mg/L) 
Primera 
agua de 
lavado 
(antes) 

540.5 331.39 130 - - - - 

Primera 
agua de 
lavado 

(después)* 

325.82 272.14 111.4 - - - - 

HE 
(antes)  26520 7090 107.16 0.67 - - - 

HE 
(después) 24510 6900 78.41 0.62 - - - 

HA 
(antes) 15560 1412 406.11 - 0.837 15.10 360.9 

HA 
(después) 14360 1348 32.72 - 0.314 0 349.3 

FT: fenoles totales; Fur: Furfurales; HE: hidrolizado enzimático; HA: hidrolizado ácido. *Las 

concentraciones se determinaron en base a las concentraciones presentes en la primera agua de 

lavado antes del tratamiento con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 y a las 

concentraciones encontradas en el concentrado obtenido de la primera agua de lavado (Tabla 4.4). 

Los cálculos se presentan en el Anexo 3a. 

Por el contrario, para la primera agua de lavado y el hidrolizado enzimático del BAT 

se presentó una remoción baja de fenoles totales, del 12 y 26.8% respectivamente.   
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Cabe hacer notar que el reactivo de Folin-Ciocalteu además de utilizarse para 

determinar fenoles totales, también es utilizado para determinar proteína por el 

método de Lowry. Por lo tanto, los resultados de fenoles totales se encuentran 

sobrestimados, ya que no solo se cuantifican los fenoles totales sino que además 

se cuantifican las enzimas del Celluclast 1.5L presentes en el hidrolizado (Lowry et 

al. 1951). 

Lo anterior se demostró determinando fenoles totales en el Celluclast 1.5L a la 

misma concentración utilizada durante la hidrólisis enzimática de BAT (0.7 mg 

proteína/mL), en el hidrolizado enzimático antes y después de la elución por la 

resina de adsorción AMBERLITETM FXP66 ( Tabla 4.3) y después de filtrar las 

muestras del hidrolizado enzimático antes y después de la elución por la resina de 

adsorción AMBERLITETM FXP66 a través de un filtro de 10kDa para eliminar las 

enzimas del Celluclast 1.5L. Suponiendo que el tamaño de las enzimas presentes 

en el Celluclast 1.5L es mayor a 10kDa por lo que son retenidas en el filtro (Tabla 

4.3).  

Los resultados mostrados en la Tabla 4.3 indican que efectivamente una parte del 

color desarrollado en el método de fenoles totales se debe al Celluclast 1.5L. Por 

otra parte, la concentración de fenoles totales que se midió experimentalmente en 

el hidrolizado enzimático, después de haber sido filtrados por el filtro de 10 kDa fue 

más baja que la concentración encontrada en el hidrolizado sin filtrar, lo cual indica 

la contribución de la proteína. Adicionalmente, se realizó una estimación de la 

concentración de fenoles totales presentes en el hidrolizado enzimático, en la que 

no se incluyó la contribución del Celluclast 1.5L. Para esto, se sustrajo la 

contribución de fenoles totales del Celluclast 1.5L de la concentración de fenoles 

totales medida en el hidrolizado enzimático sin filtrar. Los resultados de dicha 

concentración estimada de fenoles totales se muestran en la Tabla 4.3. Se puede 

observar que la concentración de fenoles totales medida fue menor que la estimada. 

Esta discrepancia  podría indicar que el filtro de 10 kDa además de retener a las 

enzimas del Celluclast 1.5L, retiene compuestos fenólicos con pesos moleculares 
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mayores a 10 kDa. La naturaleza de estos compuestos se desconoce ya que no ha 

sido reportada su presencia en el hidrolizado enzimático. 

Tabla 4.3 Determinación de fenoles totales (mg/L) en el Celluclast 1.5L y en el hidrolizado 

con y sin enzimas del Celluclast 1.5L. 

ND: No determinada; FT: fenoles totales. * La concentración de fenoles totales estimada se calculó 

sustrayendo la concentración de fenoles totales medida en el Celluclast 1.5L (antes de la filtración 

por 10 kDa) de la concentración de fenoles totales medida en el hidrolizado enzimático también antes 

de la filtración. **El cálculo de este valor se realizó considerando que las enzimas presentes en el 

Celluclast 1.5L no se adsorbieron a la resina y que se eluyó en su totalidad en el hidrolizado 

enzimático. 

Los valores de la remoción de fenoles totales al pasar el hidrolizado enzimático por 

la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 se muestran en la Tabla 4.3. El primer 

valor corresponde a la remoción calculada sin remover la contribución de la proteína 

presente en el Celluclast 1.5L (26.8%). El segundo valor se calculó con los valores 

de concentración de fenoles totales medidos experimentalmente después de filtrar 

con el filtro de 10 kDa. El tercer valor se calculó con las concentraciones estimadas 

de la forma ya descrita. Los valores de remoción para ambos casos fue muy 

semejante (44.8% y del 47.6%) y mayores que para el caso en que no se eliminó la 

contribución de la proteína presente en el Celluclast 1.5L. Esta discrepancia se debe 

a que las enzimas no son retenidas por la resina AMBERLITETM FXP66 y están aún 

presente casi en su totalidad en el hidrolizado enzimático eluido a través de la resina 

AMBERLITETM FPX66 (Tabla 4.2). Por lo que contribuye a la concentración de 

fenoles totales lo que se refleja en un rendimiento aparentemente más bajo. 

Como puede observarse en la Figura 4.4 y 4.5 la coloración de la primera agua de 

lavado y del hidrolizado ácido del BAT se perdió durante el tratamiento con la resina 

 Celluclast 1.5L 
Hidrolizado 
enzimático 

(antes) 

Hidrolizado 
enzimático 
(después) 

Remoción 
de FT (%) 

Sin filtrar por 10 
kDa 46.8 107.2 78.4 26.8 

Filtrados por 10 
kDa ND 28.83 15.9 44.8 

Concentración 
estimada* - 60.4 31.6** 47.6 
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de adsorción AMBERLITETM FPX66, esto indica que dicha coloración se debió 

principalmente a los compuestos fenólicos removidos.  

 

Figura 4.4 Cambio de color durante la remoción de compuestos fenólicos en la primera 

agua de lavado; a) Primera agua de lavado antes de eluirla por la resina de adsorción 

AMBERLITETM FPX66; b) Primera agua de lavado después de eluirla por la resina. 

 
Figura 4.5 Cambio de color durante la remoción de compuestos fenólicos en el hidrolizado 

ácido; a) hidrolizado ácido antes de eluirlo por la resina de adsorción AMBERLITETM  FPX66; 

b) hidrolizado ácido después de eluirlo por la resina. 

En la Figura 4.6 se observa que hubo una remoción importante de color al pasar el 

hidrolizado enzimático por la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66, aunque no 

tan efectiva como en el caso de la primera agua de lavado y del hidrolizado ácido. 

Sin embargo, se observa que la remoción de la turbidez inicial fue menos efectiva y 

aun se observa de forma importante en el hidrolizado eluido a través de la resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66. Parte de esta turbidez podría deberse a la 

presencia de la proteína del Celluclast 1.5L, que no es removida del hidrolizado 

durante su elución por la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66. Otra 

contribución a la turbidez podrían ser los compuestos fenólicos que no fueron 

retenidos por la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66.  

 

a) b) 

a) b) 
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Figura 4.6 Cambio de color durante la remoción de compuestos fenólicos del hidrolizado 

enzimático; a) hidrolizado enzimático antes de eluirlo por la resina de adsorción 

AMBERLITETM FPX66; b) hidrolizado enzimático después de eluirlo por la resina. 

La caracterización de los concentrados obtenidos a partir de la primera agua de 

lavado y del hidrolizado enzimático del BAT se muestra en la Tabla 4.4. 

Tabla 4.4 Caracterización de los concentrados obtenidos a partir de la primera agua de 

lavado y del hidrolizado enzimático de BAT. 

Concentrado  
Fenoles 
totales 

(mg/L) 

AT 

(mg/L) 
AR 

(mg/L) 

DQO 

(mg/L) 

Obtenido  de la 
primera agua de 
lavado del BAT 

4960 15800 8631 57250 

Obtenido del 
hidrolizado 

enzimático de 
BAT 

1576.3 34971 24650 149500 

 

La concentración alta de fenoles totales presente en el concentrado obtenido a partir 

de la primera agua de lavado del BAT (Tabla 4.4) se obtuvo a partir de un volumen 

de 8L que fueron eluidos por la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 indicando 

que la resina removió 18.6 mg/L de fenoles totales, los cuales se concentraron en 

un volumen final de 30 mL. La concentración de fenoles totales en el concentrado 

obtenido a partir del hidrolizado enzimático indica que la resina removió del 

hidrolizado 27 mg/L de fenoles totales (cálculos presentados en el Anexo 3b). 

a) b) 



73 
 

4.3.3 Ensayos en lote de producción de hidrógeno 

4.3.2.1 Efecto inhibitorio para la producción de hidrógeno de compuestos 
remanentes en el BAT obtenidos durante el proceso de cocción de la PAT 

En la Figura 4.7 y en la Tabla 4.5 se muestran los resultados de la cinética de 

producción de hidrógeno a partir del hidrolizado enzimático a partir del BAT con y 

sin lavado previo. Se observa que la cantidad de hidrógeno acumulado (Hmax) es 

menor cuando el bagazo no es sometido a un proceso de lavado previo. Además, 

se observó un efecto semejante sobre el RMH (Tabla 4.5), es decir un menor RMH 

cuando el bagazo no fue lavado. Los RMH observados para los hidrolizados 

enzimáticos son mayores que los observados para el control con glucosa (Tabla 

4.5), lo cual indica una contribución adicional a los azúcares presente en los 

hidrolizados, proveniente del Celluclast 1.5L, como ya se discutió en el capítulo 3.  

 
Figura 4.7 Producción acumulada de hidrógeno en lote de hidrolizados enzimáticos a partir 

de BAT con y sin lavado previo. HE: hidrolizado enzimático. La concentración de AT fue de 

6500 mg/L en los hidrolizados como en el control de glucosa. La concentración de Celluclast 

1.5L fue de 0.7 mg proteína/mL equivalente a la que se esperaría estuviera presente en los 

hidrolizados. 

Cuando la contribución a la producción de hidrógeno del Celluclast 1.5L se eliminó 

de los hidrolizados enzimáticos los RMH se corrigieron (RMHCORR); siendo menores 

R2=0.99 
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al control de glucosa (Tabla 4.5) como era de esperarse. Sin embargo, el RMH 

obtenido con el hidrolizado enzimático del BAT sin lavar fue notoriamente menor 

que el obtenido con el hidrolizado enzimático del BAT lavado. Un comportamiento 

similar se observó en los valores de VVPH (Tabla 4.5).  

Tabla 4.5 Resultados del modelo de Gompertz para los ensayos realizados para la 

producción de hidrógeno a partir de hidrolizados enzimáticos a partir de BAT con y sin 

lavado previo. 

Hmax CORR  y RMHCORR se estimaron eliminado la aportación del Celluclast 1.5L para la producción de 

hidrógeno. HE: hidrolizado enzimático. Los resultados equivalen al promedio del triplicado que se 

realizó en los ensayos en lote.  

Los resultados anteriores indican que el lavado del BAT incrementa la producción 

de hidrógeno a partir del hidrolizado enzimático. Este incrementó podría deberse a 

la remoción de compuestos solubles con actividad inhibitoria para la fermentación 

oscura  derivados de las reacciones Maillard (compuestos aldehídos, nitrogenados, 

sulfurados, piranos y terpenos) generadas durante el proceso de cocción de la PAT 

(Mancilla-Margalli y López, 2002; Tauer et al. 2004). 

Sin embargo, dicho incremento en la producción de hidrógeno conlleva el empleo 

de cantidades importantes de agua empleadas en el proceso de lavado. Por lo tanto, 

se tendrá que evaluar si en procesos en continuo y al menos a nivel piloto el 

aumento en la producción de hidrógeno compensa el balance de agua del proceso. 

Sustrato pH  
final 

Hmax 
(mL) 

HmaxCORR 

(mL) 
Λ 

(h) 

VVPH 
(mL H2 
/L-h) 

RMH 

(mol H2/ 
mol AT 

consumido) 

RMHCORR 

(mol H2/ 
mol AT 

consumido) 

Control 
de 

Glucosa 
5.97±0.1 55.3±0.4 - 5.63±1.3 62.79±14 1.50±0.2 - 

HE de 
BAT sin 

lavar 
6.49±0.1 66.34±2.4 23.39±2.4 13.33±1.1 48.10±8.7 1.74±0.1 0.61±0.1 

HE de 
BAT 

lavado 
6.50±0.1 92.83±0.2 49.88±0.2 10.14±1.9 81.73±1.7 2.63±0.1 1.30±0.1 
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4.3.2.2 Efecto de la remoción de compuestos fenólicos en hidrolizados de BAT 
sobre la producción de hidrógeno 

Los resultados para evaluar el efecto de la remoción de fenoles totales sobre la 

producción de hidrógeno se muestran en la Figura 4.8 y en la Tabla 4.6. Se observa 

que después de pasar el hidrolizado enzimático por la resina de adsorción 

AMBERLITETM FPX66 la VVPH fue ligeramente superior. Mientras que el RMH fue 

ligeramente menor, comparados con los valores obtenidos para el hidrolizado 

enzimático sin pasar por la resina. Es decir, no hubo una mejoría importante en la 

producción de hidrógeno. Estos resultados indican que los compuestos removidos 

durante el tratamiento con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66, no ejercían 

un efecto inhibitorio (Figura 4.8). Debido a que la remoción de fenoles totales no fue 

completa (Tabla 4.2) no se observó un efecto benéfico sobre la producción de 

hidrógeno debido quizás a que supuestos compuestos inhibitorios no se retuvieron 

en la resina o se retuvieron en mínima proporción.  

 
Figura 4.8 Producción acumulada de hidrógeno en lote de hidrolizados sin tratar y tratados 

con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 para remover compuestos fenólicos. HE: 

hidrolizado enzimático; HA: hidrolizado ácido. La concentración de AT fue de 5000 mg/L 

tanto en los hidrolizados como en el control de glucosa. 

R2=0.985 ± 0.005 
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Cabe aclarar que el material sólido suspendido presente en los hidrolizados 

enzimáticos y ácidos fue removido antes del tratamiento para remover compuestos 

fenólicos, con la finalidad de mantener constante la velocidad de flujo durante su 

paso por la columna empacada con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66. 

La eliminación del material sólido suspendido en el hidrolizado enzimático permitió 

mejorar ligeramente la VVPH (99.7±6.5 mL H2 /L-h) (Tabla 4.6) durante los ensayos 

en lote, en comparación con la VVPH (81.7±1.7 mL H2 /L-h) presentada en la Tabla 

4.5 utilizando hidrolizado enzimático sin remoción de sólidos. 

Tabla 4.6 Resultados del modelo de Gompertz para los ensayos realizados para la 

producción de hidrógeno a partir de hidrolizados sin tratar y tratado con la resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66. 

Sustrato pH final Hmax 
(mL) 

HmaxCORR 

(mL) 
λ 

(h) 

VVPH 
(mL H2 / l-

h) 

RMH 

(mol H2/ 
mol AT 

consumido) 

RMHCORR 

(mol H2/   
mol AT 

consumido) 
Control 

de 
Glucosa 

6.21±0.1 27.57±0.3 - 6.0±0.2 50.03±10 1.67±0.1 - 

HE sin 
tratar con 

resina 
6.33±0.1 80.61±9.5 37.17±9.5 11.01±1.7 99.70±6.5 2.89±0.3 1.33±0.1 

HE 
tratado 

con 
resina 

6.51±0.2 77.82±5.7 35.79±5.7 6.40±2.3 119.30±5.7 2.65±0.2 1.21±0.1 

HA sin 
tratar con 

resina 
6.49±0.1 20.49±3.2 - 20.5±3.4 15.44±1.7 0.96±0.1 - 

HA 
tratado 

con 
resina 

6.51±0.3 24.27±3.5 - 21.8±0.2 24.38±7.3 1.14±0.2 - 

Hmax CORR  y RMHCORR se estimaron eliminado la aportación del Celluclast 1.5L para la producción de 

hidrógeno; asumiendo no perdidas de enzima durante el tratamiento con la resina de adsorción; HE: 

hidrolizado enzimático; HA: hidrolizado ácido. Los resultados equivalen al promedio del triplicado que 

se realizó en los ensayos en lote. 

Por otro lado los compuestos removidos durante el tratamiento con la resina de 

adsorción del hidrolizado ácido permitió aumentar el RMH y VVPH (Figura 4.8 y 
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Tabla 4.6) aunque ambos valores aun fueron menores que los obtenidos con 

glucosa.  

Al momento de ajustar pH a 7.5 para realizar los ensayos en lote de producción de 

hidrógeno a partir de los hidrolizados ácidos sin tratar y tratados con la resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66 se observó la formación de un precipitado blanco 

(Figura 4.9). De acuerdo a la Ecuación 4.2 el CaCl2 presente en los hidrolizados 

ácidos se precipitan en forma de hidróxidos de calcio (Ca(OH)2) al ajustar pH con 

hidróxido de sodio (NaOH).  

     CaCl2(ac) + 2NaOH(ac)            Ca(OH)2(s) + 2NaCl(aq)               (4.2)     

 

El efecto de los iones de calcio para la producción de hidrógeno se ha encontrado 

que en concentraciones moderadas (100 mg/L) mejoran la producción de hidrógeno, 

siendo un elemento clave para la formación de gránulos en biorreactores (Wu et al. 

2012) pero en exceso (mayor a 300 mg/L) afecta la producción de hidrógeno (Liu et 

al. 2015). Sin embargo la presencia de calcio soluble presente en los hidrolizados 

ácidos podría ser mínima o nula después de ajustar el pH. No obstante, estos 

precipitados pueden deberse también a MgCl2∙6H2O  y ZnCl2 del medio mineral. Los 

cuales pueden ser fácilmente ionizados al adicionarse a los hidrolizados ácidos. 

 
Figura 4.9 Formación de precipitados en hidrolizados ácidos al ajustar pH a 7.5 para los 

ensayos en lote de producción de hidrógeno. 

Estos precipitados presentes en los ensayos de producción de hidrógeno, podrían 

evitar que los microorganismos entren en contacto con el sustrato prolongando la 

fase lag para la producción de hidrógeno (Liu et al. 2015). Esto último podría explicar 

que la fase lag para la producción de hidrógeno a partir de los hidrolizados ácidos 

fue mayor comparada con la observada para el control de glucosa. 
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No obstante, la mayor fase lag observada para los hidrolizados ácidos no solo 

podría deberse a la presencia de los precipitados sino además a la presencia de 

pentosas (xilosas) en los hidrolizados, por la remoción de hemicelulosa durante la 

hidrólisis ácida. En comparación con las hexosas, las pentosas son relativamente 

más difícil de ser metabolizadas por los microorganismos productores de hidrógeno 

(Wu et al. 2007). 

4.3.2.3 Efecto inhibitorio de los concentrados sobre la producción de 
hidrógeno 

En los ensayos realizados con ambos concentrados (obtenidos a partir de la primera 

agua de lavado y del hidrolizado enzimático del BAT), se encontraron resultados 

contradictorios en cuanto a la inhibición de la producción de hidrógeno (Figura 4.10 

y 4.11).  

 
Figura 4.10 Producción acumulada de hidrógeno de los ensayos con el concentrado 

obtenido del hidrolizado enzimático del BAT (CHE) evaluado a una concentración de 1000, 

100 y 10  mg/L de fenoles totales con la adición de 5000 mg/L de glucosa. La concentración 

del control de glucosa fue de 5000 mg/L sin adición del concentrado. 

R2=0.985 ± 0.005 
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Figura 4.11 Producción acumulada de hidrógeno de los ensayos con el concentrado 

obtenido de la primera agua de lavado del BAT (CAL) evaluado a una concentración de 

1000, 100 y 10  mg/L de fenoles totales con la adición de 5000 mg/L de glucosa. La 

concentración del control de glucosa fue de 5000 mg/L sin adición del concentrado. 

Hay que resaltar el hecho de que además de concentrarse compuestos fenólicos 

también se concentraron azúcares, presentando una concentración alta de DQO 

(Tabla 4.4). Por lo que las Hmax fueron superiores al control de glucosa, 

especialmente en los ensayos con el concentrado obtenidos a partir del hidrolizado 

enzimático (Figura 4.10 y Tabla 4.7). 

En los ensayos con concentrado obtenido del hidrolizado enzimático con la menor 

concentración de fenoles totales (10 mg/L) mostró valores de VVPH y RMH menores 

que el control de glucosa. Sin embargo, la concentración más alta de fenoles totales 

(1000 mg/L) mostró valores más altos de VVPH (80.06 ± 6.1 mL H2 /L-h) y RMH 

(3.43 ± 0.1 mol H2/mol AT consumido), incluso más altos que el control de glucosa 

(44.70±4.4 mL H2 /L-h y 1.66 ± 0.1  mol H2/mol AT consumido). De hecho, los datos 

de la Tabla 4.7 muestran claramente que a mayor concentración de fenoles totales 

se incrementa la VVPH y el RMH. Esto probablemente se debe a que la resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66, además de retener compuestos fenólicos retuvo 

azúcares y probablemente otros compuestos. Por lo que la producción de hidrógeno 

R2=0.985 ± 0.005 
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probablemente no solo se debe a los azúcares presentes. También se observó que 

la fase lag aumento al aumentar la concentración de fenoles (Tabla 4.7), lo cual es 

similar a lo reportado por Quéméneur et al. (2012). 

Por otra parte los ensayos con el concentrado obtenido de la primera agua de lavado 

del BAT provocaron valores de RMH menores que los del control de glucosa. A 

diferencia del concentrado obtenido del hidrolizado enzimático no se observó un 

incremento del RMH a mayor concentración de fenoles totales (Tabla 4.7). 

Tabla 4.7 Resultados del modelo de Gompertz para los ensayos realizados para la 

producción de hidrógeno a partir de los concentrados. 

*Concentración de AT iniciales. CHE: concentrado obtenido a partir del hidrolizado enzimático; CAL: 

concentrado obtenido a partir de la primera agua de lavado del BAT. 1000, 100 y 10 equivalen a la 

concentración de fenoles totales presente en los ensayos de producción de hidrógeno. Los 

resultados equivalen al promedio del triplicado que se realizó en los ensayos en lote.  

 

Resumiendo, en los ensayos en lote para ambos concentrados se observó que a 

mayor concentración de fenoles totales se incrementó la VVPH. Por otra parte, el 

RMH se incrementó no se vio afectado de forma importante en los ensayos con el 

concentrado obtenido de la primera agua de lavado. Pero si se incrementó con la 

Sustrato AT* 
(mg/L) 

pH 
final 

Hmax 
(mL) 

λ 
(h) 

VVPH 
(ml H2 /L-h) 

RMH 

(mol H2/   
mol AT 

consumido) 

Control de 
Glucosa 5000 6.47 ± 

0.5 
27.84 ± 

4.1 6.40 ± 0.8 44.70±4.4 1.66 ±0.2 

CHE1000 27190 6.21 ± 
1.5 

194.29 ± 
1.1 32.76 ± 1.8 80.06 ± 6.1 3.43 ± 0.1 

CHE100 7960 6.33 ± 
0.1 

70.47 ± 
3.8 7.95 ± 2.9 38.74 ± 14 1.68 ± 0.1 

CHE10 5231 6.47 ± 
0.1 

32.78 ± 
1.6 6.89 ± 2.7 28.85 ± 8.9 1.37 ± 0.1 

CAL1000 8270 6.25 ± 
0.1 

42.60 ± 
1.6 10.56 ± 0.6 97.66 ± 7.2 1.15 ± 0.1 

CAL100 5320 6.46 ± 
0.1 

27.23 ± 
3.3 10.48±2.8 46.89 ± 6.3 1.30 ±0.1 

CAL10 5010 6.49 ± 
0.1 

26.41 ± 
1.6 8.76±3.6 40.63 ± 9.4 1.24 ± 1.3 
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concentración de fenoles totales en el concentrado obtenido del hidrolizado 

enzimático. Lo anterior pareciera indicar que en el concentrado además de 

compuestos fenólicos se concentraron otros compuestos que contribuyeron a la 

producción de hidrógeno. 

4.3.2.4 Formación de metabolitos durante los ensayos en lote para la 
producción de hidrógeno 

El comportamiento de las rutas metabólicas dependió de las condiciones del 

sustrato que fue utilizado en los ensayos en lote para la producción de hidrógeno 

vía fermentación oscura. Dicho comportamiento se muestra en la Figura 4.12. 

El efecto del lavado del BAT para eliminar compuestos solubles producidos durante 

el proceso de cocción de la PAT permitió una mejor producción de hidrógeno a partir 

del hidrolizado enzimático del BAT, lo cual se debió a que el metabolito 

predominante fue el acetato, seguido del butirato. La formación de propionato se 

favoreció en hidrolizados enzimáticos con BAT sin un proceso de lavado previo, 

impactando en una disminución de la concentración de acetato por lo que la 

producción de hidrógeno se vio afectada obteniendo un RMH más bajo en 

comparación con el RMH obtenido a partir del hidrolizado enzimático del BAT 

lavado. 

A pesar de que el hidrolizado enzimático fue sometido al tratamiento con la resina 

de adsorción, para remover compuestos fenólicos, no mejoró el proceso de 

producción de hidrógeno. La eliminación de solidos durante la filtración del 

hidrolizado enzimático permitió aumentar las VVPH (Tabla 4.5). Donde la 

concentración del metabolito de butirato aumentó (HE sin tratar por resina, Figura 

4.12) en comparación con el hidrolizado enzimático con la presencia de sólidos (HE 

de BAT lavado). Obteniendo al acetato como metabolito predominante, sin 

embargo, las concentraciones altas de acetato pudo afectar la producción de 

hidrógeno impactando en los RMH que se obtuvieron (Van Ginkel y Logan, 2005). 

La producción de hidrógeno a partir de hidrolizados ácidos con y sin remoción de 

compuestos fenólicos se realizó través de la vía de la acetogénesis ya que la 
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formación de acetato fue el metabolito que predomino (HA sin tratar por resina y HA 

tratado por resina Figura 4.12). 

El perfil de los ácidos grasos volátiles (AGVs) producidos por el concentrado 

obtenido de la primera agua de lavado con diferentes concentraciones de fenoles 

totales (1000, 100 y 10 mg/L) y por el concentrado obtenido del hidrolizado 

enzimático con concentraciones de fenoles totales de 100 y 10 mg/L, fueron 

semejantes al control de glucosa. Esto debido a que la concentración de AT 

presente en dichos ensayos se debió en mayor parte a la glucosa que se adicionó 

como fuente de carbono.  

Por otro lado el perfil de AGVs producidos en los ensayos con concentrado obtenido 

del hidrolizado enzimático a una concentración de 1000 mg/L de fenoles totales 

(CHE 1000, Figura 4.12) fue diferente al control de glucosa ya que la concentración 

de AT se debía en su mayor parte al concentrado. Bajo esta condición se observó 

que la formación del butirato se vio favorecida y en menor medida la  formación de 

formiato.  

 
Figura 4.12 Producción de metabolitos durante los ensayos en lote para la producción de 

hidrógeno. *Hidrolizados previamente filtrados para el tratamiento con la resina de 

adsorción AMBERLITETM FPX66.  
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4.4 Conclusiones 
El efecto del lavado del BAT para extraer compuestos solubles remanentes en el 

BAT producidos durante el proceso de cocción de la PAT permitió incrementar la 

producción de hidrógeno. Debido a que el concentrado que se obtuvo a partir de la 

primera agua de lavado del BAT, evaluado a diferentes concentraciones de fenoles 

totales no presentó actividad inhibitoria para la producción de hidrógeno. Existe la 

posibilidad de la presencia de otros compuestos solubles derivados de las 

reacciones Maillard (compuestos nitrogenados, sulfurados, piranos, terpenos) con 

efecto inhibitorio para el proceso de fermentación oscura, (Tauer et al. 2004). Los 

cuales no fueron retenidos por la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66. 

La resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 fue eficiente para remover 

compuestos fenólicos presentes en el hidrolizado enzimático (26.8%-44.8%) e 

hidrolizado ácido (92%), presentando una pérdida mínima de AT.  

La remoción de compuestos fenólicos por medio de la resina AMBERLITETM FPX66 

no mejoró la producción de hidrógeno a partir del hidrolizado enzimático. Esto se 

confirmó en los estudios de inhibición, ya que el concentrado que se obtuvo de los 

compuestos retenidos en la resina de adsorción no mostró efecto inhibitorio para el 

proceso de fermentación oscura. 

El tratamiento del hidrolizado ácido con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 

mejoró la producción de hidrógeno alcanzando valores del RMH y de la VVPH más 

altos después del tratamiento. Sin embargo, los valores fueron menores que los 

valores de RMH y VVPH alcanzados con el sustrato modelo (glucosa). 

Los concentrados evaluados a diferentes concentraciones de fenoles totales no 

fueron inhibitorios para la producción de hidrógeno. Sin embargo, se modificó el 

patrón de rutas metabólicas de la producción de AGVs, especialmente en los 

ensayos con el concentrado obtenido del hidrolizado enzimático a una 

concentración fenoles totales de 1000 mg/L. 
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Discusión general, conclusiones generales y perspectivas 

5.1 Discusión general  
Los experimentos descritos en el capítulo 2 de esta tesis estuvieron dirigidos a 

verificar la hipótesis I. La cual estableció que el contenido de fibras (celulosa 

cristalina y amorfa, hemicelulosa y lignina) se vería afectado y que el índice de 

cristalinidad disminuiría  durante el proceso de cocción de la piña de A. tequilana. 

De acuerdo a los resultados reportados en el capítulo 2 el proceso de cocción y el 

proceso mecánico utilizando una desgarradora impregnando la piña con agua 

caliente fueron efectivos removiendo la fracción soluble, constituida principalmente 

por fructanos, lo cual se reflejó en un aumento de la celulosa y hemicelulosa en el 

bagazo remanente comparando con la piña de A. tequilana cruda. Estas 

observaciones confirmaron parcialmente la hipótesis I. Sin embargo no fue posible  

determinar si la celulosa cristalina fue afectada por los proceso de cocción ya que 

no se pudo calcular el índice de cristalinidad de la celulosa presente en la piña de 

A. tequilana. Por lo que esta parte de la hipótesis no pudo ser verificada. Sin 

embargo, se ha reportado que para destruir la cristalinidad de la celulosa cristalina 

se requieren condiciones muy severas. Por ejemplo Deguchi et al. 2008 

comprobaron experimentalmente  que la celulosa se transforma de un  estado 

cristalino a un estado amorfo durante la hidrólisis de la celulosa, en condiciones de 

320°C y 25 MPa.  Debido a lo anterior no es de esperarse que la cristalinidad de la 

celulosa cambie durante el proceso de cocción de la piña de A. tequilana. 

Además de lo anterior, los resultados del capítulo 2 mostraron la presencia de 

cristales de oxalato de calcio en el bagazo de A. tequilana como ya había sido 

reportado por otros autores (Perez-Pimienta et al. 2013). La presencia de estos 

cristales es de especial interés ya que se disolvieron al llevar a cabo una hidrólisis 

ácida del bagazo de A. tequilana. La presencia de los iones de calcio en el 

hidrolizado ácido es un factor cuyo efecto sobre la fermentación oscura se requiere 

evaluar en estudios posteriores. 
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La hidrólisis enzimática del bagazo de A. tequilana descrita en el capítulo 2 se 

realizó de acuerdo a lo establecido en el estudio de Abreu-Sherrer en el 2013. Sin 

embargo, la remoción de las fracciones de hemicelulosa y celulosa fue mínima por 

lo que en el capítulo 3 se abordó la optimización de las condiciones de la hidrólisis 

enzimática de bagazo de A. tequilana para la producción de hidrógeno. Dicha 

optimización permitió una mejor sacarificación de las fibras del bagazo de A. 

tequilana, especialmente de hemicelulosa, ya que su remoción se incrementó de un 

7.5% obtenido por  Abreu-Sherrer, (2013) a un 26% bajo las condiciones óptimas 

locales encontradas en este trabajo. Así mismo, la optimización permitió disminuir 

41% la concentración de enzimas celulolíticas (Celluclast 1.5L), comparada con la 

concentración empleada en el trabajo de Abreu-Sherrer, (2013). Esto tiene 

implicaciones prácticas importantes ya que uno de los mayores costos de la 

hidrólisis enzimática es el costo de la enzima. 

Los experimentos descritos en el capítulo 4 se realizaron con el propósito de 

verificar la hipótesis II, la cual señalaba que los compuestos solubles presentes en 

el bagazo de A. tequilana formados durante el proceso de cocción de la piña de A. 

tequilana presentaban un efecto inhibitorio sobre la fermentación oscura para la 

producción de hidrógeno. De acuerdo a los resultados presentados en el capítulo 4 

la hipótesis II se acepta. Ya que el hidrolizado realizado con bagazo de A. tequilana 

sometido a un proceso de lavado, para eliminar la presencia de estos compuestos 

solubles remanentes en el bagazo de A. tequilana, permitió incrementar la 

producción de hidrógeno. Este efecto inhibitorio no se asoció a compuestos 

fenólicos, puesto que los compuestos fenólicos extraídos de las aguas de lavado no 

presentaron efecto inhibitorio para la fermentación oscura. Lo anterior implica que 

una forma de mejorar la producción de hidrógeno es lavando el bagazo de A. 

tequilana. Sin embargo, se tendrá que comparar el costo del agua empleada con el 

beneficio económico obtenido al incrementarse la producción de hidrógeno en 

procesos continuos. También tendrá que considerarse, a escala industrial, la 

posibilidad de emplear agua tratada proveniente del tratamiento de las vinazas para 

llevar a cabo los lavados del bagazo de A. tequilana. 
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Los experimentos descritos en el capítulo 4 también se realizaron para verificar la 

hipótesis III, la cual establecía una mejora en los rendimientos y velocidades de 

producción de hidrógeno a través de la remoción de compuestos fenólicos 

presentes en los hidrolizados. Para el hidrolizado ácido la hipótesis III se aceptó ya 

que de acuerdo a los resultados del capítulo 4, el hidrolizado ácido tratado con la 

resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 mostró un aumento en la producción de 

hidrógeno, incrementando el RMH y VVPH. Sin embargo, para el hidrolizado 

enzimático la hipótesis III se rechaza, puesto que el hidrolizado enzimático tratado 

con la resina de adsorción presentó un RMH y una VVPH similar al hidrolizado 

enzimático sin tratamiento con la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66. Esto se 

confirmó en los experimentos de inhibición ya que los compuestos removidos con 

la resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 no ejercieron un efecto inhibitorio.  

5.2 Conclusiones generales 
1. El proceso de cocción con vapor  de la piña de A. tequilana resultó ser un 

tratamiento eficiente para remover la fracción soluble de la piña de A. 

tequilana.  Debido a la remoción del tejido del parénquima durante el proceso 

de cocción, permitiendo que las células fibrosas del esclerénquima estén más 

expuesta en la estructura del bagazo de A. tequilana resultante. 

2. La celulosa cristalina no se vio afectada durante los tratamientos de hidrólisis 

enzimática y ácida del bagazo de A. tequilana. 

3. La hidrólisis ácida resultó ser un tratamiento eficiente para sacarificar las 

fibras de bagazo de A. tequilana presentando una remoción alta de la fracción 

de hemicelulosa. Por lo que la sacarificación fue mayor a lo obtenido por la 

hidrólisis enzimática. Además los cristales de oxalato de calcio presentes en 

las fibras del bagazo de A. tequilana fueron solubilizados durante el 

tratamiento de hidrólisis ácida. 

4. El hidrolizado enzimático del bagazo de A. tequilana realizado con las 

condiciones óptimas locales permitió incrementar modestamente el 

rendimiento de sacarificación. Sin embargo, se logró disminuir de forma 

importante la concentración del Celluclast 1.5L empleado en la hidrólisis 

enzimática. 
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5. El lavado del bagazo de A. tequilana para extraer compuestos solubles 

remanentes del proceso de cocción de la piña de A. tequilana permitió 

incrementar la producción de hidrógeno. 

6. La resina de adsorción AMBERLITETM FPX66 fue eficiente para remover 

compuestos fenólicos medidos como fenoles totales presentes en el 

hidrolizado enzimático (26.8%-44.8%) y en el hidrolizado ácido (92%), 

presentando una pérdida mínima de azúcares totales. Lo anterior  permitió 

mejorar la producción de hidrógeno del hidrolizado ácido ya que se observó 

un incremento en los rendimientos y velocidades de producción de 

hidrógeno. Sin embargo, en el hidrolizado enzimático no se observó una 

mejora en la producción de hidrógeno.  

7. Los concentrados obtenidos a partir de la primera agua de lavado y del 

hidrolizado enzimático del bagazo de A. tequilana, evaluados a una 

concentración de 1000 mg/L de fenoles totales no son inhibitorios para para 

la producción de hidrógeno. Sin embargo se modificaron las rutas 

metabólicas de la producción de ácidos grasos volátiles (AGVs) durante la 

fermentación oscura. 

5.3 Perspectivas 
1. Un tratamiento de hidrólisis enzimática para las fibras de bagazo de A. 

tequilana resultantes del tratamiento de hidrólisis ácida podría ser atractiva. 

Ya que las fibras presentan un alto contenido de celulosa sin cristales de 

oxalato de calcio, la cual podría hacer a la celulosa más accesible para la 

hidrólisis enzimática. Sin embargo, debido a que la estructura de la fibra 

después de la hidrólisis ácida cambió, probablemente es necesario optimizar 

nuevamente las condiciones de hidrólisis enzimática con el objetivo de 

maximizar los rendimientos de sacarificación. 

2. Es importante estudiar procesos en continuo de producción de hidrógeno en 

donde se evalúe el empleo del bagazo lavado y de la resina de adsorción 

AMBERLITETM FPX66 para mejorar la producción de hidrógeno a partir del 

hidrolizado ácido. 
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3. Debido a que los constituyentes del preparado comercial del Celluclast 1.5L 

presentes en el hidrolizado enzimático aportan de forma importante a la 

producción de hidrógeno es preponderante analizar y comparar los costos de 

recuperación y reutilización de las enzimas del Celluclast 1.5L presentes en 

el hidrolizado, con los incrementos en los RMH y VVPH que producen al estar 

presentes en el hidrolizado enzimático. 

4.  Dado que el hidrolizado enzimático filtrado mostró tener un impacto positivo 

para la producción de hidrógeno es importante realizar los estudios de 

inhibición a la fracción sólida presentes en el hidrolizado. 

5.  Debido a que los iones de calcio presentes en el hidrolizado ácido, interfieren 

en el método del ácido dinitrosalicílico (DNS) para cuantificar azúcares 

reductores, es necesario implementar un método diferente para cuantificar 

azúcares reductores en el hidrolizado ácido de bagazo de A. tequilana. Así 

mismo, es necesario estudiar si la presencia de los iones de calcio en el 

hidrolizado ácido también interfiere con la técnica para medir azúcares totales 

por el método fenol-sulfúrico.  

6. Aunque existen estudios del efecto de la adición de iones de calcio para la 

producción de hidrógeno en sistemas en continuo (Wu et al. 2012; Liu et al. 

2015), es necesario evaluar la presencia de los precipitados de Ca(OH)2 

formados en el hidrolizado ácido al elevar el pH y su efecto para la producción 

de hidrógeno vía fermentación oscura. 
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Anexo 1 
Resultados de los ensayos evaluados en diferentes condiciones para la hidrólisis 

enzimática.  

 

Ensayo Temperatura 
(°C) pH Sustrato 

(g/L) 

Enzima 
(mg 

proteína/mL) 

Concentración  
de AR (mg 

AR/mL) 

Velocidad 
de  

producción 
de AR (mg 
AR/mL-h) 

Rendimiento 
(mg AR/g 
Sustrato) 

1 50 4 40 0.3 1.15 0.010 28.75 

2 50 5 40 0.3 2.85 0.029 71.25 

3 50 6 40 0.3 1.46 0.036 36.5 

4 50 5 0 0.3 0 0 0 

5 50 5 40 0.3 3.24 0.027 81 
6 45 4.5 20 0.1 1.14 0.005 57 

7 55 5.5 60 0.1 4.48 0.032 74.66 

8 55 4.5 60 0.1 3.33 0.039 55.5 

9 45 5.5 20 0.5 2.79 0.078 139.5 

10 45 4.5 20 0.5 2.11 0.006 105.5 

11 50 5 40 0.7 3.59 0.081 89.75 

12 50 5 40 0 0 0 0 
13 55 4.5 20 0.1 1.21 0.013 60.5 

14 50 5 80 0.3 6.89 0.060 86.12 

15 50 5 40 0.3 3.58 0.022 89.5 

16 45 5.5 20 0.1 2.19 0.017 109.5 

17 45 4.5 60 0.5 5.44 0.016 90.66 

18 55 5.5 20 0.5 1.57 0.040 78.5 

19 55 4.5 20 0.5 2.01 0.005 100.5 

20 55 5.5 60 0.5 4.61 0.018 76.83 

21 55 5.5 20 0.1 1.51 0.030 75.5 

22 45 5.5 60 0.1 4.97 0.012 82.83 

23 45 5.5 60 0.5 7.13 0.024 118.83 

24 40 5 40 0.3 4.1 0.013 102.5 

25 50 5 40 0.3 3.91 0.021 97.75 

26 55 4.5 60 0.5 4.43 0.013 73.83 

27 45 4.5 60 0.1 3.99 0.009 66.5 

28 60 5 40 0.3 2.66 0.024 66.5 
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Anexo 2a 
ANOVA generado para la variable de respuesta de velocidad de producción de  AR (mg 

AR/mL-h). 

 
Anexo 2b 
ANOVA generado para la variable de respuesta de la concentración de AR (mg AR/mL). 
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Anexo 2c 
ANOVA generado para la variable de respuesta del rendimiento (mg AR/g sustrato). 

 
Anexo 3a 
Determinación de las concentraciones de DQO, azúcares totales (AT) y fenoles totales (FT) 
presentes en la primera agua de lavado de BAT después del tratamiento con la resina de 
adsorción AMBERLITETM FPX66. 

540.5 𝑚𝑔𝐷𝑄𝑂

𝐿
−

57250
𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿 
(0.03𝐿 )

8 𝐿 
= 325.82

𝑚𝑔 𝐷𝑄𝑂

𝐿
 

331.39 𝑚𝑔 𝐴𝑇

𝐿
−

15800
𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿 
(0.03𝐿 )

8 𝐿 
= 272.14

𝑚𝑔 𝐴𝑇

𝐿
 

130 𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿
−

4960
𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿 
(0.03𝐿 )

8 𝐿 
= 111.4

𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿
 

Anexo 3b 
Cálculo de remoción de fenoles totales (FT) en la primera agua de lavado (a) y en el 
hidrolizado enzimático (b) adsorbidos durante el tratamiento con la resina de adsorción. 

 (
𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿  𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜
)  (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜(𝐿))

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑙𝑎 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑛𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑑𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 (𝐿) 
=  

𝑚𝑔 𝐹𝑇

𝐿 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 
 

 

(𝑎)
4960

𝑚𝑔 𝐹𝑇
𝐿 (0.03𝐿 )

8 𝐿 
= 18.6

𝑚𝑔𝐹𝑇

𝐿
 

 
 

(𝑏)
1576.3

𝑚𝑔 𝐹𝑇
𝐿 (0.06𝐿 )

3.5𝐿 
= 27.02

𝑚𝑔𝐹𝑇

𝐿
 

 


