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RESUMEN 

El problema de la emisión a la atmósfera de gases de efecto invernadero derivados 

del consumo excesivo de combustibles fósiles ha hecho necesaria la búsqueda de 

fuentes energéticas ambientalmente amigables y eficientes como el hidrógeno, que 

posee el poder calorífico más alto de entre todos los combustibles conocidos y al 

oxidarse genera principalmente vapor de agua como subproducto. El hidrógeno 

puede producirse a través de procesos bioquímicos utilizando materiales orgánicos 

residuales como la biomasa lignocelulósica, sin embargo debido a su estructura 

compleja y recalcitrante necesita tratamientos previos para su uso. La hidrólisis 

alcalina con NaOH del Tallo de Haba (TH) y del Rastrojo de Maíz (RM)  no 

incrementó la producción de azúcares reductores, ya que en ambos casos se 

solubilizó a la lignina y se eliminó gran parte de la hemicelulosa. En el presente 

trabajo dos de los residuos agrícolas más importantes en el Estado de México; olote 

y TH se investigaron para producir azúcares reductores por hidrólisis con H3PO4  y 

posteriormente evaluar el potencial de dichos azúcares para la producción de 

biohidrógeno por fermentación, la caracterización del TH y del olote antes y después 

de la hidrólisis ácida también se reporta. La hidrólisis ácida se hizo a diferentes 

concentraciones de H3PO4, temperaturas y tiempos de reacción, el rendimiento de 

azúcares se incrementó al aumentar tanto la temperatura como la concentración del 

ácido, alcanzando los rendimientos más altos con 1.34 M H3PO4, 110 ºC y 300 

minutos. La mayor cantidad de azucares se obtuvo con el olote. El estudio cinético y 

termodinámico mostró que en ambos materiales la hidrólisis es un proceso no 

espontáneo y endotérmico que involucra la formación de un complejo ácido-celulosa 

estable. El análisis por Cromatografía de Líquidos de Intercambio Aniónico (HPAEC-

PAD) de los hidrolizados reveló que los azucares predominantes son; xilosa para el 

olote y glucosa para el TH, los cuales se utilizaron como fuente de carbono y  se 

fermentaron con los microorganismos productores de hidrógeno. El hidrolizado de TH 

alcanzó los mayores rendimientos de producción de hidrógeno con una cantidad 

menor de azúcares, lo cual se atribuye a su alto contenido de glucosa y a su baja 

concentración de aldehídos. El TH además de ser un material novedoso para su 

revalorización resultó eficiente para la producción de biohidrógeno.  
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ABSTRACT 

The emission of greenhouse gasses to the atmosphere mainly caused by the 

excessive fossil fuels burning has made necessary the search of new, efficient and 

environmental-friendly energy sources such as hydrogen. Among all known fuels, 

hydrogen has the highest calorific power and generates water as the main oxidation 

by-product; this fuel can be produced by biological routes employing residual organic 

materials such as lignocelluloses. Lignocellulosic materials have a complex 

physicochemical structure and high recalcitrance, thus some treatments are 

necessary to increase their fermentability. Alkaline treatment performed on corn 

stover (CS) and Stem of Faba Bean (SFB) was not efficient to improve reducing 

sugars production in the subsequent acid hydrolysis stage, this fact is due to the 

potential of alkaline treatment to solubilize not only lignin but also hemicellulose. In 

this work, two of the most important agricultural wastes generated in Mexico State; 

corncob and SFB were evaluated to produce reducing sugars by acid hydrolysis and 

the subsequent fermentative hydrogen production from their hydrolysates. 

Characterization of raw and hydrolyzed corncob and SFB was also investigated and 

reported. Acid hydrolysis was carried out using H3PO4 at different temperatures, 

reaction times and acid concentrations; reducing sugars production increased with a 

raise in hydrolysis temperature and acid loading reaching the maximum yields at 110 

ºC, 1.34 M H3PO4 and 300 minutes reaction time. Kinetic and thermodynamic study of 

acid hydrolysis of both corncob and SFB showed the nature of the process; non-

spontaneous and endothermic reaction which involves the formation of cellulose-

water stable complex. HPLC and HPAEC-PAD analyses revealed the predominant 

sugars in hydrolysates of corn cob and SFB, they were: xylose and glucose 

respectively. Hydrolysates produced from both wastes were an adequate carbon 

sources for hydrogen producing microorganisms, however, STB hydrolysates 

achieved the highest yields and hydrogen rates which is associated to the high 

glucose content and the low aldehydes concentration in hydrolysate. In addition, STB 

was not only a novel material for it revalorization but also an efficient source to 

produce fermentative biohydrogen. 

 



xii 
 

ÍNDICE GENERAL 

Índice de Figuras xiv 

Índice de Tablas xviii 

INTRODUCCIÓN 1 

1. FUNDAMENTOS 3 

1.1 Residuos lignocelulósicos 3 

1.1.1 Residuos agrícolas 5 

1.2 Tratamiento de lignocelulosa 7 

1.2.1 Tipos de pretratamiento 9 

1.3 Tratamiento alcalino 12 

1.4 Hidrólisis ácida 14 

1.4.1 Azúcares fermentables e inhibidores 16 

1.4.2 Factores que afectan a la hidrólisis ácida 18 

1.4.3 Mecanismos y cinética de la hidrólisis ácida 21 

1.5 Biohidrógeno 24 

1.5.1 Mecanismos para la producción de biohidrógeno 24 

1.6 Producción de biohidrógeno mediante fermentación oscura  27 

1.6.1 Rutas metabólicas dirigidas a la producción de biohidrógeno fermentativo 27 

1.6.2 Factores que afectan la producción de biohidrógeno fermentativo 29 

1.6.3 Microorganismos y sustratos utilizados en la producción de biohidrógeno 34 

2. METODOLOGÍA 39 

2.1. Preservación de los microorganismos 39 

2.2. Obtención y caracterización de los residuos agrícolas 40 

2.3. Tratamiento alcalino de los residuos agrícolas 40 

2.4. Hidrólisis ácida de los residuos agrícolas 41 

2.4.1    Análisis cinético y termodinámico de la hidrólisis ácida   43 

2.5. Producción de biohidrógeno mediante fermentación 44 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 48 

3.1 Caracterización de los residuos agrícolas 48 

3.2  Hidrólisis ácida del olote 49 

3.2.1 Producción de azúcares reductores con olote y factor de severidad 49 

3.2.2 Parámetros cinéticos y termodinámicos de la hidrólisis ácida del olote 54 

3.2.3 Caracterización del olote hidrolizado 66 

3.2.4 Análisis factorial de la hidrólisis ácida del olote 73 

3.2.5 Hidrólisis del olote con ácido sulfúrico 88 

3.3 Tratamiento alcalino del tallo de haba y del rastrojo de maíz 93 

3.3.1 Delignificado del tallo de haba y del rastrojo de maíz 94 



xiii 
 

3.3.2 Hidrólisis ácida del tallo de haba y del rastrojo de maíz pretratados con NaOH 97 

3.4 Hidrólisis ácida del tallo de haba 100 

3.4.1 Producción de azúcares reductores 100 

3.4.2 Parámetros cinéticos y termodinámicos de la hidrólisis ácida del tallo de haba 101 

3.4.3 Caracterización del tallo de haba hidrolizado 107 

3.5 Análisis cualitativo de los hidrolizados ácidos de olote y de tallo de haba 111 

3.6 Hidrólisis ácida del rastrojo de maíz a bajas temperaturas 116 

3.7 Rendimientos de la producción de azúcares y parámetros termodinámicos reportados en 

la literatura 

118 

3.8 Producción de biohidrógeno mediante fermentación 124 

3.8.1 Resiembra de los microorganismos 124 

3.8.2 Producción de biohidrógeno a partir de los hidrolizados de olote 125 

3.8.3 Producción de biohidrógeno a partir de los hidrolizados de TH 126 

3.8.4 Producción de biohidrógeno a partir de los hidrolizados de olote y de TH. Efecto 

de la cantidad inicial de azúcares 

129 

CONCLUSIONES 135 

REFERENCIAS 137 

ANEXOS 162 

Anexo A. Técnicas analíticas para sólidos  162 

Anexo A1. Determinación de pH 162 

Anexo A2. Determinación de humedad 162 

Anexo A3. Determinación de SVT 163 

Anexo A4. Preparación para sustrato libre de extractivos 164 

Anexo A5. Determinación de holocelulosa 164 

Anexo A6. Determinación de lignina 165 

Anexo A7. Análisis por FTIR 166 

Anexo A8. Análisis por DRX 166 

Anexo B. Técnicas analíticas para líquidos 167 

Anexo B1. Determinación de pH 167 

Anexo B2. Determinación de azúcares reductores 167 

Anexo B3. Determinación de furfural 168 

Anexo B4. Determinación de HMF 169 

Anexo B5. Conteo de bacterias 170 

Anexo C. Análisis por cromatografía de gases 171 

Anexo D. Diseño geométrico y construcción del reactor de hidrólisis tipo tanque agitado 172 

Anexo E. Contribución científica 175 

  



xiv 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1.1 Distribución de la lignocelulosa en las paredes celulares de las plantas 5 

Figura 1.2 Efecto del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulósica 8 

Figura 1.3  Estructura molecular de la xilosa y de la glucosa 17 

Figura 1.4 Producción de inhibidores a partir de a) hexosas y b) pentosas  17 

Figura 1.5  Mecanismo de la hidrólisis ácida 21 

Figura 2.1 Metodología general del trabajo de investigación 39 

Figura 2.2  Metodología empleada para el tratamiento alcalino e hidrólisis ácida de los 

residuos agrícolas 

42 

Figura 3.1 Producción de azúcares reductores a partir de olote 50 

Figura 3.2 Efecto de la concentración del ácido sobre la producción de azúcares 

reductores a a) 90 ºC y a b) 110 ºC utilizando olote 

51 

Figura 3.3 Efecto de la temperatura sobre la producción de azúcares reductores a con 

una solución a) 0.96 y a b) 1.34 M H3PO4 utilizando olote 

51 

Figura 3.4 FSC calculados para cada una de las hidrólisis del olote 53 

Figura 3.5  Producción de azúcares reductores a partir del olote en función del FSC 54 

Figura 3.6 Transformación de a) la celulosa a glucosa mediante hidrólisis ácida y b) 

deshidratación térmica de la glucosa a aldehídos y ácidos orgánicos 

55 

Figura 3.7 Datos experimentales de la producción de azúcares a partir de olote mediante 

hidrólisis con a) 0.58 M, b) 0.77 M, c) 0.96 M y d) 1.34 M H3PO4 ajustados al 

modelo cinético de Saeman 

57 

Figura 3.8 Datos experimentales de la producción de azúcares a partir de olote mediante 

hidrólisis con a) 0.58 M, b) 0.77 M, c) 0.96 M y d) 1.34 M H3PO4 ajustados al 

modelo cinético de primer orden 

58 

Figura 3.9 Efecto de la concentración del ácido sobre las constantes cinéticas de 

producción de azúcares calculadas a partir del a) Modelo de Saeman y del b) 

Modelo de primer orden 

59 

Figura 3.10 Constantes cinéticas k1 del modelo de Saeman ajustadas a las ecuaciones 

lineales de a) Arrhenius y b) Eyring 

60 

Figura 3.11 Constantes cinéticas obtenidas con el modelo de primer orden ajustadas a las 

ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring 

62 

Figura 3.12 Comportamiento de los parámetros termodinámicos de la producción de 

azúcares calculados con el modelo cinético de a) Saeman y de b) Primer 

orden en función de la concentración del ácido 

63 

Figura 3.13 Constantes cinéticas k2 del modelo de Saeman ajustadas a las ecuaciones 

lineales de a) Arrhenius y b) Eyring 

64 



xv 
 

Figura 3.14 Espectros FTIR de las muestras de olote tomadas antes y después de 180 y 

300 minutos de hidrólisis con 0.58 M H3PO4 y 100 ºC 

67 

Figura 3.15 Espectros FTIR de las muestras de olote tomadas antes y después de 180 y 

300 minutos de hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC 

68 

Figura 3.16 Patrones de difracción de rayos X del olote antes y después de la hidrólisis 

ácida a diferentes condiciones de operación 

69 

Figura 3.17 Micrografías del olote a) antes y después de la hidrólisis durante 300 minutos 

con H3PO4 b) 1.34 M y 90 ºC, c) 0.96 M y 110 ºC, y d) 1.34 M y 110 ºC a 95 

aumentos 

71 

Figura 3.18 Micrografías del olote a) antes y después de la hidrólisis durante 300 minutos 

con H3PO4 b) 1.34 M y 110 ºC, a 500 aumentos 

72 

Figura 3.19 Comportamiento de los valores calculados con los modelos cuadráticos en 

función de los valores experimentales para los a) azúcares reductores, b) 

furfural y c) FSC 

78 

Figura 3.20 Superficies de respuesta obtenidas para la producción de azúcares; a) 

Temperatura y concentración a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v 

H3PO4 y c) concentración y tiempo a 110 °C 

79 

Figura 3.21 Superficies de respuesta obtenidas para la producción de furfural; a) 

Temperatura y concentración a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v 

H3PO4 y c) concentración y tiempo a 110 ºC 

81 

Figura 3.22 Superficies de respuesta obtenidas para el FSC; a) Temperatura y 

concentración a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v H3PO4 y c) 

concentración y tiempo a 110 ºC 

82 

Figura 3.23 Producción de a) azúcares y de b) furfural en función del FSC 83 

Figura 3.24 Efecto de la a) temperatura y de la b) concentración del ácido sobre la 

producción de azúcares reductores a diferentes valores del FSC 

84 

Figura 3.25 Comportamiento de la concentración de furfural en función de la cantidad de 

azúcares reductores 

85 

Figura 3.26 Espectros FTIR de las muestras tomadas antes (línea negra) y después de la 

hidrólisis ácida con diferentes severidades; FSC=0.838 (línea roja) y 

FSC=1.164 (línea azul) 

86 

Figura 3.27 Comportamiento lineal observado entre a) producción de azúcares y 

transmitancia relativa, b) producción de furfural y transmitancia relativa, y c) 

FSC y transmitancia relativa. 

87 

Figura 3.28 Comportamiento de la producción de a) azúcares reductores y de b) furfural 

durante la hidrólisis del olote con ácido sulfúrico 1.34 M 

89 

Figura 3.29 Espectros Uv-Vis de los hidrolizados de olote a obtenidos a 110 ºC y 300 90 



xvi 
 

minutos utilizando ácido sulfúrico y fosfórico 1.34 M 

Figura 3.30 Comportamiento de la producción de azúcares en función del FSC durante la 

hidrólisis del olote con ácido sulfúrico 

91 

Figura 3.31 Datos experimentales de la producción de azúcares mediante hidrólisis con 

1.34 M ácido sulfúrico del olote ajustados al modelo cinético de Saeman 

92 

Figura 3.32 Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después de 60 

minutos de tratamiento con NaOH al 1 %p y 2 %p 

95 

Figura 3.33 Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después del 

tratamiento con NaOH al 3 %p durante 60 y 120 minutos 

96 

Figura 3.34 Espectros FTIR de las muestras de RM tomadas antes y después del 

tratamiento con NaOH al 3 %p durante 60 y 120 minutos 

97 

Figura 3.35 Producción de azúcares reductores mediante hidrólisis con 0.96 M H3PO4 y 

100 °C a partir de TH y RM con y sin tratamiento alcalino previo 

98 

Figura 3.36 Datos experimentales de la producción de azúcares mediante hidrólisis con 

0.96 M H3PO4 y 100 ºC de a) TH sin tratamiento alcalino, b) TH con 

tratamiento alcalino, c) RM sin tratamiento alcalino y d) RM con tratamiento 

alcalino ajustados al modelo cinético de Saeman 

99 

Figura 3.37 Producción de azúcares reductores por hidrólisis ácida del TH 100 

Figura 3.38 Efecto de la concentración del ácido fosfórico sobre la producción de azúcares 

reductores durante la hidrólisis del TH a a) 90 ºC y  b) 110 ºC 

101 

Figura 3.39 Datos experimentales de la producción de azúcares a partir de TH mediante 

hidrólisis con a) 0.58 M, b) 0.96 M y c) 1.34 M H3PO4 ajustados al modelo 

cinético de Saeman 

102 

Figura 3.40 Efecto de la concentración del ácido sobre las constantes cinéticas de 

producción de azúcares calculadas con el modelo de Saeman 

104 

Figura 3.41 Constantes cinéticas k1 obtenidas con el modelo de Saeman para la hidrólisis 

del TH ajustadas a las ecuaciones lineales de a) Arrhenius y de b) Eyring 

105 

Figura 3.42 Comportamiento del factor A determinados en la hidrólisis del TH en función 

de la concentración del ácido 

106 

Figura 3.43 Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después de 180 y 300 

minutos de hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC, utilizando un rango espectral 

de a) 2000 a 600 cm
-1

 y de b) 1450 a 1250 cm
-1

 

107 

Figura 3.44 Espectros de difracción del TH antes y después de la hidrólisis con 1.34 M 

H3PO4 y 110 ºC 

109 

Figura 3.45 Micrografía del TH obtenida antes de la hidrólisis ácida 109 

Figura 3.46 Micrografía del TH hidrolizado durante 300 minutos con 1.34 M H3PO4 y 110 

°C 

110 



xvii 
 

Figura 3.47 Cromatogramas de los hidrolizados de olote obtenidos con a) 0.58 M H3PO4, 

90 °C y 30 minutos, y con b) 1.34 M H3PO4, 110 °C y 300 minutos 

112 

Figura 3.48 Cromatogramas de los hidrolizados de TH obtenidos con 1.34 M H3PO4 y 110 

°C después de a) 30 y b) 300 minutos de tiempo de reacción 

113 

Figura 3.49 Relación entre las intensidades de los picos cromatográficos de la a) glucosa 

con trehalosa y arabinosa y de la b) xilosa con trehalosa y arabinosa 

114 

Figura 3.50 Cromatograma del hidrolizado de TH obtenido con 1.34 M H3PO4 y 110 °C 

después de 210 minutos de tiempo de reacción cambiar por la figura 

115 

Figura 3.51 Comportamiento del pH y del crecimiento bacteriano durante la fermentación 

de los hidrolizados de olote 

126 

Figura 3.52 Datos experimentales del crecimiento bacteriano obtenidos durante la 

fermentación del olote ajustados al modelo de Gompertz modificado 

126 

Figura 3.53 Producción de biohidrógeno y crecimiento bacteriano observado durante la 

fermentación de los hidrolizados de a) olote y de b) TH 

130 

Figura 3.54 Valores de pH determinados después de la fermentación de los hidrolizados 

de olote y de TH 

131 

Figura 3.55 Rendimientos de producción de biohidrógeno en función del volumen de 

hidrolizado obtenidos en la fermentación de los hidrolizados de olote y de TH 

133 

Figura B1 Reducción del ácido 3-5 dinitro salicílico para la cuantificación de azúcares 167 

Figura B2 Curva de calibración para la determinación de azúcares reductores 168 

Figura B3 Curva de calibración para la determinación de furfural 169 

Figura B4 Curva de calibración para la determinación de HMF 169 

Figura C1 Curva de calibración empleada para la cuantificación de H2 171 

Figura D1 Dimensiones del reactor tipo tanque agitado a escala laboratorio 173 

Figura D2 Reactor de hidrólisis tipo tanque agitado a escala laboratorio 174 

Figura D3 Diseño en AutoCAD del reactor de hidrólisis tipo tanque agitado 174 

 

 

 

 

 

 



xviii 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1.1 Resumen del contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en algunos 

residuos agrícolas comunes  

5 

Tabla 1.2 Composición química del rastrojo de haba 6 

Tabla 1.3  Producción de biohidrógeno mediante fermentación oscura a partir de 

diferentes sustratos 

36 

Tabla  1.4 Rendimientos citados en la literatura para la producción de biohidrógeno a 

partir de hidrolizados ácidos 

38 

Tabla 2.1 Composición del medio de cultivo utilizado en las fermentaciones 45 

Tabla 3.1 Caracterización de los residuos agrícolas 48 

Tabla 3.2 Efecto de las variables sobre la producción de azúcares a partir de la hidrólisis 

del olote 

52 

Tabla 3.3 Parámetros cinéticos y estadísticos determinados a partir del modelo de 

Saeman para la hidrólisis del olote 

56 

Tabla 3.4 Parámetros cinéticos y estadísticos de la producción de azúcares a partir del 

olote determinados con el modelo de primer orden 

59 

Tabla 3.5  Parámetros termodinámicos de la producción de azúcares mediante hidrólisis 

ácida del olote calculados con las constantes cinéticas del modelo de Saeman 

61 

Tabla 3.6 Parámetros termodinámicos de la producción de azúcares a partir de olote 

calculados con los modelos cinéticos de Saeman y de Primer orden 

63 

Tabla 3.7 Parámetros termodinámicos de la deshidratación térmica de los azúcares 

calculados para la hidrólisis de olote con 0.96 y 1.34 M H3PO4 

64 

Tabla 3.8 Principales vibraciones del olote con y sin hidrolizar observadas en los 

espectros FTIR 

68 

Tabla 3.9 Producción de azúcares e ICr del olote hidrolizado con ácido fosfórico a 

diferentes condiciones de operación 

70 

Tabla 3.10 Análisis elemental del olote antes y de los residuos, después de la hidrólisis 

con ácido fosfórico a diferentes condiciones 

73 

Tabla 3.11 Valores codificados y reales de las variables de la hidrólisis del olote 74 

Tabla 3.12 Resultados experimentales de la hidrólisis de olote en H3PO4 diluido 75 

Tabla 3.13 ANOVA obtenido para el modelo matemático cuadrático de los azúcares 76 

Tabla 3.14 Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis con ácido sulfúrico del olote 

determinados con el modelo de Saeman 

92 

Tabla 3.15 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida del olote  93 

Tabla 3.16 Porcentajes de lignina determinados en el TH y en el RM antes y después de 

la hidrólisis alcalina a 121 ºC 

94 



xix 
 

Tabla 3.17 Parámetros cinéticos y estadísticos de la producción de azúcares reductores a 

partir de TH y RM con y sin tratamiento alcalino 

98 

Tabla 3.18 Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis ácida del TH determinados 

con el modelo de Saeman 

103 

Tabla 3.19 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida del TH calculados con las 

constantes cinéticas del modelo de Saeman 

106 

Tabla 3.20 Análisis elemental del TH antes y después de la hidrólisis con 1.34 M H3PO4, 

110°C y 300 minutos 

111 

Tabla 3.21 Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis de RM en HCl a bajas 

temperaturas determinados con el modelo de Saeman 

116 

Tabla 3.22 Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis de RM en HCl a bajas 

temperaturas determinados con los modelos de Saeman bifásico y de primer 

orden 

117 

Tabla 3.23 Parámetros termodinámicos calculados para la hidrólisis de RM en HCl a 

bajas temperaturas de operación 

117 

Tabla 3.24 Rendimientos citados para la producción de azúcares 118 

Tabla 3.25 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida de materiales 

lignocelulósicos reportados en la literatura 

122 

Tabla 3.26 Producción de biohidrógeno de los diferentes cultivos sembrados en medio de 

tioglicolato con resarzurina 

124 

Tabla 3.27 Datos experimentales obtenidos durante la fermentación del hidrolizado de TH 

ajustado a pH 7 con KOH 0.1 M 

127 

Tabla 3.28 Datos experimentales obtenidos durante la fermentación de los hidrolizados de 

TH sin adición de KOH 0.1 M 

128 

Tabla 3.29 Datos experimentales obtenidos durante la fermentación de los hidrolizados de 

olote y de TH 

132 

Tabla 3.30 Comparación de los rendimientos de hidrógeno 133 

 



1 
 

INTRODUCCIÓN 

En México el maíz es uno de los principales cultivos, del cual el olote genera la 

mayor cantidad de residuos con aproximadamente 19.3 millones de toneladas al año 

(SAGARPA, 2015). A nivel estatal los cultivos predominantes son el haba y el 

chícharo, sus residuos (hojas, tallos y cáscaras), estos residuos agrícolas no siempre 

son utilizados como alimento para ganado o composteo, al no aprovecharse pueden 

convertirse en focos de agentes patógenos, como insectos y roedores. Usualmente, 

los residuos agrícolas son dispuestos en rellenos sanitarios o en tiraderos a cielo 

abierto, contribuyendo a la contaminación atmosférica por la generación de gases de 

efecto invernadero tales como el metano y el dióxido de carbono (Ajala et al., 2020; 

Mechery et al., 2019). Aunado a lo anterior, los tiraderos a cielo abierto generan un 

volumen elevado de lixiviados, los cuales son capaces de erosionar el suelo y 

contaminar los cuerpos subterráneos de agua. Al mismo tiempo la demanda de los 

combustibles fósiles aumenta año con año y con ello las emisiones de gases 

contaminantes a la atmósfera. Los productos de combustión generados por los 

energéticos derivados del petróleo en su mayoría son, óxidos de nitrógeno (NOx), 

óxidos de carbono (COx), compuestos de azufre y plomo, que además de contribuir 

al calentamiento global, ocasionan afecciones en la salud del ser humano (López-

Hidalgo et al., 2017; Solarte-Toro et al., 2019).  

 

Ante la problemática de los residuos agrícolas y debido a la necesidad de incorporar 

combustibles no contaminantes que posean un alto poder calorífico y tengan un 

campo de aplicabilidad amplio, el presente trabajo propone utilizar residuos agrícolas 

para obtener biohidrógeno; un combustible de alto valor calorífico, renovable y no 

contaminante. La idea del H2 como combustible alternativo ha tomado mucha 

relevancia en los últimos años; algunos países europeos y asiáticos han optado por 

esta tecnología creando “Hidrogeneras”, las cuales abastecen a los autos que utilizan 

celdas de combustible. Las tecnologías para la producción de biohidrógeno han 

resultado eficientes, económicas, sustentables y ambientalmente amigables. Además 

de la producción de energéticos y de la disminución de residuos orgánicos, estos 

procesos ofrecen beneficios adicionales tales como la generación de subproductos 
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de interés comercial y su aplicación a escala industrial. En la actualidad se ha 

implementado la fermentación oscura para brindar energía en países en vías de 

desarrollo utilizando sustratos fácilmente degradables (Patinvoh et al., 2019), sin 

embargo, debido a su abundancia, bajo costo y poco aprovechamiento los residuos 

lignocelulósicos parecen ser una opción viable para su uso en procesos 

fermentativos. Las lignocelulosas comprenden materiales como los residuos 

agrícolas y forestales, los cuales son ricos en celulosa y hemicelulosa; carbohidratos 

que pueden transformarse en azúcares monoméricos utilizados posteriormente para 

la producción de energéticos y compuestos de interés, sin embargo, el uso directo de 

este tipo de biomasa en fermentaciones en estado sólido ha mostrado bajas 

eficiencias y tasas de producción poco competitivas (Cao et al., 2014). Con la 

finalidad de incrementar la eficiencia durante la etapa de fermentación de la biomasa 

lignocelulósica, se han propuesto diversos tratamientos siendo la hidrólisis ácida uno 

de los más eficientes y rápidos (Solarte-Toro et al., 2019). El objetivo de este estudio 

es obtener los parámetros cinéticos y termodinámicos de la hidrólisis del olote y del 

tallo de haba; dos de los residuos agrícolas más generados en el Estado de México y 

determinar el potencial de los azúcares obtenidos durante las hidrólisis, para la 

producción de biohidrógeno.  

 

El presente trabajo está conformado por tres apartados, el primero presenta los 

fundamentos relacionados con la recuperación de azúcares a partir de biomasa 

lignocelulósica, estudio químico y cinético de la hidrólisis ácida, producción de 

biohidrógeno, así como trabajos reportados en la literatura y sus respectivos 

rendimientos. En el segundo apartado se describe la metodología empleada durante 

la hidrólisis ácida de los residuos agrícolas y la producción de biohidrógeno, así 

como  las técnicas y métodos analíticos empleados en el estudio. Finalmente, el 

tercer apartado  muestra y discute los resultados obtenidos. 
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1. FUNDAMENTOS 

 

1.1 Residuos lignocelulósicos 

La biomasa lignocelulósica es un material orgánico abundante presente en la pared 

celular de las plantas, que puede ser utilizado para la producción de biogás, biodiesel 

y bioenergía (Yi et al., 2014), tiene una producción anual global de más de 200 

billones de toneladas métricas en base seca y corresponde a los residuos forestales, 

agrícolas, orgánicos, de la industria del papel y comida, así como los desechos 

agroindustriales (Chayanon et al., 2014). La lignocelulosa está compuesta 

principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, de los cuales los dos primeros 

son respectivamente matrices de homo y hetero polisacáridos que poseen diferentes 

propiedades, grados de cristalinidad y composición, dependiendo del tipo, especie y 

recurso de biomasa (Agbor et al., 2011). La estructura lignocelulósica compuesta por 

los tres biopolímeros está organizada de una forma compleja brindándole un carácter 

recalcitrante y una alta resistencia a los tratamientos químicos  y biológicos (Raud et 

al., 2016).  

 

a) Celulosa: La celulosa es el principal componente estructural de la pared celular de 

las plantas, la cual otorga  resistencia mecánica y estabilidad química. Es un 

homopolisacárido compuesto por glucosas unidas mediante enlaces β-(1-4) 

glucosídicos agrupados en cadenas que forman micro fibras (Singh et al., 2014). 

Las moléculas de celulosa tienen diferentes orientaciones a lo largo de su 

estructura, ésto le confiere una región amorfa y una cristalina, de las cuales, la 

región cristalina es difícilmente biodegradable (Yi et al., 2014). Algunos 

microorganismos son capaces de producir celulasas, enzimas que permiten utilizar 

de manera directa la celulosa presente en las plantas, sin embargo, los métodos 

de pretratamiento de celulosa son necesarios en aplicaciones industriales, a fin de 

hacer sustentable, eficiente y económicamente viable el proceso (Roy & Kumar, 

2013). 
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b) Hemicelulosa: Es el segundo polímero más abundante (20-50%) de la biomasa 

lignocelulósica, es heterogéneo y está compuesto por pentosas, hexosas y 

azúcares acetilados (Agbor et al., 2011). El peso molecular de la hemicelulosa, el 

grado de cristalinidad, la resistencia mecánica y el grado de polimerización son 

mucho menores que los de la celulosa. La hemicelulosa es un polímero ramificado 

y su composición en términos de monosacáridos difiere mucho de especie a 

especie (Ingle et al., 2020). La hemicelulosa presente en residuos agrícolas está 

constituida principalmente por xilosa, mientras que los residuos forestales 

presentan en su mayoría manosa (Agbor et al., 2011). La hemicelulosa es un 

carbohidrato eficiente para la producción de compuesto químicos de valor 

agregado, ya que es más inestable que la celulosa y se  depolimeriza fácilmente 

en presencia de agentes químicos y calor (Ingle et al., 2020). 

 

c) Lignina: La lignina es un polímero hidrocarbonado complejo que posee 

constituyentes aromáticos y alifáticos, su principal monómero es fenil propano 

unido de diferentes formas. Este polímero es amorfo, hidrofóbico, termoplástico, 

no hidrolizable por ácidos y presenta propiedades mecánicas inferiores a la 

celulosa (Gaur et al., 2016). La lignina es un compuesto recalcitrante que une a las 

cadenas de celulosa y hemicelulosa manteniendo la matriz lignocelulósica junta y 

otorgándole fuerza, rigidez e impermeabilidad a la pared celular de las plantas. Su 

contenido depende de la taxonomía y tipo de planta alcanzando un porcentaje de 

30 % en biomasa forestal y de entre 10 y 20 % en rastrojos. La despolimerización 

de la lignina y su aprovechamiento en la síntesis de químicos de interés es un 

proceso complejo y presenta bastantes desafíos en comparación con la celulosa y 

hemicelulosa, sin embargo, en años recientes ha tomado interés debido a su alto 

contenido de compuestos aromáticos (Ingle et al., 2020; Paul & Dutta, 2018). 

 
Chayanon et al. (2014) y Paul & Dutta (2018), realizaron una recopilación de las 

fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina presentes en diferentes residuos 

agrícolas, un resumen de los resultados de la distribución del material lignocelulósico 

en las plantas se muestra en la Tabla 1.1.  
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Figura 1.1. Distribución de la lignocelulosa en las paredes celulares de las plantas 

 

Tabla 1.1  Resumen del contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina                                              

en algunos residuos agrícolas comunes  

MATERIAL 

LIGNOCELULÓSICO 

CELULOSA  

(%) 

HEMICELULOSA 

(%) 

LIGNINA  

(%) 

a
 Rastrojo de maíz 37.5 22.4 17.6 

a
 Bagazo de azúcar de caña 25 17 12 

a
 Rastrojo de arroz 32-47 19-27 7-24 

a
 Eucalipto 38-44 12-13 24-37 

a
 Tallo de girasol 31 17 29 

a
 Rastrojo de cebada  37 24 27 

b 
Tallo de algodón 31 11 28 

b 
Paja de alfalfa 31 10 10 

b 
Olote 45 25 15 

b 
Paja de colza 37 25 17 

b 
Piña 25-44 26-32 28-48 

b 
Planta de tomate 39 29 12 

b 
Maple rojo 39 33 23 

Fuentes: 
a
Chayanon et al., 2014 ; 

b
Paul & Dutta, 2018 

 

1.1.1 Residuos agrícolas 

La mayor parte de los residuos agrícolas pueden ser utilizados para la producción de 

biocombustibles. Países como India, Taiwán, China e Irlanda utilizan los residuos 

provenientes de las cosechas de arroz, trigo, papa, maíz y pasto para la producción 
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de bioetanol (Singh et al., 2014), sin embargo aún es  necesario estudiar la 

producción de biohidrógeno a partir de lignocelulosas mediante digestión anaerobia 

(Ingle et al., 2020).  

 

El Estado de México es rico en diversidad climática, lo que permite la proliferación de 

una gran cantidad de especies vegetales y animales. Entre los cultivos más 

importantes a nivel estatal se encuentran el maíz, haba, chícharo, tuna, durazno y 

avena (SAGARPA, 2015), cuyos productos de cosecha propician la contaminación 

atmosférica por la emisión de gases de efecto invernadero debido a la quema de los 

mismos y la proliferación de plagas atribuida al mal manejo de los residuos (Mechery 

et al., 2019). A continuación se describen los dos primeros residuos agrícolas por ser 

los de interés en este trabajo: 

 

a) Residuos de Haba: El cultivo de haba en el Estado de México contribuye con el 

55% (32,033 toneladas) de la producción total anual (INEGI, 2009). Los residuos 

generados durante su cosecha son hojas, tallos y cáscaras, los cuales tienen un 

alto contenido de lignocelulosa, difícilmente metabolizada por los microorganismos 

(Paul & Dutta, 2018). Los residuos de haba son considerados como materia prima 

potencial para la obtención de bioetanol y biogás.  La composición del rastrojo de 

haba mostrada en Tabla 1.2 fue determinada por Petersson et al. (2007). 

 

Tabla 1.2 Composición química del rastrojo de haba 

COMPONENTE COMPOSICIÓN BASE SECA  (%) 

Glucano 28.4 

Xilano 12.4 

Galactano 4.0 

Manosa 2.2 

Arabinosa 1.8 

Cenizas 7.9 

Extractivos 8.8 

Lignina 14.4 

                  Fuente: Petersson et al. 2007 
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b) Residuos de maíz: El rastrojo de maíz es uno de los residuos agrícolas 

predominantes en China con una producción anual en base seca de 1.2 billones 

de toneladas (Cao et al., 2009). Por otro lado, el maíz es uno de los cultivos 

principales a nivel nacional con una producción neta anual de 19.3 millones de 

toneladas anuales (SAGARPA, 2015). Los residuos provenientes del cultivo de 

maíz constan de hojas, olote, tallos y rastrojo, los cuales están compuestos en su 

mayoría por lignocelulosa (Li et al., 2016). De acuerdo a lo reportado por la 

Secretaria de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación 

(SAGARPA) en 2010, el olote genera la mayor cantidad de residuos provenientes 

de la cosecha de maíz en México, alcanzando aproximadamente 25 millones de t / 

año. Este residuo es un tejido esponjoso y blanco que representa la médula donde 

se almacenan las reservas alimenticias del maíz, está compuesto en base seca 

aproximadamente, por 45% de celulosa, 25% de hemicelulosa y lignina 15% de 

lignina, ver Tabla 1.1 

 

1.2 Tratamiento de lignocelulosa 

El uso de biomasa lignocelulósica para la producción de biocombustibles no es de 

uso común, debido a la estructura rígida y resistencia al ataque microbiano. Por esta 

razón, los tratamientos y pretratamientos aplicados a la biomasa recalcitrante son 

esenciales para incrementar su fermentación y el rendimiento de los procesos de 

digestión (Yi et al., 2014). Tanto la celulosa como la hemicelulosa presente en la 

biomasa lignocelulósica pueden transformarse en azúcares monoméricos mediante 

tratamientos químicos o biológicos, sin embargo, la ruta más convencional para llevar 

a cabo este proceso es un pretratamiento químico o fisicoquímico seguido de una 

hidrólisis o sacarificación enzimática (Láinez et al., 2018; Yu et al., 2019). 

 

La pre-hidrólisis o pretratamiento se refiere a la etapa requerida para alterar la 

estructura de la biomasa lignocelulósica y hacer más accesible a la celulosa, 

facilitando su conversión en glucosa e incrementando los rendimientos de la hidrólisis 

enzimática posterior (Raud et al., 2016). El pretratamiento es una etapa importante 

que tiene como objetivo romper la matriz lignocelulósica, disminuir la cristalinidad y 



8 
 

aumentar el área superficial del material, es una etapa clave en los procesos de 

biorefinación  ya que el costo y la eficiencia final dependen en gran medida del tipo 

de pretratamiento (Sahoo et al., 2018). El pretratamiento ideal debe mejorar la 

fermentación de los azúcares, al evitar la pérdida y degradación de los sacáridos, 

disminuir la producción de inhibidores, mejorar la hidrólisis de celulosa, tener bajos 

costos de operación y de requerimientos energéticos, reducir la cristalinidad de la 

celulosa y su grado de polimerización y romper la estructura que mantiene unidos a 

la celulosa, hemicelulosa y lignina (Roy & Kumar, 2013; Yu et al., 2019). La Figura 

1.2 muestra el efecto del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulósica. 

 

 

Figura 1.2. Efecto del pretratamiento sobre la biomasa lignocelulósica 

 

La etapa de hidrólisis de celulosa se lleva a cabo mediante la acción enzimática de 

algunos microorganismos y en algunas ocasiones mediante la adición de sustancias 

químicas (Roy & Kumar, 2013). La hidrólisis enzimática es llevada a cabo mediante 

enzimas denominadas celulasas provenientes de bacterias y hongos, sus principales 

ventajas son: alta selectividad, alto rendimiento de producción de azúcares, 

temperaturas bajas de operación y no producen inhibidores ni problemas por 

corrosión, sin embargo, sus principales desventajas son el cuidado minucioso que se 

debe tener durante el proceso y el alto costo de operación (Maitan-Alfenas et al., 

2015). La hidrólisis enzimática resulta compleja debido a las características 

estructurales de la matriz lignocelulósica y a que algunas enzimas son absorbidas 



9 
 

por la lignina condensada durante la sacarificación propiciando la formación de 

complejos enzima-lignina que disminuyen la eficiencia de producción de glucosa 

(Poovaiah et al., 2014).  

 

1.2.1 Tipos de pretratamiento 

Los pretratamientos pueden ser clasificados en físicos, químicos, biológicos y 

combinados. Estos últimos han tomado gran relevancia durante los últimos años 

debido a su alta eficiencia, sin embargo los costos de operación son un impedimento 

para su aplicación industrial (Singh et al., 2014). El tipo de pretratamiento debe ser 

elegido dependiendo la naturaleza de la biomasa y de sus características 

fisicoquímicas, no existe un único método de tratamiento para todas las 

lignocelulosas ya que la eficiencia de éste varía mucho de recurso a recurso (Paul & 

Dutta, 2018). La factibilidad de los pretratamientos simples o combinados durante su 

estudio y escalamiento a nivel industrial está relacionada con los requerimientos 

energéticos, costos y selectividad química de sus componentes. De entre todos los 

pretratamientos existentes, los métodos fisicoquímicos además de ser eficientes 

durante la producción de biohidrógeno han mostrado tener un alto potencial desde la 

perspectiva de la química verde (Mudhoo et al., 2018). 

 

a) Pretratamientos físicos: Se refieren a todos aquellos métodos que no utilizan 

reactivos químicos ni actividad  microbiana (Yi et al., 2014), tienen la capacidad de 

incrementar el área superficial accesible y el tamaño de poro, así como disminuir 

el grado de cristalinidad de la celulosa (Yu et al., 2019). Los principales 

tratamientos físicos son los mecánicos y los de irradiación, los cuales se utilizan 

para mejorar la biodegradabilidad de los residuos orgánicos. Los pretratamientos 

mecánicos son conocidos por ser altamente eficientes y ambientalmente 

amigables, de ellos, la molienda mecánica es la más estudiada debido a su 

capacidad de reducir considerablemente el tamaño de partícula, el grado de 

polimerización de los polisacáridos y la cristalinidad de la celulosa (Liu et al., 

2019). Los métodos de radiación involucran el uso de rayos gamma, ultrasonido, 

rayos de electrones, rayos UV y microondas (Yi et al., 2014), los cuales tienen 
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como finalidad incrementar la fermentación de la biomasa. Las radiaciones de alta 

energía son capaces de alterar la estructura y morfología de la lignocelulosa, 

disminuyendo su área superficial y cristalinidad, y depolimerizando parcialmente a 

los polisacáridos y a la lignina (Kapoor et al., 2017). 

 

b) Pretratamientos químicos: El tratamiento químico se ha convertido en el método 

más prometedor para mejorar la biodegradación de la celulosa,  remover lignina y 

hemicelulosa, disminuir el índice de cristalinidad y reducir el grado de 

polimerización de la biomasa lignocelulósica (Shuvashish et al., 2014). Los  

métodos químicos se refieren al uso de sustancias tales como ácidos, bases, 

líquidos iónicos, sales metálicas, entre otros, que alteran las características físicas 

y químicas de la biomasa (Yi et al., 2014). Los principales tratamientos químicos 

son: ácido, alcalino, líquidos iónicos, solventes orgánicos, ozonólisis, oxidación 

húmeda y ataque con peróxido, sin embargo, investigaciones recientes muestran 

que los tratamientos ácidos o alcalinos combinados con tratamientos físicos 

mejoran drásticamente la eficiencia de la hidrólisis y reducen la producción de 

residuos químicos (Lee et al., 2015; Liu et al., 2019), además ambos tratamientos 

han sido utilizados eficientemente previo a la producción de biohidrógeno por 

fermentación (Prabakar et al., 2018). El tratamiento con amonio es otro método 

químico estudiado en los últimos años, tiene como finalidad romper los enlaces 

éster entre la lignina y los polisacáridos y producir poros nanométricos que 

incrementan la difusión de las enzimas durante la sacarificación (Singh et al., 

2015). La ozonólisis busca remover parcial o totalmente a la lignina dejando casi 

inalterada la estructura de la celulosa y hemicelulosa, usualmente los tratamientos 

con ozono son llevados a cabo a temperatura ambiente, presión normal y su 

principal ventaja es que no produce ningún tipo de inhibidor (Shuvashish et al., 

2014). El tratamiento con sales metálicas es un método novedoso y eficiente para 

transformar a la celulosa y hemicelulosa en azúcares monoméricos, disminuyendo 

la cantidad de compuestos inhibidores en comparación con la hidrólisis ácida (Yu-

Loong et al., 2015). 
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c) Pretratamientos fisicoquímicos: Los pretratamientos que combinan los procesos 

físicos y químicos para alterar la estructura de la lignocelulosa y aumentar la 

accesibilidad microbiana de la celulosa se denominan pretratamientos 

fisicoquímicos (Shuvashish et al., 2014). Esta categoría incluye los métodos de 

explosión de vapor, líquidos calientes catalizados, oxidación húmeda catalizada, 

explosión de amonio y solventes de celulosa (Kumar et al., 2019). La explosión de 

vapor o auto-hidrólisis es el método fisicoquímico más conocido, consiste en tratar 

la biomasa lignocelulósica con vapor a alta temperatura (160 – 260 ºC) durante 

tiempos de reacción cortos (0 – 10 minutos) y presiones superiores a los 33 bar, 

su objetivo es: solubilizar a la hemicelulosa y a la lignina, incrementar el área 

superficial y expandir las fibras de carbohidratos (Paul & Dutta, 2018; Shuvashish 

et al., 2014). La explosión de vapor puede ser catalizada con ácido sulfúrico o con 

una mezcla de dióxido de carbono - dióxido de azufre, la cual resulta más eficiente 

que la explosión de vapor sin catalizar pero produce una mayor cantidad de 

compuestos inhibidores (Kumar et al., 2019). El tratamiento con agua caliente es 

similar a la explosión de vapor, ya que tanto las condiciones de operación como el 

impacto sobre la matriz lignocelulósica son parecidas: sus principales ventajas 

son: reducción en los costos de operación, baja producción de inhibidores y un 

proceso sustentable (Shuvashish et al., 2014). 

 

d) Pretratamientos biológicos: Este tipo de pretratamiento ha sido asociado a la 

acción metabólica de los hongos capaces de producir enzimas que degradan 

lignina, hemicelulosa y compuestos no polifenólicos (Agbor et al., 2011). Algunos 

microorganismos no son capaces de degradar celulosa, debido a su resistencia y 

cristalinidad (Shuvashish et al., 2014). Los tratamientos biológicos generalmente 

buscan deslignificar la biomasa utilizando hongos de podredumbre blanca y café, 

así como microorganismos capaces de generar enzimas peroxidasas y lacasas 

que degradan la lignina en compuestos de menor peso molecular. Estos 

tratamientos se llevan a cabo a condiciones ambiente y son favorables desde el 

punto de vista costo-beneficio (Kumar et al., 2019). Las desventajas más notorias 
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son la lentitud del proceso, los bajos rendimientos y el control estricto de las 

condiciones de crecimiento de los microorganismos (Yi et al., 2014).  

 

1.3 Tratamiento alcalino 

El tratamiento alcalino es uno de los métodos químicos más estudiados, el cual 

utiliza reactivos básicos como hidróxido de sodio, hidróxido de calcio, hidróxido de 

amonio,  hidróxido de potasio y peróxido de hidrógeno, así como una combinación de 

ellos (Shuvashish et al., 2014). Las principales ventajas de este tratamiento son su 

alta eficiencia para solubilizar a la lignina, la baja corrosión y toxicidad de los 

reactivos utilizados, y la aplicación de esta tecnología en condiciones ambientales 

(Kim et al., 2016). 

 

La hidrólisis alcalina involucra la disolución de la lignina y una saponificación de los 

enlaces éster intermoleculares que unen a los carbohidratos con la lignina y con 

otros componentes de la biomasa (Singh et al., 2014; Kim et al., 2016), lo que 

propicia una disminución en el grado de cristalinidad debido a la eliminación de las 

regiones amorfas y un incremento en el área superficial y en la porosidad de la 

biomasa (Shuvashish et al., 2014). El éxito de la hidrólisis alcalina depende del tipo 

de materia prima y de las condiciones de operación, siendo más eficiente en biomasa 

lignocelulósica con bajo contenido de lignina como en los residuos agrícolas y 

agroindustriales (Singh et al., 2014). La hidrólisis alcalina causa modificaciones 

estructurales dentro de la matriz lignocelulósica, descomponiendo a la lignina, 

solubilizando y descristalizando parcialmente a la celulosa e incrementando la acción 

metabólica de los microorganismos en la fermentación posterior (Michalska et al., 

2015). Las bases fuertes como el hidróxido de sodio y el hidróxido de potasio pueden 

romper los enlaces éster y éter, mientras que las bases débiles como el amoníaco 

solamente pueden romper los enlaces éster. Este método es menos eficiente que la 

hidrólisis ácida, sin embargo, su potencial se incrementa cuando se utilizan agentes 

oxidantes como el oxígeno y el peróxido de hidrógeno (Kumar et al., 2019). El 

método alcalino – peróxido de hidrógeno incrementa tanto la remoción de la lignina y 
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hemicelulosa como el porcentaje de celulosa en el sólido hidrolizado, lo cual favorece  

la posterior hidrólisis enzimática (Ayeni & Daramola, 2017). 

 

Se ha reportado el tratamiento con hidróxido de sodio como un método eficiente para 

la delignificación y el mejoramiento de la producción de biogás a partir de rastrojo de 

maíz, tallos de girasol, paja de arroz y rastrojo de sorgo (Yi et al., 2014). He et al., 

(2008), utilizando paja de arroz observaron que el tratamiento con hidróxido de sodio 

además de romper los enlaces éster entre la lignina y los carbohidratos, también es 

capaz de corromper los grupos funcionales de la celulosa, hemicelulosa y lignina, y 

destruir las interacciones intermoleculares de la matriz lignocelulósica. El hidróxido 

de sodio destruye eficientemente las esterificaciones y los enlaces presentes en el 

complejo hemicelulosa-lignina y corrompe el enlace C-C de las moléculas de lignina 

(Kim et al., 2016). El hidróxido de sodio se disocia en los iones hidroxilo: OH-1 y Na+1 

favoreciendo la hidrólisis con un incremento en la concentración de iones hidroxilo 

(Modenbach, 2013).  

 

A fin de incrementar la deslignificación y la eficiencia de la subsecuente etapa de 

hidrólisis, el tratamiento alcalino se ha acoplado en los últimos años con otros 

métodos tales como la extrusión mecánica (Coimbra et al., 2016), el tratamiento con 

microondas (Li et al., 2014) y la hidrólisis ácida – alcalina (Camesasca et al., 2015; 

Zu et al., 2014), siendo ésta última la que mostró la mayor remoción de lignina. Los 

procesos combinados que involucran en una primera etapa la hidrólisis alcalina 

seguida del tratamiento con ácido no son factibles, ya que durante la hidrólisis 

alcalina se forma un líquido conocido como licor negro el cual está compuesto por 

lignina soluble, derivados de la lignina y azúcares provenientes de la hemicelulosa 

que no puede fermentarse debido al alto contenido de compuestos fenólicos (Lee et 

al., 2015). El licor negro contiene una mezcla de compuestos orgánicos y residuos 

inorgánicos, en algunos casos dicho licor se concentra por evaporación y se quema 

con la intención de recuperar los compuestos inorgánicos en forma de carbonatos y 

sulfato de sodio, generando al mismo tiempo energía usada en los procesos a escala 

industrial tal y como sucede en la producción de papel (Woiciechowski et al., 2020). 
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El licor negro es el quinto combustible más importante en el mundo, con una 

capacidad calorífica de 13.5 – 14.5 MJ / kg y una producción anual neta de 130 

millones de toneladas anuales (Bajpal, 2018).   

 

1.4 Hidrólisis ácida 

La hidrólisis ácida es un método químico altamente eficiente usado para alterar la 

matriz lignocelulósica y romper los enlaces β1-4 glucosídicos característicos de la 

celulosa y hemicelulosa; tiene la capacidad de solubilizar principalmente a la 

hemicelulosa, sin embargo, dependiendo de las condiciones de operación también 

pueden ser parcialmente removidas la lignina y la celulosa (Woiciechowski et al., 

2020). La hidrólisis ácida ha sido estudiada extensamente y se considera como la 

técnica más cercana al escalamiento industrial y comercial (Solarte-Toro et al., 

2019). 

 

Éste método químico utiliza ácidos diluidos o concentrados en procesos catalizados 

por temperatura, puede realizarse a temperatura alta y baja concentración de ácido o 

a baja temperatura y alta concentración de ácido (Woiciechowski et al., 2020). 

 

a) Hidrólisis con ácido concentrado: El proceso con alta concentración de ácido 

presenta algunas ventajas sobre el proceso con ácido diluido, tales como mayor 

índice de despolimerización de carbohidratos, mínima formación de inhibidores, 

reducción en el grado de cristalinidad de la celulosa, no requiere una hidrólisis 

enzimática posterior y no hay restricción para el uso de biomasa proveniente de 

diversas fuentes (Siripong et al., 2016 Yoon et al., 2014), sin embargo, las 

concentraciones altas de ácido favorecen la corrosión de los reactores por lo cual 

deben construirse con materiales más resistentes incrementando el costo del 

tratamiento (Yi et al., 2014). La hidrólisis con ácidos concentrados se lleva a cabo 

usualmente con ácido fosfórico y sulfúrico, ambos de-polimerizan eficientemente a 

la hemicelulosa y disminuyen el grado de cristalinidad de la celulosa, sin embargo, 

el ácido fosfórico no degrada completamente a la lignina por lo que debe 

acoplarse con otro método de tratamiento que incremente el poder oxidante de la 
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solución como es el caso del peróxido de hidrógeno (Wang et al., 2016). De 

acuerdo con Solarte-Toro et al. (2019), la hidrólisis con ácido concentrado se lleva 

a cabo en 3 etapas principales: solubilización de hemicelulosa, ruptura de celulosa 

en azúcares oligoméricos y producción de azúcares monoméricos. La ruptura de 

la fase cristalina de la celulosa se lleva a cabo entre la primera y la segunda etapa.  

 

b) Hidrólisis con ácido diluido: El tratamiento con ácido diluido es uno de los métodos 

más utilizados tanto para pre-tratar a la biomasa lignocelulósica como para 

producir azúcares monoméricos (Boontum et al., 2019; Swiatek et al., 2020), es 

considerado un método económico y factible para su escalamiento industrial como 

una etapa que antecede a la producción de biocombustibles tales como el 

bioetanol y el biohidrógeno (Díaz-Blanco et al., 2018; Gonzales et al., 2016). Su 

principal ventaja es su alta eficiencia (> 75 %) para recuperar los azúcares 

provenientes de la hemicelulosa y dependiendo de las condiciones de operación 

puede incluso despolimerizar a la glucosa y cambiar sus propiedades 

fisicoquímicas, además los costos por reactivos y construcción del reactor son 

más bajos en comparación con los procesos con ácido concentrado y el método 

puede acoplarse con otras tecnologías incrementado su potencial (Kumar et al., 

2015; Solarte-Toro et al., 2019). La principal desventaja del tratamiento con ácido 

diluido es la descomposición térmica de las pentosas y hexosas, que da como 

resultado la formación de furfural e hidroximetil furfural (HMF) respectivamente, 

sustancias que inhiben la actividad metabólica de los microorganismos (Kumar et 

al., 2019; Gonzales et al., 2016). La hidrólisis con ácido diluido puede llevarse a 

cabo en un rango de temperaturas de 100 a 215 ºC, concentraciones de ácido de 

entre 0.1 y 5 % en peso, tiempos de operación menores a los 120 minutos y 

presiones entre 1 y 10 atmósferas (Solarte-Toro et al., 2019; Woiciechowski et al., 

2020).  

 

El tratamiento ácido involucra la adición de ácidos orgánicos o inorgánicos tales 

como el sulfúrico, fosfórico, clorhídrico, nítrico, maléico y acético (Kumar et al., 2019). 

De ellos el ácido sulfúrico ha sido mayormente estudiado debido a su alto poder 
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catabólico y a su menor costo de producción en comparación con el clorhídrico y el 

fosfórico, además ha mostrado ser eficiente para incrementar el área superficial de la 

biomasa y producir una gran cantidad de azúcares (Láinez et al., 2018; Shuvashish 

et al., 2014). La principal desventaja de éste ácido es su alta toxicidad que involucra 

el uso de reactores resistentes a la corrosión lo que incrementa el costo del proceso 

(Woiciechowski et al., 2020). El ácido fosfórico es menos corrosivo y tóxico que el 

sulfúrico, además durante la etapa de neutralización previa a la fermentación 

produce sales de fosfato que pueden ser utilizadas como fertilizantes, suplementos 

alimenticios y nutrientes para los microorganismos (Cao et al., 2018; Siripong et al., 

2016). Con respecto a los ácidos orgánicos, Amnuaycheewa et al. (2016), estudiaron 

la hidrólisis ácida de la paja de arroz con los ácidos acético, cítrico y oxálico 

demostrando que éste último fue el más eficiente para producir azúcares 

monoméricos y para reducir la masa de la paja de arroz al término del tratamiento. 

 

La hidrólisis ácida es un método químico que puede utilizarse como pretratamiento o 

método de hidrólisis directa (Arslan et al., 2012; Kumar et al., 2015; Shuvashish et 

al., 2014). Sus principales desventajas son la producción de compuestos inhibidores 

del crecimiento microbiano, generación de agua residual y toxicidad en cuerpos de 

agua, pese a ello el tratamiento ácido es utilizado debido a su alto potencial para 

producir azúcares y para incrementar la eficiencia de la fermentación de la biomasa 

lignocelulósica, además de poder llevarse a cabo utilizando una gran variedad de 

condiciones de operación (Solarte-Toro et al., 2019). 

 

1.4.1 Azúcares fermentables e inhibidores 

La glucosa es el componente principal de la celulosa, mientras que la xilosa es el 

monómero mayoritario presente en la hemicelulosa. Ambos monosacáridos son 

capaces de formar estructuras cíclicas (Figura 1.3) fácilmente  fermentables por los 

microorganismos (Cieciura-Wloch et al., 2019). La hemicelulosa puede degradarse 

en compuestos de menor peso molecular como azúcares (xilosa, glucosa, manosa, 

arabinosa y galactosa), ácidos orgánicos (fórmico, levulínico y acético) y aldehídos 

(furfural y HMF) (Shuvashish et al., 2014). 
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Figura 1.3. Estructura molecular de la xilosa y de la glucosa 

 

Además de los azúcares monoméricos, en la hidrólisis ácida se producen algunos 

componentes tóxicos derivados del pretratamiento conocidos como inhibidores de 

crecimiento microbiano. Existen tres grupos de inhibidores: las sustancias 

relacionadas a la degradación de hemicelulosa (ácido acético, alcoholes, 

aromáticos), sustancias derivadas de la descomposición de azúcares (compuestos 

húmicos, furfural, hidroximetil furfural, ácido fórmico) y los productos generados por 

la despolimerización de la lignina, como lo son los anillos aromáticos y poli 

aromáticos (Kumar et al., 2015; Paul & Dutta, 2018). Los tratamientos efectuados a 

altas temperaturas propician la deshidratación térmica de las hexosas y pentosas en 

moléculas de HMF y furfural, los cuales a su vez se descomponen generando ácido 

fórmico, levulínico y acético (Shuvashish et al., 2014). La Figura 1.4 muestra la 

síntesis de inhibidores a partir de la descomposición térmica de los azúcares. 

 

 

Figura 1.4. Producción de inhibidores a partir de a) hexosas y b) pentosas  
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Los compuestos inhibidores causan efectos tóxicos sobre el crecimiento bacteriano y 

su actividad metabólica. Los inhibidores más dañinos para la membrana celular de 

los microorganismos son los compuestos fenólicos derivados de la descomposición 

de la lignina, mientras que los aldehídos se encargan de alterar el funcionamiento de 

las enzimas involucradas en el procesamiento de los sustratos (Giraldeli et al., 2019; 

Kumar et al., 2015). El furfural es el compuesto inhibidor mayormente formado 

durante la hidrólisis ácida de la biomasa lignocelulósica, es menos tóxico en 

comparación con los compuestos fenólicos, sin embargo su concentración en los 

hidrolizados llega a inhibir los procesos fermentativos (Cieciura-Wloch et al., 2019; 

Haroun et al., 2016). De acuerdo con Muñoz-Páez et al. (2019), la eficiencia de los 

procesos fermentativos no se ve afectada cuando la concentración de furfural es 

menor a 1 g/L, sin embargo, los microorganismos resultan más sensibles a la 

presencia de HMF y a la mezcla furfural-HMF ya que concentraciones menores a 

0.20 g/L de HMF disminuyen considerablemente el rendimiento. El furfural además 

de inhibir la síntesis de proteínas y enzimas, altera el crecimiento de la membrana 

celular permeando a través de ella y destruyendo el ADN de los microorganismos 

(Akobi et al., 2017).  

 

Con la finalidad de disminuir la concentración de compuestos inhibidores en el 

hidrolizado, diversos métodos de desintoxicación han sido propuestos, entre ellos se 

encuentran el carbón activado, compuestos alcalinos, hidróxido de calcio, enzimas 

como la lacasa y la peroxidasa así como la digestión microbiana (Woiciechowski et 

al., 2020). Algunos tratamientos alternativos como la concentración del hidrolizado 

por evaporación, el uso de resinas de intercambio iónico y técnicas de ingeniería 

metabólica se han propuesto en los últimos años (Kumar et al., 2015). 

 

1.4.2 Factores que afectan a la hidrólisis ácida 

Las principales variables que afectan a la hidrólisis ácida son: la temperatura de 

reacción, el tiempo de contacto, la concentración del ácido, la relación entre la 

biomasa y la solución y el tamaño de partícula (Shuvashish et al., 2014; Partida-

Sedas et al., 2016). De ellas, las variables más importantes son la temperatura, la 
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concentración del ácido y el tiempo de contacto. A fin de evaluar el efecto combinado 

de dichas variables se propuso el término Factor de Severidad Combinado (FSC), 

que está definido como una medida de la severidad de la hidrólisis ácida (Pappas et 

al., 2014) y matemáticamente se expresa acorde a la Ecuación 1.1. 

 

       [   (
     
     

)]     
Ec. 1.1 

 

En donde, t es el tiempo de contacto en minutos, T la temperatura de operación y pH 

el valor obtenido en el hidrolizado al término de la hidrólisis. Algunos trabajos como 

los realizados por Castro et al. (2014) y Pappas et al. (2014), muestran que el FSC 

es una medida del comportamiento de las variables de proceso en torno a un factor, 

sin embargo, no existe una relación directa entre este coeficiente y la producción de 

azúcares, ya que mismos valores del FSC corresponden a rendimientos de 

producción de azúcares diferentes.  

 

Se han reportado en la literatura distintos trabajos relacionados al estudio de las 3  

variables más importantes de la hidrólisis sobre la producción de azúcares, 

rendimiento de sacarificación y degradación de biomasa lignocelulósica, concluyendo 

en la mayoría de ellos que los efectos singulares y combinados de la temperatura y 

la concentración del ácido son las que mayor impacto tienen sobre el proceso (Cao 

et al., 2018; Díaz-Blanco et al., 2018; Saha et al., 2018). Ambas variables están 

relacionadas también con la producción de aldehídos, ya que un aumentó en la 

temperatura de reacción favorece la descomposición de los azúcares obtenidos, la 

cual se incrementa aún más a altas concentraciones de ácido (Avci et al., 2013; Zhao 

et al., 2014). Lenihan et al. (2010), estudiaron el efecto de la temperatura y de la 

concentración de ácido fosfórico sobre la hidrólisis de cáscara de papa, concluyendo 

que un incremento de temperatura favorece a la producción de inhibidores, mientras 

que un incremento en la concentración de ácido propicia la producción de azúcares.  

 

La importancia del tiempo de operación radica en conocer el comportamiento de la 

producción tanto de los azúcares como de los demás productos de hidrólisis a 
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determinadas condiciones de temperatura y concentración. Se ha reportado 

previamente que un aumento en el tiempo de contacto está relacionado directamente 

con un incremento en la concentración de aldehídos y ácidos orgánicos (Chen et al., 

2015; Na & Lee, 2015). 

 

La relación entre la cantidad de biomasa y el volumen de solución ácida es otra 

variable que afecta directamente a la hidrólisis ácida. Estudios anteriores han 

reportado que un aumento en la cantidad inicial de lignocelulosa incrementa la 

producción de azúcares (Adeogun et al., 2018; Rojas-Rejón & Sánchez, 2013), sin 

embargo, solo es hasta cierto punto ya que al saturar el sistema de materia sólida la 

resistencia a la transferencia de masa incrementa y en consecuencia el rendimiento 

del proceso disminuye debido a que el ácido no encuentra los sitios activos para 

comenzar la despolimerización de los carbohidratos.  

 

La hidrólisis ácida es una reacción heterogénea que involucra a la biomasa 

lignocelulósica en estado sólido y un líquido ácido, por ello algunos fenómenos de 

carácter físico se llevan a cabo durante el proceso tales como la difusión del ácido, el 

cambio en la cristalinidad y la transferencia de masa (Xiang et al., 2003). El módulo 

de Weisz es usualmente utilizado para determinar la resistencia a la transferencia de 

masa en reacciones heterogéneas con o sin catalizar, sin embargo, de acuerdo con 

Girisuta et al. (2007) y con Saeman (1945) la hidrólisis ácida puede asemejarse a 

una reacción homogénea cuando el tamaño de partícula es menor a los 840 µm 

considerando así la no resistencia a la transferencia de masa. Los procesos de 

hidrólisis ácida llevada a cabo con partículas menores a 840 µm tienen como 

principal barrera física el acomodo de las fibras de celulosa y su interacción por 

puentes de hidrógeno que le confiere una alta cristalinidad (Xiang et al., 2003). Los 

tamaños de partícula más pequeños incrementan la eficiencia de la reacción de 

hidrólisis, sin embargo, entre más pequeña es la partícula menor es el efecto que 

tendrá sobre la producción de azúcares; < 4 mm (Chen et al., 2015).  
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1.4.3 Mecanismo y cinética de la hidrólisis ácida 

De acuerdo con Zhang et al. (2009), el rompimiento de la celulosa involucra dos 

procesos principales, el primero de ellos es una esterificación entre los grupos 

hidroxilo de la celulosa y el ácido fosfórico, formando así fosfato de celulosa, tal y 

como se muestra en la Ecuación 1.2. 

 

                                         Ec. 1.2 

 

El segundo paso corresponde tanto a la competencia en la formación de puentes de 

hidrógeno entre los grupos OH-1 de las cadenas lineales de celulosa como a los 

derivados de la unión entre OH-1 de la celulosa y las moléculas de agua. Por otro 

lado, Fan et al. (1987) describen a la hidrólisis ácida como un proceso que involucra 

la formación de complejos entre la celulosa y el ácido inorgánico, el cual se observa 

únicamente después de que la fracción cristalina de la celulosa ha sido destruida. El 

mecanismo de hidrólisis ácida comienza con una protonación atribuida al complejo 

ácido-agua sobre el oxígeno glucosídico y el oxígeno presente en el anillo cíclico de 

la glucosa (Brown et al., 1979), sin embargo, se ha reportado que el mecanismo 

favorecido es la protonación del oxígeno glucosídico (Fan et al., 1987). La Figura 1.5 

muestra de manera simplificada el mecanismo de la hidrólisis en presencia de ácido 

fosfórico mediante la protonación del oxígeno glucosídico.  

 

 

Figura 1.5. Mecanismo de la hidrólisis ácida 

 

De acuerdo con Tizazu & Moholkar (2018) y Xiang et al. (2003), la hidrólisis ácida es 

una reacción compleja que se lleva a cabo en 4 etapas principales: La primera de 

ellas involucra una difusión de los protones del ácido a través de la matriz 
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lignocelulósica, la segunda corresponde a la protonación del enlace β1-4 glucosídico 

y del oxígeno del anillo aromático del carbohidrato así como a la ruptura de los 

enlaces, se ha reportado que el mecanismo favorecido es la ruptura del enlace 

glucosídico (Fan et al., 1987)., la tercer etapa está asociada a la formación de un 

carbono catiónico intermediario que induce la formación de dos moléculas de azúcar 

con ayuda de las moléculas de agua presentes en la solución. La última etapa 

corresponde a la difusión de los productos generados a través de la matriz 

lignocelulósica. La formación del carbono catiónico intermediario ocurre mucho más 

rápido en los extremos de las cadenas de celulosa y hemicelulosa que en su parte 

intermedia, la adición de agua propicia que los rendimientos de producción de azúcar 

sean mayores a los calculados teóricamente en función de la cantidad inicial de 

carbohidrato (Guerra-Rodríguez et al., 2012; Xiang et al., 2003).  

 

Los modelos cinéticos utilizados para estudiar la hidrólisis ácida de biomasa 

lignocelulósica generalmente asumen un comportamiento pseudo-homogéneo y de 

primer orden. Saeman (1945) propuso el primero modelo cinético durante la hidrólisis 

con ácido sulfúrico de la madera, considerando que el proceso involucra una serie de 

reacciones relacionadas con la producción de azúcares monoméricos y su 

transformación en aldehídos inhibidores (Ec. 1.3).  

  

            
  
               

  
               

 

Ec. 1.3 

 

Considerando que las reacciones observadas en la Ecuación 1.3 son irreversibles y 

de primer orden, el modelo cinético propuesto  por Saeman (1945) permite predecir 

la concentración de monosacáridos en función del tiempo de reacción, de acuerdo a 

la Ecuación 1.4.  

 

  [
    

     
] (          ) 

Ec. 1.4 
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En donde M es la concentración de monosacáridos y P0 la concentración inicial de 

holocelulosa expresadas en términos de g/L o g azúcar / g sustrato, mientras que k1 y 

k2 son respectivamente las constantes cinéticas asociadas a la producción y 

descomposición de los azúcares en min-1, y t es el tiempo de reacción en minutos. 

 

El modelo de Saeman se ha utilizado principalmente para estudiar la producción de 

xilosa y glucosa provenientes de la fracción de holocelulosa de distintos tipos de 

biomasa lignocelulósica (Guerra-Rodríguez et al., 2012; Na & Lee, 2015; Rafiqul & 

Sakinah, 2012), sin embargo, algunos estudios también han reportado que dicho 

modelo predice adecuadamente el comportamiento de la cantidad total de azúcares 

reductores totales bajo diferentes condiciones de hidrólisis (Adeogun et al., 2018; 

Arslan et al., 2012). Por otro lado, cuando los datos experimentales no muestran la 

etapa de deshidratación térmica de los azúcares, el modelo de Saeman puede 

reducirse a la ecuación cinética de primer orden (Ajala et al., 2020; Swati et al., 

2013), la cual se muestra en la Ecuación 1.5. 

 

              Ec. 1.5 

Esteghlalian et al. (1997) propusieron un modelo modificado conocido como modelo 

bifásico o Saeman modificado el cual considera que la hidrólisis ácida se lleva a cabo 

a partir de dos reacciones paralelas pseudo-homogéneas de primer orden, en la cual 

una de ellas es mucho más rápida que la otra. La reacción rápida corresponde a la 

fracción fácilmente hidrolizable, mientras que la lenta se atribuye a la fracción 

difícilmente hidrolizable. Éste modelo ha sido utilizado en años recientes (Tizazu & 

Moholkar, 2018; Zhang et al., 2011) y su ecuación general se muestra en la Ecuación 

1.6. 

 

  
       

     
[             ]  

           

     
[             ]                  Ec. 1.6 

 

En done M, Po, k2, y t tienen el mismo significado y unidades a las descritas 

anteriormente, mientras que kf y ks representan las constantes de velocidad de la 
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fracción fácilmente y difícilmente hidrolizable respectivamente, ambas con unidades 

de min-1. El símbolo α corresponde a la fracción fácilmente hidrolizable.  

 

Algunos estudios recientes se han enfocado en el estudio de la transferencia de 

masa entre la solución ácida y la biomasa lignocelulósica. Chen et al. (2015), 

propusieron un modelo que combina la difusión del ácido en la parte interna de las 

partículas con el carácter químico de la hidrólisis ácida considerando algunos 

factores físicos como: tamaño de partícula, tortuosidad y porosidad de la misma y el 

coeficiente de difusión del ácido en agua.  

 

1.5  Biohidrógeno 

El hidrógeno (H2) es un gas importante y fuente de energía promisoria que jugará un 

papel importante en la reducción de los gases de efecto invernadero, ya que en 

procesos de combustión genera vapor de agua y es considerado como un energético 

limpio con alto poder calorífico debido a que tiene aproximadamente 122 MJ/kg (De 

Souza et al., 2019; Nissila et al., 2014). El H2 obtenido como subproducto de las 

reacciones bioquímicas efectuadas por microorganismos es conocido como 

Biohidrógeno (Pandey et al., 2013). 

 

1.5.1 Mecanismos para la producción de biohidrógeno 

Estudios referidos a la producción de biohidrógeno han hecho énfasis en procesos 

de biofotólisis del agua utilizando cianobacterias y microalgas, la fotodescomposición 

de la materia orgánica a partir de bacterias fotosintéticas y fermentación anaerobia 

aprovechando el metabolismo de microorganismos anóxicos (Elbeshbishy et al., 

2017); sin embargo, la fermentación anaerobia se presenta como la opción más 

factible para la producción de biohidrógeno (Ya-Chieh et al., 2012). 

 

a) Fotofermentación. La fotofermentación se define como el proceso de 

producción de biohidrógeno a partir de sustratos orgánicos residuales llevado a 

cabo por organismos fotosintéticos en presencia de luz (Budiman & Wu, 2018). La 

fotofermentación es conocida como uno de los métodos más eficientes debido a 
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sus altos rendimientos, a la degradación completa de los ácidos orgánicos, su 

capacidad de usar un amplio rango de luz y a su potencial para usar distintos 

materiales orgánicos residuales como sustrato. Algunos parámetros como la 

relación carbono-nitrógeno, la temperatura, el pH y la intensidad de luz afectan el 

proceso, siendo éste último el que ha limitado su aplicación a nivel industrial (Hay 

et al., 2013). Entre los microorganismos más estudiados para la producción de H2 

mediante fotofermentación se encuentran las bacterias púrpuras tales como 

Rhodobacter, Rhodopseudomonas y Rhodospirillum, las cuales debido a su 

estructura simple no tienen la capacidad de hidrolizar el agua, pero sí de producir 

biohidrógeno a partir de compuestos ricos en carbono y nitrógeno (Budiman & Wu, 

2018; Show et al., 2012). La ecuación general de la producción de biohidrógeno 

mediante fotofermentación se muestra en la ecuación 1.7. 

 

                              Ec. 1.7 

 

Seifert et al. (2018) diseñaron un experimento secuencial en el cual aprovecharon 

los ácidos orgánicos generados en un proceso de fermentación anaerobia para 

obtener H2 en un reactor fotobiológico, el rendimiento al final del proceso fue de 

6.7 L de hidrógeno / L de residuo no diluido de la industria del chicle. Estos 

resultados muestran que los procesos combinados de fermentación oscura – 

fotofermentación incrementan las tasas de producción de biohidrógeno y la 

degradación de los residuos.  

 

b) Biofotólisis. La biofotólisis es el proceso mediante el cual el agua es separada 

en sus componentes individuales utilizando la capacidad fotosintética de algas y 

cianobacterias (Pandey et al., 2013). El biohidrógeno se produce mediante la 

absorción directa de luz y transferencia de los electrones hacia las enzimas 

hidrogenasas y nitrogenasas, bajo condiciones anóxicas el exceso de electrones 

se asocia a los microorganismos convirtiendo iones H+ en H2 molecular (Show et 

al., 2012). La biofotólisis puede llevarse a cabo mediante dos mecanismos. El 

primero de ellos es la biofotólisis directa, la cual consiste en utilizar la energía 
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solar y los sistemas fotosintéticos de las algas para convertir agua en energía 

química, en cambio, la biofotólisis indirecta utiliza los electrones provenientes de 

las reservas de carbono de las algas obtenidos por la fijación del CO2, los 

carbohidratos son oxidados para producir biohidrógeno (Das et al., 2014; Prabakar 

et al., 2018). Las reacciones involucradas en los procesos de biofotólisis se 

muestran en las Ecuaciones 1.8, 1.9 y 1.10. 

 

a) Directa       
  
→           

Ec.1.8 

b) Indirecta              
  
→                 

Ec. 1.9 

                 
  
→               

Ec. 1.10 

 

c) Fermentación oscura. La fermentación es un fenómeno encontrado de manera 

natural en ambientes con ausencia de oxígeno, es llevado a cabo por 

microorganismos productores de hidrógeno tales como las bacterias facultativas y 

los anaerobios obligados (Elbeshbishy et al., 2017). La fermentación oscura tiene 

varias ventajas sobre la fotofermentación tales como la amplia gama de materiales 

orgánicos que puede utilizar, su alto rendimiento de producción de biohidrógeno, 

es independiente de las condiciones ambientales y los subproductos generados 

pueden ser utilizados para la síntesis de bioplásticos (Reddy et al., 2014).   

 

d) Bioelectrohidrogénesis. La Celda de Electrólisis Microbiana es una tecnología 

noble, innovadora y sustentable para la producción de H2 a partir de materia 

orgánica. Esta tecnología es análoga a la Celda de Combustible Microbiana 

(CCM), con la diferencia de la atmósfera no oxidante utilizada en la CEM (Kadier 

et al., 2016). Las bacterias eléctricamente activas oxidan a la materia orgánica y 

generan como principales productos CO2, protones y electrones (Kadier et al., 

2014). Los electrones y los protones son reducidos dentro de una cámara catódica 

a H2 molecular. Debido a que la bioelectrohidrogénesis es un proceso 

endotérmico, se requiere aplicar un pequeño voltaje externo para que la reducción 
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de los protones se lleve a cabo, dicho voltaje oscila entre 0.2 y 0.8 V, el cual en 

comparación con el requerido para llevar a cabo la hidrólisis del agua (1.8 – 3.5 V) 

resulta mucho menor (Lu et al., 2016). 

 

1.6 Producción de biohidrógeno mediante fermentación oscura 

La producción de biohidrógeno mediante fermentación oscura involucra una serie de 

reacciones bioquímicas que concluyen en la generación de H2 y ácidos orgánicos de 

bajo peso molecular (Das et al., 2014); actualmente es considerada como el 

mecanismo de producción más favorable, ya que puede hacer uso de una gran 

variedad de sustratos orgánicos y aguas residuales como fuente de carbono sin 

utilizar luz (Elbeshbishy et al., 2017; Show et al., 2012). La fermentación es un 

proceso metabólico, el cual ocurre bajo condiciones anóxicas y tiene la finalidad de 

regenerar la energía de las células mediante la síntesis de Tri-Fostato de Adenosina 

(ATP) (Das et al., 2014). La glucosa considerada como el modelo de sustrato, es 

convertida inicialmente a piruvato mediante el mecanismo glicolítico produciendo 

ATP a partir de Di-Fosfato de Adenosina (ADP), posteriormente el piruvato es 

oxidado a acetil coenzima A, CO2 y H2 mediante la acción de las enzimas piruvato 

ferrodixina, oxidoreductasa e hidrogenasa (Ghimire et al., 2015).  

 

1.6.1 Rutas metabólicas dirigidas a la producción de biohidrógeno fermentativo 

Para la producción de H2, el piruvato puede involucrar tres mecanismos bioquímicos 

diferentes, dependiendo del tipo de microorganismo y de sus respectivas enzimas 

(Show et al., 2012). En microorganismos anaerobios estrictos y bacterias 

termofílicas, el piruvato es oxidado a acetil coenzima A mediante la acción de la 

oxidoreductasa piruvato ferrodixina, posteriormente el acetil coenzima A es 

transformado a acetil fosfato, generando ATP y acetato (Das et al., 2014), dichas 

reacciones se observan en las Ecuaciones 1.11 y 1.12. 

 

                                                     Ec. 1.11 

                           Ec. 1.12 
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De acuerdo con Pandey et al. (2013), el segundo tipo de reacciones productoras de 

H2 involucra el metabolismo de microorganismos facultativos mediante la acción de la 

enzima formato piruvato liasa (PFL), ambas reacciones se muestran en las 

Ecuaciones 1.13 y 1.14. 

  

                                        Ec. 1.13 

                       Ec. 1.14 

 

Finalmente, la ruta más común de degradación de glucosa a piruvato es mediante la 

acción de la enzima NADH, la cual es oxidada a NAD+. Dicho mecanismo es 

observado en microorganismos tanto anaerobios estrictos como facultativos (De 

Souza et al., 2019; Show et al., 2012). Las reacciones mostradas en las Ecuaciones 

1.15, 1.16 y 1.17 muestran la producción de H2 a partir de la enzima NADH. 

 

                                         Ec. 1.15 

                                      Ec. 1.16 

                                  Ec. 1.17 

 

Además del H2, se generan ácidos orgánicos de bajo peso molecular como 

subproductos del metabolismo bacteriano (Ghimire et al., 2015; Corona & Razo-

Flores, 2018). 4 moles de H2 por mol de glucosa son formados cuando el piruvato es 

oxidado a acetato como único producto final del metabolismo (Ec. 1.18), mientras 

que la oxidación del piruvato a butirato (Ec. 1.19) produce solamente 2 moles de H2 

(Das et al., 2014). La fermentación con cultivos mixtos alcanza aproximadamente un 

rendimiento de 2.5 moles de H2 y una relación de 3:2 entre el ácido butírico y el 

acético (Ghimire et al., 2015), la reacción involucrada se presenta en la Ec. 1.20.  

 

                                        Ec. 1.18 

                                       Ec 1.19 
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                                                         Ec. 1.20 

Diferentes tipos de hexosas, pentosas y carbohidratos producen diferentes 

cantidades de H2, dependiendo de la vía metabólica y de los subproductos finales. 

En la práctica, altos rendimientos en la producción de biohidrógeno están asociados 

a una mezcla de acetato y butirato, mientras que los rendimientos bajos se asocian a 

la presencia de propionato y lactato (Gonzales et al., 2016; Türker et al., 2008). 

 

1.6.2 Factores que afectan la producción de biohidrógeno fermentativo 

La producción de biohidrógeno por fermentación anaerobia es un proceso muy 

complejo influenciado por varios factores tales como el inóculo, tipo de sustrato, 

configuración del biorreactor, concentración de nitrógeno, fósforo e iones metálicos, 

temperatura, pH y tiempo de retención hidráulico (Soares et al., 2020). Para la 

generación de biohidrógeno, es necesaria la eliminación de los microorganismos 

productores de CH4 y NH3, ya que éstos consumen el H2 que producen las bacterias 

acidogénicas (Muñoz-Páez et al., 2019). Los principales factores que afectan la 

producción de H2 son los siguientes:  

 

a) Cultivos puros. Entre las bacterias más utilizadas para la producción de 

biohidrógeno se encuentran las del género Clostridium, las cuales son Gram 

positivo, anaerobias estrictas y formadoras de esporas. Enterobacter es otra 

especie que ha sido utilizada, la cual se caracteriza por ser Gram negativa y 

facultativa (Ingle et al., 2020). Las bacterias facultativas producen un rendimiento 

máximo de 2 mol de H2 / mol de glucosa, mientras que los anaerobios estrictos 

alcanzan 4 mol de H2 / mol de hexosa. Las bacterias facultativas pueden consumir 

las pequeñas cantidades de oxígeno presente en el medio haciéndolo 

completamente anaerobio, debido a esta característica la fermentación con éste 

tipo de bacterias ha sido considerado económicamente viable (Soares et al., 

2020). 

 

b) Cultivos mixtos. Las bacterias capaces de producir H2 encontradas en ambientes 

naturales como el suelo, aguas residuales, compostas, lodos activados, residuos 
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de ganado y residuos agrícolas son consideradas como cultivos mixtos, los cuales 

son factibles para su uso en escala industrial debido a que no requieren tantos 

cuidados en comparación con los cultivos puros (Kumar et al., 2018). Las ventajas 

de los cultivos mixtos son sus bajos costos de operación, simplicidad en el control 

del proceso y capacidad para fermentar distintos tipos de sustratos (Soares et al., 

2020). De acuerdo con Muñoz-Páez et al. (2019). los cultivos mixtos tienen la 

habilidad para degradar completamente al furfural y parcialmente al HMF durante 

la fermentación oscura, además el cultivo mixto proveniente de los lodos de un 

fermentador anaerobio está principalmente formado por bacterias Clostridium. 

Cuando se utilizan cultivos mixtos, el H2 producido puede ser utilizado por las 

bacterias consumidoras de H2, por lo cual, estos cultivos deben ser pre-tratados 

bajo ciertos métodos para suprimir las bacterias indeseables mientras se favorece 

la actividad de las bacterias hidrogénicas (Soares et al., 2020). El tratamiento 

térmico a 105°C durante 2 horas resulta eficiente para la eliminación de las 

bacterias exceptuando las esporas del género Clostridium (Ávila, 2010; Lu et al., 

2019), por otra parte, el ajuste de pH por debajo de 6 inhibe la actividad 

metabólica de los metanógenos, favoreciendo el crecimiento de los 

microorganismos productores de H2 (Ghimire et al., 2015). 

 

c) Cambio de la presión parcial de H2 y CO2 en el biorreactor. El incremento en la 

presión parcial de H2 en el espacio gaseoso durante el proceso de fermentación 

puede asociarse a un decremento de la producción de H2. Cuando la presión 

parcial de H2 se incrementa, el cultivo microbiano comienza la generación de otros 

subproductos como el etanol, butanol, lactato y anilina (Soares et al., 2020). El uso 

de gases como el N2 y el CO2, además del uso de membranas de separación y la 

aplicación de vacío han sido empleados recientemente como métodos alternativos 

para reducir la presión parcial de H2 en el biorreactor (Lee et al., 2012). La 

producción de etanol y ácido acético por los microorganismos productores de H2 

se muestra en la Ecuación 1.21. 
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                                                Ec. 1.21 

Por otra parte, la presión parcial de CO2 también afecta el rendimiento del proceso 

y la producción de biohidrógeno. Las células sintetizan formato y succinato a partir 

del CO2, el cual actúa como un imán robando los electrones destinados a la 

producción de H2 (Das et al., 2014).   

 

d) Tiempo de retención hidráulico. El tiempo de retención hidráulico es una medida 

del tiempo promedio, en el cual un sólido soluble se encuentra dentro de un 

biorreactor en operación (Das et al., 2014), dicho tiempo puede afectar la hidrólisis 

de los sustratos, y a su vez la producción de metabolitos intermediarios y de 

biohidrógeno, es considerado como un parámetro de control de la actividad 

metanogénica (Ghimire et al., 2015). Un tiempo de retención hidráulico corto se 

asocia a rendimientos altos en la producción de H2 y a bajos costos de 

construcción, disminuyendo el tamaño del biorreactor, sin embargo, un tiempo de 

retención muy bajo puede disminuir la degradación del sustrato (Pandey et al., 

2013). La retención de sólidos óptima para la producción de biohidrógeno depende 

del tipo de sustrato utilizado, la velocidad de hidrólisis y la biodegradabilidad de la 

materia orgánica (Ghimire et al., 2015). Lu et al. (2019), estudiaron la producción 

de biohidrógeno en un fermentador de 3 m3 utilizando glucosa como única fuente 

de carbono. De acuerdo con ellos, el tiempo de retención hidráulico óptimo fue de                                                                                                                                          

24 horas, a tiempos posteriores el mezclado entre la biomasa y el sustrato fue 

deficiente mientras que a las 12 horas la producción de ácidos orgánicos fue baja 

lo que disminuyó el rendimiento de producción de biohidrógeno.  

 

e) Concentración de iones metálicos. Las altas concentraciones de iones metálicos 

pueden tener efectos inhibitorios sobre los microorganismos productores de 

biohidrógeno, sin embargo, cantidades traza de algunos metales pueden 

incrementar la eficiencia del proceso (Ghimire et al., 2015). Los iones metálicos a 

nivel celular funcionan como cofactores enzimáticos, lo que favorece el 

crecimiento de la célula y los procesos de transporte (Chong et al., 2009). 

Elementos como el sodio (Na), magnesio (Mg), zinc (Zn), níquel (Ni) y hierro (Fe) 
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son metales traza importantes que favorecen el metabolismo de los 

microorganismos productores de H2 (Das et al., 2014). La importancia del Fe 

radica en la formación de ferrodixina, la cual es requerida por las hidrogenasas, 

enzima clave en la producción de biohidrógeno (Chong et al., 2009). Por otra 

parte, el Mg es un elemento que se encuentra presente en la pared y membrana 

celular, como micronutriente sirve como activador de las enzimas involucradas en 

el proceso de glucólisis, tales como las quinasas, hexoquinasas y 

fosfofructoquinasas (Das et al., 2014). Algunos metales pesados como cadmio 

(Cd), cromo (Cr), zinc (Zn), cobre (Cu) y plomo (Pb) presentes en los RSU y 

residuos industriales pueden inhibir de manera total o parcial el crecimiento de los 

microorganismos (Ghimire et al., 2015), siendo Cr, Cu y Zn los elementos que más 

efecto tienen sobre el metabolismo de los microorganismos acidogénicos (Das et 

al., 2014). En años recientes se ha estudiado el uso de nano partículas metálicas y 

de óxidos metálicos como una alternativa para favorecer el funcionamiento de las 

enzimas e incrementar la producción de biohidrógeno (Kumarb et al., 2019), los 

metales mayormente estudiados han sido el hierro, níquel, titanio, paladio y oro, 

siendo el hierro el más eficiente en su forma cero-valente y el níquel en su forma 

iónica (Taherdanak et al., 2016). 

 

f) Concentración de fósforo y nitrógeno. En los procesos de producción de 

biohidrógeno, las sales de fósforo (P) y nitrógeno (N) son suplementos necesarios 

que ayudan a obtener cultivos celulares óptimos (Show et al., 2011). El N es un 

componente esencial de los aminoácidos y es requerido por los microorganismos 

para un crecimiento celular adecuado (Ghimire et al., 2015). Estudios recientes 

han demostrado que el N orgánico resulta más favorable para la producción de H2, 

que el inorgánico (Pandey et al., 2013), de igual manera, se ha definido una 

relación óptima entre C:N la cual oscila entre 13 y 30 (Das et al., 2014; Prabakar et 

al., 2018). Por otro lado, el ión fosfato (PO4
-3) es uno de los nutrientes inorgánicos 

más importantes requerido para la óptima producción de H2, un exceso de fosfatos 

favorece la producción de biohidrógeno y de ácidos orgánicos volátiles (Show et 

al., 2011).  
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g) Concentración de ácidos orgánicos volátiles. Además de la producción de H2 

mediante digestión anaerobia, se generan metabolitos secundarios como el etanol 

y los ácidos orgánicos volátiles los cuales afectan el metabolismo bacteriano 

(Pandey et al., 2013). Altos rendimientos en la producción de biohidrógeno van 

acompañados por la presencia de ácido butírico y acético, mientras que los bajos 

rendimientos se asocian al metabolismo dirigido a ácido láctico y propiónico (Yasin 

et al., 2013; Soares et al., 2020). El incremento en la concentración de ácidos 

orgánicos volátiles aumenta la fuerza iónica del medio de cultivo causando que los 

protones permeen la membrana celular de las bacterias productoras de H2, 

corrompiendo su balance fisiológico y provocando lisis celular (Pandey et al., 

2013). A temperatura ambiente, la degradación de residuos orgánicos es 

gobernada por las bacterias productoras de ácido láctico, pretratamientos como el 

térmico, químico y ajuste de pH se han utilizado para inhibir dichos 

microorganismos (Yasin et al., 2013). 

 

h) pH. El pH juega un papel importante, ya que tiene efectos significativos sobre la 

producción de biohidrógeno, velocidad de producción, rutas metabólicas y 

actividad enzimática (Yasin et al., 2013). Un pH ácido afecta la actividad de la 

enzima hidrogenasa, la cual contiene Fe y juega un papel fundamental en la 

generación de H2 (Ghimire et al., 2015). El pH óptimo para la producción de 

biohidrógeno se encuentra en el rango de 5 a 7, alcanzando mejores rendimientos 

a un pH cercano de 5.5 (Soares et al., 2020; Show et al., 2011). A pH mayor a 8 y 

menor a 4 no se ha reportado producción de H2 (Prabakar et al., 2018; Yasin et al., 

2013). Reddy et al. (2017), evaluaron el efecto del pH sobre la producción de 

hidrógeno fermentativo en régimen mesofílico utilizando hidrolizados del bagazo 

de azúcar de caña como fuente de carbono, observando que el rendimiento 

aumentó considerablemente cuando el pH subió de 3 a 5, mientras que a pH de 8 

la generación de hidrógeno fue muy baja.  

  

i) Temperatura. La temperatura de incubación afecta dramáticamente la velocidad 

de las reacciones celulares y con ello al crecimiento de los microorganismos, al  
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mismo tiempo afecta los patrones metabólicos, requerimientos nutricionales y la 

composición de las células bacterianas (Das et al., 2014). La digestión anaerobia 

puede llevarse a cabo en régimen mesofílico (25 – 40 ºC), termofílico (40 – 65 ºC), 

termofílico extremo (65 – 80 ºC) e hiper-termofílico (> 80 ºC), los rendimientos  

más altos de biohidrógeno se han observado en régimen termofílico mientras que 

la producción volumétrica se ve favorecida a condiciones mesofílicas (Soares et 

al., 2020). Diversos trabajos han mostrado que el potencial de producción de 

biohidrógeno es mayor en condiciones termofílicas e hiper-termofílicas, lo cual 

está asociado a que en régimen mesofílico la caída de pH resulta mayor (Prabakar 

et al., 2018; Sattar et al., 2016). 

 

1.6.3 Microorganismos y sustratos utilizados en la producción de biohidrógeno 

Existe un gran número de microorganismos capaces de producir biohidrógeno a 

diferentes velocidades y rendimientos, dependiendo las condiciones de operación, 

rutas metabólicas y sustrato orgánico. De acuerdo con Pandey et al. (2013) y Das et 

al. (2014), los microorganismos productores de H2 pueden clasificarse con base a su 

temperatura de crecimiento, sustrato utilizado, tolerancia al oxígeno y metabolitos 

finales.  

 

Uno de los microorganismos productores de biohidrógeno más estudiados es la 

especie anaerobia estricta y formadora de esporas Clostridium (Ingle et al., 2020), la 

cual es una bacteria acidogénica anaerobia estricta que tiene forma de pequeños 

bastoncillos de entre 0.6-1.2 µm de diámetro por 3-7 µm de largo, se pueden 

encontrar en pares, cadenas cortas y en ocasiones en filamentos largos (Buchanan, 

1974). Tienen la capacidad de formar esporas (endoesporas) para protegerse de 

condiciones ambientales desfavorables, como temperaturas elevadas, pH extremo y 

antibióticos (Madigan et al., 2003). Algunas bacterias pertenecientes a la especie 

Clostridium tienen la capacidad de producir xilanasas y celulasas (Leya et al., 2014). 

Las bacterias C. cellulovorans y C. cellulolyticum han sido estudiadas debido a su 

capacidad para producir celulosomas, responsables de la depolimerización de 

celulosa con un metabolismo dirigido a H2, CO2, lactato, butirato, acetato y formato, 
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sin embargo, algunas técnicas de ingeniería metabólica como la mejora de la 

capacidad celulolítica han sido empleadas para incrementar la eficiencia de la 

fermentación (Bao et al., 2019). 

  

Además de Clostridium, otro género que presenta altos rendimientos para la 

producción de biohidrógeno es Enterobacter sp., el cual puede fermentar 

carbohidratos en condiciones mesofílicas (De Souza et al., 2019; Ávila, 2010). Estas 

bacterias no presentan inhibición a altas presiones parciales de H2, sin embargo, 

presentan rendimientos más bajos que Clostridium, pues producen otros 

subproductos propios como el lactato, además poseen la capacidad de crecer tanto 

en condiciones aerobias como anaerobias. El rendimiento de producción de 

biohidrógeno de las bacterias Enterobacter puede incrementarse utilizando algunas 

técnicas como la mutación de bacterias asistida con radiación gamma (Cheng et al., 

2017). 

 

La producción de H2 utilizando bacterias termófílas e hiper-termófilas ha sido 

identificada como un proceso de cinética favorable, que disminuye la contaminación 

del sustrato e inhibe la proliferación de bacterias metanogénicas. Los cultivos 

termofílos puros juegan un papel importante en la comprensión del uso directo de la 

celulosa como materia prima (Jiang et al., 2015). Los cultivos termófilos más 

estudiados han sido: Anaerocellum, Caldicellulosiruptor, Clostridium, Dictyoglomus, 

Thermotoga, Spirocheta y Thermoanaerobacterium (Elsharnouby et al., 2013). La 

Tabla 1.3 resume algunos de los trabajos reportados en la literatura relacionados con 

la producción de biohidrógeno mediante fermentación oscura utilizando cultivos 

bacterianos puros. 

 

Alrededor del 80% de los sustratos utilizados para la producción de biohidrógeno 

mediante fermentación oscura corresponden a azúcares monoméricos, diméricos y 

polisacáridos, de ellos la glucosa, la sacarosa y la lactosa son los azúcares puros  
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Tabla 1.3 Producción de biohidrógeno mediante fermentación oscura a partir de 

diferentes sustratos 

SUSTRATO MICROORGANISMO TEMPERATURA RENDIMIENTO REFERENCIA 

Residuos de 

frutas y verduras 

Clostridium 

butyricum 

Enterobacter cloacae 

37 ºC 2.74 Ávila, 2010 

Glucosa Caldicellulosiruptor 

saccharolyticus 

72 ºC 2.8 Mars et al., 2010 

Glucosa Thermotoga 

neapolitana 

75 ºC 3 Ngo et al., 2012 

Jugo de azúcar 

de caña 

Clostridium 

butyricum 

37 ºC 1.33 Plangklang et al., 

2012 

Galactosa Enterobacter 

aerogenes 

37 ºC 2.80 Ren et al., 2009 

Glucosa Escherichia coli 37 ºC 0.3 Rosales-Colunga 

et al., 2012 

Glucosa Clostridium 

beijerincki 

35 ºC 1.97 Zhao et al., 2011 

 

empleados comúnmente debido a su fácil biodegradación, su estructura simple y a 

su presencia en efluentes industriales (Show et al., 2012). Sin embargo, dichos 

carbohidratos resultan costosos para la producción de biohidrógeno a escala 

industrial (Das et al., 2014). Los sustratos más complejos como los residuos 

agrícolas, los productos lignocelulósicos, las plantas acuáticas, los residuos 

orgánicos municipales, las aguas residuales domésticas, las vinazas y los desechos 

agro-industriales muestran un alto potencial desde la perspectiva económica 

(Elsharnouby et al., 2013). Los residuos orgánicos municipales están compuestos 

principalmente por residuos de comida, los cuales poseen un alto contenido de 

carbohidratos (85-95%) y de sólidos volátiles (75-85%) que pueden ser utilizados 

para la producción de biohidrógeno en procesos continuos o estacionarios (Chong et 

al., 2009).  

 

Las aguas residuales provenientes de las industrias alimenticias y agro-industriales 

tienen un alto potencial para la producción de biohidrógeno fermentativo debido a su 
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alto contenido de azúcares y almidones fácilmente fermentables por las bacterias 

productoras de hidrógeno (Ghimire et al., 2015). El agua residual derivada de las 

industrias lácteas ha sido considerada como un sustrato importante, ya que está 

compuesta principalmente por lactosa (Chong et al., 2009). Por otro lado, en 

comparación con otros sustratos los lodos de las plantas tratadoras de agua 

presentan algunas ventajas tales como: abundancia, factibilidad económica y la 

presencia de macro y micronutrientes (vitaminas y minerales) que favorecen el 

desarrollo celular (Pandey et al., 2013). La principal desventaja de este sustrato es la 

presencia de microorganismos metanogénicos, lo cual incrementa el costo del 

proceso debido al pretratamiento térmico al que son sometidos los lodos (Ghimire et 

al., 2015). Otro sustrato que ha sido estudiado recientemente es el estiércol de 

ganado, cuya producción anual rebasa los 1500 millones de toneladas, los cuales al 

no ser tratados adecuadamente pueden ocasionar afecciones en los cuerpos de 

agua (Ghimire et al., 2017). Debido a su alto contenido de nitrógeno, el estiércol es 

utilizado en procesos de co-digestión junto a residuos agrícolas, a fin de mantener 

una relación C:N adecuada para la fermentación (Ghimire et al., 2015). 

 

Los residuos lignocelulósicos también conocidos como biomasa de segunda 

generación, son los residuos orgánicos más abundantes y económicos que pueden 

transformarse biológicamente para generar productos de valor agregado (Ingle et al., 

2020). El uso de este tipo de biomasa para la producción de biohidrógeno es 

considerada como sustentable y económicamente viable (Ghimire et al., 2015). De 

todos los sustratos, la biomasa lignocelulósica es conocida como la materia prima 

más factible y desde el punto de vista económico más eficiente para su uso a gran 

escala (Paul & Dutta, 2018), sin embargo, sus principales limitaciones son su 

estructura compleja, su alto contenido de lignina y sus regiones cristalinas que limitan 

la actividad metabólica de los microorganismos (Raud et al., 2016). 

 

Previo a la digestión anaerobia, la biomasa lignocelulósica debe ser pretratada e 

hidrolizada a fin de incrementar su fermentación, área superficial y cantidad de 

azúcares monoméricos (Ghimire et al., 2015). Los rendimientos de la producción de 
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biohidrógeno a partir de lignocelulosas se encuentran entre el 20% y el 80% del valor 

hipotético máximo (4 mol H2 / mol hexosa) y dependen del tipo de biomasa, el 

pretratamiento empleado, la temperatura de fermentación y del microorganismo 

(Elsharnouby et al., 2013). Debido a la eficiencia del tratamiento ácido, durante los 

últimos años se ha estudiado la producción de biohidrógeno a partir de los 

hidrolizados ácidos de biomasa lignocelulósica (Tabla 1.4).  

 

Tabla 1.4 Rendimientos citados en la literatura para la producción de biohidrógeno a 

partir de hidrolizados ácidos 

Sustrato Hidrólisis Microorganismo Temperatura mol H2 /      

mol hexosa 

Referencia 

Tallo de haba 7%v H3PO4, 

130°C, 2 

horas. 

Clostridium 

butyricum y  

Enterobacter 

cloacae 

37°C 0.33 Gómora, 2016 

Olote 7%v H3PO4, 

130°C, 2 

horas. 

Clostridium 

butyricum y  

Enterobacter 

cloacae 

37°C 0.52 Gómora, 2016 

Paja de arroz 55%v H2SO4, 

40°C y 20 

minutos. 

Lodos de 

fermentador  

37°C 0.44 Liu et al., 2013 

Residuos de 

cultivo de 

hongos 

55%v H2SO4, 

40°C, 40 

minutos y 

relación 1:5 

entre sólido y 

líquido. 

Lodos de 

fermentador  

37°C 0.49 Li et al., 2011 
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2. METODOLOGÍA 

La metodología general del proyecto de investigación se presenta en la Figura 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Metodología general del trabajo de investigación  

 

2.1 Preservación de los microorganismos 

Para la producción de biohidrógeno mediante fermentación se utilizaron las bacterias 

Clostridium butyricum y Enterobacter cloacae. Ambas bacterias se seleccionaron 

debido a su capacidad para producir hidrógeno con altos rendimientos y tasas de 

producción en régimen mesofílico (Ávila, 2010; Plangklang et al., 2012). Los 
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microorganismos se preservaron en medio de cultivo hecho a base de tioglicolato 

con resarzurina mediante la técnica de Hungate modificado (Terry et al., 1974), el 

cultivo de las bacterias se realizó cada dos meses a una temperatura de 37 ºC y un 

tiempo de incubación de 24 horas. 

 

2.2 Obtención y caracterización de los residuos agrícolas 

Debido a que los cultivos predominantes en el Estado de México son el haba y el 

maíz, los rastrojos de dichos cultivos se utilizaron como materia prima para la 

producción de azúcares monoméricos. Dichos rastrojos se obtuvieron de cultivos que 

no tuvieron contacto con fertilizantes químicos ni plaguicidas y se trasladaron al 

Laboratorio de Investigación en Ingeniería Ambiental (LIIA) del Instituto Tecnológico 

de Toluca (ITT).  

 

Los residuos agrícolas se secaron a temperatura ambiente, se trituraron, las 

partículas menores a 250 µm se recuperaron y se determinó su pH y su contenido de 

holocelulosa, lignina, humedad y Sólidos Volátiles Totales (SVT) (Anexo A). Previo a 

la determinación de holocelulosa y lignina, se sometieron a una extracción soxhlet 

utilizando como disolvente una mezcla 2:1 de etanol-tolueno, la cual tuvo como 

objetivo eliminar los compuestos extractivos interferentes tales como clorofila, 

terpenos y resinas. 

 

2.3 Tratamiento alcalino de los residuos agrícolas 

El tratamiento alcalino se llevó a cabo con la finalidad de remover parcialmente a la 

lignina presente tanto en el Tallo de Haba (TH) como en el Rastrojo de Maíz (RM). 

Para ello, se prepararon soluciones al 1, 2 y 3 % de NaOH y se mezclaron con los 

residuos agrícolas previamente triturados y secados dentro de viales de 25 mL en 

una proporción de 1 g de muestra por cada 15 mL de solución alcalina. La reacción 

se llevó a cabo dentro de una autoclave a 121°C durante 60 y 120 minutos. Al 

término de la reacción, los viales se sacaron de la autoclave y se enfriaron a 

temperatura ambiente, posteriormente las fases se separaron mediante filtración al 

vacío, el sólido residual se lavó con agua destilada caliente hasta pH neutro, se secó 
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a 45ºC y se determinó su contenido de lignina, así como los desplazamientos de sus 

principales grupos funcionales mediante Espectroscopia de Infrarrojo con 

Transformada de Fourier (FTIR) (Anexo A7). Las condiciones de operación fueron 

seleccionadas con base a trabajos previamente reportados (Michalska et al., 2015; 

Sambusiti et al., 2013). 

 

Las condiciones de operación que fueron eficientes para remover a la lignina sin 

alterar demasiado la hemicelulosa, fueron escaladas en un reactor de 200 mL y 

trabajadas acorde a lo descrito anteriormente. Posteriormente se pesaron muestras 

de 1 g en base seca del sólido tratado con NaOH y se mezclaron con 15 mL de una 

solución de H3PO4 0.96 M dentro de viales de 25 mL, las cuales se sellaron y se 

colocaron en un horno a una temperatura de 100 ºC durante distintos tiempos de 

operación a fin de evaluar la producción de azúcares monoméricos. Muestras de los 

residuos agrícolas sin tratamiento alcalino también se sometieron al tratamiento 

ácido. Los datos experimentales de la producción de azúcares reductores se 

ajustaron al modelo cinético de Saeman (Ec. 1.4) utilizando una regresión no lineal 

en el software Origin 8.6. 

 

2.4 Hidrólisis ácida de los residuos agrícolas 

La hidrólisis ácida se realizó con H3PO4 a las concentraciones de 0.58, 0.77, 0.96 y 

1.34 M y a las temperaturas de 90, 100 y 110 °C, durante 300 minutos de tiempo de 

reacción, condiciones propuestas con base a lo reportado por Cao et al. (2009), Cao 

et al. (2018), Gómora (2016), Guerra-Rodríguez et al. (2012) y López-Linares et al. 

(2013). Cada una de las muestras se prepararon mezclando 1 g de residuo agrícola 

triturado y seco (con partículas inferiores a 250 mesh), con 15 mL de solución ácida a 

la concentración deseada dentro de viales de 25 mL, posteriormente los viales se 

homogenizaron y se sellaron con tapas de caucho y aluminio para evitar posibles 

fugas y se colocaron dentro de un horno a la temperatura de operación. Los viales se 

dejaron reaccionar durante distintos tiempos y se tomaron dos muestras cada 30 

minutos hasta llegar a los 300 minutos. Al término de la hidrólisis los sistemas se 

dejaron enfriar a temperatura ambiente, las fases se separaron mediante filtración y 
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en la fase líquida también conocida como hidrolizado se determinó el pH, el FSC (Ec. 

1.1), el contenido de azúcares reductores y la concentración de furfural tal y como se 

describe en el Anexo B. Tanto el tratamiento alcalino como la hidrólisis ácida se 

llevaron a cabo de acuerdo al diagrama mostrado en la Figura 2.2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. Metodología empleada para el tratamiento alcalino e hidrólisis ácida de 

los residuos agrícolas 

 

Mezclado de 
residuo agrícola 

con solución 
alcalina o ácida 

Tratamiento alcalino / 
hidrólisis ácida 

Separación 
de fases 

Sólido Líquido 

Determinación de 
pH y de azúcares  

Estudio cinético y 
termodinámico 

Neutralización y 
secado 

Caracterización 



43 
 

Los hidrolizados con el mayor contenido de azúcares se caracterizaron mediante 

Cromatografía Líquida de Intercambio Aniónico de Alta Eficiencia acoplada a un 

Detector de Pulso Amperométrico (HPAEC-PAD) tal y como fue reportado por 

Mellado-Mojica et al. (2016), esto con la finalidad de identificar los tipos de azúcares 

presentes en el hidrolizado. La cantidad total de azúcares reductores, la 

concentración de furfural y el FSC se estudiaron estadísticamente utilizando el 

análisis de Varianza (ANOVA) y la metodología por superficie de respuesta a fin de 

conocer el efecto de las principales variables de hidrólisis sobre la eficiencia del 

tratamiento ácido. El análisis estadístico se llevó a cabo en Minitab. 

 

La fase sólida remanente se lavó con agua destilada caliente hasta pH neutro para 

remover el exceso de iones atribuidos al ácido, posteriormente se secaron durante 2 

días a 45°C, se trituraron y se caracterizaron mediante las técnicas de FTIR, 

Difracción de Rayos X (DRX) y Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) (Anexos 

A7 – A8).  

 
2.4.1 Análisis cinético y termodinámico de la hidrólisis ácida 

La cantidad de azúcares reductores se determinó en cada uno de los hidrolizados 

mediante el método del ácido 3-5 dinitro salicílico (DNS) (Anexo B2). Los datos de la 

producción de azúcares reductores se ajustaron al modelo cinético de Saeman (Ec. 

1.4) y al de primer orden (Ec. 1.5) utilizando una regresión no lineal en el software 

Origin 8.6. 

 

Las constantes de velocidad obtenidas con ambos modelos se utilizaron para el 

cálculo de los parámetros termodinámicos tales como la Energía de activación (Ea), 

Factor de frecuencia (A), cambio en la Entalpía (ΔH), cambio en la Entropía (ΔS) y 

Energía libre de Gibbs (ΔG), los cuales se calcularon a  fin de conocer los cambios 

energéticos a nivel molecular y comprender la naturaleza de la hidrólisis de los 

residuos agrícolas con ácido diluido. Para el cálculo de la Ea y del A se utilizó la 

ecuación de Arrhenius, cuya forma lineal se muestra en la Ecuación 2.1. 
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Ec. 2.1 

En donde k es la constante cinética (min-1), A el factor de frecuencia (min-1), Ea la 

energía de activación (J mol-1), R la constante de los gases ideales (8.3144 J mol-1 K-

1) y T la temperatura absoluta (K). Un gráfico que correlaciona a T-1 en el eje de las 

ordenadas y a ln k en el eje de las abscisas  permite calcular los parámetros 

termodinámicos a partir de la pendiente; Ea / R y de la ordenada al origen; Ln (A).  

 

El cálculo de ΔH  y de ΔS se realizó con ayuda de la ecuación de Eyring, cuya forma 

lineal se muestra en la Ecuación 2.2. 
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)    

  

  
 

  

 
 

  

  
 

Ec. 2.2 

En donde R y T tienen el mismo significado y unidades que en la ecuación de 

Arrhenius, k es la constante cinética (seg-1), KB la constante de Boltzmann 

(1.3807X10-23 J K-1), hp la constante de Planck (6.6261X10-34 J seg), ΔS el cambio en 

la entropía (J mol-1 K-1) y ΔH el cambio en la entalpía (J mol-1). La gráfica de Ln (k/T) 

en función de 1/(RT) permite calcular los valores de ΔS y de ΔH a partir de la 

ordenada al origen y de la pendiente de la línea recta respectivamente. Finalmente, 

ΔG se calculó a partir de la relación termodinámica mostrada en la Ecuación 2.3. 

 

2.5 Producción de biohidrógeno mediante fermentación 

La producción de biohidrógeno se llevó a cabo en viales de 20 mL similares a los 

empleados para la preservación de los microorganismos. Las bacterias utilizadas 

fueron C. butyricum y E. cloacae, ambos microorganismos han sido reportados por 

Ávila (2010) y Plangklang et al. (2012) como opciones viables para la producción de 

biohidrógeno en régimen mesofílico. 

 

          Ec. 2.3 
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El medio de cultivo utilizado en las fermentaciones se muestra en la Tabla 2.1, el cual 

se preparó agregando sales de fosfato y amonio que además de brindar nutrientes a 

las bacterias, funcionan como solución amortiguadora. La resarzurina se utilizó como 

indicador de oxígeno, ya que en medio aerobio presenta un color rosa y en medio 

anaerobio un color amarillo 

 

Tabla 2.1 Composición del medio de cultivo utilizado en las fermentaciones 

REACTIVO g / L 

(NH4)2SO4 1 

KH2PO4  4.5 

K2HPO4 10.5 

Resarzurina 0.1 

 

La fuente de carbono utilizada en cada una de las fermentaciones fue el hidrolizado 

con la mayor cantidad de azúcares producido con ambos residuos agrícolas. A fin de 

obtener la cantidad suficiente de hidrolizado para las fermentaciones, la hidrólisis 

ácida se escaló en un frasco GL55 de 500 mL, en donde se hicieron reaccionar 15 g 

de residuo con 225 mL de solución ácida a la concentración deseada y a la 

temperatura de reacción óptima. El hidrolizado obtenido se trató con hidróxido de 

magnesio (Mg(OH)2) bio-Ultra (Sigma-Aldrich), a fin de ajustar el pH del licor 

precipitando el exceso de iones PO4 en forma de fosfato de magnesio (Mg3(PO4)) 

(Ec. 2.4) y de remover parcialmente a los compuestos inhibidores. 

 

                               Ec. 2.4 

El Mg3(PO4)2 generado durante la neutralización con Mg(OH)2 es un compuesto 

insoluble en agua y puede ser utilizado como regulador metabólico así como 

suplemento alimenticio (López-Linares et al., 2013). Una vez precipitado el 

Mg3(PO4)2, las fases se separaron mediante filtración y se determinó el volumen final 

del hidrolizado, el pH, el contenido total de azúcares reductores y la concentración de 

aldehídos. 
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En cada uno de los viales empleados para la fermentación se mezcló el medio de 

cultivo con hidrolizado neutro utilizando diferentes proporciones, posteriormente los 

viales se pusieron en condiciones anaerobias, se sellaron con ayuda de una pinza y 

se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C y a 

una presión de 1.1 kg/cm2. Cada uno de los viales se inocularon con 100 µL de C. 

butyricum y 100 µL de E. cloacae y se colocaron en incubación a 37 ºC sin agitación.  

 

La concentración de hidrógeno en el headspace se determinó mediante 

cromatografía de gases (Anexo C), mientras que la cantidad de microorganismos por 

mL y el pH de la solución se determinaron mediante la cuenta directa al microscopio 

en una cámara de Petroff-Hausser (Anexo B5) y con un potenciómetro (Anexo B1)  

respectivamente. La cinética de crecimiento bacteriano y de producción de 

biohidrógeno, se determinó con el modelo de Gompertz modificado (Ec. 2.5), 

determinando así el tiempo de latencia, la velocidad máxima de producción y/o 

crecimiento, y el crecimiento y/o producción máxima potencial (Gonzales et al., 2016; 

Liu et al., 2013).  

 

                [
   

 
       ]  

Ec. 2.5 

En donde, H(t) es la producción acumulada de biohidrógeno (mL) o el crecimiento 

celular (célula / mL), Rm la velocidad máxima de producción (mL / hr) o de 

crecimiento (célula / mL h), P la producción máxima potencial (mL) o el crecimiento 

máximo esperado (célula / mL), ϒ y t son respectivamente el tiempo de latencia y el 

tiempo de operación dados en horas mientras que e equivale a 2.718. 

 

Para la producción de biohidrógeno fermentativo se hicieron 3 experimentos: 

 

a) El primer experimento se realizó mezclando 8.5 mL de medio de cultivo (Tabla 2.1) 

con 1.5 mL de hidrolizado neutro ajustando el pH inicial a un valor de 7.0 con una 

solución de KOH 0.1 M, en viales de 20 mL. Los viales se colocaron en 

condiciones anaerobias utilizando el método de Hungate modificado,  se dejaron 
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incubar a 37OC y cada 2 horas se tomaron 2 muestras y se determinó el pH, la 

cantidad de bacterias y la producción de biohidrógeno. Los hidrolizados tanto del 

olote como del TH se utilizaron como única fuente de carbono para la producción 

de H2.  

 

b) En ésta serie de experimentos se agregaron diferentes cantidades de hidrolizado 

comenzando con 300 µL hasta 1800 µL en viales de 20 mL completando hasta un 

volumen final de 10 mL con el medio de cultivo. La variable de estudio fue el pH 

inicial de la solución, ya que algunos viales se ajustaron a un valor de 7 con KOH 

0.1 M mientras que a otros no se les adicionó la solución de potasio. Los viales se 

prepararon con el método de Hungate modificado y se incubaron durante 20 

horas, el tiempo se seleccionó con base a lo reportado en la literatura (Gómora-

Hernández et al., 2016). 

 
c) El medio de cultivo utilizado en éste tercer experimento fue propuesto por Miller 

(1972) y se conoce como medio mínimo, su composición es la misma a la 

mostrada en la Tabla 2.1, con la diferencia de que a éste medio se le agregó 1 mL 

de MgSO4•7H2O 1 M, preesteriliado por cada litro de solución. A fin de evaluar el 

efecto de la cantidad inicial de azúcares sobre la producción de biohidrógeno, se 

mezclaron 9 mL de medio mínimo con distintos volumenes de hidrolizado neutro; 

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 4.0 mL en viales de 20 mL, se determinó el pH inicial 

de la solución, posteriormente los viales se sellaron y se esterilizaron en una 

autoclave a 121ºC, se inocularon con 100 µL de E. cloacae y 100 µL de C. 

butyricum y se incubaron a 37 ± 1 ºC durante 20 horas. La preparación de los 

viales se llevó a cabo dentro de una cámara de guantes con atmósfera de 

nitrógeno, utilizando una lámpara UV para asegurar la esterilidad de los 

materiales, del medio mínimo y del los hidrolizados. 

 Con la finalidad de preservar los lixiviados obtenidos durante la fermentación para 

su posterior análisis de ácidos orgánicos volátiles por cromatografía, se tomaron 

0.9 mL de lixiviado y se mezclaron con 0.1 mL de ácido fórmico, la mezcla se 

refrigeró a una temperatura de 4ºC (Ávila, 2010).  
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3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En el presente capítulo se discute la caracterización de los residuos agrícolas antes y 

después de los tratamientos químicos, la producción de azúcares reductores 

mediante hidrólisis con ácido fosfórico a baja concentración, así como la 

determinación de los parámetros cinéticos y termodinámicos de los procesos de  

hidrólisis del olote y del tallo de haba.  

 

3.1 Caracterización de los residuos agrícolas 

La Tabla 3.1 resume la caracterización de los residuos agrícolas antes de los 

tratamientos. 

Tabla 3.1Caracterización de los residuos agrícolas 

ANÁLISIS OLOTE TALLO DE HABA 

Humedad 4.52 ± 0.15% 3.27 ± 0.11% 

SVT’s 96.96 ± 0.07% 92.18 ± 0.18% 

Cenizas 3.04 ± 0.07% 7.82 ± 0.18% 

Holocelulosa 65.38 ± 0.11% 61.48 ± 0.30% 

Lignina 7.11 ± 0.47 12.16 ± 0.66% 

pH 5.63 ± 0.005 5.60 ± 0.013 

 

Los pH’s determinados en el olote y en el tallo de haba  resultaron similares entre sí, 

variando únicamente en un 0.03%. El mayor contenido de holocelulosa se observó 

en el olote, con un promedio de 65.38%. El tallo de haba con 61.48% de holocelulosa 

fue el de menor porcentaje, aunque comparado con lo reportado por Petersson et al., 

(2007) el valor es mayor, ya que ellos encontraron un porcentaje de en base seca de 

48.8%. Por otra parte, la lignina contenida en el tallo de haba fue de 12.16%, similar 

al 14.4% determinado también por Petersson et al. (2007).  

 

Por otra parte, la composición del olote caracterizado por Li et al. (2016) resultó 

similar a lo determinado en el presente trabajo, ya que Li y colaboradores 

encontraron porcentajes de 68.2% y 15.4% para la holocelulosa y la lignina 

respectivamente. La diferencia en el porcentaje de lignina con el reportado en el 

presente trabajo puede atribuirse tanto a la naturaleza del rastrojo como al tipo de 
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lignina predominante en el material. Finalmente, el porcentaje de SVT’s de cada uno 

de los residuos fue superior a 92 %, sugiriendo un alto potencial para su 

aprovechamiento, la cantidad de minerales en forma de óxidos fue de 

aproximadamente 3 % para el olote  y casi del 8 %  para el tallo de haba. 

  

De acuerdo con Chen et al. (2015) y con Guerra-Rodríguez et al. (2012), la máxima 

producción esperada de azúcares puede calcularse a partir de la ecuación 3.1.  

 

   
    

   
 

Ec. 3.1 

En donde Cm es la máxima concentración esperada de azúcares, Rls la relación entre 

la fase líquida y la sólida (mL / g), f el factor estequiométrico debido a la hidratación 

de los sacáridos siendo 180/162 para el caso de las hexosas y 150/132 para las 

pentosas, y CC la concentración inicial del polisacárido.  

 

Asumiendo el factor estequiométrico para hexosas y la fracción másica inicial de 

holocelulosa, la máxima producción esperada de azúcares es de 72.64 g azúcar / 

100 g olote, y 68.31 g azúcar / 100 g tallo de haba. 

 

3.2 Hidrólisis ácida del olote 

Debido a que el olote tuvo el mayor contenido de holocelulosa y el menor porcentaje 

de lignina (65.38% y 7.11% respectivamente), dicho residuo fue empleado para la 

producción de azúcares reductores mediante hidrólisis con ácido fosfórico diluido sin 

un tratamiento alcalino previo. 

 

3.2.1  Producción de azúcares reductores con olote y factor de severidad  

La producción de azúcares reductores a partir de olote se evaluó utilizando 4 

concentraciones y 3 temperaturas; 0.58, 0.77, 0.96 y 1.34 M H3PO4 y 90, 100 y 110 

ºC respectivamente. La máxima producción de azúcares fue de 54.31 g de azúcar / 

100 g olote, obtenido después de 300 minutos en el experimento con 1.34 M H3PO4 y 

110 ºC. La producción de azúcares más baja corresponde al experimento realizado 
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con 0.58 M H3PO4 y 90 ºC, alcanzando un rendimiento de 14.85 g azúcar / 100 g 

olote después de 300 minutos. La Figura 3.1 muestra la producción de azúcares 

reductores y la conversión de holocelulosa a sacárido para cada uno de los 

experimentos realizados.  

 

 

Figura 3.1. Producción de azúcares reductores a partir de olote 

 

El porcentaje de conversión holocelulosa-sacárido más alto fue de 74.77% calculado 

en el experimento realizado en 1.34 M H3PO4, 110 ºC y 300 minutos de reacción, por 

otra parte, los porcentajes más bajos de conversión correspondieron a todos los 

tiempos del experimento en 0.58 M H3PO4 y 90ºC.  

 

A temperatura constante, un incremento en la concentración del ácido propició un 

aumento en la producción de azúcares reductores (Figura 3.2), este efecto resultó 

mayor a 90 ºC la temperatura más baja de hidrólisis. A 110 ºC, la concentración del 

ácido tuvo un efecto menor sobre la producción de azúcares (Figura 3.2b), sin 

embargo, a ambas temperaturas los experimentos realizados con 0.58 y 0.77 M, así 

como con 0.96 y 1.34 M H3PO4 mostraron comportamientos muy similares entre sí. 

Esto se observa en la Figura 3.2, donde el efecto del ácido sobre la producción de 

azúcares disminuyó al aumentar la temperatura de hidrólisis.  
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Figura 3.2. Efecto de la concentración del ácido sobre la producción de azúcares 

reductores a a) 90 ºC y a b) 110 ºC utilizando olote 

 

Las hidrólisis realizadas a la misma concentración de ácido pero diferentes 

temperaturas, mostraron un efecto muy importante de ésta en la producción de 

azúcares reductores, la cual incrementó al aumentar la temperatura de operación. De 

acuerdo con este comportamiento se puede inferir que la temperatura tiene un efecto 

mayor sobre la producción de azúcares en comparación con la concentración del 

ácido. La Figura 3.3 muestra la producción de azúcares a las concentraciones de 

0.96 y 1.34 M H3PO4 a diferentes temperaturas. 

 

Figura 3.3. Efecto de la temperatura sobre la producción de azúcares reductores a 

con una solución a) 0.96 y a b) 1.34 M H3PO4 utilizando olote 
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Con la finalidad de evaluar estadísticamente el efecto de las variables temperatura, 

concentración de ácido y tiempo de reacción, así como las combinaciones de dichas 

variables, se llevó a cabo un análisis ANOVA utilizando una significancia de 0.05 y de 

0.01. La hipótesis nula sugerida para el análisis fue que las variables del proceso de 

hidrólisis no afectan el rendimiento de la producción de azúcares. La Tabla 3.2 

resume los parámetros estadísticos calculados con el ANOVA.  

 

Tabla 3.2. Efecto de las variables sobre la producción de azúcares a partir de la 

hidrólisis del olote 

Variable Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Cuadrado 

medio 

Fcalc F0.95 F0.99 Conclusión 

A 1044,34881 2 522,174 153,818 4,459 8,649 Rechazado 

B 529,45743 2 264,729 77,982 4,459 8,649 Rechazado 

C 4813,78961 2 2406,895 709,004 4,459 8,649 Rechazado 

AB 12,6785037 4 3,170 0,934 3,838 7,006 Aceptado 

AC 398,518526 4 99,630 29,348 3,838 7,006 Rechazado 

BC 164,97417 4 41,244 12,149 3,838 7,006 Rechazado 

Error 27,1580296 8 3,394     

Total 6990,92507 26      

A: Temperatura, B: %v H3PO4, C: Tiempo de reacción 

 

Las variables temperatura, concentración de ácido y tiempo de reacción, así como 

las combinaciones temperatura – tiempo de reacción y concentración de ácido – 

tiempo de reacción mostraron un efecto significativo sobre el proceso. Desde el 

punto de vista estadístico la interacción entre la temperatura y la concentración de 

ácido no tiene un efecto significativo sobre la producción de azúcares reductores. De 

acuerdo con los valores F mostrados en la Tabla 3.2, las variables que más afectaron 

al proceso fueron: Tiempo de reacción > temperatura > concentración de ácido > 

temperatura – tiempo de reacción > concentración de ácido – tiempo de reacción. 

 

El pH y el FSC se determinaron en cada uno de los hidrolizados. El experimento con 

los valores más altos del FSC fue el que se hizo con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC, 

mientras que los coeficientes más bajos fueron obtenidos en la hidrólisis con 0.58 M 
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H3PO4 y 90 ºC, comportamiento que va acorde con la mayor y menor producción de 

azúcares reductores. Los valores del FSC se ajustaron a un modelo logarítmico en 

función del tiempo de contacto para cada uno de los experimentos, los coeficientes 

de correlación R2 en cada uno de los casos fue mayor a 0.99 (Figura 3.4). 

 

 

Figura 3.4. FSC calculados para cada una de las hidrólisis del olote 

 

La producción de azúcares reductores se ajustó a un modelo cuadrático en función 

del FSC (Figura 3.5). Los valores más grandes del FSC están asociados con la 

mayor cantidad de azúcar producida, este comportamiento se atribuye a que la fase 

de degradación térmica de sacáridos a furfural y 5HMF no se observó bajo las 

condiciones  experimentales propuestas en el presente trabajo. Pappas et al. (2014), 

estudiaron la relación existente entre el FSC y la producción de azúcares en la 

hidrólisis con  ácido sulfúrico diluido de la especie Phalaris aquatica, encontrando un 

ajuste cuadrático negativo. La diferencia entre el presente trabajo y lo reportado por 

Pappas et al., puede ser atribuido a las condiciones de hidrólisis, a la naturaleza y 

concentración del ácido y al tipo de biomasa estudiada. 
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Figura 3.5. Producción de azúcares reductores a partir del olote en función del FSC 

 

3.2.2 . Parámetros cinéticos y termodinámicos de la hidrólisis ácida del olote 

Debido a que el tamaño de partícula empleada para la hidrólisis fue menor a 250 µm, 

el análisis cinético se llevó a cabo sin considerar la influencia de la transferencia de 

masa en el proceso (Girisuta et al., 2007; Saeman, 1945).   

 

El modelo cinético de Saeman (Ec. 1.4) ha sido utilizado para estudiar la producción 

de azúcares a partir de biomasa lignocelulósica. Dicho modelo involucra el uso de 

dos constantes cinéticas, la primera asociada a la formación de hexosas y pentosas 

a partir de la celulosa y la hemicelulosa, mientras que la segunda hace referencia a 

la descomposición térmica de los azúcares a aldehídos y a ácidos orgánicos de bajo 

peso molecular. La Figura 3.6 muestra el mecanismo de hidrólisis de la celulosa con 

ácido fosfórico. 



55 
 

H

O

P

O

OH

O OH

H
-

+
O

OH

OH

OH

OH O

OOH

OH

OH OH

OH

O

OH

OH

OH

OH O
+

OOH

OH

OH OH

OH

H
-

O

P

O

OH

O OH

H
-

O
OH

OH

OH

OH
OH

+

O
OH

OH

OH

OH
OH

+ P

OH

OH

O OH

CelulosaÁcido fosfórico

Glucosa Glucosa
Ácido fosfórico

Hidrólisis de la celulosa

O
OH

OH

OH

OH
OH

Calor
O OOH

+ 3 OH2

O OOH

+ OH22
Calor

O

CH3

O

OH +
O

OH

H

HMF

Glucosa

HMF

Ácido Levulínico Ácido Fórmico

Deshidratación térmica de la glucosa

a)

 

Figura 3.6. Transformación de a) la celulosa a glucosa mediante hidrólisis ácida y b) 

deshidratación térmica de la glucosa a aldehídos y ácidos orgánicos 

 

Los datos de la producción de azúcares obtenidos en cada uno de los experimentos 

se ajustaron a los modelos cinéticos de Saeman y de primer orden, utilizando una 

regresión no lineal en el software Origin 8.6. De acuerdo con Saeman (1945) y con 

Ranganathan et al. (1985), las constantes cinéticas calculadas a partir del modelo de 

Saeman pueden ser usadas para calcular la relación entre ambas (kr), la cual 

muestra el efecto de la temperatura y de la concentración del ácido, posteriormente 

dicha relación puede utilizarse para determinar el tiempo óptimo de reacción para la 

producción de azúcares (Ec. 3.2). 
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Ec. 3.2 

Los parámetros cinéticos y estadísticos, así como los tiempos óptimos de reacción 

de cada una de las hidrólisis del olote obtenidos con el modelo de Saeman se 

resumen en la Tabla 3.3.  

 

Tabla 3.3 Parámetros cinéticos y estadísticos determinados a partir del modelo de 

Saeman para la hidrólisis del olote 

Condiciones de 
hidrólisis 

k1 (min
-1

) k2 (min
-1

) R
2
 kr topt (min) 

0.58 M y 90°C 8.60X10
-4

 1.34X10
-4

 0.992 6.417 1033.31 

0.58 M y 100°C 2.20X10
-3

 1.56X10
-4

 0.994 14.102 1294.69 

0.58 M y 110°C 3.69X10
-3

 2.43X10
-4

 0.999 15.185 789.18 

0.77 M y 90°C 1.37X10
-3

 9.14X10
-4

 0.978 1.498 887.13 

0.77 M y 100°C 2.33X10
-3

 4.33X10
-4

 0.993 5.381 887.13 

0.77 M y 110°C 4.26X10
-3

 5.37X10
-4

 0.976 7.933 556.28 

0.96 M y 90°C 2.3X10
-3

 6.51X10
-4

 0.991 3.533 765.41 

0.96 M y 100°C 3.66X10
-3

 1.16X10
-3

 0.998 3.155 459.62 

0.96 M y 110°C 5.67X10
-3

 2.53X10
-3

 0.999 2.2411 574.04 

1.34 M y 90°C 2.47X10
-3

 3.83X10
-5

 0.999 64.829 1715.43 

1.34 M y 100°C 3.52X10
-3

 1.20X10
-4

 0.998 29.333 993.74 

1.34 M y 110°C 6.08X10
-3

 2.79X10
-4

 0.970 21.792 531.21 

 

Los valores de la constante cinética k1 incrementaron en función de la temperatura y 

de la concentración del ácido, mostrando el valor más bajo de 8.60X10-4 min-1 para el 

experimento menos severo; 0.58 M H3PO4 y 90 ºC, y la velocidad mayor (6.08X10-3 

min-1) en la hidrólisis más severa; 1.34 M y 110 ºC. El tiempo óptimo de reacción más 
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bajo fue de 460 minutos calculado en el experimento con 0.96 M y 100ºC. Dicho 

experimento, pese a no alcanzar el rendimiento más alto, mostró el tiempo de 

reacción más corto, esto se asocia con el valor de las constantes cinéticas k1 y k2, las 

cuales para dicho experimento resultaron similares entre sí. La Figura 3.7 muestra 

los datos experimentales de producción de azúcares ajustados al modelo de 

Saeman. 

 

 
 

 
 

Figura 3.7. Datos experimentales de la producción de azúcares a partir de olote 

mediante hidrólisis con a) 0.58 M, b) 0.77 M, c) 0.96 M y d) 1.34 M H3PO4 ajustados 

al modelo cinético de Saeman 
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Debido a que ningún experimento mostró la fase de degradación térmica de los 

azúcares, los datos se ajustaron también al modelo cinético de primer orden, los 

cuales se muestran en  la Figura 3.8. 

 

 

 

 

Figura 3.8. Datos experimentales de la producción de azúcares a partir de olote 

mediante hidrólisis con a) 0.58 M, b) 0.77 M, c) 0.96 M y d) 1.34 M H3PO4 ajustados 

al modelo cinético de primer orden 

 

Como se observa en la Tabla 3.4, el valor de las constantes de velocidad aumentó 

en función de la concentración del ácido para cada una de las temperaturas, a 90ºC 

la constante cinética aumentó de 8.6X10-4 con 0.58 M a 2.47X10-3 con 1.34 M. La 

relación entre la concentración del ácido y la constante cinética de producción de 

azúcares fue estudiada por Zhang et al. (2011) y por Sarkar et al. (2013), quienes 
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observaron que a una temperatura constante, un incremento en la concentración del 

ácido aumenta el valor de la constante cinética. Guerra-Rodríguez et al. (2012), 

estudiaron la hidrólisis de la paja de trigo con ácido sulfúrico diluido y observaron un 

incremento potencial de la constante de velocidad en función de la concentración del 

ácido. Este mismo comportamiento se observó en el presente trabajo utilizando las 

constantes cinéticas calculadas a partir del modelo de Saeman y de primer orden 

(Figura 3.9). 

 

Tabla 3.4 Parámetros cinéticos y estadísticos de la producción de azúcares a partir 

del olote determinados con el modelo de primer orden 

Condiciones 
de hidrólisis 

k (min
-1

) R
2
 Condiciones 

de hidrólisis 
k (min

-1
) R

2
 

0.58 M y 90°C 8.60X10
-4

 0.973 0.96 M y 90°C 2.06X10
-3

 0.982 

0.58 M y 
100°C 

2.07X10
-3

 0.993 0.96 M y 
100°C 

2.99X10
-3

 0.970 

0.58 M y 
110°C 

3.50X10
-3

 0.994 0.96 M y 
110°C 

5.19X10
-3

 0.993 

0.77 M y 90°C 1.20X10
-3

 0.971 1.34 M y 90°C 2.47X10
-3

 0.982 

0.77 M y 
100°C 

2.22X10
-3

 0.995 1.34 M y 
100°C 

3.20X10
-3

 0.974 

0.77 M y 
110°C 

3.85X10
-3

 0.993 1.34 M y 
110°C 

5.71X10
-3

 0.971 

 

 

 

Figura 3.9. Efecto de la concentración del ácido sobre las constantes cinéticas de 

producción de azúcares calculadas a partir del a) Modelo de Saeman y del b) Modelo 

de primer orden 
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Como se observa en la Figura 3.9, los ajustes al modelo potencial de las constantes 

de velocidad calculadas con ambos modelos resultaron similares entre sí. Este 

comportamiento sugiere que el cálculo de dichas constantes puede realizarse de 

manera adecuada utilizando cualquiera de los dos modelos, siempre y cuando no se 

observe la fase de degradación térmica de los azúcares. 

 

Las constantes cinéticas obtenidas con ambos modelos se utilizaron para el cálculo 

de los parámetros termodinámicos. La Figura 3.10 muestra los ajustes de las 

constantes cinéticas calculadas con el modelo de Saeman a las ecuaciones lineales 

de Arrhenius y de Eyring. 

 

Figura 3.10. Constantes cinéticas k1 del modelo de Saeman ajustadas a las 

ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring 

 

Los experimentos realizados con 0.96 y con 1.34 M H3PO4 mostraron un 

comportamiento similar tanto en el ajuste de la ecuación de Arrhenius como en la de 

Eyring, en consecuencia los valores obtenidos de los parámetros termodinámicos 

resultaron similares para ambas concentraciones.  

 

Como se observa en la Tabla 3.5, las Ea calculadas para los experimentos con 0.96 

y 1.34 M H3PO4 resultaron similares entre sí, lo que sugiere que la Ea de la 

producción de azúcares mediante hidrólisis con ácido fosfórico diluido del olote tiene 

un valor cercano a los 52 KJ mol-1. Con base a los valores positivos calculados de 
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ΔH y de ΔG, la hidrólisis ácida del olote resultó un proceso endotérmico y no 

espontáneo. De acuerdo con la teoría del complejo activado, los valores positivos de 

ΔS hacen referencia a una mayor cantidad de energía dentro del complejo, sin 

embargo, el ΔS calculado para cada una de las concentraciones dio valores 

negativos, lo cual sugiere que a nivel molecular la mayor cantidad de energía se 

encuentra en los reactivos antes de la formación del complejo ácido-celulosa (Figura 

3.6). La teoría de las colisiones moleculares sugiere un incremento en el número de 

colisiones a causa de un aumento en la concentración de los reactantes, por ello, el 

factor de frecuencia (A) debería incrementar en función de la molaridad del ácido. 

Este comportamiento fue reportado primeramente por Ranganathan et al. (1985), 

quienes estudiando la hidrólisis ácida de la paja de trigo observaron un incremento 

potencial del factor A en función de la molaridad del ácido. Años más tarde, algunos 

autores reportaron el mismo comportamiento durante la hidrólisis con ácido diluido de 

diferentes materiales lignocelulósicos (Arslan et al., 2012; Chen et al., 2015). 

 

Tabla 3.5 Parámetros termodinámicos de la producción de azúcares mediante 

hidrólisis ácida del olote calculados con las constantes cinéticas del modelo de 

Saeman 

H3PO4 

(M) 

Ea 

(KJ mol
-1

) 

A 

(min
-1

) 

ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(Jmol
-1

K
-1

) 

K ΔG 

(KJ mol
-1

) 

 

0.58 

 

84.44 

 

1.28X10
9
 

 

78.25 

 

-123.39 

363.15 123.06 

373.15 124.29 

383.15 125.53 

 

0.77 

 

65.57 

 

3.63X10
6
 

 

62.47 

 

-163.54 

363.15 121.86 

373.15 123.49 

383.15 125.13 

 

0.96 

 

52.19 

 

7.4X10
4
 

 

49.09 

 

-195.93 

363.15 120.24 

373.15 122.20 

383.15 124.16 

 

1.34 

 

 

51.99 

 

 

7.2X10
4
 

 

 

48.89 

 

 

-196.18 

 

363.15 120.13 

373.15 122.09 

383.15 124.06 
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De acuerdo con los datos mostrados en la Tabla 3.5, el factor A disminuyó al 

aumentar la concentración del ácido, este comportamiento resultó diferente a lo 

esperado y puede ser atribuido al tipo y concentración del ácido, ya que en el 

presente trabajo se utilizó H3PO4 en un rango de concentración de 0.58 a 1.34 M, 

mientras que en investigaciones previas se evaluó el H2SO4 a concentraciones 

menores a 0.5 M. A fin de entender el comportamiento del factor A en 

concentraciones mayores a 0.5 M, es necesario evaluar diferentes materiales 

lignocelulósicos utilizando H2SO4 y H3PO4.  

 

Las constantes de velocidad calculadas con el modelo de primer orden también se 

utilizaron para determinar los parámetros termodinámicos de la producción de 

azúcares por hidrólisis ácida del olote. Los ajustes a las ecuaciones lineales de 

Arrhenius y Eyring resultaron similares a los obtenidos con las constantes k1 del 

modelo de Saeman (Figura 3.11), además, el comportamiento de la Ea, A, ΔH, ΔS y 

ΔG resultó parecido al observado con las contantes del modelo de Saeman. La 

Figura 3.12 muestra una disminución de la Ea, ΔH y ΔS en función de la 

concentración del ácido.  

 

 

Figura 3.11. Constantes cinéticas obtenidas con el modelo de primer orden ajustadas 

a las ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring 
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Figura 3.12. Comportamiento de los parámetros termodinámicos de la producción de 

azúcares calculados con el modelo cinético de a) Saeman y de b) Primer orden en 

función de la concentración del ácido 

 

Los valores promedio de cada uno de los parámetros termodinámicos calculados con 

ambos modelos cinéticos resultaron muy cercanos entre sí. El factor A mostró la 

mayor discrepancia arrojando un valor promedio de 9.05X105 min-1, mientras que la 

Ea, ΔH, ΔS y ΔG mostraron prácticamente el mismo valor. De acuerdo con los datos 

mostrados en la Tabla 3.6, el cálculo de los parámetros termodinámicos de la 

producción de azúcares a partir de la hidrólisis ácida del olote puede realizarse 

utilizando las constantes de velocidad obtenidas con cualquiera de los dos modelos 

cinéticos estudiados: Saeman y Primer orden.  

 

Tabla 3.6 Parámetros termodinámicos de la producción de azúcares a partir de olote 

calculados con los modelos cinéticos de Saeman y de Primer orden 

Modelo 

cinético 

Ea 

(KJ mol
-1

) 

A 

(min
-1

) 

ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(Jmol
-1

K
-1

) 

ΔG 

(kJ mol
-1

) 

Saeman 63.55 3.21X10
8
 59.68 -169.76 122.59 

Primer orden 63.64 1.15X10
8
 60.54 -168.07 122.13 

 

Las constantes de velocidad k2 obtenidas con el modelo de Saeman para los 

experimentos con 0.96 y 1.34 M H3PO4, se utilizaron para determinar los parámetros 

termodinámicos de la descomposición térmica de los azúcares. La Figura 3.13 
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muestra los ajustes de las constantes cinéticas a las ecuaciones lineales de 

Arrhenius y de Eyring.  

 
 

Figura 3.13. Constantes cinéticas k2 del modelo de Saeman ajustadas a las 

ecuaciones lineales de a) Arrhenius y b) Eyring 

 

Los parámetros termodinámicos de la deshidratación de azúcares calculados para 

los experimentos con 0.96 M y 1.34 M H3PO4 resultaron diferentes entre sí (Tabla 

3.7), sin embargo, para ambas concentraciones los valores de Ea, ΔH y ΔG 

resultaron mayores a los calculados para la producción de azúcares (k1). Por otra 

parte, el ΔS disminuyó en la fase de deshidratación térmica, pese a esto a nivel 

molecular la mayor cantidad de energía sigue correspondiendo a los reactivos antes 

de la formación del complejo ácido-agua-azúcar reductor. Desde el punto de vista 

termodinámico el producto más estable generado durante la hidrólisis ácida del olote 

fueron los azúcares reductores ya que los valores de ΔS calculados para k1 fueron 

menores en comparación con los determinados con k2 (Tizazu & Moholkar, 2018). 

 

  Tabla 3.7 Parámetros termodinámicos de la deshidratación térmica de los azúcares 

calculados para la hidrólisis de olote con 0.96 y 1.34 M H3PO4 

Concentración 

de ácido (M) 

Ea 

(KJ mol
-1

) 

A 

(min
-1

) 

ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(Jmol
-1

K
-1

) 

ΔG 

(kJ mol
-1

) 

0.96 78.39 1.18X10
8
 75.30 -134.58 125.52 

1.34 114.99 1.38X10
12

 111.89 -56.72 133.05 
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La diferencia en los valores de los parámetros termodinámicos observados entre la 

producción y la descomposición de azúcares fue reportada previamente. Algunos 

trabajos como los de Chen et al. (1996), Eken et al. (1998), Lu et al. (2008) y Chen et 

al. (2015), observaron que la Ea fue mayor para la deshidratación en comparación 

con la producción de azúcares; comportamiento observado en éste trabajo. Sin 

embargo, Arslan et al. (2012), quienes calcularon los parámetros termodinámicos de 

la producción y descomposición de los azúcares reductores totales en la hidrólisis 

con ácido sulfúrico de la cáscara de avellana observaron que la Ea mayor 

corresponde a la fase de producción de azúcares, comportamiento que había sido 

previamente reportado por Ranganathan et al. (1985), durante la hidrólisis con ácido 

sulfúrico de la paja de trigo. 

 

El cálculo de los parámetros ΔH, ΔS y ΔG utilizando la ecuación de Eyring ha sido 

escasamente estudiado. Swati et al. (2013), calculó dichos parámetros para la 

producción de xilosa a partir de la especie Parthenium hysterophorus L., a diferentes 

condiciones de hidrólisis, observando que ante un incremento en la molaridad del 

ácido, el valor de dichos parámetros aumenta. Años más tarde, Tizazu & Moholkar 

(2018), determinaron los parámetros termodinámicos para la hidrólisis con ácido 

sulfúrico diluido del bagazo de caña de azúcar. Tanto la Ea como el ΔH y el ΔG 

aumentaron para la fase de degradación térmica de los azúcares, mientras que el 

valor de ΔS disminuyó en esta etapa. Este comportamiento resultó parecido al 

observado en el presente trabajo, en donde los parámetros termodinámicos 

incrementaron su valor para la fase de degradación térmica de los sacáridos con 

excepción del ΔS. Sin embargo, el comparativo debe tomarse con precaución, ya 

que el tipo y la concentración del ácido, así como la biomasa lignocelulósica, la 

relación sólido-líquido y el tiempo de hidrólisis fueron diferentes. 

 

La Ea y el factor A determinados en el presente trabajo a partir de los valores de k1 

resultaron similares a los reportados por Arslan et al. (2012), quienes estudiaron 

dichos parámetros en la hidrólisis de la cáscara de avellana con ácido sulfúrico 0.5 

M. Los valores similares pueden asociarse con el tipo de azúcar estudiado en ambos 
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trabajos; Azúcares reductores. Por otra parte, Tizazu & Moholkar (2018), calcularon 

los parámetros termodinámicos de la hidrólisis con ácido sulfúrico del bagazo de 

caña de azúcar, la Ea, el A y el ΔH tanto para la producción como para la 

deshidratación de los azúcares determinados por ellos resultaron similares a los 

reportados en el presente trabajo, sin embargo, el tipo de azúcar estudiado fue 

diferente, ya que ellos únicamente reportaron la producción y descomposición de la 

xilosa. 

 

3.2.3 Caracterización de los residuos del olote hidrolizado 

En todos los espectros FTIR mostrados en el presente trabajo, las letras H, C y L 

corresponden a hemicelulosa, celulosa y lignina respectivamente, mientras que el 

símbolo β hace referencia al enlace β glucosídico propio de la celulosa y de la 

hemicelulosa. Todos los espectros FTIR se normalizaron en un rango de 2000 a 600 

cm-1, las bandas de vibración se determinaron con base a los trabajos de Li et al. 

(2016), Xu et al. (2013), Zhu et al. (2016) y Gómora (2016). El enlace β1-4 

glucosídico se observó en cada uno de los espectros de la Figura 3.14 

correspondiente al experimento con 0.58 M H3PO4 y 100 ºC a un número de onda de 

897 cm-1 (Sahoo et al., 2018), las vibraciones observadas a 983, 1036, 1102 y 1156 

cm-1 hacen referencia a los enlaces C-O y C-C de la celulosa, por otra parte, la 

hemicelulosa se observó a 1244 y 1726 cm-1, esta última vibración corresponde a la 

absorción del enlace C=O propio de los grupos acetil. Finalmente, la lignina presentó 

sus bandas características del anillo aromático en 1511 y 1596 cm-1, mientras que los 

enlaces C-H correspondientes a la parte alifática se observaron en 1425 y 1460 cm-1. 

De acuerdo con Li et al., 2016, el valor de 832 cm-1 se asocia al hidroxi-fenil de la 

lignina, sin embargo, también ha sido asociado al enlace P-O-C derivado del 

contacto entre el H3PO4 y el olote, dicha vibración aumentó a medida que el tiempo 

de contacto con el ácido se incrementó. Al mismo tiempo, la intensidad y la amplitud 

de las vibraciones características de la celulosa (980 – 1150 cm-1) disminuyeron con 

el paso del tiempo, haciendo más delgada y definida dicha región.  
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Figura 3.14. Espectros FTIR de las muestras de olote tomadas antes y después de 

180 y 300 minutos de hidrólisis con 0.58 M H3PO4 y 100 ºC 

 

Los espectros FTIR de las muestras tomadas después de 180 y 300 minutos de 

tiempo de contacto con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC se muestran en la Figura 3.15. Tanto 

la intensidad como la amplitud de las bandas características de hemicelulosa y 

celulosa disminuyeron al incrementar el tiempo de contacto con el ácido, además las 

vibraciones situadas en la región de 950 a 1200 cm-1 se hicieron más definidas. De 

acuerdo con Hsu et al., la vibración ubicada a 1064 cm-1 corresponde a los alcoholes 

primarios y secundarios (enlace C-O-H) que están presentes en la estructura de la 

lignina y son traslapados debido a la predominancia de los enlaces C-C y C-O-C de 

la celulosa y hemicelulosa. La aparición de la banda a 1064 cm-1 va de la mano con 

el incremento en la intensidad de las vibraciones características de la lignina 

observadas en 1510, 1425 y en 832 cm-1 (Tabla 3.8). Este comportamiento sugiere 

que la fracción másica de la lignina se incrementó como resultado de la 

monomerización de la holocelulosa, es decir, el contacto entre el olote y el ácido 

fosfórico diluido resultó eficiente para recuperar azúcares a partir de la celulosa y 

hemicelulosa, mientras que la estructura de la lignina permaneció casi inalterada. 



68 
 

 

Figura 3.15. Espectros FTIR de las muestras de olote tomadas antes y después de 

180 y 300 minutos de hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC 

 

Tabla 3.8 Principales vibraciones del olote con y sin hidrolizar observadas en los 

espectros FTIR 

Número de 

onda (cm
-1

) 

Compuesto / Enlace 

químico 

Número de 

onda (cm
-1

) 

Compuesto / Enlace  

químico 

832 P-O-C y lignina (C-H) 1315 Celulosa y hemicelulosa   (C-

H2) 

896 Β-glucosídico 1336 Lignina (O-H), celulosa y 

hemicelulosa (C-H) 

986 Celulosa (C-O) 1370 Lignina (O-H), celulosa y 

hemicelulosa (C-H) 

1031 Celulosa (C-C y C-C-O) 1422 Lignina (CH3-O) 

1056 Celulosa y lignina (C-O-H) 1460 Lignina (CH3-O) 

1104 Celulosa (C-O-C and C-O) 1511 Lignina (Anillo aromático) 

1156 Celulosa (C-O-C) 1599 Lignina (Anillo aromático) 

1199 Hemicelulosa y celulosa 

(O-H) 

1645 Agua (O-H) 

1244 Hemicelulosa  (C-O) 1735 Hemicelulosa (C=O) 

 

El análisis de cristalinidad en el olote antes y después de 300 minutos de hidrólisis 

ácida se llevó a cabo mediante la técnica de DRX. Los picos más importantes se 

observaron a los ángulos 2θ de 16º y 22º, y corresponden respectivamente a las 

regiones amorfas y cristalinas de la celulosa (Figura 3.16).  
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Figura 3.16. Patrones de difracción de rayos X del olote antes y después de la 

hidrólisis ácida a diferentes condiciones de operación 

 

El olote sin hidrolizar mostró dos picos de baja intensidad asociados a la 

hemicelulosa a los ángulos 2θ de 26º y 28º, los cuales desaparecieron después de la 

hidrólisis ácida. De acuerdo con Li et al. (2016), el ángulo de 28º puede ser atribuido 

también a la presencia de SiO2 presente en la fracción inorgánica del olote. Con la 

finalidad de cuantificar el cambio en la cristalinidad del biomaterial, el índice de 

cristalinidad (ICr) se determinó de acuerdo con la Ecuación 3.3 (Gaur et al., 2016). 

 

    [
       

   
]      

Ec. 3.3 

 

En donde I22 y I16 son respectivamente las intensidades de los picos a 22º y 16º. El 

ICr del olote sin hidrolizar fue de 28.97%, valor que incrementó después del 

tratamiento ácido, lo cual puede ser atribuido a la descomposición de la hemicelulosa 

y a la transformación de la celulosa amorfa en glucosas. El valor más grande del ICr 

fue de 38.59% calculado para el experimento con 0.96 M H3PO4 y 110 °C, a estas 

condiciones el rendimiento de producción de azúcares fue de 51.26 g de azúcar / 100 

g de olote. El rendimiento más alto de producción de azúcares se observó en el 

experimento realizado a 110 °C y 1.34 M H3PO4 (54.31 g de azúcar / 100 g olote), el 
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ICr calculado para dicho experimento fue de 37.46%. Como se observa en la Tabla 

3.9 tanto los valores del ICr como los rendimientos de producción de azúcares 

determinados con 0.96 M y 1.34 M H3PO4 a 110ºC resultaron similares entre sí. El 

ICr aumentó después del tratamiento químico sugiriendo que la hidrólisis ácida fue 

eficiente para transformar la celulosa amorfa y la fracción hemicelulósica en azúcares 

reductores. Un comportamiento similar fue reportado anteriormente para la hidrólisis 

de distintos materiales lignocelulósicos (Gaur et al., 2016; Lee et al., 2015; Sahoo et 

al., 2018). 

 

Tabla 3.9 Producción de azúcares e ICr del olote hidrolizado con ácido fosfórico a 

diferentes condiciones de operación 

 

Las muestras tomadas antes y después de 300 minutos de hidrólisis con 1.34 M 

H3PO4 a las temperaturas de 90 y 110 ºC, así como del experimento con 0.96 M 

H3PO4 y 110 ºC se analizaron mediante MEB y Espectroscopia de Rayos X de 

Energía Dispersa (EDS). Las micrografías observadas en la Figura 3.17 mostraron 

cambios en las estructuras de las microfibrillas, así como un incremento en la 

porosidad del olote después del tratamiento. En las micrografías mostradas en las 

Figuras 3.17c y 3.17d se observó la aparición de partículas blanquecinas las cuales 

se asocian con la parte inorgánica del material, además en ambas micrografías se 

observó un incremento en el número de poros a lo largo de la estructura del olote, lo 

cual puede atribuirse a la descomposición de la fracción holocelulósica.  

Condiciones de 

hidrólisis 

pH FSC Azúcar  

(g / 100 g) 

Holocelulosa - 

azúcar (%) 

ICR (%) 

Olote sin 

hidrolizar 

- - - - 28.97 

1.34 M H3PO4, 

90ºC y 300 min 

0.95 1.24 34.09 46.94 36.82 

1.34 M H3PO4, 

110ºC y 300 min 

0.89 1.88 54.31 74.77 37.46 

0.96 M H3PO4, 

110ºC y 300 min 

1.05 1.72 51.26 70.57 38.59 
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Figura 3.17. Micrografías del olote a) antes y después de la hidrólisis durante 300 

minutos con H3PO4 b) 1.34 M y 90 ºC, c) 0.96 M y 110 ºC, y d) 1.34 M y 110 ºC a 95 

aumentos 

 

Los cambios morfológicos y estructurales mostrados en las micrografías de la Figura 

3.17 fueron similares a los reportados previamente por Boontum et al. (2019), Li et al. 

(2016), Sahoo et al. (2018) y Sun et al. (2015), quienes observaron la ruptura y el 

reordenamiento de las microfibrillas de carbohidratos debido a una hidrólisis ácida o 

alcalina, además de un aumento tanto en el volumen del poro como en el área 

superficial del material, lo cual favorece a la subsecuente hidrólisis enzimática y a la 

fermentación.  

 

La Figura 3.18 muestra las micrografías tomadas a 500 aumentos del olote antes y 

después de la hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC, en esta última micrografía se 
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aprecia de manera clara la formación de poros a lo largo de las microfibrillas, así 

como las partículas blanquecinas asociadas con la parte inorgánica del olote, las 

cuales de acuerdo con Li et al. (2016) corresponden a partículas de silicio en forma 

de SiO2.   

 

 

Figura 3.18. Micrografías del olote a) antes y después de la hidrólisis durante 300 

minutos con H3PO4 b) 1.34 M y 110 ºC, a 500 aumentos 

 

Las zonas observadas en las Figuras 3.17 y 3.18 fueron utilizadas para determinar la 

composición elemental por EDS. En la Tabla 3.10, se presenta el porcentaje atómico 

del carbono y oxígeno, el porcentaje de ambos elementos  disminuyó después de la 

hidrólisis ácida a consecuencia de la transformación de la holocelulosa en azúcares 

reductores, mientras que el contenido de silicio y azufre aumentó en las muestras 

tratadas con mayor severidad. La presencia de potasio solo se observó en el olote 

sin hidrolizar lo que significa que pasa al hidrolizado, y el porcentaje de oxígeno más 

bajo fue determinado en la hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC, condiciones a las 

cuales se obtuvo el mayor rendimiento de producción de azúcares reductores. El 

análisis elemental de la micrografía mostrada en la Figura 3.18 b) mostró el mayor 

porcentaje atómico de silicio y el menor porcentaje de carbono alcanzando valores 

respectivos de 8.47% y 49.92%, pese a la disminución en el contenido de carbono, el 

oxígeno alcanzó un porcentaje de 34.88%, lo cual indica que las partículas 

blanquecinas están compuestas principalmente por SiO2. Finalmente el calcio se 

observó en todas las micrografías con excepción del olote sin hidrolizar.  
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Tabla 3.10 Análisis elemental del olote antes y de los residuos, después de la 

hidrólisis con ácido fosfórico a diferentes condiciones 

Muestra Olote sin 

hidrolizar 

1.34 M y 90 ºC 0.96 M y 110 ºC 1.34 M y110 ºC 1.34 M y 110 ºC 
(partículas) 

Elemento % Atómico 

C 60.17 54.45 56.56 56.16 49.92 

O 38.99 37.35 35.37 33.62 34.88 

Si 0.21 0.12 0.41 0.30 8.47 

S - 0.031 0.022 0.039 0.029 

K 0.55 - - - - 

Ca - 0.10 0.074 0.092 0.036 

 

3.2.4 Análisis factorial de la hidrólisis ácida del olote 

Para el análisis factorial se utilizaron 3 variables con 3 niveles cada una. Las 

variables fueron la temperatura de hidrólisis (90, 100 y 110 ºC), la concentración del 

ácido fosfórico (3, 4 y 5 %v) y el tiempo de contacto (30, 60 y 90 minutos). El número 

total de experimentos fue de 27, valor obtenido a partir de las interacciones de cada 

uno de los niveles de cada una de las variables. Cada experimento se realizó por 

duplicado y la cantidad de azúcares reductores (Anexo B2), la concentración de 

furfural (Anexo B3) y el FSC fueron seleccionados como variables dependientes o 

respuestas. Los valores codificados de las variables independientes se determinaron 

con ayuda de la Ec. 3.4 (Cao et al., 2018), siendo el valor más alto +1 y el valor 

menor -1.  

 

      
     

  
     (Ec. 3.4) 

En donde xi es el valor codificado de la variable independiente, mientras que Xi, Xo y 

ΔX son respectivamente el valor real, el valor real en el punto central y el incremento 

de la variable independiente.  

 

Con el fin de modelar el comportamiento de las respuestas, las variables 

independientes se ajustaron a un modelo matemático cuadrático. De acuerdo con 

Cao et al. (2018), y Timung et al. (2015) el modelo matemático cuadrático predice 
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adecuadamente las respuestas a partir de las variables independientes y de las 

interacciones entre ellas. La forma general de dicho modelo se representa en la Ec. 

3.5.  

 

     ∑      ∑      
  

     
   ∑ ∑        

 
     

 
      (Ec. 3.5) 

 

Donde Y es la variable dependiente o la respuesta, Bo un coeficiente constante, Bi, 

Bii y Bij son los coeficientes de los efectos lineales, cuadráticos y de las interacciones 

de las variables independientes respectivamente, y ϵ la desviación. Los valores 

codificados de cada una de las variables calculados a partir de la ecuación 3.4 se 

resumen en la Tabla 3.11. 

 

Tabla 3.11. Valores codificados y reales de las variables de la hidrólisis del olote 

Nivel Variable 

codificada 

Temperatura (°C) Concentración de 

ácido (%v) 

Tiempo de 

contacto (min) 

Bajo -1 90 3 30 

Medio 0 100 4 60 

Alto 1 110 5 90 

 

El experimento realizado con el nivel más alto de cada una de las variables; 110 ºC, 

5 %v y 90 minutos, mostró la mayor producción tanto de azúcares reductores como 

de furfural con rendimientos de 25.17 y de 1.01 g / 100 g de olote respectivamente. 

Los experimentos realizados con el nivel más bajo de la concentración de ácido y de 

tiempo de contacto tuvieron los rendimientos menores; 2.16, 1.39 y 1.49 g de azúcar 

/ 100 g de olote para las temperaturas de 90, 100 y 110 ºC respectivamente. El valor 

más pequeño del FSC (-0.067) se observó con el nivel más bajo de cada una de las 

variables, sin embargo, el FSC más grande (1.329) se determinó en el experimento 

con 4 %v H3PO4, 110 ºC y 90 minutos, a dichas condiciones se observaron los 

rendimientos de 21.14 g de azúcar y de 0.773 g de furfural por cada 100 g de olote. 

La relación más grande entre los azúcares reductores y el furfural fue de 35.65 

calculado en el experimento con 4 %v H3PO4, 90 ºC y 30 minutos. La conversión de 

azucares a furfural (%) mostrada en la Tabla 3.12 está asociada con la cantidad de 
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holocelulosa que fue transformada en azúcares reductores durante la hidrólisis ácida, 

dicho porcentaje incrementó a medida que la producción de azúcares aumentó.  

 

Tabla 3.12. Resultados experimentales de la hidrólisis de olote en H3PO4 diluido 

No. Exp No. Std Temp. 

(°C) 

Conc. 

(%v) 

Tiempo 

(minutos) 

Azúcar 

Exp 

(g/100g) 

Conv. 

(%) 

Furfural 

Exp 

(mg/100g) 

FSC 

1 4 -1 0 -1 5.50 8.41 154.28 0.263 

2 8 -1 +1 0 8.44 12.91 288.18 0.504 

3 14 0 0 0 7.87 12.04 341.24 0.838 

4 3 -1 -1 +1 4.67 7.15 183.42 0.435 

5 6 -1 0 +1 8.89 13.61 342.37 0.719 

6 24 +1 0 +1 21.14 32.35 773.52 1.329 

7 18 0 +1 +1 17.33 26.52 633.59 0.834 

8 27 +1 +1 +1 25.17 38.52 1010.89 1.164 

9 12 0 -1 +1 4.03 6.17 475.04 0.669 

10 1 -1 -1 -1 2.16 3.31 99.76 -0.067 

11 16 0 +1 -1 6.33 9.69 221.79 0.392 

12 20 +1 -1 0 10.24 15.67 434.08 0.823 

13 26 +1 +1 0 15.75 24.10 644.90 1.008 

14 11 0 -1 0 3.14 4.81 351.031 0.542 

15 13 0 0 -1 4.46 6.83 175.60 0.557 

16 9 -1 +1 +1 11.77 18.01 462.49 0.639 

17 5 -1 0 0 6.61 10.12 220.67 0.544 

18 22 +1 0 -1 5.96 9.12 273.56 0.857 

19 17 0 +1 0 10.67 16.33 433.34 0.668 

20 15 0 0 +1 12.72 19.47 569.50 1.014 

21 21 +1 -1 +1 17.75 27.17 728.68 1.009 

22 10 0 -1 -1 1.39 2.13 93.34 0.175 

23 23 +1 0 0 10.17 15.56 448.82 1.183 

24 25 +1 +1 -1 7.94 12.15 374.32 0.757 

25 2 -1 -1 0 3.75 5.74 174.53 0.234 

26 7 -1 +1 -1 6.42 9.82 234.28 0.178 

27 19 +1 -1 -1 1.49 2.28 228.32 0.522 
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Tomando como base los datos experimentales se desarrollaron modelos 

matemáticos cuadráticos a fin de predecir la producción de azúcares, la 

concentración de furfural y los valores del FSC utilizando cada uno de los factores y 

la interacción entre ellos. La Tabla 3.13 resume el ANOVA obtenido para el modelo 

matemático de la producción de azúcares, en donde de acuerdo con los valores-p se 

observó que la temperatura de hidrólisis (A), la concentración del ácido (B), el tiempo 

de contacto (C), la variable A2 y las interacciones AC y BC resultaron significativas 

(valor-p < 0.05), mientras que las variables B2, C2 y la interacción AB resultaron 

estadísticamente insignificantes ya que mostraron un valor-p > 0.05.  

 

Tabla 3.13 ANOVA obtenido para el modelo matemático cuadrático de los azúcares 

Variable Coeficiente Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 

Valor F Valor-p 

Modelo  9 923.49 102.61 50.13 <0.0001 

Temp. (A)  1 183.04 183.042 89.42 <0.001 

Conc. (B)  1 208.08 208.08 101.66 <0.001 

Tiempo (C)  1 371.92 371.92 181.70 <0.001 

A
2
  1 26.66 26.66 13.02 0.002 

B
2
  1 1.25 1.25 0.61 0.446 

C
2
  1 2.60 2.60 1.27 0.276 

AB  1 0.93 0.93 0.45 0.511 

AC  1 116.69 116.69 57.01 <0.001 

BC  1 12.34 12.34 6.03 0.025 

Residual  17 34.79 2.047   

 

El modelo matemático mostrado en la Ec. 3.6 tuvo un valor-p < 0.0001 lo cual sugiere 

que dicho modelo resulta altamente significativo y puede predecir de una manera 

confiable la producción de azúcares a partir de las variables de la hidrólisis.  

 

       (
 

     
)                           

                                               

R2=0.964    (Ec. 3.6) 
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En el caso del furfural todas las variables cuadráticas; A2 (p=0.121), B2 (p=0.133) y 

C2 (p=0.244), así como la interacción AB (p=0.439) mostraron un valor p > 0.05, lo 

cual sugiere que dichas variables no tienen significancia estadística en el proceso de 

hidrólisis. El ANOVA obtenido a partir de los datos experimentales del FSC mostró 

que la interacción de las variables no fue estadísticamente significativa ya que su 

valor-p resultó > 0.05 en todos los casos; AB (p=0.130), AC (p=0.566) y BC 

(p=0.073). El modelo matemático obtenido tanto para el furfural (Ec. 3.7) como para 

el FSC (Ec. 3.8) mostró un valor-p < 0.0001, lo cual se asocia a una alta 

confiabilidad de los modelos para predecir la concentración de furfural y los valores 

del FSC a partir de la temperatura, concentración de ácido y tiempo de hidrólisis.  

 

         (
  

     
)                                

                                                   

R2=0.979                                             (Ec. 3.7) 

  

                                                        

                               

R2=0.996  (Ec. 3.8) 

 

La Figura 3.19 muestra el comportamiento de los datos calculados con los modelos 

cuadráticos en función de los valores experimentales. En todos los casos, los datos 

se ajustaron satisfactoriamente a un modelo lineal alcanzado coeficientes de 

correlación R2 mayores a 0.96, lo que comprueba que la desviación entre los valores 

experimentales y los calculados es baja. Esta tendencia fue reportada previamente 

por Cao et al. (2018) y por Saha et al. (2018) quienes estudiaron respectivamente la 

hidrólisis de la madera de pino con ácido fosfórico y la hidrólisis de residuos de frutas 

con ácido acético. 
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Figura 3.19. Comportamiento de los valores calculados con los modelos cuadráticos 

en función de los valores experimentales para los a) azúcares reductores, b) furfural 

y c) FSC 

 

Las superficies de respuesta obtenidas para los azúcares reductores se muestran en 

las Figuras 3.20a, 3.20b y 3.20c. La producción de azúcares incrementó al aumentar 

la temperatura de hidrólisis, la concentración del ácido y el tiempo de contacto, 

siendo los niveles más altos de cada una de las variables en donde se encontró la 

máxima producción; 25.17 g de azúcar / 100 g de olote. La temperatura fue la 

variable que más afectó el rendimiento de azúcares, incrementando la producción de 

11 a 25 g de azúcar / 100 de olote cuando la temperatura aumentó de 90 a 110 ºC, 

utilizando una concentración de ácido del 5%v y un tiempo de reacción de 90 

minutos (Figs. 3.20a y 3.20b), Avci et al. (2013a), obtuvieron un comportamiento 
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similar durante la hidrólisis con ácido fosfórico diluido del rastrojo de maíz, ya que la 

producción de azúcares se duplicó cuando se aumentó la temperatura de 140ºC a 

180 ºC.  

 

 

Figura 3.20. Superficies de respuesta obtenidas para la producción de azúcares; a) 

Temperatura y concentración a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v 

H3PO4 y c) concentración y tiempo a 110 °C 

 

Díaz-Blanco et al. (2018), observaron que la producción de azúcares aumentó al 

incrementar la concentración del ácido y al disminuir la temperatura, en la hidrólisis 

del Agave lechuguilla con ácido sulfúrico diluido, este comportamiento resultó similar 

a lo reportado por Cao et al. (2018), quienes observaron la misma tendencia a una 

temperatura de 120ºC, sin embargo, en éste último trabajo el rendimiento de 

producción de azúcares disminuyó al modificar la temperatura. En la producción de 

azúcares mediante hidrólisis con ácido acético de los residuos de frutas se observó 

que el rendimiento incrementó al utilizar los niveles más bajos de la temperatura 

(62.5ºC), tiempo de contacto (30 minutos) y concentración de ácido (0.2 M) (Saha et 

al., 2018), mientras que en la hidrólisis de la especie Eucalyptus benthamii con ácido 
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fosfórico la mayor producción de azúcares se obtuvo empleando la temperatura más 

alta (200 ºC) y el nivel medio de la concentración del ácido (0.75 %p) (Castro et al., 

2014). La producción de azúcares reductores a partir del bambú y del bagazo de 

caña de azúcar mediante hidrólisis con ácido sulfúrico diluido se estudió a través de 

superficie de respuesta (Timung et al., 2015), ambos biomateriales mostraron el 

mayor rendimiento a los niveles más altos tanto de la temperatura como del tiempo 

de reacción, comportamiento observado en el presente trabajo. Jung et al. (2013), 

evaluaron la producción de azúcares por hidrólisis con ácido sulfúrico de racimos de 

frutas, concluyendo que un incremento tanto de la concentración del ácido como de 

la temperatura asociado a un decremento en los tiempos de operación favorece el 

rendimiento. Las diferencias en la producción de azúcares observadas entre las 

investigaciones antes mencionadas y el presente estudio pueden atribuirse 

principalmente a la naturaleza de la biomasa, al tipo de ácido, y a las condiciones y a 

la severidad de la hidrólisis. 

 

La mayor producción de furfural fue de 1.01 g / 100 g de olote obtenido en el 

experimento con los valores más altos de cada una de las variables, las 

concentraciones más bajas se observaron cuando se utilizaron los niveles más bajos 

de las variables de hidrólisis. Como se observa en las Figuras 3.21a, 3.21b y 3.21c, 

un incremento de la temperatura, concentración del ácido y del tiempo de contacto 

propició un aumento en la producción de furfural, que resultó similar al observado en 

las superficies de respuesta de los azúcares reductores y a lo reportado previamente 

por Avci et al. (2013a), durante la hidrólisis del rastrojo de maíz con ácido fosfórico. 
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Figura 3.21. Superficies de respuesta obtenidas para la producción de furfural; a) 

Temperatura y concentración a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v 

H3PO4 y c) concentración y tiempo a 110 ºC 

 

De acuerdo con las Figuras 3.21a y 3.21b, la temperatura fue la variable que más 

efecto tuvo sobre la producción de furfural, lo cual puede atribuirse a que el furfural 

es un aldehído que se produce a partir de la deshidratación de los azúcares 

(pentosas) en presencia de calor (Ruíz et al., 2013; Na & Lee, 2015). Avci et al. 

(2013b), observaron durante la hidrólisis con ácido fosfórico del rastrojo de maíz que 

un incremento tanto de la temperatura como de la concentración del ácido aumentó 

la concentración de furfural en el hidrolizado, mientras que Vázquez et al. (2007), 

demostraron que un incremento en la concentración del ácido asociado a un 

aumento en el tiempo de contacto favoreció la producción de furfural a partir de paja 

de sorgo, la máxima producción encontrada por ellos fue de 0.57 g de furfural por 

cada g de pentosa, valor que equivale a un rendimiento de 13.36 g de furfural / 100 g 

de paja de sorgo en una hidrólisis con 6 %p ácido fosfórico, 134 °C y 300 minutos de 

tiempo de contacto. 

 

Los valores más grandes del FSC se observaron en un rango de concentración de 

ácido de 4 a 4.5 %v y a los tiempos y temperaturas más altas. La Figura 3.22a 

muestra un aumento del FSC en función de la concentración del ácido y de la 

temperatura, sin embargo ésta última variable mostró un efecto más importante, ya el 

FSC incrementó de 0.640 a 1.164 al aumentar la temperatura de 90 °C a 110 °C, 
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utilizando una concentración de ácido de 5 %v y un tiempo de contacto de 90 

minutos.  

 

 

Figura 3.22. Superficies de respuesta obtenidas para el FSC; a) Temperatura y 

concentración a 90 minutos, b) Temperatura y tiempo con 5 %v H3PO4 y c) 

concentración y tiempo a 110 ºC 

 

A las temperaturas y tiempos de reacción más bajos se determinaron los FSC más 

pequeños, mientras que a las temperaturas y tiempos de contacto más altos se 

observaron los valores más grandes. Este comportamiento sugiere que tanto el 

tiempo de contacto como la temperatura afectan drásticamente la severidad de la 

hidrólisis ácida del olote (Fig. 3.22b). En la Figura 3.22c se observa que el FSC 

incrementó al aumentar tanto el tiempo de contacto como la concentración del ácido, 

siendo ésta última variable la que menos afectó al FSC. De acuerdo con las 

superficies de repuesta, el FSC se estabilizó y disminuyó al aumentar la 

concentración del ácido por encima de 4.5 %v.     
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En la Figura 3.23 se observa que un mismo valor del FSC puede relacionarse con 

diferentes rendimientos, es decir, diferentes condiciones de hidrólisis pueden tener 

una misma severidad pero diferente producción de azúcares y de furfural. Los 

rendimientos más bajos de producción de azúcares; 1.39 y 1.49 g / 100 g olote están 

asociados a los FSC de 0.175 y de 0.522 respectivamente, mientras que la mayor 

producción tanto de azúcares como de furfural se observó a un valor del FSC de 

1.164.  

 

 

Figura 3.23. Producción de a) azúcares y de b) furfural en función del FSC 

 

Las concentraciones de azúcares reductores y de furfural incrementaron al aumentar 

el FSC (Díaz-Blanco et al., 2018; Park et al., 2013; Pappas et al., 2014), sin 

embargo, FSC mayores a 1.164 mostraron una disminución en dichas 

concentraciones. Comportamiento similar fue reportado por Ruiz et al. (2013), 

quienes estudiaron la hidrólisis de los tallos de girasol con ácido sulfúrico diluido 

observando que a FSC mayores a 2.32  la concentración de furfural disminuyó. Esta 

tendencia puede ser atribuida a que las condiciones de hidrólisis resultaron severas 

para la biomasa pero poco eficientes para la producción de azúcares reductores y de 

furfural, propiciando la formación de algunos subproductos tales como los 

monolignoles y los ácidos orgánicos de bajo peso molecular. Algunos trabajos 

reportados previamente han mostrado tendencias similares a las obtenidas en el 
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presente trabajo utilizando diferentes condiciones de hidrólisis y tipos de biomasa 

(Pappas et al., 2014; Yang et al., 2013). En trabajos anteriores (Gómora et al., 2016) 

se reportó la hidrólisis ácida del tallo de haba y del olote, observando que los datos 

de producción de azúcares se ajustaron a un modelo exponencial en función del FSC 

(R2 > 0.90), dicha tendencia puede observarse ligeramente en el presente trabajo. 

 

La temperatura tuvo un efecto importante sobre la severidad de la hidrólisis, ya que 

al aumentar dicha variable tanto el FSC como la producción de azúcares se 

incrementaron, como se ve claramente en la Figura 3.24 a). Esta tendencia fue 

diferente a la reportada por Hsu et al. (2010), quienes observaron que al aumentar la 

temperatura de operación de 160°C a 190°C, el FSC no cambió, sin embargo, la 

producción de xilosa disminuyó aproximadamente en un 30%, lo cual puede 

atribuirse a la alta temperatura de operación que favoreció la producción de furfural. 

La concentración del ácido no mostró un efecto importante sobre el FSC (Figura 3.24 

b), pero si sobre la producción de azúcares reductores, ya que FSC cercanos a 1.0 

presentan diferentes concentraciones de azúcar con distintas concentraciones de 

ácido. Los valores más grandes del FSC se obtuvieron con una concentración del 

ácido de 4 %v, sin embargo, la mayor producción de azúcares se observó utilizando 

ácido fosfórico al 5 %v.   

 

 

Figura 3.24. Efecto de la a) temperatura y de la b) concentración del ácido sobre la 

producción de azúcares reductores a diferentes valores del FSC 
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La producción de furfural incrementó linealmente en función de la cantidad de 

azúcares, mostrando un coeficiente de correlación R2=0.975 y una pendiente 

m=0.0389 (Figura 3.25). Este último valor significa que se producen 0.0389 g de 

furfural por cada g de azúcar reductor, es decir, se requieren 25.71 g de azúcar para 

producir 1 g de furfural. Ésta relación calculada a partir de la pendiente de la línea 

recta resultó muy similar a los datos empíricos, ya que el experimento realizado con 

5 %v H3PO4, 110 °C y 90 minutos (niveles altos de cada variable para este análisis) 

mostró una producción de azúcares reductores y de furfural de 25.17 y de 1.01 g / 

100 g de olote respectivamente, valores que equivalen a una relación de 24.92 g de 

azúcar / g de furfural. La relación más grande entre el azúcar y el furfural fue de 

35.65 observada en el experimento con 4 %v H3PO4, 90 °C y 30 minutos de tiempo 

de reacción, a éstas condiciones la producción de azúcares fue de 5.5 g / 100 g de 

olote. Los experimentos realizados a 90°C mostraron rendimientos de producción de 

azúcar bajos (< 9 g de azúcar / 100 g de olote), sin embargo, a ésta temperatura 

también se observaron las relaciones azúcar-furfural más grandes, lo que sugiere 

que a temperaturas mayores a 90 ºC la producción de azúcares y de furfural 

aumenta, siendo la producción de furfural la reacción más favorecida. 

 

 

Figura 3.25. Comportamiento de la concentración de furfural en función de la 

cantidad de azúcares reductores 
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Se seleccionaron muestras de olote hidrolizado con diferentes severidades y se 

caracterizaron mediante la técnica de FTIR con la finalidad de determinar los 

cambios en los grupos funcionales debidos al contacto con el ácido. Las bandas de 

vibración características de la celulosa, hemicelulosa y lignina se representaron con 

las letras C, H y L respectivamente, mientras que el enlace β-glucosídico propio de la 

celulosa  y la hemicelulosa se identificó con la letra B (Figura 3.26). 

 

Figura 3.26. Espectros FTIR de las muestras tomadas antes (línea negra) y después 

de la hidrólisis ácida con diferentes severidades; FSC=0.838 (línea roja) y 

FSC=1.164 (línea azul) 

 

Las bandas características de la hemicelulosa se observaron a 1243 y 1732 cm-1, 

ésta última vibración ha sido asociada con el enlace C=O propio de los grupos acetil 

(Gaur et al., 2016; Sewsynker-Sukai et al., 2018). La identificación de las principales 

bandas de vibración observadas en los espectros del olote con y sin hidrolizar se 

discutió en el apartado 3.2.3. La intensidad de las bandas de vibración características 

de la hemicelulosa disminuyó en función del FSC, mientras que la región 

característica de la celulosa (950 -1200 cm-1) mostró la aparición de una banda a 

1064 cm-1 después de la hidrólisis ácida. La aparición de dicha banda aunada al 

incremento en la intensidad de la vibración observada en 1510 cm-1 sugiere que la 

fracción másica de la lignina aumentó a consecuencia de la despolimerización de la 

holocelulosa.  
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Pappas et al. (2014) utilizaron el concepto de absorbancia relativa para definir la 

relación existente entre la banda de vibración ubicada en 1732 cm-1 correspondiente 

a la hemicelulosa y la situada en 1510 cm-1 asociada con el anillo aromático de la 

lignina, observando una relación lineal negativa entre dicha absorbancia relativa y la 

eficiencia de obtención de azucares. Una tendencia similar se observó  en el 

presente trabajo, en donde los azúcares reductores, la concentración de furfural y el 

FSC mostraron un comportamiento lineal negativo en función de la transmitancia 

relativa (Figura 3.27).  

 

 
 

 

 

Figura 3.27. Comportamiento lineal observado entre a) producción de azúcares y 

transmitancia relativa, b) producción de furfural y transmitancia relativa, y c) FSC y 

transmitancia relativa.  
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La transmitancia al ser una función complementaria de la absorbancias se rige por la 

ley de Lambert-Beer dentro del rango Uv-Vis-Ir cercano y por ello puede utilizarse. El 

valor más grande de la transmitancia relativa correspondió al olote sin hidrolizar, 

además un decremento en la transmitancia relativa está asociado a un incremento 

tanto de la producción de azúcares como de furfural, lo cual se relaciona 

directamente con la disminución en la intensidad de la banda de vibración ubicada a 

1732 cm-1 y al incremento en la intensidad de la vibración propia del anillo aromático 

de la lignina (1510 cm-1), éste último hecho puede ser atribuido a la baja 

solubilización o re-polimerización parcial de la lignina. 

 

3.2.5  Hidrólisis del olote con ácido sulfúrico  

Debido a que el experimento realizado con 1.34 M ácido fosfórico y 110 °C mostró el 

mayor rendimiento de producción de azúcares, se propuso utilizar dichas condiciones 

de operación con ácido sulfúrico a fin de evaluar el efecto del tipo de ácido sobre la 

eficiencia de hidrólisis. En éste caso, la máxima producción de azúcares fue de 51.03 

g de azúcar / 100 g olote observado a los 150 minutos del experimento realizado a 

110 ºC, mientras que los rendimientos más altos alcanzados a las temperaturas de 

90 y 100 °C se observaron después de 300 minutos de tiempo de reacción (Figura 

3.28a). El comportamiento de producción de azúcares observado con ambos ácidos 

fue diferente, ya que en el caso del ácido fosfórico la degradación de los azúcares no 

se observó en los datos experimentales, lo cual puede atribuirse a la naturaleza del 

mismo ácido, ya que el fosfórico tienen un poder catabólico y un grado de ionización 

menor en comparación con el sulfúrico (Láinez et al., 2018). 

 

El máximo rendimiento de azúcares determinado con el ácido fosfórico fue de 54.31 

g de azúcar / 100 g de olote, el cual resultó ligeramente superior al determinado con 

el ácido sulfúrico, sin embargo, la producción de azúcares a 90 y 100 °C resultó 

mayor utilizando ácido sulfúrico ya que los rendimientos después de 300 minutos de 

tiempo de reacción fueron de 37.97 y 45.86 g / 100 g de olote respectivamente. En el 

caso del ácido fosfórico se alcanzaron los rendimientos de 34.02 y 41.77 g / 100 g de 

olote para las temperaturas de 90 y 100 °C respectivamente. Este comportamiento 
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sugiere que la producción de azúcares se ve favorecida al utilizar ácido sulfúrico a 

bajas temperaturas, sin embargo, al aumentar la temperatura a 110 °C el efecto 

combinado de la temperatura y de la concentración del ácido sulfúrico propicia la 

descomposición térmica de los azúcares disminuyendo los rendimientos. 

 

La Figura 3.28 b) muestra la producción de furfural durante la hidrólisis del olote con 

ácido sulfúrico 1.34 M. Como se observa en dicha Figura, un incremento tanto de la 

temperatura como del tiempo de reacción favorece la producción de furfural, siendo 

2178.77 mg / 100 g de olote la máxima producción determinada a 110 °C y 300 

minutos. Los comportamientos de la producción de furfural a 90 y 100 °C resultaron 

similares entre sí, sin embargo, a 110 °C la concentración de furfural incrementó 

considerablemente a partir de los 150 minutos, lo cual está asociado con la 

disminución en la producción de azúcares observada en la Figura 3.28a.  

 

 

Figura 3.28. Comportamiento de la producción de a) azúcares reductores y de b) 

furfural durante la hidrólisis del olote con ácido sulfúrico 1.34 M 

 

La Figura 3.29 muestra el espectro Uv-Vis del hidrolizado de olote obtenido con ácido 

sulfúrico 1.34 M, 110 ºC y 300 minutos de tiempo de reacción. La banda de máxima 

absorbancia se observó a 277 nm, la cual corresponde al furfural grado reactivo 

(Anexo B3). Por otro lado, el hidrolizado obtenido con ácido fosfórico a las mismas 

condiciones de operación mostró un desfasamiento en su pico de máxima 
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absorbancia, sugiriendo la presencia tanto de furfural como de hidroximetil-furfural 

(HMF), ya que la banda de máxima absorbancia de éste último compuesto se 

encuentra en 284 nm. Tomando como base la curva de calibración del furfural 

mostrada en el Anexo B3, se determinó la concentración de aldehídos en ambos 

hidrolizados obteniendo 1405.36 ± 47.15 ppm para el caso del ácido sulfúrico y 

949.39 ± 34.88 ppm para el ácido fosfórico. Debido a que la banda de máxima 

absorbancia para el hidrolizado con ácido sulfúrico es 277 nm, se asume que la 

concentración total de aldehídos corresponde al furfural. Las concentraciones de 

furfural y de HMF en el hidrolizado obtenido con ácido fosfórico fueron de 332.29 y 

617.11 ppm respectivamente, determinadas con ayuda de las curvas de calibración 

del furfural, HMF (Anexo B4) y de las mezclas de ambos compuestos. La 

concentración de ambas especies se validó también mediante la deconvolución del 

espectro Uv-Vis.  

 

 

Figura 3.29. Espectros Uv-Vis de los hidrolizados de olote a obtenidos a 110 ºC y 300 

minutos utilizando ácido sulfúrico y fosfórico 1.34 M 

 

Los rendimientos de producción de azúcares obtenidos tanto con el ácido sulfúrico 

como con el fosfórico resultaron similares entre sí, sin embargo, la concentración de 

aldehídos fue mayor en un 40% utilizando ácido sulfúrico, lo cual sugiere que el ácido 

fosfórico tiene un mayor potencial para hidrolizar el olote, disminuyendo la 
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descomposición de los azúcares producidos y favoreciendo la subsecuente 

fermentación. 

 

El pH y el FSC se determinaron en cada uno de los hidrolizados obtenidos con ácido 

sulfúrico. Como se observa en la Figura 3.30, un incremento en el valor del FSC está 

relacionado con un aumento en la concentración de azúcares reductores, mostrando 

los rendimientos más altos en un rango del FSC de 2.4 a 2.6. Valores mayores a 2.6 

muestran una disminución en la concentración de azúcares atribuida principalmente 

a la degradación de los sacáridos. Los valores del FSC determinados con el ácido 

sulfúrico fueron más altos en comparación con los calculados con el ácido fosfórico, 

lo cual puede deberse a la naturaleza fuerte del ácido sulfúrico que le permite 

disociarse mejor en fase acuosa y aumentar más los gradientes de pH. 

 

 

Figura 3.30. Comportamiento de la producción de azúcares en función del FSC 

durante la hidrólisis del olote con ácido sulfúrico 

 

Los datos de producción de azúcares se ajustaron adecuadamente al modelo 

cinético de Saeman (Ec. 1.4) como se observa en la Figura 3.31. Las constantes de 

velocidad obedecen la ley de Arrhenius, ya que un incremento en la temperatura de 

hidrólisis aumentó el valor de las constantes k1 y k2. Los valores más altos de las 

constantes cinéticas se observaron a la temperatura de 110 ºC, y para cada una de 
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las temperaturas la constante k1 fue mayor en comparación con la constante k2, este 

comportamiento sugiere que las condiciones de hidrólisis propuestas favorecen la 

producción de azúcares por encima de la descomposición de los mismos. 

 

 

Figura 3.31. Datos experimentales de la producción de azúcares mediante hidrólisis 

con 1.34 M ácido sulfúrico del olote ajustados al modelo cinético de Saeman 

 

La Tabla 3.14, presenta el ajuste de los datos experimentales al modelo cinético de 

Saeman, éste fue satisfactorio con valores R2 > 0.99 para cada una de las 

temperaturas. El tiempo óptimo de reacción calculado va acorde a lo observado en la 

Figura 3.28 a), ya que la máxima producción de azúcares a 110 ºC se alcanzó a los 

150 minutos y el tiempo óptimo determinado a dicha temperatura fue de 167 min. 

 

Tabla 3.14 Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis con ácido sulfúrico del 

olote determinados con el modelo de Saeman 

Condiciones de 

hidrólisis 

k1 (min
-1

) k2 (min
-1

) R
2
 kr topt (min) 

90°C 4.49X10
-3

 1.4X10
-3

 0.999 3.207 377.15 

100°C 8.81X10
-3

 1.49X10
-3

 0.998 5.912 242.75 

110°C 1.43X10
-2

 1.75X10
-3

 0.999 8.171 167.38 
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Los parámetros termodinámicos de la hidrólisis del olote con ácido sulfúrico se 

resumen en la Tabla 3.15. De acuerdo a los valores positivos de ΔH y de ΔG, las 

reacciones de producción y de descomposición de azúcares son endotérmicas y no 

espontáneas, mientras que el valor negativo de ΔS sugiere que la mayor cantidad de 

energía se encuentra en el lado de los reactivos previo a la formación del complejo 

que propicia la reacción. El valor de ΔS determinado para k2 fue menor en 

comparación con el calculado para k1, esto significa que desde el punto de vista 

termodinámico los productos formados durante la reacción de descomposición de los 

azúcares son más estables (Tizazu & Moholkar, 2018). La Ea calculada para la 

constante k1 fue de 66.93 kJ mol-1, la cual fue mayor que la determinada con ácido 

fosfórico (51.99 kJ mol-1). Comportamiento opuesto se observó con las constantes k2, 

ya que la Ea determinada con el ácido fosfórico (114.99 kJ mol-1) fue mucho mayor a 

la mostrada en la Tabla 3.15 para el ácido sulfúrico. Esta tendencia sugiere que el 

ácido fosfórico favoreció la producción de azúcares reductores disminuyendo la 

descomposición de los mismos, mientras que con el ácido sulfúrico la reacción 

favorecida fue la descomposición de los azúcares reductores.  

 

Tabla 3.15 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida del olote  

Ácido 

Sulfúrico 

Ea 

(KJ mol
-1

) 

A 

(min
-1

) 

R
2
 ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(Jmol
-1

K
-1

) 

R
2
 ΔG 

(KJ mol
-1

) 

 

k1 

 

 

66.93 

 

 

1.95X10
7
 

 

 

0.994 

 

63.83 

 

 

-149.57 

 

 

0.993 

118.15 

119.64 

121.14 

 

k2 

 

12.85 

 

 

0.097 

 

 

0.931 

 

9.75 

 

 

-308.53 

 

 

0.888 

121.79 

124.88 

127.96 

 

3.3 Tratamiento alcalino del tallo de haba y del rastrojo de maíz  

El tratamiento alcalino tiene como finalidad remover parcial o totalmente a la lignina, 

dejando inalterada la fracción holocelulósica de la biomasa. 
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3.3.1 Delignificado del tallo de haba y del rastrojo de maíz 

Como se observa en la Tabla 3.16, el porcentaje de lignina incrementó después del 

tratamiento alcalino. Los porcentajes más altos de lignina se observaron en los 

experimentos con 1 %p NaOH,  mientras que los porcentajes más bajos de lignina  

se determinaron en los experimentos con 3 %p NaOH con excepción del realizado en 

el TH durante 120 minutos. De acuerdo con Michalska et al. (2015), el incremento en 

el porcentaje de lignina puede atribuirse a la solubilización parcial o total de la 

hemicelulosa, la cual ocurre de manera previa a la remoción de la lignina.  

 

Tabla 3.16 Porcentajes de lignina determinados en el TH y en el RM antes y después 

de la hidrólisis alcalina a 121 ºC 

TH RM 

CONDICIONES LIGNINA (%) CONDICIONES LIGNINA (%) 

Materia prima 12.16 ± 0.66 Materia prima 16.33 ± 0.11% 

1%p NaOH, 60 min 26.17 ± 2.5 1%p NaOH, 60 min 19.91 ± 2.2 

2%p NaOH, 60 min 25.20 ± 3.2 2%p NaOH, 60 min 17.6 ± 2.35 

3%p NaOH, 60 min 23.71 ± 2.2 3%p NaOH, 60 min 16.35 ± 3.01 

1%p NaOH, 120 min 25.02 ± 3.8 1%p NaOH, 120 min 20.67 ± 1.9 

2%p NaOH, 120 min 21.85 ± 1.1 2%p NaOH, 120 min 19.97 ± 0.67 

3%p NaOH, 120 min 23.12 ± 3.1 3%p NaOH, 120 min 14.6 ± 0.25 

 

La hidrólisis alcalina del RM con 3 %p NaOH durante 120 minutos mostró una ligera 

disminución en el contenido de lignina con respecto al porcentaje inicial, 

disminuyendo de 16.33% antes del tratamiento a 14.6% después de 2 horas, lo cual 

corresponde a un delignificado del 10.59%, valor que resultó menor en comparación 

con el 14.78% obtenido por Zhao et al. (2008) quienes estudiaron el tratamiento 

alcalino del abeto con 40 %p NaOH a 24ºC durante 24 horas de tiempo de contacto.  

 

Comportamiento similar al observado en la Tabla 3.16 se reportó previamente por 

Michalska et al. (2015), y por Liang et al. (2014), quienes estudiaron respectivamente 

la remoción de la lignina mediante hidrólisis alcalina de la especie Sida acuta durante 

30 minutos con NaOH 5 %p a 121 ºC y de la paja de arroz con Ca(OH)2 durante 5 
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días a temperatura ambiente. Al término del tratamiento los porcentajes de lignina y 

de celulosa incrementaron, mientras que el contenido de hemicelulosa fue cercano a 

cero. 

 

La Figura 3.32 muestra los espectros FTIR del TH sin hidrolizar e hidrolizado con 

NaOH al 1 %p y 2 %p durante 60 minutos. Las bandas características de la 

hemicelulosa (1740 cm-1 y 1240 cm-1) desaparecieron después del tratamiento 

alcalino con 2 %p NaOH, mientras que las bandas de vibración de la lignina ubicadas 

en 1590, 1510 y 1423 cm-1 incrementaron ligeramente su intensidad. Este 

comportamiento va acorde con los porcentajes de lignina mostrados en la Tabla 3.16 

y corrobora el incremento de la fracción másica de la lignina a causa de la remoción 

parcial de la hemicelulosa. La banda de vibración observada a 1370 cm-1 

corresponde al enlace C-H de la celulosa, hemicelulosa y lignina. Dicha banda 

disminuyó su intensidad en función de la concentración del álcali. Las bandas 

características de la celulosa se hicieron más definidas en el espectro de la muestra 

de TH tratada con 2 %p NaOH, lo cual sugiere una ligera disminución en el contenido 

de celulosa.  

 

 

Figura 3.32. Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después de 60 

minutos de tratamiento con NaOH al 1 %p y 2 %p 
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La Figura 3.33 muestra los espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y 

después del tratamiento con 3 %p NaOH durante 60 y 120 minutos. Los espectros 

del TH hidrolizado resultaron muy similares entre sí, ya que en ambos casos no se 

observó la presencia de las bandas características de la hemicelulosa. Los datos 

mostrados en la Tabla 3.16 y los espectros de FTIR, sugieren que la remoción de la 

lignina en el TH puede incrementarse al aumentar el tiempo de contacto y la 

concentración de NaOH, sin embargo, el tratamiento alcalino además de eliminar a la 

lignina remueve una gran cantidad de hemicelulosa, reduciendo así la cantidad de 

azúcares disponibles. La Figura 3.34 muestra los espectros FTIR del RM antes y 

después del tratamiento con NaOH 3 %p durante 60 y 120 minutos. Las bandas 

propias de la hemicelulosa se observaron al término del tratamiento, mientras que las 

vibraciones correspondientes al anillo aromático de la lignina (1590 y en 1510 cm-1) 

no fueron detectadas. La banda situada a 1435 cm-1 característica de los enlaces C-

H de la parte alifática de la lignina permaneció intacta durante el tratamiento. El TH y 

el RM mostraron un comportamiento distinto después del tratamiento alcalino, lo cual 

puede atribuirse principalmente a la naturaleza de los residuos agrícolas, así como al 

tipo de hemicelulosa y de lignina predominante.    

 

Figura 3.33. Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después del 

tratamiento con NaOH al 3 %p durante 60 y 120 minutos 
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Figura 3.34. Espectros FTIR de las muestras de RM tomadas antes y después del 

tratamiento con NaOH al 3 %p durante 60 y 120 minutos 

 

3.3.2 Hidrólisis ácida del tallo de haba y del rastrojo de maíz pretratado con 

NaOH 

Debido a que tanto el TH como el RM mostraron la presencia de hemicelulosa 

después de 60 minutos de tratamiento con 1 %p NaOH, ambos materiales  

pretratados se utilizaron para evaluar la producción de azúcares reductores mediante 

hidrólisis con 0.96 M H3PO4 y 100 °C, se muestras sin tratar de ambos materiales 

para comparar la eficiencia en la producción de azúcares reductores.  

 

Los mejores rendimientos de producción de azúcares se obtuvieron con el TH y RM  

sin tratamiento alcalino, alcanzando una producción de 15.12 g / 100 g de TH y de 

27.42 g / 100 g de RM. La producción de azúcares disminuyó considerablemente al 

utilizar TH y RM previamente tratados con 1 %p NaOH, los rendimientos más altos 

obtenidos con dichos materiales fueron 8.92 g / 100 g de TH y 16.64 g / 100 g de RM 

(Figura 3.35). De acuerdo con Lee et al. (2015), este comportamiento es atribuido a 

la formación del licor negro que está compuesto principalmente por lignina soluble y 

hemicelulosa, lo cual hace que el sólido remanente de la hidrólisis alcalina tenga un 

menor contenido de carbohidratos disponibles para su transformación en azúcares 

reductores.  
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De entre ambos materiales, el TH mostró un menor potencial para la producción de 

azúcares reductores, hecho que puede asociarse con su naturaleza, composición, 

tipo lignina y estructura, la cual es mucho más rígida en comparación con la del RM. 

Además de que el tratamiento alcalino removió una mayor cantidad de hemicelulosa 

en el TH disminuyendo su contenido de carbohidratos. 

 

 

 Figura 3.35. Producción de azúcares reductores mediante hidrólisis con 0.96 M 

H3PO4 y 100 °C a partir de TH y RM con y sin tratamiento alcalino previo 

 

Los datos experimentales de la producción de azúcares mostrados en la Figura 3.31, 

se ajustaron al modelo cinético de Saeman utilizando un ajuste no lineal en el 

software Origin 8.6. Dichos ajustes se presentan en la Figura 3.36, mientras que los 

parámetros cinéticos y estadísticos se resumen en la Tabla 3.17. 

 

Tabla 3.17 Parámetros cinéticos y estadísticos de la producción de azúcares 

reductores a partir de TH y RM con y sin tratamiento alcalino 

Sustrato Azúcar 

(g / 100 g) 

k1  
(min

-1
) 

k2  

(min
-1

) 
R

2
 kr topt  

(min) 

TH S/T 15.12 1.50X10
-3

 2.55X10-
3
 0.999 0.588 505.36 

TH C/T 8.92 5.25X10
-4

 3.70X10
-4

 0.998 1.419 2257.39 

RM S/T 27.42 3.25X10
-3

 2.34X10
-3

 0.999 1.389 360.99 

RM C/T 16.64 1.19X10
-3

 1.86X10
-3

 0.992 0.640 666.60 
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Figura 3.36. Datos experimentales de la producción de azúcares mediante hidrólisis 

con 0.96 M H3PO4 y 100 ºC de a) TH sin tratamiento alcalino, b) TH con tratamiento 

alcalino, c) RM sin tratamiento alcalino y d) RM con tratamiento alcalino ajustados al 

modelo cinético de Saeman  

 

Las constantes cinéticas k1 y k2 determinadas para los experimentos con TH y RM 

sin tratamiento alcalino mostraron valores mayores en comparación con los 

pretratados con 1 %p NaOH. La constante cinética k1 más alta fue de 3.25X10-3 min-1 

determinada para el experimento con RM sin tratamiento, dicha constante está 

asociada a la mayor producción de azúcares reductores (27.42 g de azúcar / 100 g 

RM). Por otro lado, los valores más pequeños tanto de k1 como de k2 se observaron 

para el TH con tratamiento alcalino, experimento en el cual se alcanzó un máximo 

rendimiento de 8.92 g / 100 g TH y un tiempo óptimo de reacción de 2257.39 

minutos. Los tiempos óptimos de reacción tuvieron el mismo comportamiento que las 
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constantes cinéticas, mostrando los tiempos mayores para los experimentos 

realizados con los residuos agrícolas previamente tratados con 1 %p NaOH.  

 

3.4 Hidrólisis ácida del tallo de haba y de rastrojo de maíz 

Debido a que el tratamiento alcalino tuvo un efecto negativo sobre la producción de 

azúcares reductores durante la hidrólisis ácida del TH y RM pretratados, la 

producción de azúcares a partir de TH se llevó a cabo sin ningún tratamiento previo 

utilizando las condiciones de operación propuestas para el olote. 

 

3.4.1 Producción de azúcares reductores  

La máxima producción de azúcares reductores fue de 21.20 g de azúcar / 100 g TH, 

obtenido en el experimento con 1.34 M H3PO4 y 110 °C después de 270 minutos de 

tiempo de reacción, a estas condiciones el porcentaje de conversión de holocelulosa 

a sacárido fue de 29.19%. El experimento que mostró el porcentaje de conversión 

más bajo y la menor producción de azúcares se obtuvo con 0.58 M H3PO4, 90 °C y 

300 minutos de reacción, la cantidad de azúcar producida fue de 5.22 g / 100 g de 

TH (Figura 3.37). 

 

 

Figura 3.37. Producción de azúcares reductores por hidrólisis ácida del TH 
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Como se observa en la Figura 3.37, la hidrólisis ácida del TH mostró un 

comportamiento similar al observado con el olote, ya que un incremento tanto en la 

concentración del ácido como en la temperatura propició un aumento en la cantidad 

de azúcares reductores. Las hidrólisis realizadas a 90 °C incrementaron su 

rendimiento de producción de azúcares al aumentar la concentración del ácido 

(Figura 3.38 a), sin embargo, dicho incremento fue pequeño en comparación con el 

observado a 110 °C (Figura 3.38 b). A diferencia de los experimentos realizados con 

olote, la hidrólisis del TH con 1.34 M H3PO4 y 110 °C mostró una ligera 

descomposición de los azúcares después de los 270 minutos, este comportamiento 

sugiere que a dichas condiciones la velocidad de deshidratación resultó mayor a la 

de producción, por lo cual a fin de incrementar el rendimiento de producción de 

azúcares es necesario disminuir la temperatura de operación e incrementar tanto el 

tiempo de reacción como la concentración del ácido. 

 

  

Figura 3.38. Efecto de la concentración del ácido fosfórico sobre la producción de 

azúcares reductores durante la hidrólisis del TH a a) 90 ºC y  b) 110 ºC 

 

3.4.2 Parámetros cinéticos y termodinámicos de la hidrólisis ácida del tallo de 

haba 

Los datos experimentales de la producción de azúcares reductores ajustados al 

modelo de Saeman se muestran en la Figura 3.39, mientras que los parámetros 

cinéticos y estadísticos se resumen en la Tabla 3.18. 
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Figura 3.39. Datos experimentales de la producción de azúcares a partir de TH 

mediante hidrólisis con a) 0.58 M, b) 0.96 M y c) 1.34 M H3PO4 ajustados al modelo 

cinético de Saeman 

 

Las constantes cinéticas obtenidas con el modelo de Saeman incrementaron su valor 

a medida que la temperatura aumentó, la constante k1 más alta fue de 1.77X10-3 min-

1 determinada en la hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 °C, mientras que la constante 

k1 más pequeña fue de 5.03X10-4 min-1, correspondiente al experimento realizado 

con 0.58 M H3PO4 y 90 °C.  

 

El factor Kr observado en la Tabla 3.18 se define como la relación numérica existente 

entre las constantes cinéticas k1 y k2, valores positivos menores a 1 significan que el 

valor de k1 es menor que el de k2, lo cual sugiere que a dichas condiciones de 
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operación la hidrólisis no resulta favorable para la producción de azúcares 

reductores, siendo la reacción de descomposición de los azúcares en furfural y en 

HMF la más favorecida. 

 

Tabla 3.18 Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis ácida del TH 

determinados con el modelo de Saeman  

Condiciones de 
hidrólisis 

k1 (min
-1

) k2 (min
-1

) R
2
 kr 

0.58 M y 90°C 5.03X10
-4

 3.29X10
-3

 0.983 0.153 

0.58 M y 100°C 8.13X10
-4

 3.70X10
-3

 0.995 0.219 

0.58 M y 110°C 1.10X10
-3

 4.91X10
-3

 0.981 0.224 

0.96 M y 90°C 5.43X10
-4

 2.14X10
-3

 0.988 0.254 

0.96 M y 100°C 8.82X10
-4

 1.33X10
-3

 0.987 0.663 

0.96 M y 110°C 1.38X10
-3

 4.87X10
-4

 0.992 2.834 

1.34 M y 90°C 6.15X10
-4

 3.46X10
-3

 0.988 0.178 

1.34 M y 100°C 9.85X10
-4

 7.54X10
-4

 0.970 1.306 

1.34 M y 110°C 1.77X10
-3

 4.15X10
-4

 0.991 4.265 

 

Los valores pequeños de las constantes de velocidad k1 están asociados al bajo 

rendimiento de producción de azúcares, ambos resultaron menores en comparación 

con los obtenidos con el olote, lo cual puede deberse principalmente a la naturaleza 

de la biomasa ya que el contenido de holocelulosa determinado en el TH fue menor 

que el del olote, además la cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerización y el 

contenido de lignina pudo afectar considerablemente la eficiencia. A fin de 

incrementar la producción de azúcares utilizando el TH como materia prima es 

necesario modificar las condiciones del proceso, aumentando el tiempo de contacto y 

disminuyendo la temperatura de reacción. 
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El valor de las constantes k1 incrementó en función de la concentración del ácido, 

ajustándose adecuadamente a un modelo potencial para cada una de las 

temperaturas (Figura 3.40). Ésta tendencia fue observada anteriormente en el 

presente trabajo durante la hidrólisis del olote a las mismas condiciones de operación 

y también en algunos trabajos previos como los reportados por Guerra-Rodríguez et 

al. (2012) y Sarkar et al. (2013).  

 

 

Figura 3.40. Efecto de la concentración del ácido sobre las constantes cinéticas de 

producción de azúcares calculadas con el modelo de Saeman 

 

Los datos obtenidos con el modelo cinético de Saeman permiten calcular los 

parámetros de termodinámica tanto de la producción de azúcares (k1) como de la 

descomposición de los mismos (k2). Como se observa en la Figura 3.41 las 

constantes de velocidad k1 obtenidas se ajustaron satisfactoriamente a las formas 

lineales de las ecuaciones de Arrhenius y de Eyring (R2 > 0.95), permitiendo así el 

cálculo de los parámetros Ea, A, ΔH y ΔS.  

 

Para cada una de las concentraciones del ácido el valor de la Ea, ΔH y ΔG fueron 

positivos, mientras que ΔS fue negativo, de acuerdo con la teoría del complejo 

activado, los valores positivos de ΔH y de ΔG están asociados respectivamente a 

reacciones endotérmicas y no espontáneas. En cambio valores negativos de ΔS son 
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atribuidos a una alta cantidad de energía en los reactivos previo a la formación del 

complejo ácido-agua-polisacárido que promueve la producción de azúcares, además 

la reacción fue favorable hacia la formación de los productos. 

 

 

Figura 3.41. Constantes cinéticas k1 obtenidas con el modelo de Saeman para la 

hidrólisis del TH ajustadas a las ecuaciones lineales de a) Arrhenius y de b) Eyring 

 

Al igual que con el olote, la hidrólisis del TH resultó un proceso endotérmico y no 

espontáneo con la mayor cantidad de energía en el lado de los reactivos. Las Ea 

determinadas con las constantes k1 para el TH fueron menores en comparación con 

las determinadas con el olote utilizando una concentración de ácido de 0.58 M y 0.96 

M, este comportamiento sugiere que la energía necesaria para romper los enlaces 

β1-4 glucosídicos presentes en el TH es menor en comparación con la requerida en 

la hidrólisis del olote, sin embargo, los datos experimentales mostraron una baja 

producción de azúcares reductores que puede estar asociada a la rápida 

transformación de dicho azúcares en sus productos de descomposición.  

 

Las entropías de activación (ΔS) determinadas para el TH fueron menores en 

comparación con las calculadas para el olote, por lo cual se infiere que los productos 

de la descomposición de los azúcares fueron termodinámicamente más estables 

durante la hidrólisis del TH. Los parámetros termodinámicos determinados para la 

producción de azúcares durante la hidrólisis del TH se resumen en la Tabla 3.19. 
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De acuerdo con la teoría de las colisiones moleculares, un incremento en la 

concentración de reactivos propicia un incremento en el número de colisiones y en 

consecuencia en el valor numérico del factor A. Éste comportamiento va acorde a lo 

observado experimentalmente durante la hidrólisis del TH, ya que como se aprecia 

en la Figura 3.42, el factor A incrementó de manera exponencial en función de la 

concentración del ácido. 

 

Tabla 3.19 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida del TH calculados con 

las constantes cinéticas del modelo de Saeman 

H3PO4 

(M) 

Ea 

(KJ mol
-1

) 

A 

(min
-1

) 

ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(Jmol
-1

K
-1

) 

K ΔG 

(KJ mol
-1

) 

 

0.58 

 

45.35 

 

1.72X10
3
 

 

42.25 

 

-227.19 

363.15 124.75 

373.15 127.03 

383.15 129.29 

 

0.96 

 

53.96 

 

3.14X10
4
 

 

50.86 

 

-203.05 

363.15 120.60 

373.15 122.52 

383.15 124.44 

 

1.34 

 

 

61.07 

 

 

3.65X10
5
 

 

 

57.97 

 

 

-182.64 

 

363.15 124.29 

373.15 126.12 

383.15 127.95 

 

 

Figura 3.42. Comportamiento del factor A determinados en la hidrólisis del TH en 

función de la concentración del ácido 
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El comportamiento de A en función de la molaridad del ácido fosfórico fue similar al 

reportado por Ranganathan et al. (1985), quienes estudiaron la hidrólisis de la paja 

de trigo con ácido sulfúrico y Arslan et al., 2012 observaron  una tendencia parecida 

durante la hidrólisis de la cáscara de avellana con ácido sulfúrico diluido.  

 

3.4.3 Caracterización del TH hidrolizado 

Los espectros FTIR de las muestras de TH sin hidrolizar e hidrolizadas con 1.34 M 

H3PO4, 110 °C y después de 180 y 300 minutos de tiempo de reacción, se muestran 

en la Figura 3.43.  

 

 

Figura 3.43. Espectros FTIR de las muestras de TH tomadas antes y después de 180 

y 300 minutos de hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC, utilizando un rango espectral 

de a) 2000 a 600 cm-1 y de b) 1450 a 1250 cm-1 
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En los espectros FTIR de la figua anterior, como en las del olote, las letras H, C y L 

corresponden a hemicelulosa, celulosa y lignina respectivamente, mientras que el 

símbolo β hace referencia al enlace β-glucosídico. Esta vibración se observó a un 

número de onda de 898 cm-1 en cada uno de los espectros (Sahoo et al., 2018). En la 

figuras 3.43 las bandas características de la celulosa y de la lignina se observaron en 

las mismas regiones espectrales a las discutidas previamente en la sección 3.2.3. 

  

Las vibraciones propias de la hemicelulosa se detectaron a los números de onda de 

1240 y 1732 cm-1, ésta última vibración no fue observada en ninguno de los 

espectros mostrados en la Figura 3.43´a), lo cual sugiere que el porcentaje de 

hemicelulosa presente en el TH fue bajo. La banda de vibración asociada al grupo 

metoxilo (CH3-O) en 1423 cm-1 incrementó su amplitud después de la hidrólisis ácida 

(Figura 3.43 b), en cambio las vibraciones en 1366 y 1373 cm-1 atribuidas 

respectivamente a los enlaces C-H y O-H de la celulosa y de la hemicelulosa 

disminuyeron su intensidad al aumentar la producción de azúcares, comportamiento 

que sustenta la despolimerización de la celulosa y en menor proporción de la 

hemicelulosa. 

 

La Figura 3.44 muestra los difractogramas del TH sin hidrolizar e hidrolizado con 1.34 

M H3PO4 y 110 ºC. En ambos espectros se observó la presencia de dos picos 

importantes situados a los ángulos 2Ɵ de 16° y 22°, los cuales se asocian 

respectivamente a la fracción amorfa y cristalina de la celulosa (Gaur et al., 2016; 

Segal et al., 1959). El pico localizado a 28° puede asociarse a la presencia de 

hemicelulosa, sin embargo, Li et al. (2016), reportaron que dicho pico puede 

atribuirse al SiO2 presente en la fracción inorgánica del TH, la alta intensidad de 

dicho pico sugiere la presencia de un plano mono-cristalino del SiO2.  

 

La morfología del TH antes y después de la hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 °C se 

analizó mediante MEB. La muestra de TH sin hidrolizar mostró partículas 

blanquecinas que pueden asociarse a la presencia de óxido de silicio, además se 

observó claramente uniformidad en las microfibrillas de carbohidratos las cuales 
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estaban enlazadas unas con otras de una forma homogénea y regular. La ruptura de 

las microfibrillas observada en la Figura 3.45 puede ser consecuencia de la 

trituración mecánica a la cual fue sometida la muestra de TH (Boontum et al., 2019), 

además el ancho de las fibras de carbohidrato mostró una longitud menor a los 50 

µm. 

 

Figura 3.44. Espectros de difracción del TH antes y después de la hidrólisis con 1.34 

M H3PO4 y 110 ºC 

 

 

Figura 3.45. Micrografía del TH obtenida antes de la hidrólisis ácida  

 

Después de 300 minutos de hidrólisis con 1.34 M H3PO4 y 110 °C las fibras de 

carbohidratos se fragmentaron (Figura 3.46), sin embargo, la morfología de las fibras 

se observó uniforme y menos rígida en comparación con la observada en el TH sin 
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tratamiento. La hidrólisis ácida promovió la ruptura de las fibras de carbohidratos 

presentes en el TH dejándolas más expuestas para su posterior transformación, este 

comportamiento sugiere que los azúcares producidos provinieron principalmente de 

las fibras de carbohidratos que no estaban entrelazadas entre sí, es decir de la fase 

amorfa de la celulosa, lo cual se asocia con el incremento en la intensidad de los 

picos observados en el espectro de difracción del TH hidrolizado. A fin de aprovechar 

al máximo el TH para la producción de azúcares reductores, una hidrólisis previa con 

ácido concentrado o un tratamiento enzimático posterior podría ser una alternativa 

prometedora (Jang & Choi, 2018). 

 

 

Figura 3.46. Micrografía del TH hidrolizado durante 300 minutos con 1.34 M H3PO4 y 

110 °C 

 

El porcentaje atómico de C, O y S determinado por EDS para las muestras de TH sin 

hidrolizar e hidrolizado con 1.34 M H3PO4 y 110 °C, mostraron valores muy similares 

entre sí, en cambio, el porcentaje de Na, Al y K disminuyó después del tratamiento 

ácido. De acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 3.20, el Si duplicó su porcentaje 

atómico al término de la hidrólisis, hecho que se asocia a la solubilización de los 

compuestos orgánicos y de parte de los elementos mencionados, como el sodio y el 

potasio. 
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Tabla 3.20 Análisis elemental del TH antes y después de la hidrólisis con 1.34 M 

H3PO4, 110°C y 300 minutos 

 TH sin hidrolizar Residuo de TH 

hidrolizado 

Elemento % ± % ± 

C 65.07 1.19 66.25 0.869 

O 33.40 0.98 32.68 0.977 

Na 0.16 0.048 0.049 0.007 

Mg 0.14 0.008 0.187 0.052 

Al 0.13 0.014 0.114 0.001 

Si 0.12 0.051 0.235 0.015 

S 0.13 0.009 0.157 0.029 

K 0.59 0.287 0.009 0.006 

Ca 0.26 0.055 0.314 0.029 

 

3.5 Análisis cualitativo de los hidrolizados ácidos de olote y de TH 

La identificación de los tipos de azúcares presentes en los hidrolizados de olote y de 

TH se realizó en colaboración con el Centro de Investigaciones y Estudios 

Avanzados (CINVESTAV) unidad Irapuato, mediante HAPLC utilizando un detector 

de índice de refracción y un tiempo de análisis promedio de 40 minutos.  

 

El hidrolizado de olote obtenido después de 30 minutos de tiempo de reacción con 

una solución 0.58 M de ácido fosfórico y 90 °C mostró un alto contenido de glucosa 

(tret=6.25) y una baja concentración de trehalosa y arabinosa (tret=5.0 y tret=6.0) 

(Figura 3.47 a), mientras que el hidrolizado de olote en 1.34 M H3PO4, 110 °C y 300 

minutos de tiempo de reacción mostró la aparición de un pico a un tiempo de 

retención de 6.50 minutos correspondiente a la xilosa, así como la disminución en la 

intensidad del pico asociado a la glucosa (Figura 3.47 b). Este comportamiento 

sugiere que la hidrólisis a estas condiciones de operación favorece la 

despolimerización de la fracción de hemicelulosa y al mismo tiempo la 

transformación de la glucosa en HMF, lo cual va acorde con el espectro UV-vis del 

hidrolizado de olote con 1.34 M H3PO4 y  110 ºC mostrado en la figura 3.29 y con el 

análisis FTIR del olote hidrolizado. 
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Figura 3.47. Cromatogramas de los hidrolizados de olote obtenidos con a) 0.58 M 

H3PO4, 90 °C y 30 minutos, y con b) 1.34 M H3PO4, 110 °C y 300 minutos  

 

La Figura 3.48 muestra los cromatogramas de los hidrolizados de TH obtenidos en el 

experimento con 1.34 M ácido fosfórico y 110 °C después de 30 y 300 minutos de 

tiempo de reacción. El hidrolizado tomado a los 30 minutos mostró un alto contenido 

de trehalosa, arabinosa y glucosa, así como una baja concentración de xilosa. Caso 

contrario se observó después de 300 minutos, en donde los picos característicos de 

la trehalosa y de la arabinosa mostraron una intensidad muy baja en comparación 

con el pico de la glucosa. El azúcar que se generó en mayor cantidad durante la 

hidrólisis del olote fue la xilosa, mientras que la glucosa fue el azúcar mayormente 

producido a partir del TH. Este sugiere que el hidrolizado de TH obtenido después de 

300 minutos es una fuente potencial para su uso en procesos biotecnológicos como 

en la producción de biohidrógeno, ya que el azúcar que es fácilmente metabolizado 

por los microorganismo hidrogénicos es la glucosa (Lukajtis et al., 2018; Rosales-

Colunga et al., 2012). 
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Figura 3.48. Cromatogramas de los hidrolizados de TH obtenidos con 1.34 M H3PO4 

y 110 °C después de a) 30 y b) 300 minutos de tiempo de reacción 

 

Los azucares identificados en cada uno de los cromatogramas de las Figuras 3.47 y 

3.48  se muestran directamente en las figuras, hay más picos que no se pudieron 

identificar a bajos tiempos de retención, de ellos solo el pico en 5 min, corresponde a 

la trehalosa. La identificación de dichos picos se hizo con patrones que se corrieron  

y se compararon en el mismo cromatógrafo y con lo reportado anteriormente por 

Mellado-Mojica et al. (2016), quienes utilizaron la misma técnica cromatográfica para 

la determinación de azúcares en agave. La trehalosa es un disacárido no reductor 

formado por dos moléculas de glucosa unidas entre sí por un enlace α 1-1 

glucosídico, es un azúcar sintetizado de manera natural por algunas bacterias, 

hongos y algas (Suárez et al., 2015), sin embargo, también puede estar presente en 

los nódulos de las raíces de algunas leguminosas como el haba y la soja así como 

en la fracción soluble de la pared celular de la planta (Müller et al., 1994). 
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La intensidad de los picos cromatográficos de la glucosa y de la xilosa se 

relacionaron con los correspondientes a la trehalosa (C) y a la arabinosa (D) para 

cada uno de los tiempos del experimento realizado con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC. La 

Figura 3.49 muestra que tanto para la glucosa como para la xilosa un incremento en 

el tiempo de reacción propició un aumento en la relación de los picos, es decir, a 

medida que el tiempo de reacción avanzó la concentración de glucosa y xilosa 

aumentó, mientras que la intensidad en los picos de la trehalosa y de la arabinosa 

disminuyó. La producción de glucosa durante la hidrólisis ácida del TH está 

relacionada directamente con la despolimerización de la trehalosa, la cual se 

monomeriza fácilmente al tener un enlace α de baja energía. El tiempo que mostró la 

mayor relación entre los picos para ambos azúcares fue 270 minutos, a tiempos 

posteriores dicha relación disminuyó y puede atribuirse a la descomposición de los 

azúcares a sus aldehídos correspondientes o a que la velocidad de producción de 

trehalosa y de arabinosa resultó mayor en ese punto que la velocidad de producción 

de xilosa y glucosa. Con base a las Figuras 3.48 y 3.49, la disminución en la cantidad 

de azúcares reductores observada en la Figura 3.37 se atribuye principalmente a la 

transformación de la glucosa en HMF.  

 

 

Figura 3.49. Relación entre las intensidades de los picos cromatográficos de la a) 

glucosa con trehalosa y arabinosa y de la b) xilosa con trehalosa y arabinosa 
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La Figura 3.50 muestra el cromatograma del hidrolizado de TH con ácido fosfórico 

1.34  M, 110 °C después de 210 minutos de tiempo de reacción, en donde se aprecia 

que el azúcar mayormente formado fue la glucosa, que la trehalosa aún está 

presente en una buena cantidad y que la xilosa es mucho menor, sin embargo, no se 

logró hacer la determinación cuantitativa, pues faltó determinar las cantidades de 

cada uno de los azúcares utilizando un patrón conocido para cada uno de ellos. 

También  es necesario modificar las condiciones con el fin de aumentar la separación 

de los picos, ya que la presencia de xilosa, arabinosa y trehalosa está muy próxima 

al pico característico de la glucosa y su cuantificación individual sería inexacta. 

 

 

Figura 3.50. Cromatograma del hidrolizado de TH obtenido con 1.34 M H3PO4 y 110 

°C después de 210 minutos de tiempo de reacción.  

 

En los cromatogramas se observó una alta concentración de trehalosa en los 

primeros tiempos de cada uno de los experimentos, mientras que la concentración de 

glucosa aumentó al incrementar la temperatura, la concentración del ácido y el 

tiempo de reacción; alcanzando los valores más altos con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC. La 

presencia de arabinosa, fructosa y manosa se observó también en la mayoría de los 

cromatogramas de los hidrolizados de TH, en cambio la xilosa solo se empezó a 

formar en estas condiciones, después de los 240 min de reacción.  
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3.6 Hidrólisis ácida del RM a bajas temperaturas 

El ácido clorhídrico ha sido reportado como una alternativa eficiente para la 

producción de azúcares monoméricos a partir de lignocelulosas, el cual puede 

recuperarse fácilmente al término del proceso mediante una destilación simple 

debido a su bajo punto de ebullición en comparación con el resto de los ácidos 

inorgánicos utilizados en los procesos de hidrólisis (Abd-Rahim et al., 2014; Higgins 

& Ho, 1982), para reducir la concentración de aldehídos se hizo una hidrólisis del RM 

con 2.2 M HCl a bajas temperaturas, 60, 70 y 80 ºC. La máxima producción de 

azúcares con HCl fue de 18.16 g / 100 g RM, mientras que la concentración más alta 

de furfural fue de 0.52 g / 100 g RM, ambos obtenidos después de 120 minutos de 

hidrólisis a 80 ºC. Dichas concentraciones resultan favorables para la posterior etapa 

de fermentación, ya que la baja concentración de aldehídos no inhibe la actividad 

metabólica de los microorganismos productores de hidrógeno favoreciendo así los 

rendimientos de producción (Muñoz-Páez et al., 2019). Los datos experimentales de 

la producción de azúcares se ajustaron a los modelos cinéticos de Saeman (Ec. 1.4), 

Saeman bifásico (Ec. 1.6) y de primer orden (Ec. 1.5), determinándose las 

constantes de velocidad y que se encuentran resumidas en las Tablas 3.21 y 3.22. 

Las constantes cinéticas determinas con el modelo de Saeman fueron similares a las 

constantes kf y k2 del modelo de Saeman bifásico, mostrando un incremento en sus 

valores al aumentar la temperatura de hidrólisis. La constante ks no se ajustó al 

comportamiento sugerido por la ecuación de Arrhenius, ya que al aumentar la 

temperatura de reacción dicha constante no se incrementó, este comportamiento ha 

sido reportado en trabajos anteriores (Adeogun et al., 2019; Arslan et al., 2012). 

 

Tabla 3.21. Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis de RM en HCl a bajas 

temperaturas determinados con el modelo de Saeman 

Temp. 

(°C) 

k1 

(min
-1

) 

k2 

(min
-1

) 

R
2
 Azumax 

(g / 100g) 

topt 

(min) 

60 2.05 X 10
-3

 8.63 X 10
-3

 0.999 9.74 218.45 

70 3.79 X 10
-3

 8.95 X 10
-3

 0.996 14.46 166.53 

80 5.12 X 10
-3

 9.58 X 10
-3

 0.993 16.71 140.48 
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Tabla 3.22. Parámetros cinéticos y estadísticos de la hidrólisis de RM en HCl a bajas 

temperaturas determinados con los modelos de Saeman bifásico y de primer orden 

 Saeman bifásico Primer orden 

Temp. 

(°C) 

kf 

(min
-1

) 

ks 

(min
-1

) 

k2 

(min
-1

) 

R
2
 k 

(min
-1

) 

R
2
 

60 2.05 X 10
-3

 2.05 X 10
-3

 8.63 X 10
-3

 0.999 1.29 X 10
-3

 0.942 

70 3.79 X 10
-3

 3.79 X 10
-3

 8.95 X 10
-3

 0.996 2.50 X 10
-3

 0.964 

80 6.29 X 10
-3

 2.95 X 10
-3

 9.28 X 10
-3

 0.992 3.36 X 10
-3

 0.983 

 

A partir de las constantes cinéticas calculadas con cada uno de los modelos 

matemáticos, se determinaron los parámetros termodinámicos de la reacción de 

hidrólisis de RM con HCl (Tabla 3.23).  

 

Tabla 3.23. Parámetros termodinámicos calculados para la hidrólisis de RM en HCl a 

bajas temperaturas de operación 

 AE       

(kJ mol
-1

) 

A 

(min
-1

) 

R
2
 ΔH 

(kJ mol
-1

) 

ΔS 

(J mol
-1

 K
-1

) 

R
2
 Gav 

(kJ mol
-1

) 

Producción de azúcares 

Primer 

orden (k) 

46.98 3.17 X 10
4
 0.960 44.13 -202.28 0.955 113.54 

Saeman 

(k1) 

44.90 2.35 X 10
4
 0.969 42.05 -204.74 0.964 112.31 

Saeman 

bifásico 

(kf) 

54.87 8.31 X 10
5
 0.998 52.02 -175.11 0.998 112.11 

Descomposición de azúcares 

Primer 

orden (k) 

4.03 1.42 X 10
-1

 0.991 1.18 -304.67 0.917 105.73 

Saeman 

(k2) 

5.09 5.39 X 10
-2

 0.964 2.24 -312.72 0.845 109.55 

Saeman 

bifásico 

(k2) 

3.55 3.10 X 10
-2

 0.999 0.69 -317.31 0.998 109.58 
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Al igual que la hidrólisis de olote y de TH con ácido fosfórico, la hidrólisis del RM con 

ácido clorhídrico resultó un proceso endotérmico y no espontáneo. Desde el punto de 

vista termodinámico, la reacción favorecida es la descomposición de los azúcares en 

sus aldehídos correspondientes, ya que la Ea para k2 fue mucho menor que la 

obtenida con k1. La entropía de activación (ΔS) para la reacción de descomposición 

fue menor en comparación con la de la reacción de producción de azúcares, 

haciendo evidente que el producto más estable es el furfural y que el complejo ácido-

holocelulosa tiene un nivel energético bajo. 

 

3.7 Rendimientos de la producción de azúcares y parámetros 

termodinámicos reportados en la literatura 

La Tabla 3.24 muestra un comparativo de los rendimientos más altos obtenidos en el 

presente trabajo con algunos de los valores citados en literatura.  

 

Tabla 3.24 Rendimientos citados para la producción de azúcares 

Materia prima Condiciones de operación Rendimiento         

(g / 100 g) 

Referencia 

Olote Hidrólisis ácida: 1.34 M H3PO4, 110 °C, 5 

horas, relación 1:15 entre sólido y líquido.  

54.31 Presente 

trabajo 

Olote Hidrólisis ácida: 0.96 M H3PO4, 110 °C, 5 

horas, relación 1:15 entre sólido y líquido.  

51.26 Presente 

trabajo 

TH Hidrólisis ácida: 1.34 M H3PO4, 110 °C, 5 

horas, relación 1:15 entre sólido y líquido.  

21.20 Presente 

trabajo 

Cáscara de 

papa 

1.12 M H3PO4, 135 °C, 8 minutos, 130 

bar. 

55.5 Lenihan et al., 

2010 

Paja de trigo H2SO4, 130 °C, 180 minutos, relación 

1:12 entre sólido y líquido. 

26.8 Guerra 

Rodríguez et 

al., 2012 

Residuos del 

cultivo de 

hongo 

50 mM H2SO4, 150 °C, 80 minutos, 

relación 1:10 entre sólido y líquido. 

25 Na & Lee, 

2015 

Bagazo de 

caña de 

azúcar 

H2SO4, 110 °C, 120 minutos, relación 

1:30 entre sólido y líquido. 

39.15 Tizazu & 

Moholkar, 

2018 
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Tabla 3.24Rendimientos citados para la producción de azúcares (Continuación) 

Materia prima Condiciones de operación Rendimiento         

(g / 100 g) 

Referencia 

Cáscara de 

yuca 

0.3 M HCl 120 °C, 60 minutos, relación 

1:10 entre sólido y líquido. 

18.4 Adeogun et 

al., 2018 

Achyranthes 

aspera 

 

 

Sida acuta 

Hidrólisis ácida: 15.35 M H3PO4, 60 °C, 

60 minutos, relación 1:8 entre sólido y 

líquido. 

 

Hidrólisis enzimática: 50°C, 120 rpm, 72 

horas. 

82.6 

 

 

 

74.2 

Siripong et al., 

2016 

Tallo de 

girasol 

Hidrólisis ácida: 0.13 M H2SO4, 167 °C, 5 

minutos, relación 1:5 entre sólido y 

líquido. 

 

Hidrólisis enzimática: 50°C, 150 rpm, 72  

32.8 Ruiz et al., 

2013 

Olote Hidrólisis ácida: 0.21 M H2SO4, 121 °C, 

60 minutos, relación 1:5 entre sólido y 

líquido. 

 

Hidrólisis enzimática: 50°C, 150 rpm, 72 h 

53.7 Li et al., 2016 

Tallo de 

algodón 

Hidrólisis ácida: 1.07 % H2SO4, 157 °C, 

20 minutos, relación 1:10 entre sólido y 

líquido. 

 

Hidrólisis enzimática: 50°C, 120 rpm, 48 h 

68.4 Gaur et al., 

2016 

Pasto de arroz 

silvestre 

Hidrólisis ácida: 2 % H2SO4, 121 °C, 60 

minutos, relación 1:10 entre sólido y 

líquido. 

 

Hidrólisis enzimática: 50°C, 120 rpm, 48 h 

45.7 Sahoo et al., 

2018 

 
El máximo rendimiento de producción de azúcares obtenido en el presente trabajo,  

54.31 g azúcares / 100 g olote, resultó mayor en comparación con lo reportado por 

Ruiz et al. (2013), López-Linares et al. (2013) y Vasconcelos et al. (2013), quienes 

alcanzaron rendimientos de 32.8, 43.4 y 36.7 g azúcar / 100 g sustrato trabajando 
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con tallo de girasol, rastrojo de colza y bagazo de caña de azúcar respectivamente. 

Sin embargo, el rendimiento fue menor a lo reportado por Siripong et al. (2016) y por 

Gaur et al. (2016), quienes estudiaron respectivamente la hidrólisis enzimática de la 

especie Sida acuta y del tallo de algodón.  

 

Los azúcares obtenidos durante la hidrólisis ácida pueden ser utilizados por los 

microorganismos para la producción de biocombustibles. Pérez-Cadena et al. (2018), 

estudiaron la producción de bioetanol a partir de los hidrolizados ácidos de la especie 

Opuntia ficus indica, concluyendo que las hexosas presentes en el licor hidrolizado 

son una fuente de carbono viable para el desarrollo de los microorganismos C. 

intermedia y S. paradoxus. Otro biocombustible que ha sido estudiado en los últimos 

años es el biohidrógeno, el cual es producido principalmente por bacterias del género 

Clostridium, dichas bacterias además de tener una alta capacidad para producir 

hidrógeno, son tolerantes al furfural en concentraciones menores a 1000 mg / L 

(Haroun et al., 2016; Muñoz-Páez et al., 2019). La producción máxima de furfural 

obtenida en el presente trabajo fue de 1.01 g por cada 100 g de olote, valor que 

equivale a una concentración de 673 mg / L, lo que sugiere que los azúcares 

obtenidos a partir de la hidrólisis con ácido fosfórico diluido del olote pueden 

utilizarse para la producción de biohidrógeno de una manera viable utilizando 

bacterias del género Clostridium.  

 
Con respecto al cálculo de los parámetros termodinámicos, la Tabla 3.25 muestra un 

comparativo entre los valores obtenidos en el presente proyecto con los citados en la 

literatura. Dicha Tabla se compone de dos apartados, el primero de ellos 

correspondiente a los valores determinados para la producción de azúcares (k1), 

mientras que el segundo hace referencia a los parámetros obtenidos a partir de k2.  

 

Es necesario mencionar que el estudio de dichos parámetros utilizando H3PO4 no ha 

sido reportado hasta el momento, razón por la cual un comparativo directo no es 

posible; además éste hecho hace evidente la necesidad de profundizar en el estudio 

de los parámetros tanto cinéticos como termodinámicos de la hidrólisis de diferentes 

materiales lignocelulósicos utilizando H3PO4. 
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Tanto los rendimientos de producción de azúcares como los parámetros cinéticos y 

termodinámicos de la hidrólisis ácida de materiales lignocelulósicos varían mucho en 

función del tipo de biomasa, tipo y concentración del ácido, rango de temperaturas, 

presión del sistema, relación biomasa-solución ácida, tamaño de partícula, entre 

otros. Sin embargo, pese a esta amplia gama de variables, diversos estudios han 

concluido que el utilizar temperaturas de reacción bajas disminuye la deshidratación 

de los azúcares lo cual resulta benéfico para la subsecuente etapa de fermentación 

(Avcia et al., 2013; Cieciura-Wloch et al., 2019). A fin de controlar la presión, el pH y 

la agitación dentro del sistema se propuso el diseño y la construcción de un reactor 

de tipo tanque agitado con un volumen total de 1.5 L y un volumen de trabajo de 1 L, 

el cual pueda utilizarse para estudiar en profundidad la hidrólisis ácida de 

lignocelulosas. El diseño geométrico del reactor así como los diagramas se detallan 

en el Anexo D. 
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Tabla 3.25 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida de materiales lignocelulósicos reportados en la literatura 

Para k1 
Materia prima Condiciones 

de hidrólisis 
Modelo 
cinético 

Azúcar 
estudiado 

Ea  

(KJ mol
-1

) 

A  

(min 
-1

) 

ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(KJmol
-1

K
-1

) 

ΔG 

(kJ mol
-1

) 

Referencia 

Olote 0.77–1.34M 
H3PO4, 90-

110°C. 

Saeman Azúcares 
reductores 

56.58 1.26X10
6
 53.48 -185.22 122.59 Presente 

trabajo 

TH 0.58 y 1.34M 

H3PO4, 90-

110°C. 

Saeman Azúcares  
 

reductores 

51.59 
 

96.01 

7.9X10
3 

 

3.21X10
10

 

48.49 
 

98.62 

-208.69 
 

-73.18 

126.36 
 

125.93 

Presente 
trabajo 

Olote 0.1-0.3M 
H2SO4, 98-

130ºC 

Hidrólisis 
rápida y 

lenta 

Xilosa 80.34 1.49X10
10

 -  - Eken et al., 
1998 

Rastrojo de 
maíz 

0.2 M ácido 

maleico, 150-

170ºC 

Saeman Xilosa 83.30 2.37X10
10

 - - - Lu et al., 
2008 

Cáscara de 

avellana 

0.5M H2SO4, 

100-120ºC 

Saeman Azúcares 

reductores 

52.74 5.36X10
5
 - - - Arslan et 

al., 2012 

Rastrojo de 

maíz 

0.15M 

H2SO4, 110-

130ºC 

Modelo 

bifásico 

Xilosa 83.24 1.40X10
7
 - - - Chen et al., 

2015 

Parthenium 

hysterophorus 

5% H2SO4, 

150-210ºC 

Saeman Xilosa 16.31 - 12.79 -0.373 
 

163.19 Swati et al., 
2013 

Bagazo de 

caña  

0.38M H2SO4 

100-130ºC 

Hidrólisis 

rápida y 

lenta 

Xilosa 60.33 - 

61.14 

1.95X10
7
 – 

2.63X10
6
 

57 -1.06 469 Tizazu & 
Moholkar, 

2018 
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Tabla 3.25 Parámetros termodinámicos de la hidrólisis ácida de materiales lignocelulósicos reportados en la literatura 
(Continuación) 

Para k2 
Materia prima Condiciones 

de hidrólisis 
Modelo 
cinético 

Azúcar 
estudiado 

Ea  

(KJ mol
-1

) 

A  

(min 
-1

) 

ΔH 

(KJ mol
-1

) 

ΔS 

(KJmol
-1

K
-1

) 

ΔG 

(kJ mol
-1

) 

Referencia 

Olote 0.77–1.34M 
H3PO4, 90-

110°C. 

Saeman Azúcares 
reductores 

78.39 – 
114.99 

1.18X10
8
 – 

1.38X10
12

 

75.30 – 
111.89 

-134.58       
-56.72 

125.52 – 

133.05 

Presente 
trabajo 

TH 0.58 y 1.34M 

H3PO4, 90-

110°C. 

Saeman Azúcares  
 

reductores 

31.23 
 

78.98 

1.46X10
2 

 

1.21X10
8
 

31.56 
 

49.37 

-238.46 
 

-203.04 

120.54 
 

125.13 

Presente 
trabajo 

Olote 0.1-0.3M 
H2SO4, 98-

130ºC 

Hidrólisis 
rápida y 

lenta 

Xilosa 133.70 6.34X10
14

 - - - Eken et al., 
1998 

Rastrojo de 
maíz 

0.2 M ácido 

maleico, 150-

170ºC 

Saeman Xilosa 143.50 2.18X10
15

 - - - Lu et al., 
2008 

Cáscara de 

avellana 

0.5M H2SO4, 

100-120ºC 

Saeman Azúcares 

reductores 

46.58 2.9X10
4
 - - - Arslan et 

al., 2012 

Rastrojo de 

maíz 

0.15M 

H2SO4, 110-

130ºC 

Modelo 

bifásico 

Xilosa 159.60 9.17X10
13

 - - - Chen et al., 
2015 

Parthenium 

hysterophorus 

5% H2SO4, 

150-210ºC 

Saeman Xilosa - - - - - Swati et al., 
2013 

Bagazo de 

caña  

0.38M H2SO4 

100-130ºC 

Hidrólisis 

rápida y 

lenta 

Xilosa 83.40 2.21X10
8
 80.1 -103 478 Tizazu & 

Moholkar, 
2018 
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3.8 Producción de biohidrógeno mediante fermentación 

En este apartado se describe y se discute la producción de biohidrógeno utilizando 

los hidrolizados ácidos como fuente de carbono para la fermentación mesofílica 

realizada con las bacterias C. butyricum y E. cloacae. 

 

3.8.1 Resiembra de los microorganismos 

Los microorganismos resembrados en medio de tioglicolato con resarzurina se 

observaron en microscopía óptica para ver la viabilidad de las células y 

aleatoriamente se seleccionaron 3 viales de cada cepa para cuantificar su producción 

de biohidrógeno y determinar su concentración con ayuda de la curva de calibración 

mostrada en el Anexo C. La Tabla 3.26 muestra la producción de biohidrógeno de los 

cultivos mesofílicos sembrados en medio de tioglicolato incubados durante 20 horas.  

 

Tabla 3.26 Producción de biohidrógeno de los diferentes cultivos sembrados en 

medio de tioglicolato con resarzurina  

Microorganismo Concentración (%v) 

C. butyricum 30.48 ± 0.52 

E. cloacae 14.37 ± 0.34 

C. bifermentans 23.45 ± 0.21 

C. sordellis ND 

  ND: No Detectado 

 

La bacteria C. butyricum mostró la generación de biohidrógeno más alta alcanzando 

una concentración de 30.48 ± 0.52 %v, seguida de la bacteria C. bifermentans la cual 

mostró un porcentaje de 23.44 ± 0.21 %v y de E. cloacae que tan sólo alcanzó un 

valor de 14.37 ± 0.34 %v. El hidrógeno no se logró detectar en ningún vial sembrado 

con la bacteria C. sordelli. Cada una de las cepas mencionadas mostró la generación 

de CO2 como metabolito secundario. El propósito de evaluar la generación de 

biohidrógeno a partir de las bacterias C. bifermentans y C. sordelli es que ambas 

pudieran ser utilizadas como alternativas en reactores bioelectroquímicos para la 

producción simultánea de biohidrógeno y de energía eléctrica. Serment-Guerrero et 

al. (2017) aislaron y evaluaron el potencial de la bacteria Clostridium bifermentans 
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para generar voltaje en una celda combustible utilizando medios sintéticos, mientras 

que Wong et al. (2018), estudiaron la generación de biohidrógeno con la bacteria C. 

bifermentans a partir de agar, en ambos casos la bacteria C. bifermentans mostró 

una alta eficiencia para la generación de energía sustentable lo cual abre un área de 

oportunidad prometedora para futuras investigaciones. 

 

3.8.2 Producción de biohidrógeno a partir de los hidrolizados de olote 

Debido a que el experimento realizado con 1.34 M H3PO4, 110 ºC y 300 minutos de 

tiempo de contacto mostró la mayor producción de azúcares reductores a partir del 

olote, dichas condiciones se escalaron en un frasco GL55 de 500 mL mezclando 15 g 

de olote con 225 mL de solución ácida. La concentración de azúcares obtenida en 

este experimento fue de 33.46 g/L, valor equivalente a un rendimiento de 50.19 g /  

100 g de olote, el cuál fue similar al obtenido previamente en los viales de 20 mL 

(54.31 g / 100 g olote).  

 

Estos experimentos se llevaron a cabo dentro de viales de 20 mL mezclando 8.5 mL 

de medio de cultivo con 1.5 ml de hidrolizado tal y como se describió en el apartado 

2.5 a). La presencia de hidrógeno se observó a partir de las 12 horas de incubación, 

sin embargo, la concentración de dicho gas fue tan pequeña que no se logró 

cuantificar. El CO2 se observó desde las 6 horas de incubación hasta el término del 

experimento. El pH inicial de la solución fue de 6.4, el cual disminuyó en función del 

tiempo hasta estabilizarse en 5.95 después de las 12 horas. Por otro lado, el 

crecimiento microbiano comenzó a partir de las 2 horas y alcanzó la saturación en el 

medio después de las 12 horas (Figura 3.51), lo cual está relacionado con la 

estabilidad en el valor de pH, sugiriendo una falta de actividad metabólica. Este 

comportamiento puede atribuirse a la cantidad de azúcares presentes en el medio, a 

la posible presencia de trazas de oxígeno en los viales o a una posible desviación de 

la ruta metabólica de los microorganismos que inhibió la producción de biohidrógeno. 

  

El crecimiento bacteriano incrementó de forma exponencial en función del tiempo de 

incubación, con la finalidad de determinar los parámetros cinéticos de dicho 
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crecimiento los datos experimentales se ajustaron al modelo de Gompertz 

modificado. Como se observa en la Figura 3.52, los microorganismos se adaptaron 

rápidamente al medio mostrando un tiempo de latencia de 0.13 horas, un crecimiento 

máximo esperado de 2.42 células / mL y una velocidad máxima de crecimiento de 

1.21 células mL-1 h-1 con un coeficiente de correlación R2 de 0.986. 

 

 

Figura 3.51. Comportamiento del pH y del crecimiento bacteriano durante la 

fermentación de los hidrolizados de olote 

 

 

Figura 3.52. Datos experimentales del crecimiento bacteriano obtenidos durante la 

fermentación del olote ajustados al modelo de Gompertz modificado 

 

3.8.3 Producción de biohidrógeno a partir de los hidrolizados de TH 

Al igual que en la hidrólisis del olote, el experimento realizado con TH utilizando 1.34 

M H3PO4, 110 ºC y 300 minutos se escaló. La máxima producción de azúcares y de 
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furfural fue de 20.28 g / 100 g TH y de 742.23 mg / 100 g TH respectivamente. Se 

realizaron Dos experimentos con los hidrolizados neutros de TH, los cuáles se 

describen a continuación: 

 

a)  El primer experimento se describió en la sección 2.5 a). Al igual que en la 

fermentación del olote, la concentración de hidrógeno observada fue muy baja  y 

no se logró cuantificar, mientras que el CO2 se detectó por cromatografía de gases 

a partir de las 4 horas. El pH de la solución disminuyó ligeramente hasta alcanzar 

un valor final de 6.65. La inhibición en la producción de biohidrógeno se atribuye a 

una desviación en la ruta metabólica de los microorganismos posiblemente debida 

a la presencia de oxígeno en el medio (Soares et al., 2020). 

 

b) El segundo experimento consistió en agregar diferentes cantidades de hidrolizado 

en los viales como se describió en la sección 2.5 b). El pH inicial de la solución 

ajustado previamente a 7.0 disminuyó hasta un valor cercano a 6.40 lo cual puede 

asociarse a un proceso acidogénico, sin embargo, el hidrógeno producido no pudo 

cuantificarse nuevamente debido a su baja concentración, la cual de acuerdo con 

la curva de calibración (Figura C1) es menor al 5 %v. Las bacterias crecieron 

adecuadamente en el medio ya que después de las 20 horas de incubación se 

observó una saturación en todos los viales. La Tabla 3.27 resume los datos 

experimentales obtenidos para este experimento. 

 

Tabla 3.27 Datos experimentales obtenidos durante la fermentación del hidrolizado 
de TH ajustado a pH 7 con KOH 0.1 M 

 Con KOH 0.1 M 

Hidrolizado 

(µL) 

pH Bacteria Hidrógeno 

300 6.40 ± 0.05 Saturado Detectado 

600 6.38 ± 0.08 Saturado Detectado 

900 6.40 ± 0.04 Saturado Detectado 

1200 6.40 ± 0.04 Saturado Detectado 

1500 6.36 ± 0.03 Saturado Detectado 

1800 6.35 ± 0.02 Saturado Detectado 



128 
 

El experimento descrito en el apartado 2.5 b) se repitió, pero en éste caso no se 

ajustó el pH inicial con KOH 0.1 M. La Tabla 3.28 muestra los datos 

experimentales obtenidos en donde se aprecia que el pH inicial de la solución 

varió en función de la cantidad de hidrolizado mostrando valores cercanos a 7.0 

con los volúmenes más pequeños y el valor más pequeño de 6.63 cuando se 

adicionó 1.8 mL de hidrolizado. Para cada uno de los experimentos, el pH 

determinado después de la fermentación fue menor al observado al inicio de la 

misma estabilizándose todos en un valor cercano a 6.40, éste comportamiento fue 

similar al observado en la fermentación de los hidrolizados de TH con KOH y 

sugiere un poco de actividad metabólica bacteriana acidogénica. La producción de 

biohidrógeno fue muy baja e incluso en algunos experimentos no se observó el 

pico cromatográfico característico del hidrógeno, al mismo tiempo, el CO2 fue 

detectado en cada una de las muestras y los medios de cultivo presentaron 

saturación bacteriana al término de la fermentación.  

 

Tabla 3.28 Datos experimentales obtenidos durante la fermentación de los 

hidrolizados de TH sin adición de KOH 0.1 M 

Hidrolizado (µL) pHin pHfin Bacteria Hidrógeno 

300 7.00 ± 0.05 6.42 ± 0.1 Saturado Detectado 

600 6.94 ± 0.08 6.38 ± 0.06 Saturado ND 

900 6.87 ± 0.1 6.42 ± 0.02 Saturado ND 

1200 6.80 ± 0.2 6.37 ± 0.05 Saturado Detectado 

1500 6.75 ± 0.02 6.41 ± 0.01 Saturado ND 

1800 6.63 ± 0.01 6.37 ± 0.04 Saturado Detectado 

ND: No Detectado 

 

Las bajas concentraciones de hidrógeno asociadas con la saturación de bacterias en 

el medio sugiere que la ruta metabólica de los microorganismos se desvió debido a la 

posible presencia de oxígeno en el espacio gaseoso de los viales, lo cual induciría a 

las bacterias a producir etanol y CO2 como principales productos de la fermentación 

(Grisales & Willis, 2018). Pese a la presencia de la bacteria E. cloacae los viales no 

estuvieron completamente anóxicos inhibiendo la producción de hidrógeno. 
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3.8.4  Producción de biohidrógeno a partir de los hidrolizados de olote y de TH. 

Efecto de la cantidad inicial de azúcares 

Estos experimentos se llevaron a cabo como se describió en la sección 2.5 c). Los 

hidrolizados utilizados como fuente de carbono fueron nuevamente obtenidos a las 

mismas condiciones de operación; 1.34 M H3PO4, 110 ºC y 300 minutos. Las 

concentraciones de azúcares y de aldehídos en el hidrolizado neutro de olote fueron 

de 32.41 g/L (48.62 g / 100 g) y 1053.66 ppm respectivamente. Para el TH las 

concentraciones de azúcares y de furfural fueron de 11.82 g/L (17.73 g / 100) y 359.1 

ppm respectivamente.  

 

La producción de biohidrógeno a partir del hidrolizado de olote aumentó en función 

de la cantidad inicial de hidrolizado, alcanzando el valor máximo de 2.14 mL de H2 

con un volumen inicial de hidrolizado de 2.5 mL de hidrolizado. La producción de 

biohidrógeno observada en los volumenes iniciales de 2.5, 3.0 y 4.0 mL resultó muy 

similar entre sí, de igual manera el número total de bacterias por mL mostró un 

comportamiento similar para cada uno de los volumenes de hidrolizado con 

excepción de la muestra de los 2.0 mL (Figura 3.53a). La cantidad de bacterias al 

término de la fermentación del hidrolizado de olote osciló entre las 6 y las 7.4 X108 

células / mL, lo cual se asocia a una saturación de microorganismos en el medio.  

Como se observa en la Figura 3.53 b), la máxima producción de biohidrógeno a partir 

del hidrolizado de TH fue de 3.07 mL alcanzado en el experimento con 3.0 mL de 

hidrolizado. Al igual que en el caso del olote, un incremento en el volumen inicial de 

hidrolizado propicia un aumento en la producción de biohidrógeno. Exceptuando la 

muestra de 0.5 mL de hidrolizado, el resto de los experimentos mostró una 

saturación bacteriana en el medio acuoso, ya que el número de células / mL se 

encontró entre 6 y 7.2 X108.  

 

De acuerdo a lo observado en la Figura 3.53, ambos hidrolizados resultaron viables 

para el desarrollo de los microorganismos ya que en la mayoría de los experimentos 

se alcanzó la saturación bacteriana en el medio, sin embargo, el hidrolizado de TH 
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mostró un mayor potencial para su transformación a biohidrógeno, lo cual se puede 

atribuir a su alto contenido de glucosa.  

 

 

Figura 3.53. Producción de biohidrógeno y crecimiento bacteriano observado durante 

la fermentación de los hidrolizados de a) olote y de b) TH 

 

En la Figura 3.54, se reportan los pH’s de los diferentes hidrolizados determinados 

después de la fermentación. El pH  de los hidrolizados de olote fueron menores a los 

obtenidos con el TH para cada uno de los volúmenes de hidrolizado. Algunos 

trabajos como los reportados por Cao et al. (2009), Ghimire et al. (2015) y Ávila-Vera 

E. (2010) muestran que la eficiencia de producción de biohidrógeno incrementa al 

utilizar pH’s relativamente ácidos (5.5 - 6.5), pese a esta tendencia, la mayor 

producción de biohidrógeno en el presente trabajo se observó con el hidrolizado de 

TH cuando el pH final de la solución fue de 6.2. El pH más bajo fue de 5.98 

determinado después de la fermentación de 3.0 mL de hidrolizado de olote, a pesar 

de  la disminución considerable en el pH, dicho experimento no alcanzó la mayor 

producción de biohidrógeno. La diferencia tanto en la producción de biohidrógeno 

como en el gradiente de pH observado durante la fermentación de los hidrolizados 

del olote y del TH puede atribuirse a la ruta metabólica seguida por los 

microorganismos, a la concentración de aldehídos y a los tipos de azúcares 

presentes en el hidrolizado. Tanto en  el caso del olote como en el TH las rutas 

metabólicas posibles podrían ser la formación de ácido butírico (Ec. 1.19), y de ácido 

acético (Ec. 1.18) en diferentes proporciones, dependiendo de los azucares 
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presentes. Con la finalidad de sustentar este comportamiento, es necesario 

cuantificar la concentración de ácidos orgánicos volátiles en los lixiviados generados. 

La otra posibilidad es que los azúcares mayormente presentes en el hidrolizado de 

olote sean pentosas y en el tallo de haba hexosas, lo que implica la determinación 

cuantitativa de los azúcares monoméricos para asociarlos con el hidrógeno 

producido, Conocer estos datos es importante para determinar cuál de ellos es más 

importante en la producción de hidrógeno.  

 

 

Figura 3.54. Valores de pH determinados después de la fermentación de los 

hidrolizados de olote y de TH 

 

La Tabla 3.29 resume los datos experimentales obtenidos durante las 

fermentaciones de los hidrolizados de olote y de TH. A pesar de que la cantidad 

inicial de azúcares reductores presente en los hidrolizados de TH fue menor en 

comparación con los del olote, el TH alcanzó los volúmenes más grandes de H2 y en 

consecuencia los rendimientos más altos. El porcentaje más alto de hidrógeno fue de 

23.64% determinado con 3 mL de hidrolizado de TH. El pH inicial de cada uno de los 

sistemas disminuyó al aumentar la cantidad de hidrolizado, para cada uno de los 

sistemas dicho pH se encontró en un rango de entre 6.91 y 6.95. Esto parece 

confirmar lo que suponemos de la ruta metabólica con formación de ácido acético y 

ácido butírico, como se determinó previamente durante la fermentación de frutas y 

verduras (Ávila-Vera E. 2010). Tanto para el olote como para el TH un incremento en 
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la cantidad inicial de hidrolizado propició un aumento en el volumen de hidrógeno 

producido, alcanzando los volúmenes más altos con 2.5 mL (0.078 g de azúcares) y 

con 3.0 mL (0.030) para el olote y el TH respectivamente. La cantidad inicial de 

azúcares adicionada con los hidrolizados del olote fue tres veces más que la 

agregada con el TH, pese a esto tanto el volumen como los rendimientos de 

producción de biohidrógeno (mL H2 / g de azúcar) fueron más altos con éste último 

sustrato, siendo un valor calculado de 138.16 mL H2 / g de azúcar degradada con 

una cantidad inicial de azúcares de 0.020 g, el valor más alto obtenido.  

 

Tabla 3.29 Datos experimentales obtenidos durante la fermentación de los 

hidrolizados de olote y de TH 

Hidrolizado pHin pHfin %H2 mL H2 Azúcarin 

(g) 

Azúcarfin 

(g) 

Azúcardeg 

(%) 

mL H2 / 

g azúcar 

Olote 

0.5 6.94 6.78 1.33 0.21 0.016 0.0015 90.21 14.66 

1.0 6.94 6.38 6.63 0.99 0.031 0.0039 87.27 36.52 

1.5 6.93 6.18 11.99 1.74 0.047 0.0080 82.91 44.80 

2.0 6.92 6.07 11.74 1.64 0.06 0.025 59.33 44.39 

2.5 6.92 6.05 15.84 2.14 0.078 0.036 54.11 50.68 

3.0 6.91 5.98 14.69 1.91 0.094 0.044 52.57 38.82 

TH 

0.5 6.95 6.87 2.53 0.39 0.005 0.0013 74.65 104.46 

1.0 6.94 6.72 4.73 0.71 0.010 0.0022 78.11 90.47 

1.5 6.94 6.59 10.14 1.47 0.015 0.0034 77.54 125.82 

2.0 6.94 6.43 15.94 2.23 0.020 0.0039 80.38 138.16 

2.5 6.93 6.31 21.62 2.92 0.025 0.0037 85.12 136.49 

3.0 6.93 6.21 23.64 3.07 0.030 0.0063 79.03 129.01 

  

En cada uno de los experimentos se observó un porcentaje de degradación de 

azúcar mayor al 50%, para el caso del olote dicho porcentaje disminuyó a medida 

que la cantidad inicial de azúcares aumentó. En cambio, los porcentajes de 

degradación de azúcares observados con los hidrolizados de TH se mantuvieron 

entre 75 y 85%, esta tendencia puede deberse a que los hidrolizados de olote 

tuvieron un mayor contenido de aldehídos y/o a la alta concentración de glucosa 
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presente en los hidrolizados de TH. Debido a que los hidrolizados están compuestos 

por una mezcla de azúcares de 5 y 6 carbonos, la determinación del rendimiento en 

términos de mol H2 por mol hexosa se vuelve complicado. Por ello, a fin de comparar 

los rendimientos de producción de H2 obtenidos en el presente trabajo con lo citado 

en la literatura se propuso determinar el rendimiento en términos de mL de H2 / g de 

azúcar degradada. Como se observa en la Figura 3.55, los rendimientos de 

hidrógeno más altos corresponden a las fermentaciones del hidrolizado de TH. 

 

 

Figura 3.55. Rendimientos de producción de biohidrógeno en función del volumen de 

hidrolizado obtenidos en la fermentación de los hidrolizados de olote y de TH 

 

El máximo rendimiento de hidrógeno obtenido en el presente trabajo, 138.16 mL H2 / 

g azúcar, fue mayor en comparación con lo reportado por Koskinen et al. (2008) y por 

Reungsang et al. (2013), quienes estudiaron respectivamente la producción de 

hidrógeno a partir de glucosa en régimen termofílico y de glicerol utilizando la 

bacteria E. aerogens (Tabla 3.30). 

 

Tabla 3.30 Comparación de los rendimientos de hidrógeno  

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mL 

H2 / g azúcar) 

Temperatura 

operación 

Referencia 

E. cloacae y C. 

butyricum 

TH 116.18 37 ºC Presente trabajo 

E. coli WDHL Paja de trigo 140.1 37 ºC López-Hidalgo et 

al., 2017 
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Tabla 3.30 Comparación de los rendimientos de hidrógeno (Continuación) 

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mL 

H2 / g azúcar) 

Temperatura 

operación 

Referencia 

S. cerevisiae Paja de trigo 178 70 ºC Kaparaju et al., 

2009 

E. aerogens Glicerol residual 35.84  37 ºC Reungsang et al., 

2013 

Consorcio 

termófilo 

Glucose 108.64 60 ºC Koskinen et al., 

2008 

Cultivo mixto Camote 126.70 37 ºC Lay et al., 2012 

Cultivo mixto Glucose 176.54 37 ºC Karadag & 

Puhakka, 2010 
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CONCLUSIONES  

El olote resultó una materia prima viable para la obtención de azúcares reductores 

mediante hidrólisis ácida, siendo el experimento con 1.34 M H3PO4 y 110 ºC el que 

mostró los mayores rendimientos. La mayor cantidad de los azúcares producidos 

durante la hidrólisis del olote proviene principalmente de la descomposición de la 

hemicelulosa.  

 

Bajo las  mismas condiciones experimentales, el olote tiene un mayor potencial para 

la producción de azúcares en comparación con el TH. Además un incremento tanto 

en la temperatura como en la concentración del ácido resultó favorable para la 

producción de azúcares reductores a partir del olote y del TH. 

 

Los datos experimentales de la producción de azúcares reductores de todas las 

hidrólisis del olote se ajustaron adecuadamente a los modelos cinéticos de Saeman y 

de primer orden. Los parámetros termodinámicos calculados a partir de las 

constantes cinéticas determinadas con ambos modelos resultaron muy similares 

entre sí, lo cual sugiere que ambos modelos cinéticos pueden utilizarse para el 

cálculo de los parámetros termodinámicos cuando la fase de degradación de 

azúcares no se observa en los datos experimentales. 

 

De acuerdo con los parámetros termodinámicos, la hidrólisis del olote y del TH con 

ácido diluido es un proceso endotérmico y no espontáneo, con la mayor cantidad de 

energía en los reactivos, los aldehídos son los productos termodinámicamente más 

estables.  

 

El tratamiento con NaOH resultó eficiente para solubilizar a la hemicelulosa presente 

en el TH y en el RM, disminuyendo la eficiencia de producción de azúcares en una 

hidrólisis ácida subsecuente.  

 

La hidrólisis del olote con ácido sulfúrico resultó un método eficiente para la 

producción de azúcares reductores, sin embargo, bajo las mismas condiciones de 
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operación el ácido sulfúrico deshidrata una mayor cantidad de azúcares en 

comparación con el fosfórico, produciendo inhibidores bacterianos. 

 

El hidrolizado neutro de olote mostró un alto contenido de azúcares reductores y de 

aldehídos en comparación con el hidrolizado de TH, la xilosa es el azúcar 

predominante en el hidrolizado de olote, mientras que el hidrolizado de TH está 

compuesto principalmente por glucosa. 

 

La hidrólisis del RM con HCL a bajas temperaturas mostró la producción de azúcares 

reductores y disminuyó la concentración de aldehídos inhibidores, sugiriendo que los 

procesos a baja temperatura son una opción viable para el tratamiento de la biomasa 

lignocelulósica, al menos con ácido clorhídrico.  

 

Las bacterias crecieron adecuadamente utilizando los hidrolizados neutros como 

fuente de carbono, hay que verificar que se tenga el medio anóxico, la presencia de 

bajas cantidades oxígeno desvía la ruta metabólica de los microorganismos hacia la 

producción de metabolitos secundarios como el etanol. 

 

El hidrolizado de TH mostró un alto potencial para su transformación en biohidrógeno 

utilizando las bacterias mesofílicas E. cloacae y C. butyricum. Con base a los 

rendimientos de hidrógeno y al gradiente de pH observado en los lixiviados se 

sugiere una ruta metabólica mixta con la producción de ácido acético y butírico, sin 

embargo, es necesaria la caracterización del lixiviado para validar este supuesto. 

 

El alto contenido de glucosa y la baja concentración de aldehídos permitieron al 

hidrolizado de TH ser una fuente de carbono adecuada para el desarrollo de las 

bacterias mesofílicas y para la producción de biohidrógeno. El TH es un material, no 

reportado anteriormente, con alto potencial biotecnológico para la producción de 

hidrógeno. 
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ANEXOS 

Anexo A. Técnicas analíticas para sólidos 

En este apartado se presentan las técnicas usadas para las determinaciones de 

humedad, SVT´s, extractivos, holocelulosa, lignina y análisis mediante 

espectroscopia de IR y DRX.  

 

Anexo A1. Determinación de pH 

La determinación de pH en sólidos se realizó conforme a la NMX-AA-25-1984 

(SEMARNAT, 2008). 5 g de rastrojo seco se mezclaron con 90 mL de agua destilada 

en un vaso de precipitado de 250 mL, posteriormente se pusieron en agitación 

durante 10 minutos y se dejaron reposar por 30 minutos más. La medida se hizo en 

un potenciómetro marca “Conductronic PC18” con un electrodo de calomel, el cual 

fue calibrado previamente con buffers de pH 4 y 7. La determinación se llevó a cabo 

por duplicado. 

 

Anexo A2. Determinación de humedad 

El porcentaje de humedad presente en los residuos agrícolas se determinó por 

duplicado en cápsulas de aluminio las cuales fueron previamente colocadas a peso 

constante. La técnica utilizada fue la establecida en la norma NMX-AA-016-1984 

publicada por la Secretaría de Comercio y Fomento Industrial (SEMARNAT, 2008).  

 

El primer paso fue la calibración de la balanza analítica, después utilizando unas 

pinzas se colocó en cada cápsula de aluminio 1 g de residuo previamente triturado a 

un tamaño de partícula menor a 250 µm. Las muestras se secaron a 45°C durante 2 

horas en una estufa, se colocaron en un desecador por media hora y se pesaron. La 

muestra se secó nuevamente a 45°C durante media hora y se colocó en un 

desecador por lapso de 15 minutos, la muestra se pesó y se registró el valor. El 

procedimiento se repitió hasta alcanzar peso constante en cada una de las muestras. 

Para el pesado se consideraron cuatro dígitos de la balanza analítica, después del 
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punto decimal. El porcentaje de humedad se determinó mediante el uso de la 

Ecuación A.1,  los valores de G y G1 se obtuvieron al restar el peso de la cápsula de 

aluminio: 

 

   
      

 
     

Ec. A.1 

 

Dónde: 

 

%H: Porcentaje de humedad  

G: Peso de la muestra húmeda en g 

G1: Peso de la muestra seca en g 

 

Anexo A3. Determinación de SVT 

El porcentaje de SVT se determinó por duplicado conforme a la técnica 2540G del 

Standard Methods (APHA, 1998). Para ello se utilizaron las cápsulas con las 

muestras de los residuos secos (G1) de la determinación de humedad. Estas 

cápsulas se introdujeron en una mufla y se dejaron calcinar a 550°C durante una 

hora. Al término de este tiempo, se redujo la temperatura de la mufla, lentamente,  

mediante su control automático a 200°C, las muestras se transfirieron a una estufa la 

cual se había estabilizado previamente a 50°C y se les dejó ahí por media hora, 

finalmente se colocaron en un desecador durante 30 minutos y se pesaron (G2). Para 

determinar el porcentaje de SVT se utilizó la Ecuación A.2, tomando en cuenta que 

para obtener el valor de G1 y G2 se debe restar el peso de la cápsula de aluminio. 

 

     
       

  
     

Ec. A.2 

Dónde: 

 

%SVT: Porcentaje de Sólidos Volátiles Totales  

G1: Peso de la muestra seca en g 

G2: Peso de la muestra después de la calcinación en g 
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Anexo A4. Preparación para sustrato libre de extractivos 

Para realizar las determinaciones de holocelulosa y lignina, primero se deben 

eliminar los extractivos de los residuos sólidos. Los extractivos consisten de 

materiales que son solubles en solventes polares y su eliminación se hizo de acuerdo 

con el método estándar para la preparación de la madera libre de extraíbles ASTM 

D1105-56 reportado por Colín-Urieta et al. (2007).  

 

Para ello se pesaron 4 g de residuo agrícola previamente secado en un cartucho de 

extracción, con ayuda de pinzas se colocó el cartucho en el cuerpo extractor del 

sistema de reflujo Soxhlet, se puso a reflujo con 60 mL de una mezcla 1:2 de etanol – 

tolueno (20 – 40 mL) hasta no observar coloración en el sifón del cuerpo del 

extractor. El cartucho se secó a temperatura ambiente durante una noche y se colocó 

a reflujo con 60 mL de agua destilada, esto con la finalidad de eliminar los rastros de 

solvente, el reflujo se detuvo cuando el bulbo del sifón no presentó coloración. Los 

cartuchos se sacaron del cuerpo extractor, se dejaron secando a temperatura 

ambiente durante una noche, posteriormente cada una de las muestras sólidas se 

recuperó de los cartuchos, se colocaron en vidrios de reloj y se secaron a 50 °C 

durante 24 horas. 

 

Anexo A5. Determinación de holocelulosa 

La determinación de holocelulosa se realizó por duplicado de acuerdo al método del 

clorito (Wise et al., 1946), el cual se basa en la acción del dióxido de cloro cuyos 

productos de reacción acuosa y caliente hacen que la lignina se separe en forma 

soluble. El dióxido de cloro se genera in situ utilizando clorito de sodio y ácido 

acético, las Ecuaciones A.3 y A.4 muestran la síntesis del dióxido de cloro. 

 

                               Ec. A.3 

                           Ec. A.4 
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 1 g de la muestra seca y libre de extractivos (M1) se pesó y se colocó en un 

recipiente con una solución de 0.3 g de clorito de sodio en 32 mL de agua destilada, 

a la que previamente se le había añadido 2 gotas de ácido acético. Los recipientes 

preparados se pusieron a reaccionar en un baño de calentamiento a 75ºC durante 4 

horas. Cada 30 minutos se agitaron y cada hora se les añadió lentamente 2 gotas de 

ácido acético y 0.32 g de clorito de sodio. Una vez enfriados los recipientes a 

temperatura ambiente, las muestras sometidas a reacción se filtraron utilizando papel 

filtro previamente pesado. Cada una de las muestras se lavó con 200 mL de agua 

caliente (hasta tener color pálido) y posteriormente con 100 mL de acetona. Con 

ayuda de unas pinzas se colocó cada papel filtro con muestra dentro de una capsula 

de aluminio calcinada y previamente pesada (M2) y se colocó en una estufa a 40ºC 

durante 3 días. Al término del secado, las muestras se colocaron en un desecador 

por 30 minutos y se pesó rápidamente para evitar la hidratación de la holocelulosa. 

La Ecuación A.5 muestra el cálculo para la determinación del porcentaje de 

holocelulosa.  

 

     
       

  
     

Ec. A.5 

Dónde: 

 

%Hol: Porcentaje de holocelulosa 

M1: Peso de la muestra seca en g 

M2: Peso de la capsula y del papel filtro 

M3: Peso de la capsula, papel filtro y muestra después de secado 

 

Anexo A6. Determinación de lignina 

La determinación de lignina se realizó de acuerdo al método ASTM D1106 – 56 

reportado por Colín-Urieta et al. (2007). Para ello se pesó 1 g de muestra seca libre 

de extractivos (M1) en un vaso de precipitado de 500 mL, se adicionaron 25 mL de 

ácido sulfúrico al 72% (v/v) y 2.5 mL de ácido bromhídrico al 40% (v/v) y se dejó 

reposar por 2 horas agitándola cada 30 minutos. Posteriormente se le adicionaron 
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100 mL de agua destilada y se hirvió durante 5 minutos. La muestra contenida en el 

vaso de precitado se filtró con papel filtro previamente pesado, y se lavó con agua 

destilada caliente hasta pH neutro. Con ayuda de pinzas se colocó el papel filtro en 

una capsula previamente calcinada y pesada (M2), y se secó a 45ºC durante 24 

horas. Al término del secado, las muestras se colocaron en un desecador por 30 

minutos. La Ecuación A.6 presenta el cálculo para la determinación del porcentaje de 

lignina. 

 

     
       

  
     

Ec. A.6 

Dónde: 

 

%Lig: Porcentaje de lignina 

M1: Peso de la muestra seca en g 

M2: Peso de la capsula y del papel filtro 

M3: Peso de la capsula, papel filtro y muestra después de secado 

 

Anexo A7. Análisis por FTIR 

Los residuos agrícolas antes y después de la hidrólisis ácida se secaron a 45°C 

durante una noche y se trituraron con ayuda de un mortero. Las muestras se 

analizaron en un espectrómetro FTIR marca “Varian 640” utilizando un rango 

espectral de 500 a 4000 cm-1 y una resolución de 4 cm-1.  

 

Anexo A8. Análisis por DRX 

El análisis de cristalinidad se llevó a cabo en un difractometro D8 discovery operado 

con un potencial de 35 kV y utilizando una radiación kα de 1.5418 Aº a partir de un 

electrodo de cobre. El tamaño de pasó se ajustó a 0.03º y se utilizó un rango de 

difracción 2θ de 5º a 80º. 

 

 

Anexo B. Técnicas analíticas para líquidos 
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Las determinaciones de pH y de azúcares reductores en el hidrolizado se presentan 

en este apartado. 

 

Anexo B1. Determinación de pH 

El pH se determinó en los hidrolizados de cada uno de los experimentos, utilizando 

un potenciómetro marca “Conductronic PC18” con un electrodo de calomel para 

medir el pH y otro de acero inoxidable para determinar la temperatura. Las lecturas 

se tomaron por triplicado, registrando el pH y la temperatura de los hidrolizados. 

 

Anexo B2. Determinación de azúcares reductores 

Para la cuantificación de azúcares reductores se utilizó el método del ácido 3-5 

dinitro salicílico (DNS) primeramente reportado por Miller (1959), el cual de acuerdo 

con Chaplin (1986), se basa en la reducción del ácido 3-5 dinitro salicílico por los 

azúcares cíclicos que poseen un grupo carbonilo en su estructura (azúcar reductor) 

al ácido 3-amino 5-nitrosalicílico, cuya presencia puede detectarse por la lectura de 

absorbancia en la zona de 540 a 570 nm. La Figura B1 muestra la reacción redox 

llevada a cabo para la cuantificación de azúcares reductores mediante DNS.  

 

 

Figura B1. Reducción del ácido 3-5 dinitro salicílico para la cuantificación de 

azúcares 

 

El reactivo DNS se preparó agregando 30 g de tartrato de sodio y potasio tetra-

hidratado (KNaC4H4O6 * 4H2O) en una solución de 2 M de NaOH, posteriormente se 

agregó 1 g de ácido dinitro salicílico (C7H4N2O7), se aforó con agua destilada hasta 

un volumen final de 100 mL y se almacenó en ausencia de luz.  
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Las muestras empleadas para la determinación de azúcares reductores fueron los 

hidrolizados, de los cuales se tomaron 300 µL y se diluyeron con agua destilada 

hasta un volumen final de 3 mL. Las alícuotas obtenidas se ajustaron a un pH 

superior a 8 con NaOH a fin de evitar precipitación y decoloración. Posteriormente, 

se centrifugaron a 10,000 rpm en una centrifuga marca “Hettich Zentrifuegen 

Universal 32R” durante 5 minutos, se tomaron 500 µL del sobrenadante y se 

mezclaron en un tubo de vidrio de 12 mL con 500 µL de reactivo DNS. Los tubos se 

colocaron en baño María a 92°C durante 5 minutos, después se dejaron enfriar a 

temperatura ambiente y se diluyeron con 10 mL de agua destilada. La absorbancia 

se determinó contra un blanco utilizando una longitud de onda de 540 nm y se 

calculó la concentración de azúcares en relación a una curva de calibración, la cual 

se realizó utilizando glucosa como azúcar patrón. La curva de calibración se muestra 

en la Figura B2. 

 

 
Figura B2. Curva de calibración para la determinación de azúcares reductores 

 

Anexo B3. Determinación de furfural 

200 µL de cada uno de los hidrolizados se diluyeron con agua destilada hasta un 

volumen final de 10 mL, posteriormente las muestras se homogenizaron y se 

analizaron en un espectrómetro Uv-Vis Evolution Array Thermo Scientific utilizando 

una longitud de onda de 277 nm. Furfural grado reactivo (ensayo > 99.99%) fue 
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utilizado para determinar la longitud de onda de máxima absorbancia y para la 

preparación de la curva de calibración, la cual se muestra en la Figura B3  

 

Figura B3. Curva de calibración para la determinación de furfural 

 

Anexo B4. Determinación de HMF 

La preparación de las muestras previa a la determinación de HMF se llevó a cabo tal 

y como se describe en el apartado anterior. Una vez diluidas las muestras se leyó su 

absorbancia en un espectrómetro Uv-Vis Evolution Array Thermo Scientific utilizando 

una longitud de onda de 284 nm. HMF grado patrón (ensayo > 99.99%) fue utilizado 

para determinar la longitud de onda de máxima absorbancia y para la preparación de 

la curva de calibración, la cual se muestra en la Figura B4. 

  

 

Figura B4. Curva de calibración para la determinación de HMF 
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Anexo B5. Conteo de bacterias 

Para el análisis del crecimiento de los microorganismos se utilizó la cuenta directa al 

microscopio empleando la cámara de Petroff-Hausser y tomando como base lo 

reportado por Madigan et al. (2003). Para ello se tomó 0.05 mL de cada uno de los 

viales utilizados para la fermentación y se colocó sobre la cámara de conteo, la cual 

posteriormente fue observada en un microscopio de contraste de fases. La cámara 

Petroff-Hausser posee una rejilla de 1 mm2 formada a su vez por 400 cuadros 

pequeños situados dentro de 25 cuadros más grandes, la distancia entre la cámara y 

el cubreobjetos es de 0.02 mm. De manera aleatoria, se contaron las células en 5 de 

los cuadros grandes y se calculó su promedio. La cantidad de bacterias por unidad 

de volumen se correlacionó con la profundidad y área de la rejilla mediante la 

ecuación B.1. 

 

   

  
  

        

  
                  Ec. B.1 

 

En donde 16 corresponde al número de cuadros pequeños dentro de cada uno de los 

cuadros más grandes, 400 hace referencia al número total de cuadros pequeños, 50 

es un factor de conversión dado por la distancia entre la cámara y el cubreobjetos (1 

/ 0.02 = 50) y 1000 es la conversión de mm3 a cm3. 
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Anexo C. Análisis por cromatografía de gases 

Para la caracterización de biogás y cuantificación de biohidrógeno se empleó el 

cromatógrafo de gases marca “Varian 3600” ubicado en la Gerencia de Ciencias 

Básicas del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ).  Éste posee 2 

detectores, uno de conductividad térmica (TCD) y  uno de ionización de flama (FID) 

ambos sensibles a detecciones de hidrocarburos, el detector empleado en el 

presente trabajo fue el TCD. El sistema de inyección del cromatógrafo es automático 

y ajustado a 250 µL, mientras que el gas de arrastre utilizado en todas las 

determinaciones fue Argón (Ar) grado cromatográfico. Las temperaturas a las cuales 

el equipo se operó fueron: 100°C temperatura de columna; 110°C temperatura de 

inyector y detector, mientras que el tiempo de retención fue de 2 minutos. 

 

La curva de calibración se preparó utilizando H2 de ultra alta pureza, el cual se 

mezcló en proporciones conocidas con Ar dentro de una jeringa, posteriormente se 

inyectó la mezcla gaseosa en el cromatógrafo y se determinó por triplicado los 

tiempos de retención y las áreas bajo la curva asociadas al porcentaje en volumen de 

H2. La curva de calibración empleada para el análisis de H2 se muestra en la Figura 

C1.  

 
 

Figura C1. Curva de calibración empleada para la cuantificación de H2  
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Anexo D. Diseño geométrico y construcción del reactor de hidrólisis tipo 

tanque agitado 

El volumen de trabajo fue de 1.5 litros. A partir de dicho volumen se calculó el 

diámetro y el largo del reactor utilizando las Ecuaciones D.1 y D.2.  

 

     Ec. D.1 

  
 

 
    Ec. D.2 

 

El diámetro sugerido fue de 10 cm, por lo cual la longitud calculada fue de 20 cm y un 

volumen total de 1.57 L. Para el cálculo de la altura total del tanque se utilizó la 

Ecuación D.3, en la cual el término hd es conocido como la altura necesaria del gas o 

headspace. Este término generalmente abarca una dimensión del 30 al 50% de la 

altura del fluido, a fin de disminuir las pérdidas debidas a la evaporación de la fase 

líquida, se consideró un valor hd de 25%. La altura total del tanque se calculó de 25 

cm. 

  

       Ec. D.3 

 

Para el cálculo de los deflectores se utilizó la Ecuación D.4, la cual de acuerdo a lo 

establecido en literatura especializada, éstos tienen un grosor de 1/12 del diámetro 

total del tanque y por convención suelen colocarse entre 4 y 6. Con base al diámetro 

del tanque (10 cm), el grosor del deflector es de 0.83 cm 

 

  
 

  
 

Ec. D.4 

 

La distancia entre los deflectores y la pared del biorreactor suele tener un valor de 

0.15J, es decir, 1/7 del grosor de los deflectores (Ecuación D.5). La distancia 

calculada fue de 12 mm. 
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       Ec. D.5 

Para el sistema de agitación se consideró la relación mostrada en la Ecuación D.6, la 

cual utiliza un factor de 0.30 con respecto al diámetro total del tanque. Cabe 

mencionar que en el sistema de agitación se contempla el  uso de un agitador 

helicoidal con un diámetro de 3.5 cm. Las dimensiones calculadas del tanque agitado 

se muestran en la Figura D1. 

 

        Ec. D.6 

  

 

Figura D1. Dimensiones del reactor tipo tanque agitado a escala laboratorio 
 
El reactor de tipo tanque agitado se diseñó a fin de incrementar la eficiencia de 

producción de azúcares mediante hidrólisis ácida, tomando como base las 

consideraciones geométricas previamente descritas. El reactor consta de un cuerpo y 

dos tapas de acero inoxidable con un grosor de 10 mm, un volumen total de 1.97 

litros y un volumen de trabajo de 1.5 litros. En la parte inferior tiene una válvula de 

purga de 1/2” de diámetros, mientras que en la parte superior tiene una válvula de 

alimentación de ¾”, una entrada de ½” para la termoresistencia y una de 1/4” para el 

termopar, la temperatura dentro del reactor se controla con ayuda de un sensor 

electrónico acoplado tanto a la termoresistencia como al termopar. El sistema de 
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agitación constará de un motor eléctrico acoplado a una varilla de acero inoxidable a 

la cual se le acondicionarán cierto número de propelas con distintas aspas. La 

selección tanto del número de propelas como de aspas se realizará tomando como 

base los resultados obtenidos en la simulación dinámica. La Figura D2 muestra el 

reactor de hidrólisis a escala laboratorio. 

 

 

Figura D2. Reactor de hidrólisis tipo tanque agitado a escala laboratorio 

 

Previo a la construcción del sistema de agitación, se estudiaron los perfiles de, 

temperatura y de concentración utilizando el software Ansys, para ello el reactor se 

dibujó en AutoCAD proponiendo distintos tipos de agitadores. La Figura D3 muestra 

la parte interna del reactor de hidrólisis tipo taque agitado diseñado en AutoCAD. 

 

 

Figura D3. Diseño en AutoCAD del reactor de hidrólisis tipo tanque agitado 
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