
 
 

 

CENTRO DE INVESTIGACIÓN Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL 

INSTITUTO POLITÉCNICO NACIONAL 

                          UNIDAD ZACATENCO 

 

DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGÍA Y BIOINGENIERÍA 

 

“Aplicación del principio de cascada a la corriente residual de la producción de 

holocelulasas, dentro de un proceso de biorrefinería de sólidos urbanos, para 

la obtención de bioenergía, enzimas y sacarificados” 

 

 

Tesis que presenta: 

I.B.Q. Leticia Romero Cedillo 

 

 

Para obtener el grado de 

MAESTRÍA EN CIENCIAS 

EN LA ESPECIALIDAD DE BIOTECNOLOGÍA 

 

Directores de Tesis: Dr. Héctor M. Poggi Varaldo y Dra. Ma. Teresa Ponce Noyola 

 

 

México D.F. a 4 de Diciembre de 2015 



ii 
 

ÍNDICE 

 

ÍNDICE DE TABLAS ................................................................................................................................. v 

ÍNDICE DE FIGURAS .............................................................................................................................. vi 

AGRADECIMIENTOS…………………………………………………………………………………………..viii 

RESUMEN……………………………………………………………………………………………………….13 

1. INTRODUCCIÓN……………………………………………………………………………………………..14 

1.1 Panorama del sector energético actual y de los residuos municipales en el mundo .......................10 

1.2 Potencial de los residuos como fuente de energía renovable ..........................................................10 

1.3 Concepto de biorrefinería ..................................................................................................................12 

1.3.1. Clasificación de las biorrefinerías .................................................................................................13 

1.3.2. Los principios de una biorrefinería ................................................................................................14 

1.3.3. Principio de sustentabilidad y amigable con el medio ambiente...................................................15 

1.3.4. Principio de cascada .....................................................................................................................15 

1.4. Producción de biohidrógeno a partir de la FORSU ..........................................................................16 

1.5. Importancia de la integración de los pretratamientos en biorrefinería .............................................20 

1.5.1 Clasificación de los pretratamientos ..............................................................................................20 

1.5.1.1. Pretratamiento alcalino ...............................................................................................................20 
1.5.1.2. Pretratamiento ácido diluido .......................................................................................................22 
1.5.1.3. Pretratamiento organosolv .........................................................................................................23 
1.5.1.5. Pretratamientos físico-químicos .................................................................................................25 

1.5.1.6. Pretratamiento mecánico ...........................................................................................................26 
1.5.1.7. Pretratamiento por explosión con vapor ....................................................................................28 
1.6. Perspectivas de los pretratamientos aplicados a una biorrefinería a partir de la FORSU ..............32 

1.7. Biorrefinería H-M-Z-S a partir de residuos sólidos urbanos .............................................................33 

2. JUSTIFICACIÓN .................................................................................................................................35 

3. HIPÓTESIS .........................................................................................................................................35 

3.1 Hipótesis particulares ........................................................................................................................35 

4. OBJETIVOS ........................................................................................................................................36 

4.1 Objetivos particulares ........................................................................................................................36 

5. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL .....................................................................................................37 

5.1. Plan de trabajo .................................................................................................................................37 

5.2. Descripción de actividades ...............................................................................................................38 



iii 
 

5.2.1. Actividad 1. Arranque y operación de reactor inoculadores. ........................................................38 

5.2.1.1. Propósito ....................................................................................................................................38 
5.2.1.2. Diseño experimental ...................................................................................................................38 
Obtención de inóculo metanogénico .......................................................................................................38 
5.2.1.3. Análisis y seguimiento ................................................................................................................39 

5.2.1.4. Métodos y procedimientos .........................................................................................................40 

Montaje de reactores metanogénicos .....................................................................................................40 
Recolección y preparación del inoculo metanogénico ............................................................................40 
Recolección y preparación de la FORSU ...............................................................................................41 
Medición de pH y alcalinidad ...................................................................................................................41 
Determinación de sólidos totales, sólidos volátiles y ceniza ...................................................................42 
Cuantificación de ácidos orgánicos volátiles ...........................................................................................42 
Determinación de nitrógeno total ............................................................................................................43 
Desplazamiento de biogás ......................................................................................................................43 
Cuantificación de metano por cromatografía de gas ..............................................................................44 
Determinación de celulosa ......................................................................................................................44 
5.2.2. Actividad 2. Producción de hidrógeno por sistema en lote a partir de FORSU. ...........................45 

5.2.2.1. Propósito ....................................................................................................................................45 

5.2.2.2. Diseño experimental ...................................................................................................................45 

5.2.2.3. Análisis y seguimiento ................................................................................................................46 

5.2.2.4. Métodos y procedimientos .........................................................................................................47 

5.2.3. Actividad 3. Obtención de holocelulasas empleando la cepa Trichoderma reesei MCG 80 y sólidos 

fermentados residuales de la producción de hidrógeno. ........................................................................47 

5.2.3.1. Propósito ....................................................................................................................................47 

5.2.3.2. Diseño experimental ...................................................................................................................48 

5.2.3.3. Análisis y seguimiento ................................................................................................................48 

5.2.3.4. Métodos y procedimientos .........................................................................................................49 

Propagación de inoculo ...........................................................................................................................49 
Producción de holocelulasas con sólidos fermentados ..........................................................................50 
5.2.4. Actividad 4. Pretratamiento de la corriente residual Xz para la selección del mejor método en 

función de la degradabilidad de celulosa y contenido de lignina. ...........................................................51 

5.2.4.1. Propósito ....................................................................................................................................51 

5.2.4.2. Diseño experimental ...................................................................................................................51 

5.2.4.3. Análisis y seguimiento ................................................................................................................52 

5.2.4.4. Métodos y procedimientos .........................................................................................................52 

5.2.5. Actividad 5. Evaluación de la producción de hidrógeno a partir de los sólidos residuales 

pretratados de la corriente Xz. ................................................................................................................53 

5.2.5.1. Propósito ....................................................................................................................................53 

5.2.5.2. Diseño experimental ...................................................................................................................53 



iv 
 

5.2.5.3. Análisis y seguimiento. ...............................................................................................................54 

5.2.5.4. Métodos y procedimientos .........................................................................................................55 

5.2.6. Actividad 6. Producción de sacarificados empleando sólidos residuales pre-tratados de Xz como 

sustrato. ...................................................................................................................................................55 

5.2.6.1. Propósito ....................................................................................................................................55 

5.2.6.2. Diseño experimental ...................................................................................................................56 

5.2.6.3. Análisis y seguimiento ................................................................................................................56 

5.2.6.4. Métodos y procedimientos .........................................................................................................57 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN............................................................................................................57 

6.1. Actividad 1. Arranque y operación de digestores anaerobios metanogénicos inoculadores ..........57 

 .................................................................................................................................................................58 

6.1.1. Evolución del pH y alcalinidad ......................................................................................................59 

 .................................................................................................................................................................59 

6.1.2. Determinación de sólidos totales, sólidos volátiles y ceniza.........................................................60 

6.1.3. Cuantificación de ácidos orgánicos volátiles en reactor inoculador termofílico ............................60 

6.1.4. Determinación de nitrógeno total ..................................................................................................61 

6.1.5. Cuantificación de metano por cromatografía de gas ....................................................................63 

6.2. Actividad 2. Producción de hidrógeno por sistema en lote a partir de FORSU. ..............................64 

6.3. Actividad 3. Obtención de holocelulasas empleando la cepa Trichoderma reesei MCG 80 y sólidos 

fermentados residuales de la producción de hidrógeno. ........................................................................65 

6.4. Actividad 4. Pretratamiento de la corriente residual Xz para la selección del mejor método en función 

de la degradabilidad de celulosa y contenido de lignina. ........................................................................68 

6.5. Actividad 5. Evaluación de la producción de hidrógeno a partir de los sólidos residuales pretratados 

de la corriente Xz. ...................................................................................................................................71 

6.6. Actividad 6. Producción de sacarificados empleando sólidos residuales pretratados de Xz como 

sustrato. ...................................................................................................................................................73 

7. CONCLUSIÓN.....................................................................................................................................74 

8. Referencias .........................................................................................................................................75 

 

 

 



v 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

 

Tabla1. Clasificación de las biorrefinerías con base al tipo de tecnología .............................................14 

Tabla 2. Clasificación de las biorrefinerías con base en el tipo de materia prima utilizada…………….14 

Tabla 3. Pretratamientos termoquímicos aplicados a distintos residuos, efecto sobre la producción de 

biohidrógeno y biometano. ......................................................................................................................24 

Tabla 4. Resultados de pretratamientos fisicoquímicos evaluados en varios sustratos, y su efecto sobre 

la fermentación oscura. ...........................................................................................................................27 

Tabla 5. Pretratamientos enzimáticos evaluados en diferentes residuos orgánicos, y efecto sobre la 

producción de biocombutibles. ................................................................................................................31 

Tabla 6. Programa de seguimiento y análisis de reactores inoculadores metanogénicos. ....................38

Tabla 7. Frecuencia de análisis y seguimiento durante la operación hidrogenogénica .........................46 

Tabla 8. Condiciones para las determinaciones enzimáticas .................................................................48 

Tabla 9. Composición del medio mineral para Trichoderma reesei MCG 80 .........................................49 

Tabla 10. Composición del medio Mandels (5x) .....................................................................................50 

Tabla 11. Pretratamientos aplicados a la FORSU y a la corriente Xz ....................................................51 

Tabla 12. Programa de análisis y seguimiento de las muestras pretratadas. ........................................52 

Tabla 13. Composición para cada reactor hidrogenogénico, empleando distinta carga de alimentación 

con FORSU y sólidos Xz pretratados con NaOH 1M..............................................................................54 

Tabla 14. Frecuencia de análisis y seguimiento para la producción de hidrógeno en reactores por lote 

tipo FASSH-VI utilizando los sólidos pretratados como carga inicial. .....................................................54 

Tabla 15. Condiciones de operación y parámetros a evaluar durante la sacarificación del residuo Xz 

pretratado, utilizando holocelulasas de T. reesei MCG 80. ....................................................................55

Tabla 16. Cuantificación de azúcares liberados durante la sacarificación enzimática a partir de 

holocelulasas de T. reesei MCG 80. ................................................................................................... 55 

Tabla 17. Análisis proximal de sólidos en el reactor inoculador termofílico. ..........................................60 

Tabla 18. Valores obtenidos a partir de la cinética de crecimiento y producción de celulasas con T. ressei 

MCG 80 y sólidos fermentados como sustrato. ......................................................................................67 

Tabla 19.  Análisis proximal a partir de muestras de sólidos de cada tratamiento en la etapa inicial de la 

producción de hidrógeno en reactor por lote FASSH-VI .........................................................................71 

 

 

 

 

_Toc436364348
_Toc436364350


vi 
 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura  1. Composición global de los residuos sólidos ...........................................................................11 

Figura 2. Pasos de biodegradación de la materia orgánica, formación de metabolitos y rutas 

microbiológicas involucradas en la fermentación de residuos ................................................................19 

Figura 3. Productos de degradación de la celulosa, hemicelulosa y lignina, por efecto de la hidrólisis 

térmica .....................................................................................................................................................28 

Figura 4. Diagrama de corrientes de la biorrefinería H-M-Z-S ................................................................34 

Figura 5. Plan de trabajo .........................................................................................................................37 

Figura 6. Resumen de operación metanogénica y obtención de inóculo ...............................................39 

Figura 7. Resumen de la operación hidrogenogénica ............................................................................46 

Figura 8. Preparación del inóculo mixto y digestores anaerobios metanogénicos. ................................58 

Figura 9. Evolución de la alcalinidad y pH en el reactor inoculador metanogénico. ...............................59 

Figura 10. Contenido de ácidos orgánicos volátiles en el reactor inoculador operado en régimen 

termofílico. ...............................................................................................................................................61 

Figura 11. Evolución del contenido de Nitrógeno total Kjeldhal en el reactor inoculador .......................62 

Figura 12. Desplazamiento de biogás promedio en el reactor metanogénico operado a 55°C hasta un 

TRM 50d. .................................................................................................................................................63 

Figura 13. Producción de metano con respecto al tiempo en el reactor metanogénico bajo régimen 

termofílico 55°C con alimentación semi-continua hasta un TRM 50 d. ..................................................64 

Figura 14. Producción de ácidos orgánicos volátiles en fermentación oscura por lote a partir de FORSU

 .................................................................................................................................................................65 

Figura 15. Actividad enzimática específica de celulasas (mediante ensayo en papel filtro) obtenidas en 

cultivo sumergido utilizando Trichoderma reesei MCG 80, empleando distintos sustratos como fuente 

de carbono. ..............................................................................................................................................66 

Figura 16. Actividad xilanasa de T. reesei MCG 80, a partir de cultivos sumergidos con distinta fuente 

de carbono. ..............................................................................................................................................66 



vii 
 

Figura 17. a) Actividad volumétrica de FPasa, a partir de cultivos sumergidos con T. reesei MCG 80, 

utilizando sólidos fermentados 3% (p/v). b) Actividad específica de FPasa, obtenida bajo las condiciones 

antes descritas. .......................................................................................................................................67 

Figura 18. Contenido de celulosa en FORSU y otras corrientes derivadas de la biorrefinería. SF: Sólidos 

fermentados; Xz: residuos sólidos de etapa Z, así como esta fracción sometida a pretratamientos. ....68 

Figura 19. Efecto del tipo de pretratamiento sobre la remoción de lignina, en muestras de Xz. ...........69 

Figura 20. Imágenes de SEM (Microscopía electrónica de barrido), a las fibras del residuo Xz antes de 

ser pretratadas. .......................................................................................................................................69 

Figura 21. Imagenes correspondiente a la fracción Xz después del pretratamiento con NaOH 1M. .....70 

Figura 22. Fibras de Xz vistas desde el microscopio electrónico de barrido, después de ser pretratadas 

con Na2CO3 1M. ......................................................................................................................................70 

Figura 23. Imágenes de las muestras de Xz después de ser sometidas a un pretratamiento ácido diluido 

con HCl 1.5%.........................................................................................................................................71 

Figura 24. Producción de hidrógeno en lote tipo FASSH-VI, empleando sólidos Xz pretratados con 

NaOH 1M como sustrato………………………………………. 736 

Figura 25. Efecto de la concentración de enzima (FPasa (U/mL) y de sustrato Xz, pretratado con NaOH 

1M, durante 48 h de sacarificación a 50 °C, empleando el extracto concentrado de celulasas de T. reesei 

MCG 80. ..................................................................................................................................................73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

AGRADECIMIENTOS 

A mis padres Leticia y Ricardo por su apoyo, confianza y amor incondicional a lo largo 

de mi vida. 

A mis hermanos Cecy y Ricky, por su cariño, complicidad y los ánimos a pesar de la 

distancia. 

A mi familia, por el abrigo que siempre me han brindado y sus palabras de aliento. 

A mis amigos Javier, Luz, Karla, Enrique, Carlos, Lili y Perla, por su cariño sincero, 

apoyo constante y por compartir momentos buenos y difíciles que le dan sentido a los 

días. 

A mis amigos de generación Sara, Fer, Laura, Pool, Citla, Andrés, Moni, Fanny, Azu, 

Anamarel, Anlui y Jesús, por estar unidos a pesar de no vernos a diario. 

Al Dr. Héctor M. Poggi-Varaldo, por la oportunidad de ingresar al GBAER, compartir a 

diario sus conocimientos y experiencias de vida, y por hacer siempre un esfuerzo más 

del necesario con cada alumno. 

A la Dra. Ma. Teresa Ponce-Noyola, por su apoyo académico, consejos profesionales 

y personales, y por su capacidad de organización. 

A la maestra Elvira Ríos Leal, por su cariño y apoyo invaluable durante el trabajo. 

A mi comité tutorial por su buena disposición y asesoría académica a lo largo del 

tiempo. 

A los alumnos de estancia (Maryori, Jaqueline, Ernesto y Martín), por su ayuda con las 

mediciones y análisis, en parte del trabajo experimental. 

Al CINVESTAV por darme la oportunidad de iniciar una nueva etapa. 

Al CONACYT por otorgarme la beca  #369317, para la realización de estudios de 

posgrado. 



9 
 

RESUMEN 

En el presente trabajo se evaluó el efecto de pretratameintos alcalinos y ácidos, sobre la 

corriente residual Xz, para aumentar la disponibilidad de celulosa y la remoción de lignina. En 

este sentido, El tratamiento alcalino con NaOH 1M, resultó el más favorable al remover la 

mayor cantidad de lignina y mejorar la disponibilidad de celulosa, en los sólidos pretratados 

Xz. Hubo una disminución, en el contenido de lignina al pasar de 17% al 6%, posterior al 

pretratamiento. Lo anterior está relacionado, a un mayor desempeño en una fermentación 

oscura, en la que se generaron 3 ciclos de producción de hidrógeno, con una parte de los 

sólidos pretratados Xz. De igual forma, se determinó que esta fracción Xz al ser utilizada como 

sustrato en una sacarificación, produce xilosa misma que puede ser fermentada o utilizada 

como sustrato para un tipo de microorganismos que puedan asimilar  pentosas. Aunque se 

presentó una cantidad ligera de azúcares reductores (1.4 g/L), vale la pena evaluar con más 

detalle, la obtención de xilosa y otros oligosacáridos, para implementar nuevas etapas 

funcionales dentro de la biorrefinería H-M-Z-S. 

ABSTRACT 

In the present work, it was evaluated the effect of alkaline and dilute acid pretreatments on the 

residual stream Xz, with the aim to increase the availability of cellulose and the removal of 

lignin. In this sense, the alkaline pretreatment was more effective in the removal of lignin and 

the improved of cellulose content. Lignin  was decreased, from 17% to 6%, after the 

pretreatment. The above is related to a better performance on dark fermentation, in what 

generated up to 3 cycles of hydrogen production, using a percentage of Xz pretreated. 

Furthermore, it was determined that this fraction Xz, used as a substrate in saccharification, 

produced xylose which could be fermented or added as a feedstcok combined with 

microorganisms that can assimile pentoses. Although, it was a low concentration of reducing 

sugars (1.4 g/L), it worth to evaluate the production of xylose and other oligosaccharides, to 

implement new functional stages inside the H-M-Z-S biorefinery. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Panorama del sector energético actual y de los residuos municipales en el 
mundo 
En los países miembros de la OCDE, el biogás ocupa el tercer lugar dentro de las 

fuentes renovables de mayor crecimiento para la generación de energía eléctrica. Ésta 

pasó de 13.1 TWh en el año 2000 a 47.6 TWh en 2011, con una tasa de crecimiento 

medio anual del 13%. Del total de electricidad que se genera en el mundo (43.6 TWh 

en 2010), Alemania es el país que tuvo una mayor participación (37.3%) en el uso de 

biogás como fuente de generación para la energía eléctrica, produciendo 16.2 TWh, 

siendo el mayor productor de la OCDE; seguido por Estados Unidos con el 22.4%, es 

decir, 9.8 TWh del total generado a nivel mundial. En tercer lugar está Reino Unido, 

con el 13.1% (5.7 TWh), e Italia en el cuarto, con 4.6% (2 TWh).  

Durante el año 2011, los rellenos sanitarios para captura de metano en los Estados 

Unidos produjeron  14.3 TWh de electricidad, suficiente para suministrar a más de 1 

millón de hogares. Además, las plantas comerciales de biogás a partir de 

explotaciones ganaderas generaron más de 0.5 TWh eléctricos en ese mismo año. En 

México, se generan alrededor de 28.2 millones de toneladas por año en los rellenos 

sanitarios y el 53% de su composición, corresponden a residuos orgánicos (SENER, 

2012).  

1.2 Potencial de los residuos como fuente de energía renovable 
La biomasa es considerada una de las principales fuentes de energía renovable ya 

que está en gran disponibilidad al provenir de  desechos agrícolas, residuos forestales, 

de la industria del papel, estiércol de animales, materia orgánica municipal y 

subproductos de alimentos procesados. Se estima que para el año 2050, la biomasa 

puede proveer hasta en un 38% la demanda de combustibles en el mundo, y hasta un 
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17% de la electricidad (Demirbas, 2010).  

Con respecto al potencial energético, la biomasa total del planeta se estima que 

generaría 65 TW, y apenas se aprovecha un 6.32%. Este último dato corresponden a 

1.33 TW que se derivan del aprovechamiento de desechos de alimento y 1.28 TW 

empleando biomasa de residuos de madera. Se espera que la eficiencia en su uso, 

alcance el 12.3% para el año 2050 (Zhang, 2013). En un proceso de biorrefinería, se 

emplean distintos tipos de biomasa y se consideran además factores como  como las 

condiciones climáticas, la ubicación, entorno socioeconómico y hasta las políticas del 

gobierno (Ghatak, 2011).  

 

 

Figura 1. Composición global de los residuos sólidos (Darieh et al., 2011). 

 Algunos ejemplos de biomasa empleados en biorrefinería son los residuos 

agrícolas, recursos forestales, desechos urbanos e industriales y algas. Otros estudios 

incluyen: algas verde azules, Chlorella vulgaris, residuos de cítricos, desechos lácteos, 

desechos de alimentos, cultivos energéticos, glycerol, jatropha, lignin, microalgas, 

Papel
19%

Plásticos
4%

Vidrio
2%

Metal
1%

Desechos 
orgánicos

53%

Otros
21%



12 
 

Miscanthus, residuos municipales, residuos orgánicos, arroz, algas, bagazo de caña, 

pastos de rápido crecimiento y trigo. Una gran ventaja es que la disponibilidad de estos 

recursos no representa un problema, pues se estiman 1.3X109 ton/año de material 

lignocelulósico (Kajaste et al., 2014). Un aspecto importante a considerar son las 

propiedades químicas y físicas de la biomasa que dependen de su estructura 

molecular, misma que determinará hasta cierto punto el tipo de proceso en el que se 

puede utilizar para determinado biocombustible o subproductos. La biomasa se 

compone principalmente de celulosa, hemicelulosa, lignina y una pequeña cantidad de 

extractivos, que varían dependiendo de su origen (Bridgewater, 1999). La celulosa es 

un polímero de moléculas de glucosa que constituyen el principal componente de la 

biomasa (40-50% de su peso), así como la hemiceluosa (20-40%).  Esta última se une 

a la celulosa y existe en la pared celular de plantas; éste polisacárido se compone de 

glucosa, manosa, xilosa, arabinosa y ácido galacturónico. Por su parte la lignina es un 

polímero aromático que se encuentra en forma ramificada y con mayor presencia en 

residuos de madera; está adyacente a las fibras de celulosa  y forma un complejo 

ligninocelulósico. Un ejemplo de residuo rico en celulosa es el bagazo de caña, cuyo 

contenido de celulosa fluctúa entre el 40-50%, hemicelulosa del 20-30%, la lignina  20-

30% y un contenido de cenizas del 1.5-3% (Saxena, 2009). Los desechos 

agroindustriales así como la fracción orgánica de residuos sólidos municipales 

(principal desecho en los rellenos sanitarios), son materia prima disponible con un gran 

potencial para ser transformados a productos de valor agregado mediante un esquema 

me biorrefinería. 

1.3 Concepto de biorrefinería  
Una biorrefinería es un proceso paralelo al de una refinería de petróleo, en el sentido 
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de que se pueden obtener productos químicos, biocombustibles y precursores de otros 

compuestos a partir de la misma materia prima, dentro de un proceso integrado. En 

años recientes, la investigación en este campo se ha enfocado en desarrollar 

biocombustibles, sin embargo ha tomado importancia la obtención de otro tipo de 

productos de valor agregado como enzimas, aminoácidos, solventes, ácidos orgánicos 

y otros compuestos de interés industrial (Ekman et al., 2013). En un proceso de 

biorrefinería, se generan al mismo tiempo biocombustibles, químicos de valor 

agregado, calor y electricidad; es importante señalar que para que la eficiencia de un 

proceso sea mayor, es necesario reducir las etapas de refinamiento de los productos 

y reutilizar el calor que se libera para integrarlo nuevamente al sistema (Demirbas, 

2010). 

1.3.1. Clasificación de las biorrefinerías 
Las biorrefinerías pueden clasificarse en base a su forma de producción como de 

primera, segunda, tercera (estas dos llamadas también biorrefinerías avanzadas) y las 

de cuarta generación (Tabla 1). Las biorrefinerías de primera generación, se refieren 

a aquellas que producen biocombustibles a partir de azúcares, almidón, vegetales, o 

grasas animales utilizando tecnología convencional.  

Las biorrefinerías de segunda generación, emplean en sus procesos materia prima 

que no procede de un cultivo destinado a alimentación; por ejemplo, utilizan paja de 

trigo, rastrojo de maíz o madera. Los azúcares y vegetales son convertidos a alcoholes 

y biodiesel en una biorrefinería de primera generación. A diferencia de  esta, en las 

biorrefinerías avanzadas, se emplean residuos como el bagazo de caña y la paja de 

arroz. (Demirbas, 2010). 
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Tabla1. Clasificación de las biorrefinerías con base al tipo de tecnología  

Generación Materias primas Ejemplos 

Primera generación 
Azúcar, almidón, aceites vegetales, 

grasas animales 
Bio-alcoholes, aceite vegetal, 

biodiesel, biogás 

Segunda generación 
Paja de trigo, rastrojo de maíz, residuos sólidos, 

cultivos energéticos 
Bio-alcoholes, bio-

aceites,biohidrógeno,diésel 

Tercera generación Algas Aceites vegetales, biodiesel 

Cuarta generación Aceite vegetal, biodiesel Bio-gasolina 

  

 

 También pueden agruparse de acuerdo a las características o la naturaleza de la 

materia prima que utilizan en sus procesos, en la Tabla 2, se muestra ejemplos de 

acuerdo a este esquema de clasificación. 

Tabla 2. Clasificación de las biorrefinerías con base en el tipo de materia prima utilizada 

Tipo de biorrefinería Materia prima Productos 

Biorrefinería verde Hierbas y plantas verdes Etanol 

Biorrefinería de cereales 
Cultivos ricos en almidón, cultivos de azúcar y 

granos 
Bioetanol 

Biorrefinería de aceites Cultivos y plantas oleaginosas Aceites vegetales y biodiesel 

Biorrefinería de bosques 
Residuos de cosecha forestal, cortezas, 

aserrín, licores negros y fibras 
Combustibles, energía, 
químicos y materiales 

Biorrefinería de lignocelulosa 
Desechos agrícolas, residuos de cosechas, 
residuos de madera, desechos orgánicos 

industriales 

Etanol lignocelulósico, bio-
aceites y productos 

gaseosos. 

 

1.3.2. Los principios de una biorrefinería 
 

 Básicamente, se fundamentan en dos principios, el de sustentabilidad y el principio 

de cascada. Existen otros principios que respaldan los aspectos ambientales y de 

ética, como son el de huella de carbono neutral y el principio de no conflicto entre 

bioenergía-alimentos,  respectivamente (Poggi-Varaldo et al., 2014). En esta sección 

se abordan los principios elementales de sustentabilidad y el principio de cascada.  
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1.3.3. Principio de sustentabilidad y amigable con el medio ambiente 

. 

Estos conceptos están relacionados a las actividades antropogénicas actuales, su 

desarrollo y progreso. La sustentabilidad se refiere a la capacidad que se tiene para 

cubrir las demandas actuales de la población, sin comprometer la capacidad de las 

futuras generaciones para cubrir sus necesidades. Por otro lado, se dice que un 

proceso es amigable ecológicamente cuando tiene el menor impacto posible sobre el 

medio ambiente, para lo cual es necesario hacer una valoración del mismo; una 

herramienta comúnmente utilizada es el análisis de ciclo de vida (LCA, Life Cycle 

Assessment), que sirve para evaluar la relación costo-beneficio de los procesos en 

términos ambientales. 

1.3.4. Principio de cascada 

 

Consiste en el uso de residuos orgánicos como materia prima de inicio en procesos 

secuenciales para maximizar el rendimiento de los productos y ganancias. Son dos 

vertientes que se distinguen: el principio de cascada tradicional directo y el principio 

de cascada inverso.  

En el primer caso, los residuos orgánicos son primero utilizados para generar bio-

productos de valor agregado. Después de esto, los residuos remanentes de los 

procesos son sometidos a una etapa posterior donde se genera bioenergía.  

Cuando se sigue el principio de cascada inverso, los residuos orgánicos son 

empleados para producir bioenergía, posteriormente se generan productos de valor 

agregado y finalmente se canalizan los sólidos remanentes hacia la obtención de más 

bioenergía.  
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1.4. Producción de biohidrógeno a partir de la FORSU 

En años pasados, la investigación en energías renovables ha estado orientada en el 

desarrollo de nuevas tecnologías involucradas en la digestión anaerobia de los 

residuos orgánicos. Dentro de las posibles alternativas energéticas, el hidrógeno es el  

combustible más limpio pues es libre de carbono, al generar solo agua como producto 

final de su combustión (Kotay & Das, 2008). Su utilización podría ayudar a direccionar 

la problemática del calentamiento global y contribuir a disminuir la problemática de la 

contaminación. Además, es preferido como biocombustible a diferencia del metano, 

debido a sus amplias aplicaciones industriales, por ejemplo es utilizado en la síntesis 

de amoniaco, la hidrogenación de aceites comestibles, petróleo y carbón (Kothari et 

al., 2012). Resulta atractivo también el hecho de poder utilizarse de forma directa en 

motores de combustión , debido a su alta energía, por ejemplo 143 GJ/Ton, y también 

puede generar electricidad por medio de sistemas de celdas de combustible (Alves et 

al., 2013). Uno de los principales retos para la aplicación de este biocombustible, es la 

implementación de un proceso sustentable para su producción y almacenamiento, 

pues actualmente se emplea energía fósil para poder obtenerla mediante procesos de 

electrólisis o reformación por vapor (Balat et al., 2008). Por lo anterior, el uso de 

energía intensiva los convierte en procesos poco atractivos y sustentables desde el 

punto de vista ambiental; es por esto que los sistemas de producción de hidrógeno, 

deben minimizar las emisiones de CO2. Una de las alternativas más viables, es por 

medio de métodos biológicos requieren de menor energía intensiva, por lo que resultan 

más amigables con el entorno; además este tipo de procesos, se basan en el 

aprovechamiento de la biomasa de bajo costo, como son los residuos agrícolas, 

municipales y el agua residual (Kotay & Das, 2008). El biohidrógeno puede producirse 
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mediante microorganismos autótrofos o heterótrofos, en el primer caso, las reacciones 

son mediadas por microorganismos fotosintéticos, por ejemplo las microalgas, algunos 

protistas y bacterias fotosintéticas (Li et al., 2007). Bajo condiciones heterotróficas, los 

sustratos orgánicos son transformados a compuestos orgánicos simples, con la 

generación simultánea de hidrógeno. Existen dos tipos de conversión heterotrófica, la 

fotofermentación, realizada por bacterias fotosintéticas, y la fermentación oscura, en 

la que las bacterias anaerobias convierten los carbohidratos en biohidrógeno (Das, 

2008). 

En la fermentación oscura, los carbohidratos son hidrolizados de forma anaerobia por 

los microorganismos anaerobios facultativos. El H2 molecular es producido debido al 

exceso de electrones mediante la actividad de la hidrogenasa. Bajo ambientes 

anaerobios, los protones pueden actuar como aceptores de electrones y neutralizar a 

su vez los electrones generados por la oxidación de sustratos orgánicos, con la 

consecuente producción de H2 en contraste con la respiración aerobia, en donde el 

oxígeno es reducido y se obtiene agua como producto final (Wang et al., 2009). 

En la fermentación oscura de la glucosa, como sustrato modelo, las bacterias 

productoras de hidrógeno inicialmente convierten la glucosa a piruvato, mediante la 

ruta metabólica de la glucólisis, produciendo ATP (adenisin trifosfato) a partir de 

adenosin difosfato (ADP) y del NADH (Dinucleótido de nicotinamida reducido). El 

piruvato es oxidado más adelante a acetil coenzima A (acetyl-CoA), dióxido de carbono 

(CO2) e hidrógeno, por la enzima ferredoxin oxidoreductasa e hidrogenasa. 

Dependiendo del tipo de microorganismo y las condiciones ambientales, el piruvato 

además puede convertirse a acetil-CoA y formato, que más adelante es convertido en 

H2 y CO2. Además, el acetil-CoA puede ser convertido a acetato, butirato y etanol (Li 
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et al., 2007). La fermentación oscura de carbohidratos complejos mediante la 

microbiata anaerobia, puede derivar en un amplio rango de intermediaros y bio-

productos dependiendo de los parámetros operacionales, como son el tipo y la carga 

de sustrato, pH, temperatura y otras condiciones ambientales que pueden llegar a 

influenciar la estructura de la comunidad microbiana en los biorreactores. En la figura 

2, se esquematizan los pasos que ocurren para la degradación de los compuestos 

orgánicos que conforman a la biomasa. 

Las rutas bioquímicas (Figura 2), pueden ser llevadas a cabo por los anaerobios 

estrictos (Clostridia, metylotrofos, bacterias del rumen, bacterias metanogénicas, 

archaeas), anaerobios facultativos (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter), e 

incluso algunos aerobios como (Alcaligenes y Bacillus). 

El acetato y butirato son los productos más comunes de la fermentación oscura. Las 

reacciones bioquímicas que realizan los anaerobios facultativos son:  

C6H12O6 + 2H2O   2CH3COOH + 2CO2 + 4H2                   Ec. (1) 
     (Ácido acético) 

 

C6H12O6    CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2                      Ec. (2) 
                                                           (Ácido butírico) 

 

Cuando en la ruta metabólica se favorece la formación de ácido acético, la relación 

estequiométrica por cada mol de H2 es de 4 moles por cada mol de glucosa, por 

ejemplo  544 mL de H2/g de hexosa, de acuerdo a la ecuación 1. Mientras que el 

rendimiento de H2 es de 2 mol por cada mol de glucosa (por ejemplo, 272 mLH2/g de 

hexosa), cuando el producto final es ácido butírico, según la ecuación 2 (Ghimire et 

al., 2015).  

Algunos microorganismos afectan los rendimientos de hidrógeno por lo que son 

indeseables en el proceso de fermentación oscura, pues algunos consuen hidrógeno 
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o bien generan desviaciones en la ruta metabólica. Entre los principales consumidores 

de hidrógeno se encuentran los metanógenos, bacterias homoacetogénicas y las 

bacterias sulfatoreductoras (BSR). La actividad de estos microorganismos 

consumidores de H2 puede reducirse mediante el pretratamiento del inoculo o 

controlando las condiciones de operación del biorreactor (Guo et al., 2010). Otra forma 

de disminuir la actividad de metanógenos y consumidores de hidrógeno, es mediante 

el mantenimiento a pH cercano a 6, además del tiepo de retención hidráulco; sin 

embargo, debido a la complejidad de los consorcios microbianos, la fermentación 

oscura se puede ver afectada de igual forma por otros factores como son el tipo de 

sustrato, el pretratamiento del mismo, el tipo de inóculo, el método de enriquecimiento 

del inóculo, así como el diseño y la poperación del reactor (Zhang et al., 2007). 

 

 

Figura 2. Pasos de biodegradación de la materia orgánica, formación de metabolitos y rutas 
microbiológicas involucradas en la fermentación de residuos (Tomado de Ghimire et al., 2015). 
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1.5. Importancia de la integración de los pretratamientos en biorrefinería 

Uno de los factores con mayor efecto sobre el rendimiento de hidrógeno, durante la 

fermentación oscura es el sustrato, el alto contenido de carbohidratos y su 

disponibilidad, están relacionadas con la tasa de degradación de la materia prima (Ren 

et al., 2011). Las investigaciones en esta área han explorado una variedad de sustratos 

o biomasa de distinta composición, a fin de evaluar y obtener mejores rendimientos 

tanto en glucosa, como en otros productos de valor agregado. Otras vertientes, se han 

enfocado en mejorar la disponibilidad de la biomasa por medio de pretratramientos que 

principalmente, favorecen la degradación de residuos lignocelulósicos (Mussoline et 

al., 2012). En la siguiente sección, se describen pretratamientos convencionalmente 

utilizados para este propósito y que han mejorado los rendimientos tanto en la 

producción de hidrógeno y meteano, así como otros compuestos de interés comercial 

y biotecnológico. 

1.5.1 Clasificación de los pretratamientos  
 

Los pretratamientos, convencionalmente se clasifican en tres grupos: termoquímicos, 

físicoquímicos y biológico o enzimáticos. En los párrafos siguientes se describen los 

métodos que son más utilizados para el acondicionamiento de distintos residuos o 

biomasa diversa.  

1.5.1.1. Pretratamiento alcalino  
 

Algunos pretratamientos son relativamente efectivos para la solubilización de residuos, 

con respecto a su eficiencia, los mejores resultados obtenidos se han presentado con 

tratamientos a base de   NaOH, KOH y posteriormente los tratamientos que emplean 

álcalis como Mg(OH)2 y Ca(OH)2. Sin embargo, las altas concentraciones de sodio y 
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potasio, pueden promover la inhibición de metano, durante la digestion anaerobia. Este 

tratamiento es por lo general, combinado con un pretratamiento térmico; en trabajos 

anteriores, se ha reportado que hay un aumento considerable de metano durante 

procesos en lote, en los que se han llegado a obtener hasta 310 L/Kg SVin, lo cual 

representa un aumento del 88% si se compara con el proceso control, en el que solo 

se generan 165 L/KgSVin (Liu et  al., 2012). En otros estudios, se ha encontrado que 

la aplicación de un pretratamiento alcalino a los lodos activados, mejoraron la 

solubilización de la materia orgánica y favoreció el potencial bioquímico del metano, 

para la co-digestión de desechos orgánicos municipales durante la digestion 

anaerobia; Heo et al., 2003, determinaron que la adición  de 45 meq NaOH/L, bajo 

condiciones termofílicas (55 °C), incrementó en un 88% la producción de metano, al 

obtener 310 mLCH4/g SV durante 20 días de operación. Una de las ventajas de los 

tratamientos alcalinos, es la remoción del ácido urónico, el cual actúa como inhibidor 

enzimático de celulasas durante la sacarificación; otro punto favorable, es el aumento 

en la biodegradabilidad de la pared celular de las plantas, debido al rompimiento de 

los enlaces entre la lignina unida a la celulosa y hemicelulosa (Gupta et al., 2011). 

Aunque resulta ser un pretratamiento económico, los métodos alcalinos presentan 

algunas desventajas como la difícil separación y la remoción de sales que se forman 

en el proceso, además se requieren de tiempos de operación largos y un mezclado 

constante. En algunos casos, es necesarion un paso adicional para neutralizar y 

remover la lignina y compuestos inhibidores (Menon et al., 2012). 
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1.5.1.2. Pretratamiento ácido diluido 
 

Aunque la aplicación de ácidos concentrados ha resultado altamente efectiva sobre la 

hidrólisis de celulosa, también es extremadamente corrosiva, tóxica y peligrosa. 

Además, después de su pretratamiento, se require de una recuperación de ácido por 

lo que el proceso se vuelve más costoso. Sin embargo, dependiendo de las 

condiciones de operación, el pretratamiento ácido diluído llega a hidrolizar del 85% 

hasta el 100% de la hemicelulosa y se obtienen azúcares como la xilosa, galactosa y 

arabinosa, por lo que resulta atractivo  (Zheng et al., 2014  ) (Vasconcelos et al., 2013). 

Uno de los obstáculos que se presentan en estos tipos de pretratamientos, es que al 

aumentar la concentración de ácido o elevar la temperature, hay incremento de los 

compuestos inhibidores, por ejemplo furanos y compuestos fenólicos, que dañan a los 

microorganismos fermentativos (Lin et al., 2015).  Los ácidos más evaluados en 

pretratamientos, son el ácido sulfúrico y el ácido clorhídrico, ambos presentan una 

buena eficiencia de hidrólisis y por consiguiente una alta actividad catabólica. A pesar 

del efecto negativo que causan, debido a la formación de sustancias tóxicas, se han 

encontrado resultados interesantes durante la fermentación oscura para producción 

de biohidrógeno, por ejemplo, los desechos de comida que han sido sometidos al 

pretatamiento ácido a un pH de 1.0, produjeron 20 veces más hidrógeno (89.5 mL 

H2/gSV contra 4.4 mL de H2/gSV) con respecto a los residuos sin pretratar (Kim et al., 

2009). Es así como el pretratamiento permite hidrolizar la celulosa y hemicelulosa, para 

liberar azúcares, ácidos orgánicos y otros compuestos solubles, haciendo más 

eficiente la digestión anaerobia al acortar periodos (Cheng et al., 2015). Con respecto 

a otros pretratamientos, como por ejemplo los biológicos, el tratamiento ácido diluido 
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es más atractivo al no requerir de un complejo enzimático que lleve a cabo la 

degradación completa de oligosacáridos, pues necesitan de varias enzimas, entre ellas 

las endoxilanasas, exosilanasas y β-xilosidasas, para poder atacar la estructura 

compleja de la hemicelulosa. Es interesante señalar que se han obtenido mejores 

rendimientos de hidrógeno al utilizar residuos orgánicos pretratados con HCl 1N, para 

la producción de este gas, en los que se ha mejorado hasta en un 615%, al obtener 

hasta 86 mL H2/gSV, comparado con 6.99 mL H2/gSV que se producen en residuos 

orgánicos sin pretratar (Ruggeri & Tommasi, 2012). Otros productos que resultan de 

la degradación de monosacáridos son el furfural, generado a partir de la hidrólisis de 

pentosas, y el HMF (Hidroximetil furfural), que se derivan de la ruptura de hexosas, el 

HMF es convertido finalmente a ácido fórmico o ácido levulínico; sin embargo, para 

tener una eficiente recuperación de azúcares, es necesario un proceso de 

optimización, por lo que las condiciones operacionales deben ser evaluadas de 

acuerdo a la composición de la materia prima y concentración del catalizador (Duarte 

et al., 2009). 

1.5.1.3. Pretratamiento organosolv  
 

 En este proceso, originalmente los solventes orgánicos han sido empleados para 

disolver y degradar lignina en biomasa lignocelulósica, además se han diseñado 

tratamientos específicos para su aplicación en la industria papelera. Recientemente, 

han ganado atención debido a que la pulpa de papel pretratada, ha tenido buena 

respuesta a la hidrólisis enzimática en porcesos posterioes. Existe un amplio rango de 

solventes orgánicos que han sido aplicados en este tipo de pretratamientos, por 

ejemplo: metanol, etanol, ácido acético, ácido fórmico, aminas y cetonas (Kautto et al., 
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2013). Debido al alto costo de los solventes, el etanol y el metanol son alcoholes 

deseables sobre otros alcoholes como el etilenglicol, que tiene altos puntos de 

ebullición. Sin embargo, el etanol es un inhibidor para el proceso hidrolítico, así que es 

necesario remover o eliminar las trazas de alcohol (Chiaramonti et al, 2012). Entre las 

principales ventajas en el uso de éste tratamiento, están la fácil recuperación de 

solventes orgánicos mediante destilación o bien el reciclaje de los mismos para 

integrarlos nuevamente al pretratamiento. Un punto interesante, es que la 

recuperación de la lignina después del pretratamiento tiene características deseables 

que pueden servir para la elaboración de otros productos o derivados. Este método 

puede mejorar el acondicionamiento de la biomasa mediante la adición de 

catalizadores como el ácido sulfúrico (Hallac et al., 2010).   

Tabla 3. Pretratamientos termoquímicos aplicados a distintos residuos, efecto sobre la producción de 

biohidrógeno y biometano. 

Pretratamiento 
Condiciones de 
pretratamiento 

Sustrato 
Condiciones del 

proceso 
Rendimiento Referencia 

Ácido diluído 

10g sustrato 
seco en 50 mL 
de HCl 0.25% 
(v/v), 24 h, 37 

°C 

Residuos de 
frutas y vegetales 

Lote, 300 mL, 
37 °C 

10.11 mLH2/h 
(0.16 mLH2/h) 

(Jia et al., 2014) 

Alcalino 
8g NaOH/100g 

ST lodos 
Pulpa y lodos de 

papel 
Lote , 37 °C, 
700 mL, 42 d 

 
0.32 m3 CH4/Kg 

SV removido 

(0.12 m3 CH4/Kg 
SV removido) 

(Lin et al., 2009) 

 
Alcalino y 
térmico 

 
3% NaOH, 121  
°C por 2 h y 5 

FPU de 
celulasas, 50 
°C, pH 4.8 por 

24 h 

Lodos y desechos 
de papel 

Continuo, 1.2 L, 
4 meses, 12 h 

(TRH) 

129.93 mL H2/g 

TSV 

(2.59 mL H2/g 

TSV) 
 

(Chairattanamanokorn et 
al., 2012) 

      

SDS 0.1 g/g, 21 °C Lodos activados 
Lote, MEC, 25 

°C, 0.8 V 

8.5 mgH2/gSSV 
(3.4 

mgH2/gSSV) 

(Wang et al., 2014) 
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1.5.1.4. Líquidos iónicos 

 

Este pretratamiento es novedoso, pues ha ganado interés en la conversion de 

lignocelulosa a compuestos más pequeños. Los LI se encuentran en forma líquida a 

temperatura ambiente, además de ser termoestables. Actúan sobre los enlaces que 

unen a la celulosa, hemicelulosa y lignina, por lo que disuelven estas macromoléculas, 

pero a diferencia de otros tratamientos, no generan compuestos tóxicos. El efecto de 

los LI, aun no ha sido estudiado a profundidad, hasta el momento sólo ha sido evaluado 

el efecto de los LI sobre la celulosa pura, sin embargo hay algunos estudios con paja 

en los que se ha tenid éxito (Galbe, 2012). 

El principal problema en el uso de este pretratamiento es su alto costo, por lo que en 

estudios recientes, los esfuerzos en esta área se han enfocado en mejorar la 

estabilidad de los LI por medio de la combinación de ácidos económicos como el 

H2SO4 y aminas simples, que ayudan a reducir la degradación del solvente, el cual 

ayuda a tener una mayor recuperación de la biomasa pretratada por medio de filtración 

o centrifugación, sin la adición de un anto-solvente para su precipitación. 

Consecuentemente, el costo de la biomasa pretratada con LI ha sido optimizado, pues 

disminuye de $50 a $1.25/Kg de biomasa pretratada bajo estas condiciones (George 

et al., 2015) 

1.5.1.5. Pretratamientos físico-químicos 
 

Entre los métodos convencionales encontramos los mecánicos y los térmicos. Ambos 

han sido implementados a nivel industrial, integrando en sus procesos de 

pretatamiento, máquinas de alta presión, ultrasonicadores y microondas. En la Tabla 
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4 se presentan resultados sobre la digestión anaerobia y fermentación oscura, en 

sustratos pretratados por métodos fisicoquímicos. Estos tratamientos, tuvieron efecto 

positivo sobre la producción de  biometano, al aumentar 40% del biogás total en un 

sistema continuo, utilizando la FORSU como alimentación   (Cesaro & Velgiorno, 

2014). Para aumentar la efectividad de estos pretratamientos, se han acoplado en 

firma simultánea tecnologías de métodos químicos y físicos; sin embargo, el potencial 

de estos varía de acuerdo del tipo de biomasa. Es así como la optimización de estos 

procedimientos, se continúa investigando.  

1.5.1.6. Pretratamiento mecánico  
 

 El pretratamiento mecánico es utilizado con el objetivo de minimizar el tamaño 

de partícula de la biomasa y además para reducir la cristalinidad de la celulosa, 

aumentando de esta forma la tasa de hidrólisis (Ntaikou et al., 2010). Este 

pretatamiento tiene entre sus ventajas, que requiere de poca energía para comenzar 

el proceso, a diferencia de otros pretratameintos. En estudios previos, Kopp et al., 

combinaron el efecto de la molienda y temperatura, mediante el uso de perlas de 0.25 

mm, a una velocidad de 10 m s-1, durante 6 min a 60 °C; en este trabajo encontraron 

un aumento en la producción de biogás debido al pretratamiento de los lodos utilizados 

en la digestión anaerobia (Kopp et al., 1997). En la Tabla 4 se resumen algunos 

resultados correspondientes a los pretratamientos fisicoquímicos que han sido 

aplicados a distintos residuos. 
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Tabla 4. Resultados de pretratamientos fisicoquímicos evaluados en varios sustratos, y su efecto 

sobre la fermentación oscura. 

Pretratamiento 
Condiciones del 
pretratamiento 

Sustrato 
Condiciones del 

proceso 
Rendimiento Referencia 

Burbujeo con CO2 
Flujo: 30 mL 

CO2/min, 20 min 
FORSU 

Lote, 35 °C, 3.5 
L, pH 5.5 

69.9 
mLH2/gSV 

(56.1 
mLH2/gSV) 

 

 
(Bru et al., 2012) 

 
 

Ozonización 
1-5 mg O3/mL 

sludge 
Aceite de palma y 

efluentes 
Lote, 37 °C, 60 
mL, pH 5.5 

146 mL H2/g 
DQO 

(48.6 mL H2/g 
DQO) 

 
(Wimonsong et al., 

2009) 
 
 

      

Ultrasonicación 
Amplitud 60% por 

45 min 
Efluentes de pulpa 

y papel  

Foto 
Fermentación, 
30 °C, 7 k lux 
intensidad luz 

5.77 mL H2/mL 
medio 

(1.10 mL 
H2/mL medio) 

(Hay et al., 2015) 
 

      

 

1.5.1.7. Explosión de fibra amoniaco 

 En el pretratamiento AFEX (por sus siglas en inglés, Ammonia fiber explosion) no 

se generan lodos que puedan ser recuperados de la fracción líquida, a diferencia de 

otros pretratamientos como el tratamiento de explosion por vapor. Los parámetros 

principales que deben ser cosiderados son: la carga de amoniaco y agua, temperature, 

presión y tiempo (Carrasco et al., 1994). La biomasa es expuesta a elevadas 

temperaturas, por lo general entre 90-100 °C, por un período de 30 min, seguido de 

una inmediata reducción en la presión. Se debe señalar que las condiciones óptimas 

para el pretratamiento AFEX, dependen de la composición de biomasa lignocelulósica 

(Alizadeh et al., 2005). Por ejemplo, los mejores parámetros operacionales para 

pretratar el pasto de rápido crecimiento, son a 100 °C, con una relación 1:1 de 

amoniaco y biomasa seca, por 5 min de tiempo de retención. La principal ventaja del 

pretratamiento AFEX, es que no hay formación de productos indeseables, como los 

furanos que se generan durante el pretratamiento ácido diluido o el de explosion por 
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vapor. Sin embargo resulta un método apropiado para acondicionar biomasa con 

menor contenido de lignina (Taherzadeh & Karimi, 2008). 

1.5.1.7. Pretratamiento por explosión con vapor 
 

 Los pretratamientos hidrotérmicos promueven la hidrólisis enzimática en algunos 

residuos agrícolas y maderas (Heitz et al., 1991). A diferencia de los pretratamientos 

químicos, éste método no requiere de ácido o álcali, pero es necesario operar a 

elevadas temperaturas (entre 190-210 °C) y una presión mayor, alrededor de 4.12 

MPa. Las elevadas temperaturas favorecen la degradación de los azúcares liberados 

durante el tratamiento y se producen compuestos derivados como los furanos y el 5-

HMF a partir de las hexosas   (Negro et al., 2003). En la figura 2, se presentan los 

productos de degradación de la celulosa, hemicelulosa y lignina. 

 

Figura 3. Productos de degradación de la celulosa, hemicelulosa y lignina, por efecto de la hidrólisis 
térmica (Fuente: Barakat et al., 2012). 
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1.5.1.8. Pretratamiento enzimático 

 

 Este tratamiento puede resultar superior a los pretratamientos químicos, debido a 

que es menos contaminante al ambiente y requiere de menor energía para el proceso, 

pues la mayoría de los biocatalizadores operan casi a temperature ambiente. Las 

enzimas pueden ser de origen bacteriano o fúngico, por ejemplo los hongos de 

pudrición blanca Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus ostreatus (Liu et al., 2014). 

 El pretratamiento biológico mediado por microorganismos, puede puede aplicarse 

a sustratos lignocelulósico y aumentar el proceso de digestion anaerobia. En algunos 

casos, las enzimas son aplicadas a una sola etapa de la digestion anaerobia, para 

pretratar la materia prima antes del proceso. En ocasiones, la hidrólisis enzimática de 

lignocelulosa, no es efectiva debido a la alta estabilidad del polímero (Parawira, 2012).  

En la Tabla 5, se resumen algunos trabajos sobre pretratamientos enzimáticos a 

distintos residuos, sus condiciones de operación y el efecto en la producción de 

bioenergía. A pesar de que la notable degradación de lignina es eficiente, ésta 

depende de las enzimas que por lo general son producidad por los Basidiomicetos 

(Sindhu et al., 2015). Algunas especies representativas que pertenecen a los hongos 

de pudrición blanca son: Pleurotus ostreatus, el cual ha sido utilizado de forma exitosa 

para el pretratamiento de paja de arroz y de maíz, para mejorar la degradación de 

lignin mediante la acción de lacasas y peroxidas. En este caso, se ha observado que 

hay un increment en la accesibilidad a las enzimas celulolíticas que favorecen la 

liberación de azúcares (Liu et al., 2013). Adicionalmente, especies de hongos de 

pudrición blanca, pueden reducir la cantidad de compuestos fenólicos (Schroyen et al., 

2015); esto ultimo resulta interesante ya que se ha determinado que estos actúan 
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como inhibidores y disminuyen la producción de biogas hasta en un 50%, al haber una 

concentración entre 120 a 594 mg de compuestos fenólicos/g SV (Hernández & 

Edyvean, 2008). 

 Otros estudios, han evaluado el potencial de los pretratamientos enzimáticos para 

aumentar la producción de biohidrógeno. Por ejemplo, mediante el pretratamiento de 

agua residual de yucca, con concentraciones de 0.05%, 0.1% y 0.2% de la enzima  α- 

amilasa , se han obtenido aumentos en el rendimiento de biohidrógeno, que van des 

desde los 2.08 mol H2 g-1 DQO a los 5.02 mol g-1DQO (Leaño & Babel, 2012). Además, 

otro aspecto interesante en el uso de tratamientos biológicos, es la abundancia de 

especies microbianas, las cuales pueden ser utilizadas una amplia gama de procesos. 

Por ejemplo, algunos géneros de bacterias son utilizadas por su capacidad para 

producir celulasas, entre ellos destacan Clostridium, Cellulomonas, Bacillus y, 

Ruminococcus, y algunos actinomicetos como Streptomyces (Nanda et al., 2014).  

 El pretratamiento biológico, es uno de los métodos más limpios, ya que no libera 

compuestos tóxicos al ambiente. Por ejemplo, exiten hongos de pudrición café, blanca 

y de madera suave, que se han empleado para degradar lignina y hemicelulosa de la 

biomasa. Además, algunas investigaciones han hipotetizado que estas clase de 

hongos puede polimerizar y degradar lignin (Saritha et al., 2012). En estudios 

posteriores, Saritha et al., asumen que hay una modificación importante de los grupos 

metoxil y carbonnilo, en el polímero de lignina; de forma paralela, elucidaron unidades 

de guayacil durante el proceso de deslignificación, y además encontraron 5 veces más 

el rendimiento de azúcares liberados después de la sacarificación de paja de arroz, 

cuando emplearon la cepa Streptomyces griseorubens (Saritha et al., 2013).  
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Tabla 5. Pretratamientos enzimáticos evaluados en diferentes residuos orgánicos, y efecto sobre la 

producción de biocomsbutibles.  

Pretratamiento 
Condiciones de  
pretratamiento 

Sustrato 
Condiciones del 

proceso 
Rendimiento Referencias 

Celulasas 
 

40 aFPU g/SV, 72 
h, 50 °C 

bRSF 
 

Semi-continuo, 55 
°C 

 
43 LH2/Kg base seca 

(21 LH2/Kg base 

seca) 

 
(Escamilla-

Alvarado et al., 
2015) 

 
Lodos de hongo 
 (glucoamilasa) 

 
 

10Uc/g seco RAd, 
60 °C, 100 rpm, 24 

h 

RA 
 

Lote, 35 °C, 30 mL, 
150 rpm, 30 d 

 
 

468.2 mLCH4/gSV 
(197.9 

mLCH4/gSV) 

 
(Kiran et al., 

2015) 

Lipasa 
 

Enzima 0.08% 
(v/v) 

 
Queso 
cottage  

 
Lote, 100 ml 

mesofílico, 60 d 

 
 

450 mLCH4/gSV 
(320 mLCH4/gSV) 

 

 
(Prabhudessai  

et al., 2014)  

Proteasa 
Enzima 0.06%  

(v/v) 
Queso 
cottage 

Lote, 100 ml 
mesofílico, 60 d 

396 mLCH4/gSV 
(328 mLCH4/gSV) 

 

(Prabhudessai  
et al., 2014) 

Lacasa 
 

2U/g biomasa, 30 
°C, 24 h 

 
Rastrojo 
de maíz 

 
Lote, 30 d, 

30 °C 

 
 

344 LCH4/Kg SV 
(277 LCH4/Kg SV) 

 

(Schroyen  
et al., 2014) 

MnPe+VPf 
5U/g biomasa 

30 °C, 6 h 
Rastrojo 
de maíz 

Lote, 30 d, 
30 °C 

309 LCH4/Kg SV 
(263 LCH4/Kg SV) 

 
(Schroyen  

et al., 2014)  
 

a FPU: Unidades de papel filtro b; RSF: Residuos sólidos fermentados; c U: Unidades de enzima; d RA: 
Residuos de alimentos; eMnP: Manganeso peroxidasa; f VP: Versátil peroxidasa. 

La gran diversidad de reacciones bioquímicas mediadas por la variedad de 

microorganismos, permite la obtención de una amplia gama de bioproductos, entre los 

que destaca el bioethanol; este biocombustible se produce principalmente por 

levaduras como Saccharomyces cerevisiae y otras como Pichia stipitis y Candida 

shehatae, que pueden asimilar xilosa como fuente de carbono (Bisaria et al,, 1991).

  

La bacteria  Ruminoccocus albus, presente por lo general en el rumen 

anaerobio, puede producir enzimas celulolíticas con alta actividad, de las cuales la β-

glucosidasa cataliza la hidrólisis de celobiosa y celo-oligosacáridos, durante la 

degradación final del material celulósico (Prasad et al., 2007). Sus características 
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metabólicas y su habilidad para degradar este dímero, la convierten en una especie 

atractiva para evaluar su comportamiento en procesos anaerobios como la 

fermentación oscura. Sin embargo, los consorcios microbianos o cultivos mixtos son 

energéticamente más adecuados cuando se trabaja con sustratos complejos, debido 

a las distintas características metabólicas de cada microorganismo y su riqueza 

enzimática específica. Por lo anterior, el acondicionamiento del sustrato mediante 

pretratamientos, resulta una opción más viable para un proceso de biorrefinería, pues 

no se limita el aprovechamiento del sustrato debido a la falta de alguna enzima que 

lleve a cabo la degradación. 

1.6. Perspectivas de los pretratamientos aplicados a una biorrefinería a partir de la FORSU 

 
 Existe una gran variedad de pretratamientos que han sido empleados con éxito, 

para aumentar la producción de biohidrógeno o biometano. Sin embargo, su 

efectividad depende principalmente del tipo de alimentación o sustrato empleado. 

Debido a la naturaleza química de la biomasa y las reacciones que se presentan 

durante los pretratamientos, en la mayoría de los casos se forman compuestos que 

pueden inhibir el proceso biológico durante la fermentación oscura. Una opción 

interesante es la aplicación de pretratamientos enzimáticos para eliminar HMF o 

furanos, mediante hongos que producen lacasas o MnP. Recientemente, este 

pretratamiento, ha mejorado la producción de biometano de 277 LCH4/KgSV a 344 

LCH4/KgSV (Schroyen et al., 2014), por lo que es importante la evaluación del efecto 

de la remoción de los compuestos tóxicos arriba mencionados, para optimizar el 

desempeño de los digestores. La complejidad de los residuos, así como su estructura 

química, se relacionan con la afinidad de la enzima, por ejemplo, en el grupo de trabajo 
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se han empleado celulasas para la degradación de residuos sólidos fermentados 

(RSF) que se producen en una etapa del proceso de biorrefinería de sólidos 

urbanos(Escamilla-Alvarado et al., 2013); en este contexto, teóricamente se podría 

incrementar los rendimientos en la producción de hidrógeno acumulada, casi 2 veces 

en un reactor semi-continuo, si se considera la utilización de los hidrolizados que se 

producen después de una sacarificación (Escamilla-Alvarado et al., 2015). Por todo lo 

anterior, se puede concluir que el pretratamiento de desechos, son un grupo de 

procesos que indudablemente contribuyen a aumentar los rendimientos de bioenergía 

que se obtienen mediante una bioerrefinería. 

 

1.7. Biorrefinería H-M-Z-S a partir de residuos sólidos urbanos 

En el grupo de trabajo, se han realizado estudios con distintos residuos de la industria 

lechera (Muñoz-Páez, 2012), así como con residuos agrícolas (Robledo-Narváez, 

2013) para la generación de hidrógeno y ácidos orgánicos, residuos sólidos urbanos 

(Escamilla Alvarado, 2009; Valdez Vázquez, 2007) para producción de biogás en 

reactores semi-continuos, residuos agroindustriales para la generación de hidrógeno 

(Robledo Narváez, 2014) y además se han implementado procesos de producción 

enzimáticos y de sacarificación bajo el esquema de biorrefinería de sólidos urbanos 

(Escamilla Alvarado, 2014).  

En la biorrefinería H-M-Z-S, se ha operado en reactores en sistema de alimentación 

semi-continuo para la generación de hidrógeno y metano, utilizando la fracción 

orgánica de residuos sólidos urbanos. Estos residuos se someten a una hidrólisis por 

medio de la digestión anaerobia y se genera metano; en una etapa posterior, el 

hidrógeno es generado y las purgas de sólidos remanentes se emplearon como 
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sustrato para la producción de celulasas con el hongo Trichoderma reesei MCG 80. 

Estas enzimas una vez separadas en el sobrenadante del medio de cultivo, se 

concentran y son utilizadas para sacarificar materia orgánica rica en celulosa y liberar 

glucosa que pude ser empleada en etapas alternas como por ejemplo la fermentación 

y producir bioetanol. En la figura 4, se muestra el diagrama general de la biorrefinería 

así como las etapas y corrientes que la integran. 

 

Figura 4. Diagrama de corrientes de la biorrefinería H-M-Z-S  

 

**Nota: Xm: purgas de sólidos de la etapa metanogénica; Xh: purgas de sólidos de la etapa 
hidrogenogénica: Xz: residuos sólidos de la etapa de producción enzimática; Xs: residuos 
sólidos de la etapa de sacarificación 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Uno de los principales objetivos de una biorrefinería es reducir al máximo la cantidad 

de desechos sólidos mediante el aprovechamiento de las corrientes que se generan a 

lo largo del proceso, así y obtener más productos de valor agregado.  

En la biorrefinería H-M-Z-S, la corriente de sólidos residuales de la etapa de 

producción enzimática (Xz) es un residuo que presenta alto contenido de celulosa, y 

por ello es factible su acondicionamiento para utilizarla en alguno de sus etapas. 

Por lo anterior, la aplicación del principio de cascada mediante el pretratamiento de 

estos sólidos residuales producirá un rendimiento mayor de la biorrefinería. 

 

3. HIPÓTESIS 

El pretratamiento y posterior utilización de la corriente residual Xz, que se genera en 

la etapa Z de la biorrefinería H-M-Z-S, mejorarán el desempeño de la biorrefinería H-

M-Z-S. 

3.1 Hipótesis particulares 
 

1) El pretratamiento alcalino de la corriente residual Xz será el más efectivo al 

aumentar la degradabilidad de celulosa y reducir el contenido de lignina. 

 

2) La producción de hidrógeno será mayor al utilizar los sólidos pretratados de la 

corriente residual Xz en una fermentación anaerobia por Lote tipo FASSH-VI. 

 

3) Se obtendrá un mayor desempeño en la etapa de sacarificación al utilizar sólidos 

residuales pretratados de Xz como sustrato. 
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4. OBJETIVOS  

El objetivo general de este trabajo es mejorar el desempeño en la biorrefinería H-M-Z-

S para la obtención de bioenergía y sacarificados a partir del pretratamiento y reúso 

de la corriente residual Xz que se genera de la producción de holocelulasas. 

 

4.1 Objetivos particulares 
 

1) Evaluar el efecto del pretratamiento de la corriente residual Xz, sobre la 

degradabilidad de celulosa y reducción en el contenido de lignina. 

 

2) Incrementar la producción de hidrógeno al reusar los sólidos pretratados de la 

corriente Xz que se generan al final de la producción de holocelulasas. 

 

3) Aumentar la producción de azúcares fermentables en la sacarificación, mediante la 

adición de sólidos residuales pretratados de Xz como sustrato. 
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5. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

5.1. Plan de trabajo 
 

El proyecto consistió de 3 etapas y seis actividades, que se describen en la figura 5. 

Figura 5. Etapas principales del proyecto 

ACTIVIDADES 

En la siguiente lista se presentan las actividades que integran el proyecto 

Actividad 1. Arranque y operación de reactor inoculadores. 

Actividad 2. Producción de hidrógeno en lote a partir de FORSU.  

Actividad 3. Obtención de holocelulasas empleando la cepa Trichoderma reesei MCG 

80 y sólidos fermentados residuales de la producción de hidrógeno. 

Actividad 4. Pretratamiento alcalino y ácido diluido, de la corriente residual Xz,  para 

evaluar el efecto sobre la remoción de lignina y disponibilidad de celulosa. 

Actividad 5. Evaluación de la producción de hidrógeno a partir de los sólidos 

pretratados Xz, mediante un proceso en lote tipo FASSH-VI. 

Actividad 6. Producción de sacarificados utlizando sólidos pretratados Xz como 

sustrato. 

• Preparación del reactor inoculador, monitoreo de la producción de 
hidrógeno y obtención de sólidos fermentados

Etapa 1

• Producción de holocelulasas, evaluación y selección del pretratamiento 
a la corriente residual Xz

Etapa 2

• Monitoreo de la producción de hidrógeno y sacarificados, utilizando 
como sustrato los sólidos Xz pretratados

Etapa 3
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5.2. Descripción de actividades  

A continuación se describen las actividades que integran cada etapa, así como el 

propósito y metodología experimental. 

ETAPA 1 

5.2.1. Actividad 1. Arranque y operación de reactor inoculadores. 
5.2.1.1. Propósito 
Conseguir un inoculo aclimatado metanogénico, que servirá para iniciar la primer fase 

hidrogenogénica, así como la segunda fase hidrogenogénica en reactores por lote tipo 

FASSH-VI (suplementados con sólidos Xz pretatados) y para la inoculación de 

reactores metanogénicos en lote (utilizando sólidos Xz pretratados como carga). 

5.2.1.2. Diseño experimental 
Obtención de inóculo metanogénico 

Se montaron dos digestores anaerobios que contenían la misma proporción de excreta 

de vaca, lodos activados y suelo de jardín, generando un inoculo mixto. Este inóculo 

se arrancó con un licor de sacarosa a una concentración de 333 g/L y una solución 

amortiguadora de bicarbonato que contenía 31.6 g de NaHCO3 y 63.3 g de K2HPO4 

por litro para un pH de 8.5, con el propósito de reactivar la actividad biológica de los 

microorganismos. El inoculo se mantuvo bajo régimen termofílico a 55°C hasta 

alcanzar una producción de metano del 60% y se utilizó la estrategia de operación 

semi-continua alimentando los reactores metanogénicos dos veces por semana con 

FORSU hasta llegar a un TRM  de 50 d. hidrogenogénicos. En la figura 6, se 

esquematizan las condiciones de operación para la obtención del inoculo y su 

acondicionamiento posterior para la etapa de producción de hidrógeno. 
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Figura 6. Resumen de operación metanogénica y obtención de inóculo 

5.2.1.3. Análisis y seguimiento  
Para evaluar el desempeño de los reactores metanogénicos, se realizaron los análisis 

descritos en la tabla 6. 

Tabla 6. Programa de seguimiento y análisis de reactores inoculadores metanogénicos. 

Parámetro Alimentación Purga Biogás 

Sólidos totales 1/lote 2/sem N/A 

Sólidos volátiles 1/lote 2/sem N/A 

Cenizas 1/lote 2/sem N/A 

pH 1/lote 2/sem N/A 

Alcalinidad 1/lote 2/sem N/A 

Ácidos orgánicos 
volátiles 

1/lote 2/mes MC N/A 

Nitrógeno total 
Kjeldhal 

1/lote 2/mes MC N/A 

Celulosa (Carb. 
totales) 

1/lote 2/mes MC N/A 

Desplazamiento de 
biogás 

N/A N/A 1/día 

Metano (%) N/A N/A 2/sem 

*MC: muestras compuestas 

  

Inóculo mixto 500g

sacarosa+bicarbonato

(pH= 8.5)

55°C

TRM 50 d

Hasta producción de 
CH4 >60% Acondicionamiento con 

tratamiento térmico a 
93°C por 1h para 
hidrogenogénesis

Inóculo 

metanogénico 

Alimentación con 

FORSU 2’%ST+ Buffer 

carbonatos pH 8.5 
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5.2.1.4. Métodos y procedimientos 
Montaje de reactores metanogénicos 
Para la elaboración de los digestores anaerobios, se utilizaron frascos de vidrios de 

boca ancha con capacidad de 1L, sellados con tapones de goma que contenían una 

perforación para el paso del biogás a través de una manguera Tygon de 1 cm de 

diámetro. Este frasco fue conectado a un salmuerómetro, que se compone de un 

frasco de vidrio de boca ancha con capacidad de 2L, que permite medir el volumen del 

líquido desplazado por acción del biogás acumulado. La conexión con el digestor 

presenta un frasco de vidrio de 100 mL sellado herméticamente y que sirve para la 

recolección del biogás; de aquí se tomó 1 mL de muestra para realizar la medición en 

el cromatógrafo de gases.  

Recolección y preparación del inoculo metanogénico 
El inóculo metanogénico mixto se compone de excreta de vaca, lodos activados y 

suelo de jardín por partes iguales, para una masa total de 500g. La excreta de vaca 

fue proporcionada por el Rancho La Villa de la Delegación Gustavo A. Madero; se 

recolectaron 10L de lodos activados de la planta de tratamiento de aguas residuales 

de San Juan Ixhuatepec, mientras que el suelo se obtuvo del jardín del Cinvestav de 

la parte trasera del departamento de biotecnología. Los lodos activados se dejaron 

sedimentar en conos Imhoff por espacio de 6 horas y una vez separados se 

adicionaron 166 ml a cada reactor. El suelo de jardín seco se cribó con un tamiz de 

malla #35 y se agregaron 0.166 kg al frasco que contenía 0.166 kg de excreta de vaca. 

Todo el contenido se mezcló hasta tomar una consistencia uniforme bajo atmósfera de 

nitrógeno de grado industrial. 

Durante una semana se adicionó 1ml de sacarosa a una concentración de 333 g/L que 

sirvió para reactivar a los microorganismos presentes. La alimentación con FORSU 
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comenzó periódicamente una vez que se alcanzó un 60% de la producción de metano 

considerando un TRM de 100 d al inicio, hasta llegar a un TRM de 50 d. La humedad 

de la FORSU se ajustó a un 20% p/p de sólidos totales (ST) con una solución 

amortiguadora de carbonatos que contenía 31.6 g de NaHCO3 y 63.3 g de K2HPO4 por 

litro para un pH de 8.5. La alimentación de los reactores se realizó dos veces por 

semana bajo una atmósfera de nitrógeno de grado industrial, gaseando el espacio 

aéreo del reactor durante 5 min. Después se agitaron manualmente los reactores 

durante un minuto.  

Recolección y preparación de la FORSU 
La FORSU se preparó con restos de comida de la cafetería del CINVESTAV y residuos 

de papel de oficina. Los desechos de comida fueron en su mayoría cáscaras de 

residuos vegetales como papa, chayote, zanahoria, hojas de lechuga, melón, piña, y 

cáscaras de huevo. Estos desechos se secaron a la intemperie durante una semana 

hasta que se redujeron y sentían secos al tacto. Después los restos se pasaron a un 

horno a 103°C por 6 horas. Posteriormente se trituraron en un molino de martillos y se 

conservaron en refrigeración hasta su uso. La proporción de FORSU es 60% de 

residuos de alimentos y un 40% de desechos de papel; esta mezcla se ajustó para 

tener un contenido de sólidos del 20% y se adicionó una solución amortiguadora de 

Na2HCO3/K2HPO4 (pH 8.5) para mantener la humedad y alcalinidad. 

 
Medición de pH y alcalinidad 
 

Se solubilizaron 4 g de muestra húmeda en 40 ml de agua destilada a 4°C. Después 

se agitó la suspensión con una varilla de vidrio y se reposó por 10 minutos en 

refrigeración a 5°C. La solución se agitó nuevamente y se midió el pH en el 
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potenciómetro. Después de la medición, la muestra se centrifugó a 4,000 rpm por 10 

minutos. Del sobrenadante se tomó una alícuota de 20 ml y se determinó la alcalinidad 

titulando con una solución de H2SO4 al 0.3 N. Los cálculos de alcalinidad se realizaron 

de acuerdo a la metodología reportada en trabajos anteriores (Escamilla-Alvarado, 

2009). 

 
Determinación de sólidos totales, sólidos volátiles y ceniza 
 

Se utilizó 1g de muestra húmeda en una cápsula de porcelana previamente llevada a 

peso constante. Para esta determinación, se siguió el protocolo empleado con 

anterioridad en trabajos previos (Escamilla-Alvarado, 2009). 

Cuantificación de ácidos orgánicos volátiles 
 

De la muestra anterior a la que se determinó la alcalinidad, se tomaron 2mL del 

sobrenadante y se filtraron por medio de un filtro de acetato (0.45μ), la muestra se 

congeló a -20°C hasta su análisis. Se utilizó un cromatógrafo de gases Varian Star 

3800, equipado con un detector de ionización de flama (FID). Se inyectó una alícuota 

de la solución filtrada y congelada (2μL). Las temperaturas de inyección y detección 

fueron de 250 y 280°C, respectivamente. La temperatura del horno fue de 80°C, con 

un flujo de 7min e incrementos de 8°C/min hasta llegar a los 240°C y se mantuvo a 

ésta última por 5 minutos. 

Se empleó una columna Agilent Technologies  19091N-133 de una longitud de 30 m y 

un diámetro interno de 0.250 mm, que contiene una película de recubrimiento de 0.25 

μm de HP-INNOWAX. Como gas acarreador se empleó nitrógeno a un flujo de 20 
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mL/min. Los estándares para los metabolitos volátiles fueron acetato, ácido butírico y 

ácido propiónico. 

Para determinar las concentraciones de los compuestos volátiles, se compararon las 

áreas de los cromatogramas de las muestras contra la curva de los estándares de 

calibración. 

 
Determinación de nitrógeno total 
 

Se analizaron las purgas del reactor metanogénico a partir de 0.3 g de muestra y se 

colocaron en un matraz Kjeldhal, a éste se le añadieron 2 g de catalizador (1.9 g de 

K2SO4 + 40 mg de HgO mezclados de forma homogénea con perlas de vidrio); a cada 

muestra se adicionó 4mL de H2SO4 y  se pusieron a digerir hasta eliminar los restos 

de vapores de ácido. Después de la digestión, se disolvió el precipitado con agua (5 

mL de agua destilada) y su contenido se vació al matraz de destilación, para obtener 

100 mL usando NaOH al 32%. Las muestras de NH3 disuelto se recuperaron en H3BO3 

(5 mL) al 5% que contenían 3 gotas de indicador Kjeldhal (100 mL de etanol a 95%+ 

200 mg de rojo de metilo, esta solución se mezcla con 50 mL de etanol al 95% + 200 

mg de azul de metileno). El destilado toma un color verde al mezclarse con el ácido 

bórico que contiene indicador, éste se tituló con HCl al 0.01 N hasta tomar un color lila.  

 
Desplazamiento de biogás 
 

Se utilizaron frascos de vidrio de 2 L que contenían un líquido de salmuera, el cual fue 

desplazado por el volumen de biogás y es equivalente al volumen gaseoso producido. 

El volumen gaseoso desplazado se normalizó a condiciones TPN (273 K, 760 mmHg) 

a partir de las condiciones de la Ciudad de México (585 mmHg) y de la temperatura de 
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operación (Top) de acuerdo a la ley de los gases ideales. El volumen gaseoso 

normalizado se obtuvo mediante la siguiente fórmula:  

 

                  
mmHg 760

mmHg 585

Top273

273
VdespVN

a




                              Ec. (3) 

Donde: 

VN = volumen de desplazamiento normalizado (NL) 

Vol. desplazado = volumen de salmuera desplazado (L) 

Top = temperatura de operación (ºC) 

a: Se tomó 585 mmHg como la presión en la ciudad de México 

Cuantificación de metano por cromatografía de gas 
 

La producción de metano en el biogás se cuantificó en un cromatógrafo de gases 

GOW-MAC modelo 350 con un detector de conductividad térmica. La temperatura del 

inyector, columna y detector fueron 25, 25 y 100ºC respectivamente, usando argón 

como gas acarreador. Se utilizó una columna empacada de sílice gel 60/80 de 

diámetro. Para obtener las concentraciones de cada gas, se realizaron curvas de 

calibración con estándares de metano, hidrógeno y nitrógeno grado industrial. El 

volumen de inyección de cada muestra fue de 1mL.  

Determinación de celulosa 
 

Se pesaron 0.5 g de muestra seca en un matraz de fondo plano al que se le adicionaron 

7.5 mL de ácido acético al  80% y 0.75 mL de ácido nítrico concentrado; se sometió a 

reflujo por 20 minutos a 200°C. El residuo se recuperó por filtración en crisoles que 
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contenían fibra de vidrio y aplicando vacío. Se realizó un lavado de los sólidos con 

etanol concentrado y los crisoles se llevaron a 105 °C por 2 h hasta obtener el peso 

seco (P1).  

Después se calcinaron las muestras a 550 °C y se obtuvo su peso (P2). El contenido 

de celulosa se determinó mediante la siguiente fórmula: 

                     %𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 =
𝑃1−𝑃2

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑒 𝑠𝑒𝑐𝑎 (𝑔)
∗ 100                       Ec. (4) 

5.2.2. Actividad 2. Producción de hidrógeno por sistema en lote a partir de FORSU.  

 

5.2.2.1. Propósito 
Obtener sólidos digeridos residuales de la fermentación oscura que servirán como 

fuente de carbono para la producción de holocelulasas. 

5.2.2.2. Diseño experimental 
Para el montaje de los reactores hidrogenogénicos se utilizó FORSU como sustrato 

ajustada a un 20% de ST con una solución amortiguadora de fosfatos a un pH de 7.21. 

La relación de sustrato e inoculo fue de 80% y 20%, respectivamente. El inoculo 

procede de un acondicionamiento previo con un tratamiento térmico a 93°C por una 

hora, con el fin de  inhibir las arqueas metanogénicas consumidoras de hidrógeno. Los 

reactores por lote se incubaron en régimen mesofílico a 36°C por un periodo de 30 

días. Al inicio y final de la fermentación se realizó la cuantificación de hidrógeno, el 

análisis de la composición de los sólidos y diversos metabolitos. En la figura 7, se 

describe el arranque y operación para la etapa hidrogenogénica. 
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Figura 7. Resumen de la operación hidrogenogénica 

5.2.2.3. Análisis y seguimiento 
Para monitorear el desempeño de los reactores hidrogenogénicos, se realizaron los 

análisis que se presentan en la tabla 7.  

Tabla 7. Frecuencia de análisis y seguimiento durante la operación hidrogenogénica 

Parámetro Alimentación Purga Biogás Método 

Sólidos totales 1/lote 1/lote N/A Poggi-Varaldo, 1999 

Sólidos volátiles 1/lote 1/lote N/A Poggi-Varaldo, 1999 

pH 1/lote 2 N/A 
Escamilla-Alvarado, 
2009 

AOV 1/lote 2/mes N/A 
Escamilla-Alvarado, 
2009 

Solventes  1/lote 2/mes N/A Sotelo-Navarro, 2015 

Nitrógeno total Kjeldhal 1/lote Inicial-final N/A Muñoz-Páez, 2014 

Celulosa 1/lote Inicial-final N/A 
Van Soest & Wine, 
1968 

H2 (%) N/A N/A 2/sem Muñoz-Páez, 2014 

 

  

Acondicionamiento del 
inoculo

93°C por 1 h

Composición del 
reactor (350 g)

80% FORSU 

20% inoculo 
acondicionado

Proceso en Lote 
FASSH-VI

36°C

30 d

Alimentación inicial con FORSU, 

20% ST (buffer fosfatos a pH 7.2) 
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5.2.2.4. Métodos y procedimientos 
Operación hidrogenogénica por lote tipo FASSH-VI 

El inóculo metanogénico se inhibió mediante un tratamiento térmico a 93°C por espacio 

de una hora en baño maría, de acuerdo a la metodología de Valdez-Vázquez et al., 

2005. Se utilizaron dos frascos de vidrio de 1L de capacidad con una masa de 357g 

cada uno. Ambos reactores se prepararon con una relación de 80% de sustrato y 20% 

de inoculo; por lo anterior, se emplearon 286 g de FORSU ajustado a un 20% de ST 

con buffer de fosfatos a un pH de 7.2 (K2HPO4/KH2PO4) y 71.5 g de inoculo. Después 

se gaseó el espacio aéreo de cada reactor con Nitrógeno grado industrial durante 10 

min. Los reactores se incubaron a 36°C y se realizó el venteo intermitente con 

nitrógeno para estimular la producción de hidrógeno. Para generar la mayor cantidad 

de sólidos fermentados, se montaron tres reactores más con una masa de 750 g y otro 

de 1500 g. La preparación de los mismos se realizó de acuerdo al procedimiento 

descrito en este apartado y se incubaron bajo las mismas condiciones. La 

cuantificación de hidrógeno se realizó mediante un cromatógrafo de gases GOW-MAC 

con detector de condctividad térmica. 

ETAPA 2 

5.2.3. Actividad 3. Obtención de holocelulasas empleando la cepa Trichoderma 
reesei MCG 80 y sólidos fermentados residuales de la producción de hidrógeno. 
 

5.2.3.1. Propósito 
Evaluar la producción de holocelulasas utilizando como sustrato los sólidos 

fermentados residuales de la producción de hidrógeno. Obtener un lote de sólidos 

residuales (Xz) que serán acondicionados para su reutilización en las etapas H-M-S 

de la biorrefinería. 
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5.2.3.2. Diseño experimental 
Para la producción de holocelulasas inicial, se realizaron fermentaciones en cultivo 

sumergido por medio de reactores con tanque agitado (Sixfors) con capacidad de 600 

mL y un volumen operacional de 500 mL. El inoculo (10%v/v) procedía de cultivos en 

medio líquido de la cepa Trichoderma reesei MCG 80, crecido en medio mineral 

Mandels. Posteriormente se prepararon los cultivos en matraces Erlenmeyer de 3L con 

un volumen de operación de 1 L, se utilizó la relación de inoculo anterior y una 

concentración de sustrato de 30 g/L (sólidos fermentados secos y tamizados), para 

tener una concentración de celulosa aproximada del 1% (%p/v). Para el caso del 

control, se utilizó solka floc a una concentración de 10 g/L. Los matraces se incubaron 

a 30°C durante 5 días con una agitación de 200 rpm.  

5.2.3.3. Análisis y seguimiento  
Para este propósito se tomaron 5 ml de muestra cada 24 h a partir del tiempo cero 

durante cada fermentación. A partir de esta se hicieron los ensayos enzimáticos para 

actividad en papel filtro (Ghose, 1989); también se cuantificó la actividad de 

carboximetilcelulasa (CMCasa), Xilanasa y β-glucosidasa, así como el contenido de 

proteína soluble (Lowry, 1951); las condiciones para los ensayos enzimáticos se 

describen en la tabla 8. 

Tabla 8. Condiciones para las determinaciones enzimáticas. 

Enzima Tiempo de reacción Temperatura 

FPasa 60 min 50°C 

CMCasa 30 min 30°C 

Xilanasa 10 min 40°C 

Β-glucosidasa 30 min 50°C 

*Los ensayos enzimáticos se realizaron utilizando un buffer citratos-fosfatos 0.05 M a un pH de 4.8 

 



49 
 

5.2.3.4. Métodos y procedimientos 
 

Propagación de inoculo  

 

La cepa Trichoderma reesei MCG 80 se propagó a partir de 200 μL de una suspensión 

con una concentración de 1*106 esporas/mL, éste volumen se sembró en placas de 

agar PDA por la técnica de extensión en placa. Después se incubaron  a 30°C durante 

5 días hasta observar crecimiento radial. Se tomaron 3 cm2 de cada placa utilizando 

una pipeta Pasteur estéril para perforar el agar y obtener muestra de micelio. Éstas 

últimas sirvieron para inocular matraces Erlenmeyer de 500 mL que contenían 150 mL 

de medio mineral y solka floc al 1% (p/v) o bien sólidos fermentados al 3% (%p/v) de 

celulosa (30 g/L). De ambos cultivos se realizó una réplica. 

Tabla 9. Composición del medio mineral para Trichoderma reesei MCG 80 

Componente Cantidad (mL) 

Medio Mandels 5x 10 ml 

Metales traza 1000x 0.05 ml 

Peptona de soya 0.05 g 

Buffer citratos 0.1M 25 ml 

Tween 80 al 10% 0.5 ml 

Agua destilada 9.5 ml 

aSustrato (solka floc o Sólidos 
fermentados) 

1% (%p/v) 

bVolumen final 45ml 

a Para sólidos fermentados: se utilizaron 30g/L de sólidos en base seca 
b El volumen final contando el 10% de inóculo (5 ml), es de 50 ml 
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Tabla 10. Composición del medio Mandels (5x) 

Componente Cantidad (g/L) 

Urea 1.5 

NH4SO4 7 

KH2PO4 10 

CaCl2·2H2O 1.5 

MgSO4·7H2O 1.5 

FeSO4·7H2O 0.025 

MnSO4·4H2O 0.005 

ZnSO4·7H2O 0.005 

CoCl2 0.01 

Peptona 5 

Tween 80 5 ml 

 

Al terminar este periodo, se inocularon nuevos medios de cultivo mineral Mandels 

estériles con 100 mL de cultivo provenientes del paso anterior. Los cultivos de 1L ya 

inoculados se incubaron por 5 días bajo las condiciones antes mencionadas. Para medir 

la viabilidad del inóculo, se realizaron determinaciones de la actividad celulolítica 

utilizando como sustrato papel filtro Whatman No.1. Al término de los 5 días los cultivos 

restantes se conservaron a 4°C por unas horas para enseguida inocular cultivos de 1L 

con medio mineral Mandels y sólidos fermentados como sustrato. 

Producción de holocelulasas con sólidos fermentados 

 

Para el sustrato se utilizó una concentración de 30g/L de sólidos fermentados y un 

inoculo del 10% (%v/v) que se obtuvo en la sección. Las condiciones de operación 

fueron los siguientes: agitación 150 rpm, temperatura 30°C, pH 4.8, durante 5 días.  

Para la producción de holocelulasas con sólidos fermentados (H), se requiere de un 

lavado previo para eliminar el exceso de ácidos orgánicos. Estos se lavaron con agua 

destilada hirviendo y se filtraron con una gasa de algodón. Después se agregó un 

volumen de etanol al 50%, nuevamente se filtraron los sólidos y finalmente se hizo un 
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segundo lavado con agua destilada hirviendo. El volumen recuperado de las filtraciones 

se almacenó en frascos para su análisis posterior. Los sólidos obtenidos se secan en 

un horno a 60°C por 24 h, después son tamizados con una malla #40 y se almacenan 

en frascos hasta su uso.  

 

5.2.4. Actividad 4. Pretratamiento de la corriente residual Xz para la selección del 
mejor método en función de la degradabilidad de celulosa y contenido de lignina. 
 
5.2.4.1. Propósito 
 

Evaluar el efecto de los pretratamientos alcalinos y ácido diluido, sobre la corriente 

sólida Xz y seleccionar aquel que favorezca la disponibilidad de celulosa y su 

degradabilidad, así como la reducción de lignina. 

5.2.4.2. Diseño experimental 
 

Se evaluaron tres pretratamientos, dos métodos alcalinos y un tratamiento ácido diluido 

descritos en la tabla 6. Se utilizaron muestras de sólidos Xz en base húmeda y se ajustó 

a una relación 1:10 (masa: volumen) de solución alcalina o ácida.  

Tabla 11. Pretratamientos aplicados a la FORSU y a la corriente Xz 

Muestra Pretratamiento Temperatura Tiempo 

 
Sólidos Xz 

 
Na2CO3   1M 

 
NaOH 1M 

 
HCl 1.5% 

(%v/v) 

60 °C 1 h 
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5.2.4.3. Análisis y seguimiento 
 

Se determinó el contenido de celulosa antes y después de cada pretratamiento, con el 

propósito de conocer el  efecto sobre su disponibilidad; de forma paralela se realizó la 

determinación de lignina y evaluar la remoción de la misma. De igual forma se evaluó 

antes y después el contenido de azúcares reductores, ya que permite medir la 

degradación del polímero de celulosa. En la tabla 12 se presentan los análisis 

realizados durante esta actividad. 

Tabla 12. Programa de análisis y seguimiento de las muestras pretratadas. 

Análisis Método 

Celulosa Van Soest y Wine, 1967 

Lignina Escamilla-Alvarado, 2009 

Azúcares reductores Miller, 1959 

Sólidos volátiles Poggi-Varaldo, 1999 

 

Posteriormente, las muestras pretratadas fueron estudiadas por microscopía 

electrónica de barrido (MEB), para obtener mayor información morfológica y el efecto 

de los pretratamientos sobre la topografía superficial de las fibras de celulosa. 

5.2.4.4. Métodos y procedimientos 
 

La corriente residual sólida Xz que se genera durante la producción de holocelulasas, 

fue recuperada por centrifugación a 7,000 rpm por 20 minutos. La biomasa se lavó dos 

veces con agua destilada para eliminar los restos de medio de cultivo. Estos sólidos se 

almacenaron en tubos Falcon de 50 ml y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Para 

realizar los pretratamientos, se pesaron 10g en base húmeda de Xz y se agregaron 100 

ml de cada solución alcalina (Na2CO3 1M y NaOH 1M) o de ácido clorhídrico diluido al 



53 
 

1.5% (%v/v). Cada mezcla se preparó en un matraz Erlenmeyer de 500 ml y se llevaron 

a 60 °C por espacio de una hora. Después de este tiempo, se dejaron enfriar los 

matraces y los sólidos se recuperaron por centrifugación a  7,000 rpm por 20 min. Se 

hicieron lavados con agua destilada para eliminar restos de ácido o álcali, hasta obtener 

un pH de 7.0 en cada muestra.  

Posteriormente cada sólido recuperado, se colocó en cápsulas de porcelana y se 

llevaron a sequedad a 100°C por 24 h. Una vez secas las muestras, se pulverizaron 

con ayuda de un mortero y se almacenaron en tubos de plástico a 4 °C hasta su uso.  

ETAPA 3 

5.2.5. Actividad 5. Evaluación de la producción de hidrógeno a partir de los 
sólidos residuales pretratados de la corriente Xz. 
 
5.2.5.1. Propósito 
El objetivo de esta actividad, fue evaluar el potencial de los sólidos residuales Xz 

sometidos al pretratamiento alcalino, para ser utilizados como sustrato durante la 

fermentación hidrogenogénica.  

5.2.5.2. Diseño experimental 
Los sólidos residuales (Xz) fueron pretatados alcalinamente con NaOH 1M de acuerdo 

a la sección anterior, posteriormente acondicionados fueron agregados con distinta 

proporción y composición a reactores por lote con una masa operacional de 40 g. Se 

utilizaron reactores tipo FASSSH-VI, que contenían una cantidad variable de sólidos 

pretratados Xz  y de FORSU sin pretratar, así como sus respectivos controles. En la 

tabla 13 se presentan los tratamientos evaluados experimental para la producción de 

hidrógeno por sistema en lote tió FASSH-VI, de esta actividad. 
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Tabla 13. Composición para cada reactor hidrogenogénico, empleando distinta carga de 
alimentación con FORSU y sólidos Xz pretratados con NaOH 1M. 

U.E. Tratamiento Réplicas 

1 FORSU 100% A,B,C 

2 Xz PL 100% A,B,C 

3 Xz SP 100% A,B,C 

4 Xz PL 40% + FORSU 60% A,B,C 

5 Xz SP 40% + FORSU 60% A,B,C 

6 Inóculo 100% A,B,C 

*U.E.: Unidades experimentales; S.P.: Sin pretratamiento 

5.2.5.3. Análisis y seguimiento. 
Para determinar el plató durante la producción de hidrógeno, se realizó la medición del 

gas en forma diaria. Una vez identificada la fase estacionaria, y que no hubo un 

aumento sustancial en la producción de hidrógeno, se estimuló un nuevo ciclo de 

producción por medio del venteo con nitrógeno grado industrial en el espacio de 

cabeza de los reactores. El venteo se realizó por 2 minutos y se utilizó un sello se agua 

para evitar la salida de gas de los reactores y mantener el sistema cerrado. Para 

evaluar el desempeño de los reactores a lo largo del tiempo, se consideraron dos 

muestreos, inicial y  final, en los que se consideraron las variables de respuesta de la 

tabla 14. 

Tabla 14. Frecuencia de análisis y seguimiento para la producción de hidrógeno en reactores por lote 
tipo FASSH-VI utilizando los sólidos pretratados como carga inicial. 
 

Parámetro 
Frecuencia 
análisis 

Referencia 

Sólidos totales I/F Poggi-Varaldo, 1999 

Sólidos volátiles I/F Poggi-Varaldo, 1999 

Alcalinidad I/F Escamilla-Alvarado, 2009 

pH I/F Escamilla-Alvarado, 2009 

Ácidos orgánicos I/F Sotelo-Navarro, 2015 

Solventes  I/F Sotelo-Navarro, 2015 

Ácido láctico I/F Sotelo-Navarro, 2015 

Nitrógeno Total Kjeldhal I/F Poggi-Varaldo, 1999 

Celulosa I/F Van Soest & Wine, 1968 

H2 (%) Diario Muñoz-Páez, 2014 
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*Nota: I, corresponde a la muestra inicial de sólidos en cada reactor; F, representa a las muestras de sólidos al 

término de la producción de hidrógeno 

5.2.5.4. Métodos y procedimientos 
Los sólidos pretratados Xz, una vez acondicionados y secos, se agregaron de acuerdo 

a la composición de la tabla 13. La cantidad de sólidos totales en todas las unidades 

experimentales, se ajustó a un 20%, utilizando un buffer de carbonatos-fosfatos (32.6 

g/L de NaHCO3 y 63.3 g/L de KH2PO4 a un pH de 7.0). Se utilizaron frascos serológicos 

de vidrio como reactores, con un volumen de operación de 120 mL y una masa total de 

40 g. El inóculo se aclimató por medio de shock térmico a 95°C por 1h y se utilizaron 8 

g de éste para inocular 32 g de sustrato en cada reactor; se mezcló vigorosamente cada 

unidad utilizando una varilla de vidrio. Una vez inoculado cada reactor, se gaseo el 

espacio aéreo con nitrógeno grado industrial durante 2 minutos. Cada  frasco fue 

sellado y se mantuvieron en incubación a 35 °C; la medición de hidrógeno se realizó 

diariamente, para determinar la fase estacionaria producción. Paralelamente se realizó 

el análisis proximal de los sustratos empleados en cada tratamiento y el resto de las 

determinaciones con el propósito de evaluar el desempeño de los reactores. Una vez 

alcanzada la máxima producción de hidrógeno y se llegó a la fase estacionaria, se 

realizó un venteo intermitente con nitrógeno para estimular un nuevo ciclo de 

producción.  

5.2.6. Actividad 6. Producción de sacarificados empleando sólidos residuales 
pre-tratados de Xz como sustrato. 
 

5.2.6.1. Propósito 
Determinar el potencial de la corriente Xz sometida a un pretratamiento alcalino, al ser 

utilizada como sustrato en un proceso de sacarificación y evaluar la liberación de 

azúcares a partir de esta corriente. 
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5.2.6.2. Diseño experimental 
Se utilizó el extracto crudo enzimático obtenido de la producción de holocelulasas a 

partir de Trichoderma reesei MCG 80. Este se compone de las siguientes enzimas: 

FPasas, Xilanasas, Carboximetilcelulasas y β-glucosidasas. Como sustrato se utilizó 

el residuo Xz pretratado con NaOH1M. En la tabla 15 se muestra el diseño 

experimental que corresponde a esta actividad. 

Tabla 15. Condiciones de operación y parámetros a evaluar durante la sacarificación del 
residuo Xz pretratado, utilizando holocelulasas de T. reesei MCG 80. 
 

Parámetro Condiciones de operación 

Temperatura 50 °C 

Agitación 150 rpm 

Tiempo 48 h 

Sustrato [%p/v] 1%, 3%, 5% 

Enzima [U/mg] 3 FPU, 5 FPU, 7 FPU 

 

5.2.6.3. Análisis y seguimiento 
La toma de muestras durante la sacarificación se realizó al inicio de la sacarificación y 

al final (48 h). Se tomó un volumen de 1ml por cada unidad experimental. En la tabla 

16 se describen las variables de respuesta correspondientes al experimento  

Tabla 16. Cuantificación de azúcares liberados durante la sacarificación enzimática a partir de 
holocelulasas de T. reesei MCG 80. 
 

Producto Métodos 

Glucosa DNS, YSI 

Xilosa YSI 

Celobiosa HPLC 

Celotriosa HPLC 

Celotetrahosa HPLC 

Celopentosa HPLC 

Xilotriosa HPLC 

Xilotetrahosa HPLC 

Xilopentosa HPLC 
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5.2.6.4. Métodos y procedimientos 
Las reacciones se llevaron a cabo en frascos serológicos de 120 mL y se utilizó un 

volumen operacional de 20 mL; en estos frascos se mezcló el sustrato (Xz pretratado 

con NaOH 1M) en un buffer citratos-fosfatos al 0.05 M a un pH de 4.8 Los matraces 

con la mezcla de reacción, se mantuvieron en agitación a 150 rpm a una temperatura 

de 50 °C durante 48 h. La cuantificación de azúcares reductores se realizó de acuerdo 

a la técnica de  Miller, 1959. 

Para la identificación específica de pentosas y hexosas, se utilizó el análisis mediante 

HPLC, las muestras de la sacarificación se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min y 

posteriormente se filtraron con un disco de 0.45 micras de tamaño de poro. Se inyectó 

un volumen de 20 μL a un flujo de 0.6 mL/min usando agua como fase móvil.  

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

ETAPA 1 

6.1. Actividad 1. Arranque y operación de digestores anaerobios metanogénicos 
inoculadores 
 

Se preparó un reactor metanogénico por duplicado utilizando la composición descrita 

en la sección 5.1 y diariamente se realizó la medición de biogás desplazado. Se llevó 

a cabo la alimentación gradual con FORSU hasta llegar a un TRM de 50 d y en este 

periodo la producción de metano se cuantificó dos veces por semana mediante 

cromatografía de gases. Las purgas de sólidos digeridos que se obtuvieron en el 

transcurso de cada alimentación se analizaron para determinar la composición de 

sólidos totales, volátiles, ceniza, alcalinidad, pH, ácidos orgánicos volátiles y nitrógeno 

total.  



58 
 

      

Figura 8. Preparación del inóculo mixto y digestores anaerobios metanogénicos. 

El inóculo se preparó con 0.332 kg de excreta de vaca, 0.332 kg de lodos activados 

(sedimentos) y 0.332 kg de suelo de jardín (cribada con una malla # 35 para un 

diámetro de partícula de 0.5 mm). Se mezcló hasta obtener una consistencia 

homogénea y se pesaron 500 g por separado para las 2 unidades experimentales.  
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6.1.1. Evolución del pH y alcalinidad 
Durante el transcurso de la metanogénesis se observó un intervalo de pH promedio de 

8.9 en el reacto. Al final de la operación metanogénica, se presentaron los valores 

mayores de alcalinidad con 570 mg CaCO3/Kg B.h., con respecto a trabajos anteriores 

s son altos, pues se ha considerado que 110 mg CaCO3/g sólido de alcalinidad, 

esfavorable para la metanogénesis (Valdész-Vazquez, 2009). Sin embargo, a pesar 

de la alta alcalinidad presentada en el reactor inoculador, no se observó unefecto 

negativo en la producción de metano. Por el contrario, se observó que la baja 

alcalinidad está relacionada con una menor producción de metano. En la figura 6, se 

muestra la variación del pH y la alcalinidad alo largo del tiempo de aclimiatación del 

inóculo. 

 
 

Figura 9. Evolución de la alcalinidad y pH en el reactor inoculador metanogénico. 
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6.1.2. Determinación de sólidos totales, sólidos volátiles y ceniza 
 

Se realizó la determinación de sólidos totales, volátiles, ceniza y humedad, de acuerdo 

a la metodología descrita anteriormente, para este fin, se emplearon las purgas 

metanogénicas que se generaron antes de la alimentación periódica del reactor 

termofílico. En la tabla 17 se muestra el análisis de sólidos correspondiente, y su 

variación con respecto al tiempo de aclimatación del inóculo. 

Tabla 17. Análisis proximal de sólidos en el reactor inoculador termofílico. 

MES ST DS SV DS HUM DS CENIZA DS 

1 34 2.33 20 2.31 66.20 2.28 80.31 2.35 

2 30 6.04 24 5.69 69.60 6.04 76.74 5.69 

3 21 2.92 30 7.18 78.79 2.92 69.58 7.18 

4 8 2.01 42 11.79 92.33 2.01 58.33 11.79 

5 10 5.01 31 14.23 90.22 5.01 68.75 14.23 

6 12 3.01 26 5.53 88.26 3.01 74.17 5.53 

7 15.00 4.00 24.00 3.70 85.00 2.90 76.00 4.8 

 

6.1.3. Cuantificación de ácidos orgánicos volátiles en reactor inoculador 
termofílico 
Se utilizó el sobrenadante de las purgas metanogénicas para hacer la cuantificación 

de ácidos orgánicos volátiles (acético, propiónico y butírico). En la figura 10, se observa 

la producción de ácidos orgánicos volátiles en el reactor inoculador con respecto al 

tiempo. 
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Figura 10. Contenido de ácidos orgánicos volátiles en el reactor inoculador operado en régimen 
termofílico. 
 

Con el paso del tiempo, la acumulación de ácidos orgánicos estuvo en aumento 

considerable (>500 mg DQO/KgB.h), siendo el ácido propiónico, el mayor metabolito 

presente seguido del ácido acético. Esta acumulación de AOV’s está relacionada con 

una mayor tasa de hidrólisis de las macromoléculas, por lo que se forman compiestos 

intermediarios de menor peso molecular, que llegan a ser reducidos hasta formar 

metano.  

6.1.4. Determinación de nitrógeno total 
 

El contenido inicial de nitrógeno total para el primer mes, fue de 9 mgN/gs en ambos 

reactores. Con el paso del tiempo la concentración de nitrógeno total aumentó hasta 

llegar arriba de los 30 mgN/gs. De acuerdo a Valdez-Vázquez et al., 2005, encontraron 
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metanogénesis, por lo que no pueden compararse. En la figura 11 se presenta el 

contenido de nitrógeno total evaluado en el reactor metanogénico. 

 

 
Figura 11. Evolución del contenido de Nitrógeno total Kjeldhal en el reactor inoculador 

 

A lo largo de la operación termofílica a 55°C, el reactor presentó su mayor 

desplazamiento de gas a los 90 días, con  1089 NmL/. Sin embargo, se continuó en 

fase de mantenimiento para conseguir una estabilización de la producción de metano 

en forma continua. Al cabo de 7 meses, considerando el tiempo desde la fase de 

arranque, este reactor se sometió a inhibición por choque térmico a 93°C por espacio 

de 1 hora para lisar a las arqueas metanogénicas y hacer una presión selectiva de 

bacterias esporuladoras, que actúan en la fermentación y producen hidrógeno. En la 

figura 12 se observa la gráfica que corresponde a desplazamiento diario de biogás. 
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Figura 12. Desplazamiento de biogás promedio en el reactor metanogénico operado a 55°C hasta 
un TRM 50d. 
 

6.1.5. Cuantificación de metano por cromatografía de gas 
 

Se realizaron dos mediciones por semana, antes de cada alimentación al reactor. Al 

inicio de la operación se presentó una tendencia positiva ascendente en la producción 

de metano, sin embargo hubo una caída a los 35 días de producción, por lo que se 

continuó la alimentación con un TRM de 60 d, hasta estabilizar al reactor y alcanzar 

un mayor contenido de metano (> al 60%). En la figura 13, se muestra la gráfica del 

comportamiento del reactor inoculador metanogénico operado a 55°C. Después de 80 

días de operación, se mantuvo estable la producción de metano, por un período de 40 

días más.  
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Figura 13. Producción de metano con respecto al tiempo en el reactor metanogénico bajo 
régimen termofílico 55°C con alimentación semi-continua hasta un TRM 50 d. 
 

Una vez terminada la aclimatación del inóculo, se procedió a realizar la inhibición de 

las arqueas metanogénicas, mediante choque térmico a 95 °C por espacio de 1 h, este 

inoculo ya inhibido se utilizó para la actividad siguiente y producir los sólidos 

fermentados. 
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reactores se mantuvieron en operación por lote durante 30 días a una temperatura 
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contenido de ácidos butírico, al pasar de 43.74 mgDQO/Kg B.seca a 11.31 mgDQO/Kg 

B.seca.  

 
Figura 14. Producción de ácidos orgánicos volátiles en fermentación oscura por lote a partir de 
FORSU 
 

6.3. Actividad 3. Obtención de holocelulasas empleando la cepa Trichoderma 
reesei MCG 80 y sólidos fermentados residuales de la producción de hidrógeno. 
 

La mayor actividad volumétrica de FPasa se encontró a las 96 h de la cinética de 

crecimiento, obteniéndose hasta 375.6 U/L de actividad, utilizando FORSU como 

fuente de carbono. En el caso de los sólidos fermentados, la mayor actividad 

volumétrica se presentó a las 120 h con 220 U/L. En la figura 15, se muestra la 

actividad específica de FPasa, crecida a partir de distintas fuentes de carbono. 
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Figura 15. Actividad enzimática específica de celulasas (mediante ensayo en papel filtro) 
obtenidas en cultivo sumergido utilizando Trichoderma reesei MCG 80, empleando distintos 
sustratos como fuente de carbono. 
 

Con respecto a las xilanasas, se observó una mayor actividad volumétrica utilizando 

FORSU y sólidos fermentados con 5.3 U/mLa las 96 h; en la figura 16 se presenta la 

tendencia en la actividad de xilanasa, a partir de tres fuentes de carbono distintas.  

Si bien la actividad FPasa y xilanolítica fueron bajas, con respecto a trabajos anteriores 

(Escamilla-Alvarado, 2013), se presentó una tendencia semejante en el 

comportamineto de ambas enzimas.  

 
Figura 16. Actividad xilanasa de T. reesei MCG 80, a partir de cultivos sumergidos con distinta 
fuente de carbono. 
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Las cinéticas posteriores se realizaron utilizando como sustrato lo sólidos fermentados 

de la producción de hidrógeno; a lo largo de las cinéticas se obtuvieron datos similares, 

aunque con un ligero aumento en la actividad de la enzima, alcanzando en promedio 

hasta 547 U/L a las 96 h de crecimiento. En la figura 17, se presentan la actividad 

volumétrica y específica para FPasas, a partir del crecimiento de T. reesei MCG 80 en 

sólidos fermentados.  

 

Figura 17. a) Actividad volumétrica de FPasa, a partir de cultivos sumergidos con T. reesei MCG 
80, utilizando sólidos fermentados 3% (p/v). b) Actividad específica de FPasa, obtenida bajo las 
condiciones antes descritas.  
 

Todos los sólidos que se generaron (biomasa y sustrato residual, llamados Xz) a partir  

de las cinéticas con Trichoderma reesei MCG 80 se recolectaron mediante 

centrifugación a 7,000 rpm por espacio de 20 minutos. Esta masa fue almacenada a -

20 °C y fue objeto de pretratamiento en la actividad posterior. 

En la tabla 18 se presentan los resultados promedio obtenidos en las cinéticas con 

Trichoderma reesei MCG 80. 

Tabla 18. Valores obtenidos a partir de la cinética de crecimiento y producción de celulasas con T. 

ressei MCG 80 y sólidos fermentados como sustrato. 

Tiempo (h) P. total (g/L) DS P. soluble (g/L) DS UI (U/mL) DS 

0 1.517 ±0.110 1.080 ±0.071 0.142 ±0.048 

24 2.175 ±0.155 1.443 ±0.059 0.244 ±0.001 

48 2.569 ±0.210 1.146 ±0.020 0.447 ±0.009 

72 3.353 ±0.287 0.928 ±0.195 0.518 ±0.007 

96 5.727 ±0.105 1.209 ±0.266 0.547 ±0.030 
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6.4. Actividad 4. Pretratamiento de la corriente residual Xz para la selección del 
mejor método en función de la degradabilidad de celulosa y contenido de lignina. 
 

Lós sólidos Xz que se recuperaron después de las cinéticas con T. reesei MCG 80, 

fueron sometidos a tres pretratamientos, dos de naturaleza alcalina y uno mediante 

tratamiento ácido diluido.  

Las soluciones alcalinas empleadas fueron NaOH 1M y Na2CO3 1M, para el 

tratamiento ácido diluido se utilizó una solución de HCl al 1.5% (%v/v); las condiciones 

de tiempo y temperatura, así como la relación de masa y reactivo, fueron las mismas 

en los tres casos (sección 5.4). 

Al término del pretratamiento, las muestras se lavaron y neutralizaron a un pH de 7.0, 

después se secaron en estufa a 60 °C durante 24 h hasta su deshidratación total.  

Posteriormente se molieron con ayuda de un mortero y a estas se  les realizaron 

análisis de celulosa y lignina.  

En la figura 18, se presentan los reultados de los análisis de celulosa, que se 

obtuvieron a partir de muestras pretatadas de FORSU, sólidos fermentados (SF), 

sólidos Xz, y sólidos Xz sometidos a los tres pretratamientos. 

 

Figura 18. Contenido de celulosa en FORSU y otras corrientes derivadas de la 
biorrefinería. SF: Sólidos fermentados; Xz: residuos sólidos de etapa Z, así como esta 
fracción sometida a pretratamientos.    
 

En el caso de los pretratamientos alcalinos, se observaron resultado favorables, que 

indican una mayor dispobilidad de la celulosa, con respecto al control Xz que no fue 

sometido a pretratamiento. Al utilizaro NaOH 1M se presentó el mayor incremento 

aparente en la celulosa (de 29.75 a 39.7 %), de aproximadamente 30%, este aumento 

es casi comparable a la cantidad de celulosa que se encuentra en la muestra de sólidos 

fermentados (46.7%), por lo que aparentemente puede tener el mismo potencial, que 

éste último.  
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El efecto positivo de los pretratamiento alcalinos puede deberse a que la remoción de 

lignina es más favorable empleando estas condiciones. En el caso de los tratamientos 

ácidos, son más efectivos removiendo hemicelulosa, por lo que la lignina permanece 

intacta y aparentemente se concentra. En la figura 19, se muestran los resultados de 

los análisis de lignina en las muestras pretratadas y el control Xz sin pretratar. 

 
Figura 19. Efecto del tipo de pretratamiento sobre la remoción de lignina, en muestras de Xz. 

Posterior a los pretratamientos, todas las muestras fueron observadas por microscopía 

electrónica de barrido para distinguir el efecto sobre las fibras pretratadas. En la figura 

20 se presentan las muestras de Xz antes de ser pretratadas.  

   
Figura 20. Imágenes de SEM (Microscopía electrónica de barrido), a las fibras del residuo Xz 
antes de ser pretratadas.  
 
En estas imágenes no se aprecian zonas amorfas, a diferencia de las muestras 

sometidas a los pretratamientos alcalinos (Figuras 21 y 22). 

 En la figura 21, se observa la topografía de la fibra con zonas amorfas, como resultado 

del rompimiento de los enlaces C-C y C-O de la lignina, lo cual da como resultado la 
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liberación de moléculas de menor tamaño y el acceso a la celulosa para formar una 

estructura irregular. 

      
Figura 21. Imagenes correspondiente a la fracción Xz después del pretratamiento con NaOH 1M.  

En la figura 22, que corresponde al tratamiento con Na2CO3 1M, también se generaron 

zonas amorfas en las fibras, al igual que con el tratamiento con NaOH 1M.  

   
Figura 22. Fibras de Xz vistas desde el microscopio electrónico de barrido, después de ser 
pretratadas con Na2CO3 1M. 
 
A diferencia de los tratamientos alcalinos, en el tratamiento ácido diluido no se 

presentaron cambios en la estructura de la fibra, debido a que el ácido sólo remueve 

hemicelulosa. Por lo que su apariencia (Figura 23) permaneció igual, si se compara 

con el la muestra Xz que no ha sido sometida  a pretratamiento. 

El estudi de las muestras por microscopía electrónica, permitió hacer una comparación 

de los resultados obtenidos con las determinaciones de celulosa y lignina y así poder 

seleccionar el tratamiento más adecuado. Considerando que la mayor remoción se 

obtuvo con uno de los tratamientos alcalinos, al igual que la disponibilidad de celulosa 

mejoró con el tratamiento con NaOH 1M, se seleccionó a éste último para realizarel 
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pretratamiento a todo el lote de sólidos residuales Xz, que se recupereron de la 

producción de holocelulasas.  

  

   
Figura 23. Imágenes de las muestras de Xz después de ser sometidas a un pretratamiento ácido 
diluido con HCl 1.5%.  
 

6.5. Actividad 5. Evaluación de la producción de hidrógeno a partir de los sólidos 
residuales pretratados de la corriente Xz. 
 

Para la fermentación oscura y producción de hidrógeno, se emplearon reactores por 

lote, utilizando como sustrato los sólidos pretratados Xz, con el método alcalino NAOH 

1M, bajo las condiciones descritas en la actividad 4. Se realizó la carcaterización de 

los sustratos, para evaluar el contenido de sólidos en cada tratamiento (T1-T5). En la 

tabla 19, se muestra el análisis correspondiente por tipo de composición. 

Tabla 19.  Análisis proximal a partir de muestras de sólidos de cada tratamiento en la etapa inicial 
de la producción de hidrógeno en reactor por lote FASSH-VI 

Tratamiento ST DS HUM DS SV DS CENIZA DS 

T1 23.59 ±0.52 76.41 ±0.52 61.02 ±1.25 38.98 ±1.25 

T2 23.11 ±0.23 76.89 ±0.23 42.52 ±0.97 57.48 ±0.97 

T3 23.35 ±0.62 76.65 ±0.62 52.33 ±12.27 47.67 ±12.27 

T4 23.07 ±0.85 76.93 ±0.85 60.19 ±1.33 39.81 ±1.33 

T5 22.82 ±0.26 77.18 ±0.26 57.60 ±2.25 42.40 ±2.25 

 

El mayor contenido en sólidos volátiles, se presentó en los tratamientos T1, T4 y T5, 

que corresponden a los reactores con FORSU (T1), FORSU 60% más 40% de Xz 
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pretatado con NaOH 1M (T4) y FORSU 60% más 40% de Xz in pretratar. Los valores 

más bajos en este aspecto, se obtuvieron en el tratamiento con Xz pretratado 100% 

con NaOH 1M (T2); lo anterior puede deberse a que hubo una degradación mayor de 

otro tipo de carbohidratos y moléculas orgánicas durante el pretratamiento yla materia 

restante quedo en poca disponibilidad al ser menos compleja o rica. La caracterización 

de los sustratos se realizó antes de su incubación a régimen mesofílico (35 °C). una 

vez terminada la cinética de producción de hidrógeno, se realizó el análisis de la 

materia orgánica restante al final del experimento. 

Producción de hidrógeno por reactor en lote tipo FASSH-VI  
La cinética de producción de hidrógeno fue monitoreada diariamente, y al cabo de 30 

días, se observó un comportamiento favorable en los tratamientos T1, T3 y T4 en los 

primeros 2 ciclos de producción (primeros 15 días); al realizar el venteo de los 

reactores con nitrógeno para volver a estimular un nuevo ciclo de producción, al 

siguiente día se observó el comienzo de una nueva etapa de producción. 

Este efecto se debe a que es liberado una parte del espacio gaseosos en los 

reeactores, ya que hay una acumulación en exceso de hidrógeno (en la etapa 

estacionaria), por lo que hay un fenómeno de inhibición por producto. Al liberar la 

presión de hidrógeno, mediante la adición de nitrógeno gaseoso, se vuelve a comenzar 

un nuevo ciclo.  

En la figura 24, se presenta la cinética de producción de hidrógeno por sistema en lote 

de tipo FASSH-VI. En esta se puede observar que hasta el tercer ciclo, hay una 

respuesta positiva del tratamiento T1 y T4, siendo éste último de mayor interés al estar 

compuesto por un 40% de sólidos Xz pretratados. 

Figura 24. Cinética de producción de hidrógeno por reactor en lote tipo FASSH-VI, empleando 
diferente sustrato y composición. 

Cabe señalar, que en los reactores T5 hubo una moderada producción de hidrógeno, 

aunque esto no continuó durante el segundo ciclo. En el caso del tratamiento T2, en 
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ninguna etapa de la cinética se presentaron valores de hidrógeno superiores al 2. Lo 

anterior se puede deber a que hay una baja disponibilidad de la materia orgánica, a 

pesar de que se haya empleado 100% de Xz preratado con NaOH 1M como sustrato. 

La eliminación de otros componentes orgánicos en el sustrato, influyó en su baja 

productividad. 

6.6. Actividad 6. Producción de sacarificados empleando sólidos residuales 
pretratados de Xz como sustrato. 
 
Para esta actividad, se utilizó el mismo residuo Xz pretratado con NaOH 1M, y el 

extracto crudo enzimático de celulasas, obtenidas con T.reesei MCG 80. La 

sacarificación se realizó por 48 h a 50 ° bajo las siguientes concentraciones de 

sustrato: 1, 3, 5% (%p/v) y con una relación de unidades de enzimas FPasa de la 

siguiente forma: 0, 3, 5 y 7 U/mL. 

Se tomaron muestras al inicio y al término de la sacarificación, con lo que se obtuvo la 

cantidad neta de azúcares reductores. En la figura 25, se muestra que la mayor 

cantidad de azúcares reductores (1.4 g/L) se obtuvo con 3 U/mL de FPasa y una 

concentración de 5% de sustrato. 

 
Figura 25. Efecto de la concentración de enzima (FPasa (U/mL) y de sustrato Xz, pretratado con 
NaOH 1M, durante 48 h de sacarificación a 50 °C, empleando el extracto concentrado de celulasas 
de T. reesei MCG 80. 
 

Con respecto al contenido de azúcares, al analizar las muestras en el YSI, se 

obtuvieron 0.29 g/L de xilosa, que corresponden a los valores más altos, utilizando una 

concentración de  3% de sustrato.  
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Cabe mencionar, que en ninguno de los reactores se presentó glucosa, por lo que se 

dedujo que había presencia de otro tipo de oligosacáridos que interfirieron en las 

cuantificaciones de azúcares reductores.  

 

Sin embargo, las muestras resultantes de este experimento que fueron analizadas por 

HPLC, solo detectaron xilosa y no hubo correspondencia de los cromatogramas, al ser 

comparados con estándares de celooligosacáridos y xilooligosacáridos. 

7. CONCLUSIÓN  

El tratamiento alcalino resultó el más favorable al remover la mayor cantidad de lignina 

y mejorar la disponibilidad de celulosa, en los sólidos pretratados Xz. Hubo una 

disminución, en el contenido de lignina al pasar de 17% al 6%, posterior al 

pretratamiento. Por lo cuál la hipótesis sobre el efecto positivo del pretratamento 

alcalino se acepta. 

Así mismo, se observó un comportamiento favorable en la producción, en uno de los 

tratamientos que contenía una fracción de sólidos pretratados (T4). Por lo que la 

incorporación del pretratamiento en esta corriente residual, permitió la reutilización de 

un residuo (Xz), y además aumentó los ciclos de generación de hidrógeno, de forma 

muy semejante a la que se presentó con el control de FORSU. Es decir, el residuo Xz 

sometido a pretratamiento alcalino, es aprovechable para la fermentación oscura, bajo 

las condiciones del tratamiento T4. Por lo anterior, se acepta la segunda hipótesis 

sobre el incremento en la producción de hidrógeno, mediante el pretratamiento de los 

sólidos Xz residuales.  

En el caso de los sacarificados, si bien hay una baja producción de azucares (1.4 g/L), 

estos son obtenidos de un sustrato que es de naturaleza pobre, ya que ha sido 

sometido a varios procesos de degradación (fermentación oscura, producción de 

enzimas y pretratamiento). Por lo que su reutilización es factible, aunque debe 

considerarse su composición y la presencia de otros componentes que puede resultar 

tóxicos o inhibidores de algún proceso. La presencia de xilosa, y otros azúcares no 

detectados, sugieren la exploración de estos residuos o licores, para poder ser 

incorporados a alguna etapa de la biorrefinería. En este caso, la hipótesis debe ser 

rechazada, ya que comparando con el proceso tradicional de sacarificación utilizando 

sólidos fermentados, se obtuvieron bajos resultados. 
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