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RESUMEN 
 

Sacarificación y fermentación de pencas de agave tequilana weber en planta 

piloto para la producción  de bioetanol 

 

En México la producción de agave crece continuamente, lo cual hace que 

se le conozca como la capital mundial del tequila, es por ello que en la actualidad 

se busca aprovechar toda la biomasa lignocelulósica proveniente de esta y de 

subproductos agroindustriales, que han dejado de ser productos de desecho para 

emplearse en materia prima para diferentes procesos, tanto agrícolas como 

industriales, siendo la producción de bioetanol una de las más importantes. 

 

Sin embargo, esto no ha sido nada fácil son muchos las limitantes 

presentes para la obtención de bioetanol, entre ellas la estructura lignocelulosa de 

compleja degradación. Por lo cual ha surgido una diversidad de investigaciones 

que abarcan distintas problemáticas así como alternativas de solución.  

 

El presente documento tiene como finalidad proceder en el estudio de la 

sacarificación y fermentación en las pencas de agave tequilana weber llevada a 

cabo en una planta piloto para posteriormente la producción de bioetanol, es por 

ello que se describirán y cuantificaran las características de la materia prima, su 

estructura, el proceso de molienda, cocción y prensado para obtener el bagazo de 

pencas de agave, así como sus etapas (pre-tratamiento,  hidrólisis, detoxificación 

y fermentación). 

 

Para las etapas de pretratamiento se llevaran a cabo tres las cuales son: 

acida, alcalina-oxidativa y combinada; la acida seguida de una detoxificación para 

neutralizar el pH y ajustarlo a las condiciones óptimas de la  hidrólisis para su 

posterior fermentación. 
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Se realizara en cada una de ellas una  hidrólisis enzimática en la cual se 

emplearan las enzimas Novozymes Cellic CTec3 Y Cellic HTec3 para finalmente 

fermentarla  con levaduras Saccharomyces cerevisiae. Se implementaran los tres 

pretratamientos para ver con cual se obtiene una mayor cantidad de azúcares 

fermentables, seguida de la sacarificación para posteriormente fermentarla, y 

llevarla a cabo a  nivel planta piloto. 

 

Palabras clave: Biomasa lignocelulósica, Bioetanol, Pretratamiento,  hidrólisis 

enzimática, Detoxificación, Fermentación.  
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ABSTRACT 
 

Saccharification and fermentation weber agave stalks tequilana pilot plant 

for the production of bioethanol 

 

In Mexico the production of agave grows continuously, which makes being known 

as the world capital of tequila, which is why now is to take advantage all this from 

lignocellulosic biomass and agro-industrial products, which are no longer waste 

products for use in raw materials for different processes, both agricultural and 

industrial production of bioethanol being one of the most important. 

 

However, this has not been easy there are many constraints present to obtain 

bioethanol, including complex structure lignocellulose degradation. Therefore there 

has been a variety of research covering different problems and possible solutions. 

 

 This document is intended to proceed in the study of saccharification and 

fermentation leaves tequilana weber agave conducted in a pilot plant for the 

production of bioethanol then, is why we describe and quantify the characteristics 

of the raw material, its structure, the milling process, for baking and pressing agave 

bagasse and stages (pre- treatment, hydrolysis, fermentation and detoxification). 

 

 For pretreatment steps were carried out three of which are acidic, alkaline - 

oxidative and combined; followed by the acidic detoxification to neutralize the pH 

and adjust to the optimal hydrolysis conditions for subsequent fermentation. 

 

Keywords: lignocellulosic biomass, bioethanol, pretreatment, detoxification, 

enzyme hydrolysis, fermentation. 
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CAPÍTULO I. 

INTRODUCCIÓN 

 

La bioenergía se define como la energía que se obtiene de la biomasa 

lignocelulósica, es decir, energía que se produce a partir de materiales orgánicos. 

Estos materiales orgánicos pueden tener su origen en cultivos energéticos, 

acuacultivos, algacultivos, productos, subproductos y residuos forestales, residuos 

orgánicos municipales es decir basura orgánica, excremento de animales, grasas 

y aceites de origen vegetal o animal. Esto da paso a los biocombustibles siendo 

estos una mezcla de hidrocarburos que se emplea como combustibles y que 

provienen de la biomasa.  

 

Hoy en día existe una creciente inclinación por las fuentes de materias 

primas para los biocombustibles, buscando que estas sean cultivadas sin 

contender  con los recursos importantes como son la tierra y el agua con los 

cultivos alimenticios. 

 

Se encuentran por lo menos 200 especies de agave en todo el mundo de 

las cuales 150 están en México. El agave ha tenido un aumento en gran medida 

en la producción de bebidas alcohólicas, además de poseer un alto contenido  de 

azúcar y celulosa. La producción de tequila emplea actualmente menos de la 

mitad de azúcar y celulosa disponible en la planta de agave  es por ello que en 

este trabajo se busca aprovechar los residuos lignocelulósicos de las pencas  del 

agave empleando en estas todas y cada una de las etapas antes de obtener el 

bioetanol como son: molienda, cocción, prensado, pre-tratamiento,  hidrólisis y 

finalmente la fermentación, buscando obtener la mayor cantidad de azúcares 

fermentables y diversificar las fuentes de demanda de agave que podrían conducir 

a una mejor capacidad en la industria. 
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1.1 Justificación 

 
 La creciente necesidad de sustituir los combustibles del petróleo por 

biocombustibles, surge por contrarrestar la dependencia al petróleo y también para 

minimizar las emisiones de gases de efecto invernadero, buscando el uso de  

materia prima que no afecte  las empleadas para la alimentación en el mundo. Por 

lo cual el presente trabajo manifiesta los procesos de sacarificación y fermentación 

para la producción de bioetanol de segunda generación a partir de pencas de 

agave tequilana Weber llevadas a cabo en una planta piloto. 

 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo general 

 

Emplear pretratamiento alcalino-oxidativo, combinado y ácido en las pencas 

de agave tequilana Weber y comparar con cuál de ellos se obtiene una mayor 

cantidad de azúcares fermentables en una planta piloto para la producción de  

bioetanol. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

a) Realizar los respectivos balances de materia en el molido y prensado 

de pencas de agave. 

b) Determinar la composición química y física de bagazo de las pencas 

de agave tequilana Weber.   

c) Emplear un método enzimático para obtener un alto contenido de 

azúcares. 

d) Emplear levadura Saccharomyces cerevisiae para lograr la 

fermentación de las pencas. 
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1.3 Hipótesis 

 

Las condiciones de pretratamiento podrían impactar favorablemente en la 

obtención de altos contenidos de  azúcares reductores en la hidrólisis del bagazo 

en pencas de agave, logrando así una mayor cantidad de etanol en la 

fermentación empleando la  levadura Saccharomyces cerevisiae, al ser replicada a 

nivel planta piloto para la producción de Bioetanol.  
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CAPÍTULO II. 

MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Bioetanol 

 

El etanol o alcohol etílico es una sustancia con formula molecular C2H6O, que 

puede ser utilizado como combustible en motores de combustión interna con 

ignición a chispa de dos maneras: mezclas de gasolina y etanol anhidro o solo 

etanol, generalmente hidratado. El etanol anhidro también conocido como etanol 

absoluto, es claro, incoloro y homogéneo líquido libre de materia suspendida y 

consiste en etanol, al menos 99,5%.  El etanol puede producirse a partir de 

cualquier material biológico que contenga azúcar, almidón o celulosa [1]. Diversas 

etapas implicadas en la conversión de biomasa en etanol anhidro son los 

siguientes: 

 

 La conversión de la biomasa en un material fermentable (por lo general 

algún tipo de azúcar). 

 La fermentación de los compuestos intermedios de biomasa utilizando 

biocatalizadores (microorganismos, incluyendo levaduras y bacterias) para 

producir etanol. 

 El tratamiento del producto de fermentación para producir etanol anhidro. 

 

La Tabla 2.1 sintetiza las principales características del etanol y de una 

gasolina típica. 
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Tabla 2.1  Propiedades de la gasolina y del Bioetanol  [2-4] 

Parámetro Unidad Gasolina Etanol 

Poder calorífico inferior KJ/kg 43.500 28.225 

KJ/L 32.180 22.350 

Densidad kg/L 0,72 - 0,78 0,792 

Octanaje RON (Research Octane 
Number) 

- 90 - 100 102 – 130 

Octanaje MON (Motor Octane Number) - 80 - 92 89 – 96 

Calor latente de vaporización KJ/kg 330 - 400 842  - 930 

Relación aire/combustible 
estequiométrica 

 14,5 9,0 

Presión de vapor KPa 40 - 65 15 – 17 

Temperatura de ignición °C 220 420 

Solubilidad del agua % en volumen ~ 0 100 

 

 

El etanol anhidro se utiliza como reactivo químico, solvente orgánico, 

materia prima para muchos productos químicos y productos intermedios 

importantes para medicamentos, plásticos, lacas, esmaltes, plastificantes y 

cosméticos. También es empleado en formulaciones farmacéuticas, la producción 

de biodiesel (ésteres etílicos de ácidos grasos), electrónicos e industrias militares.  

Se le considera un excelente combustible de combustión limpia alternativa a la 

gasolina [1,5-9].  La figura 2.1 muestra la proyección de etanol anhidro a partir del 

año 2016 al 2025 en la que se observa un aumento de etanol. 

 

Figura 2.1. Demanda de etanol anhidro 2016-2025 (mdl/a)  [10]. 
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En los sistemas de automoción, diseñados adecuadamente, el etanol tiene el 

potencial de alcanzar niveles de emisión muy bajos. Además, los productos de la 

combustión de combustibles renovables como el etanol son considerados por 

muchos como ambientalmente seguro desde el punto de vista de efecto 

invernadero.  El uso de etanol anhidro como combustible de transporte en países 

como Brasil, EE.UU. y la India se ha promovido. Mientras que la consideración 

principal para Brasil y la India ha sido la de reducir la dependencia de las 

importaciones de petróleo, EE.UU. ha estado promoviendo el etanol para 

promover la agricultura y también de las consideraciones ambientales. La mezcla 

de etanol anhidro en la gasolina es un 20% y se practica en Brasil. En algunas 

áreas de los Estados Unidos, el etanol se mezcla con gasolina para formar una 

mezcla E10 (10% de etanol y 90% de gasolina), pero puede ser usado en 

concentraciones más altas, tales como E85 o E95. Fabricantes de equipos 

originales producen vehículos de combustible flexible que pueden funcionar con 

E85 o cualquier otra combinación de etanol y gasolina. Recientemente, Gobierno 

de la India ha decidido aplicar la mezcla de etanol anhidro 20 por ciento en la 

gasolina [11].  Esta decisión llevará a:  

 

 Reducción de la factura de las importaciones de petróleo. 

  La conservación de las reservas de petróleo indígenas. 

 

2.2 Biocombustibles 

 

Los biocombustibles se basan en biotecnología y son un subconjunto de las 

energías renovables [12]. A diferencia de otras formas de energía renovables, los 

biocombustibles se pueden unir con la producción de productos químicos, bajo la 

categoría denominada biotecnología blanca, como se muestra en la Figura 2.2. 
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Figura 2.2. Biocombustibles: un subconjunto de las energías renovables 

 

2.2.1 Clasificación de biocombustibles 

 

En relación a la composición, sus materias primas, complejidad tecnológica 

y valor agregado del producto final, se puede caracterizar por cuatro generaciones 

de productos, cuyos límites y alcances están fijados en forma convencional. 

 

2.2.1.1 Primera generación 
 

Corresponde al uso directo de la biomasa que proviene de cultivos 

agrícolas, con un bajo nivel de procesamiento de estas.  

 

2.2.1.2 Segunda generación 
 

La integran las producciones que utilizan como materia prima subproductos 

y coproductos del proceso; se caracterizan por tecnologías de baja y media 

complejidad y dan lugar a derivados de características propias. 
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2.2.1.3 Tercera generación 
 

Es la de productos obtenidos por la transformación química y biotecnológica de 

derivados de la segunda generación, que dan lugar a nuevos productos con 

propiedades que los diferencian de la materia prima que les dio origen y parten de 

tecnologías de mediana y alta complejidad.  

 

2.2.1.4 Cuarta generación 
 

Pertenece a los productos obtenidos a partir de: subproductos; derivados de 

segunda y tercera generación, dando lugar a productos de alto valor agregado, 

precursores o productos de otros procesos. Parten de tecnologías químicas y 

bioquímicas de alta complejidad. 

 

2.3 Biomasa: energía renovable 

 

La biomasa es aquella materia orgánica de origen vegetal o animal, que 

incorpora los residuos y desechos orgánicos, para ser aprovechada 

energéticamente.  

 

En México hasta el 2014 se contaba con una capacidad efectiva instalada 

para la generación de energía eléctrica de 64,278 MW, de los cuales 16,278 MW 

provenían de fuentes renovables de energía (eólica, solar, hidráulica, geotérmica y 

de biomasa), lo que representa el 25% del total de la capacidad instalada). 

Actualmente se cuenta con más de 230 centrales en operación y construcción de 

energía eléctrica a través de fuentes renovables, siendo Veracruz y Oaxaca los 

que cuentan con un mayor número de proyectos de biomasa y eólicos [13]. La 

tabla 2.2 nos muestra el potencial de generación eléctrica con energías 

renovables. 
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Tabla 2.2 Potencial de generación eléctrica con energías renovables (GWH/año) [14]. 

Recursos Geotérmica 
Mini 

hidráulica 
Eólica Solar Biomasa 

Posible 16,165 - 87,600 6,500,000 11,485 

Probable 95, 569 1,805 9,597 - 391 

Probado 892 1,365 9,789 542 579 

 

 

La radiación que penetra en la Tierra es de un 70%, y el 40% de esta es 

fotosintéticamente activa, mientras que el rendimiento de la fotosíntesis es del 

30%, por lo cual las plantas solo absorben aproximadamente un 8% de la energía 

solar, recordando que algunos organismos vivos también consumen energía para 

vivir, por lo cual este valor se reduce a un 5%. Esto quiere decir que el medio 

vegetal transforma el 5% de toda la energía solar que penetra a la Tierra. 

 

Nuestro planeta cuenta con grandes extensiones de vegetación considerando 

agua y tierra, el único problema que encontramos es que la biomasa no está 

disponible por ciertos factores los cuales son: 

 

 La biomasa terrestre se encuentra muy dispersa, lo cual hace que sus 

costos de transporte y recolección la hagan inviable. 

 La biomasa que está en los océanos es de difícil recolección. 

 Mientras que la biomasa cultivada se rige mediante las zonas y el cultivo 

demandado. 

 

2.4 Los componentes principales del material lignocelulósico 

  

La biomasa lignocelulósica está compuesta por polisacáridos (celulosa y 

hemicelulosa) y por la lignina, polímero complejo de grupos metoxi y 
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fenilpropánicos, que mantiene a las células unidas. La figura 2.3 muestra los  

principales componentes presentes en el material lignocelulósico.  

 

 

Figura 2.3  Principales componentes del material lignocelulósico. 

 

          2.4.1 Celulosa 

 

Es el compuesto más común en la membrana celular vegetal. Esta 

substancia recibió este nombre por ser el constituyente básico de todas las 

membranas celulares de las plantas vasculares.  Es un compuesto cristalino 

relativamente hidrófilo cuya fórmula general empírica es (C6H10O5)n. Como 

hexosana, está relacionada con el almidón y sus moléculas son estructuras en 

forma de cadenas o cintas, con 1000 o más restos de la glucosa unidos por 

puente de oxigeno con enlaces β-1 tetraglucosídicos tal como se muestra en la 
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figura 2.4. La longitud de las cadenas individuales parece ser muy variable y 

puede alcanzar hasta 4 micras [15]. 

 

 

Figura 2.4  Molécula de celulosa 

          2.4.2 Hemicelulosa 

 

Son un grupo heterogéneo de polisacáridos de solubilidades determinadas. 

Algunos miembros individuales del grupo son xilanas, mananas, galactanas y 

glucanas. Las substancias pépticas están íntimamente relacionadas con las 

hemicelulosas pero tienen solubilidades diferentes. La diferencia estructural que 

existe entre ellas, la cual altera completamente las propiedades del polímero, es 

que en la celulosa las unidades de glucosa están unidas por enlaces β 1-4 y en la 

α-amilosa el enlace es α 1-4. La conformación más estable conferida por enlaces 

glucósidos es dada por el enlace β 1-4, ya adopta que una conformación 

extendida, referida como un listón extendido. La posición de los polímeros de esas 

cadenas permite un eficiente interencadenamiento por medio de puentes de 

hidrogeno, que es la base de la fuerza de la celulosa [15] tal como se aprecia en la 

figura 2.5.  
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Figura 2.5  Hemicelulosa (acetato de 4-O-metilglucorano xilano) 

 

           2.4.3 Lignina 

 

Es una de las substancias  más importantes que componen la membrana, 

su composición química se conoce aún más imperfectamente. Es un polímero con 

un alto contenido de carbono, distinto de los hidratos de carbono. Consiste 

predominantemente en unidades de fenilpropano (C6, C3) y se presenta en varias 

formas. La lignina es un producto final del metabolismo y una vez formada parece 

que funciona primordialmente como componente estructural de la membrana 

celular. Físicamente es rígida y se reporta en la figura 2.6 [15].  

 

Figura 2.6  Estructura de la lignina 



FIQ UMSNH 

 

  
Página 13 

 
  

          2.4.4 Extractos 

 

Algunos componentes que existen en menor proporción en los materiales 

lignocelulósicos son los compuestos orgánicos extraíbles, mediante distintos 

disolventes, denominados extractos. Los extractos son componentes no 

estructurales y están constituidos principalmente por terpenos y ceras que en 

general son pectinas, grasas, terpenos, fenoles, a veces presente también ácidos 

orgánicos como el urónico. 

 

           2.4.5 Pectinas 

 

Están formadas por un polisacárido vegetal constituido en su mayor parte 

por ácido galacturónico. Debido a sus enlaces cruzados adopta forma de gel y es 

soluble en agua caliente. Su estructura puede estar formada por 1000 

monosacáridos. 

 

           2.4.6 Gomas 

 

Son polisacáridos complejos que forman sustancias viscosas y son 

segregadas por algunos vegetales como respuesta a las agresiones. Son solubles 

y su estructura está constituida por largas cadenas de ácido urónico, D-xilosa, D-

manosa o L-arabinosa. 

 

          2.4.7 Mucílagos 

 

Los pentosanos, los hexosanos, el ácido urónico, etc., son elementos que 

en contacto con el agua, forman disoluciones viscosas e incluso pueden hincharse 

para formar una pseudo disolución gelatinosa; son solubles y pueden considerarse 

como hemicelulosas neutras. 
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2.5 Agave  

 

El agave no es un cactus, sino una planta que pertenece a la familia de las 

agaváceas, es de hojas largas, fibrosas de forma lanceolada, de color verde 

azulado, cuya parte aprovechable para la elaboración del tequila es la piña o 

cabeza. La figura 2.7 nos muestra cómo se encuentran algunos sembradíos de 

Agave Tequilana Weber en nuestro país. 

 

 

Figura 2.7 Sembradíos de Agave Tequilana Weber 

 

          2.5.1 Agave Tequilana Weber 

Es una planta suculenta que se extiende de 1.2 a 1.8 m de longitud. Su tallo 

es grueso, corto de 30 a 50 cm. de altura al madurar. Las hojas de 90 a 120 cm. 

lanceoladas, acuminadas de fibras firmes, casi siempre rígidamente estiradas, 

cóncavas de ascendentes a horizontales; lo más ancho se encuentra hacia la 

mitad de la hoja, angosta y gruesa hacia la base, generalmente de color glauco 

azulado a verde grisáceo. Las características químicas del bagazo de pencas 

pueden observarse en la tabla 2.3. 
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Tabla 2.3  Características químicas del bagazo de la industria del tequila y mezcal [16] 

 (Alonso y Rigal,1997) (Iñiguez et al, 2005) (Zárate, 2006) 

Celulosa (%) 43 41.9 43 

Lignina (%) 15 7.20 15 

Hemicelulosa (%) 19 12.10 9 

Nitrógeno total (%) 3 0.53 3 

Pectinas (%) 1 - 1 

Grasas (%) 1 - - 

Azúcares  

Reductores (%) 
5 - 10 

Cenizas (%) 6 8.80 - 

Otros (%) 2 - 9 

 

Jalisco es el estado en la mayor  producción del tequila, en la figura 2.8 se 

muestra las áreas que se encuentran protegidas por la denominación de origen de 

tequila encontrándose este estado. En la figura 2.9 se reporta la producción por 

estado. 

 

Figura 2.8  Área protegida por la denominación de origen tequila [16]. 
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           2.5.1.1 Reproducción del agave Tequilana Weber 
 

Hay una selección minuciosa en la plantas madres esto para obtener un 

alto nivel de calidad en sus hijuelos. Durante el crecimiento de la planta se van 

realizando algunas labores que ayudan a la misma a producir y conservar el 

máximo nivel de inulina en el corazón. 

 

 

Figura 2.9  Principales estados productores de agave [17]. 

 

Una vez alcanzada la madurez y en los meses secos, el agave comienza a 

reducir el tamaño de sus hojas en el cogollo o centro, haciéndose más pequeñas y 

numerosas por el crecimiento de una inflorescencia llamada quiote. Este quiote 

crece rápidamente y consume todos los azúcares que se acumularon durante 

años, por lo que es cortado; a esta operación se le llama desquiote. La figura 2.10 

muestra la anatomía de una planta de agave. 

100316.3, 62%15419.99, 10%

14759, 9%

9872.42, 6%

7840.03, 5%
7277.01, 5%

3962, 3%552, 0% 516, 0%
327.94, 0%

Jalisco

Guanajuato

Oaxaca

Tamaulipas

Nayarit

Michoacán

Zacatecas

Morelos

Aguascalientes

Guerrero



FIQ UMSNH 

 

  
Página 17 

 
  

 

Figura 2.10 Anatomía del agave [16]. 

Después de que el agave ha llegado a su plena madurez, se lleva a cabo la 

cosecha y durante esta se realiza la jima, ya que en la elaboración del tequila se 

utiliza únicamente la parte central (corazón, piña o cabeza) de la planta, donde se 

concentra la mayor cantidad de azúcares.  Dependiendo de la edad del tipo de 

agave y de la forma del corte, la piña llega a pesar cien o más kilos. 

 

           2.5.1.2 Producción de Agave Tequilana Weber 

En el ámbito nacional, en 2010 los datos del SIAP muestran que el agave 

se cultivó en una superficie total de 162,388.89 Ha; sin embargo solo se 

cosecharon 15,880.20, estas en Jalisco; este volumen es pequeño comparado con 

la superficie sembrada, la explicación de dicha situación radica en que el agave 

como materia prima para la producción de mezcal  tiene un proceso de 

recolección a partir de plantas silvestres, particularmente en Estados como 

Oaxaca, Guerrero, San Luis Potosí y Zacatecas, y por lo tanto, no requieren de 

cosechar el producto. En este rubro, productores e Guerrero, Oaxaca y Zacatecas 

ya visualizan un manejo del cultivo. Respecto a la producción de agave en México, 

este se reporta en la figura 2.11. 
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Figura 2.11  Comportamiento del volumen de producción Nacional del Agave [17]. 

 

2.6 Pretratamiento 

 

El pretratamiento es una etapa indispensable para el procesamiento de 

biomasa lignocelulósica que complementa la  hidrólisis enzimática y posibilita la 

obtención de altos rendimientos. Se hace necesario principalmente porque la 

lignina en las paredes celulares de la planta forma unas barreras contra en ataque 

enzimático. Un pretratamiento ideal es reducir el contenido de lignina, disminuir la 

cristalinidad de la celulosa e incrementar el área superficial. 

           2.6.1 Pretratamiento mecánico 

 

El más empleado es una molienda para reducción de partícula del tamaño 

de malla inferior a 40, tiene un efecto mínimo en los rendimientos de la  hidrólisis, 

así como la tasa de  hidrólisis de la biomasa. 
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           2.6.2 Pretratamiento térmico 

 

En este tipo de pretratamiento la materia prima es calentada en un rango de 

150 a 180 °C, donde la hemicelulosa y seguida a ella la lignina son solubilizadas. 

Temperaturas superiores a 180°C solubiliza la hemicelulosa. Durante los procesos 

térmicos una parte de la hemicelulosa es hidrolizada y forma ácidos, estos son 

asumidos como catalizadores para hidrolizar la hemicelulosa. 

 

            2.6.3 Pretratamiento químico 

 

 Es un proceso químico que emplea catalizadores ácidos o básicos para 

transformar las cadenas de polisacáridos que forman la biomasa (hemicelulosa y 

celulosa) en sus monómeros elementales. Este tipo de  pretratamientos utiliza 

diferentes clases de ácidos o bases o bien una combinación de ellos, en lo que se 

encuentran los aquí empleados. 

 

2.6.3.1 Pretratamiento con ácido  
 

La meta del tratamiento de la biomasa lignocelulósica con ácidos es 

solubilizar la hemicelulosa y de esta forma hacer más accesible la celulosa. La 

principal reacción que ocurre durante un pretratamiento ácido es la hidrólisis de la 

hemicelulosa, especialmente el xilano, ya que el glucomanano es relativamente 

estable en medio ácido. La hemicelulosa solubilizada (oligómeros) puede ser 

sometida en medio ácido a reacciones hidrolíticas que producen monómeros, 

furfural, HMF y otros productos volátiles [18]. Durante un pretratamiento ácido la 

lignina solubilizada rápidamente se condensará y precipitará [19,20], la 

solubilización de hemicelulosa y precipitación de lignina soluble son más 

pronunciadas durante un pretratamiento con ácido concentrado que con ácido 

diluido, lo que hace de este pretratamiento poco atractivo para la producción de 

etanol. Mientras que el pretratamiento con ácido diluido es considerado como uno 
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de los métodos más prometedores, debido a las reacciones secundarias pueden 

ser eliminadas con este pretratamiento. 

 

El pretratamiento químico con ácido sulfúrico diluido ha sido reportado por 

sus altas tasas de reacción y por su efectiva hidrólisis de la celulosa. A una 

temperatura moderada la sacarificación tiene bajos rendimientos. A altas 

temperaturas el tratamiento con ácido diluido favorece la hidrólisis de la celulosa y 

se hidroliza cerca del 80% de la hemicelulosa. La lignina no se solubiliza pero si 

aumenta los rendimientos de la hidrólisis enzimática.  

 

Existen dos condiciones típicas del pretratamiento con ácido diluido: 

 

 altas temperaturas (entre 160-200°C), en un proceso continuo con bajas cargas de 

sólido (5-10% peso sustrato/peso mezcla). 

 bajas temperaturas (120-160°C), en un proceso con alta carga de sólidos (10-

40%).  

 

La hidrólisis con ácido diluido ha sido exitosamente probada en el 

pretratamiento de materiales lignocelulósicos como desechos de maíz, bagazo de 

caña, madera y astillas de álamo, paja de trigo y pasto. Ésta utiliza H2SO4, HCl, 

HNO3 entre 1-5%. Las variables comúnmente estudiadas son la temperatura, la 

concentración del ácido y la razón sólido/líquido. 

 

Este pretratamiento aumenta significativamente la hidrólisis de la celulosa, pero 

el costo es usualmente más alto que el de algunos pretratamientos fisicoquímicos, 

como la explosión a vapor o AFEX (explosión de fibra con amonio). Se debe 

neutralizar el pH para la hidrólisis enzimática y la fermentación. Es por esta razón 

que la hidrólisis con ácido diluido se ha vuelto impopular. 
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2.6.3.2 Pretratamiento combinado 
 

El empleo de este pretratamiento depende del contenido de lignina en el 

material. El mecanismo de la hidrólisis alcalina se basa en la saponificación de los 

enlaces de éter que atraviesan los xilanos en la hemicelulosa y otras componentes 

como la lignina y otra hemicelulosa. Así, el tratamiento con NaOH diluido aumenta 

el área superficial y disminuye el grado de polimerización y cristalinidad por la 

remoción de los enlaces entre la lignina y los carbohidratos. 

 

Las condiciones óptimas de uso de este pretratamiento son una solución al 

5% (p/v) de NaOH al 2% (p/v) a 120°C por 90 minutos. 

 

La literatura reporta que la digestibilidad de las maderas duras tratadas con 

NaOH aumenta de un 14% a un 55% con una remoción de lignina del 24-55%, con 

un contenido inicial del 20%. Para maderas blandas (contenido de lignina mayor al 

26%) el método no es tan efectivo. 

 

 

2.6.3.3 Pretratamiento alcalino-oxidativo 
 

El pretratamiento alcalino se refiere a la aplicación de soluciones alcalinas 

para remover la lignina y varias sustituciones de ácidos urónicos que reducen la 

accesibilidad de la enzima a la celulosa. 

 

  El tratamiento con NaOH diluido produce un hinchamiento de la biomasa, lo 

que conduce a un aumento del área superficial interna, un descenso de la 

cristalinidad, una separación de las uniones estructurales entre la lignina y los 

carbohidratos y una rotura de la estructura de la lignina. El mecanismo de la 

hidrólisis alcalina de la biomasa parece estar basada en la saponificación de los 

enlaces ésteres intramoleculares que unen los xilanos de la hemicelulosa y otros 

componentes, como por ejemplo la lignina, u otros componentes de la 
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hemicelulosa. La efectividad de este pretratamiento depende del contenido de 

lignina del material a tratar. Así, por ejemplo, se ha conseguido aumentar la 

digestibilidad de sustratos como paja con un contenido de lignina del 18% y de 

maderas duras, pero no de maderas blandas con un contenido de lignina superior 

al 26% [21]. 

 

Este pretratamiento sugiere agregar al proceso oxígeno como agente 

oxidante para mejorar su digestibilidad. En el pretratamiento alcalino la 

degradación de los azúcares es baja, probablemente como resultado de las 

temperaturas relativamente bajas (150°C) usadas en el proceso. La digestibilidad 

enzimática de la biomasa tratada por este método es 13 veces mayor que aquella 

para la biomasa sin tratar. Se recomienda, sin embargo, realizar un lavado 

posterior de la biomasa para remover los compuestos inhibidores de la lignina 

soluble que probablemente se produjeron. 

 

Un aspecto importante de la etapa alcalino es que la biomasa en sí misma 

consume algo del álcali. Y por tanto, la concentración del álcali residual después 

del pretratamiento es la debida al álcali que no participó en la reacción. En cuanto 

a la lignina, el pretratamiento alcalino puede causar su solubilización, 

redistribución y condensación. Estos efectos pueden disminuir o contrarrestar los 

efectos positivos de la remoción de lignina e hinchamiento de la celulosa, otro 

aspecto importante del pretratamiento alcalino es el cambio que causa en la 

estructura de la celulosa a una forma que es más densa y termodinámicamente 

más estable que la celulosa sin tratamiento. 

 

El pretratamiento alcalino provoca la solubilización de la hemicelulosa y 

parte de la lignina. La remoción de la hemicelulosa tiene un efecto positivo sobre 

la degradabilidad de la celulosa. Sin embargo, existe comúnmente una pérdida de 

hemicelulosa a productos de degradación y la lignina solubilizada puede tener un 

efecto inhibitorio. La pérdida de azúcares fermentables y la producción de 
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compuestos inhibitorios hacen del pretratamiento alcalino poco atractivo para la 

producción de etanol. 

 

Transcurrido el pretratamiento  alcalino continua el pretratamiento oxidativo  

este consiste en adicionar a la biomasa una sustancia oxidante, como el peróxido 

de hidrógeno o el ácido peracético, el cual se suspende en agua. El objetivo es 

remover la hemicelulosa y la lignina para incrementar la accesibilidad de la 

celulosa. Durante este pretratamiento varias reacciones tienen lugar, como 

sustitución electrolítica, desplazamiento de cadenas laterales, rompimiento de 

enlaces alquil aril éter o el rompimiento oxidativo de núcleos aromáticos. 

 

En muchos casos el oxidante usado no es selectivo y por tanto pueden 

ocurrir pérdidas de hemicelulosa y celulosa. Existe un gran riesgo de formación de 

inhibidores, ya que la lignina es oxidada también y se forman compuestos 

aromáticos solubles. 

 

Durante un pretratamiento oxidativo una gran cantidad de azúcares se 

pierde, debido a la oxidación no selectiva. También se forman compuestos 

solubles de la lignina, los cuales pueden inhibir la subsiguiente etapa de 

conversión. 

 

           2.6.4 Pretratamientos biológicos 

 

En este tratamiento el material lignocelulósico se somete a la acción de 

determinadas enzimas o micro-organismos, como los hongos de la podredumbre 

blanca, marrón o blanda. El objetivo es degradar la lignina y la hemicelulosa, 

eliminando las barreras que protegen la celulosa y haciéndola más accesible al 

posterior ataque enzimático, por lo que generalmente se hace necesario hacer 

primero un tratamiento con hongos y posteriormente con las enzimas. 
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2.7 Hidrólisis 

 

En la etapa de hidrólisis propiamente dicha, la celulosa se convierte en 

glucosa, según la siguiente reacción, que puede catalizarse por ácido diluido, 

ácido concentrado o enzimas (celulasas): 

 

𝑛𝐶6𝐻10𝑂5 + 𝑛𝐻2𝑂 → 𝑛𝐶6𝐻12𝑂6      (2.1) 

 

 

Figura  2.12   Esquema del proceso de producción de etanol por medio de la 

hidrólisis de la biomasa [22]. 

 

La hidrólisis de la celulosa y la hemicelulosa se lleva a cabo por vía química 

empleando ácidos o álcalis, o también, por vía enzimática. Esta última ha cobrado 

mucha importancia ya que es un proceso poco agresivo para el material y para el 

medio en el que se trabaja. El único requerimiento para la hidrolisis enzimática es 

ajustar las condiciones, como el pH y la temperatura para que el proceso 

enzimático se lleve a cabo adecuadamente. Las enzimas son moléculas de 

naturaleza proteica las cuales catalizan reacciones químicas. Entre las 

características de interés en la utilización de enzimas se mencionan las siguientes:  

 Tasas altas de conversión de sustrato a producto.  
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 Las reacciones enzimáticas se pueden llevar a cabo a condiciones 

experimentales poco agresivas, además que son altamente 

selectivas por sus sustratos en mezclas complejas. 

 También es capaz de llevar a cabo reacciones regio selectivas, esto 

es que son capaces de localizar un grupo químico especifico.  

 También posee la capacidad de ser estereoselectiva, la cual es la 

capacidad de una enzima para actuar selectivamente en un solo 

enantiomero o diastereomero, además de que no se presentan 

reacciones secundarias.  

La actividad de la enzima puede ser regulada por la presencia de 

activadores o inhibidores. Uno de los aspectos más importante es que se les 

considera amigables al medio ambiente. Por ello ha aumentado la utilización de 

enzimas para la conversión de la celulosa a unidades de glucosa implicando la 

acción de un consorcio enzimático de celulasas. 

 

           2.7.1 Hidrólisis con ácidos concentrados 

 

En la hidrólisis con ácidos concentrados se utilizan disoluciones de ácidos 

los más comúnmente empleados son el clorhídrico, sulfúrico, nítrico, etc. Se 

caracteriza por sus concentraciones altas y temperaturas menores a 100°C. Estas 

condiciones permiten separar la celulosa y hemicelulosa en sus disacáridos 

simples, pero como la hemicelulosa se hidroliza más rápidamente que la celulosa, 

la hemicelulosa está más expuesta a sufrir una degradación. Otra desventaja es 

que las soluciones son muy corrosivas afectando con ella los materiales a utilizar, 

por lo que se busca materiales con alta capacidad anticorrosiva en las cuales su 

precio es muy elevado. 

 

Existen procesos muy conocidos que emplean esta técnica, entre los cuales 

se encuentra en proceso Arkenol [23] en el cual se emplea ácido sulfúrico donde 
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las temperaturas y presiones son bajas para la hidrólisis, pero no lo suficiente altas 

para degradas la lignina y azúcares. 

 

           2.7.2 Hidrólisis con ácidos diluidos 

 

En ácidos diluidos ocurre el caso contrario a los concentrados, ya que se 

emplean temperaturas altas para que la estructura cristalina de la celulosa pueda 

fraccionarse. Presenta la ventaja de que aumenta la velocidad de reacción en la  

hidrólisis enzimática, así como también es menor el consumo en la cantidad de 

ácido a emplear [24]. 

 

           2.7.3 Hidrólisis enzimática 

 

En la hidrólisis enzimática los glucanos son una fuente importante de 

azúcares fermentables para la producción de etanol. Los glucanos más 

importantes en la industria del etanol son almidón y celulosa. La degeneración 

microbiana de la biomasa se realiza por la acción de varias enzimas, en donde las 

más importantes son las celulasas. La Tabla 2.4 presenta una comparación entre 

los diferentes procesos de hidrólisis. 

 

Tabla 2.4  Comparación de las diferentes opciones para la hidrólisis de la celulosa  

[25]. 

 

 

 

 

Proceso Insumo Temperatura Tiempo Sacarificación 

Ácido diluido <1% H2SO4 215°C 3 min 50%-70% 

Ácido 

concentrado 

30%-70% 

H2SO4 

40°C 2-6 hr 90% 

Enzimático Celulasa 70°C 1,5 día 75%-95% 
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Los tres principales tipos de celulasas que se conocen son las siguientes [26]: 

 Endoglucanasas (1,4-β-D-glucanhidrolasas) 

 Exoglucanasas 

 Celodextrinasas (1,4- β-D-glucan glucanohydrolasas) 

 Celobiohídrolasas (1- β-D-glucan celobiohidrolasas) 

 β-glucosidasas (β-glucosido glucohidrolasas) 

 

La hidrólisis enzimática de la biomasa está limitada a varios factores como son: 

la cristalinidad,  grado de polimerización, contenido de humedad, área superficial 

disponible y contenido de lignina. Caulfield y Moore mencionan que al disminuir el 

tamaño de partícula e incrementar el área superficial en vez de la cristalinidad 

afecta la velocidad y extensión de la hidrólisis. Por otro lado, Zhang y Lynd  

exponen que la conversión de celulosa cristalina es más lenta que la amorfa, por 

lo que el porcentaje de cristalinidad se verá incrementado bajo la hidrólisis de la 

biomasa. Sin embargo, esta tendencia no se ha confirmado. 

 

Mientras que otros investigadores  concluyen que el tamaño de poro en 

relación con el tamaño de las enzimas es el principal factor imitante en la hidrólisis 

enzimática de biomasa lignocelulósica. La remoción de la hemicelulosa 

incrementa el tamaño medio de poro por lo que se aumenta la probabilidad de que 

la celulosa sea hidrolizada, el secado del material pretratado puede causar un 

colapso de la estructura del poro, resultando en una disminución de la 

digestibilidad enzimática, otro fenómeno que puede ocurrir es que las celulasas 

queden atrapadas en el poro si el área interna del material es mayor que la 

externa, lo cual sucede para muchas biomasas lignocelulósica. La lignina limita la 

hidrólisis velocidad y extensión de la hidrólisis enzimática actuando como un 

escudo y evitando que partes de la biomasa sean digeridas en la hidrólisis. 
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Figura 2.13  Representación esquemática de la  hidrólisis celulósica usando 

enzimas individuales celulósicas [20]. 

 

El mecanismo de la hidrolisis enzimática es muy complejo y está sujeto a varios 

factores a considerar: 

 Las celulosas son proteínas que liberan los microorganismos para una 

acción específica. Por lo que las enzimas aunque tienen la misma tarea, al 

pertenecer a orígenes diferentes pueden tener formas de actuación distinta 

e interactuar entre ellas de diferente manera. 

 Las enzimas forman un complejo intermedio con el sustrato para realizar su 

acción catalítica, por ello la adsorción y desorción y la formación del 

complejo enzimático son importantes. 

 Las diferentes enzimas son inhibidores por los productos de la acción 

enzimática o por otros factores, disminuyendo su actividad. 

 Un mismo material puede variar su composición dependiendo de una serie 

de factores como puede ser las condiciones meteorológicas y su ubicación 

geográfica.  
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Dada las condiciones no se forman productos de degradación dado la 

selectividad de las enzimas a utilizar, siendo la única desventaja las altas 

cantidades de las mismas. 

 

       2.7.3.1 Enzima Cellic CTec3 
 

Cellic CTec3 es un complejo de celulasas y hemicelulasas que aseguran la 

mayor parte de conversión rentable de materiales lignocelulósicos pretratados en 

azúcares fermentables de cualquier celulasa o complejo enzimático disponible en 

el mercado para la producción de etanol celulósico [27].  

 

La  mejora en la eficiencia de conversión proporcionada por Cellic CTec3 

abre nuevas oportunidades a optimizar pretratamiento, hidrólisis y fermentación de 

procesos para asegurar en última instancia, el menor coste total de la producción 

de etanol celulósico. 

 

Cellic CTec3 contiene componentes de celulasa con dominio impulsadas 

por las actividades de la enzima patentada, incluyendo compuestos GH61 

avanzada, la mejora de B-glucosidasas, así como una nueva gama de actividades 

hemicelulasa que mejoran la eficiencia de conversión de Cellic CTec3 por lo 

menos 1,5 veces más de Cellic CTec2. 

 

Cellic CTec3 ha demostrado ser eficaz en una amplia variedad de tipos de 

materia prima pretratada incluyendo rastrojo de maíz, mazorca de maíz, fibra de 

maíz, paja de trigo, bagazo de caña de azúcar, pulpa de madera, y los residuos 

sólidos diversos. 

 

Empleando  Cellic CTec3 en su planta se beneficiará en: 

 

 Reducción significativa en el coste total de la producción de etanol. Reduce el 

costo total de la producción de etanol, requiere punto dulce de la planta para ser 
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encontrado: el punto preciso donde los parámetros del proceso, tales como la 

conversión de la biomasa, la enzima dosificación, el total de carga de sólidos, la 

hidrólisis tiempo, y la gravedad de todo tratamiento previo convergen para 

asegurar el menor costo total 

 El aumento de la biomasa a la conversión de azúcar 

 La disminución de la dosificación de la enzima 

 Incremento de la carga de sólidos totales 

 Reduciendo el tiempo de hidrólisis 

 La reducción de la severidad de tratamiento previo 

 

Comercialmente viable la conversión de celulosa depende de muchos factores, 

incluyendo la materia prima coste, tipo de tratamiento previo, capacidad de la 

planta, los rendimientos del proceso, y el valor de los coproductos.  

 

Cellic CTec3 es un complejo de celulasa y hemicelulasa altamente eficiente 

que funciona en una variedad de sustratos, incluyendo el ácido, auto-hidrolizado, y 

sustratos alcalinos pretratada. Con frecuencia, sólo se necesitará Cellic CTec3. 

Sin embargo, si la materia prima pretratada de interés contiene una cantidad 

apreciable de la hemicelulosa, es aconsejable combinar Cellic CTec3 con otras 

enzimas. 

 

       2.7.3.2 Enzima Cellic HTec3 
 

Cellic HTec3 es un complejo que contiene hemicelulasas  endo-xilanasa y 

β-glucosinasas para la conversión efectiva hemicelulosa. Este producto es 

altamente eficaz para la hidrólisis de proceso líquido en corrientes ricas en xilano-

oligómeros de xilosa, y para conversión de hemicelulosa soluble e insoluble en 

suspensiones de biomasa pretratada [28]. 

 

Mediante el uso de Cellic HTec3 ya sea solo o en combinación con Cellic 

CTec3 en su proceso los beneficios a obtener son los siguientes: 
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 El aumento de la biomasa total a la conversión de azúcar 

 La conversión más eficiente de xilano a xilosa 

 Reducción de la complejidad del proceso y el impacto ambiental 

 Oportunidad de reducir la gravedad de pretratamiento y un menor consumo de 

productos químicos aplicación de licor 

 

La dosis Cellic CTec3 requerido depende en gran medida del tipo de materia 

prima, la tecnología de tratamiento previo y las condiciones de 

procesamiento.  Los requisitos de dosificación de la enzima puede por lo tanto, 

variar significativamente. 

 

El rendimiento óptimo de Cellic HTec3 se produce en un intervalo de 

temperatura de 40- 45 ° C y a pH 4.8 - 5.2. Las condiciones óptimas pueden variar 

con sustratos de pretratamiento específicos y las condiciones del proceso (por 

ejemplo, contenido de sólidos y el tiempo de hidrólisis).  

 

2.8 Detoxificación 

 

En esta etapa se busca eliminar todas aquellas sustancias que pudieron 

formarse durante el sometimiento de la materia prima al pre-tratamiento y la  

hidrólisis enzimática, y que resultan toxicas e inhibitorias en la fermentación. 

Estas sustancias suelen formarse debido a las altas temperaturas y condiciones 

ácidas en las que se llevaron a cabo las etapas anteriores. Además, busca evitar 

la formación de otras sustancias durante el proceso de fermentación que afecte la 

producción de etanol. 

 

 

      2.8.1 Factores importantes a tener en cuenta en la detoxificación 

 

Aunque son diversas las opciones de detoxificación a emplear sin embargo, la 

elección del mismo depende de factores como: 
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 Tipo de hidrolizado a ser detoxificado y materia prima de la que procede. 

 Pre-tratamiento empleado para la hidrólisis. 

 Organismo fermentador  

 Costo de operación de la técnica de detoxificación elegida. 

 

2.9 Fermentación 

 

La fermentación es la descomposición de las sustancias orgánicas de 

origen vegetal exentas de nitrógeno, preferentemente de hidratos de carbono o 

sus derivados, por medio de bacterias, levaduras y mohos, con producción de 

energía.  Este es un término comúnmente empleado para indicar la degradación 

anaeróbica de la glucosa u otros nutrientes orgánicos a diversos productos para la 

obtención de energía en forma de ATP. La ruta metabólica por la cual se lleva a 

cabo la fermentación alcohólica comienza con la glucolisis donde se degrada una 

molécula de glucosa en una serie de reacciones catalizadas enzimáticamente 

dando dos moléculas de piruvato, durante esta serie de reacciones parte de la 

energía liberada cedida por la glucosa se conserva en forma de ATP [29]. 

 

La fermentación de la glucosa y materiales azucarados mediante la acción 

de microorganismos tiene como objetivo la producción de etanol. Los 

microorganismos más utilizados (Tabla 2.5) para la producción de etanol a partir 

de glucosa son la levadura Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Zymomonas 

mobilis. 
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Tabla 2.5  Microorganismos productores de etanol [30-31] 

 

Microorganismo 
Tipo de 

microorganismo 
Sustratos asimilables 

Rendimiento (% del 
rendimiento teórico) 

Saccharomyces 
cerevisiae 

Levadura 
Glucosa, Galactosa 
Maltosa, Sacarosa 

43 - 87 

Pichia 
stipitis 

Levadura 
Glucosa, Xilosa 

Arabinosa, Manosa 
83 - 92 

Candida 
shehatae 

Levadura 
Glucosa, Xilosa 

Arabinosa, Manosa 
75 - 90 

Candida 
tropicalis 

Levadura 
Glucosa, Xilosa 

Sacarosa, Celobiosa, 
Sorbitol, Maltosa 

70 - 85 

Escherichia coli Bacteria Glucosa, Glicerol 70 - 90 

Zymomonas 
mobilis 

Bacteria 
Glucosa, Xilosa 

Fructosa, Sacarosa 
80 - 92 

Klebsiella 
oxytoca 

Bacteria 
Glucosa, Fructosa 
Sacarosa, Maltosa 

80 - 90 

Pachysolen 
tannophilus 

Levadura 
Glucosa, Xilosa, 

Glicerol 
75 - 80 

Clostridium 
thermocellum 

Bacteria Glucosa, Xilosa 60 - 80 

Kluyveromyces 
marxianus 

Levadura Glucosa 70 - 80 

 

 

           2.9.1 Flora de las fermentaciones 

 

La flora que se encuentra presente en los microorganismos se divide en 

bacterias 1(esquizomicetos), levaduras (hongos gemantes) y mohos (hongos 

filamentosos). Las bacterias verdaderas, que constituyen las formas vivas más 

sencillas en forma de esferas, bastoncitos y espirales y que no muestran una 

verdadera ramificación, se llaman precisamente eubacterias. Mientras que los 

virus forman una clase especial.  

 

 
 

                                                 
1 Del griego bakterion, bastoncito. 
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               2.9.1.1 Eubacterias 
 

 

Las eubacterias son seres vivos unicelulares en forma de esferas o de 

bastoncitos. Los primeros se llaman cocos y los segundos bacilos (formadores de 

esporas), o bacterias (que no forman esporas). Las bacterias cuantos más 

pequeños sean, su actividad será mayor. 

 

                2.9.1.2 Virus 
 

Su naturaleza no ha sido aclarada por completo. Atacan a todas las células 

de organización elevada, las células cromosomas de los reinos animal y vegetal. 

Por eso es que se les considera como productores de enfermedades. 

 

          2.9.1.3 Levaduras (sacaromicetos) 
 

Las levaduras constituyen una clase independiente de microorganismos, 

llamados también hongos gemantes, pues en oposición a las bacterias se 

multiplican por gemación y son muchos mayores. La gemación se produce cuando 

están bien alimentados. Se puede observar como desaparece el polisacárido 

cuando las células están hambrientas, mientras se forma alcohol y anhídrido 

carbónico. Las levaduras aparecen casi incoloras en las suspensiones. En 

grandes concentraciones o prensadas, muestran una coloración blanca o amarillo-

pardusca. Esto se aplica también a las cultivadas en la industria. 

Para un buen crecimiento se necesita de condiciones óptimas de vida, es decir, 

una temperatura y alimento adecuadas, así como la alimentación de los productos 

perturbadores de metabolismo [15]. 

 
             2.9.1.3.1 Saccharomyces cerevisiae  

   

La levadura Saccharomyces cerevisiae puede fermentar la glucosa a etanol. 

En condiciones anaerobias esta es la única manera de producir energía. En la 
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presencia de oxígeno, tiene lugar la respiración. Sin embargo, puede producir 

fermentación alcohólica incluso en condiciones aerobias si la concentración de 

glucosa sobrepasa un valor límite crítico.  

 

La principal vía metabólica de este tipo de microorganismo en la producción de 

etanol es la glucólisis ó vía EMP, a través de la cual una molécula de glucosa es 

metabolizada y dos moléculas de piruvato son producidas. Bajo condiciones 

anaerobias, el piruvato es posteriormente reducido a etanol con emisiones de CO2 

obteniéndose un rendimiento estequiométrico teórico de 0.511g de etanol y 0.489g 

de CO2 por 1g de glucosa metabolizada, [16]. En la glucólisis se producen dos 

moléculas de ATP los cuales son empleados para llevar a cabo la biosíntesis de 

las células de la levadura lo cual involucra una variedad de bioreacciones que 

requieren energía. Además, la producción de etanol está estrechamente ligada al 

crecimiento celular del microorganismo, lo que significa que la biomasa se obtiene 

como un subproducto. Sin el consumo continuo de ATP por parte del 

microorganismo que está en crecimiento, el metabolismo glucolítico se vería 

interrumpido inmediatamente, debido a la acumulación intracelular de ATP, 

causando una inhibición a la fosfofructoquinasa (PFK), una de las enzimas de 

regulación más importantes en la glucólisis. El mecanismo de producción de 

etanol a partir de glucosa en las levaduras se presenta en la Figura 2.14, [32]. 
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Figura 2.14. Ruta metabólica de la producción de etanol en S. cereviase.HK: 

Hexoquinasa, PGI: Fosfoglugosimerasa, PFK: Fosfofructoquinasa, FBPA:Fructosa 

bifosfato aldolasa, TPI: Triosa fosfato isomerasa, GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato 

aldolasa, PGK: Fosfoglicerato quinasa, PGM: Fosfogliceromutasa, ENO: Enolasa, 

PYK: Piruvato quinasa, PDC: Piruvato descarboxilasa, ADH: Alcohol 

deshidrogenasa. 

Las bacterias son consideradas en los procesos fermentativos como los 

microorganismos más efectivos en la producción de alcohol, ya que estos crecen a 

velocidades mayores que la levadura Saccharomyces cerevisiae y generan 

mayores rendimientos, por lo tanto es de importancia conocer la ruta metabólica 

de este microorganismo para la conversión de sustratos a etanol y otros 

subproductos [33].  

 

          2.9.1.4 Levaduras cultivadas 
 

Las levaduras cultivadas son aquellas que sirven para la preparación de la 

cerveza y el alcohol, y la levadura de panadería. Las levaduras de cerveza 
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(Saccharomyces cerevisae) son células grandes y redondas, algo ovaladas, que 

en ciertas fases presentan vacuolas más o menos grandes. 

 

           2.9.1.5 Levaduras salvajes 
 

Las levaduras salvajes son aquellas que se encuentran muy difundidas en 

la naturaleza. A ellas pertenecen también las levaduras del vino. Aparecen 

espontáneamente en el mosto de los lagares y no se cultivan, si bien es cierto que 

en los últimos años se han empezado a cultivar para diversos fines. 

 

       2.9.2 Alimentación  

 

La vida de los microorganismos, como la de todo ser vivo, requiere de 

alimento. Sin una alimentación adecuada no hay proliferación de la microflora. Hay 

especies poco exigentes, pero por otro lado hay bacterias que requieren grandes 

exigencias alimenticias [34]. 

 

            2.9.2.1 Alimentos necesarios de un modo general para la 
conservación de la vida de los microbios  
 

Los microbios exigen de tres grupos de alimentos imprescindibles para 

todas las células vivas las cuales son: sales minerales, los compuestos 

carbonados y el nitrógeno. Como sabemos no puede existir vida sin agua, por lo 

que también hay que utilizarla. Además del agua, la gran mayoría de 

microrganismos requiere también el oxígeno del aire [35]. 

 

Los requisitos específicos para el crecimiento de las levaduras incluyen: 

 

 Agua 

 Una fuente de carbono. Carbohidratos fermentables como una fuente de 

energía. 
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 Oxígeno/lípidos. Lípidos para la biosíntesis de membranas, las levaduras lo 

pueden sintetizar si el oxígeno está presente. 

 Una fuente de nitrógeno. Los aminoácidos son necesarios para el 

crecimiento y síntesis enzimática. 

 Factores de crecimiento. Como son las vitaminas. 

 Iones inorgánicos. Esenciales para el metabolismo de las levaduras. 

 

      2.9.3 Factores que afectan el proceso de fermentación 

 

Los factores que afectan la fermentación dependen en gran parte de la cepa de 

levadura a utilizar, aunque sus valores oscilan entre los siguientes: 

 

 Temperatura: el valor óptimo oscila entre 30 y 40°C. 

 pH: el límite inferior se encuentra en 3.5 y el superior radica en 5.5 

 Concentración de etanol: valores superiores al 14% pueden provocar la 

muerte de las levaduras. 

 

                 2.9.3.1 Inhibidores de la fermentación  
 

Existen distintas clasificaciones que agrupan este tipo de sustancias 

inhibidoras, Olsson [36] y Hon-hagerdal [37] y Cantarella [38] las dividen en cuatro 

grupos: Productos de degradación de azúcares, productos de la degradación de la 

lignina, componentes derivados de la estructura lignocelulosa y por ultimo iones de 

metales pesados. Por otro lado, Oliva [39], los clasifica en tres grupos: derivados 

del furano (generados a partir de la  hidrólisis de hemicelulosa), ácidos alifáticos 

de bajo peso molecular (degradación de furanos) y derivados fenólicos 

(provenientes de la degradación de la lignina).  

 

De todos estos los más reconocidos son el furfural formado a partir de la 

degradación de las pentosas (xilosa y arabinosa) y el hidroximetil furfural (HMF), 
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formado como consecuencia de la degradación de las hexosas (glucosa, manosa 

y galactosa) [39]. La figura 2.15 resume las rutas de producción de inhibidores. 

 

 

 

Figura 2.15  Generación de inhibidores [40]. 

 

           2.9.4 Esterilización 

 

Es necesario destruir toda clase de bacterias, levaduras y mohos que 

puedan contaminar nuestras soluciones nutritivas preparadas. La forma vegetativa 

de microrganismos se destruye con facilidad a temperaturas elevadas, 

precisamente las superiores a 62°C. Esto depende de que se alcance una 

temperatura de coagulación de las proteínas. La proteína coagulada se 

desnaturaliza y queda inservible para un proceso vital. Existen muchos métodos 

de esterilización los más empleados son calentamientos a 160°C por 2 hr, 

calentamiento a presión en autoclave, o bien, los aparatos que no se pueden 

someter a este procedimiento se tratan con alcohol al 70%. Mientras que las asas 

de inoculación se esterilizan siempre en la llama por incandescencia [15,41]. 
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2.10 Destilación 

Finalizada las etapas de pretratamiento, hidrolisis y fermentación dan como 

resultado  jugos que se destilan a fin de separar y obtener el  Bioetanol, así como 

también residuos sólidos que pueden ser utilizados para producir biocombustible 

de tercera generación u otro producto de valor agregado. 
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CAPÍTULO III.  

METODOLOGÍA 

3.1 Materia Prima 

 

Pencas de Agave Tequilana Weber de 7 años de edad, provenientes de la 

Ex hacienda Zacapendo localizada en el municipio de Indaparapeo en el estado 

de Michoacán.  En la figura 3.16 se observa las pencas empleadas en este 

trabajo. 

 

 

Figura 3.16  Fotografía de las pencas de Agave Tequilana Weber  

3.2 Enzimas 

 

Se utilizan celulasas comerciales del consorcio Novozymes las cuales son 

Cellic CTec3  Y Cellic HTec3. 

 

3.3 Levadura 

Saccharomyces cerevisiae  
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3.4 Planta piloto 

 

La planta piloto empleada para la producción de bioetanol está ubicada en 

las instalaciones de posgrado de la Facultad de Ingeniería Química dentro de la 

Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo. 

 

La cual cuenta con: 

 

 Reactores de 50 litros: INOX 316 L.   

 Columna de destilación 

 Hervidor 

 Condensador 

Así como sus respectivos controles manuales y automáticos. En la figura 3.17 se 

muestra la planta piloto empleada para la producción de Bioetanol. 

 

 

Figura 3.17  Fotografía de la planta piloto empleada para la producción de 

Bioetanol 
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3.5 Caracterización de la biomasa inicial 

 

Del bagazo de pencas de Agave Tequilana Weber, figura 3.18, se 

determina % de humedad (A.O.A.C. 1990), % de cenizas (TAPPI 2000), % de 

lignina (Runkel and Wilke 1951), % de holocelulosa (Wise, Murphy and'Addieco 

1946) y % alfa celulosa (ASTM 1977). 

 

 

 

Figura 3.18  Bagazo de pencas empleado en la obtención de Bioetanol 

 

          3.5.1 Porcentaje de humedad 

 

El porcentaje de humedad se determinó colocando 200 g de muestra (en 

una charola de aluminio dada la cantidad de materia), posteriormente se colocó en 

una mufla  a  80°C por 12 hr y finalmente es llevada a un  desecador para su 

enfriado por 30 min y su posterior pesado (A.O.A.C. 1990). 
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Figura 3.19  Determinación de humedad del bagazo de pencas de Agave 

Tequilana Weber 

 

          3.5.2 Contenido de cenizas 

 

El contenido de cenizas se efectuó de manera gravimétrica, al calcinar 5 g 

de bagazo en una mufla a 525ºC utilizando crisoles de níquel, esto de acuerdo a la 

norma T 211 om-93 (TAPPI 2000). 

 

           3.5.3 Determinación de lignina 

 

El contenido de lignina presente en el bagazo se desarrolló siguiendo la 

técnica Runkel y Wilke (1951).  La metodología es la siguiente: 

 

1. En una balanza analítica se pesa 1 g de cada muestra y se deposita 

en matraces Erlenmeyer de 250 ml. 

2. Se le añadieron 25 ml de ácido sulfúrico (pureza del 96%) y 2.5 ml de 

ácido bromhídrico (al 40%), se tapa y se deja reposar durante 2 hr.  

3. Se le agrega 100 ml de agua destilada. Los matraces se colocan en 

Shaker orbitales a 30°C y se mantiene  en hervor durante 5 min, para 

después dejarse enfriar un poco.  
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4. Posteriormente se pesa el papel filtro y se filtra a vacío la muestra 

resultante, para finalmente lavarse con agua destilada y pesarse. 

5.  El sólido en el papel filtro se introdujo a la mufla por un tiempo de 12 

hr a 70°C. Transcurrido el tiempo se sacó y se llevó al desecador, se 

enfrió y se pesó. 

 

Cálculo: 

% 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 = (
𝑊𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎  

𝑝𝑠𝑐
) ∗ 100 

𝑝𝑠𝑐 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 = 1 − (
%𝐻

100
) ∗ 𝑝ℎ 

Dónde: 

𝑝𝑠𝑐 = 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 

%𝐻 = 𝑝𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝑝ℎ = 𝑝𝑒𝑠𝑜 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑜 

 

           3.5.4 Determinación de holocelulosa 

 

Por el método Wise (1946) se determinó el porcentaje de holocelulosa 

contenida en el bagazo de pencas de Agave Tequilana Weber. Los pasos son los 

siguientes: 

1. Se prepara una solución de 0.6 g de clorito de sodio en 69 ml de agua y se 

la añaden 4 gotas de ácido acético.  

2. Se pesan 2 g muestra, se colocan en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se 

le agrega la solución de clorito de sodio. 

3. El matraz se mantiene tapado con un vidrio de reloj y se deja en baño de 

agua a 75°C durante 1 hr agitando ocasionalmente.   

4. Transcurrida la hr se le adicionaron 4 gotas del ácido y 0.6 g del clorito de 

sodio lentamente, se agitó y se dejó reposar.  

5. Se repitió el procedimiento anterior 1 hr después, se dejó reposar (2 hr en 

total o hasta que tome un color blanco). 
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6. Se dejó enfriar la muestra poniendo el matraz en un recipiente que contenía 

agua con hielo.  

7. Finalmente se filtró a vacío, el material sólido se lavó con agua fría 

destilada y luego con acetona, se coloca en la mufla y se dejó secar hasta 

peso constante a la temperatura de 40°C por 12 hr, para posteriormente 

dejar la holocelulosa separada en un desecador. El contenido de 

holocelulosa del material a analizar se reportará como porcentaje. 

 

          3.5.5 Determinación de alfa celulosa 

 

El contenido de alfa celulosa en el bagazo se efectuó siguiendo la técnica 

ASTM-D 1103-60 (1977).  

 

Metodología: 

1. Se pesa 1 g de materia prima (bagazo) secado a 60°C por 12 hr. 

2. Se prepara 12.5 ml de solución de sosa (17.5%) se ajusta y se mantiene a 

20°C.  

3. Se agregan 2.5 ml de solución de sosa a la holocelulosa en un vaso de 

precipitados de 250 ml, el cual se mantiene a 20°C en un Shaker orbital con 

agitación a 25 Rev. /min y se cubre con un vidrio de reloj.  

4. Después de 5 min se agrega la segunda porción de 2.5 ml de sosa. 

5. Transcurridos otros 5 min se añaden otros 2.5 ml de sosa. 

6. Después de otros 5 min se agregan otros 2.5 ml de sosa y se agito 

nuevamente con la varilla de vidrio.  

7. Se deja reposar la mezcla a 20°C durante 30 min y se agregan los últimos 

2.5 ml haciendo un total de 45 min para el tratamiento con NaOH. 

8. Al termino de los 45 min del tratamiento cáustico, se agregan 16.5 ml de 

agua destilada. Se agita la mezcla contenida en el vaso de precipitados y 

se deja reposar a 20°C durante 1 hr. La adición de los 16.5 ml de agua a los 

12.5 ml de la solución de sosa original (17.5%) reduce la concentración de 

sosa a 8.3%. 
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9. Se filtra y después todo el residuo de holocelulosa se pasa al crisol y se 

continúa el lavado con agua destilada a 20°C, asegurándose de que todas 

las partículas hayan pasado del vaso de precipitados al crisol. Éste paso se 

repitió dos veces. 

10. Se vacía 7.5 ml de ácido acético al 10% en el crisol, cubriendo el material y 

se mantiene el ácido en el material por 3 min más, posteriormente se lavó 

con agua destilada a 20°C y se dreno completamente. Se repitió el lavado 

hasta que el residuo de celulosa quedo libre de ácido.  

11. Finalmente se seca en la mufla a una temperatura de 70°C por 12 hr, 

después de ese tiempo, se enfrían en un desecador por 1 hr, para ser 

cuantificado. 

 

Cálculos 

Se calcula el porciento (%) de α-celulosa en base al peso seco de la 

muestra de bagazo seco en estufa, de la siguiente manera: 

 

% 𝛼 − 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 =  (𝑤2 − 𝑤1) ∗ 100 

Dónde: 

𝑤1 = Peso del residuo de a − celulosa secada en estufa. 

𝑤2 =  Peso de la muestra original de madera seca en estufa. 

 

 

3.6 Determinación de azúcares reductores y etanol por HPLC 

 

      Por este método es posible analizar diferentes tipos de muestras para 

cuantificar la concentración de azúcares y alcohol presente. 
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Metodología: 

1. Se preparan estándares de los diferentes azúcares presentes en el 

pretratamiento e  hidrólisis, alcoholes, lignina y ácido acético, para que al 

realizar las lecturas los picos puedan ajustarse a estas. La concentración de 

los estándares oscilara en un rango de 5 a 15 g/L. 

2. Se toman 0.2 ml de cada una de las muestras de los estándares y los jugos 

obtenidos transcurridas las 72 hr de la sacarificación y fermentación, se 

diluyen a una relación 1:10 (1.8 ml de agua para HPLC) y se colocan en 

eppendorfs. 

3. Se colocan en el carrusel de una centrifuga cuyas condiciones serán 15 min 

a 13300 rpm para que precipite el sólido de la muestra y sea más fácil el 

filtrado de la misma. 

4. Concluido este tiempo, se filtran pasándolo sobre una membrana Milipore 

de 0.22 µm reteniendo microorganismos que pueden estar presentes y 

puedan alterar las lecturas en el HPLC o bien ocasionar daños al equipo. 

5. Finalmente se colocan en viales llenando más de la mitad de su capacidad 

para que el cromatógrafo no succione aire. 

6. Los viales se colocan en el carrusel del cromatógrafo este se calibra con 

agua para HPLC, después se analizan los estándares y seguido de ellas las 

muestras obtenidas. Las condiciones de operación del HPLC son las 

siguientes: 

 Columna Metacarb 87C a 60°C 

 Flujo isocrático de agua a 0.6 ml/min 

 Detector de índice de refracción 

 Tiempo de muestra: 21 min 

           Finalmente, ya obtenidas las lecturas del HPLC se analiza el área bajo de 

la curva de los picos obtenidos. Se grafica la concentraciones de los estándar y se 

realiza la correlación de estos parámetros para así obtener dicho resultado. 
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3.7 Pretratamientos 

 

Se llevaron a cabo 3 pretratamientos a nivel laboratorio y estos fueron 

escalados a nivel planta piloto para deliberar cuál de los 3 proporcionaba una 

mejor ruptura de la fibra, los cuales son los siguientes: 

 

 Alcalino-oxidativo 

 Combinado 

 Ácido  

 

A nivel planta piloto los tres se hicieron para pre tratar 10 kg de bagazo de 

pencas seco, esto debido a la relación sólido-líquido y a los volúmenes de los 

reactores. 

      

3.7.1 Pretratamiento alcalino-oxidativo 

 

           Nivel planta piloto: 

 

Se pesan 5 kg de biomasa seca en el reactor de  hidrólisis de la planta 

piloto, se le adicionan 20 L de NaOH al 6% (relación 1:5). Se opera a 120°C  por 

un tiempo de 60 min y 60 Rev./min, transcurrido ese tiempo se enfría a 

temperatura ambiente o bien se le adiciona agua de enfriamiento. 

 

Teniendo estabilizada la temperatura en el reactor a 25°C 

aproximadamente se agregan 25 L (relación 1:5) de H2O2 al 10% esta solución se 

debe encontrar a 0°C, debido a que la reacción a temperatura ambiente es 

exotérmica y provoca un gran burbujeo, por lo que la agitación es parada esto con 

el fin de no tener pérdidas de la materia resultante y reducir la espuma presente. 

Esta mezcla se deja reposando en los reactores por 24 hr a temperatura ambiente. 
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Una vez transcurrido ese tiempo, se acidifico la mezcla con 1.7 L ácido 

clorhídrico concentrado (al 36.9%) hasta un pH de 5.0, se secó y pesó. 

Finalmente, la materia solida resultante es lavada y secada a una temperatura de 

70°C por 24 hr, mientras que el efluente resultante es analizado. Se realiza por 

duplicado para tratar los 10 kg de materia seca, 5 kg en cada uno de los reactores 

(pretratamiento y fermentación). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

a)  

b)      c)  

 

Figura 3.20  Pretratamiento Alcalino-Oxidativo. a) Reacción de oxidación llevada a 

cabo al agregar el H2O2. b) Biomasa resultante al finalizar el pretratamiento a nivel 

planta piloto. c) Biomasa seca resultante a nivel laboratorio. 
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          3.7.2 Pretratamiento combinado 

 

          Nivel planta piloto: 

 

Se colocan 5 kg de biomasa seca previamente acondicionada (cocida, 

prensada y molida) dentro del reactor de pretratamiento, se le agregan 30 L de 

ácido nítrico al 6% (relación 1:6).  Se opera a una temperatura de 100°C por un 

tiempo de 60 min transcurrido este tiempo la materia solida resultante es lavada 

con agua y secada a 70°C durante 24 hr, se cuantifica el efluente obtenido. 

 

La materia solida seca se le adicionan 30 L (relación 1:6) de hidróxido de 

sodio al 1% a una temperatura de 90°C por 30 min, transcurrido este tiempo el 

sólido es lavado con agua destilada, se verifica que su pH sea de 5 y finalmente 

es secado para ser cuantificado, mientras que el efluente ser analizado.  Se 

realiza por duplicado para pretratar los 10 kg de biomasa. 

 

 

 

a) b)  c)  

 

Figura 3.21   Pretratamiento combinado. a) Biomasa resultante de la adición de 

ácido nítrico. b) Biomasa después de la adicción de hidróxido de sodio. c) Biomasa 

seca obtenida al final del pretratamiento combinado.  
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          3.7.3 Pretratamiento ácido 

 

          Nivel planta piloto: 

 

Se pesan y colocan 4 kg de biomasa seca previamente acondicionada 

(cocida, prensada y molida) dentro del reactor de pretratamiento de la planta 

piloto, se agregan 40 L de ácido sulfúrico al 2% (relación 1:10 materia 

sólida/líquida). Se opera a 120°C por 60 min, transcurrido este tiempo el sólido se 

detoxifica con una solución de hidróxido de calcio al 10% agregando un volumen 

aproximado de 650 ml de esta solución. Finalmente, la materia resultante es 

lavada con agua destilada y secada a una temperatura de 70°C durante 24 hr, 

para ser cuantificada, mientras que el efluente es analizado. Se realizan 3 corridas 

de completar los 10 kg de materia a pretratar, 2 de 4 kg y 1 de 2 kg. 

 

 

Figura 3.22   Muestra de la biomasa seca del pretratamiento ácido a nivel planta 

piloto. 

 

3.8 Hidrólisis enzimática 

 

La biomasa seca resultante de los pretratamientos es tomada en cuenta 

para preparar los medios líquidos (relación masa-volumen). La hidrólisis 

enzimática se llevó a acabo primero a nivel laboratorio, para después escalarse a 

nivel planta piloto, el proceso es el mismo con la única cambiante en la proporción. 
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          3.8.1 Condiciones de la hidrólisis enzimática 

 

Los reactores deben ser lavados y secados esto con el fin de evitar agentes 

contaminantes en la reacción, después se le agrega la materia solida seca 

pretratada y el medio liquido (relación 1:5).  Se esteriliza a 110°C durante 20 min. 

Transcurrido este tiempo se enfría y se le agregan las enzimas Cellic CTec3 

y Cellic HTec3, con una relación 6% volumen de cada una de las enzimas con 

respecto a la biomasa seca. 

 

Se ajusta la temperatura a 50°C y da inicio la hidrólisis enzimática con una 

duración de 72 hr y muestreando cada 24 hr. 

 

     3.8.2 Hidrólisis enzimática con pretratamiento alcalino- oxidativo 

 

Para llevar a cabo la hidrólisis se toma en cuenta la relación entre materia 

sólida seca a líquido es  decir 1:5 por lo cual se tiene: 

 

 Cantidad de biomasa sólida obtenida del pretratamiento: 4.001 kg 

 Cantidad de medio líquido sin azúcares (medio de conservación sin azúcares): 20L 

 

 

Por lo cual para un volumen de 20 L de medio líquido sin azúcares se requiere: 

 

Tabla 3.6  Medio líquido sin azúcares para hidrólisis enzimática con pretratamiento 

Alcalino-Oxidativo 

COMPUESTOS CANTIDAD (g) 

Extracto de levadura 200 

Fosfato de sodio dibásico Na2HPO4 40 

Sulfato de magnesio MgSO4 10 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 20 
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El volumen de enzimas para llevar a cabo la hidrólisis es: 

 

 Cellic CTec3: 240 ml 

 Cellic HTec3: 240 ml 

 

      3.8.3 Hidrólisis enzimática con pretratamiento combinado 

 

Para llevar a cabo la hidrólisis se toma en cuenta la relación entre materia 

sólida seca a líquido es  decir 1:5 por lo cual se tiene: 

 

 Cantidad de biomasa sólida obtenida del pretratamiento: 3.8 kg 

 Cantidad de medio líquido sin azúcares (medio de conservación sin azúcares): 19L 

 

Por lo cual para un volumen de 19 L de medio líquido sin azúcares se requiere: 

 

Tabla 3.7  Medio líquido sin azúcares para  hidrólisis enzimática con 

pretratamiento combinado 

COMPUESTOS CANTIDAD (g) 

Extracto de levadura 190 

Fosfato de sodio dibásico Na2HPO4 38 

Sulfato de magnesio MgSO4 9.5 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 19 

 

El volumen de enzimas para llevar a cabo la hidrólisis es: 

 

 Cellic CTec3: 228 ml 

 Cellic HTec3: 228 ml 
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     3.8.4 Hidrólisis enzimática con pretratamiento ácido 

 

Para llevar a cabo la hidrólisis se toma en cuenta la relación entre materia 

sólida seca a líquido es decir 1:5 por lo cual se tiene: 

 

 Cantidad de biomasa sólida obtenida del pretratamiento: 5.013 kg 

 Cantidad de medio líquido sin azúcares (medio de conservación sin azúcares): 

25.065 L 

 

Por lo cual para un volumen de 25.065 L de medio líquido sin azúcares se 

requiere: 

 

Tabla 3.8  Medio líquido sin azúcares para hidrólisis enzimática con pretratamiento 

ácido 

COMPUESTOS CANTIDAD (g) 

Extracto de levadura 250.65 

Fosfato de sodio dibásico Na2HPO4 50.13 

Sulfato de magnesio MgSO4 12.5325 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 25.065 

 

El volumen de enzimas para llevar a cabo la hidrólisis es: 

 

 Cellic CTec3: 300 ml 

 Cellic HTec3: 300 ml 
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3.9 Fermentación 

 

          3.9.1 Condiciones para llevar a cabo la fermentación  

 

Una vez finalizada la hidrólisis enzimática procede la fermentación, etapa 

última en el proceso para la obtención de Bioetanol, esto se efectúa a 30°C por lo 

que se enfrían los reactores y se estabiliza la temperatura, una vez logrado esto 

se inocula con el medio de fermentación a un 5% en volumen  con relación a la 

cantidad de materia sólida inicial (biomasa).  La fermentación inicia en el momento 

en que el inoculo entra en el reactor. 

 

La fermentación produce CO2, por lo que se coloca un equipo airlock 

(trampa de aire) para que escape el gas y no se acumule dicho gas en el tanque, 

así como también no se produzca contaminación dentro del reactor. 

 

La duración de la fermentación es de 72 hr, muestreando cada 24 hr. 

Transcurrido este tiempo el jugo obtenido se guarda en garrafas para evitar la 

pérdida del etanol y para su destilación. Se cuantifica el jugo obtenido, la biomasa 

resultante se lava y se seca a 70°C por 24 hr y se coloca en desecadores para 

también ser cuantificado.  

 

          3.9.2 Medio de conservación sólido 

 

El medio de conservación solido se prepara con los siguientes compuestos 

y las siguientes concentraciones: 

 

Tabla 3.9  Medio de conservación sólido 

Compuestos Concentración (g/L) 

Glucosa o dextrosa 20 

Fosfato de sodio dibásico  (Na2HPO4) 2 
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Sulfato de magnesio MgSO4 0.5 

Agar bacteriológico 15 

Extracto de levadura 10 

 

Una vez preparado el medio de conservación sólido se tapa con algodón y 

aluminio de igual forma el material a emplear (cajas Petri, agitadores, etc.) se 

esteriliza en el autoclave a una temperatura de 121°C por un tiempo de 15 min. 

 

Una vez transcurrido el tiempo de esterilización, el medio es colocado en 

cajas Petri semicerradas y bajo flama, se deja reposar 10 min para que solidifique. 

 

 

Figura 3.23  Medio sólido en  espera para su solidificación 

 

Transcurrido este tiempo se sellan y se dejan reposar 12 hr en una 

incubadora a 30°C, esto para percatarse que no se presente contaminación 

alguna y así llevar a cabo la siembra con la levadura Saccharomyces Cerevisae. 

 

Para realizar el sembrado, el aza se pasa por la flama al rojo vivo, se enfría 

en las paredes donde se encuentra contenida la levadura y se toma una cantidad 

de esta, se estría en forma de abanico para lograr la mayor reproducción de la 

levadura. Recordar que todo se realiza bajo mechero y cada vez que es usada la 

aza esta debe de ser esterilizada en la flama al rojo vivo. 
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Una vez finalizado la siembra se sellan nuevamente para evitar 

contaminación alguna y se colocan boca abajo en la incubadora por un tiempo de 

12 hr, esto para obtener un mayor crecimiento. 

 

 

 

Figura 3.24  Saccharomyces cereviase en medio sólido 

 

 

           3.9.3 Medio de conservación líquido 

 

El medio líquido de conservación se prepara mediante los siguientes 

compuestos a las siguientes concentraciones, estas se adaptan al volumen a 

emplear: 

 

Tabla 3.10  Medio de conservación líquido 

COMPUESTO CANTIDAD (g/L) 

Glucosa 20 

Extracto de levadura 10 

Fosfato de sodio dibásico Na2HPO4 2 

Sulfato de magnesio MgSO4 0.5 
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          3.9.4 Medio líquido de fermentación 

 

El medio líquido de fermentación se prepara con los compuestos mostrados 

en la siguiente tabla: 

 

Tabla 3.11  Medio líquido de fermentación 

COMPUESTOS CONCENTRACIÓN (g/L) 

Glucosa o dextrosa 150 

Xilosa 20 

Extracto de levadura 10 

Fosfato de sodio dibásico  Na2HPO4 2 

Sulfato de magnesio MgSO4 0.5 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 1 

 

El medio líquido de fermentación se prepara por separado, primero la 

solución de sales y por otro lado la de azúcares, sin que se vea afectado el 

volumen final del medio. 

 

Después se esterilizan ambos matraces en la autoclave a 121°C por 15 

min. Transcurrido este tiempo ambos matraces se mezclan y se dejan reposar por 

24 hr esto para observar si el medio sufrió alguna contaminación o no. 

 

Transcurrido este tiempo se agrega el inoculo es decir la solución de medio 

liquido de conservación con el crecimiento obtenido del medio sólido  por un 

tiempo de 12 hr a una temperatura de 30°C para su reproducción. 
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        3.9.5 Fermentación del pretratamiento alcalino-oxidativo 

 

Finalizada las 72 hr de  hidrólisis se da paso a inocular el reactor con el 

medio líquido de fermentación el cual fue preparado con un día de anticipación 

antes de iniciar la fermentación esto con el afán de obtener un mayor rendimiento. 

 

Ya que se tienen 20 L en volumen de  hidrólisis, el volumen de inoculo a 

adicionar en el reactor es el 5% respecto a este volumen, es decir 1 L de medio 

líquido de fermentación, el cual se preparará con las cantidades mostradas en la 

siguiente tabla: 

 

Tabla 3.12  Medio líquido de fermentación para pretratamiento Alcalino-Oxidativo 

COMPUESTOS CONCENTRACIÓN (g/L) 

Glucosa o dextrosa 150 

Xilosa 20 

Extracto de levadura 10 

Fosfato de sodio dibásico  Na2HPO4 2 

Sulfato de magnesio MgSO4 0.5 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 1 

 

 

a)   b)  

Figura 3.25  Fermentación del pretratamiento Alcalino-Oxidativo. 1 Jugos 

obtenidos de la fermentación. 2 Biomasa final seca obtenida de la fermentación. 
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          3.9.6 Fermentación del pretratamiento combinado 

 

Finalizada las 72 hr de  hidrólisis se da paso a inocular el reactor con el 

medio líquido de fermentación el cual fue preparado con un día de anticipación 

antes de iniciar la fermentación esto con el afán de obtener un mayor rendimiento. 

 

Ya que se tienen 19 L en volumen de  hidrólisis, el volumen de inoculo a 

adicionar en el reactor es el 5% respecto a este volumen, es decir 0.95 L de medio 

líquido de fermentación, el cual se preparara con las cantidades mostradas en la 

siguiente tabla: 

 

Tabla 3.13  Medio líquido de fermentación para pretratamiento combinado 

COMPUESTOS CONCENTRACIÓN (g/L) 

Glucosa o dextrosa 142.5 

Xilosa 19 

Extracto de levadura 9.5 

Fosfato de sodio dibásico  Na2HPO4 1.9 

Sulfato de magnesio MgSO4 0.46 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 0.5 

 

 

a)    b)   

Figura 3.26  Fermentación del pretratamiento combinado. a) Jugos obtenidos de 

la fermentación.    b) Biomasa final seca obtenida de la fermentación. 
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          3.9.7 Fermentación del pretratamiento ácido 

 

Finalizada las 72 hr  de hidrólisis se da paso a inocular el reactor con el 

medio líquido de fermentación el cual fue preparado con un día de anticipación 

antes de iniciar la fermentación esto con el afán de obtener un mayor rendimiento. 

 

Ya que se tienen 25.065 L en volumen de  hidrólisis, el volumen de inoculo 

a adicionar en el reactor es el 5% respecto a este volumen, es decir 1.25 L de 

medio líquido de fermentación, el cual se preparara con las cantidades mostradas 

en la siguiente tabla: 

 

Tabla 3.14  Medio líquido de fermentación para pretratamiento ácido 

COMPUESTOS CONCENTRACIÓN (g/L) 

Glucosa o dextrosa 187.5 

Xilosa 25 

Extracto de levadura 12.5 

Fosfato de sodio dibásico  Na2HPO4 2.5 

Sulfato de magnesio MgSO4 1.125 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 1.25 

 

 

 

a)    b) 

Figura 3.27  Fermentación del pretratamiento ácido. 1 Jugos obtenidos de la 
fermentación. 2 Biomasa seca obtenida de la fermentación. 
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CAPÍTULO IV. 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 

4.1 Balances de materia en el proceso de obtención del bagazo de 

pencas de agave Tequilana Weber.  

 

Representación esquemática de la obtención del bagazo de pencas de Agave 

Tequilana Weber a nivel planta piloto. 

Proceso de la obtención del bagazo de pencas  de 
Agave Tequilana Weber

Molido
t=15 min

W pencas = 239 kg

Cocido
T= 100°C

t= 3 hr

W pencas= 234.36 kg

Prensado
t=2 hr

W pencas= 195.68 kg

Bagazo
W =102.35 kg 

Jugos
V=80 L

% Pérdida en el 
molido= 1.94

 

Figura 4. 28  Proceso de obtención del bagazo de pencas de Agave Tequilana 

Weber 
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Figura 4.29  Diagrama de flujo del proceso de obtención del bagazo a partir de las 

pencas de agave Tequilana Weber 

 

 

4.2 Determinar la composición química y física del bagazo de pencas 

de agave Tequilana Weber. 

 

      4.2.1 Porcentaje de humedad 

 

% 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑒𝑛𝑐𝑎𝑠 = 43.24  

      4.2.2 Contenido de ceniza 

% 𝑐𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 =  6.03 
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Figura 4.30  Cenizas obtenidas de la calcinación del bagazo de Pencas Tequilana 

Weber 

 

          4.2.3 Determinación de lignina 

 

% 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 = 6.32 

 

 

Figura 4.31  Lignina presente en pencas de Agave Tequilana Weber 

 

       4.2.4 Determinación de holocelulosa 

 

% ℎ𝑜𝑙𝑜𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 = 79.39 
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Figura 4.32  Holocelulosa presente en pencas de Agave Tequilana Weber 

 

      4.2.5 Determinación de alfa celulosa 

 

% 𝑎𝑙𝑓𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 = 14.29  

 

Figura 4.33 Alfa celulosa presente en pencas de Agave Tequilana Weber 

 

Figura 4.34  Composición porcentual del bagazo de pencas de agave Tequilana 

Weber 

Alfa 
celulosa, 

14%

Holocelulosa, 
80%

lignina, 6%
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4.3 Pretratamiento empleados para la ruptura en la fibra del bagazo de 

hojas.  

 

                                                         

a)                                                     b) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

c)                                                        d) 

 

Figura 4.35   Vista microscópica de las fibras de bagazo de pencas Tequilana 

Weber. a) Bagazo de pencas sin pretratar. b) Bagazo de pencas con 

pretratamiento Alcalino- Oxidativo. c) Bagazo de pencas con pretratamiento 

Combinado. d) Bagazo de pencas con pretratamiento Ácido. 

 

La figura a) muestra cómo se encuentra la fibra del bagazo de pencas  

Tequilana Weber sin pretratar, se observa que la fibra es gruesa, no presenta 

ruptura alguna así como que algunas fibras se encuentran mucho  más gruesas. 

La figura b) se observa la fibra de pencas al ser empleado el pretratamiento 

Alcalino-Oxidativo es posible percatarse del cambio de color esto tras agregar el 

H2O2 presentando una coloración amarilla,  la fibra se encuentra rota con 

longitudes menores a 1 cm y su grosor es menor.  La figura c) se sufre la ruptura 

en la fibra  el color es el mismo siendo este café, la fibra es aún más delgada que 
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el pretratamiento Alcalino-Oxidativo y presenta más área superficial. La figura d) la 

coloración de la fibra paso a ser negra, se observa que la fibra se encuentra más 

unida comparada con los pretratamientos Alcalino-Oxidativo y Combinado en los 

cuales se observa mejor la ruptura de la fibra. 

 

      4.3.1 Materia solida  resultante de los pretratamientos 

 

Tabla 4.15 Materia solida resultante de los pretratamientos 

Pretratamientos Materia solida inicial (kg) Materia solida final (kg) 

Alcalino-Oxidativo 10 4.001 

Combinado 10 3.8 

Ácido  10 5.013 

 

La tabla 4.15 muestra la biomasa seca resultante al final de cada uno de los 

pretratamientos empleados, en todos los pretratamientos se emplearon 10 kg de 

biomasa seca de los cuales  con el pretratamiento Alcalino-Oxidativo se obtuvieron 

4.001 kg de materia solida final para dar inicio a la hidrolisis enzimática, del 

pretratamiento Ácido 5.013 kg y finalmente del combinado 3.8 kg siendo fácil 

percatarse que la degradación fue mayor en el pretratamiento combinado. 

 

 

4.4 Método enzimático. 

 

Los siguientes gráficos muestran el comportamiento en la concentración de 

los azúcares al agregar las enzimas para dar inicio a la  hidrólisis con  un intervalo 

de tiempo de 72 hr. 
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      4.4.1 Hidrólisis enzimática con el pretratamiento alcalino-oxidativo 

 

 

 

Figura 4.36  Gráfico que muestra el comportamiento de azúcares reductores en la 

hidrólisis enzimática del pretratamiento Alcalino-Oxidativo 

 
La figura 4.36 muestra el comportamiento de los azúcares en la hidrólisis 

con el pretratamiento Alcalino-Oxidativo se observa que la degradación de los 

azúcares es baja esto como consecuencia de la temperatura baja en el proceso o 

la solubilización de la lignina provocando perdida de azúcares fermentables, 

siendo de 32.2 g/L de glucosa y 17.55 g/L de xilosa al finalizar la hidrólisis.  
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      4.4.2 Hidrólisis enzimática con el pretratamiento combinado 

 

 

 

Figura 4.37  Gráfico que muestra el comportamiento de azúcares reductores en la 

hidrólisis enzimática del pretratamiento Combinado 

 
 

La figura 4.37 muestra el comportamiento de los azúcares en la hidrólisis 

con el pretratamiento combinado se observa un aumento mayor de azúcares 

siendo de 48.69 g/L de glucosa y 22.19 g/L de xilosa  al finalizar sus 72 hr de 

hidrolisis. 
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      4.4.3 Hidrólisis enzimática con el pretratamiento ácido 

 

 

 

Figura 4.38  Gráfico que muestra el comportamiento de azúcares reductores en la 

hidrólisis enzimática del pretratamiento Ácido 

 

La figura 4.38 muestra el comportamiento de los azúcares en la hidrólisis 

con el pretratamiento ácido se observa una concentración de azúcares baja  

siendo de 28.21 g/L de glucosa y 13.01 g/L de xilosa  al finalizar sus 72 hr de 

hidrolisis. 

 

 

      4.4.4 Azúcares fermentables totales de la hidrólisis 

 

Tabla 4.16  Azúcares fermentables totales de las hidrólisis realizadas 

 Concentración (g/L) 

 Alcalino-Oxidativo Combinado Ácido  

Glucosa  32.2 48.69 28.21 

Xilosa 17.55 22.19 13.01 

ART 49.75 70.88 41.22 
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La tabla 4.16 resume el total de los azúcares fermentables totales al 

finalizar cada una de las hidrólisis siendo de 46.75 g/L del pretratamiento Alcalino-

Oxidativo,  70.88 g/L del pretratamiento Combinado y finalmente de 41.22 g/L del 

pretratamiento ácido, por lo que es fácil percatarse que el pretratamiento 

Combinado arroja la mayor cantidad de azúcares fermentables. 

 

4.5 Fermentación con levaduras Saccharomyces cerevisiae. 

 

Los siguientes gráficos muestran el comportamiento en la concentración de 

los azúcares fermentables y su disminución  al agregar la levadura 

Saccharomyces para dar inicio a la fermentación con  una duración de 72 hr. 

 

      4.5.1 Fermentación del pretratamiento alcalino-oxidativo 

 

 

Figura 4.39 Gráfico que muestra el comportamiento de los azúcares fermentables 

con la presencia de la Saccharomyces cerevisae en el pretratamiento Alcalino-

Oxidativo 
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Al finalizar la hidrólisis el proceso sigue su curso con la fermentación.  La 

figura 4.39 muestra el comportamiento de los azúcares presentes en los que a las 

lecturas obtenidas del HPLC se tiene la disminución de azúcares así como 

también la formación de etanol al finalizar el proceso con una duración de 72 hr. 

 
 

      4.5.2 Fermentación del pretratamiento combinado 

 

 

Figura 4.40   Gráfico que muestra el comportamiento de los azúcares 

fermentables con la presencia de la Saccharomyces cerevisae en el 

pretratamiento Combinado 

 
Al finalizar la hidrólisis el proceso sigue su curso con la fermentación.  La 

figura 4.40 muestra el comportamiento de los azúcares presentes de las lecturas 

obtenidas del HPLC se tiene la disminución de azúcares así como también una 

mayor concentración de etanol al finalizar el proceso siendo esta de 72 hr. 
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      4.5.3 Fermentación del pretratamiento ácido 

 

 

Figura 4.41  Gráfico que muestra el comportamiento de los azúcares fermentables 

con la presencia de la Saccharomyces cerevisae en el pretratamiento ácido. 

 

Al finalizar la hidrólisis el proceso continúa con la fermentación.  La figura 

4.41 muestra el comportamiento de los azúcares presentes de las lecturas 

obtenidas del HPLC, se tiene una menor disminución de azúcares como 

consecuencia una menor concentración del producto buscado, el etanol. 

 

      4.5.4 Cuantificaciones de las fermentaciones 

 

Tabla 4.17  Cuantificaciones del producto obtenido al final de la fermentación de 

los diferentes pretratamientos empleados 

Fermentación Materia solida final (kg) jugos finales (L) 

Pretratamiento Alcalino-

Oxidativo 

0.04746 16.68 

Pretratamiento Combinado 0.01902 18.15 

Pretratamiento Ácido  1.312 10.11 
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La tabla 4.17 resume la cantidad de biomasa seca al final de cada una de 

las fermentaciones, así como los jugos obtenidos, en la cual se observa que el 

pretratamiento combinado muestra mejores rendimientos. 

 

      4.5.5 Porcentaje de materia solida resultante al final de la fermentación 

 

Tabla 4.18  Porcentaje de biomasa solida obtenida al final de las fermentaciones 

con los tres pretratamientos empleados 

Fermentación Porcentaje de materia sólida al final de la fermentación (%) 

Pretratamiento 

Alcalino-Oxidativo 

0.4746 

Pretratamiento 

Combinado 

0.1902 

Pretratamiento Ácido  13.12 

 

 

La tabla 4.18 resume el por ciento de biomasa seca obtenida al final de las 

fermentaciones con cada uno de los pretratamiento empleados. En ella se observa 

que el pretratamiento combinado se obtuvo la menor cantidad de biomasa final 

mientras que el pretratamiento ácido tiene 68 veces más esta cantidad,  dado que 

fue muy poco la biomasa que reacciono. 

 

     4.5.6 Concentración de etanol obtenido de la fermentación de los 3 

pretratamientos 

 

Tabla 4.19 Concentración de etanol de los distintos pretratamientos empleados 

 Concentración (g/L) de las fermentaciones 

 Alcalino-Oxidativo Combinado Ácido  

Etanol  11.24 17.53 1.02 
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La tabla 4.19 muestra las concentraciones de etanol obtenida de cada una de los 

pretratamientos empleados al finalizar cada una de las fermentaciones. En la cual  

del pretratamiento Alcalino-Oxidativo se tiene una concentración de etanol de 

11.24 g/L, del combinado 17.53 g/L y finalmente del pretratamiento ácido 2.02 g/L. 

Con estos datos obtenidos del HPLC se tiene que el pretratamiento que  es más 

viable en la producción de etanol es el Combinado, en el cual desde el 

pretratamiento mostro mejores resultados en la ruptura de la fibra del bagazo y 

con ello proporcionando una mayor cantidad de azucares fermentables para así 

obtener una mayor concentración de etanol a partir del bagazo de pencas. 

 

      4.5.7 Rendimiento total 

 

Los gráficos antes mencionados muestran la cantidad de azúcares 

fermentables, así como la conversión de estos en alcohol. Es por ello que se 

procede a calcular el rendimiento porcentual de cada uno de los pretratamientos 

empleados, el cual se calcula de la siguiente manera: 

 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = (
𝐶𝐴

𝐶𝐺
) ∗ 100 

Dónde: 

𝐶𝐴 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑐𝑜ℎ𝑜𝑙 

𝐶𝐺 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎 

 

       4.5.7.1 Rendimiento total de la fermentación del pretratamiento Alcalino-
Oxidativo 
 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = (
11.24

29.2
) ∗ 100 = 38.49 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = 38.49 % 
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       4.5.7.2 Rendimiento total de la fermentación del pretratamiento 
Combinado 
 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = (
17.53

37.4
) ∗ 100 = 46.87 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = 46.87 % 

 

        4.5.7.3 Rendimiento total de la fermentación del pretratamiento Ácido  
 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = (
1.02

9.21
) ∗ 100 = 11.07 

 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 = 11.07% 
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4.6 CONCENTRADO DE RESULTADOS 

 

SACARIFICACIÓN Y FEREMENTACIÓN DE PENCAS DE AGAVE TEQUILANA WEBER EN PLANTA PILOTO PARA LA PRODUCCIÓN DE 
BIOETANOL 

HÚMEDAD= 
43.24%

CENIZAS= 
6.03%

LIGNINA=6.3
2%

HOLOCELULOSA
=79.39%

ALFA 
CELULOSA= 

14.29%

COMPOSICIÓN PORCENTUAL DEL BAGAZO DE PENCAS TEQUILANA WEBER

ALCALINO-
OXIDATIVO

COMBINADO ÁCIDO

Materia sólida inicial = 10 Kg biomasa seca
Materia sólida final = 4.001 Kg 

Materia sólida inicial = 10 Kg biomasa seca
Materia sólida final = 3.8 Kg 

Materia sólida inicial = 10 Kg biomasa seca
Materia sólida final = 5.013 Kg 

PRETRATAMIENTOS

HIDRÓLISIS

Glucosa = 28.21 g/L
Xilosa  = 13.01 g/L

ATR = 41.22 g/L

Glucosa = 48.69 g/L
Xilosa  = 22.19 g/L

ATR = 70.88 g/L

Glucosa = 32.2 g/L
Xilosa  = 17.55 g/L

ATR = 49.75 g/L

FERMENTACIÓN

Materia solida final = 1.312 Kg
Jugos finales = 10.11 L

Concentración etanol = 1.02 g/L

Materia solida final = 0.04746 Kg
Jugos finales = 16.68 L

Concentración etanol = 11.24 g/L

Materia solida final = 0.01902 Kg
Jugos finales = 18.15 L

Concentración etanol = 17.53 g/L

Rendimiento = 38.49% Rendimiento = 46.87% Rendimiento = 11.07%
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CAPÍTULO V. 

CONCLUSIONES 
 

5.1 Conclusiones 

 

En esta investigación, se evaluó el efecto de diferentes pretratamientos químicos 

como etapa previa para el proceso de hidrólisis enzimática seguida de la 

fermentación para la obtención de etanol.  

 

Se llevó a cabo el proceso para la obtención del bagazo de pencas de 

agave Tequilana Weber  desde el molido, cocido y prensado, así como también su 

determinación en lignina, holocelulosa y alfa celulosa para dar inicio a los distintos 

pretratamientos que fueron alcalino-oxidativo, combinado y ácido. 

 

En la vista microscópica se observa cómo es que la fibra del bagazo de 

pencas es roto por los pretratamientos empleados, eliminando así las barreras que 

protegen la celulosa para hacer accesible el ataque enzimático, así como también 

se observa que la mayor ruptura se da en el pretratamiento Alcalino-Oxidativo y el 

combinado, mientras que en el ácido las fibras se mantienen aún unidas porque la 

ruptura fue menor, esto se puede visualizar más claramente  en la materia solida 

al final de los pretratamientos.  

 

El pretratamiento Combinado produce la mayor liberación de azucares 

durante la hidrólisis enzimática del bagazo de pencas Tequilana Weber, 

obteniéndose mejores resultados debido a que en el pretratamiento se tiene una 

mejor ruptura de la fibra, siguiéndole el Alcalino-Oxidativo y no mostrando buenos 

resultados el pretratamiento Ácido para este tipo de material vegetal. 

 

En el pretratamiento ácido las fibras del bagazo no fueron rotas como se 

esperaba debido a la hidrólisis de la hemicelulosa ya que el glucomanano es 
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estable en este medio. Por lo que esto da origen a inhibidores de la fermentación 

como son furfural, HMF y otros productos volátiles que son los causantes de la 

baja cantidad de azucares fermentables así como también al ácido sulfúrico ya 

que reduce el potencial que efectúan las enzimas, pese a que se empleó una 

detoxificación con hidróxido de calcio para eliminar agentes inhibidores,  pudo no 

haberse lavado lo suficiente dejando presente agentes inhibidores que fuesen los 

causantes del bajo contenido de azúcares fermentables. 

 

La  hidrólisis enzimática posee las ventajas de condiciones de temperatura 

y pH suaves, así como también que no generan inhibidores de la fermentación, el 

consumo de energía es bajo con la única desventaja del costo de las enzimas 

empleadas debido a que estas presentan selectividad. 

 

Se obtuvo una mayor concentración de etanol del pretratamiento 

combinado seguida de ella el pretratamiento Alcalino-Oxidativo y en último lugar el 

pretratamiento Ácido. 

 

Por lo cual se concluye que el pretratamiento es la etapa más influyente en 

el proceso para la obtención del Bioetanol, debido a que es en esta donde la fibra 

se acondiciona para los siguientes ataques como ser la hidrólisis y fermentación.  

 

Uno de los factores importantes presentes en esta investigación fueron los 

compuestos y las condiciones empleadas para el pretratamiento, siendo esta 

etapa la más extenuante de realizar. 

 

Un factor importante a mencionar es que la levadura empleada 

Saccharomyces cerevisiae solo consume glucosa dejando de la lado los 

compuestos con cadena de cinco carbonos como ser la xilosa por lo que se tiene 

menores rendimientos de etanol, haciendo viable el empleo de la Zymomonas 

mobilis  que consume pentosas y hexosas presentando una mayor ventaja sobre 

las Saccharomyces cerevisiae. 
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Otras de las ventajas presentes en la producción de biocombustibles de 

segunda generación son los residuos, en los sobrenadantes de los 

pretratamientos se encuentran presente lignina y azúcares  los cuales pueden 

emplearse para estudios posteriores, así como también aprovecharse la materia 

solida seca obtenida al finalizar la fermentación  para producir biocombustibles de 

tercera generación, por ser realizada a nivel planta piloto la proporción de la 

materia seca se redujo un  0.1902% respecto a los 10 kg iniciales para el 

pretratamiento combinado por lo cual esta  podría ser realizada a una escala 

mayor con dicho pretratamiento ya que es este el que  proporciona mejores 

resultados en las pencas de agave Tequilana Weber. 

Debido al contenido de azúcares reductores totales y a los elevados 

volúmenes de producción, las hojas o pencas del Agave tequilana Weber 

constituyen una prometedora materia prima para la producción industrial de 

bioetanol. 

Las pencas de agave tequilana weber son desperdiciadas en la industria 

tequilera debido a que estos se enfocan en las piñas y su alto contenido de 

azúcares dejando de lado las pencas y el aprovechamiento de estas, en esta 

investigación se logran rescatar ya que la cantidad de celulosa presente en ellas 

también es alta no para ser comparada con la de las piñas pero si para obtener un 

biocombustible de segunda generación aprovechando el material lignocelulósico 

presente en la penca. 

La utilización de las hojas o pencas del Agave tequilana Weber para la 

producción de bioetanol de segunda generación es una alternativa viable y 

sustentable que no pone en riesgo la seguridad alimentaria de la población, ya que 

éstos residuos agrícolas no forman parte de la alimentación humana ni animal, y 

su empleo en este proceso contribuye para un mejor aprovechamiento integral del 

cultivo. 
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5.2 Recomendaciones  

 

 

Con el propósito de poder mejorar el trabajo realizado se recomienda lo siguiente: 

 

 Investigar métodos de recuperación para los sobrenadantes obtenidos de 

los pretratamientos y sus respectivos lavados. 

 Realizar un estudio más minucioso en la caracterización de las pencas, 

para saber si en su composición hay algún componente inhibidor. 

 Investigar métodos para minimizar el contenido de posibles inhibidores en 

el pretratamiento ácido o bien proponer otras condiciones de operación 

para las pencas. 

 Emplear Zymomonas mobilis que consume pentosas y hexosas para 

obtener un mayor rendimiento de etanol. 

 Realizar un estudio químico de posibles inhibidores presentes en la etapa 

de pretratamiento y fermentación para proponer métodos de detoxificación 

del material. 
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GLOSARIO 
 

Aldopentosa: Monosacárido de cinco átomos de carbono con un grupo funcional  

aldehído.  Una de las más importantes es la ribosa, la cual hace parte de 

los nucleótidos que forman el ARN. A partir de la ribosa se puede obtener 

la desoxirribosa, la cual forma parte del ADN. 

 

Arabinosa: La arabinosa es un monosacárido de cinco carbonos con un 

grupo aldehído por lo que pertenece al grupo de las aldosas y dentro de este al de 

las aldopentosas. De las dos formas D y L, el enantiómero ampliamente extendido 

en la naturaleza es la L-arabinosa, siendo uno de los constituyentes de 

la pectina y la hemicelulosa. Puede encontrarse principalmente en la goma 

arábiga. 

 

ATP: La adenosina trifosfato (abreviado ATP, y también llamada adenosin-

5.trifosfato o trifosfato de adenosina) es una molécula utilizada por todos los 

organismos vivos para proporcionar energías en las reacciones químicas. 

También es el precursor de una serie de coenzimas esenciales como el ADN o la 

coenzima A.  

 

Bagazo: Se denomina bagazo al residuo de materia después de extraído su jugo. 

Celulasa: Enzima compleja especializada en descomponer celulosa, 

transformándola en múltiples monómeros de glucosa. Es producida con leves 

diferencias químicas por los integrantes del reino de los hongos y el de las 

bacterias. 

Cepa: Son microorganismos del tipo fenotípico que representan una proporción 

derivada de un organismo mayor, como una muestra de estudio. Las cepas 

contienen información biológica que es de interés científico. Son obtenidas por 

lo general a través del procedimiento de la clonación. 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tidos
https://es.wikipedia.org/wiki/ARN
https://es.wikipedia.org/wiki/Desoxirribosa
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Monosac%C3%A1rido
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Aldeh%C3%ADdo
https://es.wikipedia.org/wiki/Aldosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Pentosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Enanti%C3%B3mero
https://es.wikipedia.org/wiki/Pectina
https://es.wikipedia.org/wiki/Hemicelulosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Goma_ar%C3%A1biga
https://es.wikipedia.org/wiki/Goma_ar%C3%A1biga
https://es.wikipedia.org/wiki/Jugo
http://conceptodefinicion.de/muestra/
http://conceptodefinicion.de/general/
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Detoxificación: Es un proceso que consiste en la inactivación de productos 

tóxicos que puedan presentarse. 

 

Endoglucanasas: Enzimas que descomponen los enlaces internos β-1,4 y así 

alteran la estructura cristalina de la celulosa individual. 

 

Enzima: Proteína soluble producida por las células del organismo, que favorece y 

regula las acciones químicas de los seres vivos, teniendo la función de catalizar 

las reacciones químicas. 

 

Exogluconasas: Enzimas que parten de dos a cuatro unidades de glucosa desde 

los extremos de las cadenas expuestas producidas por las endoglucanasas, 

produciendo tetrasacáridos o disacáridos como la celobiosa. 

 

Fermentación: Proceso bioquímico por el que una sustancia orgánica se 

transforma en otra, generalmente más simple, por la acción de un fermento. 

Proceso catabólico de oxidación incompleta, que no requiere oxígeno, y el 

producto final es un compuesto orgánico. 

 

Glucanos: Polisacárido (glúcidos) formados por subunidades de D-glucosa unida 

por enlaces glucósidos. 

 

Glucosa: Monosacárido con forma molecular C6H12O6. Es una hexosa es decir 

contiene 6 átomos de carbono y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo está en 

el extremo de la molécula. Es una forma de azúcar que se encuentra en frutas y 

miel. 

 

Galactosa: Es un azúcar simple o monosacárido formado por seis átomos de 

carbono o hexosa. 
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 Hidrólisis o sacarificación: Proceso en el que se convierte una sustancia en 

azúcar por medio de la hidratación. 

 

Levadura: Hongo unicelular que produce enzimas capaces de provocar la 

fermentación alcohólica de los hidratos de carbono.  

 

Manosa: Azúcar simple o monosacárido que se encuentra formando parte de 

algunos polisacáridos de las plantas y en algunas glucoproteínas animales. 

 

Saccharomyces cerevisiae: Es un hongo unicelular, un tipo de levadura utilizado 

industrialmente en la fabricación de pan, cerveza y vino. 

 

Solidificación: Proceso físico que consiste en el cambio de estado de la materia 

de líquido a solido producido por una disminución en la temperatura o por una 

compresión de este material. 

 

Xilosa: También llamada azúcar de la madera es una aldopentosa es decir un 

monosacárido que contiene cinco átomos de carbono y un grupo funcional 

aldehído que tiene un isómero funcional que es la xilulosa. 

 

Zymomonas mobilis: Es una bacteria Gram-negativa anaerobia facultativa que 

puede fermentar determinados azúcares a través de la ruta metabólica productora 

de bioetanol, en ocasiones con mayor eficacia que las levaduras.   
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