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Resumen 

Los residuos generados después de la producción de banano representan un material 

celulósico abundante que tiene potencial para ser usado en la producción de 

biocombustibles celulósicos. La conversión eficiente de biomasa lignocelulósica en 

azúcares monoméricos requiere reducción del tamaño de partícula, pretratamiento e 

hidrólisis enzimática. El agua líquida caliente (ALC) es un pretratamiento hidrotérmico 

efectivo con potencial en aplicaciones industriales que debe ser optimizado en términos 

de la temperatura, tiempo de reacción, tamaño de partícula de la biomasa y la relación 

agua: sólidos que puede variar dependiendo de las características de la lignocelusa. En 

este trabajo se optimizó el pretratamiento con agua líquida caliente de raquis de banano 

para temperaturas entre entre180 and 220°C, tiempos entre 0 y 60min, dos rangos de 

tamaño de partículas (<0.42 mm y 2.83 a 6.35 mm) y carga de sólidos de 5 y 15% peso 

seco (p/p). El mayor rendimiento de glucosa (82%) se evidenció a 220oC durante 20 min. 

Mientras estas condiciones reflejan la solubilización de casi toda la hemicelulosa, el 

rendimiento a xilosa y arabinosa decreció por la presencia de compuestos alcalinos en el 

raquis fresco, los cuales catalizaron la degradación a sustancias húmicas. Se propuso un 

modelo con dependencia de la temperatura, tipo Arrhenius, el cual describe 

acertadamente la formación en serie de oligómeros. 

 

Palabras clave: Raquis de banano, hidrólisis enzimática de celulosa, pretratamiento. 

 

 

Abstract 

Banana agricultural waste represents a regionally-specific and abundant cellulosic 

material that has potential as a feedstock for producing cellulosic biofuels. Efficient 

conversion of lignocellulosic biomass into monomeric sugars requires particle size 

reduction, pretreatment, and enzymatic hydrolysis. Liquid hot water (LHW) is an effective 

hydrothermal pretreatment process with potential for industrial application that must be 

optimized in terms of the temperature, reaction time, particle size of biomass, and 

water:solids ratio that can vary depending upon the characteristics of the lignocellulose. 

We present the optimization of LHW pretreatment of banan rachis for temperatures 

between 180 and 220°C, at times between 0 and 60min, two particle size ranges (<0.42 

mm and 2.83 to 6.35 mm), and solid loadings of 5 and 15% dry matter (w/w). The highest 



saccharification yields of glucose (82%) occurred after pretreatment at 220°C for 20 min. 

While these conditions resulted in extraction of nearly all of the hemicellulose, the yield of 

xylose and arabinose was lowered by the presence of alkali in the raw material which 

catalyzed the degradation. A model was proposed in order to elucidate the serial 

formation of oligomers and subsequent monomers but mostly humins. 

 

Keywords: Banana rachis, Cellulose enzymatic hydrolysis and Pretreatment.  
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1. Introducción 

El inminente agotamiento y el incremento en la demanda de los combustibles fósiles ha 

motivado la búsqueda de nuevos sustituyentes como la producción de etanol a partir de 

cultivos energéticos y residuos lignocelulósicos (RLC). Estos materiales son renovables y 

permiten un balance favorable de CO2 cuando los biocombustibles y los combustibles 

fósiles son comparados. Además los RLC son económicos y no compiten como materia 

prima para otros procesos industriales, pero son muy contaminantes cuando se dejan en 

el campo para su descomposición después de la cosecha y/o la poda (Sánchez & 

Cardona, 2008; Velásquez-Arredondo, Ruiz-Colorado, & De Oliveira junior, 2010; Zhang, 

Whistler, BeMiller, & Hamaker, 2005). 

 

La bioconversión de residuos locales en etanol puede favorecer el desarrollo de las 

economías rurales ofreciendo empleo y suministrando una fuente local de combustible. 

Este plan es aplicable en regiones tropicales como Colombia donde es cultivado el 

banano y cuya producción está alrededor de 250 mil toneladas año. A nivel mundial son 

generadas 550 millones de toneladas de RLC (considerando una relación raquis/fruto=1 

y pseudotallo/fruto=5, teniendo en cuenta la producción mundial de banano reportada por 

la  FAO 2012) después de la producción de la fruta, lo cual corresponde al fin del ciclo de 

vida de la planta ya que esta es cortada y reemplazada por los nuevos brotes o retoños 

(Tock, Lai, Lee, Tan, & Bhatia, 2010). 

 

Parte del fruto de rechazo así como de la planta cortada, compuesta de pseudotallo, 

raquis y hojas, son generalmente dejados en el campo para su descomposición. Esto 

ocasiona esparcimiento de enfermedades y contaminación de efluentes. Los usos que se 

han propuesto para los residuos de fruta han sido alimentación animal, compostaje y 

producción de harina comestible y vacunas (Mestel, 2012; Zhang et al., 2005) mientras 

que la fracción lignocelulósica ha sido procesada para producir fibras útiles en la 
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manufactura de paneles de fibra y en el sector textil y del papel (Quintana, Velásquez, 

Betancourt, & Gañán, 2009; Tock et al., 2010; Zuluaga, Putaux, Restrepo, Mondragon, & 

Gañán, 2007). Solamente en los últimos años han sido evaluados como materiales 

energéticos a través de su uso en biodigestores y en la producción de etanol (Tock et al., 

2010; Velásquez-Arredondo et al., 2010). Con respecto a la producción de etanol, el 

almidón en la fruta es relativamente fácil de transformar por enzimas amilolíticas mientras 

que los desechos derivados de la planta necesitan ser pretratados antes de la hidrólisis 

enzimática (Velásquez-Arredondo et al., 2010). 

 

Un estudio sobre potencial energético de residuos agroindustriales revela que los más 

promisorios en Colombia son aquellos derivados de la palma de aceite, caña de azúcar, 

café, maíz, arroz, banano y plátano. Del banano y plátano se enfatiza en el pseudotallo y 

raquis (Escalante-Hernández, Orduz-Prada, Zapata-Lesmes, Cardona-Ruiz, & Duarte-

Ortega, n.d.). El raquis tiene una ventaja adicional en comparación con los demás 

desechos y es que se encuentra disponible y/o concentrado debido a que junto con el 

fruto, es llevado a las zonas de empaque donde es abandonado.  

 

Dadas las diferencias en la composición y complejidad estructural de cada parte de la 

planta el grupo de investigación Bioprocesos y Flujos Reactivos de la Universidad 

Nacional, Sede Medellín está optimizando las rutas de bioconversión de ellas 

individualmente. Un estudio preliminar considerando como variables de proceso,  dos 

tiempos y temperaturas, sugirió que el pretratamiento con ALC es mejor para raquis de 

banano, en comparación con  explosión a vapor. 

 

Aunque el estudio preliminar indicó que el pretratamiento con ALC es el más conveniente 

para raquis, se hace necesario entender el efecto de variables como el tiempo, 

temperatura, pH y carga de sólidos sobre el rendimiento de azúcares (Hosseini & Shah, 

2009a). En este trabajo se evalúan estas variables en el pretratamiento con ALC sobre 

raquis de banano y la posterior hidrólisis enzimática con el fin de encontrar la mayor 

producción de azúcares, entender los mecanismos de reacción por los cuales se generan 

degradación de azúcares y consecuentemente, la generación de otros compuestos no 

deseados y desarrollar un modelo matemático para predecir la solubilización de 

polisacárdios a partir de los valores que cada variable toma durante el pretratamiento. 
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El modelo propuesto predice acertadamente la formación de oligómeros, monómeros y 

productos de degradación (sustancias húmicas). 

Objetivo General 

Generar un modelo matemático que describa la producción de azúcares y compuestos 

de degradación en el pretratamiento de agua líquida caliente de raquis de banano. 

Objetivos específicos 

 Caracterizar los polisacáridos presentes en el raquis de banano. 

 Establecer las ecuaciones asociadas a la producción de azúcares y compuestos 

de degradación durante el pretratamiento hidrotérmico de raquis de banano. 

 Determinar los parámetros del modelo a partir del ajuste con datos 

experimentales. 

 Verificar la efectividad del pretratamiento a partir del rendimiento global de 

azúcares en procesos enzimáticos. 
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2. Marco Teórico 

En el marco de las biorrefinerías, esta revisión plantea la composición de la biomasa y su 

procesamiento haciendo énfasis en las tecnologías más promisorias de pretratamiento y 

su modo de acción desde el punto de vista mecánico y químico. 

 

Por último se plantean los mecanismos y ecuaciones cinéticas propuestas para describir 

la autohidrólisis o solubilización de la hemicelulosa que es el principio del pretratamiento 

con ALC. 

2.1 Caracterización biomasa lignocelulósica 

Los materiales lignocelulósicos son la biomasa renovable más abundante con una 

producción anual de 1x1010 MT (Sánchez & Cardona, 2008) y está compuesta 

principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. La hemicelulosa y celulosa son 

polímeros de azúcares que pueden ser aprovechados en procesos fermentativos para 

producir otros compuestos de valor agregado. Sin embargo, dadas sus estructuras, la 

hemicelulosa es tratada a condiciones ácida o alcalinas poco severas en comparación 

con la celulosa que exhibe una formación cristalina. A continuación se presentan los 

detalles en la estructura química de cada una de las fracciones de la biomasa 

lignocelulósica para el entendimiento posterior de la acción de los pretratamientos 

propuestos en la literatura con el propósito de modificarlas. 

 

Las siguientes definiciones fueron tomadas textualmente del trabajo de Kim et al. (2008) 

en el que se muestra al final un glosario sobre los términos correspondientes a los 

componentes de los materiales lignocelulósicos y cuya finalidad es facilitar el 

entendimiento y evitar confusiones entre la comunidad científica. 
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2.1.1 Celulosa 

Polímero lineal de glucosa β 1-4 glucosa que se encuentra en las paredes de las células 

vegetales y otra clase de células y bacterias. La celulosa es un polímero recto que forma 

cristales naturales a través de interacciones Van Der Waals y puentes de hidrógeno entre 

las caras planas de múltiples cadenas de celulosa. Esta estructura macromolecular le da 

a la celulosa rigidez y resistencia a la hidrólisis (es difícil para el agua penetrar fácilmente 

a la estructura cristalina). 

2.1.2 Hemicelulosa 

Polímero altamente ramificado compuesto principalmente de xilosa y arabinosa, con 

pequeñas cantidades de galactosa y glucosa presentes en las paredes de las células 

vegetales. La hemicelulosa está sustituída con ésteres de ácido acético y glucorónico.  

Ésta actúa como fracción cementante en las paredes de las células de las plantas que 

mantienen las microfibras cristalinas de celulosa en su lugar y es hidrolizada 

relativamente fácil en comparación con la celulosa, debido a su estructura amorfa 

altamente ramificada. 

 Xilano 

Se refiere a la forma anhidra de la xilosa presente en la hemicelulosa. Es anhidra porque 

tiene una molécula de agua (18 g/mol) menos debido a la reacción de condensación para 

formar el polímero C5H8O4, peso molecular = 132 g per g-mol. Este es un término de 

conveniencia para las consideraciones del balance de masa que no reflejan la 

complejidad de la hemicelulosa ampliamente sustituida. La medición del xilano se lleva a 

cabo por la hidrólisis de la biomasa con ácido sulfúrico, midiendo la xilosa resultante con 

HPLC, y corrigiendo la masa final con el agua agregada durante la hidrólisis. Xilosa y 

galactosa en la misma solución, son cuantificadas utilizando el mismo pico en el 

cromatograma ya que son retenidos al mismo tiempo y por tanto se reportan 

combinados. 
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 Arabano 

Se refiere a la forma anhidra de la arabinosa, presente en la hemicelulosa. Tiene una 

molécula de agua (18 g/mol) menos que la arabinosa debido a la reacción de 

condensación para formar el polímero C5H8O4, peso molecular = 132g por g-mol. Este es 

un término de conveniencia para las consideraciones del balance de masa que no 

reflejan la complejidad de la hemicelulosa ampliamente sustituída. La medición del 

arabano se lleva a cabo por la hidrólisis de la biomasa con ácido sulfúrico, midiendo la 

arabinosa resultante con HPLC, y corrigiendo la masa final con el agua agregada durante 

la hidrólisis. 

 Grupos acetilo 

Se refiere a la forma anhidra del ácido acético como sustituyente de la  hemicelulosa a 

través de un enlace éster.  CH3COOH, de peso molecular 42g por g-mol. La medición de 

los grupos acetil se desarrolla a través de la hidrólisis de la biomasa con ácido sulfúrico, 

midiendo el ácido acético resultante con HPLC, y finalmente corrigiendo la masa final por 

el agua agregada durante la hidrólisis (18 g/mol). 

 

2.1.3 Lignina 

Es un polímero altamente complejo y ramificado de unidades de fenilpropanos. Se 

encuentra en la pared celular secundaria de las plantas y actúa como un sello para 

prevenir los ataques microbianos de las células e incrementar la resistencia y rigidez o 

firmeza de la pared celular. La lignina es depositada en la última etapa de crecimiento de 

la planta. La resistencia de la lignina previene alguna elongación de la célula después de 

depositada.  Las células de las plantas altamente lignificadas se encuentran en los 

sectores más maduros de la planta responsables del soporte estructural. 

 

2.2 Biorrefinerías 

El concepto de biorefinería involucra plantas de procesamiento integradas y 

diversificadas donde la biomasa lignocelulósica es transformada en una amplia variedad 

de productos de valor agregado de la misma manera que las refinerías de petróleo.  
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Las plataformas de biorrefinerías dependen en gran medida del material a tratar y se 

clasifican en bioquímicas y termoquímicas. Las primeras se basan en la producción de 

azúcares y las termoquímicas en la generación de gas de síntesis, biogases o productos 

ricos en enlaces de carbono. 

 

Este trabajo se basa en la plataforma bioquímica la cual involucra en primera instancia 

preparación de la materia prima utilizando molienda y pretratamientos, conversión de la 

biomasa en azúcares y otros compuestos fermentables a través de catalizadores 

químicos y/o biológicos y por último la etapa de fermentación en la cual se produce 

etanol y otros combustibles (Carvalheiro, Duarte, & Gírio, 2008)  .  A la vez, el enfoque es 

la primera etapa o pretratamiento debido a que esta se considera como la más costosa 

(Hosseini & Shah, 2009a) y además afecta los procesos posteriores.  

 

2.3 Pretratamientos sobre biomasa lignocelulósica 

El aprovechamiento de la biomasa lignocelulósica para la generación de productos de 

valor agregado a partir de sus fracciones constituyentes como la hemicelulosa y celulosa, 

requiere en primera instancia la eliminación de las barreras que dificultan el acceso de 

catalizadores químicos o biológicos que contribuyen a su transformación a la vez que es 

necesario disminuir la recalcitrancia o alteración de las estructuras cristalinas de la 

fracción de interés con el fin de obtener una mayor velocidad de reacción y mejores 

rendimientos. Además es deseable que los carbohidratos no se degraden o se formen 

otros productos que puedan inhibir la acción de las enzimas o los microorganimos 

fermentadores. 

 

El fraccionamiento de los RLC y la utilización de cada componente por separado es la 

actual filosofía de las biorefinerías de biomasa. Sin embargo, se tiene el problema que 

cada componente estructural (celulosa, hemicelulosa y lignina) no puede ser aislado 

simultáneamente y por lo general ocurre la solubilización y dependiendo de las 

condiciones o severidad, la paralela o posterior degradación de alguna de ellas. 

 

Las maderas y residuos agrícolas tienen diferente composición y la formación y 

deposición de cada una de sus fracciones en las paredes de las células varía por la 
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especie, condiciones ambientales, daños por poda, humedad, radiación UV, plagas. 

Dada la diferencia en composición y la complejidad estructural de cada planta y sus 

tejidos, es primordial someterlos a diferentes rutas de bioconversión y condiciones de 

operación con el fin de encontrar el mejor balance entre rendimiento y economía. 

2.3.1 Pretratamientos con pH neutro 

 Explosión a vapor 

En este pretratamiento la biomasa se pone en contacto con vapor de agua saturado a 

temperaturas que oscilan entre 160 y 260oC por períodos de segundos o varios minutos 

después de los cuales, este es liberado súbitamente a través de una válvula de alivio que 

hace que el vapor absorbido por el material lignocelulósico se expanda tratando de 

igualar la presión de los alrededores. 

 

Durante la explosión a vapor se dan reacciones de pirólisis y de hidrólisis dependientes 

principalmente del tiempo y la temperatura. Además de las reacciones, este 

pretratamiento tiene efectos mecánicos en el sentido que la expansión genera fuerzas 

que desagregan y rompen las fibras. 

 

El concepto de accesibilidad involucra la separación en sus fracciones con razonable 

grado de pureza para ser aprovechadas en la producción de etanol como es el caso de la 

celulosa y producción de químicos utilizados en la medicina, construcción de materiales y  

aditivos en alimentación, tal como ocurre con la hemicelulosa y lignina  (Wang, Jiang, Xu, 

& Sun, 2009). 

 

Con el fin de obtener un sólido rico en celulosa, es necesario implementar otra clase de 

pretratamientos además de la explosión a vapor con la finalidad de solubilizar la lignina y 

la hemicelulosa degradada (sustancias húmicas). Uno de estos tratamientos consiste en 

poner en contacto la biomasa ya alterada por explosión a vapor, es decir, una biomasa 

con mayor porosidad, con una solución de sodio 1 M a 30oC y durante tres horas  (L. 

Kumar, Chandra, Chung, & Saddler, 2010; Wang et al., 2009). 

 

Además del uso de base, también se ha encontrado que antes del proceso de expansión 

a vapor, la biomasa lignocelulósica es impregnada con ácidos (Cara et al., 2008; S. B. 
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Kim & Lee, 2002; Zimbardi et al., 2007). Estos ácidos junto con el comportamiento ácido 

del agua a altas temperaturas (aumento del pKa)  favorece la solubilización de 

hemicelulosa y degradación de xilosa. 

 

En general, la cantidad de agua como resultado de la condensación del vapor después 

de la descompresión no representa una dilución excesiva de los azúcares solubilizados. 

 Agua líquida caliente o agua caliente comprimida 

Con el objetivo de obtener azúcares, uno de los tratamientos de más interés actual es el 

de agua caliente comprimida el cual ha sido analizado desde el punto de vista del 

desempeño, de los mecanismos de reacción y el desarrollo de modelos cinéticos.  

 

Este pretratamiento es similar al de explosión a vapor, sin embargo, a diferencia de este 

la biomasa está en medio líquido y la expansión es reemplazada por un enfriamiento 

controlado en el que se mantiene el equilibrio líquido vapor o saturación y por ende, 

líquido todo el tiempo. Es por esta razón que se recomienda llenar con la mezcla 

biomasa agua más de un 75% del volumen del reactor. 

 

Durante este pretratamiento se usan temperaturaturas superiores a 150oC pero inferiores 

a la crítica del agua. A estas condiciones el agua permanece en fase acuosa y se 

favorece la deshidratación y reacciones de condensación retro-aldol debido al cambio en 

las propiedades del agua con respecto a la temperatura ambiente como constante 

dieléctrica baja y alto producto iónico. Es decir, el agua caliente subcrítica puede actuar 

como catalizador ácido o básico para reacciones de hidrólisis de enlaces éter y éster, 

además actúa como solvente y reactante (Wu, Fu, Giles, & Bartle, 2008). 

 

La reacción hidrotérmica de los polisacáridos como la celulosa y hemicelulosa ricos en 

enlaces tipo éter y éster, lleva a la producción de oligosacáridos, monómeros e isómeros, 

además de productos de degradación como furfurales, fenoles y ácidos carboxílicos 

(Castro V., Rodríguez V., & Díaz V., 2008). La alteración de la biomasa y la conversión a 

azúcares está relacionado con el tipo de material, la temperatura (Y. Kim, Mosier, & 

Ladisch, 2008), tamaño de partícula (Zeng, Mosier, Huang, & Sherman, 2007a), 

humedad y tiempo (Hosseini & Shah, 2009a). 
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Dado que la hemicelulosa es más fácil de hidrolizar, se han propuesto dos etapas de 

hidrólisis utilizando agua caliente comprimida para aumentar la conversión de la biomasa 

a azúcares. Una primera etapa a temperaturas entre 180 y 200oC en el que la 

hemicelulosa es solubilizada seguida de un incremento de temperatura más arriba de 

230oC para recuperar la glucosa del sólido residual (Wu et al., 2008); sin embargo, en los 

últimos días, las investigaciones han desarrollado solamente la primera y se han 

enfocado en la optimización de la hidrólisis enzimática de la celulosa como proceso 

subsecuente (Li et al., 2010).  

 

Además de la temperatura durante el pretratamiento con agua caliente, se ha reportado 

condiciones de operación que varían entre 6-20 % p/p para carga de sólidos (Dien et al., 

2008; Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008), tamaño de partículas desde 0.420 mm (Y. Kim, 

Mosier, & Ladisch, 2008) hasta 10 mm (Cara et al., 2008) e incluso tamaños poco 

usuales hasta de 2 cm aplicados especialmente a chips de madera debido a que esta es 

más difícil fraccionarla en comparación con materiales herbáceos (Mittal, Chatterjee, 

Scott, & Amidon, 2009a). Respecto a los tiempos, oscilan entre 5 y 20 min (Cara et al., 

2008; Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008). La Tabla 2-1 presenta un rango completo de 

condiciones y materiales. 

 

Tabla 2-1: Condiciones de operación usadas en hidrotratamiento de RLC (Mittal, 2006). 

Biomasa 
Tiempo 

precalentamie
nto (min) 

Tempera
tura (°C) 

Tiempo de 
reacción 

(min) 

Tamaño de 
partícula 

(mm) 

Relación 
líquido 

sólido(g/g) 

Cubiertas de 
almendra 

6-8 150-190 0-330 300um 4-6 

Residuos 
maíz 

8 150-190 1.5-330 1 8 

E. globulus - 181 37.5 8 6 
Arundo 
Donax 

35 150-200 1-10 8 8 

Yellow poplar 0.5 190-220 2-7.5 6 13-50 

Yellow poplar 70-75 220-260 <1 5 15 

Fibra de maíz 0.5 210-220 2 1.6 10-20 

Aspen 8 180-220 2.5-30.5 0.5-1 80 

Eucalipto 1.5 0-224 56 8 8 

Pinus 
pinaster 

0-56 190-210 4-8 2-12 - 
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2.3.2 Pretratamiento con pH controlado 

La hemicelulosa contiene ácidos urónicos y se encuentra sustituida con grupos acetilo los 

cuales son liberados a medida que esta se solubiliza. Los grupos acetilo reaccionan con 

agua para formar ácido acético el cual causa disminución del pH en el líquido. Con el fin 

de aumentar la generación de oligómeros y monómeros y disminuir la degradación de 

estos últimos, es deseable que el pH se mantenga entre 5 y 7. Para lograr dicho 

propósito, es necesaria otra versión del agua caliente comprimida en la que se agrega 

una base o un búfer y es conocida como pretratamiento con pH controlado. 

 

2.3.3 Pretratamientos ácido-básicos 

El efecto de este tipo de pretratamientos y la diferencia con los ya mencionados, radica 

en la mayor variación de los niveles de pH. En orden de menor a mayor pH los 

tratamientos ácido base se clasifican en ácido concentrado,  ácido diluido, Amoniaco 

(AFEX) y cal más conocido como lime. 

 

El uso de ácidos o bases tiene efecto en la solubilización de alguna de las fracciones y 

en algunos casos degradación de las mismas. Considerando solamente el efecto del pH 

y como se aprecia en la Figura 2-1, los pretratamientos ácidos tienden a solubilizar la 

hemicelulosa y aunque también la lignina, esta sufre un proceso de condensación 

volviendo a su forma original. Los pretratamientos alcalinos tienden a solubilizar de forma 

selectiva la lignina. 

 

La cantidad de ácido y base a adicionar e incluso el efecto cuando se trata de 

autohidrólisis, depende de la capacidad neutralizante de la biomasa debido a 

compuestos alcalinos presentes en ella (Lloyd & Wyman, 2004). Tal es el caso de 

residuos de la cosecha de maíz los cuales presentan un pH de 8.16 cuando son 

dispuestos en agua con una relación de sólidos de 10% (Zimbardi et al., 2007). 

 

Los pretratamientos en la Figura 2-1: Explosión a vapor, agua líquida caliente, ácido 

diluido, pretratamientos con cal y amoniaco son los más estudiados y con mayor 

viabilidad económica (Mosier et al., 2005) por eso son los escogidos para su revisión en 

esta tesis. 
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Figura 2-1: Composición relativa del sólido remanente como función del pH en cada 

pretratamiento (Carvalheiro et al., 2008). 

 

 Pretratamientos con ácido 

Generalmente este pretratamiento busca la máxima recuperación de azúcares a partir del 

material lignocelulósico ya que con la celulosa ocurren reacciones de recondensación lo 

que impide su solubilización. 

2.3.3.1.1 Ácido concentrado 

Se han probado H2SO4 y HCl con el fin de solubilizar los azúcares provenientes tanto de 

la celulosa como de la hemicelulosa. Sin embargo, tiene muchas desventajas como la 

corrosión de equipos y la necesidad de recuperación o neutralización del ácido, lo cual 

puede lograrse con la adición de bases, el uso de membranas aniónicas o en forma de 

H2S a partir de tratamientos anaeróbicos de agua residual. 

 

Este pretratamiento requiere bajas temperaturas (por ejemplo 40oC) pero largos tiempos 

de reacción (2 a 6h) y concentraciones de ácido que varían entre 30 y 70% (Taherzadeh 

& Karimi, 2007). 
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2.3.3.1.2 Ácido diluido 

Aunque el ácido sulfúrico es el más utilizado, otros ácidos como el nítrico, hidroclórico y 

fosfórico han sido probados. Se usa ampliamente para la solubilización de hemicelulosa 

con el fin de incrementar la digestibilidad de la celulosa en procesos de hidrólisis 

enzimática o producir furfural a partir de pentosas solubilizadas. 

 

La concentración de ácido es de 0.5 a 4% pero se requieren temperaturas en el rango 

160 a 220°C y periodos de minutos a segundos. Las altas temperaturas conducen a la 

rápida degradación de azúcares que no solo bajan el rendimiento a azúcares sino que 

también favorece la formación de inhibidores que afectan la producción de etanol durante 

el proceso de fermentación (Taherzadeh & Karimi, 2007). 

 

Los inhibidores se pueden generar por degradaciones de los monosacáridos elementales 

producidos durante la hidrólisis, transformaciones de compuestos como la producción de 

ácido acético a partir de los grupos acetilo de la hemicelulosa y fragmentaciones de la 

lignina (Delgenes, Moletta, & Navarro, 1996; Larsson et al., 1999; Millati, Niklasson, & 

Taherzadeh, 2002; Palmqvist, 2000). 

 

Los compuestos inhibidores de fermentación obtenidos a partir de los procesos químicos 

sobre materiales lignocelulósicos y almidón, son clasificados en tres grupos: derivados 

del furano o furaldehidos, ácidos orgánicos y compuestos fenólicos (Larsson et al., 1999). 

Sin embargo, el interés de este trabajo se centra en los dos primeros. 

 

Los principales compuestos inhibitorios derivados del furano encontrados e identificados 

en los hidrolizados ácidos de materiales lignocelulósicos y amiláceos son el furfural y el 

HMF. El furfural es formado a partir de la degradación de las pentosas (por ejemplo la 

xilosa) y el HMF es originado a partir de la degradación de hexosas (por ejemplo 

glucosa). El furfural y el HMF son a la vez precursores de otros compuestos inhibitorios 

como el ácido fórmico, inclusive el HMF puede producir también ácido levulínico (Cara et 

al., 2008; Oliva Domínguez, 2003). 

 

Los derivados del furano provocan disminución en la productividad de etanol y reducción 

en la velocidad específica de crecimiento (Larsson et al., 1999) presentándose un mayor 

efecto sobre la biomasa que sobre la producción de etanol. La toxicidad causada por el 
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furfural y el HMF se basa en la inhibición sobre algunas enzimas que actúan en el 

proceso de glicólisis de la levadura (Larsson et al., 1999; Palmqvist & Hahn-Hägerdal, 

2000). Por ejemplo, la inhibición directa de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), que 

contribuye a la excreción de acetaldehído de la célula, provoca acumulación de ésta a 

nivel intracelular generando un alto nivel de toxicidad. Además, los compuestos de origen 

furánico por su alta reactividad química pueden interactuar con al algunas biomoléculas 

como proteínas, lípidos o ácidos nucleicos y causar daños a nivel de membranas 

celulares (Oliva Domínguez, 2003). 

 

En el grupo de los ácidos orgánicos son reportados principalmente el ácido acético, 

fórmico y levulínico (Mussatto & Roberto, 2004). El mecanismo de inhibición de estos 

ácidos está dado por el ingreso en su forma protonada a través de la membrana y 

posterior disociación en el interior, donde el pH es mayor, lo que ocasiona la acidificación 

del citoplasma. El orden de toxicidad de estos compuestos  depende del tamaño de la 

partícula (Larsson et al., 1999) ya que a menor tamaño se facilita el paso a través de la 

membrana, siendo el de menor tamaño el ácido fórmico, seguido del levulínico y el ácido 

acético. 

 

La cantidad de inhibidores depende de la temperatura, concentración de ácido y tiempo. 

Mientras mayores sean estas variables se espera mayor generación de inhibidores. Sin 

embargo, existen alternativas como los tratamientos térmicos como el de agua caliente 

comprimida o autohidrólisis que sin presencia de ácido ayudan a solubilizar la biomasa 

quedando más dispuesta y susceptible de reaccionar en una posterior hidrólisis con la 

que se pueden obtener resultados similares  a condiciones menos severas. 

 

2.3.3.1.3 Base o cal 

Los pretratamientos alcalinos utilizan bajas presiones y temperaturas en comparación 

con otras tecnologías. Este pretratamiento se puede hacer a condiciones ambientales 

pero los tiempos de operación son del orden de horas o días en vez de segundos o 

minutos como los ácidos diluidos. 

 

Los reactivos utilizados han sido además de cal (hidróxido de calcio), hidróxido de sodio, 

potasio, y amoniaco. A diferencia de los pretratamientos que son catalizados con ácidos, 



Capítulo 2. Marco Teórico  27 

 

los compuestos alcalinos son utilizados como reactivos  los cuales son convertidos en 

sales o incorporados como sales en la biomasa. 

 

Las tecnologías alcalinas son muy parecidas al pulpeo kraft en el que el mayor efecto es 

la remoción de la lignina así como grupos acetil y ácidos urónicos de la hemicelulosa 

aumentando la reactividad de los polisacáridos remanentes. 

 

Además de mejorar el acceso de las enzimas a la celulosa por encontrarse más 

expuesta, también mejora la efectividad de las mismas ya que con la eliminación de la 

lignina también se reducen los sitios de adsorción no productivos. 

 

2.3.3.1.4 Amonia Fiber Explosion (AFEX) 

Es el pretratamiento análogo a la expansión a vapor en combinación con base o cal. La 

biomasa se impregna con amoniaco y se somete a altas presiones (2.7MPa) pero 

temperaturas cerca de 65°C y tiempos cortos.  Las reacciones que se presentan son las 

mismas que en el pretratamiento con base o cal y también hay un efecto físico adicional 

asociado con las fuerzas que rompen las fibras por la descompresión súbita afectando la 

macro y micro accesibilidad. 

 

Dada las condiciones de temperatura y pH no se produce degradación de azúcares, sin 

embargo si hay cierto grado de solubilización de hemicelulosa y además cambio de fase 

en la cristalinidad de la estructura de la celulosa que le permite absorber más agua y por 

lo tanto hincharse. 

 

2.4 Hidrólisis enzimática 

Las enzimas son catalizadores biológicos de naturaleza proteica y el sustrato polimérico, 

cuando de materiales lignocelulósicos se trata, tiene alta complejidad estructural y 

química. Por tratarse de sólidos, estas reacciones se denominan heterogéneas y por 

tanto un factor clave es la transferencia o accesibilidad de la enzima a los enlaces de 

interés que le permita adsorberse o formar el complejo enzima-sustrato para después 

actuar a través de sus sitios activos. 
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Los materiales lignocelulósicos son degradados por hongos productores de lignanasas y 

celulasas. Como se dijo anteriormente, el pretratamiento con agua líquida caliente está 

enfocado a solubilizar la hemicelulosa y por tanto mejorar la porosidad, área superficial y 

reactividad de la celulosa cuando es hidrolizada por enzimas celulasas que contribuyen 

al rompimiento de enlaces glucosídicos  (1-4). Las pentosas pueden ser convertidas a 

etanol por levaduras recombinantes y las xilanasas o arabinasas también han sido 

mezcladas con las celulasas buscando el efecto sinérgico de solubilizar la hemicelulosa 

remanente después del pretratamiento para mejorar el rendimiento global de todos los 

azúcares (Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008; Y. Kim, Mosier, Hendrickson, et al., 2008), sin 

embargo este estudio está enfocado al rendimiento de la celulosa que es el polisacárido 

más recalcitrante y el de mayor cantidad después de solubilizada la hemicelulosa por 

efecto del mismo. 

 

En los procesos de pretratamiento se pueden producir compuestos que inhiben la acción 

de las enzimas como es el caso de los fenoles derivados de la lignina y la celobiosa a 

partir de celulosa, además de la fusión y reubicación de la lignina encargada de generar 

sitios adsorbentes no productivos. En adición al pretratamiento, durante la hidrólisis 

también se genera la celobiosa que inhibe a la celulasa y por tanto se hace necesario 

adicionar celobiasa para convertirla a celulosa. En el caso de los fenoles, es usual hacer 

lavados con agua a 60oC para removerlos. 

 

Dada la composición y estructura de cada material lignocelulósico es necesario 

experimentar y encontrar las mejores condiciones principalmente de pretratamiento que 

permitan la mayor producción de azúcares durante la hidrólisis, gracias al balance entre 

accesibilidad de la celulosa por cambios estructurales y producción de inhibidores de las 

enzimas. 

2.5 Mecanismos de reacción de la biomasa 
lignocelulósica en procesos hidrotérmicos 

2.5.1 Rutas de conversión hidrotérmicade la celulosa 

La solubilización de los polisacáridos en los procesos hidrotérmicos (en presencia de 

agua líquida y a temperaturas subcríticas) presentes en la biomasa, implica el 
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rompimiento de enlaces y la formación de compuestos generalmente indeseables cuando 

de producción de bioetanol se trata. La identificación y las rutas de conversión 

proporcionan una idea de los compuestos que se espera obtener a partir de la conversión 

hidrotérmica de la biomasa lignocelulósica a la vez que proporcionan el entendemimiento 

necesario en la posterior proposición de los modelos cinéticos que permiten predecirlos. 

 

La celulosa es solubilizada durante los procesos hidrotérmicos en forma de 

oligosacáridos, monómeros e isómeros. La velocidad de solubilización se incrementa a 

medida que el agua se acerca a su temperatura crítica y se hace más evidente la 

degradación. Los productos de este proceso corresponden a glucosa, fructosa, 

celobiosa, celotriosa, 1-6anhidroglucosa (levoglucosano por deshidratación), 

celotetraosa, furfurales y varios ácidos carboxílicos. La ruta continúa por medio de 

reacciones de condensación retro-aldol, tautomería ceto-enólica, deshidratación y 

descarboxilación, entre otras (Figura 2-2). 
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Figura 2-2: Conversión hidrotérmica de celulosa. (Castro V. et al., 2008) 

 

2.5.2 Rutas de conversión hidrotérmica de la hemicelulosa 

Al inicio se pensó que la hidrólisis de los polisacáridos se daba solamente por la 

contribución de protones o grupos hidroxilo, sin embargo no fue hasta la época de 1920 a 

1930 que el concepto general de catálisis ácido-base fue desarrollado. Este concepto 

considera que incluso en catálisis ácida, las dos especies (HA, H+) contribuyen a la 

aceleración de la reacción. Los ácidos fuertes se disocian y proporcionan una fuente 

considerable de protones cuyo efecto es el predominante mientras que los ácidos débiles 

se disocian y los protones forman iones hidronio con el agua y sin embargo se reconoce 
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su acción. En general, cualquier catalizador ácido disociado o no en su forma protonada 

contribuye a la cinética de reacción (Baugh & Mccarty, 1986; Lu, 2008). 

 

Las sales también presentes en la biomasa cambian la cinética de reacción de la xilosa 

así como lo midió Lu (2008) al utilizar en un caso agua desionizada y en el otro una sal 

neutra como NaCl con el fin de alterar la fuerza iónica. 

 

Una vez la xilosa o arabinosa se solubiliza sufre reacciones de degradación catalizadas 

por protones, al igual que la glucosa. Una reacción dominante es la deshidratación de la 

xilosa o arabinosa como se muestra en la Figura 2-3. La xilosa es protonada primero en 

el oxígeno 2, O2, resultando en la formación de dehidrofuranosa a través de la pérdida de 

una molécula de agua. Después de más pasos de deformación, la dehidrofuranosa 

pierde un par de moléculas de agua y se convierte en furfural (Figura 2-3). 

 

También se ha reportado que en condiciones ácidas tanto la xilosa como el furfural son 

convertidos en sustancias húmicas (Y. Kim, Kreke, & Ladisch, 2012). 

 

 

Figura 2-3: Ruta de deshidratación de xilosa catalizada por protones. Lu, 2008. 
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La hemicelulosa se encuentra acetilada o sustituída por grupos acetilo estos son 

altamente reactivos en condiciones hidrotérmicas neutras. Reaccionan por hidrólisis en el 

intervalo 478-523 K. La conversión es completa sin presentar acciones secundarias o de 

competencia como se aprecia en la Figura 2-4 (Castro V. et al., 2008). 

 

 

Figura 2-4: Deacetilación de hemicelulosa en procesos hidrotérmicos. (Castro V. et al., 

2008). 

 

2.5.3 Rutas de conversión hidrotérmica de la lignina 

Como se mencionó anteriormente en la descripción de los constituyentes de la biomasa 

lignocelulósica, la lignina se compone principalmente por unidades de fenilpropano, 

principalmente el guayacol, catecol, fenol y ácido vanilínico. La aparición de estas 

sustancias sugiere que el mecanismo de descomposición hidrotérmica es compartido 

entre hidrólisis y pirolisis. 

 

Un esquema generalizado de estas reacciones se muestra en la Figura 2-5 para un 

ambiente carente de oxígeno, ya que en el caso contrario se producen fenoles pero la 

ruta continúa hasta oxidarse a ácidos carboxílicos y productos carbonizados (Castro V. et 

al., 2008). 

 

Estas reacciones ocurren generalmente a temperaturas más altas que la de fusión de la 

celulosa, es decir, alrededor de 230 oC. 
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Figura 2-5: Conversión hidrotérmica de la lignina en ausencia de oxígeno. (Castro V. et 
al., 2008). 

 

2.6 Modelos cinéticos de la solubilización de 
polisacáridos 

Un modelo es una imitación de la realidad y un modelo matemático es una forma de 

representación. No se debe olvidar o conseguir ser distraídos por el modelo al punto que 

olvidemos la aplicación real que nos impulsó a modelar (Hangos & Cameron, 2001). Otra 

definición que nos enmarca más en un objeto de estudio es la siguiente:  

un modelo de un sistema denotado como un objeto o conjunto de objetos cuyas 

propiedades se desean estudiar, es una herramienta para resolver preguntas acerca del 

sistema sin tener que hacer experimentación (Ljung & Glad, 1994). 

 

Tradicionalmente los modelos han sido clasificados como “empíricos”, “semiempíricos” 

(modelos que incorporan aproximaciones empíricas a las ecuaciones fenomenológicas), 

o fenomenológicos, que se basan completamente en los fenómenos de transporte y leyes 
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de conservación de masa y energía (tomado de Rittman et al., 1982 en Corredor & 

Caicedo (2005)). 

 

Para desarrollar este tipo de modelos se aconseja aplicar la siguiente metodología (Rice 

& Do, 1995): 

 

1. Hacer un bosquejo del sistema a modelar considerando las suposiciones y etiquetarlo 

definiendo la geometría y cantidades físicas y químicas. 

2. Seleccionar cuidadosamente las variables dependientes o de respuesta. 

3. Seleccionar las posibles variables independientes. Se sabe que los cambios en estas 

deberían afectar necesariamente las variables dependientes. 

4. Seleccionar los parámetros que se espera sean importantes (constantes físicas, 

tamaño, forma), además considerar aquellos parámetros que no son constantes (ej. 

la viscosidad cambiando con la temperatura). 

5. Bosquejar el comportamiento esperado de la(s) variable(s) dependiente(s). 

6. Establecer un volumen de control para un elemento finito o diferencial del sistema a 

ser modelado (por ejemplo, el reactor de hidrólisis),  especificando los elementos y  

las  corrientes de entrada y salida. 

7. Escribir las leyes de conservación para el elemento diferencial de volumen: Exprese 

los flujos y los términos de velocidad de reacción usando símbolos generales, los 

cuales son tomados como cantidades positivas, los signos son introducidos 

solamente cuando los términos son insertados de acuerdo a las reglas de las leyes 

de conservación. 

8. Convertir las ecuaciones a ecuaciones diferenciales. Por medio de la definición de 

derivada (como límite). 

9. Introducir las formas específicas de los flux (por ejemplo,     
  

  
 y las velocidades 

de reacción (      )). 

10. Escribir todas las posibilidades para los valores de frontera de las variables 

dependientes; la selección entre estas será hecha en conjunto con el método de 

solución seleccionado. 

11. Buscar los métodos de solución, y considerar las posibles aproximaciones para: i. 

definir la ecuación, (ii) las condiciones de frontera y (iii) una solución final aceptable. 

No olvidar que el modelamiento y la solución deben estar de acuerdo con la 

experimentación y la evidencia operacional para que tenga un valor real. 
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Un estudio cinético riguroso de la hidrólisis ácida de materiales lignocelulósicos es muy 

difícil debido a varios factores como: (i) protección contra ataques químicos (o biológicos) 

a la estructura de todas las células, (ii) acceso difícil de protones a la materia prima 

debido a la hidrofobicidad de la lignina, (iii) interacción con otros componentes, (iv) 

presencia de enlaces fuertes en el material (entre unidades de xilosa, grupos acetilo, 

ácidos urónicos, otros azúcares, lignina, etc.), (v) exposición variable de superficie 

hemicelulósica durante la reacción (Carrasco & Roy, 1992; Rodr, Ram, Garrote, & 

Manuel, 2004). Por tal razón es necesario aplicar simplificaciones a los estudios cinéticos 

tales como el uso de las principales leyes cinéticas válidas para sistemas homogéneos 

(reacciones pseudohomogéneas) o la suposición de que los materiales lignocelulósicos 

no reaccionan entre ellos. Este tipo de modelos se empezaron a implementar  por 

Saeman (1945) y en la Tabla 2-2 se aprecia que los modelos que se implementan 

actualmente siguen conservando esta esencia. 

 

 



 36 

 

Tabla 2-2: Modelos de degradación de polisacáridos de materiales lignocelulósicos y almidón reportados en la literatura. 

Autor 
Reactivos: 

Productos 
Condiciones Mecanismo y Modelo 

Parámetros 

hallados 

Mejores 

resultados 

Rodr et al., 2004 

(Gámez, González-

Cabriales, Ramírez, 

Garrote, & Vásquez, 

2006. :En este trabajo 

se utilizan los mismos 

modelos que en 2004 

pero utilizando ácido 

fosfórico como 

catlizador  y no se 

muestra en esta tabla. 

También Lavarack, Gri, 

& Rodman, 2002 

después de evaluar 

varios modelos 

concluye que este es el 

que mejor predice los 

datos experimentales) 

Bagazo de 

caña 

Glucano: 

glucosa, 

HMF 

Xilano: 

xilosa, 

furfural, ácido 

acético 

Arabano: 

arabinosa, 

ácido acético 

Ácido nítrico 

(2-6%) 

Tiempo 

reacción (0-

300 min) 

Temperatura 

(100-128 ) 

         
  
→          

  
→  

             

               

     
        

     
  

   

            

               

              

             

                           

                             

            

             

       , 

(valores 

diferentes según 

condiciones de 

operación) 

Glucosa: 3-5 g/l 

no se degradó 

Xilosa, 21g/l a 

180min, 128  y 

2% de HNO3 

Arabinosa, 2g/l 

no se degradó 

Ácido acético, 

4g/l, al 

comienzo de la 

reacción, 

128  y 6% de 

HNO3 
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(B Girisuta, Janssen, & 

Heeres, 2006)  

Glucosa: 

HMF, ácido 

levulínico, 

sustancias 

húmicas 

Ácido 

sulfúrico 

(0.05-1 M), 

temperatura 

(140-200  ), 

concentració

n inicial de 

glucosa (0.1 

y 1 M) 

       ( )
      
→       ( )       

 
      
→              

      
      
→                   

+ác. Fórmico 

   
      
→               

      (  )
  (   )

   

      (  )
  (   )

   

      (  )
  (   )

   

      (  )
  (   )

   

           
 

 
(           

√        
                 ) 

        : constante de disociación del 

    
  en el rango de temperatura 

           [( 
   
 
)(
 

 
 
 

  
)] 

           [( 
   
 
)(
 

 
 
 

  
)] 

           [( 
   
 
)(
 

 
 
 

  
)] 

           [( 
   
 
)(
 

 
 
 

  
)] 

               

               

               

              

Fueron tomados 

de Girisuta et 

al., 2005 

(trabajo no 

publicado) 
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(Tasić, Konstantinović, 

Lazić, & Veljković, 

2009)  

Almidón: 

dextrosa 

equivalente, 

HMF 

Ácido 

clorhídrico o 

ácido 

sulfúrico (0.5-

2M) 

Relación 

peso 

papa/volume

n 

ácido,1:0.75, 

1:1 y 1:2. 

         
  
→                 

           
  
→     

 

 

  , según 

condiciones de 

operación y solo 

con ácido 

clorhídrico                                   

   no se 

determinó 

porque HMF 

siempre estuvo 

por debajo de la 

concentración 

inhibitoria (0.2 

g/l) 

Máxima 

dextrosa 

equivalente 

(DE) 94% , 1M 

de ácido 

clorhídrico y 

relación peso 

papa/volumen 

ácido 1:2(w/v)y 

86% con ácido 

ácido sulfúrico.  

HMF, 0.1g/l, 

60min, 98 . 

(Hosseini & Shah, 

2009b) 

Hemicelulosa 

(como sólido 

poroso 

cilíndrico): 

xilopentosa, 

xilotetrosa, 

xilotriosa, 

xilobiosa, 

xilosa, 

productos de 

degradación 

Temperatura 

(160 ) 

pH=4.75 

   
  

 
 

  
( 
   
  
) 

   
  

           

   
  

                 

 
 

  
(    

   
  
) 

   
  

                 

 
 

  
(    

   
  
) 

               

         

La máxima 

producción de 

xilosa se da un 

tiempo 

aproximado de 

1000 min y a 

una distancia 

del sólido 

poroso desde el 

centro del eje 

axial, hasta 2.5, 

4.0 y 5mm del 

mismo. Es decir, 

se presentan 3 

máximos en la 
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           (    )      

       

 
 

  
(    

   
  
) 

   
  

                    

           ( 

   )             

 
 

  
(    

   
  
) 

 

   
  

                     ( 

   )        ( 

   )              
        

 
 

  
(    

   
  
) 

   
  

       
 

  
(    

   
  
) 

 : Concentración normalizada 

 : Constantescinéticas 

 : Difusividad efectiva 

concentración 

de xilosa. 
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 : eje axial del sólido poroso cilíndrico 

Subíndices                 hacen 

referencia al agua, hemicelulosa, 

xilopentosa, xilotetrosa, xilotriosa, 

xilobiosa y productos de degradación, 

respectivamente 

  :Probabilidad de romper los enlaces 

del monómero central con los 

monómeros vecinos en la xilopentosa  

  : Probabilidad de romper el enlace 

entre los dos monómeros centrales de 

la xilotetrosa. 

(Qi & Pel, 2007)  D-xilosa: 

furfural, 

productos de 

descomposici

ón 

No se utiliza 

catalizador. 

Temperatura 

(180-220  ) 

Presión 10 

MPa 

      
  
→          

  
→                          

       
  
→                           

       [   (   )     (    )]

 (    ) 

  :concentración molar de furfural 

        

             

Energías de 

activación 

aparentes 

según 

Arrhenius. 
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(Jing & Lü, 2008)  Glucosa:HM

F, ácido 

levulínico, 

productos de 

descomposici

ón, material 

húmico 

No se utiliza 

catalizador. 

Temperatura 

(180-220  ) 

Presión 10 

MPa 

       
  
→    

  
→  

  
→                      

  : ácido levulínico 

       
  
→         

   
  
→         

            
     

     
        

     
(           ) 

    
          

(     )(     )(     )
[(  

   ) 
    

 (     ) 
    

 (     ) 
    ] 

 

         

         

               

a diferentes 

temperaturas. 

 

Energías de 

activación 

aparentes 

según 

Arrhenius. 
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En la literatura revisada, la cantidad de productos formados como azúcares y productos 

de degradación, incluidos los inhibidodres a partir de polímeros se han modelado en la 

mayoría de los casos usando constantes cinéticas aparentes las cuales han aportado un 

entendimiento global del proceso de reacción hidrolítica a partir de modelos empíricos. 

Dichos modelos toman como variables independientes la velocidad de calentamiento, 

concentración de ácido, temperatura de reacción, tiempo de reacción, etc. También se 

incluye la fracción de polímeros más susceptible a la degradación hidrolítica que está 

relacionada con la especie de biomasa. Los factores como este último y las constantes 

cinéticas aparentes que tienen implícita la información del carácter heterogéneo de la 

reacción hacen necesario el modelamiento cinético de los pretratamientos hidrotérmicos 

sobre el material lignocelulósico de la planta de banano. 
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3. Materiales y Métodos 

3.1 Raquis de banano 

El eje de los racimos de banano Cavendish, conocido como raquis, fue colectado en la 

región del Urabá antioqueño situado entre 07° 40’ 37’’ y 08° 05’ 00’’ latitud norte y entre 

76° 38’ 05’’ y 76° 44’ 00’’ longitud oeste. Después fue enviado al laboratorio de 

Bioprocesos y Flujos Reactivos, donde se secó en estufa a 50°C por 5 días. Después de 

secado, el agua remanente fue medida utilizando un analizador de humedad halógeno 

HB43 (Mettler Toledo Inc., Columbus, OH) a 105°C la cual correspondió al 5.54 ±0.18%. 

Tamaños de partícula menores a 0.42 mm y entre 2.83 y 6.35 mm fueron obtenidos al 

moler y tamizar este material seco. 

3.2 Composición química 

El raquis sin ser pretratado se sometió a extracción con agua y etanol consecutivamente 

con el fin de remover compuestos no estructurales, según los procedimientos analíticos 

del Laboratorio Nacional de Energía Renovable de los Estados Unidos (NREL por sus 

siglas en inglés) NREL/TP-510-42619. El sólido resultante se secó a 45°C hasta que la 

humedad fue menor a 5%y luego fue sometido a una hidrólisis ácida cuantitativa, según 

NREL/TP-510-42618 con el fin de solubilizar los polisacáridos. El hidrolizado se filtró a 

través de crisoles porosos con tamaño de poro de 15umy la fracción líquida fue analizada 

con HPLC usando un Módulo de Separación Waters 2695 con un detector de índice de 

refracción Waters 2414 y una columna Bio-Rad Aminex® HPX-87H, a una temperatura 

de 65oC y un flujo de H2SO4 5mM fijado en 0.6ml/min. El precipitado se secó para 

cuantificar lignina ácido insoluble y corrección por cenizas de acuerdo al NREL/TP-510-

42617. La lignina ácido soluble se midió sobre la solución filtrada a una longitud de onda 

de 320nm, usando un espectrofotómetro Genesys 6 fabricado por ThermoSpectronic. La 
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longitud de onda para medición de lignina ácido soluble fue adoptada al comparar 

estudios realizados sobre desechos de producción agrícola de maíz. 

 

En cuanto a los sólidos pretratados con agua líquida caliente, estos fueron lavados dos 

veces con agua a 60oC con el fin de eliminar todo el material soluble impregnado en la 

biomasa (Li et al., 2010) y secados a 45oC  hasta alcanzar una humedad menor al 1%. El 

mismo procedimiento para la caracterización de la composición de biomasa fue aplicado 

a los sólidos provenientes del pretratamiento, midiendo únicamente el contenido de 

carbohidratos, para el seguimiento de la ruta de conversión de azúcares. Y en la fase 

líquida se caracterizó carbohidratos y compuestos de degradación en HPLC. 

 

La determinación de los oligosacáridos se llevó a cabo siguiendo el procedimiento 

analítico NREL/TP-510-42623. Este proceso se escaló a volúmenes menores que el 

recomendado, con el uso de ampolletas de 1.5 ml las cuales se sellaron con una lámina 

redonda de latón cuyo espesor era 0.08 mm. Dicha lámina se fijó entre la tapa y un tapón 

de teflón con el fin de soportar la alta presión cuando eran llevadas al autoclave. 

 

Debido a que la glucosa, xilosa y arabinosa se encuentran en forma anhidra en la materia 

prima, el cálculo de la conversión a azúcares debe considerar el cambio en el peso 

molecular y los subproductos como resultado de las reacciones hidrolíticas. Este asunto 

se resolvió usando la Ecuación (3-1) propuesta por Y. Kim et al., 2012 para el caso de la 

xilosa, donde [ ] corresponde a la concentración de la xilosa en (g/l) y el subíndice t al 

tiempo en min. 

 

   
[ ]   

[  ]    
   

   
 [ ]   

 (3-1) 

 

Así mismo, para el caso de la glucosa se cambia la relación de pesos moleculares por 

180/162 (Zeng et al., 2007a). 

3.3 Pretratamiento con agua líquida caliente 

El pretratamiento se desarrolló en reactores batch de acero inoxidable con un volumen 

de 4 ml (Figura 3-2). Este tamaño es suficientemente pequeño para alcanzar la máxima 
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temperatura propuesta en el centro, en menos de 30 segundos. El tubo se llenó hasta 

tres cuartos de su capacidad (3 ml). La carga de sólido fue equivalente a 5% y la 

condición óptima de tiempo y temperatura se evaluó con una carga de sólido del 15%p/p. 

Además dos tamaños de partícula fueron evaluados (< 0.42 mm) según lo reportado por 

(Zeng et al., 2007) y entre (2.83 y 6.35 mm) con el fin de comparar el efecto del tamaño 

de partícula para este tipo de material fibroso. La menor carga se propone con el fin de 

evitar efectos de transferencia de masa (Dien et al., 2008) y elucidar las reacciones como 

lo presenta el trabajo de modelamiento cinético realizado por B Girisuta, Danon, 

Manurung, Janssen, & Heeres (2008) quienes utilizaron esta misma carga. La 

temperatura y tiempos de pretratamiento fueron combinados así: 180oC con 10, 20, 30 y 

60 min; 200oC con 5, 10, 15, 30 y 60 min; y 220oCcon 1, 5, 10, 20, 30 y 60min, estos 

niveles se escogieron a partir de un diseño de experimentos reportado en la sección 4.2. 

Un baño de arena fluidizado Tecam® (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL) fue usado para 

calentar y mantener los tubos a las temperaturas mencionadas. Una vez el tiempo 

planeado se cumplió, los tubos se pasaron a un baño con hielo con el fin de parar las 

reacciones. 

 

 

Figura 3-1: Tamaño de partícula diseño experimental. 
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Figura 3-2: Reactor batch para pretratamiento con agua caliente. 

 

3.4 Hidrólisis enzimática 

Las condiciones de hidrólisis enzimática fueron las mismas para todas las corridas con el 

fin de evidenciar el efecto del pretratamiento sobre el rendimiento total de azúcares. Sin 

lavar los sólidos, 3ml de buffer citrato con pH 4.8 se agregó alcanzando un volumen total 

de 6ml. 15FPU/g-glucano y 40CBU/g-glucano de Celulasa comercial (Spezyme CP) y  -

glucosidasa (Novozyme 188) fueron agregadas, respectivamente con base en el glucano 

sometido a pretratamiento. La reacción se realizó a 50oC y 250rpm en un agitador orbital, 

durante 72 horas. 

 

La ficha técnica de la celulasa se puede observar en el anexo B y la medición de la 

actividad como anexo C. 

3.5 Análisis HPLC 

Se prepararon curvas de calibración con estándares de glucosa, xilosa, arabinosa, ácido 

acético, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) tal como se aprecia en el Anexo A. Todos 

estos compuestos fueron cuantificados después del análisis de composición química, el 

pretratamiento con ALC y la hidrólisis enzimática  

 

A continuación se presenta el diagrama de proceso, el cual resume los procedimientos 

que se acaban de mencionar. 
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Figura 3-3: Diagrama de proceso. 

 

3.6 Modelado y simulación del pretratamiento con agua 
líquida caliente 

Debido a que no se evidenció formación de furfural, se observa degradación de los 

oligómeros y siguiendo con los modelos empíricos usados para modelar las reacciones 

de hidrotratamiento reportados en la Tabla 2-2 sobre biomasa lignocelulósica, en este 

trabajo se propone el siguiente mecanismo de reacción: 

 

 

Figura 3-4: Ruta de solubilización de polisacáridos 1. 

 

Donde Xn corresponde al polisacárido, XO a los oligómeros, X al monómero y D a los 

productos de degradación o sustancias húmicas. Cuando no hubo adición de ácido, 

Kumar & Wyman (2008) encontraron que la selectividad a xilosa es baja cerca de pHs 

neutros por tanto en su estudio, la degradación directa de oligómeros a sustancias 

Pretratamiento

Carga sólidos

5 y 15 %

pH inicial

9

Tamaños partícula

• < 0.42 mm

• 2.83 a 6.35 mm

Temperatura: tiempo

180 °C: 10-60min

200°C: 5-60min

220°C: 1-60min

Raquis de banano

Polisacáridos 

remanentes en el sólido 

lavado

Líquido

Azúcares

Oligosacáridos

Hidrólsis enzimática

• 15 FPU celulasa

• 40 CBU B - glucosidasa

• 50 °C, pH:4.8, 250 rpm, 72 h 

Productos de degradación 

Xn XO X D

k1 k2 k3

k4
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húmicas ocurre en paralelo con la formación de monómeros tal como se plantea en el 

modelo propuesto en este estudio. 

 

Como se está operando a temperaturas mayores de 180 °C, no se tuvo en cuenta las 

fracciones fácil y difícilmente hidrolizables (Lu, 2008). Otras suposiciones del modelo son 

que no hay interacción entre los componentes de la biomasa y que se está operando a 

tamaños de partícula menores a 6.35mm correspondiente a la experimentación en este 

trabajo, no hay efectos de transferencia de masa y el efecto dominante es la reacción. 

 

A partir de dicho mecanismo, se proponen las siguientes ecuaciones cinéticas: 

 

 [  ]

  
    [  ] (3-2) 

 [  ]

  
   [  ]    [  ]    [  ] ( 3-3) 

  

  
   [  ]    [ ] (3-4) 

 

Integrando la Ecuación (3-2) Desde     con [  ]    hasta t con [  ]  se obtiene: 

[  ]  [  ]    
     (3-5) 

 
 

En términos de rendimiento, la Ecuación (3-5) se expresa como: 

[  ] 
[  ]   

       (3-6) 

 

Reemplazando la Ecuación (3-5) en la Ecuación ( 3-3) 

 [  ]

  
   [  ]    

       [  ]    [  ] (3-7) 

 [  ]

  
 (     )[  ]    [  ]    

     (3-8) 

 

Multiplicando la ecuación anterior por  (     )  y expresando el resultado al lado 

izquierdo como la derivada de un producto, 

 {[  ]   
(     ) }    [  ]    

(         )    (3-9) 
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Integrando desde    , con [  ]      hasta t con [  ] . 

[  ]  
  [  ]   

         
{        (     ) } (3-10) 

 

La expresión de la ecuación anterior en términos del rendimiento de oligómeros se 

representa como: 

[  ] 
[  ]   

 
  

         
{        (     ) } (3-11) 

 

Reemplazando la Ecuación (3-5)y la Ecuación (3-10) en la Ecuación (3-4), se obtiene: 

  

  
     

    [  ]   
         

{        (     ) } (3-12) 

 

Multiplicando por      y expresando el resultado al lado izquierdo como la derivada de un 

producto, 

 ([ ]      )  
    [  ]   
         

{ (      )   (         ) }   (3-13) 

 

Integrando desde     , con [ ]      hasta t con [ ]  

[ ]  
    [  ]   
         

{
(          )

      
 
(           )

        
} 

 
(3-14) 

 

 

En términos del rendimiento, esta ecuación se expresa como: 

[ ] 
[  ]   

 
    

         
{
(           )

      
 
(           )

        
} (3-15) 

 

La expansión de las constantes cinéticas, se realiza según la ecuación de Arrhenius de la 

siguiente forma: 

      [ 
 ]   

( 
   
  
)
                (3-16) 

 

Donde     corresponde al factor preexponencial,     [      ] a las energías de 

activación y    al orden de la reacción respecto a la concentración de protones. 
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Una etapa adicional de solubilización del monómero directamente desde el polímero 

también se propone de acuerdo al estudio de Mittal et al. (2009), como se muestra a 

continuación: 

 

Figura 3-5: Ruta de solubilización de polisacáridos 2 

 

Utilizando el procedimiento anterior se llega a las siguientes ecuaciones: 

[  ] 
[  ]   

   (     )  (3-17) 

 

[  ] 
[  ]   

 
  

            
{  (     )    (     ) } (3-18) 

 

[ ] 
[  ]   

 
  

         
{  (     )       }

 
    

            
{
(  (     )       )

         
 
(  (     )       )

        
} 

(3-19) 
 

 

Las constantes cinéticas se expanden igual que en la Ecuación (3-16) pero el subíndice i 

también toma el valor de 5 que hace referencia a la ruta agregada. 

 

Estos modelos que se acaban de proponer, se ajustaron a los datos experimentales por 

la minimización de la suma de los cuadrados de la desviación entre el dato predicho y 

experimental, utilizando la función fmincon de Matlab. 

 

 

Xn XO X D
k1 k2 k3

k4

k5
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4. Resultados 

4.1 Composición química 

La caracterización obtenida del raquis de banano (Tabla 4-2) es diferente a la reportada 

por Velásquez-Arredondo et al. (2010) quienes usaron procedimientos bromatológicos. 

Ellos reportaron 32.1, 8.8, 1.13 y 19% de celulosa, hemicelulosa, almidón y lignina 

respectivamente. Sin embargo, concuerda con la reportada por Quintana et al. (2009)  

quienes obtuvieron en promedio y sobre base seca 51.05, 17.1 14.28 y 12.36% de 

celulosa, hemicelulosa lignina Klason y cenizas, respectivamente. Estos últimos autores 

no reportan el método de caracterización y tampoco la desviación de acuerdo a 

repeticiones en caso de haberlas realizado. 

 

En cuanto a los extractivos, con agua se removió 0.17% de la biomasa representada en  

glucosa, nada de xilosa y 0.01% de arabinosa, mientras que con alcohol se solubilizó el 

3.66%. Es fácil tender a pensar que como el fruto es rico en almidón, el raquis que es por 

donde se transportan los nutrientes, también lo es. Según el protocolo propuesto por Y. 

Kim, Mosier, Hendrickson, et al. (2008) usando amilasa y amiloglucosidasa después de 

un proceso de gelificación a 121°C, se encontró que el almidón en el raquis en seis 

muestras es de 0.39% ± 0.06. Este resultado es lógico desde el punto de vista de la baja 

cantidad de glucosa removida como extractivo y también funcional porque las células del 

raquis son especializadas en soporte y no en almacenamiento. 
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Tabla 4-1: Composición raquis de banano sin extractivos. 

Componente %peso base seca 
(Quintana et al., 2009) 

% peso base seca 
(este trabajo) 

Celulosa (Glucano) 51.05 47.32 ± 0.007 
Hemicelulosa (Xilano, galactano, 

arabano, acetilo) 
17.1 16.93± 0.001 

Lignina total 14.28 16.92± 0.004 
Cenizas 12.36 15.97 ± 0.001 

Total 94.79 97.14 

 

La composición obtenida hace promisoria esta materia prima por el alto contenido de 

glucano y la baja concentración de grupos acetilo y lignina en comparación con otras 

maderas y residuos agroindustriales comunes reportados por (P. Kumar, Barrett, 

Delwiche, & Stroeve, 2009) (Tabla 4-3). El 2.86% no especificado para cerrar el balance 

se sugiere que corresponde a proteína (Tabla 4-2). 

 

Tabla 4-2: Composición del raquis de banano. 

Componente % peso base seca 

Glucano 47.32±0.007 
Xilano/Galactano 13.12±0.002 

Arabano 3.55±0.001 
Acetilo 0.26±0.005 

Lignina Ácido-Soluble 1.10±0.0002 
Residuo Ácido-insoluble 15.82±0.004 

Cenizas 15.97±0.001 
Total 97.14 

 

Tabla 4-3: Maderas y residuos agroindustriales comunes. Tomada de (P. Kumar et al., 
2009). 

Materiales lignocelulósicos Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%) 

Maderas duras 40-55 24-40 18-25 
Maderas blandas 45-50 25-35 25-35 

Cascarones de nuez 25-30 25-30 30-40 
Cultivos de maíz 45 35 15 

Pastos 25-40 35-50 10-30 
Desechos de trigo 30 50 15 

hojas 15-20 80-85 0 
Raquis de banano (este trabajo) 47.32 16.93 16.92 
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4.2 Diseño de experimentos 

A partir de las condiciones de operación de los pretratamientos con ALC, reportados en 

Tabla 2-1 se escogen los tiempos 10, 30 y 60 min, temperaturas de 180, 200 y 220°C y 

dos rangos de tamaños de partícula <0.42mm y entre (2.83 y 6.35mm), con el fin de 

analizar el efecto de cada variable sobre el rendimiento de oligómeros durante el 

pretratamiento y de azúcares monoméricos después de ambos, el pretratamiento y la 

hidrólisis enzimática. Se corrió un diseño multifactorial, multinivel en el software 

Statgraphics Centurion. 

 

Tabla 4-4: Análisis de varianza para rendimiento de glucosa después del pretratamiento 

ALC y la hidrólisis enzimática. 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

EFECTOS 
PRINCIPALES 

     

A:temperatura 771.422 2 385.711 42.23 0.0000 
B:tiempo 85.8556 2 42.9278 4.70 0.0200 

C:tamaño de part 17.7662 1 17.7662 1.95 0.1770 
INTERACCIONES      

AB 257.021 4 64.2552 7.04 0.0008 
AC 2.46922 2 1.23461 0.14 0.8743 
BC 18.0353 2 9.01763 0.99 0.3885 

RESIDUOS 200.917 22 9.13259   
TOTAL 

(CORREGIDO) 
1353.49 35    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

 

Según la Tabla 4-4 sólo la temperatura y el tiempo en el pretratamiento con ALC, tienen 

un efecto significativo sobre la producción de glucosa después de la hidrólisis enzimática, 

ya que el estadístico de prueba o valor p para estos factores es menor de 0.05. El cambio 

en el tamaño de partícula, en los rangos propuestos, no afecta la hidrólisis de glucosa. 

Esto se debe a que el material bajo estudio es fibroso y de diámetro pequeño lo que hace 

que no haya diferencia cuando la reacción es más rápida en dirección radial. 

 

Sabiendo ya que la temperatura tiene un efecto significativo, es importante definir cuales 

niveles permiten un mejor rendimiento, lo que resulta de analizar la Figura 4-1a y de la 

cual se concluye que es mejor operar el proceso a 200 y 220oC, y tiempos con valores 

cercanos a 30 min (Figura 4-1b). Tener en cuenta que los rendimientos en estas gráficas 
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son normalizados según la técnica de comparación introducida por Fisher conocida como 

método de la diferencia mínima significativa o método LSD (Least Significant Difference). 

 

  
(a) (b) 

Figura 4-1: Prueba de rangos múltiples (LSD) rendimiento glucosa hidrólisis enzimática. 

 

En el caso de la xilosa, en el análisis ANOVA se encontró que todos los factores 

probados son significativos. Esto era de esperarse porque es directamente el 

pretratamiento el que solubiliza el xilano y arabano y no las enzimas utilizadas. Aunque 

se ha reportado que las reacciones hidrotérmicas están limitadas por el eje axial ya que 

es en esa dirección que se encuentran los canales a través de los cuales se transportan 

los nutrientes a la planta y a la vez los cationes o aniones encargados de catalizar las 

hidrólisis (Hosseini & Shah, 2009a), parece que en este caso, los efectos de 

empaquetamiento y de capacidad de humectabilidad hacen que el rendimiento disminuya 

a mayor tamaño de partícula Figura 4-2a. Efectos similares ocurren en el trabajo de Cara 

et al. (2008). También se observa que a mayores tiempos y temperaturas hay menor 

rendimiento de xilosa (Figura 4-2b-c). 
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(a) (b) 

 
 

(c) 
Figura 4-2: Prueba de rangos múltiples (LSD) rendimiento xilosa hidrólisis enzimática. 

 

El análisis para arabinosa es igual al de xilosa, sin embargo, el tiempo no tiene un efecto 

significativo en el rendimiento de arabinosa ya que esta es más estable Figura 4-3. 

 

  
(a) (b) 

Figura 4-3: Prueba de rangos múltiples (LSD) rendimiento arabinosa hidrólisis 

enzimática. 
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Un análisis ANOVA sobre rendimiento de oligómeros sugiere que la temperatura y tiempo 

tienen un efecto significativo. En cuanto a los límites de temperatura seleccionados para 

los oligómeros, estos son idóneos puesto que recogen el comportamiento de aparición, 

aumento de concentración del oligómero y degradación de este a otros compuestos, se 

identifica un punto cercano en que se lograr la máxima producción. Además, un estudio 

cinético en este rango estaría completo porque mostraría todas las etapas mencionadas, 

las cuales son significativamente diferentes Figura 4-4a y c. En el caso de los 

arabinooligosacáridos a 180 ºC, mayor tiempo de pretratamiento incrementa su 

rendimiento. Se logra un rendimiento superior para un tiempo de 60min, comparado con 

el pretratamiento a las otras temperaturas. 

 

  

(a) (b) 

  

(c) (d) 

Figura 4-4: Prueba de rangos múltiples (LSD) rendimientoxilo- y arabino-oligo. Después 

del pretratamiento ALC. 

 

4.3 Optimización 

Las optimizaciones o combinación de variables consideradas en el diseño de 
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de la hidrólisis enzimática, fueron halladas utilizando el software Statgraphics Centurion. 

Una superficie de respuesta fue ajustada a los datos experimentales en todos los casos 

considerando como función una que tomara en cuenta cada variable en particular y las 

interacciones con ellas mismas y las demás. Solo el efecto principal de la temperatura y 

tiempo y sus interacciones fueron tenidas en cuenta a un tamaño de partícula entre 2.83 

y 6.35mm. Con este rango se requiere menor energía en la molienda y además se 

obtuvo los mismos resultados de producción de glucosa después de la hidrólisis 

enzimática en comparación con un tamaño menor (Tabla 4-4). También, al modelo se le 

determinó el porcentaje de la experimentación que este podría explicar y/o predecir. 

 

Ecuación 

                                             
                   

    

 

                    cuando              y        . 

Estos fueron calculados con el error total del modelo. 

 

Figura 4-5: Superficie respuesta Rendimiento glucosa vs. Temperatura y tiempo. 
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Rendimiento Arabinosa 

 

Ecuación 

                                               
                  

    

                      cuando           y            

 

 

Figura 4-6: Superficie respuesta Rendimiento arabinosa vs. Temperatura y tiempo. 
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Figura 4-7: Superficie respuesta Rendimiento xilosa vs. Temperatura y tiempo. 

 

Coeficiente de correlación 

          

Rendimiento Xilooligómeros 

Ecuación 

                                             
                       

                     cuando              y            

 

 

Figura 4-8: Superficie respuesta Rendimiento xilooligómeros vs. Temperatura y tiempo. 
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Coeficiente de correlación 

          

Rendimiento Arabinooligómeros 

Ecuación 

                                                  
            

           

                     cuando           y            

 

Figura 4-9: Superficie respuesta Rendimiento arabinooligómeros vs. Temperatura y 
tiempo. 
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del 80%. 
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Sobre la xilosa y arabinosa se presenta mayor degradación por el pretratamiento y los 

mejores rendimientos se obtienen a temperaturas inferiores en comparación con la 

glucosa. Mientras la arabinosa presenta el mejor rendimiento a 185ºC y 60min, la xilosa 

lo exhibe a 200 ºC pero a tiempos inferiores, alrededor de 12 min. 

 

Así mismo, los oligómeros se generan a partir de polímeros pero a la vez se degradan, 

permitiendo observar funciones en forma de domo que en el caso de los xilooligómeros 

su mayor rendimiento se encuentra a 193 ºC y 41 min, mientras que los 

arabinooligómeros lo alcanzan a 210 ºC y 10 min. 

Los óptimos encontrados para cada compuesto evaluado, se encuentran en la región 

explorada a partir del diseño inicial, lo que sugiere que es adecuado llevar a cabo un 

estudio cinético considerando diferentes y más niveles, en caso de requerirse más 

detalle, dentro de los rangos establecidos. 

 

A las condiciones en que el rendimiento de glucosa fue mayor después de la hidrólisis, se 

realizaron tres procesos completos pero a mayor escala utilizando un reactor de 

pretratamiento de 300 ml con agitación. Variaciones en el tiempo de calentamiento de 

aproximadamente 20 min hasta alcanzar 220°C en el centro del reactor, hacen que los 

resultados no sean iguales (Figura 4-10). Sin embargo, se evidencia a partir del balance 

completo la degradación de la hemicelulosa a sustancias diferentes a las medidas en un 

54.59%. Presumimos que dichas sustancias son húmicas y se definirán en la sección 4.6. 
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Figura 4-10: Balance total punto óptimo, 220°C y 30min por triplicado. 

 

4.4 Efecto del pretratamiento 

Antes que la fracción celulósica pueda ser usada como sustrato para la producción de 

etanol, esta debe ser separada de la envoltura hemicelulosa-lignina permitiendo que el 

área efectiva para las celulasas se incremente (Velásquez-Arredondo et al., 2010). El 

pretratamiento con ALC ayuda a alcanzar esto, a través de la liberación de la 

hemicelulosa la cual es solubilizada en oligosacáridos o monosacáridos o una mezcla de 

ambos. Además, ácido acético también es liberado debido a que la hemicelulosa es 

acetilada Figura 4-11: pH a temperatura ambiente después del pretratamiento. 

 

Dependiendo de las condiciones del pretratamiento con ALC, se pueden formar 

productos de degradación derivados de los azúcares, sin embargo los cortos tiempos y el 

no requerimiento de reactivos además de agua lo hacen económicamente atractivo. 
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La glucosa, xilosa y arabinosa son fermentados por levaduras recombinantes y este 

trabajo está enfocado en el pretratamiento, buscando el mayor rendimiento posible de 

azúcares C5 y C6 (Taherzadeh & Karimi, 2007). 

 

El alto pH inicial de 9 en la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. (a –c) se 

debe a los compuestos alcalinos presentes en el raquis fresco. Estos compuestos 

alcalinos combinados con la presencia de grupos acetil resulta en un efecto búfer sobre 

la solución del pretratamiento manteniendo el pH en un valor entre 4 y 7 para tiempos de 

pretratamiento mayores a 5 min. Se ha encontrado que las pentosas son degradadas 

rápidamente hacia resinas a pH 7 (Lu, 2008). A pHs cerca a 4, la solubilización de la 

hemicelulosa en oligómeros es favorable (Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008; Zeng et al., 

2007a). Esto junto con la baja carga de sólidos son las razones por las cuales azúcares 

monoméricos como xilosa y arabinosa fueron hallados en pequeñas cantidades y otros 

compuestos como furfural, no fueron observados. Sin embargo, oligosacáridos fueron 

encontrados en el líquido y se degradaron bajo condiciones más severas, es decir, a más 

altas temperaturas y mayores tiempos de reacción (Figura 4-12 a-f). 

 

El rendimiento es definido como el producto recuperado, comparado con la cantidad 

estequiométrica de producto que pudiera ser producido a partir del sustrato inicialmente 

disponible. Xilosa y arabinosa a partir de xilano y arabano, respectivamente, mientras 

que furfural por la contribución de los dos. Cuando el pH inicial se ajustó de 9 a 2.5 

usando ácido sulfúrico, el rendimiento de furfural detectado fue equivalente a 1 y 1.5% 

con el pretratamiento a 200 oC después de 30 y 60 min mientras que a 220 oC los 

rendimientos fueron 0.66, 1.63, 1.22 y 1.23% cuando 10, 20, 30 y 60 min han transcurrido 

(datos no mostrados). 
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(a) (b) (c) 

Figura 4-11: pH a temperatura ambiente después del pretratamiento. 

 

 
(a) (b) (c) 

Figura 4-12: Concentración ácido acético después del pretratamiento. 
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(a) (b) (c) 

 
(d) (e) (f) 

Figura 4-13: Solubilización de hemicelulosa en oligómeros. 

 

La celulosa no fue degradada y se solubilizó en menos de 3.5% correspondientes a la 

glucosa y glucooligómeros (Figura 4-14), lo cual es ideal para el pretratamiento 

implementado, sin embargo hubo un efecto estructural en cuanto a la abertura y 

rompimiento de las fibras de celulosa presente en las paredes de las células de este 

material, lo cual se corrobora en la Figura 4-15, al comparar los productos de hidrólisis 

sin y con pretratamiento. 
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(a) (b) 

 
(c) (d) 

 
(e) 

Figura 4-14: Solubilización de glucano en monómeros y oligómeros. 

 

En trabajos anteriores, el máximo rendimiento de xilooligómeros fue 8g/100g de madera 
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2g y menos que 0.4 g respectivamente (Mittal et al., 2009b). Otro estudio muestra que la 

máxima cantidad de xilooligosacáridos liberado de barley husks fue obtenido después de 

0.66 h (Garrote, Domı, & Parajo, 2004). Aunque estos resultados reportados previamente 

son similares a este trabajo desde un punto de vista de la severidad (Figura 4-12 a-f) no 

se puede comparar la subsecuente hidrólisis de la celulosa porque el interés de ellos era 

solo la autohidrólsis. 

 

4.5 Digestibilidad enzimática 

 

Las enzimas comerciales utilizadas parecen tener actividades además de la celulasa y  -

glucosidasa tales como arabinasa y xilanasa porque la cantidad e estos azúcares es 

mayor que la obtenida después del pretratamiento, incluso en forma oligomérica, lo cual 

se observa al comparar el rendimiento en oligómeros (Figura 4-12) con el de monómeros 

después de la hidrólisis enzimática (Figura 4-15). 
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(a) (b) (c) 

 
(d) (e) (f) 

 
(g) (h) (i) 

Figura 4-15: Rendimiento total de azúcares  después del pretratamiento y la hidrólisis 

enzimática. 

 

Aunque no hubo gran cantidad de glucosa y tampoco productos de degradación de la 

glucosa como el HMF y el ácido levulínico en la fracción líquida después del 

pretratamiento (Figura 4-14), el rendimiento de glucosa después de la hidrólisis 

enzimática del glucano pretratado es reducido a largos periodos de pretratamiento y altas 

temperaturas (Figura 4-15a-b). Este comportamiento se puede deber a otros compuestos 

tales como sustancias húmicas producidas a partir de pentosas y lignina fundida que 

cubre la celulosa remanente y previene la interacción celulosa-enzima (Donohoe, Decker, 

Tucker, Himmel, & Vinzant, 2008; Wahlgren & Arnebrant, 1991). Otra explicación podría 

ser la inhibición de la celulasa y/o  -glucosidasa por compuestos fenólicos provenientes 

de la lignina durante el pretratamiento hidrotérmico (Li et al., 2010) porque el material 

pretratado no fue lavado antes de la hidrólisis enzimática. 
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Parece que la temperatura es más importante que el tiempo porque los mayores cambios 

en la hidrólisis enzimáticas son observados a diferentes temperaturas Figura 4-15. El 

patrón observado en la Figura 4-15(d-i) además muestra que la xilosa es más sensible 

que la arabinosa a condiciones más severas. Lo mismo fue mencionado por Taherzadeh 

& Karimi (2007) y observado por Kootstra, Mosier, Scott, Beeftink, & Sanders (2009). No 

se observaron diferencias significativas debidas al tamaño de partícula en el rendimiento 

de glucosa (Figura 4-15a-b). Esto puede ser debido al hecho mencionado en el trabajo 

de Mittal, Chatterjee, Scott, & Amidon (2009b), que un efecto notable de esta variable 

sobre el pretratamiento debería ocurrir a diámetros de partículas mayores a 8 mm como 

consecuancia de la limitación de la transferencia de masa dentro de la partícula. Mejores 

rendimientos a oligosacáridos a mayores tamaños de partícula (Figura 4-15d-e y g-h) se 

pueden deber a las diferencias en el el empacado de los reactores y a la mayor facilidad 

de los sólidos finos para ser humectados. Esto es análogo a la menor solubilización de 

hemicelulosa obtenida por Cara et al. (2008) cuando ellos impregnaron la materia prima 

con agua o ácido sulfúrico antes del pretratamiento. 

 

Con respecto a la carga de sólidos, a mayor cantidad, es más pobre la transferencia de 

masa y más bajo el rendimiento a azúcares (Figura 4-15c, f, i). Además en este trabajo 

solo se evaluó el efecto con el menor tamaño de partícula el cual es más fácil de 

humedecer trayendo como consecuencia la ya mencionada. 

 

En general, mejores rendimientos de glucosa están correlacionados con la mayor 

solubilización de xilano y arabano (Figura 4-16) lo cual ocurre más rápido a 220oC 

(Figura 4-16a-b, d-e, g-h). Dichos valores disminuyen al aumentar la carga de sólidos 

(Figura 4-16c). A la misma temperatura se obtiene el máximo rendimiento de glucosa 

(82%,Figura 4-15a) mientras que la xilosa y arabinosa fueron muy degradadas. Sus 

mayores rendimientos fueron 67% y 49.3% a 200oC y 10 y 5 min respectivamente. 

 

Las condiciones óptimas se acercan a las reportadas para desechos de la producción 

agrícola de maíz y switchgrass, correspondientes a 190°C, 15min (Zeng, Mosier, Huang, 

& Sherman, 2007b) y 200°C y 10min (Y. Kim, Mosier, & Ladisch, 2008), pero 

rendimientos de glucosa por debajo del 70% en ambos casos. 
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(a) (b) (c) 

 
(d) (e) (f) 

 
(g) (h) (i) 

Figura 4-16: Composición del sólido remanente después del pretratamiento. 

 

4.6 Ajuste del modelo 

Con el fin de hallar los parámetros, se hizo un proceso de optimización a través del uso 

de la función fmincon de Matlab. Siguiendo la recomendación de normalizar o expresar 

las concentraciones de 0 a 1,  al usar este tipo de funciones, sugerida por Girisuta et al. 

(2006), se ajustaron    ,   ,    con           presentados en la Ecuación (3-16).Por tal 

razón se escogieron para el ajuste las ecuaciones (3-11) y (3-15) correspondientes a 

funciones de dependencia de la concentración de oligosacáridos y monosacáridos del 

tiempo, respectivamente, pero expresadas en términos del rendimiento. Dado que no hay 

un efecto significativo del tamaño de partícula en la producción de glucosa después de la 

hidrólisis enzimática Tabla 4-4 y que los mejores rendimientos o menor degradación de 
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polisacáridos se dio en el mayor rango de tamaños de partícula, se escogió este para 

modelamiento. 

 

El mismo modelo y procedimiento fue usado para describir la solubilización de xilano y 

arabano los cuales representan a los polisacáridos presentes en el raquis de banano 

Tabla 4-2 y así poder cumplir con el objetivo general de modelar la producción de todos 

los azúcares durante el pretratamiento. La idea es que el mismo modelo refleje las 

etapas limitantes o las que no se presentan. 

 

Aunque se tienen las concentraciones de gluco-oligómeros y glucosa, no se estudiará la 

solubilización de glucano dado que el interés del pretratamiento consiste en aislar la 

hemicelulsa de esta fracción y conservarlo en cuanto a cantidad, aunque como se explicó 

anteriormente, pueda sufrir alteraciones macro-estructurales. Además sus rendimientos 

conjuntos no rebasan el 3.5%. 

 

A continuación se muestran los resultados del ajuste y el correspondiente coeficiente de 

correlación R2 cuyos valores a partir de 0.8 han sido aceptados en estudios anteriores 

(Gámez et al., 2006), incluso hay estudios donde simplemente reportan R2 < 0.9 sin 

mostrar la equivalencia (Ya, Romanı, Garrote, Alonso, & Parajo, 2009). 
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Tabla 4-5: Estimación parámetros cinéticos para la solubilización de xilano, modelo 1. 

Parámetro Estimación 

   (   
        ) 3.42*105 

   (   
        ) 1.42*103 

   (   
        ) 7.95 

   (   
        ) 3.16*103 

   0.45 

  , 1 

  , 1*10-4 

   0.34 

   (     
  ) 3.9*104 

   (     
  ) 3*104 

   (     
  ) 2*104 

   (     
  ) 2.44*104 

 

 

Figura 4-17: Correlación perfiles de concentración solubilización xilano, modelo 1 
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Tabla 4-6: Estimación parámetros cinéticos para la solubilización de arabano, modelo 1. 

Parámetro Estimación 

   (   
        ) 4*106 

   (   
        ) 0.46 

   (   
        ) 1.29*104 

   (   
        ) 5.69*104 

   1.17 

  , 0.01 

  , 0.9 

   1.01 

   (     
  ) 9.84*103 

   (     
  ) 2.22*104 

   (     
  ) 1.84*10-4 

   (     
  ) 5.32*103 

 

 

Figura 4-18: Correlación perfiles de concentración solubilización arabano, modelo 1. 
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xilosa por encontrarse en mayor cantidad en las especies vegetales lo que implica que 

solamente su solubilización ya tiene efectos importantes sobre el pretratamiento. 

 

En el caso de la formación y degradación de xilosa en procesos de autohidrólisis, los 

modelos no consideran la concentración de protones por ser de orden cercano a cero. 

Los hallados en este trabajo están entre 0 y 1.17. Las energías de activación reportadas 

son las siguientes              ,               ,                para el caso 

de madera de maple (Mittal et al., 2009b) y              ,              ,     

         concerniente a Barley Husks (Garrote et al., 2004). Estos datos están distantes 

de los estimados en este trabajo en el que todas las energías de activación están por 

debajo de         . Las explicaciones a este tipo de diferencias radican en la 

composición y capacidad de neutralización de las materias primas (Mittal et al., 2009b) y 

a que a pHs mayores a 5 las velocidades de degradación, especialmente a sustancias 

húmicas aumentan considerablemente (Figura 4-19) lo que implica un mayor poder 

catalizador o mayor disminución en la energía de activación tal como sucede con el 

raquis de banano (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Las sustancias 

húmicas son sólidos oscuros aglomerados de forma redondeada con diámetros que 

oscilan entre 5 y 10um (Buana Girisuta, 2007) y es la coloración después del 

pretratamiento (Figura 4-19) lo que justifica su producción en este trabajo. 
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Figura 4-19: Color muestras pretratadas Indicativo de presencia de sustancias húmicas. 

 

 

Figura 4-20: Velocidad de degradación de xilosa vs. pH (Lu, 2008). 
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Para el caso de la arabinosa, solo se cuenta con un estudio a condiciones ácidas en el 

que se utilizó ácido fumárico, maleico y agua a 150 y 170°C pero solo se consideró la 

degradación de arabinosa y se halló una constante cinética global sin expandirla con el 

fin de encontrar las energías de activación. Sin embargo, dado que la xilosa  proviene de 

la misma matriz y tiene características estructurales similares se espera que las energías 

para ambas sean similares o incluso mayores las de la xilosa (Taherzadeh & Karimi, 

2007) tal como se aprecia al comparar las Tabla 4-5 y Tabla 4-6. 

 

Las energías reportadas para la ruta de solubilización de xilano son del mismo orden de 

magnitud y desde este punto es difícil concluir respecto al manejo de las temperaturas, a 

excepción de la que representa la degradación a sustancias húmicas pasando solamente 

por los oligómeros, sin embargo, para el caso del arabano, a mayor temperatura se 

favorece la formación de arabinosa y sustancias húmicas a partir de los arabino-

oligosacáridos por presentar los mayores valores de esta propiedad. 

 

Los factores pre-exponenciales estimados k02 relacionados con el paso de oligómeros a 

monómeros para el caso de solubilización de arabano indican que esta es la etapa más 

lenta, al igual que el paso de xilosa a sustancias húmicas y es muy probable que no se 

den. Esto sugiere que la mayoría de oligosacáridos están pasando a resinas o sustancias 

húmicas por efecto de compuestos o sales presentes en el raquis (Baugh & Mccarty, 

1986; Lu, 2008). 

 

Aunque el modelo no se ajusta correctamente a los datos experimentales de los xilo y 

arabino-oligosacáridosa 200°C, la máxima concentración presentada por este concuerda 

con el tiempo de 15min en ambos casos. Por tanto, se considera que el proceso de 

optimización derivando la Ecuación (3-10) e igualándola a cero, además de evaluarla a 

200°C, permite predecir el tiempo de operación al que se logra dicho máximo 

posibilitando la prevención de la posterior degradación. Se han reportado estudios donde 

se conserva la tendencia pero no el ajuste con diferencias en los rendimientos hasta del 

15%, tal es el caso de la Fig. 4 en el trabajo de Chuan-min, Yong-jie, Zheng-wei, Ting-

chen, & Jian-qin (2004). 

 

Dado que las funciones ensayadas (fmincon, fminunc, fminsearch de Matlab) convergen 

a mínimos locales y por tanto dependen de los valores iniciales supuestos que se deben 
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ingresar como requisito del método numérico de solución, se decidió buscar valores 

iniciales de los parámetros a partir de la solución del modelo para cada temperatura 

individualmente. Sin embargo no se obtuvo un mejor resultado. Otra medida fue la 

proposición de otra ruta de solubilización de arabano a partir de la adición de una etapa 

que considera la producción de arabinosa a partir de arabano (Figura 3-5), debido a que 

a 180°C, a los 20 y 30min ya hay presencia de arabinosa mientras que de arabino-

oligómeros no. El mejor resultado para este modelo 1, es muy similar al que se observa 

en la Figura 4-18 para el modelo 2, incluso,     ,   fueron iguales a cero y la 

solubilización directa en forma de xilosa es lineal y equivalente a           . 

 

Tabla 4-7: Estimación parámetros cinéticos para la solubilización de arabano, modelo 2. 

Parámetro Estimación 

   (   
        ) 4*106 

   (   
        ) 7.92*107 

   (   
        ) 1.26*104 

   (   
        ) 5.98*104 

   (   
        ) 0.0024 

   1.3 

  , 1.6 

  , 0.8 

   0.9 

   1*10-4 

   (     
  ) 2.98*103 

   (     
  ) 1.38*104 

   (     
  ) 124.84 

   (     
  ) 1.17*104 

   (     
  ) 1*10-4 
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Figura 4-21: Correlación perfiles de concentración solubilización arabano, modelo 2. 

 

Aunque las constantes fueron ajustadas utilizando los datos de rendimiento a todas las 

temperaturas a la vez, a través de un proceso de optimización, el coeficiente de 

correlación se halló para cada temperatura considerando el valor predicho y el 

experimental. Se pudo calcular considerando todas las temperaturas a la vez, sin 

embargo, se dificulta en el sentido que no todos los tiempos son los mismos. 

0 10 20 30 40 50 60 70
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Tiempo pretratamiento (min)

R
e
n
d
im

ie
n
to

 a
ra

b
in

o
s
a
 %

0 10 20 30 40 50 60 70
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Tiempo pretratamiento (min)

R
e
n
d
im

ie
n
to

 a
ra

b
in

o
-o

li
g
o
 %

 

 

180°C exp.

180°C model.

200°C exp.

200°C model.

220°C exp.

220°C model.



Capítulo 4. Resultados  79 

 

Tabla 4-8: Coeficiente de correlación. 

Compuesto Modelo Temperatura (°C) R2 

Xilo-oli 1 180 0.84 

Xilo-oli 1 200 0.88 

Xilo-oli 1 220 0.92 

Xilosa 1 180 0.65 

Xilosa 1 200 1.00 

Xilosa 1 220 0.42 

Arabino-oligo 1 180 0.96 

Arabino-oligo 1 200 0.82 

Arabino-oligo 1 220 0.98 

Arabinosa 1 180 0.87 

Arabinosa 1 200 0.86 

Arabinosa 1 220 0.02 

Arabino-oligo 2 180 0.98 

Arabino-oligo 2 200 0.72 

Arabino-oligo 2 220 0.98 

Arabinosa 2 180 0.84 

Arabinosa 2 200 0.06 

Arabinosa 2 220 0.02 

 

En la Tabla 4-8 las peores regresiones están asociadas al ajuste de los monómeros, lo 

que se puede explicar por las muy bajas concentraciones y en algunos casos, 

desviaciones del orden de 8% (Figura 4-18 y Figura 4-21). Además, se puede apreciar 

que el modelo 1 explica mejor la solubilización de arabano que el modelo 2, lo que ratifica 

que la etapa 5 es innecesario considerarla. 

 

Otro intento por mejorar el ajuste del modelo 1 a la ruta de solubilización de arabano, 

consistió en hallar los parámetros considerando cada temperatura individualmente. Con 

este procedimiento se logró mejorar la predicción del modelo en cuanto al rendimiento de 

arabino-oligómeros, tal como se aprecia en la Figura 4-22. 
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Figura 4-22: Correlación perfiles de concentración solubilización arabano, cada 
temperatura por separado. 

 

Los parámetros que permitieron dicho acercamiento se muestran a continuación (Tabla 

4-9). 

 

Tabla 4-9: Estimación parámetros cinéticos para la solubilización de arabano, cada 
temperatura por separado. 

Parámetro 180oC 200oC 220oC 

   (   
        ) 111.56 0.24 0.60 

   (   
        ) 2.99*103 4.01*103 3*103 

   (   
        ) 1*103 1.74*103 1*103 

   (   
        ) 0.84 0.05 4.81 

   0.61 0.04 0.04 

  , 0.95 0.85 0.99 

  , 0.61 0.53 0.06 

   0.58 0 0.23 

   (      
  ) 2.99*103 3.44*103 3.7*103 

   (      
  ) 9*103 8.19*103 9.98*103 

   (      
  ) 99.77 0 96.9983 

   (      
  ) 2*103 2.08*103 2.45*103 

 

0 10 20 30 40 50 60 70
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Tiempo pretratamiento (min)

R
e
n
d
 A

ra
b
in

o
s
a
 %

0 10 20 30 40 50 60 70
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Tiempo pretratamiento (min)

R
e
n
d
 A

ra
b
in

o
o
lig

o
 %

 

 

180°C exp.

180°C model.

200°C exp.

200°C model.

220°C exp.

220°C model.



Capítulo 4. Resultados  81 

 

 

5. Conclusiones y Recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 

La composición del raquis de banano es promisoria en la producción de bioetanol dada la 

baja concentración de grupos acetilo y el alto contenido de celulosa en comparación con 

otros residuos agroindustriales comunes. 

 

El pretratamiento ALC incrementa la digestibilidad enzimática del raquis de banano. 

 

Se encontró que el raquis de banano contiene compuestos alcalinos que combinados con 

el ácido acético liberado a partir de las hemicelulosas favorece un efecto búfer 

manteniendo el pH entre 4 y 7. 

 

Después del proceso enzimático, el rendimiento de pentosas fue mayor a tamaños de 

partícula más grandes, baja carga de sólidos, 200oC y tiempos alrededor de 5 a 10 min 

mientras que el mejor rendimiento total de glucosa (alrededor del 80%) se obtuvo a 

220oC y tiempos entre 20 y 30min. 

 

Un diseño multifactor multinivel demostró que los tamaños de partícula probados no 

interfieren con la hidrólisis enzimática de la celulosa y la optimización tomando solamente 

el mayor resultó en un rendimiento total de glucosa de 78.67% a 31.82min y 220°C, el de 

xilosa fue de 64.94% a 11.6min y 200°C, el total de arabinosa de 48.87% a 60min y 

185.35°C mientras que los oligómeros exhibieron su mejor condición a 41.28min y 

193°C, 10min y 210°C para aquellos derivados de xilano y arabano, respectivamente.  
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El mecanismo pseudohomogéneo de primer orden con dependencia de la temperatura y 

concentración de protones, que se propuso en este trabajo, permite predecir 

acertadamente la generación de oligosacáridos (R2>0.8, Tabla 4-8) los cuales 

representan la forma de azúcares más abundante después del pretratamiento. 

 

La catálisis por sustancias alcalinas y/o sales presentes en el raquis de banano, degradó 

los oligosacáridos a resinas o sustancias húmicas principalmente. Los altos factores pre-

exponenciales en las etapas de conversión a sustancias húmicas y las bajas energías de 

activación en comparación con las reportadas en la literatura, confirman esta conclusión. 

 

5.2 Recomendaciones 

Se recomienda probar las mejores condiciones para el rendimiento de glucosa pero 

lavando los sólidos después del pretratamiento con el fin de remover los compuestos 

fenólicos que se han reconocido tienen un efecto inhibitorio sobre la celulasa. 

 

El enfoque de este trabajo fue el pretratamiento, sin embargo, es deseable hacer a futuro 

un estudio con el fin de comparar tiempos de reacción optimizando la hidrólisis 

enzimática. 

 

Dado el alto pH inicial es conveniente utilizar un pretratamiento alcalino aunque de todas 

maneras hay ácidos de la biomasa que se solubilizan y tienden a neutralizar la solución. 

 

El modelo propuesto en este trabajo y las condiciones a baja escala, a las que se 

corrieron los experimentos, permiten predecir únicamente la cinética química. A nivel 

industrial, se hace necesario realizar un modelo que además de involucrar dicha 

velocidad de reacción, también tenga en cuenta los efectos de transferencia de masa y 

energía. 
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A. Anexo: Curvas de calibración 
HPLC 

Se prepararon curvas de calibración con estándares de glucosa, xilosa, arabinosa, ácido 

acético, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) partiendo de una solución cuyo contenido 

era 1.0, 1.0, 0.5, 0.5, 0.5, 0.5 g/l respectivamente. Esta solución fue sometida a 

diluciones seriadas 1:2 utilizando ácido sulfúrico 5mM correspondiente también a la fase 

móvil. 

 

 

Glucosa 

 

Xilosa 
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Arabinosa 

 

Ácido acético 

 

HMF 

 

Furfural 

Figura 5-1: Curvas de calibración HPLC. 
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B. Anexo: Ficha técnica celulasa 
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C. Actividad Celulasa Spezyme CP 

1. Unidades de la actividad enzimática 

El procedimiento utilizado mide la actividad dela celulasa en unidades de papel filtro 

(FPU por sus siglas en inglés) por mililitro de la enzima original. 

 

2. Reactivos y materiales utilizados 

 Buffer Citrato 0.05M, pH 4.8. 

 

Se prepararon las siguientes soluciones de citrato buffer A: ácido cítrico 0.1M, B: 

Citrato de sodio 0.1M. Se usaron 23ml de A + 27ml de B y se diluyeron a 100ml 

con 50ml de agua desionizada. Esta solución se ajustó a pH 4.8. 

 

 Una banda de papel filtro Whatman No.1, 1.0x60cm (~50mg): 

 

En esta prueba, el papel filtro Whatman No.1 se usó como sustrato. Para un set 

de experimentos, se prepararon 5 bandas de papel filtro No.1. 

 

 13x100 tubos de ensayo con tapa roscada: 

 

Para un set de ensayos, se necesitaron 12 tubos. 

 

 Un baño de agua. 

 Plancha de calentamiento con agitación. 

 La celulasa que va a ser analizada. 

 Sistema HPLC (columna Aminex HPX-87H) 
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3. Procedimiento 

 

3.1. Dilución de la enzima 

 

Se hicieron 4 diluciones de tal forma que más de la mitad liberaran más que 2.0mg de 

glucosa y la otra mitad menos en las condiciones de reacción. Todas las diluciones 

de la enzima fueron hechas en buffer citrato, pH 4.8. 

 

3.2. Tubos para la prueba enzimática (4 tubos) 

 

 Se pusieron los papeles filtro en cada tubo. 

 Se adicionó 1.0ml 0.05M de buffer Na-citrato, pH 4.8, a cada tubo de 

ensayo. 

 Se equilibró la temperatura de los tubos con buffer y sustrato a 50oC en 

el baño de agua. 

 Se agregaron 0.5ml de enzima, diluídas en buffer citrato. 

 Se incubó a 50oC por 60min. 

 Se removieron los tubos de ensayo del baño a 50oC y se pusieron en 

agua bullendo por 10min para parar la reacción enzimática. 

 También se sacaron los papel filtro para parar la reacción. 

 

3.3. Blanco y tubos de control (6 tubos) 

 

 Control de la enzima (4 tubos):1.0ml Buffer Na-citrate 0.05M, pH 4.8+0.5ml de la 

dilución de la enzima (se preparó un control separado para cada dilución). 

 Control del sustrato (1 tubo): 1.5ml de buffer citrato + una banda de papel filtro. 

 Blanco del reactivo (1 tubo): 1.5ml de buffer citrato. 

 Todos los blancos y controles se incubaron a 50oC durante 60min, y luego se 

sometieron a ebullición durante 10min junto con los tubos que contenían enzima. 
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3.4. Estándares de glucosa. 

 

Se preparó una solución de glucosa (4mg/ml) usando buffer citrato. A partir de 

esta solución se hicieron diluciones para obtener 2 mg/ml, 1 mg/ml, y 0.5 

mg/ml. Por último se construyó una curva de calibración para glucosa usando 

un sistema HPLC (columna HPX-87H). 

 

3.5. Análisis HPLC. 

 

Se sacó cada solución de los tubos destinados a hidrólisis, blancos y control 

usando una jeringa, luego se filtró cada solución a través de un filtro 0.2um. 

Cada solución filtrada fue analizada con HPLC y la cantidad de glucosa 

liberada en cada tubo se determinó utilizando la curva de calibración. 

 

4. Cálculos 

 

La actividad del papel filtro es definida como: 

 

                       (   )  
    

[      ]                           
             

La concentración de la enzima (Tabla A1) en esta ecuación es la concentración de la 

enzima diluida de la cual 0.5 ml son agregados a la mezcla de prueba. 2.0mg de 

glucosa en cada mezcla reactiva (1.5ml) es equivalente a 1.33 mg/ml. La 

concentración de la enzima, la cual habría de liberar exactamente 2.0 mg de glucosa 

(1.33mg/ml), es determinada a partir de la gráfica de concentración en cada ensayo 

vs las diluciones de la enzima. 

Tabla A1. Actividad enzimática de la celulasa. 

Dilución # Buffer Citrato (ml) 1:30 Enzyme (ml) Concentración 

1 9 1 0.0033 
2 8 2 0.0067 
3 7 3 0.0100 
4 6 4 0.0133 
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En la Figura A1 se muestra la concentración de glucosa contra dilución de la enzima, 

la concentración exacta de enzima que libera 2.0mg de glucosa es obtenida de su 

línea de regresión 

 

Figura A1. Actividad enzimática de la celulasa. 

 

Como se aprecia en la Figura A1, la actividad se midió por duplicado y es el promedio 

el que se reporta como actividad. Del lado de los cuadros se obtiene una actividad de 

22.63FPU/ml mientras que con los rombos, 30.58FPU/ml cuyo promedio es 26.6 

FPU/ml. 
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