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RESUMEN 

{ŜƎǵƴ ƭŀ C!hΣ /ƻǎǘŀ wƛŎŀ Ŝǎ Ŝƭ ƳŀȅƻǊ ǇǊƻǾŜŜŘƻǊ ŘŜ ǇƛƷŀ ŦǊŜǎŎŀ ŀ ƴƛǾŜƭ ƳǳƴŘƛŀƭΣ ǇƻǊ ƭƻ 

ǉǳŜ Ŝƴ Ŝƭ ǇŀƝǎ ǎŜ Ƙŀ ŘŀŘƻ ǳƴŀ ŎǊŜŎƛŜƴǘŜ ŘŜƳŀƴŘŀ ǇŀǊŀ ƭŀ ǎƛŜƳōǊŀ ŘŜ ŜǎǘŜ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ƴƻ 

ǘǊŀŘƛŎƛƻƴŀƭΦ tŀǊŀ Ŝƭ ŀƷƻ нлмуΣ /!b!t9t ǊŜǇƻǊǘŀ ǉǳŜ Ŝƭ ǘƻǘŀƭ ŘŜ ǘŜǊǊƛǘƻǊƛƻ ƻŎǳǇŀŘƻ ǇŀǊŀ ŜǎǘŜ 

ǇǊƻǇƽǎƛǘƻ ŦǳŜ ŘŜ пп ллл ƘŜŎǘłǊŜŀǎ ȅ ǉǳŜ ǇƻǊ ƘŜŎǘłǊŜŀ ŎǳƭǘƛǾŀŘŀ ǎŜ ƭƭŜƎŀ ŀ ƎŜƴŜǊŀǊ ŜƴǘǊŜ фтπ

нрл ǘƻƴǎ ŘŜ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ό/!b!t9tΣ нлмуōΤ DƻƴȊłƭŜȊΣ нлмнύΦ 9ǎǘŜ ŘŜǎŜŎƘƻ ŀƭ ǎŜǊ ǾƻƭǳƳƛƴƻǎƻ ȅ Ŏƻƴ 

ŀƭǘƻ ŎƻƴǘŜƴƛŘƻ ŘŜ ƘǳƳŜŘŀŘ ǊŜǉǳƛŜǊŜ ŘŜ ǳǎƻ ŘŜ ƘŜǊōƛŎƛŘŀǎ ǘƽȄƛŎƻǎ ǇŀǊŀ ǎǳ ŘŜǎƘƛŘǊŀǘŀŎƛƽƴΣ ǉǳŜ 

ǎƻƴ ŘŀƷƛƴƻǎ ǇŀǊŀ Ŝƭ ǎǳŜƭƻΣ ȅ ŀŘŜƳłǎ ǇŜǊƳƛǘŜ ƭŀ ǇǊƻƭƛŦŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ƳƻǎŎŀ ŘŜ ŜǎǘŀōƭƻΦ tƻǊ ŜƭƭƻΣ 

Ŏƻƴ Ŝƭ Ŧƛƴ ŘŜ ǾŜƭŀǊ ǇƻǊ Ŝƭ ŎǳƳǇƭƛƳƛŜƴǘƻ ŘŜƭ 5ŜŎǊŜǘƻ ϲb нсфнмπa!D πwŜƎƭŀƳŜƴǘƻ ŘŜ ƭŀ [Ŝȅ 

tǊƻǘŜŎŎƛƽƴ CƛǘƻǎŀƴƛǘŀǊƛŀ ŀǊǘƝŎǳƭƻ ууΣ ǎŜ ŘŜǎŜŀ ōǳǎŎŀǊ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŀǎ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŀǇǊƻǾŜŎƘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ 

ŜǎǘŜ ǊŜǎƛŘǳƻΣ ǘŀƴǘƻ ǇŀǊŀ ŘƛǎƳƛƴǳƛǊ Ŝƭ ƛƳǇŀŎǘƻ ŀƳōƛŜƴǘŀƭ ŎƻƳƻ ǇŀǊŀ ŀŎǘƛǾŀǊ ǳƴ ƴǳŜǾƻ ǎŜŎǘƻǊ 

ŜŎƻƴƽƳƛŎƻΦ 5ŜōƛŘƻ ŀ ŜǎǘƻΣ Ŝƭ ƻōƧŜǘƛǾƻ ŘŜ ŜǎǘŜ ǇǊƻȅŜŎǘƻ ŦǳŜ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊ ƭŀ ŜŦŜŎǘƛǾƛŘŀŘΣ Ŝƴ 

Ŏǳŀƴǘƻ ŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ŦŜǊƳŜƴǘŀōƭŜǎ ȅ ŘŜǎƭƛƎƴƛŦƛŎŀŎƛƽƴΣ ŘŜ ŜǎǘŜ ƳŀǘŜǊƛŀƭ ƭǳŜƎƻ ŘŜ 

ǳǘƛƭƛȊŀǊ ǳƴ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ Ŏƻƴ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎ ȅ Ŝƭ ƳƛŎǊƻƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ŎŜƭǳƭƻƭƝǘƛŎƻ tǎǳŜŘƻƳƻƴŀǎ ǇǳǘƛŘŀ 

Y¢нпплΦ 

 En la primera sección experimental, la hoja de rastrojo de piña proveniente de la Finca 

el Establo, se caracterizó y se encontró que contiene 85,2 % de humedad, 7,2 % de cenizas, 

20,6 % de hemicelulosa, 28,7 % de celulosa, 10,07 % lignina insoluble y 1,90 % de lignina 

soluble.  

Posteriormente, el material previamente seco y tamizado se pretrató con ozonólisis, 

en este proceso se estudió la influencia del tamaño de partícula, flujo de ozono, carga de sólido 

y pH mediante el análisis Taguchi L9. De ello, se tuvo que el factor de mayor significancia para 

la variable respuesta de azúcares fermentables es la carga de sólido, de forma que al operar 

al 10 % m/v se logran concentraciones de hasta 1,7 g/ 100 mL, y se identificó la presencia de 

glucosa, fructosa, xilosa y sacarosa en el medio líquido. Con respecto a la remoción de lignina 

insoluble en el sólido remanente, se determinó que los factores: carga de sólido, pH y tamaño 

de partícula poseen una influencia significativa, logrando una deslignificación de un 23 % al 
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operar con una carga de 5 %, el tamaño de partícula de 0,25 mm y a pH 3 y en el límite inferior 

porcentajes de hasta el 12 % en tan solo 30 minutos de exposición. 

 Seguidamente, se llevó a cabo un análisis preliminar mediante un Factorial 23 para 

determinar las condiciones del medio mínimo de cultivo que favorecen el crecimiento 

poblacional de la bacteria. Al utilizar el medio Luria-Bertani, pH 7 e inoculación de la cepa 

líquida se logró una velocidad de crecimiento específica de 0,3875 h-1, que corresponde a la 

tasa más elevada, por lo tanto, se fijan dichas condiciones para llevar a cabo la hidrólisis. 

 Se realizó la hidrólisis de la biomasa con P.putida KT2440, en dicha parte experimental 

se procedió a variar la carga de biomasa que corresponde a la fuente de carbono de 

microorganismo. Mediante un análisis de varianza se determinó que existe diferencias 

significativas al operar con cargas de 15, 45 y 60 % m/v al 95 % de confianza, de forma que se 

concluye que la condición más favorable para la producción de azúcares y deslignificación se 

dan al utilizar una carga media de biomasa obteniendo valores de 1,16 g/100 mL y 14 % 

respectivamente. Además, en esta sección se identifica la presencia de glucosa, fructosa y 

sacarosa, la existencia de algunos de estos azúcares se atribuye a la producción de glucosa 

isomerasa por parte de la bacteria. 

Después, se llevó a cabo la ozonólisis del material a pH 3 y pH 11 con las condiciones 

que generaron mayores concentraciones de azúcares correspondientes a 10 % m/v de 

rastrojo, un flujo de ozono de 4,1 g O3/h y un tamaño de partícula de 1.00 mm. Se determinó 

que bajo estos parámetros los resultados superan en un 48 % la media del diseño 

experimental Taguchi L9 y se establece que los datos se ajustan al modelo ὅ

ὅ ρ Ὡ , donde k posee un valor de 0,0316 min-1 y la concentración máxima de 

azúcares sería próxima a 2,395 g/100 mL con un R2 de 0,97 a pH 3 y a pH 11 se tiene un valor 

de k de 0,0372 min-1 y una concentración máxima de azúcares de 2,561 g/100 mL con un R2 

de 0,99. Al realizar la hidrólisis de la biomasa ozonada a los diferentes pH con P.putida se 

determinó un incremento en la producción de glucosa en un 50 %. Sin embargo, no se tuvo 

presencia de las otras azúcares fermentables obtenidas al usar el rastrojo natural. 
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Finalmente, con el análisis por microscopía electrónica de barrido se corroboró que el 

pretratamiento a pH 3 logró desintegrar de forma más homogénea la estructura de la 

biomasa, y mejoró la actividad enzimática del microorganismo, cuantificando así una 

deslignificación entre procesos de un 33 % y un total de azúcares de 2,13 g/100 mL. Sin 

embargo, al operar a pH 11 se logra una mayor concentración de azúcares disueltas en el 

medio (al realizar ambos procesos) con un valor de 2,30 g/100 mL, pero se observa poca 

homogeneidad en cuanto a cambios morfológicos, que se confirmó al obtener una remoción 

de 15 % de lignina entre tratamientos. 

Para futuras investigaciones se recomienda utilizar tamaños de partícula entre 1- 2 

mm, variar la concentración de ozono, operar el proceso a pH 3 y pH 11 durante un mayor 

periodo de tiempo con el fin de obtener un perfil cinético tanto de producción de azúcares 

como de deslignificación del material para determinar el comportamiento del sustrato a 

través del tiempo. Además, cuantificar los monolignoles y ácidos orgánicos en disolución con 

el fin hacer balances de masa de consumo para cada compuesto. Y para la hidrólisis con 

microorganismos, se recomienda utilizar los complejos enzimáticos correspondientes 

celulasas, oxidorreductasas y xilanasas de forma directa. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

9ƭ ŀƎƻǘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎ ŦƽǎƛƭŜǎ Ŝǎ ǳƴŀ ǊŜŀƭƛŘŀŘ ƛƴƳƛƴŜƴǘŜΣ ǎŜƎǵƴ ƭŀ !ƎŜƴŎƛŀ 

LƴǘŜǊƴŀŎƛƻƴŀƭ ŘŜ 9ƴŜǊƎƝŀ ό9L!ύ Ŝƴ Ŝƭ ŀƷƻ нлмф ŜǎǘƛƳƽ ǉǳŜ Ŝƭ ǘƛŜƳǇƻ ŘŜ ŎƻƴǎǳƴŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ǊŜǎŜǊǾŀ 

ƳǳƴŘƛŀƭ Ŝǎ ŘŜ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ пу ŀƷƻǎ όL9!Σ нлмфΤ {ƘŀŦƛŜŜ ϧ ¢ƻǇŀƭΣ нллфύΦ 5ŜōƛŘƻ ŀ ŜǎǘƻΣ 

ƳǳŎƘƻǎ ŀǳǘƻǊŜǎ ŎƻƛƴŎƛŘŜƴ Ŝƴ ǉǳŜ ŜȄƛǎǘŜ ǳƴŀ ƴŜŎŜǎƛŘŀŘ ŎǊŜŎƛŜƴǘŜ ǇƻǊ Ŝƭ ŘŜǎŀǊǊƻƭƭƻ ŘŜ ǇǊƻŎŜǎƻǎ 

ǊŜƴƻǾŀōƭŜǎΣ ŜŎƻƴƽƳƛŎƻǎ ȅ ŜƴŜǊƎŞǘƛŎŀƳŜƴǘŜ ŜŦƛŎƛŜƴǘŜǎ ǇŀǊŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ōƛƻŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎ 

ȅ ǇǊƻŘǳŎǘƻǎ ǉǳƝƳƛŎƻǎΦ  {Ŝ Ƙŀ ŎƻƳǇǊƻōŀŘƻ ǉǳŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ƭƛƎƴƻŎŜƭǳƭƽǎƛŎŀ ǇƻǎŜŜ ƭŀǎ 

ŎŀǊŀŎǘŜǊƝǎǘƛŎŀǎ ƴŜŎŜǎŀǊƛŀǎ ǇŀǊŀ ǎŜǊ ƭŀ ƳŀǘŜǊƛŀ ǇǊƛƳŀ ŘŜ ŦǳǘǳǊƻǎ ŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎ ǊŜƴƻǾŀōƭŜǎΣ ȅŀ 

ǉǳŜ ŎƻƴǎǘƛǘǳȅŜ ǳƴ ǎǳǎǘǊŀǘƻ ǎǳǎǘŀƴŎƛŀƭ ǇŀǊŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ōƛƻŜǘŀƴƻƭ ǉǳŜ ƴƻ ŎƻƳǇƛǘŜ ŎƻƳƻ 

ŦǳŜƴǘŜ ŀƭƛƳŜƴǘŀǊƛŀ ƴƛ ǎǳǎǘŜƴǘƻ ŀƴƛƳŀƭΣ  ǇƻǎŜŜ ǳƴ ŀƭǘƻ ŎƻƴǘŜƴƛŘƻ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊΣ ǘƛŜƴŜ ŜƭŜǾŀŘŀ 

ŘƛǎǇƻƴƛōƛƭƛŘŀŘ ȅ ōŀƧƻ ǇǊŜŎƛƻ ό.ƛƴƻŘ ϧ tŀƴŘŜȅΣ нлмрύΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ ŘŜōƛŘƻ ŀ ƭŀ ŎƻƳǇƻǎƛŎƛƽƴ ŘŜƭ 

ƳŀǘŜǊƛŀƭ ǎŜ ŘŜōŜ ŘŜ ǊŜŎǳǊǊƛǊ ŀ ƭŀ ŘŜǎƭƛƎƴƛŦƛŎŀŎƛƽƴ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŀǇǊƻǾŜŎƘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀΦ 9ǎǘƻ 

Ŏƻƴ Ŝƭ Ŧƛƴ ŘŜ ŀƭǘŜǊŀǊ ƭŀ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀ ǇƻǊ ƭƻ ǉǳŜ ƭŀ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀ ȅ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ǉǳŜŘŜƴ 

ŜȄǇǳŜǎǘŀǎΣ ƭƻ ǉǳŜ ŀǳƳŜƴǘŀ ƭŀ ǾŜƭƻŎƛŘŀŘ ŘŜ ǊŜŀŎŎƛƽƴ ŘŜ ƭƻǎ ǇǊƻŎŜǎƻǎ ǇƻǎǘŜǊƛƻǊŜǎ ȅ ǉǳŜ ǎŜ ŘŞ ǳƴ 

ƛƴŎǊŜƳŜƴǘƻ ŘŜ ƭŀ ƭƛōŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊŜǎΦ  

9ƴ ŜǎǘŜ ŜǎǘǳŘƛƻ ǎŜ ŘŜǎŀǊǊƻƭƭŀǊł ǳƴ ǇǊƻŎŜǎƻ ŘŜ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ōƛƻƳŀǎŀ ǇǊƻǾŜƴƛŜƴǘŜ 

ŘŜƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ŘŜ ǇƛƷŀΦ 9ƴ ƭŀ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀ ŘŜ ƭŀ ōƛƻǊǊŜŦƛƴŜǊƝŀ ŜŦŜŎǘǳŀǊ Ŝǎǘŀ ƻǇŜǊŀŎƛƽƴ ǊŜǇǊŜǎŜƴǘŀ ǳƴ 

нл ҈ ŘŜƭ Ŏƻǎǘƻ ǘƻǘŀƭ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴΤ ǎƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ Ŝǎ ƛƴŘƛǎǇŜƴǎŀōƭŜ ǇŀǊŀ ƭŀ ƻōǘŜƴŎƛƽƴ ŘŜ 

ōƛƻŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎ ƻ ǇǊƻŘǳŎǘƻǎ ǉǳƝƳƛŎƻǎΦ tƻǊ Ŝƭƭƻ ŀŎǘǳŀƭƳŜƴǘŜΣ ǎŜ ŜǎǘǳŘƛŀƴ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻǎ 

ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾƻǎ Ŏƻƴ Ŝƭ Ŧƛƴ ŘŜ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊ ŀǉǳŜƭƭƻǎ ǉǳŜ ŘƛǎƳƛƴǳȅŀƴ Ŏƻǎǘƻǎ  ƻǇŜǊŀŎƛƻƴŀƭŜǎΣ 

ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ǎǳōǇǊƻŘǳŎǘƻǎ ȅ ŀǳƳŜƴǘŜ Ŝƭ ǊŜƴŘƛƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ό¢ǊŀǾŀƛƴƛΣ WǳŘƛǘΣ !ƴŀΣ ϧ 

.ƻƭŀŘƻΣ нлмсύΦ ¢ŀƳōƛŞƴΣ ǎŜ ŜǎǘǳŘƛŀǊł ƭŀ ƘƛŘǊƽƭƛǎƛǎ ŘŜƭ ƳŀǘŜǊƛŀƭ ƘŀŎƛŜƴŘƻ ǳǎƻ ŘŜ ǳƴ 

ƳƛŎǊƻƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ŎŜƭǳƭƻƭƝǘƛŎƻΣ ǉǳŜ ŀƭ ǎŜǊ ŎŀǇŀȊ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎƛǊ Řƛǎǘƛƴǘƻǎ ŎƻƳǇƭŜƧƻǎ ŜƴȊƛƳłǘƛŎƻǎ 

ŎƻƳƻ ƭƻ ǎƻƴ ƭŀǎ ŎŜƭǳƭŀǎŀǎ ȅ ƻȄƛǊǊŜŘǳŎǘŀǎŀǎ ǇŜǊƳƛǘƛǊł ŜǾƛŘŜƴŎƛŀǊ ǎƛ ŜȄƛǎǘŜ ǎƛƴŜǊƎƛŀ ŜƴǘǊŜ ƭƻǎ 

ǇǊƻŎŜǎƻǎ Ŝƴ Ŏǳŀƴǘƻ ŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ȅ ŜȄǇƻǎƛŎƛƽƴ ŘŜƭ łǊŜŀ ǎǳǇŜǊŦƛŎƛŀƭ ŘŜƭ ƳŀǘŜǊƛŀƭΦ 

{ŜƎǵƴ ƭŀ C!hΣ /ƻǎǘŀ wƛŎŀ Ŝǎ Ŝƭ ƳŀȅƻǊ ǇǊƻǾŜŜŘƻǊ ŘŜ ǇƛƷŀ ŦǊŜǎŎŀ ŀ ƴƛǾŜƭ ƳǳƴŘƛŀƭΣ 

ƎŜƴŜǊŀƴŘƻ ƛƴƎǊŜǎƻǎ Ŝƴ Ŝƭ ŀƷƻ нлмф ŘŜ Ƙŀǎǘŀ ϷфуфΦрс ƳƛƭƭƻƴŜǎ ǇƻǊ ŜȄǇƻǊǘŀŎƛƽƴΣ ǇƻǊ ƭƻ ǉǳŜ Ŝƴ 

Ŝƭ ǇŀƝǎ ǎŜ Ƙŀ ŘŀŘƻ ǳƴŀ ŎǊŜŎƛŜƴǘŜ ŘŜƳŀƴŘŀ ǇƻǊ ƭŀ ǎƛŜƳōǊŀ ŘŜƭ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ƴƻ ǘǊŀŘƛŎƛƻƴŀƭ 

ό/!b!t9tΣ нлмуŎΤ aŀƎƭƛŀƴŜǎƛΣ нлмоύΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ  ƭŀ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜ ŜǎǘŜ ƎŜƴŜǊŀ 

ŘŜǎŜŎƘƻǎ  ŘŜ Ƙŀǎǘŀ ǳƴ ср҈ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀƴǘŀŎƛƽƴ  ǉǳŜ ƛƴŎƭǳȅŜ ƭŀ ŎƻǊƻƴŀ όǇŀǊǘŜ ǎǳǇŜǊƛƻǊ ŘŜƭ ŦǊǳǘƻύΣ 

Ŝƭ ŎƻǊŀȊƽƴΣ ƭŀǎ ŎłǎŎŀǊŀǎ ȅ Ŝƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻΣ Ŝƭ Ŏǳŀƭ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀƭ ƳŀǘŜǊƛŀƭ ǾŜƎŜǘŀƭ ŘŜ ƭŀ Ǉƭŀƴǘŀ ǉǳŜ 

ǎŜ ŜƭƛƳƛƴŀ ŘŜǎǇǳŞǎ ŘŜƭ ŎƛŎƭƻ ŎƻƳŜǊŎƛŀƭ όvǳŜǎŀŘŀΣ !ƭǾŀǊŀŘƻΣ {ƛōŀƧŀΣ ϧ ±ŜƎŀΣ нллрύΦ  !ŘŜƳłǎΣ ƭŀ 
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/łƳŀǊŀ bŀŎƛƻƴŀƭ ŘŜ tǊƻŘǳŎǘƻǎ ȅ 9ȄǇƻǊǘŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ tƛƷŀ ǊŜǇƻǊǘŀ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŀƷƻ нлмуΣ Ŝƭ ǘŜǊǊŜƴƻ 

ƻŎǳǇŀŘƻ ǇŀǊŀ ƭŀ ǎƛŜƳōǊŀ ŦǳŜ ŘŜ ŀƭǊŜŘŜŘƻǊ ŘŜ пп ллл ƘŜŎǘłǊŜŀǎ ŘŜ ǇƛƷŀΣ ȅ ǎŜ ǘƛŜƴŜ ǉǳŜ ǇƻǊ 

ƘŜŎǘłǊŜŀ ŘŜ ǇƛƷŀ ŎǳƭǘƛǾŀŘŀΣ ǎŜ ƎŜƴŜǊŀ ŜƴǘǊŜ фтπнрл ǘƻƴǎ ŘŜ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ό/!b!t9tΣ нлмуōΤ 

DƻƴȊłƭŜȊΣ нлмнύΦ 

tŀǊŀ ƭŀ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ŘŜ ŘŜǎŜŎƘƻǎ ŘŜ ǇƛƷŀ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀƴ ƘŜǊōƛŎƛŘŀǎ ǘƽȄƛŎƻǎ ǉǳŜ ƭƻ 

ŘŜǎƘƛŘǊŀǘŜƴΣ ŘŜōƛŘƻ ŀƭ ƎǊŀƴ ǾƻƭǳƳŜƴ ȅ ǉǳŜ ǎǳ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ Ŝǎ ƭŜƴǘŀ ǎƛ ƴƻ ǎŜ ǘǊŀǘŀƴΦ 5ƛŎƭƻǊƻ ŘŜ 

ŘƛƳŜǘƛƭπпπпΩπōƛǇƛǊƛŘƛƭ όtŀǊŀǉǳŀǘύ Ŝǎ Ŝƭ ǇƭŀƎǳƛŎƛŘŀ ǉǳŜ ŎƻƳǵƴƳŜƴǘŜ ǎŜ ŜƳǇƭŜŀΣ ǇŀǊŀ ŘƛǎƳƛƴǳƛǊ ƭŀ 

ōƛƻƳŀǎŀ ȅ ƭǳŜƎƻ ƛƴŎƛƴŜǊŀǊΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ ŜǎǘŜ ǇƭŀƎǳƛŎƛŘŀ ǘƛŜƴŜ ǳƴŀ ǾƛŘŀ ƳŜŘƛŀ ƭŀǊƎŀ  ŘŜ нтΦр 

ŘƝŀǎ  ȅ ǘŜǊƳƛƴŀ ǇƻǊ ŀŎǳƳǳƭŀǊǎŜ Ŝƴ ǎǳŜƭƻ Ŝ ƛƴŎƭǳǎƻ ŦƛƭǘǊłƴŘƻǎŜ ŀ ŀƎǳŀǎ όWŀƴŀƪƛ ϧ /ƘƛƴƴǳǎŀƳȅΣ 

нлмсΤ vǳŜǎŀŘŀ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллрύΦ !ŘŜƳłǎΣ ƭƻǎ ǊŜǎƛŘǳƻǎ ŘŜ ǇƛƷŀ ǇǊƻƳǳŜǾŜƴ ƭŀ ǇƻƭƛŦŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ 

ƳƻǎŎŀ ό{ǘƻƳƻȄȅǎ ŎŀƭŎƛǘǊŀƴǎύ ƭŀ Ŏǳŀƭ ƎŜƴŜǊŀ ŜǎǘǊŞǎ ŀƭ ƎŀƴŀŘƻ ȅ ŀ ǎǳ ǾŜȊ ŀŦŜŎǘŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛǾƛŘŀŘ 

ŀƴƛƳŀƭ ό/ƽǊŘƻōŀ ϧ aƻƭƛƴŀΣ нлмпύΦ  5ŀŘƻ ŀ ƭƻ ŜȄǇǳŜǎǘƻ Ŏƻƴ ŀƴǘŜǊƛƻǊƛŘŀŘΣ ȅ Ŏƻƴ Ŝƭ Ŧƛƴ ŘŜ ǾŜƭŀǊ 

ǇƻǊ Ŝƭ ŎǳƳǇƭƛƳƛŜƴǘƻ ŘŜƭ 5ŜŎǊŜǘƻ ϲb нсфнмπa!D πwŜƎƭŀƳŜƴǘƻ ŘŜ ƭŀ [Ŝȅ tǊƻǘŜŎŎƛƽƴ CƛǘƻǎŀƴƛǘŀǊƛŀ 

ŀǊǘƝŎǳƭƻ ууΣ ǎŜ ŘŜōŜƴ ōǳǎŎŀǊ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŀǎ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŀǇǊƻǾŜŎƘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ŜǎǘŜ ǊŜǎƛŘǳƻΣ ǘŀƴǘƻ ǇŀǊŀ 

ŘƛǎƳƛƴǳƛǊ Ŝƭ ƛƳǇŀŎǘƻ ŀƳōƛŜƴǘŀƭ ŎƻƳƻ ǇŀǊŀ ŀŎǘƛǾŀǊ ǳƴ ƴǳŜǾƻ ǎŜŎǘƻǊ ŜŎƻƴƽƳƛŎƻΦ 9ƴ ŜǎǘŜ ŎŀǎƻΣ 

ǎŜ ǇǊƻǇƻƴŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊ Ŝƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ǇŀǊŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ŦŜǊƳŜƴǘŀōƭŜǎ ƳŜŘƛŀƴǘŜ Ŝƭ 

ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻΣ ŜǎǘŜ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ǇǳŜŘŜ ǎŜǊ ŀǇǊƻǾŜŎƘŀŘƻ ǇŀǊŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ōƛƻŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎΣ 

ǳƴŀ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŀ ǇŀǊŀ ƭŀ ǎǳǎǘƛǘǳŎƛƽƴ ŘŜ ƭƻǎ ŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎ ŦƽǎƛƭŜǎ ǉǳŜ ǎŜ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀ ǇƻǊ ǇǊƻŘǳŎƛǊ 

ƳŜƴƻǊ ŎŀƴǘƛŘŀŘ ŘŜ ŜƳƛǎƛƻƴŜǎΦ 

9ƭ ƻōƧŜǘƛǾƻ ŘŜƭ ǇǊƻȅŜŎǘƻ ŦǳŜ ƛƳǇƭŜƳŜƴǘŀǊ ǳƴ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎΣ Ŏƻƴ Ŝƭ Ŧƛƴ ŘŜ 

ŎǳŀƴǘƛŦƛŎŀǊ ƭƻǎ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ŦŜǊƳŜƴǘŀōƭŜǎ ƻōǘŜƴƛŘƻǎ ȅ ƭŀ ƭƛƎƴƛƴŀ ǊŜƳƻǾƛŘŀ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ŘŜ ǇƛƷŀΦ 

[ŀ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀ ǳƴ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ ǉǳƝƳƛŎƻ ƻȄƛŘŀǘƛǾƻΣ ǉǳŜ Ƙŀ ŘŜƳƻǎǘǊŀŘƻ ǎŜǊ 

ŜŦƛŎƛŜƴǘŜ ŜǎǇŜŎƛŀƭƳŜƴǘŜ Ŝƴ ƭŀ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ǇƻƭƝƳŜǊƻ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀΣ ȅ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀŘƻ ǇƻǊ ǇƻǎŜŜǊ 

ŜŦŜŎǘƻǎ ƳƝƴƛƳƻǎ ǎƻōǊŜ ƭŀ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀ ȅ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀΣ ŀŘŜƳłǎ ǎŜ Ƙŀ ŎƻƳǇǊƻōŀŘƻ 

ǉǳŜ ƳŜƧƻǊŀ Ƙŀǎǘŀ Ŝƴ ǳƴ нр҈ Ŝƭ ǊŜƴŘƛƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ƎƭǳŎƻǎŀ Ŏƻƴ ǊŜǎǇŜŎǘƻ ŀ ƻǘǊƻǎ 

ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻǎ ό.ŜƘŜǊŀΣ !ǊƻǊŀΣ bŀƴŘƘŀƎƻǇŀƭΣ ϧ YǳƳŀǊΣ нлмпΤ ¢ǊŀǾŀƛƴƛ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмсύΦ tƻǊ ŜƭƭƻΣ 

ǎŜ ǇǊƻŎŜŘŜ ŀ ŎƻƳǇŀǊŀǊ ƭŀ ƻōǘŜƴŎƛƽƴ ŘŜ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ŦŜǊƳŜƴǘŀōƭŜǎ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭŀ ƛƳǇƭŜƳŜƴǘŀŎƛƽƴ 

ŘŜ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎ ǎƛƳǇƭŜ Ŏƻƴ Ŝƭ ǊŜƴŘƛƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊ ŜǎǘŜ ƳŞǘƻŘƻ ŀǇƭƛŎŀƴŘƻ Ŝƭ ǳǎƻ ŘŜƭ 

ƳƛŎǊƻƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ŎŜƭǳƭƝǘƛŎƻ tǎŜǳŘƻƳƻƴŀǎ ǇǳǘƛŘŀ Y¢ нпплΣ ǉǳŜ ǎŜƎǵƴ aǳƭŀƪƘǳŘŀƛǊΣ Iŀƴƻǘ ϧ 

½ƛƳƳŜǊƳŀƴ όнлмтύΣ ǇǊƻǇƻǊŎƛƻƴŀ ǳƴŀ ǎƛƴŜǊƎƛŀ Ŝƴ Ŝƭ ǇǊƻŎŜǎƻΣ Ŝƴ ŘƻƴŘŜ Ŝƭ ƻȊƻƴƻ ŎƻƳƻ ŀƎŜƴǘŜ 

ƻȄƛŘŀǘƛǾƻ ŀǘŀŎŀ ƭƻǎ ŘƻōƭŜǎ ŜƴƭŀŎŜǎ ŎŀǊōƻƴƻπ ŎŀǊōƻƴƻ ŘŜ ƭŀ ƭƛƎƴƛƴŀ ƳƛŜƴǘǊŀǎ ǉǳŜ Ŝƭ 

ƳƛŎǊƻƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ƘƛŘǊƻƭƛȊŀ ƭŀǎ ǇŀǊǘŜǎ ŎŜƭǳƭƝǘƛŎŀǎ ŜȄǇǳŜǎǘŀǎ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀΦ 
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CAPÍTULO 2 

ASPECTOS GENERALES DEL RASTROJO 

2.1. Rastrojo de Piña 

[ŀ ǇƛƷŀ Ŝǎ ǳƴ ŦǊǳǘƻ ƳƻƴƻŎƻǘƛƭŜŘƽƴŜƻΣ ƘŜǊōłŎŜƻ ȅ ǇŜǊŜƴƴŜ ǉǳŜ ǇŜǊǘŜƴŜŎŜ ŀ ƭŀ ŦŀƳƛƭƛŀ 

ōǊƻƳŜƭƛłŎŜŀǎΣ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎŀƳŜƴǘŜ ŀƭ ƎŞƴŜǊƻ !ƴŀƴŀǎΣ ŜǎǇŜŎƛŜ ŎƻƳƻǎǳǎΦ 9ǎǘŜ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀ ǇƻǊ ƭŀ 

ŀŘŀǇǘŀōƛƭƛŘŀŘ Ŝƴ ŎƻƴŘƛŎƛƻƴŜǎ łǊƛŘŀǎΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ ǇŀǊŀ ǾŜƭŀǊ ǇƻǊ ƭŀ ŎŀƭƛŘŀŘ ŘŜƭ ǇǊƻŘǳŎǘƻ Ŝǎ 

ǊŜŎƻƳŜƴŘŀōƭŜ ǎŜƳōǊŀǊ Ŝƴ Ȋƻƴŀǎ ŘƻƴŘŜ ǎŜ ǘƛŜƴŜƴ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀǎ ŜƴǘǊŜ ƭƻǎ но π ол ϲ/Φ [ŀ Ǉƭŀƴǘŀ 

ŎǊŜŎŜ ŀƭǊŜŘŜŘƻǊ ŘŜ ǳƴ ƳŜǘǊƻ ŘŜ ŀƭǘǳǊŀΣ ǇƻǎŜŜ ǳƴ ǘŀƭƭƻ ǊƻŘŜŀŘƻ Ŏƻƴ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ ор ƘƻƧŀǎΣ 

ƭŀǎ ŎǳŀƭŜǎ ǎƻƴ ƭŀǊƎŀǎΣ ƎǊǳŜǎŀǎ ȅ Ŏƻƴ ŜǎǇƛƴŀǎ Ŝƴ ƭŀ ǇǳƴǘŀΦ 9ƭ ŦǊǳǘƻ ǎŜ ŦƻǊƳŀ ǎƻōǊŜ ǳƴ ǇŜƴŘǵƴŎǳƭƻ 

ǉǳŜ ǘƛŜƴŜ ǳƴƻǎ млл πмрл ƳƳ ŘŜ ƭŀǊƎƻΣ Ŝƴ Ŝƭ łǇƛŎŜ ŘŜƭ ǘŀƭƭƻ ȅ ǉǳŜ Ŝǎǘł ŎƻƳǇǳŜǎǘƻ ǇƻǊ ƭŀǎ ŦƭƻǊŜǎ 

ŘŜ ŎƻƭƻǊ ƭŀǾŀƴŘŀ ȅ ōǊłŎǘŜŀǎ ŀŘƘŜǊƛŘŀǎ ŀ ǳƴ ŜƧŜ ŎŜƴǘǊŀƭΣ ǉǳŜ ǎŜ ǳƴŜƴ ȅ ǎŜ ŜƴŎŀǊƎŀƴ ŘŜ ƭŀ 

ŦƻǊƳŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ŦǊǳǘƻ ŘŜ ƭŀ ǇƛƷŀ όaΦ aƻƴǘƻȅŀΣ нлмнΤ ½ŀƛƴǳŘŘƛƴΣ {ƘŀƳǎǳŘƛƴΣ aƻƪƘǘŀǊΣ ϧ LǎƳŀƛƭΣ 

нлмпύΦ 9ƴ ƭŀ CƛƎǳǊŀ нΦмΣ ǎŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀ ǳƴ ŘƛŀƎǊŀƳŀ ŘŜ ƭŀǎ ǇŀǊǘŜǎ ǉǳŜ ŎƻƴǎǘƛǘǳȅŜƴ ƭŀ Ǉƭŀƴǘŀ ŘŜ 

ǇƛƷŀΦ 

 

Figura 2.1. Planta de piña y sus partes (Kole, 2011). 
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[ŀǎ ƘƻƧŀǎΣ ƭŀ ŎƻǊƻƴŀΣ ƭŀ ǊŀƝȊ ȅ ǘŀƭƭƻ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀƴǘŀΣ ǎŜ ŎƻƴƻŎŜƴ ŎƻƳƻ ǊŀǎǘǊƻƧƻΣ ȅ ǎŜ 

ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀƴ ǇƻǊ ǎŜǊ ƴƻ ƳŀŘŜǊŀōƭŜΦ [ƻ ŎƻƴǎǘƛǘǳȅŜ Ŝƭ ǇŀǊŞƴǉǳƛƳŀΣ ǘŜƧƛŘƻ ŦǳƴŘŀƳŜƴǘŀƭ ǇŀǊŀ 

ŎǳƳǇƭƛǊ ƭŀǎ ŦǳƴŎƛƻƴŜǎ ŘŜ ŦƻǘƻǎƝƴǘŜǎƛǎ ȅ ŀƭƳŀŎŜƴŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ǎǳǎǘŀƴŎƛŀǎ ŎƻƳƻ Ŝƭ ŀƎǳŀΣ ƘƛŘǊŀǘƻǎ 

ŘŜ ŎŀǊōƻƴƻΣ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ ȅ ƎǊŀǎŀǎΦ !ŘŜƳłǎΣ Ŝǎ ŦƛōǊƻǎƻ ȅ ŀōǊŀǎƛǾƻ ŘŜōƛŘƻ ŀƭ ŀƭǘƻ ŎƻƴǘŜƴƛŘƻ ŘŜ ǎƛƭƛŎƛƻ 

ȅ ǇƻǊ ƭƻǎ ŎƻǊŘƻƴŜǎ ŘŜ ŦƛōǊŀ ǉǳŜ ƭŜ ƻǘƻǊƎŀƴ ǊŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ ŀ ƭŀ ǘƻǊǎƛƽƴ όvǳŜǎŀŘŀ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллрΤ 

½ŀƛƴǳŘŘƛƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмпύΦ 

!ŎǘǳŀƭƳŜƴǘŜ /ƻǎǘŀ wƛŎŀ Ŝǎ Ŝƭ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ǇǊƻǾŜŜŘƻǊ ŘŜ ǇƛƷŀ ŀ ƴƛǾŜƭ ƳǳƴŘƛŀƭ ǎŜƎǵƴ ƭŀ 

hǊƎŀƴƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀǎ bŀŎƛƻƴŜǎ ¦ƴƛŘŀǎ ǇŀǊŀ ƭŀ !ƭƛƳŜƴǘŀŎƛƽƴ όC!hύΦ [ŀǎ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜǎ ǾŀǊƛŜŘŀŘŜǎ 

ǉǳŜ ǎŜ ŎǳƭǘƛǾŀƴ Ŝƴ Ŝƭ ǇŀƝǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜƴ ŀΥ /ŀȅŜƴŀ ƭƛǎŀΣ /ƘŀƳǇŀƪŀ ȅ a5πнΦ [ŀ tǊƻƳƻǘƻǊŀ ŘŜ 

/ƻƳŜǊŎƛƻ 9ȄǘŜǊƛƻǊ όtwh/ha9wύ ǊŜǇƻǊǘŀ ǉǳŜ ǇŀǊŀ Ŝƭ нлму Ŝƭ ƛƳǇŀŎǘƻ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ǇƛƷŀ 

Ŝƴ Ŝƭ tǊƻŘǳŎǘƻ LƴǘŜǊƴƻ .Ǌǳǘƻ ŘŜƭ ǇŀƝǎ ŦǳŜ ŘŜ ǳƴ н ҈ ό/!b!t9tΣ нлмуŀΤ aŀƎƭƛŀƴŜǎƛΣ нлмоΤ 

twh/ha9wΣ нлмнύΦ [ŀ /łƳŀǊŀ bŀŎƛƻƴŀƭ ŘŜ tǊƻŘǳŎǘƻǊŜǎ ȅ 9ȄǇƻǊǘŀŘƻǊŜǎ ŘŜ tƛƷŀ ό/!b!t9tύ 

ǇŀǊŀ Ŝƭ нллуΣ ŜǎǘŀōƭŜŎƛƽ ǉǳŜ Ŝƭ ǘŜǊǊŜƴƻ ƻŎǳǇŀŘƻ ǇŀǊŀ ƭŀ ǎƛŜƳōǊŀ ŘŜ ǇƛƷŀ ŦǳŜ ŘŜ ŀƭǊŜŘŜŘƻǊ ŘŜ 

пп ллл ƘŜŎǘłǊŜŀǎΦ [ŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ǇƛƷŀ Ŝƴ /ƻǎǘŀ wƛŎŀ ǎŜ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀ Ŝƴ ƭŀ ½ƻƴŀ bƻǊǘŜΣ Ŝƭ /ŀǊƛōŜ 

ȅ Ŝƭ tŀŎƝŦƛŎƻΣ ŘƻƴŘŜ Ŝƭ łǊŜŀ ǎŜƳōǊŀŘŀ ŘŜƭ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀƭ пт҈Σ ом ҈ ȅ нн ҈ 

ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘŜό/!b!t9tΣ нлмуŀΤ IŜǊƴłƴŘŜȊ ϧ tǊŀŘƻΣ нлмуύΦtŀǊŀƭŜƭƻ ŀƭ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ŀƴǳŀƭ ŘŜ 

т҈ Ŝƴ ŜȄǇƻǊǘŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ ǇƛƷŀ ǉǳŜ ǎŜ Řŀ Ŝƴ ƭŀ ŀŎǘǳŀƭƛŘŀŘ ǎŜ Ƙŀ ǊŜŎǳǊǊƛŘƻ ŀƭ ŀǳƳŜƴǘƻ Ŝƴ Ŝƭ  łǊŜŀ 

ŎǳƭǘƛǾŀŘŀΣ ȅ Ŝǎǘƻ ǇǊƻŘǳŎŜ ǳƴ ƛƴŎǊŜƳŜƴǘƻ Ŝƴ ǎǳōǇǊƻŘǳŎǘƻǎ ǇǊƻǾŜƴƛŜƴǘŜǎ  ŘŜƭ ŎǳƭǘƛǾƻ ŜƴǘǊŜ Ŝƭƭƻǎ 

Ŝƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻΦ {Ŝ ŜǎǘƛƳŀ ǉǳŜ ǇƻǊ ƘŜŎǘłǊŜŀ ŎǳƭǘƛǾŀŘŀ ǉǳŜŘŀƴ ŜƴǘǊŜ фт ȅ нрл ǘƻƴŜƭŀŘŀǎ ŘŜ ƳŀǘŜǊƛŀƭ 

ǾŜǊŘŜ ǉǳŜ ƴƻ ǘƛŜƴŜ ǳƴ ǳǎƻ ŜǎǘŀōƭŜŎƛŘƻ όDƻƴȊłƭŜȊΣ нлмнΤ [ƽǇŜȊΣ ²ƛƴƎΣ ϧ wƻƧŀǎΣ нлмпύΦ  

9ƭ ŎƛŎƭƻ ŎƻƳŜǊŎƛŀƭ ŘŜ ƭŀ ǇƛƷŀ Ŝǎ ŘŜ нт ƳŜǎŜǎΣ Ŝƭ Ŏǳŀƭ ǎŜ ŘƛǾƛŘŜ Ŝƴ Řƻǎ ŎƻǎŜŎƘŀǎΥ ƭŀ 

ǇǊƛƳŜǊŀ ŀ ƭƻǎ мр ƳŜǎŜǎ ȅ ƭŀ ǎŜƎǳƴŘŀ мн ƳŜǎŜǎ ŘŜǎǇǳŞǎΣ ǳƴŀ ǾŜȊ ǘǊŀǎŎǳǊǊƛŘƻ Ŝƭ ŎƛŎƭƻ ǎŜ ŘŜōŜ 

ŜƭƛƳƛƴŀǊ Ŝƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ǇŀǊŀ ƭŀ ǇǊŜǇŀǊŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ǎǳŜƭƻΦ !ǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ мΣр ƳƛƭƭƻƴŜǎ ŘŜ ǘƻƴŜƭŀŘŀǎ 

ƳŞǘǊƛŎŀǎ ŘŜ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ǎŜ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀƴ Ŝƴ ŘŜǎŜŎƘƻ ŀƴǳŀƭƳŜƴǘŜ ȅ ŘŜōƛŘƻ ŀ ǎǳ ǎŜŎŀŘƻ ƭŜƴǘƻΣ ǎŜ 

ŘŜōŜ ǊŜŎǳǊǊƛǊ ŀƭ ǳǎƻ ŘŜ ƘŜǊōƛŎƛŘŀǎ ǇŀǊŀ ŀŎŜƭŜǊŀǊ Ŝƭ ǇǊƻŎŜǎƻΦ tƻǎǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ ǎŜ ŘŜōŜƴ ŎƻǊǘŀǊ ȅ 

ǉǳŜƳŀǊΣ Ŝƭ ƘŜǊōƛŎƛŘŀ Ƴłǎ ǳǘƛƭƛȊŀŘƻ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜƴ ŀƭ ŘƛŎƭƻǊǳǊƻ ŘŜ ŘƛƳŜǘƛƭπпΣпπōƛǇƛǊƛŘƛƭƻ 

όtŀǊŀǉǳŀǘύΣ  ǉǳŜ ǎŜ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀ ǇƻǊ ǎŜǊ ŀƭǘŀƳŜƴǘŜ ǘƽȄƛŎƻΣ ŘŜ ŦƻǊƳŀ ǉǳŜ ŎƻƴǘŀƳƛƴŀ Ŝƭ ǎǳŜƭƻΣ 

ŀƳŜƴŀȊŀ Ŏƻƴ ǎǳ ǳǎƻ ŦǳǘǳǊƻ ȅ ǇǳŜŘŜ ƭƭŜƎŀǊ ŀ ŎƻƴǘŀƳƛƴŀǊ ƭŀǎ ŀƎǳŀǎ ŘŜ ƭƻǎ ǊƝƻǎ ŀƭŜŘŀƷƻǎΣ ŘŜōƛŘƻ 
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ŀ ƭŀ ǇǊƻŦǳƴŘƛŘŀŘ ŘŜ ƭƻǎ ŘǊŜƴŀƧŜǎ  ό!ƭǇƝȊŀǊ ϧ ±ƛƭƭŜƎŀǎΣ нлмоΤ vǳŜǎŀŘŀ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллрύΦ   

hǘǊƻ ŜŦŜŎǘƻ ǎƻōǊŜ Ŝƭ ŀƳōƛŜƴǘŜ ŘŜƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ŘŜ ǇƛƷŀ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀ ƭŀ ǇǊƻƭƛŦŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ 

ƳƻǎŎŀ ŘŜ Ŝǎǘŀōƭƻǎ ό{ǘƻƳƻȄȅǎ ŎŀƭŎƛǘǊŀƴǎύΦ [ŀ ƳƻǎŎŀ ŀǘŀŎŀ ŀƭ ƎŀƴŀŘƻΣ ǎǳŎŎƛƻƴŀƴŘƻ ǎǳ ǎŀƴƎǊŜ ȅ 

ƻŎŀǎƛƻƴŀƴŘƻ ŦǳŜǊǘŜǎ ŘƻƭƻǊŜǎΣ ƭŜǎƛƻƴŜǎ Ŝƴ ƭŀ ǇƛŜƭΣ ŀƭǘƻǎ ƴƛǾŜƭŜǎ ŘŜ ŜǎǘǊŞǎΣ ŘŜōƛƭƛǘŀƳƛŜƴǘƻ ȅ 

ǇŜǊŘƛŘŀǎ ŘŜ ǇŜǎƻ ǉǳŜ ōŀƧŀƴ ƭƻǎ ǊŜƴŘƛƳƛŜƴǘƻǎ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ƭŜŎƘŜ ȅ ŘŜ ƭŀ ŎŀǊƴŜΣ Ƙŀǎǘŀ ǇǳŜŘŜ 

ƭƭŜƎŀǊ ŀ ŎŀǳǎŀǊ ƭŀ ƳǳŜǊǘŜ ό/ƽǊŘƻōŀ ϧ aƻƭƛƴŀΣ нлмпύΦ 

5ŜōƛŘƻ ŀ ƭŀ ǇǊƻōƭŜƳłǘƛŎŀ ǉǳŜ ŀŎŀǊǊŜŀǊ Ŝƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ȅ ǎǳ ŀƭǘƻ ǾƻƭǳƳŜƴ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴΣ ǎŜ 

ŘŜōŜƴ ōǳǎŎŀǊ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŀǎ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŀǇǊƻǾŜŎƘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ŜǎǘŜ ǊŜǎƛŘǳƻΣ ǘŀƴǘƻ ǇŀǊŀ ŘƛǎƳƛƴǳƛǊ Ŝƭ 

ƛƳǇŀŎǘƻ ŀƳōƛŜƴǘŀƭ ŎƻƳƻ ǇŀǊŀ ŀŎǘƛǾŀǊ ǳƴ ƴǳŜǾƻ ǎŜŎǘƻǊ ŜŎƻƴƽƳƛŎƻΦ {ŜƎǵƴ LǊƝŀǎ όнлмпύΣ Ŝƴ /ƻǎǘŀ 

wƛŎŀ ǇƻǊ ƭƻ ƎŜƴŜǊŀƭΣ Ŝƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ƴƻ Ŝǎ ŀǇǊƻǾŜŎƘŀŘƻ ŘŜōƛŘƻ ŀ ǉǳŜ ǎǳǎ ǇǊƻǇƛŜŘŀŘŜǎ ƴƻ ǎƻƴ 

ŎƻƴƻŎƛŘŀǎ ǇƻǊ ƭŀǎ ŜƳǇǊŜǎŀǎΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ Ŝƴ ƭŀ ŀŎǘǳŀƭƛŘŀŘ ǎŜ ōǳǎŎŀ ǾŜƭŀǊ ǇƻǊ Ŝƭ ŎǳƳǇƭƛƳƛŜƴǘƻ 

ŘŜƭ 5ŜŎǊŜǘƻ ϲb нсфнмπa!D πwŜƎƭŀƳŜƴǘƻ ŘŜ ƭŀ [Ŝȅ tǊƻǘŜŎŎƛƽƴ CƛǘƻǎŀƴƛǘŀǊƛŀ ŀǊǘƝŎǳƭƻ ууΣ ǇƻǊ ƭƻ 

Ŏǳŀƭ Ŝƭ ǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ ŀŘŜŎǳŀŘƻ  ŘŜƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ Ŝǎ ŘŜ ŎŀǊłŎǘŜǊ ƻōƭƛƎŀǘƻǊƛƻ ǇŀǊŀ Ŝƭ ŜƴǘŜ ƎŜƴŜǊŀŘƻǊ  

ό!ƭǇƝȊŀǊ ϧ ±ƛƭƭŜƎŀǎΣ нлмоΤ LǊƝŀǎ !Σ нлмпύΦ   

2.2. Biomasas lignocelulósicas 

9ƭ ǊŀǎǘǊƻƧƻ ŘŜ ǇƛƷŀ Ŝǎ ǳƴŀ ōƛƻƳŀǎŀ ƭƛƎƴƻŎŜƭǳƭƽǎƛŎŀΣ ŘŜ ƳƻŘƻ ǉǳŜ ǎŜ ŘŜŦƛƴŜ ŎƻƳƻ Ŝƭ 

ǊŜŎǳǊǎƻ ƴŀǘǳǊŀƭ ǉǳŜ ǇǳŜŘŜ ǳǎŀǊǎŜ ǇŀǊŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ōƛƻŎƻƳōǳǎǘƛōƭŜǎΣ ŘŜ ōƛƻŜƴŜǊƎƝŀΣ 

ōƛƻƳŀǘŜǊƛŀƭŜǎ ȅ ōƛƻǉǳƝƳƛŎƻǎΣ ǇƻǊ ǎǳ ŀƭǘƻ ŎƻƴǘŜƴƛŘƻ Ŝƴ ŎŀǊōƻƘƛŘǊŀǘƻǎΦ 9ǎǘŜ ǘƛǇƻ ŘŜ ƳŀǘŜǊƛŀƭ 

ǊŜǇǊŜǎŜƴǘŀ ƭŀ ƳŀȅƻǊ ǇŀǊǘŜ ŘŜ ƭƻǎ ǊŜǎƛŘǳƻǎ ŀƎǊƝŎƻƭŀǎ όŎƻƳƻ Ŝǎ ŜǎǘŜ ŎŀǎƻύΣ ǊŜǎƛŘǳƻǎ ŘŜ ƳŀŘŜǊŀΣ 

ǊŜǎƛŘǳƻǎ ǇǊƻǾŜƴƛŜƴǘŜǎ ŘŜ ƳǳƴƛŎƛǇƛƻǎ ȅ ŘŜ ŜƳǇǊŜǎŀǎ ό.ŜƘŜǊŀ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмпΤ .ƛƴƻŘ ϧ tŀƴŘŜȅΣ 

нлмрύΦ5ŜōƛŘƻ ŀƭ ŀƭǘƻ ŎƻƴǘŜƴƛŘƻ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀ Ŝƴ ƭŀ ƳƻǊŦƻƭƻƎƝŀ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀΣ ƭŀ ƭƛōŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ 

ŀȊǵŎŀǊŜǎ ŦŜǊƳŜƴǘŀōƭŜǎ Ŝǎ ǳƴ ƻōǎǘłŎǳƭƻ ǇŀǊŀ ƭŀ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ǊŜŎǳǊǎƻΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ Ŝǎǘŀ 

ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ǇƻƭƛƳŞǊƛŎŀ ǎŜ ŜƴŎŀǊƎŀ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŜŎŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ Ǉƭŀƴǘŀ ŎƻƴǘǊŀ ƳƛŎǊƻōƛƻǎ ȅ ŀǘŀǉǳŜǎ 

ŜƴȊƛƳłǘƛŎƻǎ ŘƛŎƘŀ ǇǊƻǇƛŜŘŀŘ ǎŜ ŘŜƴƻƳƛƴŀ ǊŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ όwŀƧŜƴŘǊŀƴ ϧ ¢ŀƘŜǊȊŀŘŜƘΣ нлмпύΦ  

5Ŝ ŦƻǊƳŀ ŜǎǘłƴŘŀǊΣ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ƭƛƎƴƻŎŜƭǳƭƽǎƛŎŀΣ ǇƻǎŜŜ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜΥ ŘŜ плπрл҈ ŘŜ 

ŎŜƭǳƭƻǎŀΣ нлπмл ҈ ŘŜ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀ ȅ мрπр҈ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀΦ ! ŎƻƴǘƛƴǳŀŎƛƽƴΣ ǎŜ ŘŜŦƛƴŜƴ ƭƻǎ 

ŎƻƴǎǘƛǘǳȅŜƴǘŜǎ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀό!ƴǿŀǊΣ DǳƭŦǊŀȊΣ ϧ LǊǎƘŀŘΣ нлмпύΥ 
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 2.2.1. Celulosa 

[ŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ Ŝǎ ǳƴ ŎƻƳǇƻƴŜƴǘŜ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀƭ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ŘŜ ƭŀǎ ǇŀǊŜŘŜǎ ŘŜ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ǾŜƎŜǘŀƭŜǎΣ ǉǳŜ 

Ŝǎ ǊŜǎǇƻƴǎŀōƭŜ ŘŜ ƭŀ ǊŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ ƳŜŎłƴƛŎŀΦ 9ǎ ǳƴ ǇƻƭƝƳŜǊƻ ŀƭǘŀƳŜƴǘŜ ŜǎǘŀōƭŜ ǉǳŜ ŎƻƴǎƛǎǘŜ Ŝƴ 

ƎƭǳŎƻǎŀΣ Ŝƴ ǎǳ ƳŀȅƻǊƝŀ мΣпπ5πƎƭǳŎƻǇƛǊŀƴƻǎŀΣ ǳƴƛŘŀ Ŏƻƴ ŎŀŘŜƴŀǎ ƭƛƴŜŀƭŜǎ ŜƴǘǊŜ ǎƝ ǇƻǊ ǇǳŜƴǘŜǎ 

ŘŜ ƘƛŘǊƽƎŜƴƻΦ {Ŝ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀ ǇƻǊ ǎŜǊ ǊƝƎƛŘŀΣ ƛƴǎƻƭǳōƭŜ ȅ ŀƭǘŀƳŜƴǘŜ ǊŜǎƛǎǘŜƴǘŜ ŀ ƭƻǎ ǎƻƭǾŜƴǘŜǎ 

ƻǊƎłƴƛŎƻǎΦ bŀǘǳǊŀƭƳŜƴǘŜ ƭŀǎ ƳƻƭŞŎǳƭŀǎ ŘŜ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ŜȄƛǎǘŜƴ ŎƻƳƻ ǇŀǉǳŜǘŜǎ ŘŜ ƳƛŎǊƻŦƛōǊƛƭƭŀǎΣ 

ǊŜƎƛƻƴŜǎ ŎǊƛǎǘŀƭƛƴŀǎ ȅ ŀƳƻǊŦŀǎ ό!ƴǿŀǊ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмпύΦ 

 2.2.2. Hemicelulosa 

[ŀ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀƭ ǎŜƎǳƴŘƻ ǇƻƭƝƳŜǊƻ Ƴłǎ ŀōǳƴŘŀƴǘŜ Ŝƴ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ȅ ǎŜ 

ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀ ŘŜ ƭŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ǇƻǊ ǎŜǊ ǳƴ ǇƻƭƝƳŜǊƻ ǊŀƳƛŦƛŎŀŘƻ ƘŜǘŜǊƻƎŞƴŜƻ ŘŜ ǇŜƴǘƻǎŀǎ όȄƛƭƻǎŀ ȅ 

ŀǊŀōƛƴƻǎŀύΣ ƘŜȄƻǎŀǎ όƳŀƴƻǎŀΣ ƎƭǳŎƻǎŀΣ ƎŀƭŀŎǘƻǎŀύ ȅ ŀȊǵŎŀǊŜǎ ŀŎŜǘƛƭŀŘƻǎΦ [ŀ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŀƳƻǊŦŀ 

ŘŜƭ ŎƻƳǇǳŜǎǘƻ ǎŜ ŜƴŎŀǊƎŀ ŘŜ ǇǊƻǇƻǊŎƛƻƴŀǊ ƛƴǘŜƎǊƛŘŀŘ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀƭ ŀ ƭŀ ŎŞƭǳƭŀΦ !ŘŜƳłǎΣ ǎǳ ōŀƧƻ 

ǇŜǎƻ ƳƻƭŜŎǳƭŀǊ ȅ ŘƛǾŜǊǎƛŘŀŘ Ŝƴ ǊŀƳƛŦƛŎŀŎƛƻƴŜǎ ƭŀǘŜǊŀƭŜǎ ŎƻǊǘŀǎ ǇŜǊƳƛǘŜ ǉǳŜ ƭƻǎ ǇƻƭƝƳŜǊƻǎ ǎŜ 

ƘƛŘǊƻƭƛŎŜƴ Ŏƻƴ ƳŀȅƻǊ ŦŀŎƛƭƛŘŀŘ   ό!ƎōƻǊΣ /ƛŎŜƪΣ {ǇŀǊƭƛƴƎΣ .ŜǊƭƛƴΣ ϧ [ŜǾƛƴΣ нлммΤ !ƴǿŀǊ Ŝǘ ŀƭΦΣ 

нлмпύ Φ 

 2.2.3. Lignina 

La lignina es por lo general, la fracción más compleja y pequeña de la biomasa 

lignocelulósica, se encuentra presente en la pared celular primaria y se encarga del soporte 

estructural, impermeabilidad, resistencia contra microbios y al estrés oxidativo. Está 

constituida por un polímero heterogéneo de cadena larga con unidades fenilpropanoides (3 

carbonos unidos a un anillo de 6 carbonos) correspondientes a p-hidroxifenil, guaiacil y siringil 

organizadas de forma aleatoria y altamente ramificables. Dichas unidades fenólicas están 

unidas por enlaces éter, usualmente se les denominan monolignoles, y son los precursores de 

la polimerización oxidativa del alcohol coniferílico, alcohol cumarílico (guaiacil) y el alcohol 

sinapílico respectivamente (Bajpai, 2016). 
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Figura 2.2. Monolignoles (Vasco, Ge, & Li, 2016) 
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CAPÍTULO 3 

TIPOS DE PRETRATAMIENTOS PARA LA BIOMASA LIGNOCELULÓSICA 

3.1. Pretratamiento de biomasas 

El pretratamiento es el proceso utilizado para liberar celulosa y hemicelulosa del sello 

de lignina y su estructura cristalina de forma que hace que los polisacáridos sean accesibles 

para la etapa posterior de hidrólisis. La resistencia de las paredes de las células vegetales a la 

desconstrucción se conoce como la propiedad de recalcitrancia de la biomasa. Los principales 

factores que contribuyen a la recalcitrancia de la biomasa lignocelulósica son el área 

superficial, la protección de la celulosa por la lignina, el carácter heterogéneo de las partículas 

de biomasa y el revestimiento de celulosa (Amarasekara, 2013). El método de pretratamiento 

históricamente empleado para biomasa lignocelulósica corresponde a la hidrólisis ácida 

diluida; sin embargo, este da como resultado una cantidad considerable de formación de 

inhibidores y descomposición de polisacárido. Como consecuencia, se han desarrollado varios 

métodos de pretratamientos (Raspolli & Antonetti, 2012). 

Un pretratamiento eficaz debe cumplir los siguientes requisitos(Amarasekara, 2013; 

Raspolli & Antonetti, 2012): 

1. Superar la recalcitrancia de la biomasa lignocelulósica 

2. Producción de sólidos altamente digestibles que mejoren el rendimiento de azúcar 

durante la hidrólisis. 

3. Evitar la degradación del azúcar, especialmente la pentosa derivado de la    

hemicelulosa. 

4.  Minimizar la formación de inhibidores tóxicos. 

5. Permitir la recuperación y explotación de lignina para dar coproductos valiosos. 

6. Ser rentables, involucrar reactores de tamaño razonable, bajo desperdicio y bajos 

requerimientos energéticos.   

Los pretratamientos se clasifican en las siguientes categorías:  
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3.2.1. Pretratamiento Biológico  

El pretratamiento biológico de la biomasa lignocelulósica utiliza el potencial de 

microorganismos (hongos y bacterias) para reducir la recalcitrancia de la materia prima y 

mejorar la digestibilidad mediante enzimas hidrolíticas. Este tipo de tratamiento se puede 

efectuar al cultivar el microorganismo directamente en la materia prima o utilizando los 

extractos de le enzima. Entre las ventajas del uso de este pretratamiento es el bajo 

requerimiento de energía, sin embargo, debido a la lentitud del proceso no se considera viable 

a nivel industrial (Agbor et al., 2011; Rajendran & Taherzadeh, 2014; Vasco et al., 2016). 

3.2.2. Pretratamiento Físico  

El objetivo general de esta categoría de pretratamiento es reducir el tamaño de 

partícula del material lignocelulósico con el propósito de mejorar la digestibilidad, aumentado 

la superficie específica disponible, también reduce el grado de polimerización (DP) y 

cristalinidad de la celulosa. La molienda y la irradiación son tratamientos físicos ampliamente 

utilizados para la biomasa lignocelulósica. Otros métodos físicos corresponden a: extracción, 

pirólisis y vapor de alta presión (Agbor et al., 2011; Rajendran & Taherzadeh, 2014). 

3.2.3. Pretratamiento Químico 

Este corresponde al pretratamiento más utilizado para mejorar la biodegradabilidad 

de la celulosa mediante la eliminación de lignina, para este tipo de tratamiento se emplean 

diferentes agentes químicos como ácidos, álcalis, agentes oxidantes y ozono. Por lo tanto, 

dependiendo del tipo de compuesto que se utilice se tienen diferencias en los componentes 

estructurales del material lignocelulósico. En estudios previos se ha reportado que los 

pretratamientos con ozonólisis, peróxido y oxidación húmeda son más efectivos para la 

eliminación de lignina, mientras que los tratamientos con ácidos diluidos tanto orgánicos 

como inorgánicos son más eficientes en la solubilización de la hemicelulosa (Behera et al., 

2014; Tabil, Adapa, & Kashaninejad, 2016). 

 



11 
 

 

3.3. Ozonólisis 

[ŀ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀ ǳƴ ǘƛǇƻ ŘŜ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ ǉǳƝƳƛŎƻΣ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎŀƳŜƴǘŜ ŘŜ 

ŎŀǊłŎǘŜǊ ƻȄƛŘŀǘƛǾƻΣ Ŝƴ ŘƻƴŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ǎŜ ǘǊŀǘŀ Ŏƻƴ ƻȊƻƴƻΦ 9ǎǘŜ ǎŜ ŜƴŎŀǊƎŀ ŘŜ ŘŜƎǊŀŘŀǊ ƭŀ 

ƭƛƎƴƛƴŀ ŘŜōƛŘƻ ŀƭ ŀǘŀǉǳŜ ŜƭŜŎǘǊƻŦƝƭƛŎƻ ƘŀŎƛŀ ƭŀǎ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀǎ ŘŜ ƭƻǎ ŀƴƛƭƭƻǎ ŀǊƻƳłǘƛŎƻǎ ȅ ƻƭŜŦƝƴƛŎŀǎΣ 

ƳƛŜƴǘǊŀǎ ǉǳŜ ƭŀ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀ ȅ ƭŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ƴƻ ǎŜ ǾŜƴ ŀŦŜŎǘŀŘŀǎ ǇƻǊ Ŝƭ ǇǊƻŎŜǎƻΦ 9ƭ ƻȊƻƴƻ ǎŜ 

ǇǳŜŘŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊ ǇŀǊŀ  ǇŜǊǘǳǊōŀǊ ƳǳŎƘƻǎ ŘŜ ƭƻǎ ƳŀǘŜǊƛŀƭŜǎ ƭƛƎƴƻŎŜƭǳƭƽǎƛŎƻǎΣ ǘŀƭŜǎ ŎƻƳƻ ƭŀ ǇŀƧŀΣ 

ōŀƎŀȊƻΣ ǇƛƴƻΣ ƳŀƴƝΣ ǇŀƧŀ ŘŜ ŀƭƎƻŘƽƴ ȅ ǇƻƭǾƻ ŘŜ łƭŀƳƻ ό¢ǊŀǾŀƛƴƛ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмсύΦ 9ƴ Ŝƭ /ǳŀŘǊƻ оΦмΣ 

ǎŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀƴ ƭŀǎ ǾŜƴǘŀƧŀǎ ȅ ŘŜǎǾŜƴǘŀƧŀǎ ŘŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊ ŜǎǘŜ ǘƛǇƻ ŘŜ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ Ŝƴ ōƛƻƳŀǎŀǎΦ 

/ǳŀŘǊƻ оΦмΦ ±ŜƴǘŀƧŀǎ ȅ ŘŜǎǾŜƴǘŀƧŀǎ ŘŜƭ ǳǎƻ ŘŜƭ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎ Ŝƴ ōƛƻƳŀǎŀ  
ƭƛƎƴƻŎŜƭǳƭƽǎƛŎŀ Ŏƻƴ ǊŜǎǇŜŎǘƻ ŀ ƻǘǊƻǎ ό¢ǊŀǾŀƛƴƛ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмсύ 

Ventajas Desventajas 

1. Baja generación de compuestos 

inhibidores, especialmente de furfural y 

HMF (hidroximetilfurfural). 

1 Alta reactividad, inflamabilidad, corrosión 

lo hace un proceso peligroso.  

2. Selectividad a la degradación de lignina 

con efectos mínimos a la celulosa y 

hemicelulosa. 

2. Es un proceso exotérmico por lo que 

puede requerir un sistema de enfriamiento. 

3.Operación a temperatura ambiental y 

presión nominal. 

3. Requiere materiales de construcción 

especial, capaz de resistir las condiciones de 

oxidación tales como: acero inoxidable 

austenítico, vidrio, cerámicas, teflón, 

hypalon y concreto. 

4. Generación in-situ del ozono y su 

utilización directa (evita problemas de 

suministro y almacenamiento) 

4. Costos elevados de consumo eléctrico. 

5. Reduce la contaminación ambiental.    

6. No se requieren aditivos químicos durante 

todo el proceso de pretratamiento. 
 

 

[ƻǎ ǇŀǊłƳŜǘǊƻǎ ŘŜ ŘƛǎŜƷƻ ǇŀǊŀ ŜŦŜŎǘǳŀǊ ǳƴŀ ƻȊƻƴƽƭƛǎƛǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜƴ ŀƭ ǘŀƳŀƷƻ ŘŜ 

ǇŀǊǘƝŎǳƭŀΣ ƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ŦƭǳƧƻ ŘŜ ƻȊƻƴƻΣ ŎƻƴǘŜƴƛŘƻ ŘŜ ƘǳƳŜŘŀŘ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ȅ Ŝƭ ǇI 

ŘŜƭ ƳŜŘƛƻΦ 9ƭ Ǝŀǎ ло Ŝǎ ǇŀǎŀŘƻ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜ ǳƴ ǊŜŎƛǇƛŜƴǘŜ ŘŜ ǊŜŀŎŎƛƽƴ ǉǳŜ ŎƻƴǘƛŜƴŜ Ŝƭ ǎǳǎǘǊŀǘƻΣ 
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ŜǎǘŜ ǇǳŜŘŜ ǎŜǊ ǳƴ ǊŜŀŎǘƻǊ ǎŜƳƛōŀǘŎƘΣ ǳƴ ǊŜŀŎǘƻǊ ŘŜ ƭŜŎƘƻ ŦƛƧƻ όtCwύ ƻ Ŝƴ ǳƴ ǊŜŀŎǘƻǊ ŘŜ ƭŜŎƘƻ 

ŜƳǇŀŎŀŘƻ όt.wύ όwŀƧŜƴŘǊŀƴ ϧ ¢ŀƘŜǊȊŀŘŜƘΣ нлмпΤ ¢ǊŀǾŀƛƴƛ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмсύΦ 

3.3.1. Ozono 

El ozono corresponde a un agente oxidante fuerte considerado amigable con el 

ambiente, es 14 veces más soluble en agua que el oxígeno, pero altamente inestable. La 

producción del ozono debe ser in-situ y se puede generar a partir de aire seco u oxígeno. Su 

molécula triatómica no lineal contiene un ángulo obtuso y dos enlaces oxígeno de igual 

longitud (03), además dicha estructura presenta resonancia debido a que los átomos de 

oxígeno finales poseen solo seis electrones, lo que define la naturaleza electrofílica del 

compuesto. El potencial de oxidación del ozono es de + 2,07 V, y se considera el oxidante 

fuerte de mayor disponibilidad capaz de reaccionar tanto con sustancias orgánicas e 

inorgánicas (Coca, González-Benito, & García-Cubero, 2016; Marangon, Travaini, Colodette, 

Morales, & Bolado, 2015; Travaini et al., 2016) . 

La reacción de oxidación por presencia de ozono se puede llevar a cabo mediante dos 

mecanismos: reacción directa con el ozono molecular y reacción indirecta mediada por las 

especies radicales que se forman cuando el ozono se descompone en el agua. El ozono 

molecular predomina en disoluciones inferiores a pH 7. En un medio alcalino, la 

descomposición del ozono resulta en la formación de radicales hidroxilos όωhIύ que 

corresponde a un agente oxidante con un potencial de + 2.80 V. La velocidad de formación de 

radicales también aumenta al elevar la temperatura del medio y con la presencia de metales 

(Barrera-Martínez et al., 2016; Chiang, Liang, Chang, & Chao, 2006; Coca et al., 2016) . 

Las reacciones moleculares de O3 son extremadamente selectivas y se limitan a atacar 

a compuestos aromáticos y alifáticos insaturados, de forma contraria los radicales hidroxilos 

poseen poca selectividad y pueden atacar moléculas orgánicas e inorgánicas a tasas de 

reacción de difusión limitada. A continuación, se presenta las reacciones de descomposición 

del ozono en medio acuoso (Kabdasli & Arslan-Alaton, 2010): 
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ὕ Ὄὕᴼ ςὌὕϽ ὕ  1.1 

ὕ ὕὌᴼ ὕϽ  ὌὕϽ 1.2 

ὕ ὕὌϽ ᴼὕ ὌὕϽᴾὕϽ Ὄ  1.3 

ὕ ὌὕϽᴾὕ ὌὕϽ  1.4 

ςὌὕϽᴼὕ Ὄὕ  1.5 

ςὕ  Ὄὕ ᴾσὕ ςὌὕϽ 1.6 

 

[ŀ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀ ǇƻǊ ƭŀ ŀŘƛŎƛƽƴ ŘŜ ƻȊƻƴƻΣ ǎŜ Řŀ ŘŜōƛŘƻ ŀ ƭŀ ǎŜƭŜŎǘƛǾƛŘŀŘ Ŏƻƴ 

ƭƻǎ ŜƴƭŀŎŜǎ ŘƻōƭŜǎ ŎŀǊōƻƴƻ ςŎŀǊōƻƴƻ ȅ ŀ ƭƻǎ ŀƴƛƭƭƻǎ ŀǊƻƳłǘƛŎƻǎ Ŏƻƴ ŀƭǘŀ ŘŜƴǎƛŘŀŘ ŜƭŞŎǘǊƛŎŀΦ  [ŀ 

ǊŜŀŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƻȊƻƴƻ Ŏƻƴ Ŝǎǘƻǎ ǵƭǘƛƳƻǎ ƻŎǳǊǊŜ ǇƻǊ ǳƴ ŀǘŀǉǳŜ ŜƭŜŎǘǊƻŦƝƭƛŎƻΣ ǎŜƎǳƛŘƻ ŘŜ ƭŀ ǇŜǊŘƛŘŀ 

ŘŜ ƻȄƝƎŜƴƻ ǉǳŜ ǊŜǎǳƭǘŀ Ŝƴ ƭŀ ƘƛŘǊƻȄƛƭŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ŀƴƛƭƭƻ ŀǊƻƳłǘƛŎƻΦ [ŀ ŦƻǊƳŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ƎǊǳǇƻ 

ƘƛŘǊƻȄƛƭƻ ŀǳƳŜƴǘŀ ƭŀ ǊŜŀŎǘƛǾƛŘŀŘ ƘŀŎƛŀ ǊŜŀŎŎƛƻƴŜǎ ŘŜ ǎǳǎǘƛǘǳŎƛƽƴ ŜƭŜŎǘǊƻŦƝƭƛŎŀ ǎŜƎǳƛŘƻ ǇƻǊ ǳƴŀ 

мΣоπŎƛŎƭƻŀŘƛŎƛƽƴ ŘŜƭ ƻȊƻƴƻ Ŏƻƴ ƭŀ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŀǊƻƳłǘƛŎŀ ǉǳŜ ǎŜ ŎƻƴƻŎŜ ŎƻƳƻ Ŝƭ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ 

/ǊƛŜƎƎŜΦ 9ƴ ƭŀ CƛƎǳǊŀ оΦм Σ ǎŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀƴ Ŝƭ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ ƘƛŘǊƻȄƛƭŀŎƛƽƴ όaŀǊŀƴƎƻƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмрύ Φ 

 

 

 

 

 

CƛƎǳǊŀ оΦмΦ wŜŀŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƻȊƻƴƻ Ŏƻƴ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀǎ ŀǊƻƳłǘƛŎŀǎ όaŀǊŀƴƎƻƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмрύΦ 

!ŎǘǳŀƭƳŜƴǘŜΣ Ŝƭ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ŜƴǘǊŜ Ŝƭ ƻȊƻƴƻ ȅ ƭŀ ƭƛƎƴƛƴŀ Ŝƴ ƳŜŘƛƻ ŀŎǳƻǎƻ ƴƻ ǎŜ 

ŜƴŎǳŜƴǘǊŀ ŎƻƳǇƭŜǘŀƳŜƴǘŜ ŘŜǎŀǊǊƻƭƭŀŘƻΤ ǎƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ Ŝƴ ŜǎǘǳŘƛƻǎ ŀƴǘŜǊƛƻǊŜǎ ǎŜ Ƙŀ ƭƭŜƎŀŘƻ ŀ 

ǇǊƻǇƻƴŜǊ ǳƴŀ ǎŜǊƛŜ ŘŜ Ǌǳǘŀǎ ŘŜ ŀǘŀǉǳŜ ǇƻǊ ƳŜŘƛƻ ŘŜ ƭŀ ŘŜǘŜŎŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀǎ ŜǎǇŜŎƛŜǎ ǇƻǊ 

ŜǎǇŜŎǘǊƻƳŜǘǊƝŀ ŘŜ ƳŀǎŀǎΦ 9ƴ Ŝƭ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ ŀŎŎƛƽƴΣ ǇǊŜǎŜƴǘŜ Ŝƴ ƭŀ CƛƎǳǊŀ оΦнΣ ŜǎǘŀōƭŜŎŜ ǉǳŜ 

ƭŀ ǊŜŀŎŎƛƽƴ ǎŜ ƭƭŜǾŀ ŀ Ŏŀōƻ ǇƻǊ ǘǊŀƴǎŦŜǊŜƴŎƛŀ ŘŜ ŎŀǊƎŀǎΦ [ŀ Ǌǳǘŀ ! ƛƳǇƭƛŎŀ ƭŀ ǘǊŀƴǎŦŜǊŜƴŎƛŀ ŘŜ 

ŜƭŜŎǘǊƻƴŜǎ ŎƻƳǇƭŜǘŀΣ ƭƻ ǉǳŜ Řŀ ŎƻƳƻ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻ ƭŀ ŦƻǊƳŀŎƛƽƴ ŘŜ ǳƴ ǊŀŘƛŎŀƭ ŎŀǘƛƽƴƛŎƻ ŀǊƻƳłǘƛŎƻΣ 

ǉǳŜ ǇǳŜŘŜ ƭƭŜƎŀǊ ŀ ǇƻƭƛƳŜǊƛȊŀǊǎŜΣ ȅ ǳƴ ǊŀŘƛŎŀƭ ƻȊƻƴǳǊƻ Ŝƭ Ŏǳŀƭ ǎŜ ǇǊƻǘƻƴŀ ȅ ǇǊƻŘǳŎŜ ǳƴ ǊŀŘƛŎŀƭ 



14 
 

 

ƘƛŘǊƻȄƛƭƻ ȅ ƻȄƝƎŜƴƻ όCƛƎǳŜƛǊşŘƻΣ 5ŜǳǎǎΣ ±ŜƴŘŜǊōƻǎŎƘΣ ϧ IŜŜǊŜǎΣ нлмфΤ aŀǊŀƴƎƻƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмрύΦ 

El mecanismo B, ocurre por el ataque electrofílico del ozono sobre el carbono 

sustituido en el anillo lo que produce la hibridación de la molécula que reaccionan a través de 

diferentes rutas como se observa en la Figura 3.2. En la ruta C, el sustituyente hidroxilo se 

puede desprotonar a través de una escisión homolítica formando productos como catecoles 

o quinonas, aldehídos y el radical superóxido. La ruta D se da por una escisión heterolítica 

produciendo la apertura del anillo, formando productos como el ácido mucónico, maleico, 

fumárico y peróxido de hidrógeno. Finalmente, el mecanismo E propone una 1,3-cicloadición 

por parte del ozono al enlace insaturado del compuesto aromático ocasionando la apertura 

del mismo.  En condiciones ácidas, se ha determinado que las rutas C y D ocurren 

simultáneamente y la E puede llegar a predominar por la presencia de H+ (Figueirêdo et al., 

2019; Marangon et al., 2015). 

 

CƛƎǳǊŀ оΦнΦ wŜŀŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƻȊƻƴƻ Ŏƻƴ Ŝƭ ƳƻƴƽƳŜǊƻ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀ Ŝƴ ƳŜŘƛƻ ŀŎǳƻǎƻ (Figueirêdo 

et al., 2019). 

Las quinonas y catecoles productos de la ruta C, al ser estructuras con grupos 

funcionales con alta carga electrónica dan lugar a la apertura del ciclo aromático por otra 1,3-

cicloadición del ozono a los dobles enlaces olefínicos del ciclo aromático. Los principales 

productos de estas reacciones consecutivas corresponden a ácidos orgánicos como el ácido 
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fórmico, acético, oxálico, fumárico, malónico, succínico y los radicales de las reacciones 

indirectas como el hidroxilo, superóxido y el peróxido de hidrógeno (Figueirêdo et al., 2019; 

Souza-Correîa, Ridenti, Oliveira, Araújo, & Amorim, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CƛƎǳǊŀ оΦоΦ wŜŀŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƻȊƻƴƻ Ŏƻƴ Ŝƭ ƳƻƴƽƳŜǊƻ ŘŜ ƭƛƎƴƛƴŀ Ŝƴ ƳŜŘƛƻ ŀŎǳƻǎƻ ό{ƻǳȊŀπ/ƻǊǊŜƞŀ 

Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмоύΦ 

La oxidación de los enlaces dobles alifáticos por medio del mecanismo de Criegee se 

presenta en la Figura 3.4, en donde se aprecia la 1,3-cicloadición que da como resultado un 

ozonoide incial. Posteriormente, se lleva a cabo la descomposición del primer ozonoide por la 

cicloversión 1,3-dipolar produciendo isómeros de carbonilo simple y un óxido de carbonilo 

que debido a la poca estabilidad se recombinan formando un ozonoide final, que reacciona 

con los iones en disolución formando los productos de la ozonólisis (Marangon et al., 2015; 

Souza-Correîa et al., 2013).  
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CƛƎǳǊŀ оΦпΦ aŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ /ǊƛŜƎŜŜ (Souza-Correîa et al., 2013). 

El radical hidroxilo, como se observa en los mecanismos anteriores, es un producto 

secundario de la reacción del ozono con la lignina. Además, se tiene que, al operar en pH 

básicos los iones hidroxilo promueven la descomposición del oxidante hacia la formación del 

radical. Estos productos secundarios reaccionan con los carbohidratos y dan como resultado 

la escisión de los enlaces glucosídicos. El ataque de los radicales hidroxilos inicia con la 

abstracción del hidrógeno seguida de una oxigenación del radical que conduce a la 

introducción de grupos carbonilo a la molécula como se observa en la Figura 3.5, y da paso a 

la producción de azúcares y ácidos orgánicos por el ataque del ozono mediante una 1,1-

cicloadición, observar Figura 3.6 (Marangon et al., 2015). 
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CƛƎǳǊŀ оΦрΦ aŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ ŀŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ǊŀŘƛŎŀƭ ƘƛŘǊƻȄƛƭƻ Ŝƴ ƭƻǎ ŎŀǊōƻƘƛŘǊŀǘƻǎ όaŀǊŀƴƎƻƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ 

нлмрύ 

 

 

CƛƎǳǊŀ оΦсΦ aŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ ŀŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƻȊƻƴƻ Ŏƻƴ ŀƭŘŜƘƝŘƻǎ ȅ ŎŀǊōƻƴƻǎ ŀƴƻƳŞǊƛŎƻǎ όaŀǊŀƴƎƻƴ 

Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмрύ 

3.3.2. Generación de ozono 

Como se menciona anteriormente, la molécula de ozono al ser altamente inestable 

debe generarse in situ. Los principales métodos de producción se llevan a cabo a partir de 

fuentes de energía que permitan disociar las moléculas de oxígeno como lo es la descarga 

eléctrica de alto voltaje, conocido como descarga de corona, y la exposición fotoquímica en 
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donde las corrientes de gas se exponen a luz ultravioleta entre los 140-190 nm. La producción 

del ozono rige bajo la siguiente reacción endotérmica (Coca et al., 2016; Tap & Rice, 2012): 

                                σὕ ᴼ ὕ                  ЎὌЈ ρττȢψ ὯὐȾάέὰ              1.7 

La descarga de corona corresponde a la técnica de producción más rentable de ozono 

en la actualidad. En este proceso se hace pasar la corriente de gas, ya sea aire u oxígeno puro, 

a través de un campo eléctrico de alta energía entre dos electrodos, donde uno de ellos tiene 

la función de tierra y el otro es el medio dieléctrico (portador de corriente de alto voltaje). 

Cuando las moléculas pasan por el panel, los electrones con una energía superior excitan los 

enlaces de unión del gas produciendo la ruptura del elemento en radicales de oxígeno atómico 

que reaccionan con el oxígeno intacto, de la siguiente forma (Tap & Rice, 2012): 

                     ὕ Ὡ ᴼ ςὕ                                1.8 

ς ὕ ςὕ ᴼ ςὕ 1.9 

El campo eléctrico que se genere en la cámara depende directamente de la frecuencia 

de operación que pude ser; baja (50-100 Hz), media (100-1000 Hz) y alta (>1000 Hz), del voltaje 

que se aplique y el material del electrodo. Usualmente estos componentes están elaborados 

por materiales con una constante dieléctrica alta como la cerámica y vidrio. Se estima que, en 

un generado, entre un 85% y 95% de la energía eléctrica suministrada produce calor, lo que 

es perjudicial ya que un aumento en la temperatura del sistema produce la descomposición 

del ozono en oxígeno. Por ello, los ozonizadores de corona cuentan con sistemas de 

enfriamiento, de forma que los electrodos se encuentran dentro de un disipador térmico que 

puede ser de aire, agua o freón (Coca et al., 2016; Tap & Rice, 2012). 
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CAPÍTULO 4 

MICROORGANISMOS CELULÍTICOS 

[ƻǎ ƳƛŎǊƻƻǊƎŀƴƛǎƳƻǎ ŎŜƭǳƭƻƭƝǘƛŎƻǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜƴ ŀ ƻǊƎŀƴƛǎƳƻǎ ŜǎǇŜŎƛŀƭƛȊŀŘƻǎ Ŝƴ ƭŀ 

ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ǇŀǊŜŘ ŎŜƭǳƭŀǊ ŘŜ ƭŀǎ Ǉƭŀƴǘŀǎ ǇƻǊ ƘƛŘǊƽƭƛǎƛǎ ŘŜ ƭŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ƳŜŘƛŀŘŀ ǇƻǊ 

ŎƻƳǇƭŜƧƻǎ ŜƴȊƛƳłǘƛŎƻǎΦ /ƻƳǵƴƳŜƴǘŜ ǎŜ ƭƭŜǾŀ ŀ Ŏŀōƻ ǇƻǊΥ ōŀŎǘŜǊƛŀǎ Σ ƘƻƴƎƻǎΣ ǇǊƻǘƻȊƻƻǎ ȅ 

ŜƴȊƛƳŀǎ ƳƛŎǊƻōƛŀƴŀǎ ό²ƛƭǎƻƴΣ нлммύΦ 9ƴ ƎŜƴŜǊŀƭΣ ŜȄƛǎǘŜƴ Řƻǎ Ǌǳǘŀǎ ŘŜ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ƳƛŎǊƻōƛŀƴŀ 

ŘŜ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ǾŜƎŜǘŀƭΥ Ŝƴ ƭŀ ǇǊƛƳŜǊŀ ǎŜ ǇǊƻŘǳŎŜ ǳƴ ŎƻƴƧǳƴǘƻ ŘŜ ŜƴȊƛƳŀǎ ŜȄǘǊŀŎŜƭǳƭŀǊŜǎ ǉǳŜ 

ǘǊŀōŀƧŀƴ ǎƛƴŞǊƎƛŎŀƳŜƴǘŜ ǇŀǊŀ ŘŜƎǊŀŘŀǊ ƭŀ ǇŀǊŜŘ ŎŜƭǳƭŀǊ ŘŜ ƭŀ Ǉƭŀƴǘŀ ȅ Ŝƴ ƭŀ ǎŜƎǳƴŘŀΣ ƭŀǎ 

ŜƴȊƛƳŀǎ ŘŜƎǊŀŘŀǘƛǾŀǎ ǎŜ ƻǊƎŀƴƛȊŀƴ Ŝƴ ŎƻƳǇƭŜƧƻǎ ŜƴȊƛƳłǘƛŎƻǎ ŀŘƘŜǊƛŘƻǎ ŀ ƭŀ ǎǳǇŜǊŦƛŎƛŜ ŎŜƭǳƭŀǊΣ 

ŘŜ ŦƻǊƳŀ ǉǳŜ ƭŀǎ ŜƴȊƛƳŀǎ ŘŜ ƳŜƳōǊŀƴŀ ǎŜ ǳōƛŎŀƴ Ŝƴ ƭŀ ƛƴǘŜǊŦŀȊ ŜƴǘǊŜ ƭŀ ŎŞƭǳƭŀ ȅ Ŝƭ ǎǳǎǘǊŀǘƻ 

ƛƴǎƻƭǳōƭŜ ό!ǾŜƭƭŀƴŜŘŀΣ DǳŜǾŀǊŀΣ ϧ ¢ƻǊǊŜǎΣ нлмпΤ DƻƭŀƴΣ нлммύΦ  

9ƴ ŜǎǘǳŘƛƻǎ ǇǊŜǾƛƻǎ ǎŜ Ƙŀ ŘŜƳƻǎǘǊŀŘƻ ǉǳŜ ƭŀǎ ōŀŎǘŜǊƛŀǎ ŀŜǊƻōƛŀǎ ȅ ƭƻǎ ƘƻƴƎƻǎ ǎŜ ǳƴŜƴ 

ŘŞōƛƭƳŜƴǘŜ ƻ ƴƻ ǎŜ ǳƴŜƴ ŘŜƭ ǘƻŘƻ ŀ ƭŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ȅ ǇǊƻŘǳŎŜƴ ŎŜƭǳƭŀǎŀǎ Ŝƴ Ŝƭ ŀƳōƛŜƴǘŜ 

ŜȄǘǊŀŎŜƭǳƭŀǊΦ tƻǊ ƻǘǊƻ ƭŀŘƻΣ ƭŀǎ ōŀŎǘŜǊƛŀǎ ȅ ƘƻƴƎƻǎ ŀƴŀŜǊƻōƛƻǎ ƳǳŜǎǘǊŀƴ ǳƴŀ ŀƭǘŀ ǘŜƴŘŜƴŎƛŀ ŀ 

ŀŘƘŜǊƛǊǎŜ ŀƭ ǇƻƭƛǎŀŎłǊƛŘƻΣ ǇǊƻŘǳŎƛŜƴŘƻ ŎŜƭǳƭŀǎŀǎ ƛƴŎƭǳƛŘŀǎ Ŝƴ ŎƻƳǇƭŜƧƻǎ ŜƴȊƛƳłǘƛŎƻǎ ƭƭŀƳŀŘƻǎ 

ŎŜƭǳƭƻǎƻƳŀǎΦ !ŘŜƳłǎΣ ŜǎǘŜ ǎŜ ŘƛǾƛŘŜ Ŝƴ ǘǊŜǎ ŎƻƳǇƻƴŜƴǘŜǎ ǇǊƻǘŜƛŎƻǎ ƳƻŘǳƭŀǊŜǎ 

ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘƛŜƴǘŜǎ ŀΥ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ ŘŜ ƭŀ ǎǳǇŜǊŦƛŎƛŜ ŎŜƭǳƭŀǊΣ ŘŜ ŀǊƳŀȊƽƴ ȅ ŜƴȊƛƳłǘƛŎŀǎ όaŀǘǘŜ Ŝǘ ŀƭΦΣ 

нллфΤ aŀȊȊƻƭƛΣ нлмнύΦ  

[ŀ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ǘƻǘŀƭ ŘŜ ƭŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ƛƳǇƭƛŎŀ ƛƴǘŜǊŀŎŎƛƽƴ ŘŜ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ ŜƴȊƛƳŀǎΣ 

ǇǊƛƴŎƛǇŀƭƳŜƴǘŜ ǘǊŜǎ ǘƛǇƻǎΥ ƭŀǎ ŜƴŘƻƎƭǳŎŀƴŀǎŀǎΣ ƭŀǎ ŜȄƻƎƭǳŎŀƴŀǎŀǎ ȅ ƭŀǎ π̡ƎƭǳŎƻǎƛŘŀǎŀǎΦ 9ǎǘŀǎ 

ŀŎǘǵŀƴ ǎƛƳǳƭǘłƴŜŀƳŜƴǘŜ ǇŀǊŀ ŎƻƴǾŜǊǘƛǊ ƭŀ ŎŜƭǳƭƻǎŀ Ŝƴ π̡ƎƭǳŎƻǎŀΦ  9ƴ ŘƻƴŘŜ ƭŀǎ ŜƴŘƻƎƭǳŎŀƴŀǎŀǎ 

ȅ ŜȄƻƎƭǳŎŀƴŀǎŀǎ ǎŜ ŜƴŎŀǊƎŀƴ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎƛǊ ŎŜƭƻōƛƻǎŀ ŎƻƳƻ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭΦ 5ŜǎǇǳŞǎΣ ƭŀ 

ŎŜƭƻōƛƻǎŀ Ŝǎ ƘƛŘǊƻƭƛȊŀŘŀ ǇƻǊ ƭŀǎ π̡ƎƭǳŎƻǎƛŘŀǎŀǎ ŀ ƎƭǳŎƻǎŀ ό!ǾŜƭƭŀƴŜŘŀ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмпΤ DƻƭŀƴΣ нлммΤ 

DǳǇǘŀΣ нлмсύΦ 
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4.1. Celulasas 

Las celulasas pertenecen a una clase de enzimas que catalizan la hidrólisis de los 

enlaces glicosídicos ̡-1,4 dentro de la cadena que comprende el polímero de celulosa. Las 

enzimas celulíticas son inducibles, ya que pueden ser sintetizados por microorganismos 

durante su crecimiento en materiales celulósicos. Existen al menos once familias de celulasas 

que se clasifican según las similitudes de su secuencia de aminoácidos y los estudios 

estructurales de las diferentes familias muestran que las celulasas tienen ocho pliegues 

proteicos diferentes (Golan, 2011; Gutiérrez, Moreno, & Montoya, 2015; Wilson, 2011, 2016). 

Todas las enzimas que degradan sustratos insolubles contienen un dominio de unión 

adherido por un enlace peptídico al dominio catalítico (dc) y este es el responsable de la 

hidrólisis per se. Al dominio o módulo de unión de celulosa se le denomina CBM (por su 

nombre en inglés carbohydrate binding module), tiene el papel de: unir la enzima a la celulosa 

para que el dc pase menos tiempo lejos del sustrato y logre mover la cadena del polisacárido 

a un sitio activo antes de que la enzima se difunda de la base. También, se encarga del 

reconocimiento de polisacáridos y, por último, tiene una función disruptiva de la unión de la 

celulosa y polisacáridos (Wilson, 2011, 2016). 

Es importante recalcar que las celulasas tienen una cinética de reacción no lineal en los 

sustratos, debido a la heterogeneidad de los polímeros, por ello existen una gran variedad de 

modelos cinéticos para predecir su comportamiento. En general, el complejo de enzimas 

celulítica que descompone la celulosa en -̡glucosa involucra las siguientes enzimas (Golan, 

2011; Gupta et al., 2013; Wilson, 2011): 

¶ Las endoglucanasas: se caracterizan por hidrolizar enlaces glucosídicos internos al azar y en 

regiones solubles o amorfas de la celulosa, o sea donde la estructura carece de enlaces de 

hidrógeno y es más desordenada. Lo que produce nuevos extremos, susceptibles a ser 

hidrolizados por exoglucanasas, cortando hebras largas de celulosa. Esto causa una 

disminución rápida de la longitud del polímero y un aumento gradual de la concentración de 

azúcares reductores. 
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¶ Las exoglucanasas: estas hidrolizan la cadena de celulosa y los oligosácaridos con alto grado 

de polimerización (DP) a partir de los extremos reductores de la cadena. Como producto final 

liberan unidades sucesivas de glucosa, glucohidrolasas, o celobiosa, y celobiohidrolasas. 

¶ Las celobiohidrolasas: se encargan de hidrolizar las cadenas de celulosa mediante la 

eliminación de 2 unidades de los extremos no reductor y reductor. Esta acción da como 

resultado una liberación rápida de azúcares, pero produce pocos cambios en la longitud del 

polímero. 

¶ Las ̡ -glucasidasas: convierten los productos oligosácaridos de la acción de las enzimas 

anteriores descritas en glucosas. 

Todos los componentes anteriores actúan de manera secuencial para facilitar la 

descomposición de la celulosa (Golan, 2011), esto se puede observar de forma detallada en la 

Figura 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Representación de la hidrólisis de celulosa enzimática (Corredor, 2008). 
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4.2. Mecanismos de acción de las celulasas 

La hidrólisis por glicosil hidrolasas se puede llevar a cabo por medio de dos 

mecanismos, de conversión o de inversión de la configuración del carbono anomérico. Ambos 

mecanismos requieren dos cadenas laterales de carboxilo, una que esté protonada (ácido 

catalítico) y la otra que no lo está (base catalítica, nucleófilo). La disposición de los 

aminoácidos en el sitio catalítico determina el tipo de mecanismo en el cual se llevará a cabo 

la hidrólisis. Si los aminoácidos se poseen una distancia de Ғ5,5 ɕA se da el de conservación, 

mas si están a una proximidad de Ғ10 ɕ! ǎǳŎŜŘŜ Ŝƭ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ ƛƴǾŜǊǎƛƽƴΦ En el mecanismo 

de inversión (ver Figura 4.2.A), la base catalítica activa una molécula de agua mediante la 

eliminación de un protón y la molécula de agua ataca el enlace ̡-1,4 por detrás, lo que provoca 

la inversión de la posición única, mientras que el ácido catalítico dona un protón al producto 

de escisión. En el mecanismo de conservación, la base catalítica ataca al enlace -̡1,4 

formando un intermedio covalente que está invertido. El ahora desprotonado carboxilato 

ácido actúa como base y se une a la molécula de agua nucleofílica liberando el producto final 

(Gutiérrez et al., 2015; Wilson, 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.A. Mecanismos de hidrólisis enzimática(Gutiérrez-Rojas et al., 2015). 
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Figura 4.2.B. Mecanismos de hidrólisis enzimática(Gutiérrez-Rojas et al., 2015). 

 

4.3. Degradación microbiana de la lignina  

La lignina corresponde a un polímero aromático con diferentes unidades 

fenilpropanoides unidas por gran variedad de enlaces carbono-carbono, lo que forma una red 

tridimensional compleja que cumple la función de proteger la celulosa del ataque de 

patógenos o saprófitos. En el último paso de la biosíntesis de este compuesto se evidencia que 

las peroxidasas vegetales y algunas lacasas oxidan el monolignol (monómeros de lignina) a 

radicales fenoxi, lo que resulta en diversas estructuras diméricas fenólicas que se estabilizan 

por el acoplamiento de enlaces éter entre la posición fenólica y al ser estos enlaces de carácter 

no fenólico permite que las enzimas puedan oxidar la estructura nuevamente (Ruiz & 

Martínez, 2009; Xu & Wang, 2014) . 

  La naturaleza aromática no fenólica de las unidades de lignina, permite la oxidación 

del compuesto por oxidorreductasas, como lo son las peroxidasas. Estas poseen dos 
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características que le permiten deslignificar biomasas correspondientes a: un potencial redox 

alto que permite la oxidación de anillos aromáticos no fenólicos y la capacidad de generar un 

oxidante de proteínas (peróxido de hidrógeno) mediante transferencia de electrones al 

cofactor del hemo, formando un radical libre de triptófano catalítico en la superficie de la 

proteína, donde puede interactuar con el polímero de lignina voluminosa(Ruiz & Martínez, 

2009). 

4.4 Enzimas encargadas de la degradación de lignina  

Como se presenta en la sección anterior, la degradación de la lignina se ve 

directamente relacionada con la producción de las enzimas correspondientes a la lignina 

peroxidasa y lacasas. La primera  se encarga de oxidar el anillo aromático y la segunda se 

encarga de degradar sustratos específicos (Kuhad & Singh, 2013). 

4.4.1. Lignina Peroxidasas (LiP) 

Es una glicoproteína, extracelular, que depende del peróxido de hidrógeno como 

cofactor. Tiene un potencial redox alto y actúa en pH bajo. Típicamente, muestra poca 

especificidad hacia sustratos y degrada los compuestos que tienen relación con la lignina. El 

LiP oxida el anillo aromático metoxilado o anillos no fenólicos, de forma que elimina un 

electrón y genera radicales catiónicos que son atacados enzimáticamente (Kuhad & Singh, 

2013).  

4.4.2.Lacasas 

Es una oxidasa extracelular N-glicosilada que contiene cuatro átomos de cobre en el 

sitio activo que se distribuyen entre diferentes sitios de unión. Las lacasas catalizan la 

oxidación de una variedad de donantes de hidrógeno aromático con la reducción de oxígeno 

molecular a agua, además oxidan los ácidos fenólicos y metoxifenólico mediante la 

eliminación de un electrón y un protón de los grupos hidroxilo o de grupos amino aromáticos, 

también descarboxilan y atacan los grupos metoxi (Kuhad & Singh, 2013). 
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4.5. Pseudomonas 

/ƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜ ŀ ǳƴ ƎŞƴŜǊƻ ŘŜ ōŀŎǘŜǊƛŀǎ DǊŀƳπƴŜƎŀǘƛǾŀǎΣ ŀŜǊƻōƛŀǎ ŦŀŎǳƭǘŀǘƛǾŀǎΣ 

ǉǳƛƳƛƻǊƎŀƴƻǘǊƽŦŀ ŘŜ ƭŀ ŦŀƳƛƭƛŀ tǎŜǳŘƻƳƻƴŀŘŀŎŜŀŜΤ ƭŀǎ ŜǎǇŜŎƛŜǎ ǎŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀƴ ŎƻƳƻ 

ƻǊƎŀƴƛǎƳƻǎ ŘŜ ǾƛŘŀ ƭƛōǊŜ Ŝƴ Ŝƭ ǎǳŜƭƻ ȅ ƭƻǎ Ƙłōƛǘŀǘǎ ŀŎǳłǘƛŎƻǎ ȅ ŎƻƳƻ ǇŀǘƽƎŜƴƻǎ Ŝƴ Ŝƭ ƘƻƳōǊŜΣ 

ŀƴƛƳŀƭŜǎ ȅ ǇƭŀƴǘŀǎΦ [ŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ǎƻƴ ōŀŎƛƭƻǎ ǊŜŎǘƻǎ ƻ ƭƛƎŜǊŀƳŜƴǘŜ ŎǳǊǾŀŘƻǎΣ Ŏƻƴ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴŜǎ 

ŜƴǘǊŜ лΦрπмΦл Ȅ мΦрπрΦл ҡƳΣ ƭŀ ƳŀȅƻǊƝŀ ŘŜ ƭŀǎ ŎŜǇŀǎ ǎƻƴ ƳƽǾƛƭŜǎ Ŏƻƴ ǳƴƻ ƻ ǾŀǊƛƻǎ ŦƭŀƎŜƭƻǎΦ 

¢ƝǇƛŎŀƳŜƴǘŜΣ ƭƻǎ ƻǊƎŀƴƛǎƳƻǎ ǎƻƴ ƴǳǘǊƛŎƛƻƴŀƭ ȅ ƳŜǘŀōƽƭƛŎŀƳŜƴǘŜ Ƴǳȅ ǾŜǊǎłǘƛƭŜǎΣ ǳƴŀǎ ƭƻƎǊŀƴ 

ŎǊŜŎŜǊ Ŝƴ ǎŀƭŜǎ ƛƴƻǊƎłƴƛŎŀǎ Ŏƻƴ ǳƴŀ ŦǳŜƴǘŜ ŘŜ ŎŀǊōƻƴƻ ƻǊƎłƴƛŎƻΣ ƳƛŜƴǘǊŀǎ ǉǳŜ ƻǘǊŀǎ ǇǳŜŘŜƴ 

ǊŜǇǊƻŘǳŎƛǊǎŜ ŎƻƳƻ ǉǳƛƳƛƻŀǳǘƽǘǊƻŦŀǎΦ [ŀ ŎŜǇŀ ǎŜ ŘŜǎŀǊǊƻƭƭŀ Ŝƴ ǳƴ ǊŀƴƎƻ ŘŜ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀǎ ŜƴǘǊŜ 

ну πол ϲ/ ȅ ǇI ƴƻ ƳŜƴƻǊŜǎ ŀ пΦр ό{ƛƴƎƭŜǘƻƴ ϧ {ŀƛƴǎōǳǊȅΣ нллсύΦ 

[ŀǎ tǎŜǳŘƻƳƻƴŀǎ ǎŜ ŎƭŀǎƛŦƛŎŀƴ ŎƻƳƻ ōŀŎǘŜǊƛŀǎ ŘŜ ƭŀ ǎǳōŎƭŀǎŜ ƎŀƳŀ ŘŜ ƭŀǎ 

ǇǊƻǘŜƻōŀŎǘŜǊƛŀǎΣ ŜǎǘŜ ǘƛǇƻ ŘŜ ƻǊƎŀƴƛǎƳƻ ǇŀǊǘƛŎƛǇŀ Ŝƴ ƭŀǎ ŀŎǘƛǾƛŘŀŘŜǎ ƳŜǘŀōƽƭƛŎŀǎ ŘŜƭ ƳŜŘƛƻ 

ŀƳōƛŜƴǘŜΣ ƛƴŎƭǳƛŘƻ Ŝƭ ŎƛŎƭƻ ŘŜ ŜƭŜƳŜƴǘƻǎ ȅ ƭŀ ŘŜƎǊŀŘŀŎƛƽƴ ŘŜ ŎƻƴǘŀƳƛƴŀƴǘŜǎ ōƛƻƎŞƴƛŎƻǎ ȅ 

ŎŜƴƻōƝǘƛŎƻǎΣ ǇƻǊ ƭƻ ǉǳŜ ǇƻǎŜŜ ǇƻǘŜƴŎƛŀƭ Ŝƴ ŀǇƭƛŎŀŎƛƻƴŜǎ ōƛƻǘŜŎƴƻƭƽƎƛŎŀǎ ŎƻƳƻ ōƛƻŎŀǘłƭƛǎƛǎΣ 

ōƛƻǊǊŜƳŜŘƛŀŎƛƽƴΣ ŀƎŜƴǘŜ ŘŜ ǇǊƻǘŜŎŎƛƽƴ ŘŜ Ǉƭŀƴǘŀǎ όbŜƭǎƻƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллнύΦ 

4.5.1. Pseudomonas putida KT 2440 

 La cepa KT 2440, es la Pseudonomas saprofítica mejor caracterizada, es el primer 

Gram-negativo del suelo certificado como una cepa de seguridad no patógena. El genoma 

KT2240 revela que esta posee vías metabólicas para la trasformación de una alta variedad de 

compuestos aromáticos derivados de la lignina, por lo que es apropiada para la 

descomposición de la molécula (Nelson et al., 2002).En la investigación de Ahmad et al., 

(2010), se concluye que este microorganismo degrada la lignina por la presencia de lacasas 

extracelulares, debido a que se dio el consumo de esta en ausencia de peróxido hidrógeno, 

cosustrato necesario para la activación de las peroxidasas extracelulares. 

 P.putida es altamente resistente a las tensiones endógenas y exógenas, lo que la hace 

tolerante a productos químicos industriales como el etanol, tolueno y subproductos de la 

hidrólisis de biomasas. Se caracterizan por su capacidad de crecer a partir de pocos 
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carbohidratos, como por ejemplo algunas hexosas (glucosa y fructosa) y también por ser 

incapaz de metabolizar disacáridos o azúcares de 5 carbonos productivamente. Este 

microorganismo se ha modificado con el fin de que también consuma la xilosa derivada de la 

hemicelulosa como fuente de crecimiento, mediante la implementación de la ruta de la 

isomerasa y xiloxinasa que convierte la D-xilosa en D-xilosa-5-fosfato ό5Ǿƻǌłƪ ϧ ŘŜ [ƻǊŜƴȊƻΣ 

2018).  

Además, según la investigación realizado por Mulakhudair et al.(2017), dicha bacteria 

al poseer diversidad de complejos enzimáticos es apropiada para realizar hidrólisis de 

biomasas, reportando resultados en producción de glucosa entre 0.26 mg/mL - 1.1 mg/mL 

después de exponer el material al pretratamiento de ozonólisis, duplicando la producción de 

azúcar presente al utilizar únicamente ese pretratamiento. También, se evidencian tanto 

cambios en la morfología del material como en los grupos funcionales ligados al compuesto 

de lignina presentes en el sustrato producto de la hidrólisis con la cepa. 

4.6. Crecimiento poblacional bacteriano 

El crecimiento bacteriano se define como el incremento ordenado de los 

constituyentes químicos de una célula, el cual involucra un cambio en su tamaño para su 

posterior división. El incremento poblacional es el resultado del aumento del número de 

células, las cuales se pueden cuantificar individualmente, al contabilizar la cantidad de células 

o indirectamente con una medición de masa que implica la inclusión de dos mediciones 

importantes correspondientes a la densidad óptica y turbidez óptica (Varela & Grotiuz, 2006).  

El cálculo de células totales se puede realizar con un recuento microscópico en una 

cámara de volumen definido; sin embargo, en este se toman en cuenta tanto las células viables 

como no viables. Por ello, para solo cuantificar las viables, es necesario hacer un cultivo en 

medio sólido para contar el número de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en 

un volumen conocido de la muestra (Varela & Grotiuz, 2006). 
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En un sistema cerrado, el crecimiento poblacional bacteriano se limita por el 

agotamiento de nutrientes o por la acumulación de agentes inhibidores. Al realizar un conteo 

de células en función del tiempo se tiene un crecimiento característico, el cual se observa en 

la Figura 4.3, mas este comportamiento puede variar según las características propias del 

microorganismo, del estado metabólico y del medio de cultivo(Varela & Grotiuz, 2006). 

 

Figura 4.3. Curva de crecimiento bacteriano a)fase de latencia b) fase exponencial c) fases 

estacionaria d) fase de muerte (Varela & Grotiuz, 2006)  

Las cuatro zonas características del crecimiento bacteriano corresponden a (Feiner, 2006): 

1) Fase de latencia: en este periodo la bacteria tiene que ajustarse a las nuevas 

condiciones de entorno, como la disponibilidad de nutrientes, agua, pH y la 

temperatura. El número de células permanece constante, sin embargo, hay un 

aumento de los componentes macromoleculares y de la actividad metabólica. 

2) Fase exponencial: al adaptarse al entorno las bacterias comienzan a reproducirse de 

forma acelerada, produciendo una tendencia exponencial de división. 

3) Fase estacionaria: durante este periodo se da el agotamiento de los nutrientes y se 

generan subproductos tóxicos que eventualmente llevan a la muerte de las células.Sin 
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embargo, estas se siguen reproduciendo, por ello la cantidad de células permanece 

constante y esto produce un punto de equilibrio. 

4) Mortalidad o fase letal: en esta fase la acumulación de subproductos tóxicos, 

agotamiento de energía y los cambios en el pH en el cultivo inhiben el crecimiento de 

los microrganismos y produce la muerte de las células existentes llevando al cultivo a 

una fase de extinción. 

 La tasa de crecimiento bacteriano, usualmente, sigue un modelo empírico 

llamado cinética de Monod, el cual relaciona el cambio en la concentración de sustrato a un 

crecimiento bacteriano específico por medio de la siguiente expresión matemática (Baushke 

& Hashsham, 2007):  

‘ ‘
Ὓ

ὑ Ὓ
 

(4.6.1) 

Donde, 

 ‘: velocidad de crecimiento específico, s-1 

 ‘ : velocidad de reacción especifica de crecimiento máximo, s-1 

 S: concentración de sustrato, g/ dm3 

 ὑ: constante de Monod, g/ dm3 

 
El modelo de Monod relaciona el crecimiento microbiano con la cantidad de sustrato 

disponible en un sistema no estacionario. Por lo que la cinética se comporta de dos formas: la 

primera corresponde a una reacción de orden uno, donde la concentración de células es 

directamente dependiente a la concentración de sustrato (fase exponencial) seguido de una 

cinética de orden cero que indica un crecimiento constante independiente de la cantidad de 

sustrato disponible. Como se videncia en modelo matemático el segundo término de la 

expresión tiende a uno cuando se trabaja con S muy altas lo que permite aproximar el 

crecimiento bacteriano a ‘  (Baushke & Hashsham, 2007; Fogler, 2008; Hu, 2018).  
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Figura 4.4. Relación entre la velocidad de crecimiento bacteriano específica con la 
concentración de sustrato (Hu, 2018) 

 La expresión más empleada para determinar el crecimiento bacteriano en fase 

exponencial es la ecuación simplificada de Monod, esta rige bajo la suposición de que la 

velocidad de crecimiento celular es proporcional al número de células vivas en cualquier 

momento, dado que el aumento poblacional es resultado de la división de una célula viva en 

dos. Se representa bajo la siguiente ecuación (Berk, 2009; Fogler, 2008): 

ὶ
Ὠὅ

Ὠὸ
‘ὅ 

(4.6.2) 

Donde, 

 ὶ: velocidad de crecimiento de la célula, g/dm3 s 

 ὅ: concentración de células, g/ dm3 

 dt: diferencial de tiempo, s 
 

El medio, tanto físico como químico, en que se encuentre el microorganismo es 

determinante para la reproducibilidad de las células. Entre los factores de crecimiento 

poblacional de las bacterias se encuentran(Kar, 2008; Varela & Grotiuz, 2006): 

4.6.1. Nutrientes:  

A pesar de que la célula microbiana está constituida aproximadamente de un 70 % en 

peso de agua, requiere componentes sólidos y gaseosos para su desarrollo. Sus principales 

componentes gaseosos corresponden al oxígeno e hidrógeno. Además, está constituida por 
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cuatro elementos principales: carbón, nitrógeno, azufre y fósforo, los cuales terminan por 

representar el 95 % del peso celular. Se ha comprobado que el carbón representa parte 

integral de todas las células; el nitrógeno está relacionado a las proteínas, coenzimas y ácidos 

nucleicos (ADN,ARN). Además, el azufre es componente vital de las proteínas y coenzimas; 

mientras que el fósforo es el componente esencial de los ácidos nucleicos. Los 

micronutrientes, a pesar de estar en cantidades muy pequeñas, son importantes para la 

nutrición de la bacteria, entre estos se destacan: Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Mn2+, Co2+, Zn2+, Cu2+, 

Fe3+ y Mo4+ (Kar, 2008). 

4.6.2. Temperatura  

Es uno de las variables más influyentes en la proliferación y mantenimiento de la 

vitalidad de las células. Las bacterias poseen una temperatura mínima bajo la cual no pueden 

proliferar, un rango de temperatura óptima dónde su crecimiento es más rápido y 

temperatura máxima, por encima de estas no logran multiplicarse. De acuerdo a la 

temperatura óptima de crecimiento, los microorganismos se pueden clasificar en:  Psicrófilos 

y Psicrotrófo que requieren de bajas temperas para su crecimiento, mesófilos, poseen afinidad 

a las temperaturas moderadas y los termófilos, que son aquellas que necesitan altas 

temperaturas para crecer. A continuación, en el Cuadro 4.1, se presentan las temperaturas a 

las cuales se pueden desarrollar adecuadamente cada clasificación (Negroni, 2009). 

Cuadro 4.1. Temperaturas apropiadas para el crecimiento bacteriano (Feiner, 2006).  

Tipo 
Temperatura 
mínima / (°C) 

Temperatura 
adecuada / (°C) 

Temperatura 
máxima / (°C) 

Psicrófilos -12 5-15 20 
Psicrotrófico -8 20-25 35 

Mesófilos 5 30-45 50 
Termófilos 35 45-60 70 

Extremófilos 
Termófilos 

70 85-90 100 
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4.6.3. Condiciones de pH 

El pH es un factor esencial para el metabolismo y crecimiento bacteriano,la mayoría 

de las bacterias tienen un crecimiento óptimo en medio de pH neutro o ligeramente alcalino, 

entre 6,5 y 7,5, a este tipo se le conoce como neutrófilos. Sin embargo, algunas bacterias 

tienen capacidad de genética de producir ácidos a partir de carbohidratos, a estas se les 

conoce como acidogénicas. También, existen los microorganismos que se logran desarrollar 

en presencia de un alto grado de acidez llamadas acidófilas, las bacterias acidúricas, que 

tienen la capacidad de seguir creciendo aunque el pH descienda y las alcalófilas los cuales se 

reproducen en medio alcalino (Montoya, 2008). 

4.6.4. Condiciones osmóticas y disponibilidad de agua 

El agua corresponde a un requerimiento esencial y un factor importante para el 

crecimiento microbiano, la disponibilidad de esta no depende únicamente del contenido en 

el medio, ya que si hay altas concentraciones de sales y azúcares estas absorben el agua 

disminuyendo así su disposición, por ello es importante controlar la cantidad que se provee 

en el medio de cultivo. Generalmente los microorganismos se encuentran en ambientes con 

menor cantidad de solutos en su interior, por lo tanto, el agua entra a la célula por osmosis; si 

el medio se encuentra a mayor concentración el agua tendrá a salir de la célula, con el fin de 

llegar el equilibrio. Existen tres tipos de microorganismos según el medio en el que se 

desarrollan: halófilos, crecen en altas concentraciones salinas; osmófilos, que se desarrollan 

en altas concentraciones de azúcares y los xerófilos, microorganismos que crecen en 

ambientes muy secos(Montoya, 2008; Varela & Grotiuz, 2006). 

4.7. Métodos de medición directa del crecimiento microbiano 

Para la medición directa del crecimiento microbiano se utilizan métodos que 

determinan el número de células, dicha magnitud se registra como el número de células que 

hay por unidad de volumen o masa. Para llevar acabo dicho recuento, el procedimiento se 

efectúa mediante una serie de diluciones. A continuación, se presentan algunas de las técnicas 

que se llevan a cabo: 
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4.7.1. Recuento en placa  

Este corresponde al procedimiento más utilizado para la medición de las poblaciones, 

la ventaja de utilizar este es que cuantifica el número de células viables, mas requiere mucho 

tiempo para que las colonias sean visibles. La técnica que basa en la suposición de que cada 

bacteria crece y se divide para producir una única colonia por ello suele reportarse como 

unidades formadoras de colonias (UFC). Para realizar un buen recuento se requiere un número 

limitado de colonias, por ello para asegurar que los recuentos sean apropiados, el inóculo 

original se diluye varias veces proceso que se denomina como dilución seriada, tal como se 

observa en la Figura 4.4. (Tortora, Funke, & Case, 2007). 

 

Figura 4.4. Recuento en placa y diluciones seriadas (Tortora et al., 2007). 

El recuento de placa se realiza ya sea con el método de placa vertical o el de diseminación en 

placa. Para la primera de las técnicas, se inocula 1,0 mL o 0,1 mL de diluciones de la suspensión 

bacteriana en una placa Petri. El medio nutritivo, en el que el agar se mantiene líquido en un 

baño de agua próximo a los 50 °C, se vierte sobre la muestra y se mezcla en el medio con 

agitación suave de la placa, en el momento en el que el agar se solidifica la placa se incuba. 

Para el método de diseminación, sobre el agar vertido y solidificado se coloca 0,1 mL del 

inóculo, que se extiende de forma uniforme con una varilla de vidrio esterilizada, la ventaja al 
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realizar esta técnica es que permite el crecimiento de todas las colonias sobre la superficie del 

medio (Tortora et al., 2007). 

4.7.2. Método del número más probable (NMP) 

En esta técnica se efectúa bajo el principio de tubos múltiples, se basa en la suposición 

de que las bacterias pueden separar unas de otras mediante agitación, obteniendo como 

resultado una distribución homogénea en la muestra. Se inoculan volúmenes decrecientes de 

la muestra en un medio de cultivo apropiado por medio de disoluciones sucesivas hasta que 

se dé al menos un resultado negativo, de forma que la combinación de los resultados positivos 

y negativos permite cuantificar la densidad de bacterias por medio de cálculos probabilísticos. 

Normalmente, se utilizan factores de dilución de 10, inoculando múltiplos y submúltiplos de 

1 mL. Este método es útil cuando los microorganismos no se desarrollan en medio sólidos 

(Roldłn & RamƝrez, 2008; Tortora et al., 2007). 

4.7.3. Recuento microscópico directo 

Para llevar a cabo este procedimiento se requiere un volumen definido de una 

suspensión bacteriana dentro de un área limitada en un portaobjetos, se agrega colorante 

para observar mejor las bacterias y la muestra se observa con la lente del objetivo de 

inmersión, lo que permite calcular el número promedio de bacterias en un campo(Tortora et 

al., 2007). 
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CAPÍTULO 5 

TÉCNICAS PARA PRODUCCIÓN DE AZÚCARES FERMENTABLES 

tŀǊŀ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ŀȊǳŎŀǊŜǎ ŦŜǊƳŜƴǘŀōƭŜǎ ŀ ǇŀǊǘƛǊ ŘŜƭ ƳŀǘŜǊƛŀƭ ƭƛƎƴƻŎŜƭǳƭƽǎƛŎƻ ǎŜ 

ǘƛŜƴŜƴ Řƻǎ ǇƻǎƛōƭŜǎ ǾƝŀǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘƛŜƴǘŜǎ ŀΥ ƘƛŘǊƽƭƛǎƛǎ łŎƛŘŀ ƻ ƘƛŘǊƽƭƛǎƛǎ ŜƴȊƛƳłǘƛŎŀ ό/ƽǊŘƻōŀΣ 

нлммύΦ 

5.1. Hidrólisis ácida  

9ƴ ŜǎǘŜ ǇǊƻŎŜǎƻ ǎŜ ǊŜǉǳƛŜǊŜ ŘŜƭ ǳǎƻ ŘŜ łŎƛŘƻ ŘƛƭǳƛŘƻ ƻ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŘƻΣ Ŝǎǘƻǎ ǎŜ ŜƴŎŀǊƎŀƴ 

ŘŜ ǊƻƳǇŜǊ ƭƻǎ ǇƻƭƝƳŜǊƻǎ ŘŜ ŎŜƭǳƭƻǎŀ ȅ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀ ŘŜ ƭŀ ōƛƻƳŀǎŀ ǇŀǊŀ ŦƻǊƳŀǊ ƳƻƭŞŎǳƭŀǎ ŘŜ 

ŀȊǵŎŀǊ ǉǳŜ ǎŜ ǇǳŜŘŜƴ ŦŜǊƳŜƴǘŀǊ ŀ ŜǘŀƴƻƭΦ [ŀ ǾŜƴǘŀƧŀ ŘŜ Ŝǎǘŀ ǘŞŎƴƛŎŀ ǊŀŘƛŎŀ Ŝƴ ǉǳŜ Ŝƭ łŎƛŘƻ 

ǇǳŜŘŜ ǇŜƴŜǘǊŀǊ ƭŀ ƭƛƎƴƛƴŀ ǎƛƴ ǇǊŜǘǊŀǘŀƳƛŜƴǘƻΣ ǇŜǊƻ ƭŀ ƎƭǳŎƻǎŀ ǘŀƳōƛŞƴ ǎŜ ŘŜƎǊŀŘŀ ōŀƧƻ Ŝǎǘŀǎ 

ŎƻƴŘƛŎƛƻƴŜǎ łŎƛŘŀǎΦ 9ǎǘŜ ǇǊƻŎŜǎƻ ŜƳǇƭŜŀ ƎŜƴŜǊŀƭƳŜƴǘŜ łŎƛŘƻ ǎǳƭŦǵǊƛŎƻ ȅ łŎƛŘƻ ŎƭƻǊƘƝŘǊƛŎƻ Ŝƴ 

ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ мπмл ҈ Ŝƴ ǳƴ ǊŀƴƎƻ ŘŜ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀǎ ŜƴǘǊŜ мллπмрл ϲ/Φ [ƻǎ ƳƻƴƻǎŀŎłǊƛŘƻǎ 

ōŀƧƻ ŜǎǘŜ ǇǊƻŎŜǎƻ ǎŜ ŘŜǎŎƻƳǇƻƴŜƴ Ŝƴ ǎǳōǇǊƻŘǳŎǘƻǎ ŎƻƳƻ ƭƻ ǎƻƴ Ŝƭ ŦǳǊŦǳǊŀƭΣ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ŘŜ 

ŘŜǎƘƛŘǊŀǘŀŎƛƽƴ ŘŜ ǇŜƴǘƻǎŀǎΣ ƘƛŘǊƻȄƛƳŜǘƛƭŦǳǊŦǳǊŀƭ όIaCύΣ ǇǊƻŘǳŎǘƻ ŘŜ ŘŜǎƘƛŘǊŀǘŀŎƛƽƴ ŘŜ 

ƘŜȄƻǎŀǎΣ łŎƛŘƻ ŀŎŞǘƛŎƻΣ ǉǳŜ ǎŜ ŦƻǊƳŀ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŀ ŘŜǎŎƻƳǇƻǎƛŎƛƽƴ ƛƴƛŎƛŀƭ ŘŜ ƘŜƳƛŎŜƭǳƭƻǎŀǎΦ [ƻǎ 

ŘƛǾŜǊǎƻǎ ǇǊƻŘǳŎǘƻǎ ŘŜ ŘŜǎŎƻƳǇƻǎƛŎƛƽƴΣ ǎƻōǊŜǘƻŘƻ ƭƻǎ ƎǊǳǇƻǎ ŀŎŜǘƛƭƻΣ ƛƴƘƛōŜ ƭŀ ŦŜǊƳŜƴǘŀŎƛƽƴ 

ǇƻǎǘŜǊƛƻǊ ƭƻ ǉǳŜ ǊŜŘǳŎŜ ƭƻǎ ǊŜƴŘƛƳƛŜƴǘƻǎ ŘŜ Ŝǘŀƴƻƭ ό[ŜƴƛƘŀƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмлύΦ 

5.2. Hidrólisis enzimática 

La hidrólisis enzimática es un proceso en el cual las enzimas mejoran la escisión del 

enlace en las moléculas con la adición de agua, este se lleva a cabo con enzimas llamadas 

celulasas, para la producción de estas enzimas se utilizan tanto bacterias como hongos 

aérobicos o anaeróbicos, mesófilos o termófilos. Los grupos principales de las enzimas 

corresponden a: ŜƴŘƻƎƭǳŎƻƴŀǎŀΣ ŜȄƻƎƭǳŎƻƴŀǎŀ ƻ ŎŜƭƻōƛƻƘƛŘǊƻƭŀǎŀ ȅ ʲ-glucosidasa. Este tipo 

de hidrólisis se caracteriza por requerir medios menos fuertes con respecto a la hidrólisis 

ácida, debido a que esta se realiza bajo condiciones medias tanto de pH como de temperatura 

(Córdoba, 2011; Mussatto & Teixeira, 2010). 
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CAPÍTULO 6 

METODOLOGÍA 

6.1. Metodología experimental  

 A continuación, se procede a detallar la metodología utilizada a lo largo del proyecto 

tanto en la parte experimental como las técnicas de cuantificación de las variables en estudio 

de cada etapa. En la Figura 6.1, se presenta el diagrama con la secuencia metodológica 

empleada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1. Diagrama de secuencia experimental. 

6.1.1. Acondicionamiento de la materia prima 

La materia prima de este proyecto corresponde a la hoja de rastrojo de piña de la 

variedad MD2. Esta fue proporcionada y recolectada de la Finca el Establo ubicada en Guatuso, 

que se encarga del cultivar la piña de forma orgánica y sin uso de desecantes.  

El material se secó en una estufa a 40 °C hasta obtener una humedad aproximada de 7%. 

Posteriormente, con ayuda de un molino de cuchillas se llevó la muestra a tres tamaños de 

partícula correspondientes a 0,25 mm, 0,5 mm y 1,0 mm. 

1.Caracterización de la hoja de 
rastrojo de piña 

 

 

2. Ozonólisis de la hoja de rastrojo de piña 

 

 

 

3. Hidrólisis de la biomasa con el 
microorganismo P.putida KT2440 

 
 

 

 

4. Ozonólisis seguido de la hidrólisis con el 
microorganismo P.putida KT2440 

 

 

 
¶ Acondicionamiento del material 

¶ Disminución del tamaño de 
partícula 

¶ Cuantificación de azúcares fermentables 
en el líquido remanente. 

¶ Deslignificación de la biomasa pretratada  

¶ Cuantificación de azúcares fermentables 
en el líquido remanente. 

¶ Deslignificación de la biomasa pretratada  

¶ Cuantificación de azúcares fermentables 
en el líquido remanente. 

¶ Deslignificación de la biomasa pretratada  

5. Caracterización del sólido 
posterior al pretratamiento 

de ozonólisis y de la hidrólisis 
con el microorganismo 

P.putida por SEM 
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Figura 6.2. Hoja de rastrojo de piña seca a diferentes tamaños de partícula. 

6.1.2. Ozonación de rastrojo de piña 

Para determinar la efectividad del pretratamiento de ozonólisis en el rastrojo de piña, 

se llevó a cabo el diseño experimental Taguchi L9 con repetición. Este análisis estadístico 

permitió determinar el efecto de cuatro factores a tres niveles diferentes en el proceso de 

ozonólisis. En el Cuadro 6.1, se presenta el arreglo con las condiciones de estudio. 

Cuadro 6.1. Arreglo ortogonal Taguchi L9. 

Número de 
Corrida 

Tamaño de 
partícula/ (mm) 

Carga de 
sólido/ (%m/v) 

Flujo de ozono 
/(g O3/h)  

pH 

1 0,25 1 3,7 3 
2 0,25 5 4,1 7 
3 0,25 10 5,0 11 
4 0,5 1 4,1 11 
5 0,5 5 5,0 3 
6 0,5 10 3,7 7 
7 1,0 1 5 7 
8 1,0 5 3,7 11 
9 1,0 10 4,1 3 

 

Para la ozonólisis se realizó el montaje presente en la Figura 6.7. Se trabajó en un 

sistema semi-continuo. Por lo tanto, se fijó un volumen de operación de 900 mL de agua 

ultrapura obtenida del CITA, el tiempo de exposición se estableció en 30 min y la velocidad de 

agitación en 250 rpm. El pH se adecuó con disoluciones de NaOH y HCl al 1 M, según el valor 
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deseado y, finalmente, se cuantificó el valor con un pHmetro. Posteriormente, se realizó la 

carga de biomasa con diferente tamaño de partícula y se procedió a variar el flujo de oxígeno 

con ayuda de las válvulas reguladoras de forma que el rotámetro del generador de ozono 

indicará el valor necesario. La recolección de la muestra, tanto líquida como sólida, se dio 

inmediatamente después del plazo de exposición del material al ozono. El sólido se procedió 

a lavar con agua ultrapura y a la muestra líquida se le agregaron 2 mL de una disolución de KI 

al 2% para detener la reacción al inhibir el efecto del ozono residual. Finalmente, se cuantificó 

la concentración de azúcares en el medio líquido por cromatografía y se realizó el 

procedimiento NREL para determinar el porcentaje de lignina en la biomasa. 

6.1.3. Crecimiento bacteriano en distintos medios de cultivo  

Se realizó un diseño factorial 23 con el objetivo de encontrar el medio de cultivo 

mínimo, pH y el medio de inoculación de la cepa, que permitiera la mayor tasa de crecimiento 

bacteriano de Pseudomona putida KT2440. Los factores en estudio se encuentran el Cuadro 

6.2. y el arreglo experimental en el Cuadro 6.3. 

Cuadro 6.2. Variables y factores de estudio en el factorial 23. 

Factores 
Nivel 

Bajo Alto 

pH 6 7 
Método de Inoculación Colonia disuelta en solución salina Líquido 

Medio de Cultivo Abdul-Kadhim & Jarallah (AKJ) Luria-Bertani (LB) 

 

Como se observa en el Cuadro 6.2, el primer medio de cultivo mínimo corresponde al 

Abdul-Kadhim & Jarallah, este fue preparado acorde a la investigación Mulakhudair et al. 

(2017) con una composición de 0.5% de extracto de levadura, 0.02% de sulfato de magnesio 

y 0.02% de fosfato de amonio dibásico. El medio Luria-Bertani se utilizó con una composición 

de 0.5% de extracto de levadura, 1% de triptona, 1% de cloruro de sodio. Se hizo uso de este 

medio ya que en investigaciones previas esta bacteria ha demostrado tener buenas tasas de 

crecimiento celular y alta actividad enzimática (Obeng et al., 2018). Es importante recalcar 
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que los medios de cultivo fueron provistos por la Escuela de Microbiología de la Universidad 

de Costa Rica. 

Cuadro 6.3. Arreglo experimental del factorial 23. 

Número de Corrida pH 
Método de 
inoculación 

Medio de Cultivo 

1 - - - 
2 + - - 
3 - + - 
4 + + - 
5 - - + 
6 + - + 
7 - + + 
8 + + + 

 

Dicho estudio, se llevó a cabo en una placa de 96 pocillos. Se adicionó a cada pocillo 

200 µL de medio de cultivo y se inoculó 50 µL de la cepa. Se procedió a cuantificar el cambio 

de absorbancia a una longitud de onda de 650 nm en un espectrofotómetro, cada 30 min 

durante 14 horas para cada pozo, además este se adecúo a 25 °C. Posteriormente, con los 

datos recolectados se realizaron las curvas características de crecimiento bacteriano. De 

forma que, con la zona exponencial y el modelo de Monod simplificado, se procedió a calcular 

la velocidad de crecimiento específico que corresponde a la variable de respuesta del estudio 

preliminar.  

6.1.4. Pretratamiento microbiológico con la cepa Pseudomona putida KT 2440 

Por medio de un análisis de varianza (ANOVA) se procedió a estudiar el efecto de la 

carga de biomasa en un 15%, 45% y 60 % (m/v) expuesta al pretratamiento con el 

microrganismo celulolítico, con el fin de determinar cuál porcentaje de sólido beneficia la 

producción de azúcares y disminuye la cantidad de lignina en la biomasa. 

Del estudio preliminar, se fijaron las condiciones que reportaron la mayor tasa de 

crecimiento bacteriano correspondientes al medio de cultivo Luria-Bertani a pH 7 y un medio 

de inoculación líquido de la bacteria. Se trabajó en erlenmeyers de 125 mL con un volumen 

de control de medio de cultivo de 50 mL y un tamaño de partícula del rastrojo de 0.25 mm 
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previamente autoclavado. Los erlenmeyers se incubaron en un shaker a una temperatura de 

25 °C, a 200 rpm durante tres días. 

6.1.5. Cuantificación de azúcares fermentables 

 El análisis de azúcares fermentables se llevó a cabo por cromatografía líquida de alta 

resolución, en las instalaciones del CITA. Las muestras provenientes de la ozonación se 

inyectaron a una columna de intercambio iónico RCM-Monosaccharide Supelcogel Ca2+ (7,8 

ID x 300mm) marca Phenomenex REZEX, que cuenta con un soporte de estireno-

divinilbenceno sulfonado con un 8% de ion calcio. La fase móvil corresponde a agua ultrapura 

a un flujo de 0,4 mL/min y el volumen de inyección de las muestras fue de 3 µL. La temperatura 

de operación de la columna fue de 80 °C y del detector de índice de refracción de 45 °C que 

corresponden a las condiciones idóneas de operación. 

 La cuantificación de las azúcares, se determinó a partir de curvas de calibración que 

relacionan el área con la concentración de disoluciones patrón del azúcar asociado a cada 

tiempo de retención. En las muestras de ozonólisis se identificó sacarosa, glucosa, xilosa y 

fructosa que poseen un tiempo de retención de 13 min, 16 min, 18 min y 20 min 

respectivamente. Las rectas utilizadas se presentan en el Anexo 1 y en el Anexo 3 se encuentra 

una superposición de los patrones sobre una de las muestras analizadas. 

Las muestras provenientes del pretratamiento con el microorganismo celulolítico se 

inyectaron a una columna a la columna Phenomenex Luna-NH2 (4,6 IDx 250mm) marca LUNA, 

que cuenta con un soporte sólido de sílice ultrapura. La fase móvil corresponde a 

acetonitrilo/agua en proporción 80:20 a un flujo de 1 mL/min y el volumen de inyección de las 

muestras fue de 5 µL. La temperatura de operación de la columna fue de 35 °C y del detector 

de índice de refracción de 35 °C. En estas muestras se identificaron las azúcares 

correspondientes a fructosa, glucosa y sacarosa que se asocian a los tiempos de retención de 

5 min, 6 min y 8 min respectivamente. De igual forma, en el Anexo 2, se presentas las rectas 

de calibración de los patrones y en el Anexo 4 la superposición de la muestra. 
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Figura 6.3. Cromatógrafo líquido de alta resolución, CITA. 

 

6.1.6. Cuantificación de lignina insoluble y soluble 

Para la determinación de lignina, primeramente, se tuvo que adecuar el material según 

los requerimientos metodológicos NREL. A continuación, se detalla cada etapa realizada. 

6.1.6.1. Cuantificación de sólidos totales 

Para la determinación de sólidos totales se acondicionaron previamente las cápsulas 

de porcelana durante 3 h a 45 °C en un horno de secado, seguidamente se recolectó la masa 

de cada una, para ello, se dejó enfriar la cristalería en un desecador. Posteriormente, se les 

colocó aproximadamente 4 g de muestra previamente seca del rastrojo, se volvió a medir la 

masa y se expuso el contenido, durante 24 h, a la misma temperatura en un secador. 

Finalmente, se midió la masa de la muestra seca hasta que su variación fuese inferior al 0.001 

g.  Es importante mencionar que la metodología NREL requiere que el contenido de humedad 

de biomasa sea menor al 10% para que no se altere la concentración efectiva de las 

disoluciones utilizadas, y así se evite sesgo tanto en la etapa de extracción como por una 

hidrólisis incompleta. La ecuación utilizada para el cálculo corresponde a la C.2. 
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6.1.6.2. Determinación de extractos  

Para la determinación de extractos, se procedió a pesar aproximadamente 3 g de 

muestra, a las cuales se les realizaron dos extracciones consecutivas de 8 h cada una, en 

equipos soxhlet. Para ello, primeramente, se secó el balón a una temperatura de 105°C y se 

pesó.  La primera extracción, se hizo con 150 mL agua MiliQ y la segunda con 150 mL de etanol 

al 95 %. Posteriormente, los solventes se unen en el balón y se proceden a remover con ayuda 

de un rotavapor. En donde el baño de agua se usó a 40 °C y se varió el vació entre 350 mbar ς 

70 mbar para lograr remover ambos solventes. Finalmente, el balón se colocó en la estufa a 

40 °C durante 24 h y se procedió a pesar. El cálculo del porcentaje de extractos se realizó con 

la ecuación C.4. 

Figura 6.4. Equipos soxhlet y rotavapor utilizados en la determinación de extractos.  

 

6.1.6.3. Determinación de lignina insoluble y cenizas 

Se procedió a secar las muestras libres de extractos hasta que reportaran una 

humedad inferior al 10 %. Se tomaron 300 mg de estas en tubos de ensayo de presión y se les 

añadió 3,0 mL de ácido sulfúrico al 72%. Seguidamente, se llevó a cabo la primera hidrólisis a 

30 °C durante 1 hora. Posteriormente, se diluyeron las mezclas con 84 mL de agua destilada y 

se llevaron a la autoclave a 121 °C por 1 hora. El hidrolizado se procedió a filtrar al vacio en 

crisoles de porcelana de porosidad media que se encontraban previamente calcinados a 575 

°C y pesados. 
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El sólido residual recolectado en los crisoles se procedió a secar en la estufa a una 

temperatura de 105 °C por 6 horas hasta lograr que la masa de lignina se mantuviera 

constante. Finalmente, las muestras se calcinaron en la estufa a 575 °C durante 4,5 horas para 

determinar las cenizas insolubles en ácido y proceder con el cálculo de lignina insoluble 

mediante la ecuación C.5. 

6.1.6.4. Determinación de lignina soluble en ácido  

 Al líquido filtrado se le realizó un barrido con el espectrofotómetro UV en longitudes 

de onda entre 205-350 nm, asociados a la cantidad de lignina soluble según lo que reporta el 

método para diferentes biomasas. Con el barrido realizado se determinó que los puntos que 

tenían una mayor absorbancia correspondían a 270 nm, 280 nm y 290 nm.  Seguidamente, 

con patrón de lignina Kraft se procedió a realizar la curva de calibración para determinar la 

absortividad a las longitudes de onda establecidas. En el Anexo 26, se presenta las pendientes 

obtenidas. Finalmente, se midieron las absorbancias de las muestras de forma que el dato se 

encontrará en el rango de absorbancia permitido entre 0,7 -1,0, para ello la alícuota tomada 

se diluyó con una solución al 4% de ácido sulfúrico. 

6.1.7. Caracterización de biomasa SEM 

Para la determinación cualitativa del cambio morfológico de la biomasa después de la 

exposición a los pretratamientos, se tomaron imágenes a diferentes magnificaciones con un 

microscopio electrónico de barrido (SEM). Para ello, al tratarse de una muestra no conductora 

se procedió a fijar la biomasa a la base con cinta metálica y se realizó un recubrimiento por 

bombardeo iónico en fase gaseosa de oro de 80 nm de espesor con el cobertor iónico de alto 

vacío. 

 

 

 

 



45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.5. Cobertor iónico de alto vacío. 

Finalmente, la biomasa con la deposición de oro que otorga el carácter conductor necesario 

para la emisión de electrones se ingresa al microscopio electrónico de barrido, en donde se 

bombardea de electrones secundarios con una aceleración de voltaje de 15,0 kV. 

 

 

 

 

 

Figura 6.6. Microscopio electrónico de barrido, CIEMic. 

 

6.2 Reactivos y equipos 

Los reactivos que se emplearon en el desarrollo experimental se presentan el Cuadro 

6.4, en donde se presenta el fabricante y pureza de los mismos. 

 

 
 














































































































































































