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RESUMEN 

El calentamiento global y el cambio climático por el uso de combustibles fósiles tanto 

como fuente de energía como para producir diversos materiales requieren imperiosamente 

ser reducidos mediante la implementación de tecnologías sostenibles ambiental, 

económica y socialmente. Dentro de estas tecnologías, el desarrollo de biorrefinerías es 

una alternativa atractiva para la producción de biocombustibles, disminuyendo las 

emisiones de gases de efecto invernadero, así como para generar diversos productos y 

materiales que pueden ser utilizados en la industria química, alimenticia, farmacéutica, 

de la construcción, entre otras. La generación de diversos productos a partir de la biomasa 

lignocelulósica también contribuye a mejorar la viabilidad económica de la producción 

de biocombustibles. Además, las biorrefinerías con capacidad de procesamiento de 

diversas biomasas pueden favorecer el desarrollo local en Uruguay y mejorar la 

sostenibilidad económica de la cadena productiva. 

El objetivo de esta tesis es contribuir a la producción sostenible de bioetanol y 

coproductos de valor mediante el aprovechamiento de las fracciones mayoritarias de la 

biomasa. 

Para ello, en este trabajo se estudiaron dos biomasas lignocelulósicas con diferentes 

características. Se estudió al switchgrass o pasto varilla (Panicum virgatum), una planta 

herbácea conocida como cultivo energético, y al eucalipto (Eucalyptus globulus), una 

fuente de biomasa forestal establecida en Uruguay. La estrategia ejecutada involucró la 

caracterización de las biomasas, el pretratamiento mediante explosión por vapor en un 

equipo continuo a escala pre-piloto, para luego estudiar la producción de bioetanol y 

coproductos de alto valor. 

Se caracterizaron ambas biomasas, siendo la composición del switchgrass 31,8 ± 0,8 % 

celulosa, 25,0 ± 1,2 % hemicelulosa y 31,2 ± 0,8 % lignina (m/m). El eucalipto estaba 

compuesto por 47,9 ± 1,0 % celulosa, 16,0 ± 0,8 % hemicelulosa y 26,0 % lignina (m/m). 

Se diseñaron experimentos para pretratar las biomasas en el equipo de explosión. Se 

probaron distintas combinaciones de temperaturas y tiempos de residencia (cuya 

combinación se denomina severidad). El pretratamiento generó dos fracciones, una 

fracción sólida rica en celulosa y lignina, y una fracción líquida rica en hemicelulosa y 

diversos productos de degradación. Se analizó la composición de ambas fracciones y se 
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determinó que para las dos biomasas el punto óptimo correspondía a 200 °C y 10 minutos 

de tiempo de residencia, ya que la fracción sólida de este punto tenía el mayor contenido 

de celulosa con la menor degradación posible de la celulosa.  

Para la producción de bioetanol se estudió la hidrólisis enzimática de las fracciones 

sólidas resultantes de la explosión por vapor y su fermentación con Saccharomyces 

cerevisiae. Una primera etapa consistió en realizar la sacarificación y fermentación 

separadamente y en una segunda etapa, sobre el punto explotado a 200 °C y 10 minutos 

en las dos biomasas, se estudió la sacarificación y fermentación simultáneas. Se 

obtuvieron resultados promisorios de rendimiento de etanol, aproximadamente 80 % para 

el eucalipto y 90 % para el switchgrass. Se generó además un residuo rico en lignina que 

puede ser usado como fuente de energía mediante combustión, pero con posibilidades de 

ser procesado para producir otros productos. 

Como forma de generar más valor, se investigó la fracción líquida obtenida luego de la 

explosión por vapor a 200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia para la producción de 

xilitol y carotenoides mediante fermentaciones con cepas evolucionadas de 

Kluyveromyces marxianus y Rhodosporidium toruloides, respectivamente. La presencia 

de alto contenido de productos de degradación llevó a desarrollar una estrategia de 

detoxificación con la menor pérdida posible de xilosa en el hidrolizado. De esta 

detoxificación fue posible recuperar otros productos de valor como ácido acético y 

compuestos fenólicos. Implementar esta estrategia a nivel industrial mejora la viabilidad 

económica y ambiental, reduciendo la generación de deshechos. 

Los hidrolizados de eucalipto y switchgrass detoxificados se fermentaron para producir 

xilitol. Se obtuvo 0,48 ± 0,04 g xilitol/g xilosa en el hidrolizado de switchgrass y 0,68 ± 

0,10 g xilitol/g xilosa en el hidrolizado de eucalipto. La producción de carotenoides fue 

posible en medios simulando los medios reales detoxificados, pero es necesario seguir 

desarrollando esta estrategia. 

Los hallazgos de esta tesis generaron conocimiento y estrategias para la producción de 

etanol y productos de valor a partir de switchgrass y eucalipto, dos biomasas 

lignocelulósicas con distintas características. De esta manera se aportan diferentes 

alternativas para el desarrollo sostenible de biorrefinerías en Uruguay. 
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Capítulo 1. INTRODUCCIÓN, ANTECEDENTES, ESTADO DEL ARTE 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solía pensar que este era el comienzo de tu historia. La memoria es algo extraño. No funciona 

como pensaba. Estamos tan atados por el tiempo, por su orden. 

Louise Banks, The Arrival - 2017 
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1.1 Introducción 

1.1.1 Energía – contexto global histórico 

El interés global en el desarrollo de energía a partir de fuentes renovables ha estado en 

boga desde hace ya unos cuantos años. La preocupación por el ambiente y la constatación 

de que la producción de combustibles a partir de fuentes no renovables contribuye en gran 

medida al cambio climático ha sido lo que ha empujado a la sociedad en el 

aprovechamiento e investigación en combustibles renovables (Fawzy y otros, 2020). En 

el mismo sentido, la preocupación por la finitud de los recursos petrolíferos -la principal 

materia prima utilizada para producción de combustibles- también ha sido uno de los 

argumentos para el desarrollo de energías renovables. Sin embargo, la misma industria 

del petróleo ha seguido investigando para hacer más intensiva la prospección de los 

yacimientos, mediante técnicas más invasivas, que de todas formas siguen siendo nocivas, 

tanto ambientalmente como directamente para salud humana (Black y otros, 2020). Se 

podría considerar por ejemplo la teoría del pico de Hubbert, donde originalmente se 

predecía que la producción de petróleo llegaría a su máximo en el año 2000 para luego 

agotarse rápidamente, y sin embargo ha crecido sostenidamente con posterioridad a ese 

año (Figura 1) (Sandberg y otros, 2021).  

 

Figura 1. Predicción del pico de Hubbert (línea punteada) comparada con la producción 

actual de combustible fósil en los Estados Unidos. Tomado de 

https://ourworldindata.org/grapher/hubberts-peak-vs-actual-oil-production-in-the-

united-states?country=~USA 
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Tomando en consideración estos aspectos, el paradigma que debería tomarse en cuenta 

es que la producción de combustibles a partir de petróleo debería ser una etapa por 

superar, más allá de que se agoten o no los recursos petrolíferos. Dentro de ella, la 

biomasa en particular ha sido objeto de significativos estudios y su utilización es 

promisoria, partiendo además de la base que la naturaleza ha proporcionado ciertas bases 

sintéticas que pueden ser aprovechadas, y no solamente “destruidas” completamente para 

proporcionar energía, como es el caso de la quema de la biomasa lignocelulósica o de 

alguna de sus fracciones. 

Es interesante destacar las previsiones de acuerdo con el World Energy Outlook 2020, 

donde se previó una caída del 5 % en la demanda mundial de energía debida a la pandemia 

Covid-19, pero recayendo principalmente en las energías no renovables con un leve 

aumento en las energías renovables. Sin embargo, esto parece revertirse en el 2021 donde 

se espera un crecimiento significativo de los combustibles fósiles. De hecho, se espera 

que solamente la demanda de carbón para el 2021 respecto al 2020 se incremente un 60 % 

más que todas las renovables combinadas, aumentando en un 5 % las emisiones de CO2 

(Figura 2) (International Energy Agency, 2021). 
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Figura 2. Emisiones globales de CO2 relacionadas con la energía, 1990-2021, y el cambio 

en las emisiones de CO2 según combustible. Tomado de (International Energy Agency, 

2021) 

 

Aunque muchas previsiones deban requerir actualización debido a los problemas 

imprevistos generados por la pandemia de Covid-19, el Banco Interamericano de 

Desarrollo estimaba un crecimiento de la demanda energética para América Latina y el 

Caribe de un 75 %, correspondiendo la energía producida a partir de fuentes renovables 

la mitad de esa demanda total (Herrera, de la Rúa y Lechón, 2015). 

1.1.2 Biocombustibles en el contexto global 

Los biocombustibles son combustibles que son producidos actualmente a partir de 

biomasa, donde la biomasa es material de origen biológico excluyendo el material que se 

encuentra incrustado en formaciones geológicas que dan origen a los combustibles fósiles 

(FAO, 2006). Bioetanol y biodiésel son los dos biocombustibles más comúnmente 

producidos a nivel mundial y que pueden ser usados en general sin mayores 

inconvenientes en los automotores que usan combustibles fósiles (Liu y otros, 2021). En 

el caso del bioetanol, las mezclas de hasta 10 % de bioetanol en gasolina pueden ser 

utilizadas por cualquier motor de gasolina o nafta (si el porcentaje es mayor a 10 % se 
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debe utilizar un vehículo “combustible flexible”), mientras que en el caso del biodiésel 

cualquier mezcla puede ser usada en los motores biodiésel (US Energy Information 

Administration, 2020; Susmozas y otros, 2020). 

Los principales productores de bioetanol son Estados Unidos y Brasil que abarcan el 84 % 

del mercado global, siendo casi todo el bioetanol producido a partir de maíz para Estados 

Unidos y a partir de caña de azúcar para Brasil (Figura 3) (US Department of Energy; 

Alternative fuels data center, 2021). Se prevé que China aumente su porcentaje de 

participación en la producción de bioetanol en los próximos años (Renewable Fuels 

Association, 2021; Wu y otros, 2021). 

 

Figura 3. Porcentaje de participación en la producción mundial de etanol (Renewable 

Fuels Association, 2021) 

 

La producción de bioetanol puede clasificarse según la biomasa utilizada (y que coincide 

con su orden de aparición histórico), por lo que se pueden dividir en primera, segunda, 

tercera y cuarta generación de bioetanol, estando estas dos últimas todavía en fase de 

laboratorio y deben solucionarse diversos problemas antes de su aplicabilidad (Figura 4) 

(Mat Aron y otros, 2020). 
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Figura 4. Distintas generaciones de producción de bioetanol y las materias primas involucradas 

 

En el caso de bioetanol de primera generación, los combustibles se producen a partir de 

biomasa rica en azúcares y almidón como granos y maíz, soja, caña de azúcar, etc 

(Mohanty y Swain, 2019). En general el alto costo de esta materia prima, más el problema 

ético que supone usar biomasa que puede ser utilizada para alimentos, resultan dos 

grandes problemas para la utilización de esta tecnología que deben ser evaluados 

(Paschalidou y otros, 2018). Sumado a esto, otro problema importante que se ha 

encontrado en la generación de biocombustibles a partir de estas especies es que se ha 

afectado negativamente la biodiversidad global (Elshout y otros, 2019). Tanto Estados 

Unidos como Brasil, los mayores productores de bioetanol, producen bioetanol de 

primera generación utilizando como principales materias primas maíz y caña de azúcar, 

respectivamente (Osman y otros, 2021). 

La segunda generación de bioetanol se produce a partir de biomasa lignocelulósica, que 

es la biomasa más abundante en el mundo. La producción de bioetanol a partir de biomasa 

lignocelulósica requiere mayor equipamiento y en general la tecnología es más avanzada 

respecto a la primera generación de bioetanol. Este proceso en general requiere de una o 

varias etapas de pretratamiento, una hidrólisis enzimática de la celulosa para obtener la 

glucosa fermentable, la fermentación de la glucosa para producir etanol, y finalmente las 

etapas de destilación, rectificación o deshidratación (Figura 5) (Gupta y otros, 2019). 



23 
 

 

Figura 5. Esquema de la producción de bioetanol de segunda generación. 

 

Una tercera generación de biocombustibles se está investigando usando principalmente 

microalgas y macroalgas, aunque aún se encuentra en fase de laboratorio y se deben 

solucionar diferentes problemas (Río y otros, 2019; Chong y otros, 2020). De forma 

similar, últimamente se ha comenzado a sugerir la posibilidad de una cuarta generación 

de biocombustibles. En la cuarta generación los biocombustibles son producidos 

directamente a partir de plantas especialmente diseñadas y no es necesario una 

deconstrucción de la biomasa, sino que directamente usan energía solar para producir 

biocombustible, en lo que se puede llamar combustibles solares fotobiológicos (Bajpai, 

2021; Mehmood y otros, 2021). 

1.1.3 Biocombustibles en el contexto de Uruguay 

En Uruguay, la refinación e importación de hidrocarburos y derivados del petróleo es 

realizada por la empresa pública ANCAP (Administración Nacional de Combustibles, 

Alcohol y Portland). Si bien se no posee el monopolio de producción y exportación de 

alcoholes, ANCAP es la única empresa productora de bioetanol. 

Históricamente, la matriz energética de Uruguay ha presentado una importante 

dependencia de los combustibles fósiles importados, hasta que a partir del año 2005 se 

produjo un cambio de paradigma iniciándose una importante transformación tanto en el 

sector eléctrico como en el reemplazo de derivados del petróleo en el transporte. La 

aprobación de la ley 18195 “Agrocombustibles” en el año 2007 establece porcentajes 

mínimos de incorporación de biocombustibles a los combustibles fósiles (5 % de etanol 

en gasolinas y 5 % de biodiésel en gasoil), fomentando y regulando la producción, 

comercialización y utilización de los biocombustibles (IMPO, 2007). Esta ley, además de 

buscar la disminución de la dependencia en el petróleo y diversificar la matriz energética, 
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busca la disminución de los gases de efecto invernadero y nocivos para la salud. También 

busca el impulso del desarrollo de cadenas agroindustriales en distintas regiones del país.  

En concordancia con esta ley, ANCAP llevó adelante un Programa de Biocombustibles y 

en ese marco creó la empresa ALUR. Esta empresa produce desde el año 2009 etanol a 

partir de caña de azúcar y de sorgo dulce en Bella Unión (departamento de Artigas) y 

desde el 2014 etanol a partir de cereales en Paysandú y biodiésel a partir de oleaginosas, 

sebo vacuno y aceite recuperado en la zona metropolitana de Montevideo. En la misma 

línea, en el 2016 se creó en conjunto entre Latitud (Fundación LATU) y ANCAP el 

Centro de Investigación y Desarrollo en Biocombustibles de Segunda Generación 

(CIDEB), que se encuentra dentro de las instalaciones del LATU.  

 

1.1.4 Biorrefinerías 

Si bien la producción de bioetanol a partir de biomasa lignocelulósica es uno de los 

motores en la utilización de biomasa, también se debe considerar que existen otras 

posibilidades de productos. En este sentido, el máximo aprovechamiento de la biomasa 

es una estrategia que contribuye no solo en la ecuación económica al posibilitar obtener 

mayor variedad de productos, sino que también es ambientalmente más amigable (Banu 

y otros, 2021). De forma similar a la existencia de refinería de petróleo, donde varios 

productos son obtenidos, en lo que tiene que ver con la biomasa el concepto que abarca 

este máximo aprovechamiento es el de biorrefinería (Figura 6) (Ubando, Felix y Chen, 

2020). Además de generar múltiples productos, la utilización de distintas materias primas 

que aseguren la demanda de la biorrefinería es otro aspecto positivo en este esquema 

(Zhang y otros, 2018). 

  

 

Figura 6. Esquema de producción de valor a partir de biomasa lignocelulósica en un marco de 
biorrefinería. 
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La implementación de una biorrefinería conlleva una serie de impactos en aspectos 

medioambientales, sociales y económicos, principalmente beneficiosos, aunque también 

deben tenerse en cuenta posibles peligros o amenazas. Por otra parte, aunque estas tres 

dimensiones (medioambiental, económica, social) se suelen considerar por separado para 

simplificar el análisis, sin lugar a dudas están estrechamente interrelacionadas y donde 

las tres dimensiones resultan positivas es que se propone un proceso sustentable (Figura 

7) (Tuazon, Corder y McLellan, 2013). 

 

Figura 7. Interconexión entre las tres dimensiones o pilares de la sostenibilidad de las 
biorrefinerías. 

1.1.5 Dimensión económica  

Uno de los principales objetivos en la producción de bioproductos es que el proceso tenga 

la capacidad de convertir la biomasa en productos de valor a precios que puedan competir 

con aquellos derivados de fuentes fósiles. Los costos de producción de bioproductos 

varían por región, tipo de biomasa, logística de suministros, la tecnología de conversión, 

la escala de producción y el tiempo de producción durante el año (Mussatto y Bikaki, 

2016). 

Dimensión

Social

Dimensión

Económica

Dimensión
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Sostenibilidad 

del proceso 
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El análisis de la dimensión económica en la sustentabilidad se realiza utilizando 

información relacionada con balances de masa y energía, requerimientos operativos, y 

equipamiento del proceso, generalmente utilizando parámetros económicos, como son el 

período de recuperación o amortización, valor actual neto y tasa interna de retorno 

(Solarte-Toro y otros, 2021). Diversos autores han realizado análisis tecno-económicos 

de la implementación de biorrefinerías para producción de bioetanol de segunda 

generación y otros bioproductos, dependientes fundamentalmente del proceso utilizado y 

la materia prima, pero en general con resultados satisfactorios y con gran potencial para 

ser usados (García-Velásquez y Cardona, 2019; Fonseca, Costa y Cruz, 2020; Alves y 

otros, 2017) 

Como fue dicho anteriormente, las distintas dimensiones se encuentran interconectadas, 

y es interesante destacar algunos aspectos que contribuyen positivamente en la viabilidad 

económica de las biorrefinerías, que tienen su origen en demandas o impulsos no 

necesariamente económicos. Por ejemplo, la tendencia a la innovación dentro de este 

campo, junto con la demanda de productos “verdes” por parte de los consumidores, 

conlleva mejoras laborales y un crecimiento inclusivo, lo que impulsa la viabilidad 

económica junto con beneficios sociales y ambientales (Giurca y Späth, 2017). 

Finalmente, puede considerarse como un atractivo para la implementación de 

biorrefinerías el hecho de que la biomasa lignocelulósica es una fuente relativamente 

barata y renovable para la producción a gran escala de combustibles, y más si se toma en 

cuenta los residuos forestales que no son utilizados en otros emprendimientos, como los 

residuos de industrias de la celulosa o de transformación mecánica de la madera, pero 

también se debe tener en cuenta que la naturaleza recalcitrante de la biomasa hace 

inevitable el pretratamiento, lo que incrementa el costo o inversión necesaria (Chandel y 

otros, 2018) . 

1.1.6 Dimensión ambiental 

El análisis de los impactos ambientales se realiza generalmente mediante la evaluación 

del ciclo de vida, o Life Cycle Assessment (LCA). En este análisis se consideran los 

impactos ambientales en todo el ciclo de vida del producto específico, monitoreando la 

energía y materiales utilizados desde el inicio de su producción hasta su disposición final 

junto con los productos y procesos relacionados en la cadena de producción (Ansarinasab, 

Mehrpooya y Sadeghzadeh, 2021). En este sentido, los distintos análisis llevados a cabo 
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destacan los beneficios sustanciales de las biorrefinerías frente a la contraparte fósil 

(Zucaro, Forte y Fierro, 2018; Chrysikou, Bezergianni y Kiparissides, 2018; Wietschel, 

Messmann y Tuma, 2021; Wang y otros, 2020). 

Las principales ventajas están en la disminución de la dependencia en los combustibles 

fósiles, junto con disminución de la emisión de gases de efecto de invernadero o en la 

disminución el calentamiento global, así como reducción de desperdicios por usar un 

enfoque de biorrefinería (Parada, Osseweijer y Duque, 2017). Sin embargo, otros 

aspectos de la sostenibilidad ambiental también deben tenerse en cuenta, como ser la 

posible pérdida de biodiversidad, la erosión del suelo y eutrofización (Efroymson y otros, 

2013; Nogueira y otros, 2021). 

Desde el punto de vista de la oferta de biomasa, existen diferentes impactos ambientales 

que deben ser evaluados. La ubicación geográfica, el tipo de cultivo, el sistema de 

producción y sistema de gestión agrícola influye en el método de cosecha y sistema de 

labranza, y todo esto impacta en el medio ambiente (Posada y Osseweijer, 2016). Algunas 

especies presentan características especiales que las hacen interesantes para su utilización 

en biorrefinerías. En un estudio comparativo de la huella de carbono evaluando las 

actividades asociadas entre plantaciones de maíz, trigo, sorgo y switchgrass, se concluyó 

que switchgrass presentó las menores emisiones de gases de efecto invernadero, que junto 

con sus propiedades de alto secuestro de carbono orgánico del suelo y bajos niveles de 

erosión, lo hacen una opción interesante para su uso en sistemas agrícolas del Uruguay 

(Bustamante, Siri-Prieto y Carrasco-Letelier, 2020). 

1.1.7 Dimensión social 

Además de los impactos económicos y ambientales asociadas a la producción de 

biocombustibles y otros productos a partir de biomasa lignocelulósica, también es 

conveniente señalar los efectos sociales que conlleva esta actividad. En 2017, el 

Ministerio de Industria, Energía y Minería del Uruguay (MIEM) junto con la empresa 

ALUR (Alcoholes del Uruguay), llevaron a cabo un estudio de los impactos socio-

económicos asociados con la producción de bioetanol (Rodríguez y otros, 2017). Estos 

autores destacaron en particular la generación de empleo asociado a la producción 

bioetanol, mediante la activación de sectores como respuesta a la producción de bioetanol, 

así como el empleo generado directamente en las distintas fases, agrícola, producción de 

planta, entre otras actividades. 
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Diversos estudios han evaluado aspectos como la reducción de la migración rural, así 

como un aumento del PBI municipal y regional donde la producción de bioetanol ha 

tenido lugar (Satolo y Bacchi 2013; Caldarelli, Moraes y Paschoalino, 2017; Kaenchan y 

otros, 2019). En el mismo sentido, la integración de actividades agrícolas (siembra, riego, 

cultivo, cosecha, rotación de cultivos) y el procesamiento industrial de la biomasa para 

producción de bioetanol también ha generado un aumento en diversos indicadores de 

desarrollo, como es la reducción de la pobreza, educación, aumento no solo en los niveles 

de empleo sino también en calidad y salarios, así como fomentar la igualdad de género 

en el empleo (Posada y Osseweijer, 2016; Wang, Osseweijer y Duque, 2017).  

1.2 Biomasa Lignocelulósica 

1.2.1 Introducción 

La biomasa lignocelulósica constituye la fuente de material renovable más grande de la 

Tierra, y comprende residuos de la agricultura o agroindustriales, cultivos energéticos, 

material leñoso, y residuos de la actividad humana como deshechos municipales 

(Merklein, Fong y Deng, 2016; Mussatto y Dragone, 2016; Nanda y otros, 2015). Los 

residuos agroindustriales pueden ser rastrojo de maíz, paja de trigo, cáscara de arroz, entre 

otros (Volynets, Ein-Mozaffari y Dahman, 2017). Los cultivos energéticos son materiales 

especialmente dedicados para la producción de combustibles de segunda generación 

debido a que poseen alta productividad de biomasa como el switchgrass o pasto varilla, 

Miscanthus, Phleum pratense o “Timothy grass” y otros, (Yousuf, Pirozzi y Sannino, 

2020). Dentro del material leñoso en general se distingue entre madera dura (hardwood, 

angiospermas no monocotiledóneas, como eucalipto) y madera blanda (softwood, 

gimnospermas, coníferas) (Sixta, 2006). La producción de biomasa lignocelulósica 

mundial se estima en casi 182 mil millones de toneladas por año (Dahmen y otros, 2019).  

Los mayores componentes de la biomasa lignocelulósica son celulosa, hemicelulosa y 

lignina (Tabla 1). De forma esquemática, la celulosa forma una matriz a modo de 

esqueleto, que es rodeada e incrustada en las hemicelulosas y lignina. La celulosa, un 

homopolímero lineal de glucosa en la forma de D-anhidroglucopiranosa unida mediante 

enlaces glicosídicos β-1,4, se agrega por medio puentes inter e intra-moleculares 

formando las fibrillas que a su vez se combinan en microfibrillas (que a su vez se pueden 

agregar formando macrofibrillas). Las hemicelulosas se asocian y orientan a lo largo de 

la celulosa mientras que la lignina es isotrópica (es decir, que no se orienta en ningún 
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sentido) y rodea tanto a las hemicelulosas como la celulosa (Daniel, 2009). El largo de 

las fibrillas depende de las distintas especies y el grado de polimerización de la celulosa, 

mientras que en general se ha estimado su diámetro de 1,5 nm a 3 nm (Figura 8) (Altaner 

y Jarvis, 2008; Jiang y otros, 2018). Los tres componentes principales se encuentran 

estrechamente interconectados, no solo a nivel físico, sino también existen enlaces 

químicos entre ellos formando los complejos lignocelulósicos.  

Tabla 1. Resumen esquemático de la composición química de varias biomasas. Adaptado de 

(Volynets, Ein-Mozaffari y Dahman, 2017; Yousuf, Pirozzi y Sannino, 2020) 

Biomasa 
Celulosa 

(%, m/m) 

Hemicelulosa 

(%, m/m) 

Lignina 

(%, m/m) 

Residuos de agricultura    

Rastrojo de maíz 35-37 20-31 18-23 

Paja de trigo 33-40 20-25 15-20 

Cáscara de arroz 36-49 22-33 16-17 

Cultivos energéticos  

(p. ej. switchgrass)  
25-40 25-50 10-32 

Maderas    

Blandas 39-50 20-35 25-35 

Duras 45-55 24-40 18-27 
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Figura 8. Estructura de biomasa lignocelulósica con celulosa, hemicelulosa y lignina 

representadas. Adaptado de (Alonso, Wettstein y Dumesic, 2012; Owonubi y otros, 2021; 

Miyashiro, Hamano y Umemura, 2020) 

 

1.2.2 Celulosa 

La celulosa es el polímero orgánico más abundante de la Tierra y es producida por plantas, 

algas, ciertos tipos de bacterias, y tunicados, una familia de animales marinos (los únicos 

animales conocidos capaces de producir celulosa) (Vazquez y otros, 2015; Djalal y otros, 

2020). Aunque la función de la celulosa en estos organismos es siempre mecánica, pueden 

existir algunas diferencias relativas a la ubicación: en plantas, Oomycetes y en algunas 

bacterias, la celulosa se encuentra en la pared celular, en los tunicados la celulosa se 

encuentra rodeando al animal, y en las bacterias Acetobacter la celulosa es producida 

como fibrillas extracelulares formando hojas donde la bacteria flota (Moon y otros, 2011; 

Henriksson y Lennholm, 2009). 

La celulosa es un homopolímero de unidades de D-anhidroglucopiranosa -aunque 

también es referida como un polímero de anhidroglucosa o glucopiranosa- unida por 
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enlaces glicosídicos β-1,4 (Eyley y Thielemans, 2014). La anhidroglucopiranosa tiene 

grupos hidroxilos en C-2, C-3 y C-6. En la celulosa, la anhidroglucopiranosa terminal con 

un hidroxilo libre en C-4 es el extremo no reductor, mientras que la glucosa terminal con 

el C-1 libre en forma de hemiacetal es el extremo reductor. La conformación de la 

celulosa es una silla 4C1, con los hidroxilos libres en el plano ecuatorial y los átomos de 

hidrógeno en el plano axial, como se ve en la Figura 9 (Klemm y otros, 1998). Como cada 

uno de los residuos de glucosa están rotados 180 ° respecto a la anterior unidad de glucosa, 

la unidad repetitiva está basada en la celobiosa, lo que explica en parte la rigidez de la 

celulosa. La polimerización de la celulosa puede ir desde 5000 unidades de glucosa hasta 

15000 unidades, lo que hace a la celulosa uno de los polisacáridos más largos conocidos 

(Mussatto y Dragone, 2016; Henriksson y Lennholm, 2009). 

  

Figura 9. Representación de la estructura molecular de la glucosa. También se muestran 

la numeración de los átomos de carbono y enlace glicosídico. (Adaptado de (Eyley y 

Thielemans, 2014)) 

 

La celulosa presenta otros niveles superiores de estructura que le aportan mayor 

complejidad al sistema. En lo que supone ser la estructura secundaria, la existencia de 

puentes de hidrógeno intermoleculares (entre los hidroxilos de C6 y C2 y entre el oxígeno 

en C5 y el hidroxilo en C3) aportan mayor rigidez a la molécula y estabilizando el enlace 

glucosídico. Entre las distintas cadenas de celulosa también existen puentes de hidrógeno 

formando hojas (Figura 10). Estas hojas también interaccionan entre sí, pero no mediante 

puentes de hidrógeno, sino mediante enlaces de van der Waals pudiendo formar dos 

formas cristalinas diferentes, celulosa Iα y Iβ (Henriksson y Lennholm, 2009). La 

diferencia entre estas dos formas cristalinas de la celulosa radica en la disposición de las 

unidades de glucosa al apilarse las hojas de celulosa (Figura 11). Aunque las dos formas 

cristalinas Iα y Iβ coexisten, la Iβ es termodinámicamente más estable en la biomasa 
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lignocelulósica y es por lo tanto la que se encuentra en forma mayoritaria, mientras que 

la forma Iα es la predominante en la celulosa bacteriana y de algas (Yuan y Cheng, 2015; 

Klemm y otros, 1998).  

 

Figura 10. Enlaces inter e intramoleculares de la celulosa. Adaptado de (Yuan y Cheng, 

2015) 

 

Figura 11. Diferencia de apilamiento de las hojas o capas de celulosa para formar 

celulosa Iα (izquierda) o Iβ (derecha). Tomado de (Henriksson y Lennholm, 2009) 

 

1.2.3 Hemicelulosa 

La denominación hemicelulosa comprende aquellos polisacáridos que pueden ser 

extraídos de la biomasa vegetal con solución alcalina, según fue propuesto originalmente 

por Schulze en 1891 (Norris y Preece, 1930). 

Las hemicelulosas son el segundo polisacárido más abundante luego de la celulosa y 

contribuyen con las propiedades mecánicas de la pared celular, funcionando como una 

interfase entre celulosa y lignina facilitando la incrustación de las fibrillas. Es posible que 

las hemicelulosas contribuyan con el mantenimiento del espaciado de las fibrillas, 

regulando la porosidad y resistencia de la pared celular. También pueden contribuir con 

HO 
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la humedad de equilibrio de la planta o árbol, así como mantener la conformación 

tridimensional de la pared celular por los enlaces interfibrilares de los polisacáridos. 

(Teleman, 2009).  

Son un tipo de heteropolisacáridos con estructuras complejas formados por pentosas 

(xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa, manosa, galactosa) y algunos ácidos urónicos (4-

O-metil-D-glucurónico, ácido glucurónico, y ácido galacturónico), con presencia de 

grupos acetilos (Figura 12). El grado de polimerización se encuentra generalmente en las 

100-200 unidades (Rowell, Pettersen y Tshabalala, 2012).  

 

Figura 12. Componentes principales de las hemicelulosas. A= D-glucopiranosa; B= D-

manopiranosa: C= D-galactopiranosa; D= L-arabinofuranosa; E= D-xilopiranosa; F= ácido 

D-glucurónico; G= ácido D-galacturónico 

 

Las hemicelulosas comúnmente están formadas por más de un tipo de unidad de azúcar 

y se puede referir a ellas según los azúcares que contienen como glucuronoxilano, 

arabinoglucuronoxilano, galacto-glucomanano, arabinogalactano, etc. (Ren y Sun, 2010). 

En la Tabla 2 se detallan y representan distintos tipos de hemicelulosas que se pueden 

encontrar en las biomasas lignocelulósicas. 

Forman puentes de hidrógeno con la celulosa y enlaces covalentes con la lignina 

(formando los complejos lignina carbohidratos) (Ren y Sun, 2010). La falta de algunos 

grupos hidroxilo respecto a la celulosa –por ejemplo, como en el caso del xilano, donde 
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no hay O-6-, además de las conformaciones espaciales de las distintas unidades de 

azúcares, junto con las distintas ramificaciones, reduce las posibilidades de interacción 

para la formación de puentes de hidrógeno, haciendo que las hemicelulosas sean más 

flexibles que la celulosa, y disminuyendo las interacciones largas e ininterrumpidas. 

(Jarvis, 2011; Altaner y Jarvis, 2008; Khodayari y otros, 2021).  

En el caso de las angiospermas o maderas duras (hardwood) las hemicelulosas principales 

son (4-O-metil-D-glucuronopiranosil)-D-xilanos parcialmente acetilados, que en general 

se denominan simplemente como xilanos (Ren y Sun, 2010). Se estima que en este tipo 

de hemicelulosas existe una ramificación con el grupo ácido metilglucurónico cada 8 a 

20 unidades de xilosa, además de 4 a 7 grupos acetilo por cada 10 unidades de xilanosa 

(Teleman, 2009).  
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Tabla 2. Principales tipos de hemicelulosas en distintas biomasas lignocelulósicas. Adaptado de (Gírio y otros, 2010; Botto, 2018) 

Tipo de polisacárido Origen 

Cantidad 

(% base 

seca) 

Cadena 

principal 
Sustituyentes 

Tipos de 

unión 
Grado 

Polimerización 
Representación esquemática 

Arabinogalactano 

Gimnospermas 

(madera blanda, 

softwood) 

1-3; 35 β-D-Galp 

β-D-Galp 

α-L-Araf 

β-D-Arap 

β-(16) 

α-(13) 

β-(13) 

100-600 

 

Xiloglucano 

Angiospermas 

(madera dura), 

pastos 

2-25 
β-D-Glcp 

β-D-Xilp 

β-D-Xilp 

β-D-Galp 

α-L-Araf 

α-L-Fucp 

Acetil 

β-(14) 

α-(13) 

β-(12) 

α-(12) 

α-(12) 

 

 

Galactoglucomanano Gimnospermas 10-25 
β-D-Manp 

β-D-Glcp 

β-D-Galp 

Acetil 
α-(16) 40-100 

 

Glucomanano 
Angiospermas y 

gimnospermas 
2-5 

β-D-Manp 

β-D-Glcp 
  40-70 

 

Glucuronoxilano Angiospermas 15-30 β-D-Xilp 
4-O-Me-α-D-GlcpA 

Acetil 
α-(12) 100-200 
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Arabinoglucuronoxilano 
Pastos y cereales, 

gimnospermas 
5-10 β-D-Xilp 

4-O-Me-α-D-GlcpA 

β-L-Araf 

α-(12) 

α-(13) 
50-185 

 

Arabinoxilano Pastos y cereales 0.15-30 β-D-Xilp 
α-L-Araf 

Feruloil 

α-(12) 

α-(13) 
 

 

Glucuronarabinoxilano Pastos y cereales 15-30 β-D-Xilp 

α-L-Araf 

4-O-Me-α-D-GlcpA 

Acetil 

α-(12) 

α-(13) 
 

 

 

Feruloil 

β-D-galactopiranosa 

β-D-manopiranosa 

β-D-glucopiranosa 

α-L-fucopiranosa 

β-D-xilopiranosa 

α-D-arabinofuranosa 

Ácido 4-O-Metil-α-D-glucurónico 

Acetilo 
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Además de la variabilidad natural de hemicelulosas, también existen diferencias según 

sea madera joven o tardía, así como diferencias por reacción a las condiciones de 

crecimiento. Por ejemplo, el contenido de hemicelulosas de la madera difiere si es madera 

de compresión o de tensión (Rowell, Pettersen y Tshabalala, 2012).  

1.2.4 Lignina 

La lignina es el biopolímero no carbohidrato más abundante de la biomasa 

lignocelulósica, que otorga rigidez, resistencia mecánica e hidrofobicidad a la pared 

celular de las plantas, funciona como “pegamento” de las células en los diferentes tejidos 

de la madera, y al mismo tiempo protege los polisacáridos del ataque microbiano 

(Vanholme y otros, 2010; Henriksson, 2009). Es un biopolímero tridimensional 

aromático complejo, resultante principalmente de la polimerización de las unidades 

siringil (S), guaiacil (G) y para-hidroxifenil (H), que a su vez derivan de los monolignoles 

(o hidroxicinamil alcoholes) sinapil, coniferil y p-cumaril. Además de estos monolignoles 

comunes también existen otros menos comunes, como el ácido ferúlico, coniferaldehído, 

alcohol coniferil y monolignoles acilados (Figura 13) (Yoo y otros, 2020; Lu y Ralph, 

2010).  

 

Figura 13. Compuestos monoméricos encontrados en la lignina. (I) Alcohol p-cumarílico; 

(II) Alcohol p-coniferílico; (III) Alcohol sinapílico; (IV) Derivados acetilados de los 

V VI 
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alcoholes anteriores; (V) Alcohol 5-hidroxiconiferílico; (VI) los aldehídos 

correspondientes a los tres primeros alcoholes. Tomado de (Rencoret, 2008) 

Parte de la complejidad de la lignina radica en la irregularidad de su estructura, así como 

la variabilidad de esta dependiendo de su origen, o incluso cuestiones circunstanciales en 

el crecimiento de la planta, como pueden ser vientos fuertes o ataques de patógenos (R.-

C. Sun, 2020; Lu y Ralph, 2010). Las unidades fenilpropanoides presentan enlaces 

característicos entre las distintas unidades, siendo las uniones β-O-4, β-5, β-β y 5-5 las 

más comunes, aunque existen variadas uniones entre las distintas unidades (Figura 14). 

Los distintos enlaces se combinan en la molécula de lignina para formar una compleja 

red tridimensional (Figura 15) 

    

 

    

 

    

Figura 14. Enlaces más comunes entre las distintas subunidades de lignina y su 

nomenclatura. I: enlace 𝛽-O-4 (𝛽-O-aril éter); II: enlace 5-5 (bifenil); III: enlace 𝛽-𝛽 

(resinol); IV: enlace 𝛽-5 (fenilcumarano); V: enlace 4-O-5 (diaril éter); VI: 𝛽-1 (1,2-

diarilpropano). Adaptado de (Henriksson, 2009; R.-C. Sun, 2020; Nasrullah y otros, 2017).  

I II 

III IV 

V VI 
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Como se puede observar en las figuras anteriores la nomenclatura generalmente utilizada 

en las unidades de fenilpropano que forman parte de la lignina, no es la IUPAC. Existe la 

convención de numerar al carbono 1 al que tiene la cadena alifática unida, a partir de este 

numerar el resto, y si hubiera un grupo unido, este debe tener el número menor. Los 

carbonos de la cadena alifática se indican con las letras α, β,  con α siendo el carbono 

más cercano al anillo aromático.  

  

 

 

Figura 15. Representación esquemática de la estructura de lignina. Tomado de (Singh 

2019)  

El contenido de lignina está directamente relacionado con la recalcitrancia de la biomasa, 

así como existe una correlación negativa del contenido de lignina con la accesibilidad a 

la celulosa y la liberación de glucosa durante la hidrólisis enzimática. También la relación 

de contenido de subunidades siringil y guaiacil (S/G), afecta la liberación de azúcares y 

los efectos del pretratamiento (Yoo y otros, 2017). Estas subunidades determinan el tipo 

y número de enlaces cruzados: mientras que las unidades guaiacil pueden unirse 

covalentemente con otras tres subunidades, las unidades siringil se pueden unir solamente 

con dos, lo que sugiere que las ligninas ricas en unidades siringil son más fácilmente 

degradables por contener menor cantidad de enlaces 5-5 (Boudet y otros, 1998; Davison 

y otros, 2006). Unidades aromáticas como ferulato y p-cumarato que se encuentran 

acilando al arabinoxilano y lignina en plantas herbáceas también tienen un efecto negativo 
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sobre la hidrólisis enzimática de la biomasa (Wang y otros, 2020). Los enlaces β-aril eter 

(β-O-4) y fenilcumarano (β-5) también están correlacionados con la conversión de la 

biomasa, afectando en general positivamente la conversión de la biomasa en el primer 

caso y negativamente en el segundo tipo de enlace. De forma similar, el contenido de 

grupos hidroxilo alifáticos es beneficioso para superar la recalcitrancia y por lo tanto la 

conversión de la biomasa lignocelulósica, mientras que los hidroxilos fenólicos en general 

afectan negativamente esta conversión (Yoo y otros, 2020). Algunas de estas propiedades 

están resumidas en la Tabla 3. 

Tabla 3. Características de la lignina en la biomasa lignocelulósica y su correlación con la 

conversión de la biomasa. Adaptado de (Yoo y otros, 2020) 

Característica Descripción 

Efecto sobre la conversión 

(deconstrucción) de la 

biomasa 

Contenido de 

lignina 

Porcentaje de lignina en masa 

sobre la masa total. 

A mayor cantidad aumenta 

la recalcitrancia. 

Composición de 

la lignina 

Contenido relativo de 

subunidades S, G y H sobre el 

total subunidades de lignina 

Alto contenido de S sobre el 

total afecta positivamente. 

El resto es variable. 

Monolignoles 

Contenido relativo de ferulato y 

p-cumarato sobre el total de 

subunidades 

Alto contenido aumenta la 

recalcitrancia. 

Enlaces entre 

unidades 

Contenido relativo de enlaces C-O 

(β-O-4), C-C (β-5, β-β) sobre el 

total 

Los enlaces β-O-4 favorecen 

la conversión, en general 

los C-C aumentan la 

recalcitrancia. 

Grupos hidroxilo OH alifáticos, OH fenólicos 

Los OH alifáticos favorecen 

la conversión. Los OH 

fenólicos aumentan la 

recalcitrancia. 
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En el caso de la lignina de angiospermas o de madera dura, la relación entre lignina 

siringil y guaiacil es variable, encontrándose en cantidades similares (S/G 

aproximadamente 1), a llegar a ser hasta tres veces mayor la cantidad de subunidades 

siringil que la guaiacil (S/G aproximadamente 3). Para las especies herbáceas, las tres 

subunidades de lignina se encuentran presentes, siendo en general la subunidad p-

hidroxifenil la mayoritaria. En el caso de las gimnospermas o maderas blandas, la 

subunidad predominante es la guaiacil (Henriksson, 2009). 

El contenido de lignina de la biomasa, la composición de las subunidades aromáticas, el 

contenido de monolignoles, los enlaces entre unidades, contenido de grupos hidroxilo y 

peso molecular son aspectos que generalmente se miden para evaluar las distintas 

biomasas, así como los efectos del pretratamiento (Yoo y otros, 2020). 

Las masas moleculares típicas de la lignina abarcan un rango de 1000 a 20000 g/mol, 

pero son difíciles de medir exactamente, en particular las de la lignina natural, ya que la 

metodología aplicada para extraerla modifica la estructura de la lignina, fragmentándola 

de manera aparentemente aleatoria (Zinovyev y otros, 2018; Doherty, Mousavioun y 

Fellows, 2011). La lignina puede ser clasificada según las condiciones de extracción o 

aislamiento (Figura 16). Una de las clasificaciones divide a la lignina como lignina con 

azufre o lignina libre de azufre. Dentro del grupo de las ligninas con azufre se encuentran 

las ligninas tipo Kraft y lignosulfonatos, mientras que la lignina tipo soda y la organosolv 

se clasifican como ligninas libres de azufre (Nasrullah y otros, 2017). La lignina Kraft es 

una estructura altamente condensada de enlaces C-C, que contiene alta cantidad de grupos 

hidroxilo fenólicos debido a la ruptura del enlace β-aril. Los lignosulfonatos son solubles 

en agua conteniendo azufre en la forma de SO3
2- y HSO3

-. La lignina Organosolv es 

lignina pura con alta calidad, libre de azufre, insoluble en agua, pero soluble en solventes 

orgánicos, más similar a la lignina nativa. La lignina “sódica” o alcalina es menos 

modificada que otros tipos de lignina (Nasrullah y otros, 2017).  
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Figura 16. Clasificación de la lignina según su método de extracción/aislamiento. 

Tomado de (Zevallos Torres y otros, 2020) 

 

1.2.5 Complejos Lignina-Carbohidratos (Lignin-Carbohydrate Complexes, LCC) 

Como fue mencionado anteriormente, los tres componentes principales no existen 

individualmente, sino que más bien forman una red que está unida químicamente con 

enlaces entre la lignina y los carbohidratos (principalmente hemicelulosa) para formar lo 

que se llama complejos lignina-carbohidratos, o LCC por su nombre en inglés (Lignin 

Carbohydrate-Complexes) (Zhao y otros, 2020).  

Distintos estudios han demostrado la existencia de uniones covalentes entre lignina y 

carbohidratos, y tres tipos de uniones han sido propuestas: enlaces fenil-glicosídicos, 

enlaces bencil-eter y enlaces éster, con un posible cuarto tipo de enlace hemiacetal o 

acetal (Figura 17) (Zhao y otros, 2020). 
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Figura 17. Diferentes enlaces de los complejos lignina-carbohidratos. I: Enlace fenil 

glicósido; II: enlace bencil-éter; III: enlace -éster. Tomado de (Giummarella, 2018) 

 

En la madera los enlaces bencil-éter se dan entre la lignina y los carbohidratos, mientras 

que en el caso de pastos la unión de los carbohidratos se hace a través del ácido 

dehidroferúlico (Zhao y otros, 2020). Este enlace puede estar presente en dos formas:  

1) enlaces entre la posición α de la lignina, y los hidroxilos primarios de 

carbohidratos como glucosa, galactosa, manosa, y arabinosa 

2) entre la posición α de la lignina y los hidroxilos secundarios de los carbohidratos, 

principalmente xilosa (Yoo y otros, 2020). Es interesante mencionar que el 

mecanismo de formación de estos enlaces parece estar regulado por la presencia 

de grupos acetilo en el xilano: mayor cantidad de grupos acetilo parecería indicar 

menor formación de estos enlaces (Figura 18) (Zhao y otros, 2020).  

 

Figura 18. Mecanismo regulatorio propuesto para la formación de complejos lignina 

carbohidratos. Tomado de (Zhao y otros, 2020) 

I II III 
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El carbono α o γ de una unidad de lignina β-diaril (dos monolignoles que están unidos 

por sus carbonos β) se une al carboxilo del ácido 4-O-metilglucurónico formando los 

enlaces bencil-ésteres. Se supone que estos enlaces son comunes en angiospermas porque 

la mayor acetilación limita la formación de los enlaces éter y glicósido. 

Los enlaces fenil-glicósidos se dan entre el grupo hidroxilo fenólico de la lignina y el 

hidroxilo anomérico del glicósido, como se puede ver en la Figura 19, donde los grupos 

acetilo también juegan un papel en la frecuencia de formación de este enlace. 

 

Figura 19. Mecanismo propuesto de regulación de la frecuencia de enlaces fenil-

glicósido. Tomado de (Zhao y otros, 2020) 

 

Los enlaces de tipo acetal son controversiales dado que no existen muchos estudios que 

demuestren su existencia en la biomasa nativa; la presencia de estos enlaces podría reducir 

el rendimiento de la hidrólisis enzimática (Zhao y otros, 2020) 

 

1.2.6 Extractivos 

Mientras que la celulosa, hemicelulosa y lignina son componentes estructurales de la 

biomasa lignocelulósica, existen otros compuestos no estructurales que son solubles en 

agua o solventes orgánicos, por lo que son referidos como extractivos (Björklund Jansson 

y Nilvebrant, 2009). Su composición varía considerablemente entre los distintos géneros 

y especies de vegetales, pudiendo ser desde el 4 % a 10 % en maderas duras hasta 20 % 

en algunas especies tropicales (Teixeira Mancini y otros, 2021). Los extractivos pueden 

ser alcaloides, proteínas, compuestos fenólicos, azúcares simples, pectinas, mucílagos, 

gomas, grasas, aceites, ceras, resinas, y terpenos. Son importantes en el metabolismo de 
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las plantas, son reserva energética y sirven como defensa frente al ataque de diferentes 

microorganismos como hongos e insectos, además de impartir el color, olor y durabilidad 

a la madera (Kumar y otros, 2020).  

Los extractivos dependen del solvente usado, y en el caso de la fracción liposoluble se 

pueden extraer con solventes no polares como diclorometano, hexano o éter de petróleo, 

lo que extrae principalmente alcoholes y ácidos grasos, fitoesteroles, y triterpenos 

(Gominho y otros, 2020). Los terpenoides (o isoprenoides) son considerados como el 

grupo más grande y diverso de metabolitos secundarios de las plantas; pueden ser 

clasificados según el número de estructuras de isopreno como monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), y tetraterpenos (C40) (Okolie y 

otros, 2021). En el trabajo citado de Gominho y otros (2020) los autores analizaron 

exhaustivamente los extractivos lipofílicos obtenidos de madera de Eucalyptus globulus 

y dividieron sus hallazgos en distintas familias cuantificando los porcentajes relativos al 

total de extractivos: 40,8 % eran ácidos grasos, correspondiendo el 74,2 % de este 

porcentaje a ácidos grasos saturados, en particular C16:0, C24:0 y C26:0. El 19 % 

correspondía a fitosteroles, siendo los mayoritarios β-sitosterol y stigmastanol, 10,5 % a 

compuestos aromáticos (ácido siríngico, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehído, ácido 

vanillínico y vainillina), y 10,4 % a triterpenos, mayoritariamente ácidos asiáticos y 

arjunólico (Figura 20). 
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Figura 20. Algunos extractivos lipofílicos que pueden encontrarse en la biomasa 

lignocelulósica. I: β-stitosterol; II: stigmastanol; III: ácido asiático; IV: ácido arjunólico, V: 

ácido lignocérico (C24:0) 

Dentro de los extractivos en agua se pueden encontrar azúcares no estructurales como la 

pectina, lignanos y otros compuestos fenólicos (Okolie y otros, 2021). La pectina es el 

componente mayoritario de las sustancias intracelulares y es una cadena polimérica de 

éster de ácido galacturónico intercalada con ácido glucurónico (en pequeña cantidad) 

(Figura 21). Relacionadas con la pectina pero insolubles en agua se encuentran el ácido 

péctico y la protopectina. El ácido péctico es una cadena lineal de ácidos galacturónicos 

unidos por enlaces α-1,4, y si bien es insoluble en agua, la solubilidad puede verse 

favorecida por aumento de metilación o en pH alcalino. La protopectina es la precursora 

de la pectina y tiene un peso molecular mayor que ésta. (H. Chen, 2014)  

I II 

III IV 
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Figura 21. Estructura de pectina, con la presencia de éster de ácido galacturónico. 

1.2.7 Minerales 

En la biomasa lignocelulósica también se encuentran presentes minerales, que pueden ser 

extraíbles o estructurales (es decir, ceniza) (Mussatto y Dragone, 2016). Luego de secar 

la biomasa a 105 °C y ser procesada en un horno de alta temperatura (mayor a 550 °C), 

la ceniza es el residuo sólido inorgánico no combustible, que incluye elementos y 

minerales como silicatos, carbonatos, fosfatos, calcio, magnesio, sodio, potasio, etc. (H. 

Chen, 2014). Algunos elementos son macronutrientes, que son parte integral de sustancias 

orgánicas como proteínas y ácidos nucleicos y mantienen la presión osmótica, como 

nitrógeno, fósforo, azufre, potasio, magnesio, y calcio; los micronutrientes, como hierro, 

manganeso, zinc, cobre, boro, molibdeno, cloro y níquel, contribuyen a la producción de 

enzimas (F. Xu, 2010). El silicio está en forma de silicatos en las plantas, y otorga ayuda 

funcional dándole más resistencia a tejidos de soporte como la corteza (Pettersson y otros, 

2008). Existe gran variabilidad en el contenido de minerales entre las distintas plantas, ya 

que depende de factores genéticos y ambientales, así como las diferencias fisiológicas y 

morfológicas entre los distintos cultivos (Vassilev y otros, 2012). En maderas duras el 

orden de los elementos más abundantes es calcio > potasio > fósforo, mientras que en 

herbáceas se encuentra calcio > potasio > cloro > fósforo. En cuanto al contenido total de 

cenizas, en general en las materias primas leñosas se encuentra en el entorno de 1-2 %, 

mientras que en las plantas herbáceas es significativamente mayor, típicamente de 5 % a 

9 % (Zhai y otros, 2021; Balan y otros, 2012). 

1.2.8 Eucalyptus spp. 

Eucalyptus spp. es el árbol de madera dura más plantado del mundo gracias a su rápido 

crecimiento y alta calidad de la madera (Elli, Sentelhas y Bender, 2020). Originaria de 
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Australia y perteneciente a la familia Myrtaceae, Eucalyptus spp. es la especie que más 

se ha introducido en otros países del mundo, y actualmente los mayores productores de 

eucaliptus son China, la India, y Brasil (Kaur y Monga, 2021). Es una madera rica en 

celulosa (Cebreiros, Guigou y Cabrera, 2017; Guigou y otros, 2018) y es una de las 

principales materias primas usada en la industria de la pulpa de celulosa y papel, 

particularmente en América del Sur (Uruguay, Brasil y Chile) (Vallejos-Barra y otros, 

2020; Cubbage y otros, 2010). Su contenido de celulosa puede ir de 46 % a 55 % en base 

seca, hemicelulosa 12 % a 23 %, y lignina 22 % a 31 %, valores que tienen alta 

dependencia en distintos factores como edad, localización geográfica, crecimiento y 

condiciones del suelo (Mussatto y Dragone, 2016; Costa, Gomes y Simões, 2016) 

Eucalyptus globulus, junto con otras especies de eucaliptos como E. urograndis, E. 

grandis y E. maidenii es una de las principales materias primas usadas en la industria 

pulpera (Gominho y otros, 2020). Se han realizado diversas caracterizaciones de la 

composición, muchas veces enfocadas en ese uso final. Por ejemplo, algunos de los 

compuestos como los extractivos lipofílicos, que son producidos y acumulados a lo largo 

de la vida del árbol y que en general afectan la pulpa de celulosa obtenida, fueron 

extensamente identificados por Gominho y otros, (2020), como fue presentado en el 

apartado Extractivos. Esa acumulación a lo largo de la vida hace que haya variabilidad 

natural de extractivos, no solo entre árboles, sino también a diferentes alturas y en las 

regiones radiales del árbol.  

1.2.9 Switchgrass 

Switchgrass o pasto varilla (Panicum virgatum), es un pasto perenne con metabolismo de 

tipo C4 que posee características que lo hacen interesante para su uso como pasto 

energético. Aunque ha sido objeto de estudio en diversas épocas, el switchgrass o pasto 

varilla empezó a ser considerado realmente como pasto energético inicialmente en los 90 

en América del Norte, de donde es nativa, y casi una década más tarde en Europa (Parrish, 

Casler y Monti, 2012). Tiene rápido crecimiento, alto volumen de producción por área, 

longevidad, bajo costo de producción, y la habilidad de crecer en tierras que no son aptas 

para la producción de alimentos o forraje (Lindsey y otros, 2013; Siri-Prieto, 2012). 

Además de ser propuesto como un cultivo lignocelulósico ideal para la producción de 

energía, también ha sido objeto de investigaciones como fuente de fibra para la industria 
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de la pulpa de celulosa o papelera, para biomateriales, y para bioproductos, así como ser 

usado para fitorremediación (Alexopoulou y otros, 2018). 

 El contenido de celulosa del switchgrass se ha reportado desde 35 % a 39 % en base seca 

(Samuel, Foston y otros, 2011; Yan y otros, 2010; Balan y otros, 2012). Tiene alto 

contenido de hemicelulosa, particularmente xilano, pudiendo llegar a ser 30 % de peso en 

base seca (Yan y otros, 2010), mientras que el contenido de lignina usualmente se 

encuentra entre 19 % y 29 % (Larnaudie, Ferrari y Lareo, 2021). Las concentraciones de 

estos componentes pueden variar significativamente según la localización geográfica, 

factores genéticos, maduración de la planta, y prácticas agronómicas (Alexopoulou y 

otros, 2018) 

1.3 Pretratamientos de la biomasa lignocelulósica 

1.3.1 Introducción 

Para poder superar la recalcitrancia (resistencia de la pared celular vegetal a ser 

deconstruida) de la biomasa lignocelulósica y poder utilizar la celulosa para conversión 

en productos como el bioetanol y otros coproductos derivados de la hemicelulosa y de la 

lignina, es necesario que los distintos componentes sean accesibles, modificando o 

directamente rompiendo esa matriz. Esto se logra realizando el pretratamiento de la 

biomasa lignocelulósica. Específicamente para la producción de bioetanol, el propósito 

del pretratamiento sobre la biomasa es reducir la cristalinidad de la celulosa, aumentar la 

superficie específica del sustrato (generando o expandiendo los poros de la biomasa), 

romper el efecto de barrera que causan la hemicelulosa y la lignina, lo que en la siguiente 

etapa facilita el contacto y reacción de la celulosa con las enzimas hidrolíticas (Figura 22) 

(Zhang y otros, 2021; Auxenfans y otros, 2017). Existen gran variedad de pretratamientos 

posibles que pueden ser clasificados de diversas maneras, como ser físicos, biológicos, 

químicos y fisicoquímicos.  
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Figura 22. Representación esquemática de los efectos del pretratamiento. Adaptado de 

(Chundawat y otros, 2011) 

1.3.2 Pretratamientos físicos 

1.3.2.1 Reducción de tamaño 

La reducción del tamaño de la biomasa es un proceso no solo inevitable en el tratamiento 

de la biomasa lignocelulósica para aprovechar sus componentes principales, sino que 

además impacta en los procesos siguientes, teniendo en cuenta que este proceso por sí 

solo no es suficiente para modificar la estructura lignocelulósica completamente 

(Eisenlauer y Teipel, 2020; Lamsal, Yoo y Alavi, 2010). Los mayores procesos de 

reducción de tamaño incluyen la combinación de los procesos de chipeado, triturado y 

molienda de la biomasa, procesos que también disminuyen la cristalinidad de la celulosa 

y aumentan la superficie y accesibilidad del material (Barakat, Vries y Rouau, 2013). 

Dependiendo del tipo de equipamiento utilizado en la molienda se pueden identificar 

distintos tipos: molienda de uno o dos rodillos, molienda de bolas, molienda de varillas, 

molienda de martillos, molienda vibratoria, molienda coloidal y molienda de disco 

húmedo, y la reducción en el tamaño de partícula y cristalinidad están determinadas por 

el equipo usado, además del tiempo de procesamiento y de la biomasa (Baruah y otros, 

2018). Estos son procesos que requieren ciertos niveles de energía que son dependientes 

del tamaño final requerido y de la naturaleza de la biomasa, ya que como es de esperarse 

materiales más duros requieren mayor cantidad de energía. Por esta razón, en general se 
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asume que los costos asociados con la molienda de la biomasa para tamaños de partículas 

extremadamente chicos probablemente sean altos para plantas industriales de gran 

tamaño con márgenes de beneficio bajos (Beig y otros, 2021).  

1.3.2.2 Extrusión 

La extrusión es un pretratamiento físico continuo que expone a la celulosa, alterando 

mínimamente la hemicelulosa y evitando la formación de compuestos inhibitorios usando 

químicos económicos y equipamiento simple (Capolupo y Faraco, 2016). La biomasa 

(junto con químicos o no) es introducida en el extrusor y transportada a lo largo del barril 

o tubo mediante un tornillo de conducción; la biomasa es sometida a mezclado, 

calentamiento y cortado lo que resulta en alteración física y química de la biomasa 

lignocelulósica (Lin y otros, 2012). La extrusión resulta en reducción de la distribución 

del tamaño de partícula, aumento del área superficial y tamaño de poros, y cambios en la 

cristalinidad de la celulosa. En casos extremos –cuando se alcanzan altas temperaturas o 

altas fuerzas de compresión o corte- es posible la ruptura del entrecruzamiento de las 

fibras, generando también cierta deslignificación o relocalización de la lignina, además 

de cierta solubilización de las hemicelulosas (dependiendo también de la biomasa y su 

contenido de humedad) (Duque, Manzanares y Ballesteros, 2017).  

Algunas de las ventajas del pretratamiento con extrusión son: (1) bajo costo y alto control 

de las variables como ser la temperatura, logrando transferencias de calor y masa 

efectivos, (2) baja generación de productos de degradación, (3) buena adaptabilidad a 

diferentes modificaciones del proceso, fácilmente escalable, y (4) ser un proceso continuo 

con alta carga de sólidos, que presenta un mezclado rápido y efectivo –lo que permite la 

utilización de baja carga química (Muthukumarappan y Karunanithy, 2016; Zheng y 

Rehmann, 2014). 

Un extrusor típico tiene tres zonas: alimentación (feed), transición/compresión 

(transition), y dosificación (metering); como se muestra en la Figura 23 los componentes 

principales son la tolva de alimentación (feed Hopper), el tornillo (screw), el barril 

(barrel) y el troquel (die) (Karunanithy y Muthukumarappan, 2010). Los parámetros 

usuales -como ser el tiempo de reacción, la presión, el contenido de materia seca, y 

tamaño de partícula- influyen en el pretratamiento de extrusión; modificando algunas 

configuraciones como la temperatura del barril o el tornillo y su velocidad se puede 

optimizar el proceso (Capolupo y Faraco, 2016). También existe la modificación de la 
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extrusión con un único tornillo que es usando “tornillos gemelos”, que a su vez pueden 

co-rotar o contra-rotar (Duque, Manzanares y Ballesteros, 2017). Como ejemplo de 

condiciones de trabajo usuales, se puede citar el trabajo de Karunanithy y 

Muthukumarappan (2010), quienes investigaron la influencia de la velocidad del tornillo 

entre 50 a 150 rpm y la temperatura del barril entre 50 a 150 °C. Estos autores reportaron 

que para el caso de switchgrass la mayor recuperación de azúcares luego de la extrusión 

se dio a 50 rpm y 150 °C, con baja formación de productos de degradación. Por su parte, 

en el trabajo de Yoo y otros (2011), las condiciones óptimas para la extrusión de cáscaras 

de soja fueron de 350 rpm en la velocidad del tornillo y 80 °C de temperatura del barril. 

 

 

Figura 23. Esquema de los componentes de un extrusor. Tomado de (Karunanithy y 

Muthukumarappan, 2010) 

La extrusión no es un método independiente, sino que es usado en combinación 

secuencial con otros pretratamientos, como puede ser irradiación con microondas, 

(Karunanithy, Muthukumarappan y Gibbons, 2014), pretratamiento con ozono (Coca y 

otros, 2016), ultrasonido (Byun y otros, 2020) o explosión por vapor (Feng y otros, 2018). 

1.3.2.3 Irradiación con microondas 

Las microondas son ondas electromagnéticas con frecuencias entre 300 MHz y 300 GHz, 

lo que implica radiaciones electromagnéticas no ionizantes de longitudes de onda de 1 
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mm a 1 m (Huang y otros, 2016). Las frecuencias más comúnmente usadas en los 

pretratamientos con microondas son 2.45 GHz y 915 MHz, y la mayoría de los 

microondas domésticos usan la frecuencia de 2.45 GHz (Li y otros, 2016). Este 

pretratamiento puede ser subdividido en dos categorías: 1) solvólisis mediante 

microondas a temperaturas moderadas (menor a 200 ºC) para dar productos químicos 

básicos, y 2) pirolisis mediante microondas a altas temperaturas (más de 400 °C) para 

transformar la biomasa en biocombustibles (Beig y otros, 2021). El calentamiento de la 

biomasa mediante microondas presenta algunas ventajas frente al calentamiento 

tradicional por su eficiencia y facilidad de operación; además, el consumo de energía es 

reducido por los tiempos cortos de pretratamiento (Hoang, Nižetić y otros, 2021) 

La irradiación con microondas también resulta interesante para la producción de 

nanoestructuras de carbono (nanotubos de carbono y nanofibras de carbono) con 

diferentes aplicaciones (Omoriyekomwan y otros, 2021).  

1.3.2.4 Ultrasonido 

El pretratamiento con ultrasonido utiliza frecuencias en el rango de 20 kHz a 1 MHz, 

afectando la estructura de la superficie de la biomasa lignocelulósica (Haldar y Purkait, 

2021). Durante el pretratamiento de la biomasa lignocelulósica con ondas ultrasónicas, se 

generan microburbujas que en su proceso de formación, crecimiento y colapso afectan la 

matriz, generando poros y aumentando la superficie de la biomasa (Wang y otros, 2018). 

Además de este efecto, las microburbujas pueden disociar el agua y moléculas de oxígeno 

disueltas, formando radicales oxidantes que atacan la matriz lignocelulósica (Pang, 

Abdullah y Bhatia, 2011). La aplicación de ultrasonido lleva a la ruptura de enlaces éter 

entre la hemicelulosa y la lignina, lo que contribuye a remover estos compuestos 

solubilizándolos y dejando la celulosa más expuesta a la actividad enzimática (Luo, Fang 

y Smith, 2014). 

1.3.2.5 Otros pretratamientos utilizando energía de irradiación sobre la biomasa 

En la Tabla 4 se resumen algunos otros pretratamientos que se basan en la irradiación de 

la biomasa. 
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Tabla 4. Tipo de energía de irradiación y el efecto en la biomasa lignocelulósica. Adaptado de 
(Ong y Wu, 2020; Beig y otros, 2021) 

Tipo de 

irradiación 
Principio Efecto en la biomasa 

Rayos gamma 

Se pueden usar radio isótopos 

como Cesio-137 y Cobalto-60 

cuyas radiaciones fácilmente 

penetran la estructura 

lignocelulósica generando 

radicales de alta actividad 

Disminución de la cristalinidad de la 

celulosa y modificación de la lignina 

Haz de electrones 

Los haces de electrones -en la 

forma de rayos ionizantes 

generados mediante un 

acelerador lineal- forman 

radicales libres 

Reducción de cristalinidad y grado 

de polimerización de la celulosa 

Campo eléctrico 

pulsado 

La biomasa es sometida a pulsos 

eléctricos generados por dos 

electrodos junto a un campo 

eléctrico de 0.1-80 kVcm-1 por un 

corto período de tiempo (10-4-10-

2 segundos) 

Incremento de la permeabilidad de 

la célula a solventes y enzimas 

1.3.3 Pretratamientos físico-químicos 

1.3.3.1 Auto-hidrólisis 

Este pretratamiento hidrotérmico ha sido desarrollado con varios nombres, siendo “Agua 

Caliente Líquida” o por su nombre en inglés “Liquid Hot Water” (LHT) el más común y 

más conocido. Otros nombres utilizados han sido licuefacción acuosa, extracción acuosa, 

pretratamiento acuoso, aquasolv, pretratamiento hidrotermal, pre-hidrólisis acuosa, 

cocción a presión en agua, o como Auto-hidrólisis, término que además de designar el 

tratamiento también describe el mecanismo de hidrólisis asociado (Carvalheiro y otros, 

2016). 

En este proceso, se usa agua en fase líquida a alta temperatura (entre 160 °C y 240 °C) y 

presión (para mantener su estado líquido) durante cierto tiempo para romper la matriz 

lignocelulósica (Beig y otros, 2021). Este proceso es de bajo consumo energía y sin 

agregado adicional de reactivos químicos, y no solo se generan iones hidronio generados 
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por la autoionización del agua, sino que también se libera ácido acético de las 

hemicelulosas, actuando como catalizadores formados in-situ lo que lleva a la 

despolimerización del xilano y la generación de xilooligosacáridos y monosacáridos. (W. 

Zhang y otros, 2020) 

1.3.3.2 Explosión por vapor 

La explosión por vapor es considerada uno de los pretratamientos más eficientes, 

ambientalmente amigable y uno de los procesos con buena relación costo-efectividad apto 

para procesos industriales. No utiliza reactivos químicos (o en muy baja cantidad), es 

eficiente en la separación de celulosa, y genera poca polución ambiental; como 

desventaja, requiere relativamente alto consumo de energía (Sun y otros, 2015). 

La explosión por vapor es un pretratamiento hidrotérmico donde la biomasa es calentada 

en un reactor mediante vapor saturado a alta presión a temperaturas que usualmente están 

en el entorno 160 a 260 °C (0.69-4.83 MPa). El tiempo dentro del reactor puede ir de 

segundos a minutos, luego del cual la presión es liberada rápidamente, sometiendo a la 

biomasa a explosión descompresiva (A. Duque y otros, 2016; Auxenfans y otros, 2017). 

Al liberar la presión instantáneamente, la humedad condensada en las fibras 

lignocelulósicas se evapora nuevamente, rompiendo la matriz lignocelulósica y 

reduciendo el tamaño de partícula de la biomasa (Monschein y Nidetzky, 2016). 

Aunque originalmente la explosión por vapor era un proceso realizado en batch, se ha 

intentado que el proceso fuera realizado en forma continua, lo que permitiría mejor 

control de las variables de operación, mejor transferencia de calor, y menor acumulación 

de co-productos de degradación (A. Duque y otros, 2016). El proceso genera un barro 

donde la mayor parte de la celulosa y la lignina permanecen como residuo insoluble, 

llamándose usualmente fracción sólida, y las hemicelulosas junto con productos de 

degradación de la celulosa y la lignina –dependiendo de las condiciones aplicadas- se 

solubilizan produciendo un hidrolizado, fracción líquida o prehidrolizado (Vu y otros, 

2020). En el caso de la lignina, puede existir una relocalización o redistribución, lo que 

también aumenta la accesibilidad a la celulosa por las enzimas en el paso posterior de 

sacarificación enzimática (Alvira y otros, 2010; Troncoso-Ortega y otros, 2021). 
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1.3.3.2.1 Reacciones que ocurren durante la explosión por vapor 

 

Al usar vapor es posible realizar un calentamiento rápido de la biomasa sin diluir 

excesivamente los azúcares producidos durante el proceso. El vapor condensa y permea 

en la biomasa iniciando las reacciones de autohidrólisis debido a la catálisis de las 

reacciones por los iones de hidrógeno (H+), que se encuentran en la forma de iones 

hidronio (H3O
+) producidos por la auto-ionización del agua a elevadas temperaturas 

(Ahmad y otros, 2016). El agua funciona como ácido débil, iniciando la depolimerización 

de las hemicelulosas y la generación de ácidos orgánicos debidos a hidrólisis de los 

grupos acetilo de las hemicelulosas (Castro y otros, 2013). Los ácidos rompen los 

polímeros de la celulosa y hemicelulosa –más fácilmente este último polímero- en la 

biomasa lignocelulósica para formar los monómeros de azúcar que pueden ser 

posteriormente fermentados (Lenihan y otros, 2010). El ácido acético baja aún más el pH 

y más iones hidronio son generados (Garrote, Domínguez y Parajó, 2001). 

De la hidrólisis de la hemicelulosa se obtienen los monómeros de las hemicelulosas 

(xilosa, arabinosa, galactosa, etc) y sus oligómeros. Los monómeros también pueden 

sufrir degradación; por ejemplo, el producto de degradación principal de las pentosas es 

el furfural. En la Figura 24 se puede observar esquemáticamente la vía de formación del 

furfural.  

 

Figura 24. Formación de furfural. Adaptado de (Gérardy y otros, 2020) y (Peleteiro y 

otros, 2015) 
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Luego de la deacetilación, el siguiente paso en las reacciones irreversibles para la 

hemicelulosa es la disolución de los oligómeros; mientras que los oligómeros con grado 

de polimerización 1 a 8 se solubilizan rápida y fácilmente, los oligómeros con mayor 

grado de polimerización tienen una velocidad reducida (Figura 25) (Ahmad y otros, 2016) 

 

Figura 25. Velocidad de disolución de polímeros (en s-1) en función de su grado de 

polimerización (Degree of polymerization) (Ahmad y otros, 2016) 

 

La mayor parte de la lignina permanece en la fracción sólida. Sin embargo, existen en 

menor magnitud reacciones de depolimerización, principalmente mediante la ruptura de 

los enlaces β-O-4 y otros enlaces susceptibles al ataque por ácidos. Por su parte, los 

enlaces β-β y β-5 no son afectados mayoritariamente, mientras que simultáneamente se 

produce la desoxigenación α-β para formar grupos similares a cinamil, que pueden dar 

lugar a reacciones de repolimerización (Figura 26) (Troncoso-Ortega y otros, 2021; 

Auxenfans y otros, 2017; Zhang y otros, 2015). Estas reacciones de despolimerización y 

repolimerización pueden llevar a la reorganización de la lignina, que puede observarse 

como pequeñas gotas de lignina que recondensan en la superficie de las fibras (Figura 27) 

(Donohoe y otros, 2008). 
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Figura 26. Posibles caminos de reacción (hidrólisis y condensación) de la lignina. Tomado 

de (Zhang y otros, 2015) 
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Figura 27. Gotas de lignina y sus diferentes diámetros. Imagen obtenida mediante 

microscopio electrónico de barrido de la superficie de paredes celulares de Eucalyptus 

globulus luego de pretratamiento con explosión por vapor. Tomado de (Troncoso-

Ortega y otros, 2021) 

 

La rotura de los enlaces éster y/o éter es un factor importante para la obtención de 

productos con grupos –OH, -C=O, o –COOH (Hoang, Nizetic y otros, 2021). Entre los 

compuestos fenólicos simples comúnmente encontrados en la fracción líquida de estos 

pretratamientos se encuentran el ácido siríngico, vanillina, ácido ferúlico, ácido p-

hidroxibenzoico, siringaldehído, ácido vaníllico, ácido trans-cinámico, y ácido cumárico, 

además de productos de condensación (Ko y otros, 2015). En la Figura 28 se puede ver 

representada esquemáticamente la vía de formación de estos compuestos. 
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Figura 28. Degradación de la lignina por explosión por vapor. Los grupos fenólicos son 

generados por hidrólisis ácida (paso A) de las subestructuras β-O-4 generando quinonas 

a partir de estas (paso B). Esto facilita la rotura de los enlaces β-O-4 (paso C), generando 

radicales que sufren desproporción o dismutación y acoplado de radicales 

(condensación) para generar variedad de compuestos como fenoles, ácidos carboxílicos 

y oligolignoles. Tomado de (Ramos, 2003) 

  

En cuanto a la celulosa, los cambios que sufre durante la explosión por vapor tienen que 

ver con cambios en la cristalinidad, además de generarse un medio ácido producto de los 

iones hidronio y la generación de ácido acético (Auxenfans y otros, 2017). Esto genera la 

solubilización de oligómeros de celulosa, que pueden llegar hasta un grado de 

polimerización de 15 unidades (Yu, Long y Wu, 2016). Los compuestos de degradación 

de la celulosa son principalmente los oligómeros de glucosa celohexosa, celopentosa, 

celotetraosa, celotriosa y celobiosa, además de los monómeros glucosa y fructosa. En la 

fracción líquida también se encuentran otros productos de degradación de la glucosa, 

como 1,6-anhidroglucosa, gliceraldehído, eritrosa, glicoaldehído, dihidroxiacetona, 

piruvaldehído y 5-HMF y así como los ácidos derivados, principalmente acético y 

fórmico (Sasaki y otros, 2000). La hidrólisis subsecuente del 5-HMF resulta en la 

obtención de ácido levulínico y ácido fórmico, como se puede observar en la Figura 29 

(Gallo y Trapp, 2017). 
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En la hidrólisis ácida el ácido penetra directamente a la biomasa lignocelulósica con 

velocidad de hidrólisis más rápida que la hidrólisis enzimática, aunque como desventaja 

también la glucosa se degrada rápidamente en condiciones ácidas (Lenihan y otros, 2010). 

 

Figura 29. Esquema simplificado de formación de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) a partir 

de la celulosa. Adaptado de (Gérardy y otros, 2020) 

 

Para la cinética de hidrólisis de la celulosa, se debe considerar que el sustrato se encuentra 

en fase sólida y el catalizador en la fase líquida, y se ven afectadas por variables como la 

temperatura, la concentración de ácido, el tiempo, la concentración del sustrato y la 

composición del sustrato. Los modelos propuestos en la hidrólisis de celulosa 

generalmente son reacciones irreversibles seudo-homogéneas de primer orden, con un 

primer paso del polímero glucano de celulosa siendo degradado a glucosa y un siguiente 

paso de conversión a los productos de descomposición (Lenihan y otros, 2010):   

glucano (s)      glucosa   productos de degradación 

donde k1 es la velocidad de conversión de glucano a glucosa y k2 es la velocidad de 

degradación de la glucosa, considerando a las dos reacciones de primer orden e 

irreversibles, por lo que las unidades de las constantes son min-1. Esta reacción puede ser 

generalizada 

Polímero (s)  Monómero  productos de degradación 

k1 k2 

k1 k2 
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Utilizando este modelo de reacción se podría estimar la concentración del monómero 

como una función del tiempo mediante la siguiente ecuación (asumiendo que la 

concentración inicial del monómero es 0) (Lenihan y otros, 2010): 

𝑀 =  [
𝑘1 𝑃0

𝑘1𝑘2
] 𝑒−𝑘1𝑡 − 𝑒−𝑘2𝑡 

En la Figura 30 se puede ver esquemáticamente los productos de degradación de la 

celulosa y del xilano (4-O-metilglucuronoxilano). 

 

Figura 30. Hidrólisis de 4-O-metilglucuronoxilano y celulosa de maderas duras 

pretratadas con explosión por vapor. Los compuestos indicados son: 1- Arabinosa, 2-

xilosa, 3-xilo-oligómeros acetilados, 4-xilo-oligómeros no acetilados de mayor grado de 
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polimerización, 5-oligosacáridos ácidos y ramificados, 6-glucosa, 7-celobiosa, 8-celo-

oligómeros, 9-furfural, 10-hidroximetilfurfural, 11-ácido levulínico, 12-furano, 13-ácido 

2-furoico. También están presentes ácido acético y ácido fórmico. Tomado de (Ramos, 

2003) 

1.3.3.2.2 Inhibidores que surgen de la explosión por vapor 

La liberación de fragmentos de la lignina, junto con las posibles reacciones de 

condensación entre lignina, hemicelulosa, subproductos de la degradación de la celulosa 

y hemicelulosas son inhibidores o desactivadores de los pasos siguientes de hidrólisis 

enzimática y fermentación (Kim y otros, 2011). Estos productos y los mecanismos de 

inhibición de enzimas y microorganismos se representan esquemáticamente en la Figura 

31 y Figura 32.  

 

Figura 31. Representación esquemática del origen de algunos inhibidores, Adaptado de 

(Sjulander y Kikas, 2020) 
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Figura 32. Posibles mecanismos de inhibición de algunos inhibidores derivados de la biomasa 

lignocelulósica. Adaptado de (Sjulander y Kikas, 2020) 

El tipo y concentración de los productos de inhibición depende no solo de las condiciones 

de pretratamiento sino también de la biomasa lignocelulósica. Por ejemplo, el furfural es 

un aldehído derivado de los azúcares que se encuentra luego de la explosión por vapor es 

el furfural, producto de degradación de pentosas como xilosa y arabinosa (Gérardy y 

otros, 2020). Por su parte, el hidroximetilfurfural es el producto de degradación de la 

glucosa (Sasaki y otros, 2000). Estos aldehídos pueden ingresar al citoplasma de la 

levadura Saccharomyces cerevisiae, inhibiendo enzimas como la alcohol deshidrogenasa. 

Como se presenta luego en la sección 1.5 Fermentación alcohólica de la glucosa, esta 

enzima es encargada de reducir el acetaldehído utilizando NADH como agente reductor, 

para dar etanol y regenerar el NAD+. Este NAD+ ingresa en la ruta glucolítica (o ruta 

Embden-Meyerhoff-Parnas) donde se produce el ATP intracelular que es esencial para el 

crecimiento de la levadura encargada Saccharomyces cerevisiae. Al no poder regenerarse 

el NAD+ y por lo tanto el ATP, el furfural y el 5-HMF inhiben el metabolismo celular 

(Mills, Sandoval y Gill, 2009; Chandel, da Silva y Singh, 2013). Además, el furfural 

favorece la acumulación de las especies reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen 

Species) que dañan la mitocondria, membranas de la vacuola, el citoesqueleto de actina y 

la cromatina nuclear de la levadura, reduciendo su supervivencia y reproducción 

(Sjulander y Kikas, 2020). Sin embargo, debe considerarse que existe cierta tolerancia de 

la levadura a estos aldehídos, e incluso puede favorecerse la producción de etanol si se 

encuentran en concentraciones bajas (Z. L. Liu, 2018; Ylitervo, Franzén y Taherzadeh, 

2013; Z. Liu, 2021). Por otra parte, tanto el furfural como el 5-HMF no parecen inhibir a 
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las celulasas durante la hidrólisis enzimática de la biomasa lignocelulósica (Kim y otros, 

2011). 

Otro grupo de inhibidores son los compuestos aromáticos (que a su vez se pueden 

clasificar en compuestos fenólicos, compuestos no fenólicos, y benzoquinonas), que son 

derivados mayoritariamente de la lignina, aunque algunos pueden originarse de las 

hemicelulosas o de ciertos extractivos (Ko y otros, 2015; Zhang y otros, 2015). Los 

compuestos aromáticos inhiben tanto a las celulasas como a los microorganismos. Estos 

compuestos causan pérdida de la integridad de la membrana celular de los 

microorganismos y por lo tanto dañan la barrera natural que estos poseen. Los compuestos 

aromáticos también afectan las celulasas desactivándolas y causando su precipitación. 

(Palmqvist y Hahn-Hägerdal, 2000; Sjulander y Kikas, 2020) 

También se forman en el pretratamiento ácidos orgánicos de cadena corta, como los 

ácidos fórmico, acético, láctico y levulínico, que tienen efectos inhibitorios sobre las 

levaduras y bacterias fermentativas, pero no sobre las celulasas. El ácido acético está 

presente luego del pretratamiento independientemente de las condiciones, ya que resulta 

de la hidrólisis de los grupos acetilos presentes principalmente en la hemicelulosa, así 

como también es posible encontrarlos en la lignina y en extractivos (Garrote, Domínguez 

y Parajó, 2001). En particular, como la hemicelulosa de las maderas duras está más 

acetilada, en general se encuentra mayor concentración de ácido acético en el 

prehidrolizado luego del pretratamiento (Sixta, 2006). El ácido acético inhibe la toma de 

nutrientes de Saccharomyces cerevisiae y acidifica la matriz intracelular de los 

microorganismos como también lo hace el ácido fórmico, cuya presencia deriva de la 

degradación de 5-HMF y furfural. (Sjulander y Kikas, 2020; Li y otros, 2020). 

La optimización del proceso busca el máximo aprovechamiento de la biomasa 

lignocelulósica, lo que significa la recuperación de la celulosa en la fracción sólida con 

buena susceptibilidad a la hidrólisis enzimática posterior, la recuperación de la fracción 

hemicelulósica en la fracción líquida, y baja formación de los compuestos de degradación 

(A. Duque y otros, 2016). Sin embargo, las condiciones operativas para satisfacer estos 

parámetros suelen ser opuestas, por lo que es necesario evaluar niveles aceptables para 

cada uno de estos parámetros, y considerar otras opciones posteriores como 

aprovechamiento de los productos de degradación. 
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1.3.3.2.3 Variables que afectan la explosión por vapor 

 

Los principales factores que afectan el pretratamiento de explosión por vapor son el 

tamaño de partícula, la humedad, la temperatura, y el tiempo de residencia en el reactor. 

En general, tamaños de partículas chicos en la biomasa resultan en mejor transferencia de 

calor dentro del reactor, mientras que partículas grandes pueden presentar diferencias de 

reacciones entre lo que sucede en la superficie y como queda la biomasa en el interior, 

con la biomasa poco pretratada. Sin embargo, también gran cantidad de partículas finas –

o distribución de tamaño de partícula grande- puede generar significativas cantidades de 

productos de degradación, además de resultar en complicaciones operativas en el equipo 

de reactor de explosión por vapor, por lo que es necesario evaluar el tamaño adecuado 

(Z.-H. Liu y otros, 2013; Ciesielski y otros, 2015). 

En cuanto a la humedad, si bien alto contenido de humedad parece favorecer la explosión 

por vapor, esto hará que se requiera más energía para el proceso debido al mayor calor 

específico del agua, además de que no sería posible transformar toda esa agua en vapor, 

incluso con alta carga de energía, lo que hará el proceso ineficiente y con necesidad de 

tiempos de pretratamiento más largos para alcanzar la optimización del proceso (L.-Y. 

Liu y otros, 2017; Hendriks y Zeeman, 2009). Por otra parte, bajo contenido de humedad 

es perjudicial para las reacciones de hidrólisis buscadas, lo que redunda en peor 

rendimiento en el paso posterior de sacarificación enzimática, además de aumentar el 

consumo de vapor (y energía) (Sui y Chen, 2015). 

La temperatura y el tiempo de residencia son parámetros esenciales en el pretratamiento 

de explosión por vapor. Para predecir los resultados y comparar la eficiencia de 

pretratamientos realizados en diferentes condiciones experimentales se suele usar el 

factor de severidad (S0), que resulta de aplicar el logaritmo a la siguiente ecuación donde 

se combinan los factores de temperatura (T) y tiempo de residencia (t) en la base de la ley 

de Arrhenius (y en forma similar al factor H de la industria de la pulpa de celulosa) 

(Overend y Chornet, 1987): 

𝑆0 = 𝑙𝑜𝑔10 (𝑡 × 𝑒
𝑇−100

14.75 )       

 Ecuación 1 

Tomando la base de esta ecuación y considerando la influencia de la hidrólisis ácida, 

también se suele definir el factor de severidad combinado (CSF, Combined Severity 
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Factor) donde se agrega el pH como otro factor (Chum y otros, 1990; Abatzoglou y otros, 

1992):  

𝐶𝑆𝐹 = log10 (𝑡 × 𝑒
𝑇−100

14.75 ) −𝑝𝐻      Ecuación 2 

Para las dos ecuaciones t es el tiempo de residencia en el reactor y T es la temperatura en 

°C.  

De todas formas, como lo expusieron los autores de estos trabajos, estos parámetros sirven 

más bien como guía comparativa con base experimental que permite comparar en ciertos 

aspectos distintos procesos de explosión por vapor. Por lo tanto, debe tenerse en cuenta 

que estos parámetros no consideran otras variables como la fase de explosión, tamaño de 

partícula o humedad de la biomasa, además de diferencias tecnológicas entre los distintos 

equipos de explosión, como ser en batch o continuos, por lo que deben ser tomados con 

cautela (Yu y otros, 2012; Espirito Santo y otros, 2020; Monschein y Nidetzky, 2016). 

Por ejemplo, existe la hipótesis de que a valores equivalentes de CSF, el pretratamiento a 

altas temperaturas y tiempos de residencia cortos es mejor que bajas temperaturas y altos 

tiempos de residencia. En estas últimas condiciones existiría mayor acumulación de 

ácidos orgánicos, aldehídos, y compuestos fenólicos, además de reacciones secundarias 

de condensación que involucra a los carbohidratos, perdiendo rendimiento en el 

pretratamiento, además de que temperaturas muy bajas no son suficientes para remover 

las hemicelulosas (Espirito Santo y otros, 2020; Fockink, Sánchez y Ramos, 2018; 

Pielhop y otros, 2016).  

1.3.3.3 Modificaciones a la explosión por vapor 

Explosión por vapor catalizada con ácido 

En la explosión por vapor catalizada por ácido se agrega un catalizador a la biomasa antes 

de entrar al reactor, en general H2SO4 o SO2 y en proporciones que pueden ir de 0.3 % a 

3 % masa/masa. Este catalizador acelera las reacciones de hidrólisis permitiendo operar 

a temperaturas más bajas o a tiempos de residencia menores, aunque el impacto de los 

catalizadores ácidos tanto en el equipo como a nivel ambiental puede ser perjudicial y 

deben ser tomado en cuenta (A. Duque y otros, 2016).  
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Explosión de fibra por amoníaco (Ammonia Fiber Explosion, AFEX) 

En este pretratamiento la biomasa es sometida a alta presión (17-20 bar) y temperaturas 

medias (60-100 °C) junto a 1-2 kg de amonio líquido anhidro por kg de biomasa seca 

durante tiempos de residencia de 5 a 30 minutos, para luego liberar repentinamente la 

presión, de forma similar a la explosión por vapor (Capolupo y Faraco, 2016). Además 

de la baja temperatura comparada con la explosión por vapor –lo que determina menor 

consumo de energía– en este proceso el amoníaco es removido de la biomasa por 

evaporación y puede ser recuperado (Merrettig-Bruns y Sayder, 2016). Luego de este 

proceso la biomasa se encuentra pronta para la hidrólisis enzimática o cualquier otro 

proceso biotecnológico. A diferencia de la explosión por vapor, el proceso AFEX no 

remueve la fracción hemicelulósica ni genera por lo tanto una fracción líquida, por lo que 

también es necesario contar con hemicelulasas en el paso de hidrólisis enzimática 

(Merrettig-Bruns y Sayder, 2016; Capolupo y Faraco, 2016). 

Durante el pretratamiento AFEX, el amoníaco penetra la pared celular y en presencia de 

agua suceden reacciones de amonolisis e hidrólisis rompiendo diversos enlaces éster 

(como los acetatos de las hemicelulosas, p-cumaratos, ferulatos, diferulatos, etc), 

generando las correspondientes amidas y ácidos (Figura 33) (Merrettig-Bruns y Sayder, 

2016). La ruptura de los enlaces lignina – hemicelulosa remueve la hemicelulosa y los 

compuestos fenólicos que se redepositan en la superficie de la biomasa sin pérdida de 

masa, que junto con la descompresión expansiva del amoníaco genera poros mejorando 

la accesibilidad de las enzimas en los pasos posteriores (Chundawat y otros, 2011). 
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Figura 33. Representación esquemática de reacciones de amonólisis e hidrólisis de los 

enlaces éster carbohidrato-lignina y otras reacciones de tipo Maillard que pueden 

suceder en los pretratamientos basados en amoníaco. Adaptado de (Chundawat y otros, 

2010) 

Otro pretratamiento que utiliza amoníaco es “Percolación con reciclaje de Amoníaco”, 

ARP (por Ammonia Recycle Percolation). En este proceso, la biomasa es pretratada con 

10-15 % en peso de amoníaco acuoso en un reactor de flujo continuo, con temperaturas 

que varían entre 150 y 200 °C, una velocidad de percolación de 5 mL/min y tiempo de 

residencia de 14 minutos para luego recuperar el amoníaco (Merrettig-Bruns y Sayder, 

2016) 

Explosión húmeda (wet explosion) 

En esta variación de la explosión por vapor se utiliza un agente oxidante que aumenta la 

descomposición de la lignina, permitiendo mayor accesibilidad a la celulosa. La biomasa 

lignocelulósica acondicionada y calentada entre 55 y 110 °C (con agregado o no de ácido) 

por máximo 48 horas, luego la biomasa es calentada con vapor de agua entre 140 °C y 

200 °C durante 5-30 minutos, y en la etapa final se calienta un poco más (a 170-210 °C) 

en presencia de oxígeno, peróxido de hidrógeno, o aire (en el entorno de 2 a 10 % de 

demanda química de oxígeno) aumentando la presión a 15-35 bar durante 1 a 30 minutos, 

para luego liberar la presión repentinamente. (A. Duque y otros, 2016)  

 



 

70 
 

1.3.4 Pretramientos químicos 

Los pretratamientos químicos más tradicionales se pueden clasificar en pretratamientos 

alcalinos y ácidos. 

1.3.4.1 Pretratamientos alcalinos 

Hidróxidos de sodio, potasio, calcio o amonio han sido utilizados históricamente para 

pretratar la biomasa lignocelulósica a baja temperatura y presión para remover la lignina 

y alterando la estructura cristalina de la celulosa, ya que es uno de los procesos utilizados 

en la industria pulpera y en particular en el proceso Kraft (Xu y Sun, 2016). Los 

principales problemas de estos procesos son el extenso tiempo para completar la reacción, 

pudiendo tomar hasta días, y los procesos necesarios para el correcto aprovechamiento de 

todas las fracciones, lo que suele encarecer el pretratamiento (Xu y Sun, 2016). 

1.3.4.2 Pretratamientos ácidos 

En estos pretratamientos, son usados tanto ácidos débiles como fuertes, siendo en general 

el ácido sulfúrico el más común, aunque también se ha investigado el ácido clorhídrico, 

el fosfórico y el nítrico. Los porcentajes de ácido utilizados van de 0.2 % a 2.5 % 

masa/masa con temperaturas de 130 °C a 210 °C, manteniendo la reacción por horas, 

liberando el material lignocelulósico hidrolizado, evitándose así un paso siguiente de 

hidrólisis. Sin embargo, debe tenerse en cuenta la necesidad de excesivos lavados para 

remover impurezas y productos de degradación tóxicos, así como la necesidad de 

equipamiento especial para evitar la corrosión debida al ataque del ácido (Beig y otros, 

2021) 

1.3.4.3 Pretratamientos químicos no tradicionales 

El uso de reactivos químicos para reducir la recalcitrancia de la matriz lignocelulósica 

implica la posibilidad de ser tóxicos y/o generar desechos peligrosos y contaminantes, 

por lo que sería conveniente que su uso tenga en cuenta estos inconvenientes. Los 

pretratamientos químicos que podrían considerarse que trabajan con químicos “verdes” –

y por lo tanto más promisorios- serían los pretratamientos Organosolv, ozono, y líquidos 

iónicos. 
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Pretratamiento Organosolv 

En el pretratamiento Organosolv se usan solventes orgánicos como metanol, etanol, 

acetona, etilenglicol, o fenoles, para solubilizar y aislar a la lignina, rompiendo enlaces 

internos de la lignina, así como los complejos lignocelulósicos, de forma que los solventes 

puedan ser recuperados, y utilizando a la lignina como punto de partida para otros 

químicos o como combustible. En este proceso se mezcla la biomasa con los solventes y 

se calienta entre 100 °C y 250 °C, agregándose a veces algún catalizador como ácido 

sulfúrico o ácido clorhídrico. (Capolupo y Faraco, 2016; Mesa y otros, 2016) 

Ozonólisis 

El ozono es un oxidante químico altamente reactivo a compuestos con grupos funcionales 

con alta densidad electrónica, como es el caso de la lignina; el ozono deteriora la 

estructura de los anillos aromáticos liberando compuestos solubles como los ácidos 

acético, fórmico, p-hidroxibenzoico, vaníllico, y aldehídos como p-hidroxibenzaldehído 

y vanillina (Capolupo y Faraco, 2016; Coca, González-Benito y García-Cubero, 2016). 

Este pretratamiento es altamente selectivo de la lignina sin pérdidas significativas de 

carbohidratos, acelerando la despolimerización de la hemicelulosa y exponiendo la 

celulosa para los pasos siguientes, además de ser un proceso que usa condiciones suaves, 

siendo realizado a temperatura y presión ambiente (Zhao y otros, 2021; Coca, González-

Benito y García-Cubero, 2016). Como desventaja, se deben aplicar altas concentraciones 

de ozono, por lo que este proceso tiene que ser altamente optimizado para ser un proceso 

económica e industrialmente viable. 

Líquidos Iónicos 

Los líquidos iónicos son sales que existen en forma líquida a temperaturas menores de 

100 °C y que tienen la capacidad de disolver la biomasa lignocelulósica. Por ejemplo, 

algunos líquidos iónicos tienen la capacidad de disolver a la celulosa sin necesidad de 

derivatizarla, mientras que otros disuelven lignina pero no celulosa (H. Rodríguez, 2021; 

Capolupo y Faraco, 2016). La estrategia en general para el pretratamiento de la biomasa 

lignocelulósica consiste en la disolución de la biomasa, seguida por el fraccionamiento 

de las distintas fracciones biopoliméricas disueltas para separar los estos compuestos. 

Debido a la propia naturaleza de los líquidos iónicos no es posible extraer los compuestos 

de interés mediante evaporación de los solventes, por lo que en general se agregan 

solventes miscibles con el líquido iónico que precipitan el biopolímero, como se puede 
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observar en el esquema de la Figura 34 (H. Rodríguez, 2021). Aunque existe gran 

cantidad de líquidos iónicos, los imidazólicos han recibido gran atención, aunque 

últimamente se ha encontrado que los líquidos iónicos con cationes colínicos y aniones 

aminoacídicos parecen tener mejor desempeño para disolver biomasa lignocelulósica 

(Capolupo y Faraco, 2016). 

 

Figura 34. Una posible estrategia para el fraccionamiento de la biomasa utilizando 

líquidos iónicos. Tomado de (H. Rodríguez 2021) 

 

1.3.5 Pretratamientos biológicos 

Los pretratamientos biológicos utilizan microorganismos, como hongos, bacterias y 

actinomycetes que sintetizan sistemas celulolíticos, hemicelulolíticos, y lignolíticos para 

degradar los componentes principales de la biomasa lignocelulósica. En general, las 

investigaciones apuntan a la búsqueda de microorganismos capaces de degradar la lignina 

afectando lo menos posible a la celulosa. Por ejemplo, la bacteria Streptomyces griseus 

ha demostrado ser muy útil para la remoción de lignina y para la producción de celulasas 

específicas (Sato y otros, 2020; Saritha, Arora y Lata, 2012). De todas formas, son más 

comúnmente estudiados los hongos de pudrición de la madera, siendo los hongos de 

pudrición blanca los que han demostrado ser más efectivos para distintos tipos de biomasa 

(Kainthola y otros, 2021). En los hongos de pudrición blanca (un grupo diverso de 

basidiomicetos), el sistema lignolítico incluye lacasas, polifenol oxidasas, manganeso 
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peroxidasas y lignina peroxidasas con alto potencial redox que oxidan a la lignina 

directamente, teniendo la capacidad única de mineralizar la lignina a dióxido de carbón y 

agua (Ponnusamy y otros, 2019). En general, el pretratamiento con hongos es llevado a 

cabo mediante una fermentación en estado sólido (solid-state fermentation), donde los 

parámetros más importantes son temperatura, contenido de humedad y aireación, aunque 

también puede ser realizado con las enzimas directamente (Rodrigues y otros, 2020; 

Sánchez y Montoya, 2020). Dentro de estos hongos también se han estudiado otros como 

Pleurotus ostreatus, Phlebia radiata, Dichmitus squalens, Rigidosporus lignosus, 

Junguasepar ablima, Ceriporiopsis subvermispora Irpex lacteus y Trametes versicolor 

(Ponnusamy y otros, 2019; Capolupo y Faraco, 2016; Saihua Huang, 2020). Uno de los 

hongos de pudrición blanca más estudiado es Phanerochaete chrysosporium, aunque su 

sistema lignolítico no es el más efectivo (Kuppuraj y otros, 2021; Liu y otros, 2020). 

Otros microorganismos usados son los hongos de pudrición parda (o marrón) de la 

madera, que degradan la celulosa o hemicelulosa afectando levemente a la lignina 

(Goodell, Winandy y Morrell, 2020; Zhu y otros, 2020). Dentro de los hongos que tienen 

esta capacidad se pueden citar a Tyromyces balsemeus, Poria placenta, Lentinus lepideus, 

Fomitopsis pinicola (Zhang y Schilling, 2017). Estos microorganismos poseen endo-

celulasas, exo-celulasas, celobiohidrolasas y β-glucosidasas para degradar la celulosa, 

además de otras enzimas capaces de actuar sobre las hemicelulosas como endo-xilanasas, 

endo-arabinasas, β-galactosidasas y β-glucosidasas (Capolupo y Faraco, 2016; Sharma, 

Xu y Qin, 2019). Además de este sistema enzimático, también se postula que puede existir 

la ruptura de enlaces glicosídicos mediante la generación no enzimática de radicales 

hidroxilo por la reacción de Fenton (Fe+3 + H2O2  Fe+2 + •OH + -OH) (Arantes, Jellison 

y Goodell, 2012). 

Los pretratamientos biológicos son ambientalmente más amigables, por la mínima 

producción de desechos, inhibidores y menor consumo de energía que los otros 

pretratamientos. Sin embargo, en general presentan baja eficiencia con largos tiempos de 

tratamiento. 
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1.4 Hidrólisis enzimática de la celulosa 

1.4.1 Introducción 

El pretratamiento de la biomasa lignocelulósica, y en particular mediante explosión por 

vapor, genera un residuo sólido compuesto principalmente por celulosa y lignina, junto 

con cantidades menores de hemicelulosa. La hemicelulosa se solubiliza 

mayoritariamente, formando la fracción líquida junto con sus productos de degradación 

(como el furfural y el ácido acético), así como los productos resultantes de la degradación 

parcial de la lignina y de la celulosa, dependiendo de la severidad del pretratamiento. Los 

compuestos de degradación de la biomasa lignocelulósica pueden tener valor en sí 

mismos, pero también pueden ser perjudiciales en los pasos siguientes de procesamiento, 

por ejemplo como inhibidores de levaduras y/o enzimas. 

En el caso de la fracción sólida, si bien el pretratamiento resulta en fibras de celulosa más 

accesibles, en el proceso de bioconversión de la celulosa para la producción de productos 

como el etanol es necesario liberar la glucosa a partir de la celulosa, proceso que 

generalmente es eficientemente realizado mediante enzimas. Este proceso enzimático 

generalmente se conoce como sacarificación o hidrólisis enzimática de la celulosa. Luego 

que la glucosa se encuentra libre, se puede proceder a la fermentación (también es posible 

realizar la sacarificación y fermentación simultáneamente, aspecto que será presentado 

en la sección 1.5.5 Sacarificación y Fermentación Simultáneas (Simultaneous 

Saccharification and Fermentation, SSF)). Este proceso es más eficientemente realizado 

mediante un consorcio de enzimas y proteínas auxiliares que actúen en la celulosa, pero 

también en los otros componentes principales de la biomasa (es decir, hemicelulosa y 

lignina). 

En esta sección se detalla el complejo enzimático necesario para realizar la bioconversión 

de celulosa en glucosa. 

Originalmente se postuló que la celulosa se degrada enzimáticamente en dos pasos, 

primero la conversión de la celulosa nativa y cristalina a una celulosa más corta y 

accesible mediante un componente enzimático llamado C1, y un segundo paso realizado 

mediante un componente llamado Cx para producir oligómeros y monómeros (Reese, Siu 

y Levinson, 1950). Posteriormente, de los secretomas de hongos se identificaron un grupo 

de glicosidasas o glicosil hidrolasas (GHs) activas sobre la celulosa. Este grupo 
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enzimático incluye a las celobiohidrolasas (CBHs, que desprende celobiosa desde los 

extremos de la celulosa), endoglucanasas (EGs, que rompen los enlaces de la celulosa en 

las regiones no cristalinas) y β-glucosidasas (BGs, que despolimerizan los oligosacáridos 

que liberaron las enzimas anteriores). Las glicosidasas se pueden clasificar de diversas 

maneras, una de ellas es de acuerdo con las semejanzas en la secuencia aminoacídica de 

los módulos catalíticos, determinando familias de proteínas con un plegado similar 

(Figura 35). (Davies y Henrissat, 1995; Østby y otros, 2020). 

 

Figura 35. Representación del pliegue principal del sitio catalítico en varias familias de glicosil 

hidrolasas. Tomado de (Davies y Henrissat, 1995) 

Dentro del esquema C1-Cx se había propuesto originalmente que las celobiohidrolasas 

eran parte del factor C1, rompiendo las uniones no covalentes entre cadenas adyacentes 

de celulosa sacando por lo tanto a la cadena de celulosa de su entorno cristalino. Este 

proceso de modificación de la celulosa era llamado “amorfogénesis” e incluía la 

combinación de distintos cambios estructurales en la celulosa, como la disrupción, 

hinchado, fibrilado, hacerla áspera, que las fibras estén más sueltas, o con huecos. (Kim 

y otros, 2014; Østby y otros, 2020). 
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Sin embargo, se demostró luego la existencia de proteínas auxiliares o sinergísticas que 

funcionan como agentes promotores para de la actividad de la hidrólisis enzimática de la 

lignocelulosa, generalmente mediante la modificación de la estructura cristalina de la 

celulosa. Dentro de estas proteínas se encuentran las que se unen a carbohidratos 

(Carbohydrate-binding modules, CBMs), expansinas vegetales, proteínas similares a las 

expansinas, y monooxigenasas líticas de polisacáridos (proteínas de distintas familias de 

actividad auxiliar (AA) (Figura 36). (Kim y otros, 2014). 

 

Figura 36. Representación esquemática de las acciones de las enzimas y las proteínas 

auxiliares en la hidrólisis de la celulosa. Tomado de (Kim y otros, 2014) 

Por otra parte, la presencia de lignina en el material a tratar con enzimas celulolíticas, no 

solo resulta en una barrera física para la acción de las celulasas, sino que también produce 

un efecto inhibidor sobre las enzimas, ya que estas tienden a unirse a la superficie de la 

lignina. Esta unión causa no solo la pérdida de actividad de las enzimas, además aumenta 

la dificultad a la hora de recuperar y reciclar las enzimas (Rahikainen y otros, 2013). La 

lignina se adsorbe en los sitios de la celulosa donde las celulasas también se conectan a 

través de los CBM, lo que resulta en mayor lentitud en su accionar. Se ha demostrado que 

lignina más hidrofóbica tiende a ser más perjudicial para el accionar de las enzimas, por 
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lo que diversas estrategias se han empleado para minimizar la inhibición por lignina, 

como el agregado de surfactantes o la inmovilización de las enzimas (Figura 37). 

(Agrawal, Verma y otros, 2021; Agrawal, Satlewal y otros, 2017) 

 

 

Figura 37. Unión no productiva entre lignina y celulasa (imagen superior, caso I) vs unión 

productiva con agregado de surfactantes (imagen inferior, caso II). Tomado de (Agrawal, 

Satlewal y otros, 2017) 

1.4.2 Enzimas glicosil hidrolasas activas sobre la celulosa 

1.4.2.1 Celobiohidrolasas (CBH) 

Las celobiohidrolasas son también llamadas exoglucanasas, porque actúan desde los 

extremos de las cadenas de celulosa. Atacan las partes cristalinas del sustrato produciendo 

principalmente celobiosa y por lo tanto bajando levemente el grado de polimerización de 

la celulosa. En general se producen dos tipos de celobiohidrolasas, CBHI y CBHII, como 

es el caso T. reesei; sin embargo, algunas bacterias aeróbicas pueden no producir CBHI. 

Originalmente se pensaba que las celobiohidrolasas actuaban solo desde el extremo no 

reductor de la celulosa, pero la existencia de distintos tipos de exoglucanasas demostró 

que las CBHI prefieren el extremo reductor (Teeri, 1997). 

Las CBHs logran una buena actividad hidrolítica gracias a la estructura única del dominio 

catalítico, que consiste en sitios de unión al sustrato en forma de túnel cubiertos por bucles 

o loops. El túnel permite pasar una cadena de polisacáridos a través de él, y junto con los 

bucles permite a la enzima liberar el producto mientras se encuentra firmemente unida a 

la cadena de polisacárido, lo que le permite también procesar varias unidades de celobiosa 

antes de desprenderse de la celulosa, fundamental en la eficiencia que presentan frente a 

la celulosa cristalina (Borisova y otros, 2018; Davies y Henrissat, 1995). 
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Figura 38. Ilustración de la unión de la celulosa a los sitios activos de una 

celobiohidrolasa (Borisova y otros, 2018) 

1.4.2.2 Endoglucanasas 

Las endoglucanasas atacan a la cadena de celulosa de forma no sistemática, 

aleatoriamente y produciendo un efecto sinergístico con las celobiohidrolasas, al generar 

nuevos extremos terminales en la cadena de celulosa. Estas enzimas actúan rompiendo 

los enlaces glicosídicos β1-4 en las regiones amorfas, generadas a su vez por la acción de 

las celobiohidrolasas que resulta en un sustrato más accesible (Jalak y otros, 2012; Akram 

y otros, 2018). La acción de las endoglucanasas por sí solas disminuye el grado de 

polimerización de la celulosa, aunque existe una estabilización a valores altos de 

polimerización, mayores a 400 unidades de glucosa (Väljamäe, 1999).  

La estructura encontrada en las endoglucanasas es generalmente la de hendidura o surco, 

lo que permite a la estructura abierta unirse aleatoriamente a varias unidades de 

carbohidratos en la cadena celulósica (Xu y otros, 2011). 

Desde el punto de vista industrial, la producción de estas enzimas a partir de 

microorganismos termófilos reviste particular importancia, lo que permite su utilización 

a altas temperaturas y a valores extremos de pH (Akram y otros, 2018). 

1.4.2.3 β-glucosidasas 

Las β-glucosidasas hidrolizan la celobiosa y otros oligosacáridos derivados de celulosa, 

liberando glucosa; es la enzima involucrada en el paso final para la completa degradación 

de la celulosa y determina la velocidad de conversión total de la lignocelulosa en glucosa, 

además de que su presencia disminuye la inhibición por productos de las 

celobiohidrolasas (Srivastava y otros, 2019). 
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El mecanismo de acción mediante el cual estas enzimas catalizan la hidrólisis de los 

enlaces glicosídicos formados entre el grupo hemiacetal-OH de una aldosa o una glucosa 

y el grupo OH de otro compuesto como ser otro azúcar, aminoalcohol, aril-alcohol o 

alcoholes primarios, secundarios o terciarios, consta de tres pasos (Figura 39) (Bhatia, 

Mishra y Bisaria, 2002; Meleiro y otros, 2017): 

1) un nucleófilo de la enzima ataca el C1 anomérico, al tiempo que otro residuo activo de 

la enzima actúa de catalizador ácido-base y dona un H+ al oxígeno glicosídico, liberando 

la glicona. Esto resulta en la formación de un enlace covalente α (y por lo tanto se invierte 

la configuración)  

2) el intermediario glicosil-enzima es hidrolizado en presencia de agua 

3) la glucosa es liberada al medio y la enzima es restaurada.  

En ciertas condiciones especiales, el ataque en el intermediario glucosil-enzima no es 

hecho por agua, sino que puede ser realizado por otro azúcar o distintos alcoholes, 

resultando en una reacción de transglicosilación (no mostrada) (Meleiro y otros, 2017). 

 

 

 

 

Figura 39. Mecanismo de reacción de la β-glucosidasa, adaptado de (Meleiro y otros, 

2017; Bhatia, Mishra y Bisaria, 2002) 
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Aunque es una enzima casi universal producida por diferentes organismos, no todos 

producen β-glucosidasas en proporciones adecuadas para hidrolizar efectivamente a la 

celulosa; por ejemplo, Trichoderma reesei produce β-glucosidasa, pero en pocas 

cantidades, además de ser sensible a la inhibición por la glucosa, por lo que se acumula 

celobiosa y generando a su vez la inhibición por producto de las celobiohidrolasas 

(Singhania y otros, 2013). Por esta razón, distintos esfuerzos se han realizado para 

desarrollar organismos productores de β-glucosidasas tolerantes a la inhibición por 

glucosa (Zada y otros, 2021). Los hongos filamentosos han demostrado ser buenos 

productores de β-glucosidasas y varias se han purificado y caracterizado a partir de 

distintas especies de Aspergillus, como A. flavus, A. niger, A. oryzae y A. versicolor, 

aunque los hongos endofíticos parecen ser mayores productores de β-glucosidasas 

(Huang y otros, 2021) 

Las β-glucosidasas pueden ser clasificadas en tres clases según la especificidad de 

sustrato. La Clase I son aril β-glucosidasas (que actúan sobre aril-glucósidos), la Clase II, 

son “verdaderas” celobiosas (que actúan sobre la celobiosa para liberar glucosa), y la 

Clase III, son enzimas que tienen una amplia especificidad de sustrato rompiendo enlaces 

β-glicosídicos entre residuos glicósidos y una gran variedad de agliconas (Fusco y otros, 

2018). También pueden ser clasificadas según el esquema de identidad de secuencia de 

nucleótidos, que se basa en la agrupación según similaridades en la ubicación de las alfa 

hélices y las hojas beta en la posición plegada (Singhania y otros, 2013). 

Las β-glucosidasas tienen estructura de bolsillo o cráter y dos ácidos carboxílicos en el 

sitio activo involucrados en la catálisis, lo que les permite unirse al extremo no reductor 

de la celobiosa y liberar la glucosa (Zhang y Zhang, 2013; Singhania y otros, 2013). 

1.4.3 Proteínas auxiliares (sinergísticas) 

1.4.3.1 Módulos de unión a carbohidratos (Carbohydrate-binding modules, CBM) 

Varias celulasas y otras glicosidasas (xilanasas, quitinasas, amilasas) están compuestas 

por dos dominios diferentes: un dominio propiamente catalítico y uno o más dominios no 

catalíticos llamados Módulos de unión a carbohidratos o CBMs, por el inglés 

Carbohydrate-binding modules. Estos dos dominios se unen mediante una estructura 

secundaria flexible que permite que haya un amplio espacio entre los dominios. La 

función molecular principal de los CBMs es unirse a los carbohidratos, permitiendo que 
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aumente la concentración del dominio catalítico de la celulasa en la superficie del sustrato 

insoluble, regulando las velocidades de unión y disociación enzima-sustrato 

incrementando la velocidad de catálisis; la remoción de los CBMs ha demostrado tener 

una reducción significativa en la actividad enzimática (Nakamura y otros, 2020; Oded, 

Ziv y Ilan, 2006). Los CBMs reconocen el sitio específico en el sustrato e inducen la 

disrupción de la celulosa, facilitando la actividad catalítica de la celulasa. La disrupción 

no hidrolítica de la celulosa fue observada por cambios en las propiedades físicas de la 

celulosa, como la reducción de la cristalinidad, la ruptura de los puentes de hidrógeno 

entre las distintas cadenas, y la formación de estructuras rugosas en la superficie de la 

celulosa (Kim y otros, 2014) 

Los CBMs son proteínas estructuralmente diversas, que se unen a diferentes tipos de 

carbohidratos con diferente morfología, lo que ha hecho que los CBMs pertenecientes a 

distintas familias se dividan en tres tipos –A, B y C- basados en la semejanza funcional 

(Figura 40). Los CBMs tipo A son proteínas de unión a la superficie, que pueden unirse 

a la celulosa altamente cristalina con poca o ninguna afinidad con carbohidratos solubles 

(Georgelis, Yennawar y Cosgrove, 2012). El CBM1 es el más típico de las proteínas de 

este tipo, junto con el también típico CBM3, que presenta una estructura de sándwich β 

(Figura 41) (Zhang y otros, 2020). Los CBMs tipo B son proteínas de unión a la cadena 

de glucano, en particular a cadenas de hasta seis monómeros, siendo insignificante la 

interacción con oligosacáridos con un grado de polimerización menor a tres. Finalmente, 

los CBMs tipo C se unen a oligómeros chicos, de mono- a tri- sacáridos. (Boraston y 

otros, 2004)  
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Figura 40. Topología de los sitios de unión de los tres tipos de CBM. Tipo A: unión a 

celulosa cristalina, tipo B: unión a cadenas de 3 a 6 unidades monoméricas, tipo C: 

oligómeros de 1 a 3 unidades. En verde se muestra el sustrato. Tomado de (Armenta y 

otros, 2017). 

 

Figura 41. Ilustración esquemática de las estructuras tridimensionales de CBM1 y CBM3 

y su adsorción en la superficie de la celulosa cristalina vía interacciones del tipo A. 

Tomado de (Zhang y otros, 2020) 

1.4.3.2 Expansinas vegetales 

Las expansinas son proteínas extracelulares no hidrolíticas que se encuentran en las 

paredes celulares de prácticamente todas las plantas terrestres y cumplen la función de 

mediar el agrandamiento de las células durante el crecimiento de las plantas, además de 

otras funciones similares independientemente del desarrollo de las plantas. Las 

expansinas inducen la extensión y relajación de las paredes celulares (no 
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hidrolíticamente) lo que resulta en el desbloqueamiento la red de microfibrillas 

celulósicas (Zhang y otros, 2021a). Las expansinas pueden romper los puentes de 

hidrógeno entre las cadenas de celulosa así como entre las microfibrillas celulósicas, 

además de los que existen en los complejos celulosa-hemicelulosa, lo que abre la 

estructura de la celulosa e incrementando la accesibilidad a la celulosa (producto del 

“deslizamiento” de los polisacáridos, lo que es conocido como “actividad de fluencia” o 

creep activity) (Zhang y otros, 2021b; Kim y otros, 2014) 

1.4.3.3 Expansinas microbiales (o Expansin-like, similar a expansinas vegetales) 

Además de en plantas, las expansinas también se pueden encontrar en amebas, mejillones, 

nematodos, hongos y bacterias. Se supone que la función de las expansinas de hongos y 

bacterias es la de ayudar a estos microorganismos a penetrar las plantas como patógenos 

o colonizadores, extendiendo los componentes de la pared celular y debilitando a la 

celulosa, de forma similar a las expansinas propias de las plantas (Santos y otros, 2017; 

Kim y otros, 2014). 

Dentro de estas proteínas se encuentra la swolenina (derivada del inglés swelling, 

hinchazón), una proteína secretada por el hongo Trichoderma reesei. Esta proteína puede 

descomponer la estructura de la celulosa, aumentando la accesibilidad y laxitud de la 

celulosa, mediante la eliminación de los puentes de hidrógeno. Otros microorganismos, 

como Penicillium oxalicum y algunas bacterias también son productores de swolenina. 

(Meng y otros, 2020; Kang y otros, 2013). 

1.4.3.4 Monooxigenasas líticas de polisacáridos (LPMO) 

Las monooxigenasas líticas de polisacáridos, en inglés Lytic Polysaccharide 

Monooxigenases (LPMO) forman las familias de actividad auxiliar AA9, -10, -11, -13, -

14, y -15 (Bissaro y otros, 2021). En particular, las enzimas fúngicas que degradan la 

lignocelulosa corresponden a la familia AA9, mientras que las AA10 son enzimas 

bacterianas (Johansen, 2016), Las LPMO son enzimas dependientes de cobre que se unen 

a las regiones cristalinas en la celulosa y causan la fibrilación de las cadenas de celulosa, 

aumentando el número de sitios de adsorción de las glicosidasas (Keller y otros, 2021). 

También ayudan a generar nuevos extremos terminales de celulosa desde sitios 

intermedios de la cadena de celulosa, así como a aumentar la adsorción y desorción de 

las celulasas aumentando la velocidad de procesamiento (Vermaas y otros, 2015; Eibinger 

y otros, 2017). Las LPMO catalizan la rotura oxidativa de los enlaces glicosídicos β-1,4 
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mediante una reacción monooxigenasa utilizando O2 molecular y un reductor, o en una 

reacción peroxigenasa usando H2O2 (Figura 42) (Kont y otros, 2020). En el caso de la 

reacción monooxigenasa se supone que la LPMO consume un equivalente reductor en 

cada ciclo catalítico, mientras que en la peroxigenasa solo requiere cantidades iniciales 

de reductor para reducir la LPMO a su estado catalíticamente activo. Es interesante notar 

que el poder reductor que necesitan las LPMO puede ser obtenida de moléculas como 

ácido ascórbico y compuestos fenólicos, así como algunas enzimas redox. (Østby y otros, 

2020). 

 

 

 

 

 

1.4.3.5 Sinergismo entre celulasas y proteínas auxiliares 

Diversos estudios han demostrado que no solo existe un efecto complementario entre las 

distintas glicosilasas y las proteínas auxiliares, sino que también hay un efecto 

sinergístico, donde la actividad de las distintas proteínas se ve potenciada. (Jalak y otros, 

2012). Se puede diferenciar cooperatividad de sinergismo: mientras que en el primer caso 

la acción coordinada de dos o más enzimas da rendimientos de sacarificación superiores 

a los rendimientos obtenidos en las reacciones con enzimas individuales, en el caso del 

sinergismo el resultado de esa acción coordinada da rendimientos mayores a la suma de 

los rendimientos individuales (Figura 43) (Østby y otros, 2020). 

 

R-H  +  O2  +  2 e-  +  2 H+      monooxigenasa                   R-OH  +  H2O 

 

R-H  +  H2O2     
      peroxigenasa         R-OH  +  H2O 

Figura 42. Esquema simplificado de la reacción para las posibles reacciones de las 

LPMO. Adaptado de (Østby, y otros 2020) 
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Figura 43. Cooperatividad y sinergismo entre glicosil hidrolasas y proteínas auxiliares. 

Tomado de (Østby y otros, 2020) 

 

1.4.4 Enzimas hemicelulolíticas 

La presencia de hemicelulosas que no fueron removidas por el pretatamiento puede 

ejercer también un efecto perjudicial sobre la degradación de la celulosa, debido a la 

formación de subestructuras copoliméricas recalcitrantes. Por esta razón, dentro del cóctel 

enzimático es común recurrir a enzimas hemicelulolíticas como las enzimas específicas 

para xilano y/o para glucomanano, que son las más utilizadas. Estas enzimas rompen los 

enlaces de la cadena polisacárida, como las endo-β-1,4-xilanasas y las endo-β-1,4-

mananasas, además de enzimas que remueven las ramificaciones de la cadena principal, 

como son las deacetilasas, arabinosidasas y galactosidasas. (Malgas y otros, 2019)  

Algunas de las enzimas desramificadoras pueden ser particularmente útiles, ya que 

también actúan sobre los enlaces covalentes a la lignina. Algunos de los sustituyentes del 

xilano pueden ser grupos hidroxicinamoil y glucuronil, que forman parte de los enlaces 

covalentes entre xilano y lignina. Dentro de estas enzimas se pueden encontrar las feruloil 

esterasas y glucuronil esterasas. (Monrad y otros, 2018). 

1.4.5 Sistema lignocelulolítico 

Si bien se pueden identificar a los grupos de enzimas y proteínas auxiliares con funciones 

diferenciadas, en la naturaleza las proteínas secretadas por los microorganismos actúan 

sobre la biomasa lignocelulósica de forma coordinada, ya que también deben actuar sobre 

la lignina, modificándola y despolimerizándola. Por ejemplo, uno de los organismos 
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productores de la batería de proteínas lignocelulíticas es el hongo Trichoderma reesei 

(nombrado así en honor a uno de los pioneros en el estudio de las celulasas y que postuló 

lo de los componentes C1-Cx, Elwyn T. Reese). Este hongo secreta dos CBHs, cuatro 

EGs, y cuatro BGs. Otras dos enzimas fueron originalmente denominadas como EGs, 

pero son en realidad LPMO. En la Figura 44 se puede ver una representación esquemática 

de las enzimas claves involucradas en la despolimerización de una fibrilla de celulosa 

recubierta con hemicelulosa y lignina. (Østby y otros, 2020). En esta figura también se 

muestra la presencia de enzimas activas sobre las hemicelulosas y sobre la lignina. 

 

Figura 44. Representación esquemática de una fibrilla de celulosa recubierta con 

hemicelulosa y lignina y las enzimas clave involucradas en la despolimerización de los 

polisacáridos de la pared celular de las plantas. Tomado de (Østby y otros, 2020). 

1.5 Fermentación alcohólica de la glucosa 

1.5.1 Introducción 

La fermentación alcohólica es definida como un proceso bioquímico donde distintos 

microorganismos (en particular levaduras como Saccharomyces cerevisiae, pero también 

otros hongos y bacterias) degradan azúcares convirtiéndolos en etanol y dióxido de 

carbono a través de una secuencia de reacciones químicas (Vázquez y Dacosta, 2007). La 

ecuación de conversión es: 

Reacción catalizada por LPMO 
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C6H12O6  2 C2H5OH + 2 CO2 

 

1.5.2 Microorganismo – Levadura Saccharomyces cerevisiae 

El microorganismo más comúnmente utilizado para realizar la fermentación alcohólica 

es la levadura Saccharomyces cerevisiae. Las levaduras han sido utilizadas por el ser 

humano desde la antigüedad para elaborar pan, cerveza y vino, aunque la caracterización 

y análisis sistematizado de las características de la levadura comenzó recién en el siglo 

XIX. El genus Saccharomyces fue introducido por Meyen en 1838 y definido por Rees 

en 1870, con la descripción de la levadura de la cerveza S. cerevisiae hecha por Hansen 

en 1888. (G. Stewart, 2014). 

Las levaduras son eucariotas, hongos unicelulares cuyas células son generalmente 

ovaladas, aunque hay de varias formas. Son más grandes que las bacterias y alcanzan un 

diámetro máximo de entre cuatro y cinco µm. Las levaduras se pueden reproducir de 

forma asexuada mediante gemación o mediante reproducción sexuada. Las células 

vegetativas de Saccharomyces cerevisiae son globosas, ovoidales o cilíndricas, con 

apariencia mantecosa y de color crema, con una superficie lisa y plana (Figura 45). 

Saccharomyces cerevisiae se duplica cada 1.25 – 2 horas a 30 °C (G. Stewart, 2014; 

Vázquez y Dacosta, 2007).  

 

Figura 45. Levadura Saccharomyces cerevisiae. Izquierda: Placa de agar con colonias de 

levaduras (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Yeast_agar_plate-01.jpg). 

Derecha: S. cerevisiae en gemación observada mediante microscopía electrónica de 

barrido. 

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Saccharomyces_cerevisiae_SEM.jpg) 
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S. cerevisiae presenta tolerancia al etanol, generalmente en el entorno de 8 a 12 % v/v, 

incluso sobreviviendo en concentraciones en el entorno de 15 % de etanol. La sensibilidad 

al etanol incrementa cuando la temperatura es mayor a 30 °C o menor a 10 °C. Durante 

las fermentaciones para la producción de etanol, temperaturas 5 o 10 °C mayores a la 

temperatura óptima resultan en menor crecimiento celular pero mayor producción de 

etanol, siendo la temperatura óptima generalmente en el entorno de 25-35 °C. 

Temperaturas muy bajas provocan un estado de latencia en la célula, deteniendo su 

desarrollo. (Torija y otros, 2003; G. Stewart, 2014) 

El pH óptimo para las levaduras Saccharomyces cerevisiae es en general levemente ácido, 

entre 4.5 y 6.5, aunque es posible obtener levaduras con tolerancia a pHs más extremos, 

por ejemplo, mediante sobre-expresión de algunos genes involucrados en mantener la 

integridad de la pared celular (Matsushika y otros, 2017; Matsushika y Sawayama, 2012; 

Kong y otros, 2018). Presenta inhibición por ácidos como el benzoico, sórbico, p-

cumárico y ferúlico, debido principalmente a la alteración de la funcionalidad de la 

permeabilidad de la membrana celular (Almeida y otros, 2007). La desecación y la luz 

son perjudiciales para las levaduras, inhibiendo las actividades de transporte de azúcares 

y aminoácidos y de crecimiento (Woodward, Cirillo y Edmunds, 1978). 

Además de la conversión anaerobia, la levadura utiliza la glucosa y otros nutrientes para 

crecer y reproducirse, por lo que, si bien el rendimiento estequiométrico de esta reacción 

sería de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO2 por gramo de glucosa, el rendimiento 

experimental se encuentra generalmente entre el 90 % y el 95 % del valor teórico 

(Vázquez y Dacosta, 2007).  

1.5.3 Reacciones fermentativas 

La glucólisis o vía Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) es la ruta metabólica para la 

conversión de glucosa en piruvato y así satisfacer las necesidades de energía por las 

levaduras (Figura 46). Esta vía involucra una serie de reacciones, en la que hay distintas 

enzimas implicadas (Nelson y Cox, 2005; Garrett y Grisham, 2010; Folch, Bisschops y 

Weusthuis, 2021): 

1- La glucosa es fosforilada con ATP para dar glucosa-6-fosfato (enzima 

hexoquinasa) 
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2- La glucosa-6-fosfato se isomeriza mediante la apertura del anillo y 

tautomerización ceto-enol para dar fructosa-6-fosfato (enzima fosfoglucosa 

isomerasa) 

3- La fructosa-6-fosfato es nuevamente fosforilada con ATP para convertirse en 

fructosa-1,6-bifosfato (enzima fosfofructoquinasa) 

4- La fructosa-6-bifosfato es dividida en gliceraldehído-3-fosfato y dihidroxiacetona 

fosfato (mediante una reacción retro-aldol) (enzima aldolasa) 

5- La dihidroxiacetona fosfato es convertida en gliceraldehído-3-fosfato (enzima 

triosa fosfato isomerasa) 

6- Los gliceraldehído-3-fosfato son oxidados y fosforilados en el C1 para dar 1,3-

bisfosfoglicerato (enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) 

7- El fosfato en la posición 1 es transferido a una molécula de ADP para dar 3-

fosfoglicerato y ATP (enzima fosfoglicerato quiinasa) 

8- El 3-fosfoglicerato se isomeriza para dar 2-fosfoglicerato (enzima fosfoglicerato 

mutasa) 

9- El 2-fosfoglicerato se deshidrata para dar fosfoenolpiruvato (enzima enolasa) 

10- El fosfato es transferido a una molécula de ADP para dar piruvato y ATP (enzima 

piruvato quiinasa) 
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Figura 46. Vía glicolítica o Embden-Meyerhoff-Parnas. A la izquierda se presentan las 

reacciones “preparatorias”, y a la derecha las de obtención de ATP. Tomado de (Garrett 

y Grisham, 2010) 

 

El balance final de estas reacciones es: 

C6H12O6 + 2 NAD+ + 2 ADP + 2 Pi   2 NADH + 2 Piruvato + 2 ATP + 2 H2O  

Luego de esta vía glicolítica, en condiciones anaerobias el piruvato es reducido a etanol 

en dos pasos. En el primer paso el piruvato es descarboxilado para dar acetaldehído, una 

reacción catalizada por la piruvato descarboxilasa (enzima que requiere Mg2+) y usando 

tiamina pirofosfato como cofactor. En el segundo paso el acetaldehído es reducido a 

etanol mediante la enzima alcohol deshidrogenasa con NADH como agente reductor, 
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regenerando el NAD+ que puede volver a entrar a la vía EMP (Figura 47) (Nelson y Cox, 

2005). 

 

 

Figura 47. Reducción de piruvato a etanol. Tomado de (Nelson y Cox, 2005) 

En condiciones aeróbicas el piruvato entra en el ciclo del ácido cítrico, donde es oxidado 

a CO2 con la producción adicional de NADH y FADH2 (Garrett y Grisham, 2010). 

La demanda de nitrógeno de la S. cerevisiae depende de la cepa, el contenido de azúcar 

y las condiciones de fermentación. En general se acepta que se requieren 120-140 mg/L 

de nitrógeno asimilable por la levadura. Para prevenir la deficiencia de nitrógeno es 

común el agregado de amonio. (Gobert y otros, 2017). 

Típicamente, la fermentación consta de cuatro etapas (Figura 48). En la primera fase de 

fermentación –fase de latencia- las levaduras utilizan los azúcares y otros nutrientes como 

nitrógeno para adaptarse a las nuevas condiciones ambientales. Luego de la adaptación, 

las levaduras comienzan la fase de crecimiento utilizando los nutrientes en la generación 

de biomasa. Una vez que se acaba el nitrógeno, las levaduras comienzan la fase 

estacionaria, donde el azúcar presente es convertido en etanol con alta viabilidad de las 

células. A medida que el etanol comienza a incrementarse y a terminarse los azúcares las 

levaduras comienzan a morir. (Zamora, 2009). 
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Figura 48. Ciclo de crecimiento de las levaduras, a: fase de latencia; b: fase de crecimiento 

exponencial; c: fase estacionaria (o casi estacionaria); d: fase de muerte. Tomado de (Zamora, 

2009) 

 

 La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de producir etanol en presencia de 

oxígeno y alta concentración de azúcares. En la fase de crecimiento, el oxígeno disuelto 

es utilizado para la producción de ergosterol y ácidos grasos insaturados que serán 

incorporados al diacilglicerol, el precursor de los fosfolípidos de la membrana celular. El 

etanol producido luego es tolerado por la levadura gracias a particularidades de su 

membrana celular, lo que supone una ventaja competitiva frente a otros microorganismos. 

Esta capacidad con base evolutiva se conoce como el efecto Crabtree. (Albergaria y 

Arneborg, 2016; Henderson, Block y Müller, 2014; Pfeiffer y Morley, 2014). 

En condiciones industriales, la difusión de aire u oxígeno durante la fermentación 

alcohólica es una práctica aceptada y relativamente común; el agregado de oxígeno 

incrementa la síntesis de biomasa, lo que acelera la fermentación. De todas formas, este 

agregado de oxígeno es eficiente si es agregado al final de la fase de crecimiento y en 

niveles bajos de oxígeno (5-10 mg/L). (Salmon 2006; Mauricio, Millán y Ortega, 1998) 

1.5.4 Inhibidores de la fermentación derivados del pretratamiento 

Como fue explicado anteriormente (en la sección 1.3 Pretratamientos de la biomasa 

lignocelulósica) luego que la biomasa lignocelulósica es procesada para liberar azúcares 

se generan compuestos derivados de la lignina y otros, productos de degradación de los 

azúcares. Algunos de estos compuestos pueden ser inhibitorios de la fermentación por 
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Saccharomyces cerevisiae, como el ácido acético, furfural y 5-HMF, y compuestos 

fenólicos como la vainillina o el ácido 4-hidroxibenzoico (Figura 49).  

 

Figura 49. Interacción de los inhibidores con las distintas funciones celulares. Adaptado 

de (Mills, Sandoval y Gill, 2009) 

Estos inhibidores pueden afectar el crecimiento celular de varias maneras, como ser 

provocando la mutación del ADN, disrupción de la membrana, caída del pH intracelular, 

así como probablemente afectando otros objetivos celulares (Mills, Sandoval y Gill, 

2009)  

El furfural y 5-HMF generalmente inhiben la replicación de las células deteniendo el 

crecimiento celular, un efecto que es también dependiente de la concentración de estos 

compuestos; por ejemplo, en algunos microorganismos concentraciones del orden de 0.5 

g/L de estos aldehídos no causaron inhibición, mientras que concentraciones de 2 g/L sí 

(Chandel, da Silva y Singh, 2013). Es posible que S. cerevisiae asimile o convierta al 

furfural y el 5-HMF en compuestos menos dañinos, como por ejemplo reduciéndolos a 

furanmetanol y furandimetanol por medio de la enzima aldehído reductasa que se 
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encuentra en el citosol de S. cerevisiae es capaz de reducir varios aldehídos (Figura 50) 

(Lewis Liu, 2011). Además de esta detoxificación la levadura también sufre varios 

cambios fisiológicos y metabólicos, como por ejemplo rearreglos en la membrana celular. 

(Allen y otros, 2010; Brandt y otros, 2019; J. T. Cunha y otros, 2019) 

  

 

Figura 50. Vías de conversión de furfural y 5-HMF catalizadas por aldehído reductasas. 

Adaptado de (Lewis Liu 2011) 

El mecanismo de inhibición por el ácido acético se explica por la liposolubilidad de la 

forma sin disociar que puede difundir a través de la membrana celular; una vez dentro del 

citosol, el ácido acético se disocia debido al pH neutro, disminuyendo el pH citosólico y 

afectando a la levadura (Palmqvist y Hahn-Hägerdal, 2000). 

Los compuestos fenólicos derivados de la lignina actúan como inhibidores debido a que 

distorsionan las membranas celulares, impidiendo que actúen como barreras naturales. 

(Mussatto y Roberto, 2004; Chandel, da Silva y Singh, 2013). La acción inhibitoria sobre 

los microorganismos generalmente es en forma proporcional a su peso molecular, siendo 

los compuestos con menor peso más letales que los de alto peso molecular (Andary y 

otros, 2013; Hou y otros, 2018).  

Los inhibidores pueden actuar en conjunto, existiendo un efecto sinérgico por la 

interacción entre los distintos compuestos e incrementando el efecto inhibidor, más que 

cada compuesto por separado. (López y otros, 2021; Almeida y otros, 2007). 
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Aparte de los inhibidores antes nombrados, el etanol también produce un efecto de 

inhibición por producto sobre las levaduras (Ansanay-Galeote y otros, 2001). El etanol 

inhibe el crecimiento y viabilidad de las levaduras, afectando varios sistemas de 

transporte como el de la permeasa general de aminoácidos y de los procesos de toma de 

glucosa. El etanol actúa además sobre la fluidez de la membrana plasmática, afectando 

sus funciones y propiedades fisicoquímicas (Arroyo-López y otros, 2010; Navarro-Tapia, 

Querol y Pérez-Torrado, 2018).  

Como fue comentado anteriormente, las levaduras han desarrollado diversas estrategias 

para contrarrestar el daño causado por el etanol (efecto Crabtree), aumentando por 

ejemplo la insaturación de los ácidos grasos de la membrana o acumulando trehalosa (un 

disacárido) que actúa como un protector natural frente a condiciones de estrés y previene 

la desnaturalización de proteínas (Elbakush y Güven, 2021).  

1.5.5 Sacarificación y Fermentación Simultáneas (Simultaneous Saccharification 

and Fermentation, SSF) 

La fermentación del hidrolizado enzimático puede ser realizada en forma secuencial 

(Separate Hydrolysis and Fermentation, SHF) o en forma simultánea (Simultaneous 

Saccharification and Fermentation, SSF). El proceso SSF minimiza la inhibición por 

glucosa de celulasas y β-glucosidasas porque los microorganismos consumen los azúcares 

en cuanto son producidos (Valles y otros, 2020). Si bien el proceso SSF es más eficiente 

al combinar dos procesos, el mezclado de los residuos de lignina con las levaduras hace 

que la inhibición por estas moléculas sobre las levaduras sea aún mayor que cuando los 

procesos se realizan por separado. Sumado a esto, en el caso de usar LPMOs (Lytic 

Polysaccharide Monooxigenases, sección 1.4.3.4 Monooxigenasas líticas de 

polisacáridos (LPMO)), como estas monooxigenasas necesitan de oxígeno, la 

fermentación anaerobia resulta en un ambiente perjudicial para las LPMOs (Althuri y 

otros, 2018). Por otra parte, la temperatura óptima para las enzimas hidrolíticas y las 

levaduras generalmente es distinta, por lo que las condiciones pueden no ser óptimas para 

los dos procesos, algo que sí es posible en la SHF, ya que se puede optimizar cada etapa 

por separado. (Öhgren y otros, 2007; Zhu y otros, 2012; García-Aparicio y otros, 2011; 

Fernandes y otros, 2015). 

En un enfoque más abarcativo, también podrían aplicarse otras configuraciones en el 

bloque hidrólisis enzimática – fermentación (Figura 51) para la producción de etanol a 
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partir de la biomasa lignocelulósica. Aprovechando la fracción hemicelulósica también 

para producir etanol, existe la co-fermentación de pentosas junto con la glucosa, lo que 

se denomina CF (Co-Fermentation). De forma análoga a la SSF, se puede adoptar la 

configuración en la que se realiza la sacarificación y co-fermentación simultáneas o SSCF 

(Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation), donde se aprovechan las dos 

fracciones (celulósica y hemicelulósica) para producir etanol en una única etapa, lo que 

es ventajoso económicamente y en tiempos, pero también se hace más difícil encontrar 

microorganismos que trabajen óptimamente para todas las etapas (Liu y otros, 2019; 

Westman y otros, 2017). En el BioProceso Consolidado o CBP (Consolidated 

BioProcess) se considera la posibilidad de utilizar microorganismos diseñados 

especialmente que produzcan las celulasas y etanol en un solo paso, reduciendo todo el 

costo de la bioconversión (Sarabana, Ramadan y Eldin, 2018; Althuri, Gujjala y Banerjee, 

2017). Otra posibilidad sería producir las enzimas localmente, pero realizar la 

fermentación separadamente, pudiendo optimizar cada una de las etapas por separado, 

como en el proceso de bio-sacarificación consolidada, CBS (Consolidated Bio-

Saccharification). (Patel y Shah, 2021; Liu y otros, 2020). 

  



 

97 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Biomasa 
lignocelulósica

Pretratamiento

Producción de 
enzimas

Celulosa

Sacarificación 
enzimática

Fermentación 
glucosa

Hemicelulosa

Detoxificación

Fermentación 
de pentosas

CBP 

SSCF 

CF SSF 

CBS 

Figura 51. Diagrama de combinaciones de los diferentes procesos para la producción de 

etanol a partir de biomasa lignocelulósica: SHF Hidrólisis y Fermentación Separadas; SSF 

Sacarificación y Fermentación Simultáneas; CF Co-fermentación; SSCF Sacarificación y 

Co-Fermentación Simultáneas; CBP BioProceso Consolidado; CBS Bio-Sacarificación 

Consolidada. Adaptado de (Patel y Shah, 2021) 
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1.6 Posibles coproductos a partir de la biomasa lignocelulósica 

pretratada 

1.6.1 Introducción 

Además de obtener etanol a partir de la fracción celulósica, también es posible obtener 

una gran variedad de productos, tanto de la fracción hemicelulósica como de la lignina 

teniendo en algunos casos valor por sí mismos, y en otros casos valor como building 

block, o precursor para otros compuestos químicos. En un concepto de biorefinería se 

busca aprovechar todo lo posible todas las fracciones la biomasa lignocelulósica. Una 

biorrefinería es similar a una refinería de petróleo en el sentido que produce energía y 

químicos. La International Energy Agency (IEA) definió a la biorrefinería como “el 

procesamiento sustentable de biomasa en un espectro de bio-productos (alimentos, 

alimentos para animales, productos químicos y/materiales) y bioenergía 

(biocombustibles, energía y/o calor” (IEA Bioenergy Task 42, 2009) y fue definida por 

el proyecto Biorefinery Euroview (Biorefinery Euroview, 2009) como “el integrado de 

industrias de base biológica que utilizan una variedad de tecnologías para fabricar 

productos como químicos, biocombustibles, ingredientes de alimentos para seres 

humanos y animales, biomateriales, fibras, calor y energía, con el objetivo de maximizar 

el agregado de valor a lo largo de los tres pilares de la sostenibilidad (Medio Ambiente, 

Economía y Sociedad)”, entre otras definiciones realizadas por distintas instituciones y 

autores que pueden incluir materias primas, tamaño de procesamiento, productos, etc 

(Cherubini y otros, 2009; Aristizábal-Marulanda y Cardona Alzate, 2019; Ferreira, 2017; 

Fava y otros, 2015). Esta sección presenta algunos de los productos que se pueden obtener 

a partir de la fracción hemicelulósica o de la lignina.  

1.6.2 Productos que se pueden obtener de la hemicelulosa 

De la hemicelulosa también se puede hacer etanol, aunque presenta algunos desafíos 

distintos a la producción a partir de celulosa/glucosa. Sin embargo, además del etanol 

también pueden obtenerse otros productos de valor a partir de la fracción hemicelulósica. 

Por ejemplo, solo de la xilosa se pueden producir gran cantidad de productos químicos 

(Figura 52). 
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Figura 52. Compuestos que pueden ser obtenidos de xilosa. Adaptado de (Delgado 

Arcaño y otros, 2020).  

1.6.2.1 Ácido láctico 

El ácido láctico es posible utilizarlo para la producción de productos de alto valor 

agregado, como el ácido poli-láctico (poly-lactic acid, PLA). Se estima el precio del ácido 

láctico en alrededor de 2000 US$/ton, con un mercado en el 2020 evaluado en 2700 

millones de dólares y en continuo crecimiento. El ácido láctico presenta algunas ventajas 

como alternativa a los plásticos hechos a partir la industria petroquímica (Li y otros, 2021; 

Grand View Research, 2021). Su alta biodegradabilidad y biocompatibilidad, lo hace útil 

no solo para su uso como empaque, sino también para la producción de prótesis y en 

sistemas de liberación de fármacos (S. Liu y otros, 2020).  

El ácido láctico puede producirse mediante síntesis química a partir de fuentes 

petroquímicas o mediante fermentación por microorganismos, siendo actualmente más 

del 90 % del ácido láctico disponible comercialmente producido por esta última vía 

(Mazzoli, 2020). Una de las ventajas de la producción de ácido láctico mediante 

fermentación es que el microorganismo produce un único isómero (L ó D), mientras que 

la obtención del ácido láctico mediante síntesis química produce una mezcla de los dos 

isómeros (Naidu, Hlangothi y John, 2018). La fermentación se produce principalmente a 

partir de bacterias del ácido láctico (Lactic Acid Bacteria, LAB) que fermentan 



 

100 
 

preferencialmente glucosa, pero también pueden fermentar xilosa (Doran-Peterson, Cook 

y Brandon, 2008; Abdel-Rahman, Tashiro y Sonomoto, 2011) como es el caso de las 

bacterias heterofermentativas (Patel y Shah, 2021; Cubas-Cano y otros, 2020; Ajala y 

otros, 2020). También es de destacarse distintos estudios que investigaron la producción 

de ácido láctico a partir de xilosa mediante quimiocatálisis (Wu y otros, 2021; Xu y otros, 

2020) 

A partir del ácido láctico también se pueden obtener otros productos químicos 

importantes, como ser el ácido pirúvico (o ácido oxopropanoico), ácido acrílico (o ácido 

prop-2-enoico), el propilenglicol (o propano-1,2-diol) y ésteres de lactato (Figura 53) 

(Gao, Ma y Xu, 2011). 

 

Figura 53. Algunos productos químicos que se pueden obtener a partir del ácido 

láctico. Adaptado de (Gao, Ma y Xu, 2011) 

 

1.6.2.2 Xilitol 

El xilitol (C2H12O5) es un edulcorante de bajas calorías que se utiliza en la industria 

alimenticia, en pastas de dientes, chicles, productos para diabéticos y usado para la 

prevención de caries dentales (Patel y Shah, 2021). El xilitol es menos fermentable que 

otros polioles, lo que impide a los microorganismos cariogénicos usarlo como fuente de 

energía y producir ácidos perjudiciales para la placa dental. También se ha postulado que 

los complejos de Ca (II)-xilitol son importantes en la remineralización de los dientes 

(Figura 54) (K. Mäkinen, 1978; K. Mäkinen, 2011).  

Ácido láctico 



 

101 
 

 

 

Figura 54. Representación de un complejo Ca(II)-xilitol. Tomado de (K. Mäkinen, 2011)  

También es beneficioso para la prevención de otitis, infecciones respiratorias y 

osteoporosis (S. Mussatto, 2012; Ahuja y otros, 2020; Kong y otros, 2020). El xilitol ha 

sido usado para reducir el número de Staphylococcus coagulasa negativa mediante la 

disminución de la concentración de sal en la fina capa de líquido que recubre 

superficialmente las vías respiratorias, mejorando la defensa natural (Zabner y otros, 

2000). En cuanto a las propiedades para prevenir la osteoporosis, el mecanismo de acción 

es similar al observado en la remineralización del esmalte dental: los complejos xilitol-

calcio facilitan la absorción de calcio en toda la pared intestinal (Vasilescu y otros, 2011). 

Además, el xilitol puede inhibir la expresión de citoquinas inflamatorias que son 

disparadas por lipopolisacáridos; estas respuestas inflamatorias están involucradas en la 

angiogénesis, un proceso que ocurre durante la formación de tumores y metástasis (Gasmi 

Benahmed y otros, 2020). Asimismo, se ha reportado un estudio reciente indicando que 

el xilitol podría ser usado como ayuda terapéutica para el manejo y tratamiento de la 

Covid-19 (Go y otros, 2020). 

El xilitol ha ido ganando más interés a lo largo de los años, siendo que la producción 

mundial de xilitol pasó de 6000 toneladas en 1978 a casi 171000 toneladas en el 2016, 

por un valor de 725.9 millones de dólares (Delgado Arcaño y otros, 2020). En particular, 

el xilitol producido por fermentación a partir de biomasa lignocelulósica utilizada con 

otros fines es uno de los productos químicos renovables más valiosos, con una expectativa 

de ser una industria de 1400 millones de dólares para el 2025 (Hernández-Pérez y otros, 

2019).  

Aunque actualmente prácticamente todo el xilitol comercial se sintetiza químicamente 

mediante la hidrogenación catalítica de xilosa, un proceso que requiere alta demanda de 
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energía, existen varios microorganismos que pueden fermentar xilosa para producir 

xilitol. Estos microorganismos pueden ser inhibidos por la presencia de compuestos como 

ácidos orgánicos y compuestos fenólicos en forma análoga a la fermentación de glucosa 

para producir etanol (Naidu, Hlangothi y John, 2018).  

El proceso de producción de xilitol mediante procesos biotecnológicos a partir de biomasa 

se muestra esquemáticamente en la Figura 55.  

 

Figura 55. Proceso de producción de xilitol mediante fermentación. Basado en 
(Hernández-Pérez y otros, 2019) 

A nivel celular la transformación de xilosa en xilitol se muestra esquemáticamente en la 

Figura 56. La producción biotecnológica se aprovecha del metabolismo natural de las 

levaduras. Primero, una xilosa reductasa dependiente de NADPH reduce la xilosa a 

xilitol, que en condiciones “normales” es oxidado a xilulosa por una xilitol 

deshidrogenasa, para luego es fosforilada por una xiluloquinasa a xilulosa fosfato. Esta 

xilulosa fosfato entra en la ruta de la pentosa fosfato (PPP, Pentoses Phosphate Pathway) 

que regenera cofactores, y produce energía y biomasa celular. La acumulación de xilitol 

es promovida restringiendo la disponibilidad de oxígeno que limita la regeneración de 

NAD+ que es un cofactor de la xilitol deshidrogenasa. (Granström, Izumori y Leisola, 

2007) 

Hidrólisis de la 
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Hidrolizado 
hemicelulósico

Preparación del 
hidrolizado

(Concentración, 
detoxificación, nutrientes)
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Figura 56. Modelo del metabolismo de la xilosa y la formación de xilitol por las levaduras. 

XR: xilosa reductasa, XDH: xilitol deshidrogenasa. Tomado de (Hernández-Pérez y otros, 

2019). 

El xilitol también puede de ser usado como precursor para la producción de otros 

productos químicos (building block), como glicerol, ácido xilónico y ácido láctico, como 

se muestra en la Figura 57. 

 

Figura 57. Xilitol como precursor para otros productos químicos. Adaptado de 

(Delgado Arcaño y otros, 2020) 
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1.6.3 Furfural 

El furfural se obtiene a partir de la deshidratación de la xilosa, siendo uno de los 

mecanismos propuestos en su formación el que se muestra en la Figura 58.  

 

Figura 58. Representación esquemática de la obtención de furfural a partir de xilosa. 

Tomado de (Yan y otros, 2014). 

El furfural tiene múltiples usos como precursor de otros productos químicos muy 

utilizados en el refinado del petróleo, plásticos, industria farmacéutica y agroindustria 

(Luo y otros, 2019), como se muestra en la Figura 59 y en la Tabla 5. 
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Figura 59. Conversión de furfural en diferentes productos químicos. Adaptado de (Yan y 
otros, 2014). 
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Tabla 5. Conversión de furfural en diferentes productos químicos. Adaptado de (Machado y 
otros, 2016). 

Derivados Producción Utilización 

Alcohol furfurilico

 

Hidrogenación catalítica de 

furfural 

Producción de resinas y alcohol 

tetrahidro-furfuril: intermedio en la 

producción de fragancias, lisina y 

vitamina C 

Furano 

 

Descarbonilación catalítica 

de furfural 

Producción de tetrahidrofurano y 

acetilfurano, intermediarios de la 

producción de productos farmacéuticos 

2-metilfurano 

 

Descarbonilación de furfural 

y 5-metil- furfural 
Solvente 

Tetrahidrofurano 

 

Hidrogenación de furano 

Solvente industrial, fabricación de 

solventes y polímeros, adhesivos, 

productos farmacéuticos 

Furfurilamina 

 

Aminación reductiva de 

furfural 

Producción de sustancias con actividad 

farmacológica y pesticida 

Ácido furoico 

 

Oxidación de furfural Síntesis de medicamentos y perfumes 

Ácido levulínico 

 

Hidrólisis ácida de alcohol 

furfural, hidrólisis del éster 

de acetil succinato 

Producción de ácido succínico y ácido δ-

aminolevulínico 

Ácido succínico 

 

Fermentación alcohólica 
Aditivo para alimentos y síntesis de 

productos farmacéuticos 

 

El furfural es el producto químico industrial derivado de la biomasa lignocelulósica, con 

una producción anual estimada en el 2019 de aproximadamente 340.000 toneladas por un 

valor de 551 millones de dólares (Rodríguez-Montaña y otros, 2020). La producción 

industrial del furfural se realiza únicamente mediante la conversión catalizada por ácido 

de las pentosas presentes en la biomasa lignocelulósica (Shinde, Hengne y Rode 2020). 
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1.6.4 Otros compuestos 

1.6.4.1 Ácido acético 

A nivel industrial el ácido acético se obtiene principalmente de la carbonilación de 

metanol y su precio está dominado por los mercados del gas natural (Murali, Srinivas y 

Ahring 2017). La producción y consumo mundial de ácido acético continúa en ascenso, 

y se espera un consumo de 20,2 millones de toneladas para el año 2024 (Polotskaya y 

otros, 2020). Además de provenir de fuentes fósiles, este proceso presenta algunas 

desventajas como limitaciones en la solubilidad del catalizador y pérdida de catalizadores 

caros en los pasos de separación (Yoneda y otros, 2001). El ácido acético tiene 

importantes aplicaciones en la industria alimenticia como vinagre y en distintas 

preparaciones (Li y otros, 2015; Jonas De Roos, 2018). También es usado en la 

producción de monómeros de acetato de vinilo para luego ser polimerizado en poliacetato 

de vinilo o PVA, que a su vez es usado en distintos plásticos, y en la producción de ácido 

tereftálico y acetato de etilo (Budiman y otros, 2016). Entre otras importantes 

aplicaciones del ácido acético se destaca la producción de acetato de celulosa, que a su 

vez puede ser usado en la producción de distintos productos, desde ropa a aparatos 

electrónicos pasando por distintos tipos de filtros (Rustemeyer, 2004; Steinmann, 1998; 

Suetsugu, Kotera y Nishino, 2009; Yang y otros, 2014). 

El ácido acético se puede obtener de la hidrólisis los grupos acetilo de las hemicelulosas 

en la biomasa lignocelulósica pero también mediante bacterias que producen ácido 

acético a partir de la materia orgánica. Se pueden distinguir dos grupos de bacterias 

productoras de ácido acético: las bacterias del ácido acético (que lo producen 

aeróbicamente) y las bacterias acetogénicas, que lo producen anaeróbicamente. Las 

bacterias del ácido acético oxidan al etanol para dar ácido acético en medio ácido o neutro 

y las más comunes se encuentran en los géneros Acetobacter, Gluconacetobacter y 

Gluconobacter (Vidra y Németh, 2018). Las bacterias acetogénicas convierten el H2 y el 

CO2 disponible en ácido acético a través de la ruta Wood-Ljungdahl o ruta reductora de 

la acetil-CoA (Murali, Srinivas y Ahring, 2017). Las bacterias acetogénicas más comunes 

son de los grupos Acetobacterium y Clostridium (Vidra y Németh, 2018). 
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1.6.4.2 Carotenoides 

Los carotenoides (Figura 60) son pigmentos naturales liposolubles responsables de los 

colores amarillo, rojo, naranja y morado, por lo que son utilizados como aditivos de alta 

calidad en los alimentos, además de ser precursores de la vitamina A (Leong y otros, 

2018; dela Seña y otros, 2014; Simpson, 1983; Chandi y Gill, 2011). También son usados 

en la industria farmacológica como compuestos anticarcinogénicos y se ha demostrado 

que reducen el riesgo de ataque cardíaco, hígado grasoso, Alzheimer y diabetes asociada 

a obesidad e hipertensión (Frengova y Beshkova, 2009; Tanaka, Shnimizu y Moriwaki, 

2012; De Stefani y otros, 2000; Liu y otros, 2001; Clugston, 2020; Bhatia y otros, 2020). 

Aunque no puede estimarse el mercado de carotenoides con precisión, algunos reportes 

indican un crecimiento sostenido, ubicándolo en el entorno de 1200 millones de dólares 

para el 2026, con un 60 % del mercado compartido por astaxantina, β-caroteno, y luteína, 

siendo también importantes licopeno y zeaxantina, entre otros (Figura 60) (Valuates 

Reports, 2021; Barreiro y Barredo, 2018). Los precios de carotenoides tienen un amplio 

rango, pudiendo valer desde 250 a 2000 dólares por kg si son producidos mediante síntesis 

química o de 350 a 7500 dólares por kg si son de origen natural (Fior Markets, 2019). 

La fuente tradicional de carotenoides ha sido el aislamiento de fuentes naturales, pero 

actualmente alrededor del 80-90 % de los carotenoides se producen mediante síntesis 

química, representando un 76 % del mercado frente al 24 % del mercado de los 

carotenoides naturales (Ram y otros, 2020). Los carotenoides se pueden obtener de 

levaduras oleaginosas, que son capaces de metabolizar hexosas y pentosas (Cabral y 

otros, 2011; Liu, Feist y otros, 2020; Mussagy y otros, 2020). 
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Figura 60. Estructuras químicas de algunos carotenoides más comúnmente encontrados 

en la dieta humana. 

1.6.5 Productos a partir de la lignina  

Hay un viejo dicho que se suele repetir que dice “se puede hacer cualquier cosa a partir 

de la lignina… excepto plata”, una especie de axioma que tiene su origen en la industria 

de la pulpa y papel (D. Stewart, 2008; Wenger, Haas y Stern, 2020). Aunque quizás 

originalmente esta frase pueda haber tenido su sustento, se han hecho innumerables 

avances para aprovechar el potencial de la lignina y no utilizarla únicamente como fuente 

de combustible (es decir, utilizada en la caldera de recuperación para generar energía para 

el proceso Kraft) (Coz y otros, 2016; Zhang, Tu y Paice, 2011). Mientras que el valor de 

la lignina usada como combustible sería de aproximadamente 0,18 US$/kg, el valor más 

conservador de la lignina usada en conversión química puede ser de 1,08 US$/kg 

pudiendo llegar hasta 15 US$/kg, como es el caso de la vainillina (Macfarlane y otros, 

2009). La relación de precios y volumen de la valorización de la lignina en general – no 

teniendo en cuenta fluctuaciones o valores específicos – sigue el esquema que se presenta 

en la Figura 61. 
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Figura 61. Relación entre volumen y precios de los productos derivados de la lignina. 

Basado en (Vijay Kumar Garlapati y otros, 2020) 

 

En general, se pueden seguir dos estrategias de valorización de la lignina (Figura 62). En 

la primera estrategia se usa la lignina como componente macromolecular, mejorando 

su compatibilidad y su rendimiento en mezclas de compuestos, copolímero, adhesivos, 

resinas y fibras de carbono. En la segunda estrategia, se producen químicos de bajo 

peso molecular, en general como alternativa a los químicos derivados de la industria de 

combustibles fósiles, mediante despolimerización o transformación biotecnológica 

(Zevallos Torres y otros, 2020).   
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Figura 62. Esquema de estrategias de valorización de la lignina. Adaptado de (Zevallos 

Torres y otros, 2020) 

1.6.5.1 Usos de la lignina como macromolécula (Estrategia 1) 

Polímeros de lignina 

En el campo de los polímeros, se han hecho importantes avances en el desarrollo de 

mezclas (bitumen, asfalto, cemento) y biocompuestos de lignina para reemplazar los 

compuestos poliméricos derivados del petróleo sin afectar las propiedades mecánicas. 
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En el poliuretano la lignina puede ser usada como un poliol directamente, ajustando las 

condiciones de reacción y modificación química para incorporar la lignina al poliuretano, 

(Duong y otros, 2014). Esto contribuye a la disminución de las materias primas (polioles 

e isocianatos) del poliuretano que generalmente son hechas utilizando productos químicos 

derivados del petróleo (Ma y otros, 2021). El agregado de lignina al poliuretano resulta 

en mayor resistencia a la compresión, menor densidad y excelentes propiedades térmicas. 

Las principales aplicaciones del poliuretano son la producción de adhesivos, láminas, y 

espumas (Banu y otros, 2021). Un ejemplo de formación de poliuretano-lignina se puede 

observar en la Figura 63. 

 

Figura 63. Síntesis de poliuretano-lignina. Tomado de (Saito y otros, 2013) 

 

La resina de fenol-formaldehído con lignina modificada también es otro de los posibles 

usos de la lignina como macromolécula, donde la lignina es previamente modificada, en 

general mediante el aumento del contenido de grupos fenólicos o metilación. Las resinas 

de fenol-formaldehído se forman por la reacción del formaldehído en las posiciones orto- 

y para- del fenol, generando una red tridimensional de enlaces entrecruzados, por lo que 

la lignina puede ser utilizada como fuente de fenol. La presencia de sustituyentes en los 

grupos fenólicos de la lignina (siempre en la posición para- por la cadena alifática, pero 

también en las posiciones orto- dependiendo de si son unidades guaiacil o siringil) reduce 

la reactividad por lo que es necesario modificar la lignina (Duval y Lawoko, 2014). Una 

de las posibles estrategias se esquematiza en la Figura 64. Estas resinas tienen alta 

tolerancia al calor y humedad, además de alta resistencia, por lo que son utilizadas en 

diferentes campos, como adhesivos, aislamiento, electrónica y en las industrias de la 

construcción, aeroespacial o de trenes (Hodásová y otros, 2015). 
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Figura 64. Formación de resina fenol-formaldehído en dos etapas, metilación y 

polimerización. Tomado de (Xu y Ferdosian, 2017) 

 

Las fibras de carbono (Figura 65) que se pueden obtener a partir de la lignina son de gran 

interés para la industria automotriz, aeroespacial, energía eólica a entre otras, debido a su 

gran resistencia y liviandad (Zevallos Torres y otros, 2020). La producción de fibras de 

carbono a partir de lignina implica primero la conversión de lignina en fibras precursoras. 

Estas fibras se pueden preparar mediante diversos métodos, por ejemplo, disolviendo la 

lignina en líquidos iónicos y formando hilos de lignina mediante equipamiento específico 

(Bengtsson y otros, 2019). Los hilos de lignina obtenidos se convierten en fibras de 

carbono mediante un tratamiento térmico en dos pasos: primero una estabilización 

oxidativa a 200-350 °C y luego una carbonización a más de 800 °C en atmósfera inerte 

(Fang y otros, 2017). 
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Figura 65. Imágenes SEM de la superficie y la sección de corte de fibras de carbono 

obtenidas por carbonización de hilos de lignina. Tomado de (Bengtsson y otros, 2019) 

Nanolignina 

Los nanocompuestos de lignina (es decir, utilizando la lignina en tamaños nanométricos), 

han demostrado ser de valor en la producción de películas anti-UV, antioxidante y 

antimicrobianos, además de servir para la encapsulación de pesticidas contaminantes del 

ambiente (Sipponen y otros, 2019). El uso de la nanolignina tiene las ventajas de ser un 

producto biodegradable y biocompatible, por lo que ha sido probada como protectora para 

la piel, sellado de heridas e ingeniería de tejidos, además de servir como soporte para 

diversos sistemas, como ser de transporte de fármacos en el organismo o incluso genes 

(Danti y otros, 2019; Henn y Mattinen, 2019; Zevallos Torres y otros, 2020). 

Una de las estrategias para la utilización de la lignina como nanopartículas es usarla en 

forma de partículas coloidales que son estables en amplio rango de pH (4 a 11) y son 

fácilmente dispersables en solventes orgánicos (Henn y Mattinen, 2019; Qian y otros, 

2014). En la Figura 66 se puede observar esquemáticamente el proceso de formación. En 

los pasos 1 a 3 las partículas chicas (30 nm) se van formando mediante agrupamiento y 

auto ensamblaje, para formar agregados más grandes (paso 4). En el quinto paso, las 

partículas adquieren forma esférica estable de aproximadamente 200 nm. Las partículas 

siguen creciendo en los pasos 6 a 8, y este crecimiento puede llevar al colapso de algunas 

partículas huecas, como se observa en el paso 6 (Henn y Mattinen, 2019). 
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Figura 66. Formación de las partículas coloidales de lignina. La imagen 6 es tomada con 

un microscopio de fuerza atómica, mientras que las imágenes 7 y 8 corresponden a 

microscopio electrónico de transmisión. Tomado de (Henn y Mattinen, 2019). 

1.6.5.2 Productos de bajo peso molecular derivados de la lignina (Estrategia 2) 

Transformaciones termoquímicas: Bio-oil, Bio-carbón, syngas 

La transformación de la lignina mediante pirólisis genera distintos compuestos 

aromáticos. En la pirólisis la lignina se calienta en atmósfera inerte a temperaturas que 

van de 250 a 900 °C. Mientras que entre 250 a 300 °C la modificación de la lignina es 

leve, entre 300 y 500 °C se empieza a descomponer mediante la rotura de los enlaces β-

O-4 y enlaces carbono-carbono inestables, con pérdida significativa de masa y cambios 

químicos entre 400 y 500 °C (Laurichesse y Avérous, 2014; Diehl y otros, 2013). Los 

productos resultantes de la pirólisis son agua, gases, sólidos (bio-carbón o bio-char) y 

líquidos (biocrudo o bio-oil), en distintas proporciones, dependiendo de las condiciones 

aplicadas (Tabla 6).  
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Tabla 6. Rendimientos típicos de pirólisis de madera según las condiciones (o modo). 

Porcentaje en m/m base seca de entrada. Tr: tiempo de reacción. Adaptado de 

(Bridgwater, 2018). 

Modo Condiciones Líquido Sólido Gas 

Rápida 
Aprox. 500 °C 

Tr < 10 segundos 
75 % (bio-oil) 12 % 13 % 

Intermedia 
Aprox. 400 °C 

Tr < 20 minutos 

40 % (en dos 

fases) 

40 % (bio-

carbón) 
20 % 

Lenta 

(carbonización) 

Aprox. 400 °C 

Tr > 1 hora 

30 % (en dos 

fases) 

35 % (bio-

carbón) 
35 % 

Gasificación 

(syngas) 

750-900 °C 

Tr = 5 segundos 
Mínima Hasta 2 %  Hasta 98 % 

 

 

El bio-oil está compuesto fenoles, cetonas, aldehídos, éteres, alcoholes y ácidos 

carboxílicos, aunque también depende de la materia prima y el proceso aplicado, siendo 

favorecida la producción de bio-oil principalmente mediante la pirólisis rápida (Choi y 

Meier, 2013). El bio-oil presenta varias ventajas ambientales respecto al combustible 

fósil, ya que es CO2 neutral, no contribuyendo al efecto invernadero. Además, como la 

biomasa contiene cantidades insignificantes de azufre, no genera emisiones SOx (Xiu y 

Shahbazi, 2012).  

Por su parte, el bio-carbón o bio-char es generalmente aplicado en suelos por sus 

propiedades en la retención de nutrientes y agua, y presenta algunos beneficios como 

aumentar el pH del suelo, reducir la toxicidad del aluminio, reduce la fuerza de tensión 

del suelo, mejora las condiciones para poblaciones de gusanos, y mejora la eficiencia de 

los fertilizantes, dependiendo también del proceso aplicado para obtenerlo (Kookana y 

otros, 2011).  

Otra transformación termoquímica es la gasificación, que a diferencia de la pirólisis 

sucede en una atmósfera reactiva (como aire, oxígeno o vapor). En la gasificación se 

produce syngas o gas sintético, compuesto casi exclusivamente de CO y H2, y puede ser 
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utilizado como combustible o para la síntesis de otros productos químicos (Figura 67) 

(Fiore, Magi y Viggiano, 2020). 

 

Figura 67. Syngas como plataforma química. Adaptado de (Shinde, Hengne y Rode, 2020) 

Compuestos derivados de la lignina como monómeros 

Los compuestos fenólicos pueden ser usados para distintas aplicaciones. Algunas de estas 

aplicaciones se basan en su actividad antioxidante frente a especies reactivas involucradas 

en el envejecimiento y en distintas enfermedades crónicas, autoinmunes, inflamatorias, 

coronarias y degenerativas, así como potenciales propiedades preventivas del cáncer 

(Goncalves y Romano, 2017; Perrone, Sampaolo y Melone, 2020; Dias y otros, 2020; 

Rice-Evans, Miller y Paganga, 1997). Como fue presentado previamente, los compuestos 

fenólicos son inhibidores de la actividad de los microorganismos, por lo que pueden ser 

utilizados como biocidas o conservantes en distintos campos, pero también pueden 

obtenerse compuestos variados específicos de valor agregado (Christ-Ribeiro y otros, 

2019; Ferreira-Santos y otros, 2020). 

Benceno, Tolueno y Xileno, Fenol 

El benceno, tolueno y xileno –denominados generalmente en grupo como BTX- se 

producen principalmente del petróleo, por lo que producir estos compuestos a partir de 

lignina puede ser una estrategia medioambientalmente amigable. Para la producción de 

estos compuestos, además del primer paso de depolimerización de la lignina, es necesario 

un segundo paso de hidrodeoxigenación y demetoxilación (Luo y Abu-Omar, 2017). 

Además de la aplicación de fenoles en resinas de fenol-formaldehído y poliuretano, los 

fenoles son importantes para la producción de plásticos y otros materiales, además de ser 

precursores de importantes derivados como los nitrofenoles (Hodásová y otros, 2015). 
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Vainillina  

Dentro de los compuestos que pueden ser obtenidos mediante oxidación de la lignina, la 

vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído) (Figura 68) es el más conocido y valioso. La 

vainillina es ampliamente usada en la industria alimenticia como agente saborizante y 

como preservante, en la industria farmacéutica por sus propiedades como compuesto 

fenólico y por ser precursor de drogas como dopamina y L-dopa. También es usada en 

las industrias de los polímeros, perfumera y en distintos productos de limpieza, entre otras 

aplicaciones. (Laurichesse y Avérous, 2014; Banerjee y Chattopadhyay, 2019). 

 

Figura 68. Representación del 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído o vainillina 

La producción mundial se estima en más de 37000 toneladas, con un crecimiento anual 

del 8 %, previéndose un mercado de más de 50000 toneladas por un valor de 724,5 

millones de dólares para el 2025 lo que implica un valor de casi 15000 dólares por 

tonelada (Grand View Research, 2017; Research and Markets, 2019). 

Tradicionalmente la vainillina se extraía de la planta de vainilla (Vanilla planifolia), 

aunque actualmente menos del 1 % de la vainillina a nivel mundial se obtiene por esta vía 

(Chattopadhyay, Banerjee y Sen, 2018). En la actualidad, la mayor parte de la vainillina 

(80 a 90 %) se produce sintéticamente a partir de la materia prima petroquímica guaiacol 

o eugenol (Figura 69) (Wongtanyawat y otros, 2018; Martău, Călinoiu y Vodnar, 2021).  
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Figura 69. Síntesis de vainillina a partir de eugenol y guaiacol. Adaptado de (Martău, 

Călinoiu y Vodnar, 2021; Yu Selikhova y otros, 2019) 

El restante 10 a 20 % de vainillina es producida a partir de lignina, y en particular la 

lignina obtenida luego de los procesos para producir pasta de celulosa (lignosulfonato y 

lignina Kraft) (Y. Wang y otros, 2018). La conversión de estas ligninas incluye la 

depolimerización y oxidación a altas presiones y temperaturas en solución alcalina con 

utilización de distintos oxidantes y aunque su mecanismo de formación no está 

completamente elucidado, se ha propuesto como posible mecanismo el que se presenta 

en la Figura 70 (Fache, Boutevin y Caillol, 2016; Hodásová y otros, 2015; Pacek y otros, 

2013).  

 

Figura 70. Mecanismo propuesto para la depolimerización y formación de vainillina a 

partir de lignina. Tomado de (Fache, Boutevin y Caillol, 2016). 
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Debe tenerse en cuenta que las vainillinas derivadas del petróleo, de la lignina Kraft y de 

los lignosulfonatos en general no son aceptables para consumo humano (es decir, en 

alimentos y bebidas o en productos farmacéuticos) debido a que pueden contener mezclas 

de otros subproductos que pueden causar problemas de salud (Banerjee y Chattopadhyay, 

2019). Por esta razón, también es que cada día es más intenso el estudio de la producción 

de vainillina mediante bioconversión de la lignina y compuestos fenólicos utilizando 

microorganismos y enzimas específicas, (Martău, Călinoiu y Vodnar, 2021; 

Chattopadhyay, Banerjee y Sen, 2018). 

A partir de la oxidación de la vainillina se pueden producir otros compuestos (Figura 71), 

entre los que se encuentra el ácido vaníllico (ácido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) que 

también es usado como aromatizante. (Bajwa y otros, 2019). 

 

Figura 71. Ejemplos de vainillina como plataforma química. Adaptado de (Shinde, 

Hengne y Rode, 2020). 
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CAPÍTULO 2: OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porque como ambos sabemos, sin propósito, nosotros no existiríamos 

Agent Smith, The Matrix - 1999  
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2.1 Objetivo General 

El objetivo general del presente trabajo es contribuir a la producción sostenible de 

bioetanol y otros productos de valor en el marco conceptual de biorrefinería en Uruguay, 

evaluando dos materias primas lignocelulósicas distintas – switchgrass (Panicum 

virgatum) y eucalipto (Eucalyptus globulus) – sometidas a pretratamiento de explosión 

por vapor en un equipo continuo a escala pre-piloto y desarrollando estrategias para 

aprovechar las distintas fracciones generadas mediante la producción de productos de 

valor. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Caracterizar las materias primas. 

2. Evaluar el comportamiento de las materias primas frente al pretratamiento de 

explosión por vapor, analizando las distintas fracciones generadas. 

3. Evaluar la hidrólisis enzimática (sacarificación) y fermentación de la fracción 

sólida lignocelulósica para la producción de bioetanol. 

4. Estudiar la producción de compuestos de alto valor agregado. 
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2.3 Esquema gráfico 

 
Figura 72. Esquema gráfico de la tesis
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CAPÍTULO 3: CARACTERIZACIÓN Y PRETRATAMIENTO DE LA 

BIOMASA 
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3.1. Introducción 

Este capítulo está enfocado en la caracterización de las dos biomasas y su comportamiento 

frente a la explosión por vapor continua, lo que corresponde a los objetivos específicos 1 

y 2. 

En este trabajo, el equipo utilizado para la explosión de vapor fue un reactor pre-piloto 

semicontinuo (Figura 73). Algunas de las ventajas de este tipo de reactor en comparación 

con los reactores discontinuos a escala de laboratorio incluyen una mayor producción de 

biomasa pretratada por tiempo con menos manipulación operativa. Sin embargo, aunque 

altamente automatizado, la operación de este equipo presenta algunos desafíos. Por 

ejemplo, la alimentación uniforme de biomasa es un aspecto crítico, ya que a su vez afecta 

al tapón dinámico para mantener la presión dentro del reactor. Además, la liberación de 

presión a pequeños intervalos podría afectar la producción homogénea de biomasa 

pretratada. Sin embargo, dicho sistema y condiciones son más similares a lo que se espera 

que suceda en una producción industrial a gran escala. 

En este capítulo se presentarán los distintos ensayos realizados a escala prepiloto con el 

equipo de explosión por vapor. Se investigó la recuperación y análisis de las distintas 

fracciones generadas, evaluando la influencia de los principales parámetros de la 

explosión por vapor, es decir la temperatura y el tiempo de residencia. 

3.2. Materiales y métodos 

3.2.1. Materias primas 

El switchgrass (Panicum virgatum) fue suministrado por ANCAP. La materia prima se 

cosechó en la Estación Experimental Mario Cassinoni, departamento de Paysandú en 

setiembre de 2016. La biomasa se secó a 40 °C hasta un contenido de humedad menor al 

10 % y se molió en un molino de martillos.  

Chips de eucalipto (Eucalyptus globulus) fueron donados por la empresa uruguaya 

Chipper. Se le aplicó el mismo procedimiento, secando la biomasa a 40 °C hasta un 

contenido de humedad menor al 10 % y se molió en un molino de martillos. 
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Luego de la molienda se determinó la distribución de tamaño de partículas tomando una 

muestra y haciéndola pasar por un set de tamices con distintos tamaños de poros, se pesó 

cada fracción, se midieron los tamaños de partículas y se relacionó con el peso total.  

3.2.2. Pretratamiento con explosión por vapor 

La explosión por vapor fue llevada a cabo en un equipo pre-piloto semi-continuo (siendo 

semi por la liberación de la presión cada 5 segundos) instalado en la Planta Piloto del 

Latitud – Fundación LATU (Figura 73). El equipo (Advance Bio Systems LLC, modelo 

S1401-D2011) cuenta con una capacidad aproximada de procesamiento de 10 kg/h 

(dependiendo de las condiciones de pretratamiento), una presión de trabajo máxima de 

15 bar, y un tornillo con velocidad variable para regular el tiempo de residencia. La 

temperatura máxima de trabajo fue 200 °C, que fue regulada según la presión de trabajo 

(ya que el equipo trabaja con vapor saturado) y controlado mediante una PLC que también 

regula otros tornillos del equipo (tornillo de la tolva, tornillo de alimentación y tornillo 

del reactor). En la Figura 74 se puede ver una representación esquemática del equipo de 

explosión por vapor. 

 

Figura 73. Imagen del equipo de explosión por vapor usado para el pretratamiento de las 
biomasas.  
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Figura 74. Representación esquemática del equipo de explosión por vapor. 

Previo a las explosiones por vapor, la biomasa fue hidratada durante 24 horas a 

aproximadamente 30 % m/m con agua corriente a temperatura ambiente. Este contenido 

de humedad, además de permitir el procesamiento fluido de la biomasa y con formación 

adecuada del tapón dinámico, también es similar al punto de saturación de fibra, que se 

considera el ideal ya que no hay agregado extra ni incompleto de agua (Sui y Chen, 2016). 

La biomasa hidratada fue agregada al reactor de explosión por vapor y sometida a 

diferentes condiciones de temperatura y tiempo de residencia. 

Luego de la explosión por vapor, la biomasa fue filtrada usando una tela (65 % polyester 

y 35 % algodón, 180 g/m2, 405 hilos de urdimbre en 10 cm y 194 hilos de trama en 10 

cm) y una prensa para separar el sólido restante de la fracción líquida. A continuación, la 

fracción líquida se congeló para su posterior análisis y procesamiento. La fracción sólida 

se lavó tres veces con agua corriente a 60 °C en una proporción 5:1 (agua: biomasa seca 

en kg), utilizando una hormigonera portátil durante 5 min, repitiendo el procedimiento de 

prensa y filtrado. Luego, muestras de la fracción sólida fueron tomadas para análisis 

adicionales y el resto se refrigeró para realizar la hidrólisis enzimática. 
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3.2.3. Diseño experimental de pretratamiento del switchgrass 

Se evaluaron tres niveles de temperatura (170, 185 y 200 °C) y tres niveles de tiempo de 

residencia (5, 10 y 15 min) para el pretratamiento de explosión por vapor del switchgrass. 

Estos valores se combinaron a través de un diseño compuesto central de 22, lo que dio 

lugar a un total de 11 ensayos. El diseño incluyó tres ensayos en el punto central para 

estimar el error experimental necesario para el análisis de la varianza y para verificar la 

presencia de curvatura en las superficies de respuesta. El contenido de celulosa en el 

sólido resultante después del pretratamiento se consideró como respuesta para el diseño 

experimental. Para el análisis de los datos se utilizó el software Statistica versión 12.  

3.2.4. Diseño experimental de pretratamiento del eucalipto 

Se evaluaron dos temperaturas (180 °C y 200 °C) y dos tiempos de residencia (10 y 20 

minutos), realizando cada explosión por duplicado. Para cada componente se realizó el 

test de Tukey para evaluar diferencias significativas. 

3.2.5. Cálculo del factor de severidad 

El factor de severidad (S0) se calculó para cada combinación de temperatura y tiempo de 

residencia utilizado para la explosión de vapor. S0 se calculó de acuerdo con la siguiente 

ecuación: 

 𝑆0 = 𝑙𝑜𝑔10(𝑡 × 𝑒
𝑇−100

14.75 )   Ecuación 1  

donde t es el tiempo de residencia en minutos, T es la temperatura de reacción en ºC y 

14,75 es un valor ajustado (Overend y Chornet, 1987). 

3.2.6. Microscopía electrónica de barrido 

En el caso del switchgrass, se observaron tres muestras de biomasa mediante microscopía 

electrónica de barrido (SEM): dos muestras pretratadas en diferentes condiciones de 

proceso (la menos severa y la más severa) y una muestra sin tratar. Para el eucalipto 

también se observaron tres muestras: la de severidad más baja, la de severidad media, y 

la más severa. Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio electrónico JEOL 

modelo JSM-5900LV. Para el análisis, las muestras secas se cubrieron con una película 
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de oro y luego se sometieron a un voltaje de aceleración de 20 kV. Las imágenes se 

obtuvieron con aumentos de 75 y 370 veces. 

3.2.7. Caracterización de las ligninas mediante pirólisis (Py-GC-MS) 

Las muestras de switchgrass y eucalipto (original y explotadas) fueron molidas a 40-60 

mesh y se peletizaron para su pirólisis. Estas se pirolizaron en un pirolizador 

PYROJECTOR II (SGE) acoplado a un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard HP 5890 

II plus conectado a un espectrómetro de masas Hewlett-Packard HP 5971. La temperatura 

de pirólisis fue de 450 °C y los productos de la pirólisis se separaron en una columna 

OPTIMA 1701 (Macherey-Nagel, 30 m × 0.25 mm i.d., 0.25 μm de espesor de film). Las 

condiciones de cromatografía fueron las siguientes: helio como gas carrier, flujo 

1mL/min, split 1:20, una temperatura del inyector de 250 °C temperatura inicial 45 °C 

por 4 minutos, un incremento de 4 °C/min hasta 240 °C y luego un incremento de 25 

°C/min hasta 280 °C manteniendo esta temperatura por 5 min. La línea de transferencia 

entre el GC y el espectrómetro de masa se mantuvo a 290 °C. El espectrómetro operó en 

modo de impacto electrónico a 70 eV y una temperatura de 180 °C. Los productos de la 

pirólisis se identificaron utilizando las bibliotecas de espectros de masa NIST, Wiley y 

datos de literatura con datos literarios (Faix, Meier y Fortmann, 1990a; Faix, Meier y 

Fortmann, 1990b; Faix, Fortmann y otros, 1991a; Faix, Fortmann y otros, 1991b). 

3.2.8. Espectroscopía infrarroja (Fourier Transform Infrared - FTIR) 

Las muestras secas fueron analizadas en un equipo IRPrestige-21 FTIR Shimadzu 

equipado con accesorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) Pike Technologies 

GladiATR. Cada muestra fue uniformemente presionada contra la superficie de diamante 

usando un mecanismo de prensa acoplado al accesorio ATR. Los espectros FTIR fueron 

obtenidos promediando 64 escaneos de 4000 a 400 cm-1 con una resolución de 4 cm-1. 

3.2.9. Determinación de la composición química 

El contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en las muestras sólidas se determinaron 

de acuerdo al informe técnico del Laboratorio Nacional de Energías Renovables de 

Estados Unidos NREL/TP-510-42618 (Sluiter, Hames y otros, 2012). El contenido de 

cenizas se determinó de acuerdo con el método estándar ASTM D1102-84 (ASTM 2013). 
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La proteína se estimó multiplicando el contenido de nitrógeno por 6.25. El contenido de 

nitrógeno se determinó usando un analizador elemental orgánico CHN Analyzer Flash 

2000 (ThermoScientific). Los extractivos se determinaron de acuerdo con el informe 

técnico NREL / TP-510-42619 (Sluiter, Ruiz y otros, 2005). 

En las muestras líquidas la concentración de azúcares y productos de degradación fueron 

determinadas como se describe en el informe técnico NREL/TP-510-42623 (Sluiter, 

Hames y otros, 2008).  

3.3 Resultados y discusión 

3.3.1 Switchgrass 

3.3.1.1 Caracterización 

Composición química  

La composición química del switchgrass o pasto varilla usado en el presente estudio se 

muestra en la Tabla 7. Como puede verse, la materia prima original tenía una cantidad 

elevada de carbohidratos (aproximadamente 57 % m/m), presente en forma de celulosa y 

hemicelulosa. La celulosa fue la fracción más abundante, siendo la cantidad encontrada 

en este estudio similar a la reportada por otros autores (Hu y otros, 2010). El contenido 

de hemicelulosa estuvo dentro del rango de valores reportados para el switchgrass y otros 

pastos (Kataria y otros, 2017; Lindsey y otros, 2013). El porcentaje mayoritario de las 

hemicelulosas correspondió a xilano, con un porcentaje minoritario de arabinano. Se 

detectó manano, pero su contenido fue bajo, menor al límite de cuantificación. La lignina 

se encontró comparativamente en mayor cantidad, aproximadamente 31 % en este estudio 

frente a un máximo de 23 % en el trabajo de Lindsey y otros (2013) o 21 % en el estudio 

de Mann y otros (2009). Sin embargo, Larnaudie, Ferrari y Lareo (2021) informaron que 

el contenido de lignina se encuentra generalmente en el rango de 19 a 29 %, más próximo 

al valor informado aquí. Estas diferencias podrían explicarse por la variabilidad natural 

de la especie, la época de cosecha y las condiciones de almacenamiento (Lindsey y otros, 

2013). El contenido de cenizas, proteínas y extractivos en el switchgrass fueron 

comparables a los contenidos reportados para otros tipos de gramíneas y biomasa 

lignocelulósica similares. La ceniza consiste de elementos inorgánicos y sílice, mientras 

que los extractos de agua y etanol están compuestos por una multitud de compuestos, que 
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incluyen ceras, aceites, grasas, resinas, azúcares no estructurales, clorofila, entre otros 

(Lindsey y otros, 2013). 

Tabla 7. Composición química del switchgrass usado en el presente estudio 

Componente Composición (% en masa seca)  

Celulosa 31,8  0,8  

Hemicelulosa 25,0  1,2  

 Xilano 21,6  1,2 

 Arabinano 2,7  0,1 

 Manano Menor a 0,7 

Lignina 31,2  0,8  

  Lignina insoluble o Klason 26,9 

  Lignina soluble 4,3 

Cenizas 3,2  0,3  

Proteína 1,8  0,3    

Extractivos 7,4  1,1  

 Extractivos en agua 5,0  0,4 

 Extractivos en etanol 2,4  0,4 

 

Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 

La asignación de bandas se realizó en base a distintos trabajos de espectroscopía infrarroja 

sobre biomasa lignocelulósica (Tabla 8) (Yan y otros, 2021; Reis y otros, 2020; Meng y 

otros, 2016; Xu, Yu y otros, 2013). 

Tabla 8. Asignación de bandas de vibración en IR. Tomado de (Reis y otros, 2020)  

Frecuencia (cm-1) Tipo de vibración 

3335 Estiramiento de enlace O-H  

2910 Estiramiento de enlace C-H presente en la hemicelulosa y celulosa 

1730 
Estiramiento asimétrico de enlace C=O de grupo acetilo presente en la 
hemicelulosa.  

1512 Vibración del anillo de benceno presente en la lignina 

1450 y 1245 Estiramiento de los C-H y C-O de grupo acetilo  

1375 Deformación angular de grupos C-H característicos de celulosa 

1160 Deformación angular de enlaces C-O de alcoholes primarios 

1020 
Absorción de enlaces C-O-C característicos de la vibración del anillo de 
piranosa de la celulosa 
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En la Figura 75 se puede observar el espectro FTIR-ATR de la muestra sin tratar de 

switchgrass.  

 
Figura 75. Espectro infrarrojo del switchgrass sin pretratar. 

La banda señalada con el pico a 3341 cm-1 corresponde al estiramiento de los grupos OH, 

mientras que los picos a 2915 y 2853 cm-1 se atribuyen típicamente al estiramiento C-H 

de los metilenos de la celulosa y las hemicelulosas. Los grupos acetilo de la hemicelulosa 

se ven reflejados en la banda con el pico a 1724 cm-1 (correspondiente al estiramiento del 

enlace C=O), aunque también es posible asignarlo al enlace carbonil-éster de la unidad 

de ácido p-cumárico (Nazir y otros, 2013). La banda con el pico a 1598 cm-1 se atribuye 

al anillo aromático de la lignina. El pico a 1429 cm-1 correspondería a la deformación del 

C-H metil y metileno de la lignina siringílica, aunque algunos autores lo atribuyen a la 

celulosa (Auxenfans y otros, 2017; Traoré, Kaal y Martínez Cortizas, 2018). El pico a 

1318 cm-1 también es atribuible a las unidades siringílicas de la lignina. A 1239 cm-1 se 

observa la banda correspondiente al estiramiento de los enlaces C-O, indicando la 

presencia de los grupos acetilo de las hemicelulosas. Finalmente, la banda a 1036 cm-1 es 

debida a la absorción de enlaces característicos del anillo de piranosa de la celulosa. 

Pirólisis 

La caracterización de la lignina se realizó mediante la técnica Py-GC-MS, donde se 

descompone la muestra en distintos productos, derivados de los polisacáridos o de la 

descomposición de lignina. Estos últimos se pueden agrupar según la unidad de origen de 
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la lignina (siringílicas, guaiacílicas o p-hidroxifenílicas). En la Figura 76 se muestran los 

diferentes compuestos que se obtuvieron en la pirólisis, siendo los del comienzo del 

cromatograma los derivados de carbohidratos (hasta el tiempo de retención de 17,85 

minutos) y luego aparecen los compuestos aromáticos derivados de la lignina (con 

algunos derivados de los carbohidratos intercalados). En la Tabla 9 se observan los 

compuestos identificados y el porcentaje relativo al total de unidades derivadas de la 

lignina. Como se observa, la lignina estaba compuesta mayoritariamente por unidades 

guaiacílicas (G) y unidades p-hidroxifenílicas (H), con un porcentaje minoritario de 

unidades siringílicas (S). La relación relativa encontrada de estas unidades fue 43 % G, 

28 % H y 28 % S. Estos valores son coherentes con los encontrados por (Yan y otros, 

2010), cuya relación promedio fue 42 % G, 26 % H, y 32 % S. La relación S/G fue 0,67, 

mientras que la relación G/H fue 1,50. Como se puede observar en la Tabla 9, de las 

unidades p-hidroxifenílicas el 4-vinilfenol fue el más abundante, de las unidades 

guaiacílicas el 4-vinilguaiacol, mientras que de las unidades siringílicas fue el siringol. 

 

Figura 76. Cromatograma de los productos de pirólisis del switchgrass sin pretratar. 
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Tabla 9. Compuestos derivados de la pirólisis de switchgrass sin pretratar y su abundancia 
relativa (% del total de compuestos derivados de la lignina identificados). Origen H: unidades p-
hidroxifenílicas, G: unidades guaiacílicas, S: unidades siringílicas 

Compuesto 
Tiempo de 

retención (min) 
Origen 

Abundancia 
relativa (% lignina) 

Fenol 19.339 H 2,47 

Guaiacol 19.489 G 6,17 

Guaiacol, 4-metil 23.248 G 4,71 

Guaiacol, 4-vinil 28.201 G 17,90 

Fenol, 4-vinil 28.477 H 25,85 

Eugenol 28.937 G 1,88 

Siringol 30.022 S 7,25 

Isoeugenol (cis) 32.436 G 5,64 

Siringol, 4-metil 32.942 S 5,39 

Vanillina 33.149 G 2,73 

Siringol, 4-vinil 36.956 S 5,15 

Siringol, 4-alil 37.472 S 1,74 

Siringol, 4-propenil (cis) 38.943 S 0,77 

Siringol, 4-propenil (trans) 40.670 S 4,93 

Siringaldehído 41.542 S 1,06 

Acetosiringona 43.383 S 0,83 

Coniferil alcohol (trans) 43.884 G 3,47 

Coniferaldehído 44.383 G 0,62 

Siringil acetona 44.583 S 0,47 

Sinapil alcohol (trans) 50.725 S 0,60 

Sinapaldehído 50.975 S 0,37 

 

3.3.1.2 Tratamiento de explosión por vapor de switchgrass 

Tamaño de partícula  

La distribución del largo de partícula luego de la molienda en molino de martillos y previo 

a ingresar en el equipo de explosión por vapor se muestra en la Figura 77, con el 80 % de 

los “pins” con largo de 2 a 12 mm. El espesor y ancho del pin fueron de 0,5 a 2 mm. Este 
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tamaño fue adecuado para el trabajo en el equipo de explosión por vapor, manteniendo el 

tapón dinámico fluido. 

 
Figura 77. Distribución del largo de partícula de switchgrass 

Composición de la Fracción Sólida del material explotado 

La Tabla 10 resume la composición del material sólido obtenido bajo las diferentes 

condiciones de explosión de vapor. Como era de esperar, la hemicelulosa fue la principal 

fracción afectada durante el pretratamiento, variando la composición en el sólido 

pretratado entre el 2,5 y el 27,9 % (m/m) según las condiciones empleadas para la 

reacción. La cantidad de esta fracción en el sólido pretratado disminuyó junto con el 

aumento en la severidad de la reacción, aumentando en consecuencia las cantidades 

relativas de celulosa y lignina.  
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Tabla 10. Composición del material sólido obtenido luego del pretratamiento con 

explosión por vapor de switchgrass en diferentes condiciones de temperatura y tiempo 

de residencia 

Corrida Variables de pretratamiento 

(valores originales y (código)) 

Factor de 

severidad 

Composición de la fracción sólida (% 

masa) 

Temperatura 

(ºC) 

Tiempo de 

residencia 

(min) 

Celulosa Hemi-

celulosa 

Lignina 

1 170 (−1) 5 (−1) 2,76 33,8 ± 1,0 25,5 ± 3,7 34,8 ± 1,9 

2 170 (−1) 10 (0) 3,06 35,4 ± 1,1 25,4 ± 3,7 35,0 ± 2,0 

3 185 (0) 5 (−1) 3,20 36,2 ± 1,1 22,3 ± 3,2 36,8 ± 2,0 

4 170 (−1) 15 (+1) 3,24 34,9 ± 1,1 27,9 ± 4,0 36,6 ± 2,0 

5 185 (0) 10 (0) 3,50 42,1 ± 1,3 15,5 ± 2,2 34,7 ± 1,9 

6 185 (0) 10 (0) 3,50 44,3 ± 1,3 15,8 ± 2,5 38,8 ± 2,0 

7 185 (0) 10 (0) 3,50 41,2 ± 1,3 21,0 ± 2,2 34,4 ± 1,9 

8 200 (+1) 5 (−1) 3,64 44,4 ± 1,4 14,0 ± 2,0 42,2 ± 2,4 

9 185 (0) 15 (+1) 3,68 44,4 ± 1,4 13,9 ± 2,0 40,8 ± 2,3 

10 200 (+1) 10 (0) 3,94 49,1 ± 1,5 5,1 ± 0,7 45,3 ± 2,5 

11 200 (+1) 15 (+1) 4,12 50,9 ± 1,6 2,5 ± 0,4 50,6 ± 2,8 

       

El análisis estadístico de los datos reveló que la temperatura fue la variable más 

importante que afectó los resultados (Figura 78). El efecto de esta variable fue positivo 

para las respuestas de celulosa y lignina (Figura 78A y C) y negativo para hemicelulosa 

(Figura 78B), demostrando que se obtuvieron más celulosa y lignina, y menos 

hemicelulosa en el sólido cuando la temperatura utilizada para el pretratamiento se 

incrementó. El tiempo de reacción también promovió efectos similares en la composición 

del sólido final pero con mucha menos intensidad en comparación con la temperatura. 
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Celulosa (%)
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Hemicelulosa (%)
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Lignina (%)
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Figura 78. Diagrama de Pareto de los efectos de la temperatura y el tiempo de residencia 

y sus interacciones en los contenidos de celulosa (A), hemicelulosa (B) y lignina (C) en el 

sólido obtenido luego de la explosión por vapor de switchgrass. 

(A) 

(B) 

(C) 
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Figura 79. Gráfico de líneas de contorno representando la variación del contenido de 

celulosa en el switchgrass pretratado con explosión por vapor a las diferentes 

condiciones de temperatura y tiempo de residencia (valores codificados) 

Como se puede observar en el gráfico de líneas de contorno (Figura 79) los mayores 

contenidos de celulosa se obtienen en las condiciones de temperatura más alta (200 °C). 

Realizando un análisis de varianza de los datos experimentales y eliminando las variables 

con la significancia menor en las respuestas, se puede obtener la siguiente ecuación 

modelo para predecir los valores celulosa en el sólido pretratado, dentro de los rangos 

estudiados: 

Celulosa (% m/m) = –19,00 + 0,268 T – 1,481 t – 0,0661 t2 + 0,018 T x t  (R2 = 0,96) 

Donde T es la temperatura en °C y t el tiempo de residencia en minutos. El alto valor de 

R2 demuestra una alta concordancia entre los valores experimentales y los obtenidos por 

la ecuación modelo. 

Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 

Como se puede observar en la Figura 80, los espectros de las distintas muestras 

pretratadas de switchgrass presentan bandas de absorción similares, además de presentar 

semejanzas con otros estudios realizados (Liu y otros, 2017).  
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Figura 80. Espectro FT-IR de distintas muestras de switchgrass, sin tratar y pretratadas. Cada 
espectro fue normalizado a 2907 cm-1. 

Se destaca la progresiva disminución de la intensidad de la banda correspondiente al pico 

señalado a 1239 cm-1. Esta banda es debida a los grupos acetilo, lo que indica que estos 

grupos se fueron hidrolizando a mayor severidad en el pretratamiento de explosión por 

vapor, por lo que no permanecieron en la fracción sólida. El pico a 1598 cm-1 debido a 

las unidades siringílicas de la lignina se hace más intenso a mayor severidad, lo que puede 

ser explicado por el aumento relativo de lignina en la muestra analizada, ya que como se 

verá en la pirólisis de las muestras, no hubo un aumento en la abundancia relativa de estas 

unidades. La banda a 2915 cm-1 debido a los metilenos de los azúcares se hace menos 

intenso, probablemente explicado por la menor proporción de hemicelulosas en las 

muestras pretratadas. Permanece la banda inespecífica correspondiente a los O-H (3341 

cm-1) y la banda a 1036 cm-1 debida al anillo de piranosa de la celulosa. 

Por otra parte, algunos autores (Oh y otros, 2005) han propuesto determinar el índice de 

cristalinidad de la celulosa mediante la relación de picos (en particular la absorbancia del 

pico a 1430 cm-1 vs el pico a 900 cm-1), pero los valores obtenidos en este trabajo no 

permiten establecer tendencias claras. Sin embargo, debe considerarse que estos autores 

trabajaron con muestras de celulosa purificada; en muestras con matrices complejas -

como las estudiadas en la presente tesis- existe superposición de picos de la celulosa con 
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los correspondientes a la lignina y a la hemicelulosa, por lo que no es posible atribuirlos 

únicamente a la cristalinidad de la celulosa (Barnette y otros, 2012). Este aspecto se puede 

constatar en la disparidad de criterios entre distintos autores para la asignación de algunos 

picos: (Auxenfans y otros, 2017) asignan la banda entre 1420-1430 cm-1 a la celulosa y 

su cristalinidad, (Traoré, Kaal y Martínez Cortizas, 2018) atribuyen esa banda a la lignina, 

mientras que por su parte (Silva y otros, 2018) directamente no asignan esa banda a 

ninguno de los componentes principales de la biomasa lignocelulósica. 

Caracterización de la lignina de las fracciones sólidas explotadas 

Los resultados del análisis de la caracterización mediante pirólisis de la lignina de los 

sólidos de switchgrass obtenidos luego del pretratamiento se pueden observar en la Tabla 

11.  

Tabla 11. Contenidos de monolignoles respecto al total de la lignina. S= Siringilo; G= Guaiacilo; 
H= p-Hidroxifenilo 

Variables de pretratamiento 
Porcentaje del total de lignina 

(%) 
  

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(min) 

S G H 
Relación 

S/G 
Relación 

G/H 

170 5 14,2 44,8 41,0 0,32 1,09 

170 10 10,9 50,5 38,6 0,22 1,31 

170 15 11,1 53,7 35,3 0,21 1,52 

185 5 15,8 48,2 36,0 0,33 1,34 

185 10 17,0 48,1 35,0 0,35 1,38 

185 15 24,2 45,2 30,6 0,53 1,48 

200 5 17,0 48,7 34,2 0,35 1,42 

200 10 17,1 53,2 29,7 0,32 1,79 

200 15 21,3 50,9 27,7 0,42 1,84 

No se observaron tendencias claras en el análisis de la relación S/G respecto a las 

variables de pretratamiento, que podría explicarse por el bajo contenido de unidades 

siringílicas en esta biomasa. En cuanto a la relación G/H se observó un efecto positivo 

con la temperatura, aumentando esta relación a medida que aumenta la temperatura 

(Figura 81). Esto indicaría que las unidades p-hidroxifenílicas son más susceptibles que 

las unidades guaiacílicas a la ruptura durante la explosión por vapor, aumentando el 

contenido relativo de estas últimas en el sólido pretratado. 
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Figura 81. Diagrama de Pareto de los efectos de la temperatura y el tiempo de residencia y sus 
interacciones en la relación G/H en el sólido obtenido luego de la explosión por vapor de 
switchgrass. 

En la Figura 82 se puede observar el cromatograma con los compuestos obtenidos de la 

pirólisis de la fracción sólida de switchgrass pretratada a 200 °C y 15 minutos, mientras 

que en la Tabla 12 se identifican los compuestos derivados de la lignina y su abundancia 

relativa. Se puede observar que el pico debido al 4-vinilguaiacol (derivado de las unidades 

guaicílicas) presenta la misma intensidad que el 4-vinilfenol, mientras que en la muestra 

sin pretratar (Figura 76) este último presentaba mayor intensidad. El siringol sigue 

estando presente, siendo el más abundante de los compuestos derivados de las unidades 

siringílicas, al igual que en la muestra sin pretratar. 
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Figura 82. Cromatograma de los productos de pirólisis del switchgrass pretratado a 200 °C y 15 
minutos. 
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Tabla 12. Compuestos derivados de la pirólisis de switchgrass pretratado a 200 °C y 15 minutos 
y su abundancia relativa (% del total de compuestos derivados de la lignina identificados). 
Origen H: unidades p-hidroxifenílicas, G: unidades guaiacílicas, S: unidades siringílicas. 

Compuesto 
Tiempo de 

retención (min) 
Origen 

Abundancia relativa (% 
lignina) 

Phenol 21,17 H 1,68 

Guaiacol 21,56 G 7,84 

4-Methylguaiacol 25,19 G 10,22 

4-Vinylguaiacol 29,89 G 19,19 

Phenol, 4-vinyl- 29,97 H 26,03 

Syringol 31,63 S 6,71 

Isoeugenol (cis) 32,22 G 2,60 

Isoeugenol (trans) 34,03 G 3,55 

4-methylsyringol 34,44 S 4,99 

Vanillin 34,68 G 2,13 

Syringol, 4-vinyl 38,26 S 5,17 

Syringol, 4- allyl- 38,8 S 0,99 

Coniferyl alcohol (trans) 41,84 G 4,60 

Coniferaldehyde 42,63 G 0,79 

Syringyl acetone 43,84 S 3,49 

Microscopía electrónica 

En la Figura 79 se puede observar en las imágenes obtenidas por microscopía electrónica 

de barrido (SEM) el efecto del pretratamiento en las fibras lignocelulósicas de 

switchgrass. En las imágenes obtenidas a un aumento de 75 veces (a la izquierda) se puede 

observar el efecto general en la deconstrucción de la biomasa, mientras que con aumento 

de 370 veces (a la derecha) se puede observar más detalladamente el efecto a nivel de 

fibras. Bajo las condiciones de pretratamiento más severas, es evidente que ocurrió una 

mayor deconstrucción de la estructura de la biomasa, siendo este efecto buscado para 

hacer que las fibras de celulosa sean más accesibles por las enzimas celulolíticas (Figura 

79C). De todas formas, en la condición de severidad mayor se pueden observar ciertas 

estructuras depositadas en las fibras de celulosa, que podrían deberse a lignina 

recondensada, en concordancia con lo demostrado por (Troncoso-Ortega y otros, 2021). 
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Por otro lado, se pudo observar que el pretratamiento en las condiciones menos severas 

promovió pequeños efectos en la estructura de la biomasa, observándose estructuras 

similares a la biomasa original (Figura 79A y 79B). 
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(A) Switchgrass sin tratar 

(B) Switchgrass pretratado a 170 oC por 5 min  

(C) Switchgrass pretratado a 200 oC por 15 min  

Figura 83. Imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica (SEM) de las muestras de 
switchgrass. (A) muestra sin tratar, (B) muestra pretratada en la condición de proceso menos 
severa, (C) muestra pretratada en la condición de proceso más severa. Imágenes tomadas con 
aumentos de 75 y 370 veces. 
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Composición de la Fracción Líquida 

La determinación de la composición de la fracción líquida se muestra en la Tabla 13. 

Como se puede observar, debido a la solubilización de la hemicelulosa durante la 

explosión por vapor, también se obtuvo mayor concentración de xilosa en la fracción 

líquida junto con el aumento del factor de severidad, y también se observó una mayor 

concentración de ácidos orgánicos, principalmente ácido acético, ya que este ácido 

también está presente en la estructura hemicelulósica. Por otro lado, las bajas 

concentraciones observadas de glucosa e hidroximetilfurfural (5-HMF) en los licores 

finales confirman que las condiciones de reacción atacaron más selectivamente a la 

hemicelulosa que a la celulosa presente en el switchgrass. De todas formas, es interesante 

señalar que en el punto de explosión de 200 °C y 15 minutos que la concentración de 

glucosa observada fue casi cuatro veces mayor que en el punto anterior (200 °C y 10 

minutos), indicando que tuvo lugar la degradación de la celulosa en la fracción sólida, 

pasando en forma de monómeros y oligómeros de glucosa a la fracción líquida. Esto 

también se ve confirmado por la mayor concentración de furfural, hidroximetilfurfural y 

ácido fórmico. Esta mayor degradación de la fracción celulósica también fue tomada en 

cuenta al momento de descartar este punto en la sacarificación y fermentación 

simultáneas, como se discutirá en el Capítulo 4.  
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Tabla 13. Composición de la fracción líquida obtenida luego del pretratamiento de 

explosión por vapor de switchgrass en diferentes condiciones de temperatura y tiempo 

de residencia 

C
o

rr
id

a 

Variables de pretratamiento 

(valores originales y (código)) 

Fa
ct

o
r 

d
e

 

se
ve

ri
d

ad
 Composición de la fracción líquida (g/L) 

Temperatura 

(ºC) 

Tiempo de 

residencia 

(min) 

Glucosa Xilosa 
Ácido 

fórmico 

Ácido 

acético 

5-

HMFa 
Furfural 

1 170 (−1) 5 (−1) 2.76 0,47 ± 0,18 0,6 ± 0,2 1,4 ± 0,2 1,3 ± 0,2 nd nd 

2 170 (−1) 10 (0) 3.06 0,31 ± 0,11 1,1 ± 0,4 1,4 ± 0,2 2,3 ± 0,3 0,03 0,0 

3 185 (0) 5 (−1) 3.20 0,38 ± 0,16 1,8 ± 0,4 2,1 ± 0,3 2,5 ± 0,3 0,04 0,1 

4 170 (−1) 15 (+1) 3.24 0,16 ± 0,08 0,6 ± 0,2 0,9 ± 0,1 1,5 ± 0,2 0,04 0,0 

5 185 (0) 10 (0) 3.50 0,27 ± 0,12 3,3 ± 0,5 2,9 ± 0,3 2,9 ± 0,3 0,05 0,2 

6 185 (0) 10 (0) 3.50 0,51 ± 0,18 4,8 ± 0,5 3,8 ± 0,3 4,1 ± 0,4 0,07 0,3 

7 185 (0) 10 (0) 3.50 0,12 ± 0,05 1,2 ± 0,4 1,2 ± 0,1 1,3 ± 0,2 0,03 0,1 

8 200 (+1) 5 (−1) 3.64 0,18 ± 0,08 2,9 ± 0,5 2,1 ± 0,3 1,7 ± 0,2 0,07 0,2 

9 185 (0) 15 (+1) 3.68 0,14 ± 0,06 3,4 ± 0,5 2,0 ± 0,3 2,7 ± 0,3 0,05 0,2 

10 200 (+1) 10 (0) 3.94 0,69 ± 0,19 
15,7 ± 

0,5 
4,2 ± 0,3 6,1 ± 0,4 

0,39 ± 

0,03 
1,3 ± 0,1 

11 200 (+1) 15 (+1) 4.12 2,60 ± 0,30 
20,3 ± 

0,5 
7,7 ± 0,3 

10,6 ± 

0,4 

0,54 ± 

0,05 
2,3 ± 0,2 

a5-HMF: 5-hidroximetilfurfural; nd: no detectado. 

3.3.2 Eucalipto 

3.3.2.1 Caracterización 

Composición química 

La composición del Eucalyptus globulus utilizado en este estudio se presenta en la Tabla 

14.  

 

https://www-sciencedirect-com.proxy.timbo.org.uy/science/article/pii/S0961953418303477?via%3Dihub#tbl3fna
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Tabla 14. Composición química del eucalipto 

Componente Composición (% en masa seca) 

Celulosa 47,9  1,0  

Hemicelulosa 16,0  0,8  

 Xilano 14,6  0,6 

 Galactano Menor a 0,6 

 Arabinano 0,2 

 Manano 0,7  0,1 

Lignina 26,0  0,8  

Cenizas 0,4  0,1  

Proteína 0,6  0,3   

Extractivos 3,1  

 Extractivos en agua 2,6  0,3 

 Extractivos en etanol 0,5  0,2  

 

Presentó alto contenido de celulosa, y bajo en hemicelulosas y lignina, en concordancia 

con otros estudios con la misma especie y similares (Troncoso-Ortega y otros, 2021; 

Carrillo y otros, 2018; Sixta, 2006; Cebreiros, Guigou y Cabrera, 2017). Comparando la 

composición obtenida con la composición de switchgrass se puede observar que el 

eucalipto presentó mayor porcentaje de celulosa y menor porcentaje de hemicelulosa y 

lignina. La hemicelulosa estuvo compuesta mayoritariamente por xilano. Se detectó 

presencia de galactano; aunque en bajo porcentaje, se destaca que el switchgrass no 

presentó esta hemicelulosa. Mientras en el switchgrass el arabinano se encontraba en 

cantidad significativa (2,7 %), se observa que en el caso del eucalipto el porcentaje de 

arabinano fue menos de la décima parte de la encontrada para switchgrass (0,2 %). Por 

otra parte, el switchgrass presentó mayor porcentaje de extractivos, 7,4 % switchgrass y 

3,1 % en el eucalipto. En cuanto al contenido de cenizas, el switchgrass tuvo casi 10 veces 

más cenizas que el eucalipto. Este bajo contenido de cenizas en el eucalipto coincide con 

el mínimo reportado para E. globulus por Viana y otros (2018). Un menor contenido de 

cenizas puede tener dos ventajas: por un lado a nivel agrícola, menor cantidad de 

nutrientes a ser agregados, y por otro si alguna fracción fuera a ser sometida a combustión, 

se requeriría menor limpieza y mantenimiento de las calderas (Pérez y otros, 2006). 
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Espectroscopía Infrarroja (FTIR-ATR) 

En la Figura 84 se puede observar el espectro infrarrojo obtenido para el eucalipto sin 

pretratar.  

 

Figura 84. Espectro infrarrojo del eucalipto sin pretratar 

De forma similar al switchgrass, en este espectro se observa la banda inespecífica 

señalada con el pico a 3343 cm-1 correspondiente al estiramiento de los grupos OH, 

mientras que el pico a 2875 cm-1 corresponde a los metilenos de la celulosa y las 

hemicelulosas. Los grupos acetilo de la hemicelulosa se ven reflejados en la banda con el 

pico a 1733 cm-1, también responsables del pico a 1234 cm-1. Si bien se esperaría que 

estas bandas fueran bastante más fuertes que en el caso del switchgrass (Figura 75) por la 

mayor presencia de grupos acetilo en las hemicelulosas, debe tenerse en cuenta que en el 

switchgrass el porcentaje de hemicelulosas fue mayor que en el caso del eucalipto, por lo 

que probablemente haya existido un efecto de compensación en estas bandas. Al igual 

que en el switchgrass, la banda con el pico a 1588 cm-1 se atribuye al anillo aromático de 

la lignina; las intensidades son similares, lo que puede estar explicado por el contenido 

de lignina similar en las dos biomasas. La banda con el pico a 1429 cm-1 probablemente 

corresponde al solapamiento de señales debidas a la lignina y a la celulosa. Como era de 

esperar, el pico a 1323 cm-1 atribuible a las unidades siringílicas de la lignina, presenta 

mayor intensidad que en el caso del switchgrass debido al mayor contenido de estas 
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unidades, como se verá en el análisis mediante pirólisis. La banda a 1036 cm-1 es típica 

de la absorción de los enlaces del anillo de piranosa de la celulosa. 

 

Pirólisis 

En la Figura 85 se presenta el cromatograma obtenido de la pirólisis del eucalipto, 

mientras que en la Tabla 15 se muestran los compuestos identificados derivados de la 

lignina y la clasificación según su origen. Como se observa, la diferencia más significativa 

con el switchgrass es que el eucalipto estaba compuesto mayoritariamente por unidades 

siríngilicas (S), con una menor proporción de unidades guaiacílicas (G) y sin presencia 

de unidades p-hidroxifenílicas (H). La relación encontrada de estas unidades fue 79 % S 

y 21 % G, con una relación S/G 3,8. Esta relación S/G se encuentra en el rango informado 

por distintos estudios sobre eucaliptos (Nunes y otros, 2010; Ohra-aho y otros, 2013; 

Ramadevi y otros, 2016; Henriksson, 2009). Los principales compuestos derivados de las 

unidades siringílicas fueron el 4-vinilsiringol, siringol y el 4-metilsiringol. Es interesante 

destacar que al igual que en el caso del switchgrass el 4-vinilguaiacol fue el compuesto 

más abundante de las unidades guaiacílicas (aunque en una abundancia relativa mucho 

menor). 

 

Figura 85. Cromatograma de los productos de pirólisis del eucalipto sin pretratar. 
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Tabla 15. Compuestos derivados de la pirólisis de eucalipto y su abundancia relativa (% del 
total de compuestos derivados de la lignina identificados). Origen G: unidades guaiacílicas, S: 
unidades siringílicas 

Compuesto 
Tiempo de 

retención (min) 
Origen 

Abundancia 
relativa (% lignina) 

Guaiacol 19,486 G 3,68 

Guaiacol, 4-metil 23,255 G 3,23 

Guaiacol, 4-vinil 28,163 G 6,70 

Siringol 30,064 S 18,36 

Isoeugenol (trans) 32,441 G 4,58 

Siringol, 4-metil 32,982 S 14,75 

Siringol, 4-vinil 37,021 S 22,45 

Siringol, 4-propenil (cis) 37,503 S 6,00 

Siringol, 4-propenil (trans) 38,953 S 2,74 

Siringaldehído 40,736 S 6,14 

Acetosiringona 43,422 S 3,09 

Coniferil alcohol (trans) 43,906 G 2,64 

Siringil acetona 44,604 S 2,71 

Sinapil alcohol  50,747 S 2,95 

 

3.3.2.2 Tratamiento de explosión por vapor de eucalipto 

Tamaño de partícula 

La distribución del largo de partícula luego de la molienda en molino de martillos y previo 

a ingresar en el equipo de explosión por vapor se muestra en la Figura 86, con el 70 % de 

los “pins” con largo de 2 a 12 mm. El espesor y ancho del pin fueron de 0,5 a 2 mm. Este 

tamaño fue adecuado para el trabajo en el equipo de explosión por vapor, manteniendo el 

tapón dinámico fluido. 
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Figura 86. Distribución del largo de partícula de eucalipto. 

Composición de la Fracción Sólida del material explotado 

La composición de la fracción sólida para los distintos puntos de explosión realizados 

para la biomasa de eucalipto puede observarse en la Tabla 16 y en la Figura 87. De forma 

similar a lo ocurrido en el pretratamiento del switchgrass, se puede observar que la 

fracción hemicelulósica es la primera en verse afectada, por lo que baja su porcentaje, 

aumentando las cantidades proporcionales de los otros compuestos. Evaluando los 

diagramas de Pareto (Figura 88) se puede observar que el efecto que más afectó a la 

hemicelulosa y la lignina fue la temperatura en el rango estudiado, positivamente para la 

lignina y negativamente para la hemicelulosa. En cambio, la celulosa se vio más afectada 

por la combinación de la temperatura y el tiempo de residencia, y en menor medida por 

la temperatura, en el rango y los puntos estudiados. En el caso del tiempo de residencia, 

afectó positivamente para la lignina y la celulosa, y negativamente para la hemicelulosa. 

Los puntos donde se observa mayor porcentaje en masa de celulosa (que es lo que se 

pretende conservar mayoritariamente para la hidrólisis enzimática y fermentación) son 

180 °C – 20 minutos y 200 °C – 10 minutos, sin diferencias significativas en el contenido 

de celulosa entre estos dos puntos. Sin embargo, se puede observar que el punto 180 °C 

– 20 minutos conservó mayor porcentaje de hemicelulosas, lo que indica una 

deconstrucción insuficiente de la biomasa, como se discutirá en el siguiente capítulo 

(CAPÍTULO 4. HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA (SACARIFICACIÓN) Y FERMENTACIÓN DE LA FRACCIÓN 

SÓLIDA LIGNOCELULÓSICA). Por otro lado, la disminución del contenido de celulosa para el 

punto de 200 °C – 20 minutos indica degradación excesiva de la celulosa. De todas 

formas, es interesante destacar que este punto de explosión contiene aún hemicelulosas 



 

153 
 

en el residuo sólido, pese a que ya existe degradación de celulosa. Este hecho quizás 

pueda ser explicado por la presencia de los complejos lignocelulósicos lignina-

hemicelulosa, cuya estabilidad es mayor que los propios enlaces glicosídicos β-1,4 

(Mosbech y otros, 2019; Yao y otros, 2018).  

Tabla 16. Composición del material sólido obtenido luego del pretratamiento con explosión 
por vapor de eucalipto en diferentes condiciones de temperatura y tiempo de residencia. 

Temperatura (°C) 

Tiempo de 

residencia 

(min) 

Factor de 

severidad 

Composición de la fracción sólida (% masa) 

Celulosa Hemicelulosa Lignina 

180 10 3.4 44,0  4,5 6,5  1,4 30,3  1,7 

180 20 3.7 54,5  3,2 5,4  0,3 35,2  3,6 

200 10 3.9 50,3  3,0 3,4  0,1 37,1  0,6 

200 20 4.3 45,4  3,8 2,6  0,2 43,3  3,6 

 

Figura 87. Composición del material sólido obtenido luego del pretratamiento con explosión por 

vapor de eucalipto en diferentes condiciones de temperatura y tiempo de residencia. Las letras 

próximas a las barras muestra diferencias significativas o no entre los distintos puntos (misma 

letra: no hay diferencias significativas). 
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Lignina

2 factors at two levels; MS Residual=4,872811

DV: Lignina

-,296106

5,744106

8,078394

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

1by2

(2)Tiempo

(1)Temperatura

 
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Celulosa

2 factors at two levels; MS Residual=13,37857

DV: Celulosa

-1,01322

2,094407

-5,70116

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

(1)Temperatura

(2)Tiempo

1by2

 
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Hemicelulosa

2 factors at two levels; MS Residual=,5288665

DV: Hemicelulosa

,6100761

-3,41364

-10,9148

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

1by2

(2)Tiempo

(1)Temperatura

 

Figura 88. Diagrama de Pareto de los efectos de la temperatura y el tiempo de residencia y sus 
interacciones en los contenidos de celulosa (A), hemicelulosa (B) y lignina (C) en el sólido 
obtenido luego de la explosión por vapor de eucalipto. 
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Espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR) 

En la Figura 89 se observan los espectros de las muestras pretratadas de eucalipto.  

 

Figura 89. Espectro FT-IR de las distintas muestras de eucalipto, sin pretratar y pretratadas. 
Cada espectro fue normalizado a 2907 cm-1. 

Se destaca la progresiva disminución de la intensidad de las bandas correspondientes a 

los picos a 1725 y 1234 cm-1 (señaladas en azul en la Figura 89). Estas bandas son debidas 

a los grupos acetilo, por lo que la desaparición de los picos indica que los grupos acetilo 

se hidrolizaron en las severidades altas de explosión por vapor. La banda del pico a 1588 

cm-1 (en rojo) se intensifica para las condiciones de mayor severidad de pretratamiento; 

este pico es debido a las unidades siringílicas de la lignina, por lo que un aumento de su 

intensidad puede explicarse por el aumento relativo de lignina en las muestras pretratadas, 

además de un mayor porcentaje de estas unidades en la lignina de eucalipto. Una 

explicación similar puede aplicarse al aumento de la intensidad de la banda del pico a 

1323 cm-1, también derivado de las unidades siringílicas de la lignina (en rojo en la Figura 

89). La banda del pico a 1428 cm-1 (en amarillo) correspondiente al solapamiento de 

señales debidas a la celulosa y a la lignina se va intensificando a mayor severidad de 

explosión, lo que podría ser explicado por un aumento relativo de estos dos componentes 

en el sólido explotado, en detrimento de las hemicelulosas. También a medida que se hace 

mayor la severidad de explosión por vapor, se observa la aparición de un pico más 

marcado a 1105 cm-1 (banda señalada en amarillo) que en la muestra sin pretratar se 

observa como un hombro sobre el pico a 1036 cm-1. Este pico también es atribuido a la 
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celulosa, que probablemente por el mayor contenido de hemicelulosas en la muestra sin 

pretratar se observa como una banda de absorción más ancha (Silva y otros, 2018). 

Permanecen las bandas correspondientes a los O-H (3341 cm-1), a los metilenos (2890 

cm-1) y al anillo de piranosa de la celulosa (1036 cm-1). 

Caracterización de la lignina de la fracción sólida explotada 

Los resultados del análisis de la caracterización mediante pirólisis de la lignina de los 

sólidos de eucalipto obtenidos luego del pretratamiento se pueden observar en la Tabla 

11. En el caso de eucalipto –a diferencia de switchgrass– son mayoritarias las unidades 

siringílicas y se puede observar cual fue su comportamiento en los distintos puntos de 

explosión. Mientras que la relación S/G en el eucalipto sin tratar era de 3,8, se observa 

que en la explosión por vapor a 180 °C y 10 minutos esta relación disminuyó a 2,8 (1,7 

para el eucalipto pretratado a 180 °C y 20 minutos). Esto implica que el pretratamiento 

despolimerizó prioritariamente a las unidades siringílicas. La menor capacidad de formar 

enlaces C-C de las unidades siringílicas frente a las unidades guaiacílicas podría explicar 

este comportamiento, en concordancia con otros trabajos (Davison y otros, 2006; Boudet 

y otros, 1998; Lourenço y otros, 2013). Sin embargo, al aumentar la temperatura de la 

explosión por vapor se observó un aumento de la relación S/G. Esto podría deberse a que 

hayan sucedido reacciones de re-condensación de las unidades siringílicas favorecidas 

por la temperatura (Zhang y otros, 2015; Troncoso-Ortega y otros, 2021). Por otra parte, 

como se observa en la Figura 90 el tiempo de residencia tiene un efecto negativo sobre 

esta relación (es decir, la relación disminuye a mayor tiempo), continuando con la ruptura 

predominante de unidades siringílicas frente a las guaiacílicas. 

Tabla 17 Contenidos de monolignoles respecto al total de la lignina. S= Siringilo; G= Guaiacilo; 
H=p-Hidroxifenilo 

Variables de pretratamiento Porcentaje del total de lignina (%)  

Temperatura (°C) 
Tiempo 

(min) 
S G H Relación S/G 

180 10 73,8 26,2 0 2,8 

180 20 63,1 36,9 0 1,7 

200 10 79,4 20,6 0 3,9 

200 20 70,2 29,8 0 2,4 
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Figura 90. Diagrama de Pareto de los efectos de la temperatura y el tiempo de residencia y sus 
interacciones en la relación S/G en el sólido obtenido luego de la explosión por vapor de 
eucalipto. 

En la Figura 91 se puede observar el cromatograma de los productos de pirólisis del 

eucalipto pretratado a 200 °C y 20 minutos, mientras que en la Tabla 18 se identifican los 

compuestos derivados de la lignina y su abundancia relativa en ese punto de explosión. 

Comparando con el eucalipto sin pretratar (Figura 85) se puede ver que el vinilsiringol 

disminuyó su abundancia relativa respecto al eucalipto sin pretratar (22,45 % a 9,57 %) 

(Tabla 15), mientras que el siringol aumentó su abundancia relativa en la lignina (de 

18,36 % a 25,11 %) indicando que dentro de las unidades siringílicas también existió 

preferencia en la despolimerización durante el pretratamiento por explosión por vapor. 
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Figura 91. Cromatograma de los productos de pirólisis del eucalipto pretratado a 200 °C y 20 
minutos. 

Tabla 18. Compuestos derivados de la pirólisis de eucalipto pretratado a 200 °C y 20 minutos y 
su abundancia relativa (% del total de compuestos derivados de la lignina identificados). 
Origen H: unidades p-hidroxifenílicas, G: unidades guaiacílicas, S: unidades siringílicas. 

Compuesto 
Tiempo de 
retención 

(min) 
Origen 

Abundancia 
relativa (% 

lignina) 

Guaiacol 19.572 G 8,36 

Guaiacol, 4-metil 23.293 G 5,35 

Guaiacol, 4-vinil 28.182 G 12,07 

Siringol 30.114 S 25,11 

Eugenol 32.434 G 2,03 

Siringil, 4-metil 33.013 S 17,81 

Vanillina 33.214 S 2,42 

Siringol, 4-etil 35.206 G 1,99 

Siringol, 4-vinil 36.984 S 9,57 

Siringol, 4-alil 37.486 S 2,69 

Siringaldehído 41.629 S 7,22 

Acetosiringona 43.435 S 3,08 

Propiosiringona 44.619 S 2,30 
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Microscopía electrónica 

De forma similar a lo observado para switchgrass, en las imágenes tomadas mediante 

microscopía electrónica de la biomasa pretratada de eucalipto también se puede observar 

que en la condición menos severa existe poca deconstrucción de la biomasa, 

manteniéndose estructuras de la fibra lignocelulósica que impiden un acceso homogéneo 

a las fibras de celulosa (Figura 92A). En contraste, en una condición intermedia de 

pretratamiento (Figura 92B), se observa a la mayoría de las fibras de celulosa en forma 

individual. Por último, en la condición de mayor severidad de pretratamiento (Figura 

92C) se observa un deterioro generalizado de las fibras, con fragmentos indistinguibles 

de celulosa y de lignina. 
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Figura 92. Imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica (SEM) de las muestras de 
eucalipto. (A) muestra pretratada en la condición menos severa, a 180 °C durante 10 minutos, 
(B) muestra pretratada en la condición de proceso menos severa, (C) muestra pretratada en la 
condición de proceso más severa. Imágenes tomadas con aumentos de 75x y 370x. 

 

(A) Eucalipto tratado a 180 °C – 10 minutos 

(B) Eucalipto tratado a 200 °C – 10 minutos 

(C) Eucalipto tratado a 200 °C – 20 minutos 
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Composición de la Fracción Líquida 

La composición de la fracción líquida de eucalipto obtenida luego de la explosión por 

vapor a distintas condiciones se puede ver en la Tabla 19. En la Figura 93 se puede 

observar comparativamente la concentración de los distintos azúcares según las 

condiciones de explosión. En primer lugar, la xilosa aumentó su concentración en los 

puntos de explosión de 180 °C – 20 minutos y 200 °C – 10 minutos, disminuyendo en el 

punto de explosión de 200 °C – 20 minutos. Este aumento de concentración está en 

concordancia con lo observado en la fracción sólida, donde el contenido de hemicelulosas 

disminuyó a medida que aumentó la severidad de explosión. La disminución final de 

xilosa se explica por la excesiva degradación de la xilosa formando furfural, como se 

observa en la Figura 94. La degradación de hemicelulosas también está indicada por el 

aumento progresivo de la concentración de ácido acético, que se encuentra esterificando 

al xilano. La aparición de glucosa y celobiosa en los puntos de 200 °C – 10 minutos y 200 

°C – 20 minutos es también un indicador de que tuvo lugar la hidrólisis parcial de la 

fracción celulósica del sólido, como también se observó en los valores de composición 

previamente discutidos. 

 

Tabla 19. Composición de la fracción líquida obtenida luego del pretratamiento de explosión 
por vapor de switchgrass en diferentes condiciones de temperatura y tiempo de residencia 

 

Fa
ct

o
r 

d
e

 

se
ve

ri
d

ad
  Composición de la fracción líquida (g/L) 

Temp. 

(ºC) 

Tiempo de 

residencia 

(min) 

Celobiosa Glucosa Xilosa 
Ácido 

fórmico 

Ácido 

acético 

5-

HMFa 

Furfur

al 

180 10 3.4 nd nd 
8,3  

0,4 

1,0  

0,5 

2,33  

0,04 
0,1 0,1 

180 20 3.7 nd nd 
16,8  

1,1 

0,8  

0,1 

4,74  

0,23 
0,3 0,4 

200 10 3.9 
1,70  

0,17 
1,5  0,3 

17,2  

1,0 

1,0  

0,1 

7,16  

0,49 
0,7 

0,9  

0,2 

200 20 4.3 
1,02  

0,17 
4,2  1,6 

9,7  

0,5 

1,5  

0,6 

9,94  

3,98 

1,5  

0,5 

1,5  

0,9 

nd: no detectado 

https://www-sciencedirect-com.proxy.timbo.org.uy/science/article/pii/S0961953418303477?via%3Dihub#tbl3fna
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Figura 93. Concentración de carbohidratos en la fracción líquida resultante de la explosión por 
vapor de eucalipto, según las condiciones de explosión. 

 
Figura 94. Concentración de ácidos orgánicos y productos de degradación en la fracción líquida 
resultante de la explosión por vapor de eucalipto, según las condiciones de explosión.  

Aguas de lavado 

La concentración de azúcares en las aguas de obtenidas luego de realizar el lavado sobre 

la fracción sólida se muestra en la Tabla 20. Como era de esperar, los compuestos 

derivados de las hemicelulosas (que pasaron a la fracción líquida) son los que se 

encuentran en mayor concentración, y dependiendo también de la severidad de la 
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explosión por vapor. En la explosión a 200 °C y 10 minutos se puede observar 2,46 g/L 

de xilosa en el primer lavado, 0,67 g/L en el segundo lavado y 0,32 g/l en el tercero. 

Considerando como fue llevado a cabo el lavado (5 a 1 relación agua a sólido, en masa) 

se puede estimar que en las aguas de lavado se “pierden” 17,25 g de xilosa por kg de 

sólido explotado (17,25 kg xilosa por tonelada).  

Tabla 20. Concentración de azúcares en las aguas de lavado (g/L). T= Temperatura, t= tiempo 
de residencia, Lav.= Lavado. 

  Celobiosa Glucosa Xilosa Arabinosa 

T 
(°C) 

t 
(min) 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

180 10 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 1,73 0,38 0,10 0,18 0,04 0,01 

180 20 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,00 1,88 0,40 0,09 0,00 0,00 0,00 

200 10 0,31 0,09 0,05 0,22 0,06 0,00 2,46 0,67 0,32 0,00 0,00 0,00 

200 20 0,16 0,05 0,02 0,46 0,13 0,00 1,50 0,43 0,13 0,00 0,00 0,00 

 

Por otra parte, en la Tabla 21 se observan las concentraciones de ácido fórmico, ácido 

acético, hidroximetilfurfural y furfural en las aguas de lavado. Como se puede observar, 

en cada lavado la concentración de los distintos compuestos fue disminuyendo, 

alcanzando valores mínimos en el último lavado. En el caso del ácido acético, se puede 

estimar que en el sólido quedaría una cantidad mínima de ácido y que seguir repitiendo 

lavados no sería eficiente ya que la remoción sería proporcionalmente cada vez menor. 

Tabla 21. Concentración de ácidos y productos de degradación en las aguas de lavado (g/L). T= 
Temperatura, t= tiempo de residencia, Lav.= Lavado 

  Ácido acético Ácido fórmico 5-HMF Furfural 

T 
(°C) 

t 
(min) 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

Lav. 
1 

Lav. 
2 

Lav. 
3 

180 10 0,56 0,18 0,11 0,07 0,00 0,00 0,09 0,02 0,00 0,06 0,03 0,02 

180 20 0,80 0,22 0,11 0,08 0,00 0,00 0,06 0,01 0,00 0,13 0,05 0,02 

200 10 1,11 0,38 0,21 0,13 0,02 0,00 0,14 0,05 0,02 0,23 0,11 0,06 

200 20 1,59 0,51 0,19 0,19 0,03 0,00 0,32 0,12 0,04 0,38 0,19 0,08 

 

Estas concentraciones observadas permiten por un lado apreciar el efecto del lavado de 

la fracción sólida y por otro indican que las aguas de lavado deberían recuperarse y ser 

aprovechadas.  
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3.4 Conclusiones 

El switchgrass tuvo menor contenido de celulosa (31,8 %) que el eucalipto (47,9 %). En 

cuanto a las hemicelulosas, el switchgrass tuvo mayor contenido que el eucalipto (25,0 % 

switchgrass y 16,0 % eucalipto), e igualmente mayor contenido de lignina (31,2 % 

switchgrass y 26,0 % eucalipto). El análisis mediante pirólisis permitió establecer la 

abundancia relativa de las distintas unidades de la lignina, siendo para switchgrass 

mayoritariamente unidades guaiacílicas, con unidades p-hidroxifenílicas y siringílicas en 

cantidades similares, mientras que para eucalipto fueron mayormente unidades 

siringílicas con unidades guaiacílicas en menor cantidad. Este estudio también permitió 

establecer como afectó la explosión por vapor a las distintas unidades que componían la 

biomasa. El análisis mediante FTIR permitió corroborar el efecto de la explosión por 

vapor sobre la celulosa, hemicelulosa y lignina, aunque la complejidad de la matriz puede 

eclipsar alguna información extraíble directamente del espectro. El análisis mediante 

Resonancia Magnética Nuclear podría aportar información relevante sobre los distintos 

enlaces en la matriz lignocelulósica. 

El pretratamiento de las dos biomasas en el equipo de explosión continuo a escala pre-

piloto permitió obtener distintas fracciones sólidas con contenidos de celulosa, 

hemicelulosa y lignina relacionados con la severidad del pretratamiento, siendo la 

temperatura el parámetro que más influyó en los rangos estudiados. Para las dos biomasas 

se observó una mayor deconstrucción de la biomasa con menor degradación de celulosa 

a 200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia. 

Por otra parte, la eliminación total de las hemicelulosas no solo no fue necesaria, sino que 

fue perjudicial para el proceso, ya que severidades mayores degradaron la celulosa 

necesaria para la fermentación (reduciendo el rendimiento a partir de la biomasa original) 

y además generando compuestos tóxicos o inhibitorios que se solubilizaron en la fracción 

líquida. 
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CAPÍTULO 4. HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA (SACARIFICACIÓN) Y 

FERMENTACIÓN DE LA FRACCIÓN SÓLIDA LIGNOCELULÓSICA 
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4.1 Introducción 

El pretratamiento aplicado a la biomasa afecta la accesibilidad de las enzimas durante la 

hidrólisis enzimática, por lo que en este capítulo se estudió la hidrólisis enzimática 

necesaria para luego realizar la fermentación para producir bioetanol. También se 

investigó la sacarificación y fermentación simultáneas y como afectaron las variables de 

carga enzimática y carga de sólidos, en particular sobre uno de los puntos de explosión 

para las dos biomasas.  

4.2 Materiales y métodos 

4.2.1 Hidrólisis enzimática (sacarificación) 

La sacarificación enzimática fue realizada para todos los sólidos obtenidos luego del 

pretratamiento de explosión por vapor. En el caso de switchgrass, los ensayos también 

fueron realizados usando la muestra sin pretratar. Además, como control positivo se 

realizó la hidrólisis enzimática sobre una muestra comercial de pulpa de celulosa Kraft 

de UPM. Para las reacciones, la biomasa (2 % m/v) fue mezclada con 100 mL de buffer 

de citrato de sodio (pH 4.8) en matraces Erlenmeyer. Luego, se agregaron las enzimas 

(Cellulase Enzyme Blend, Sigma Aldrich código SAE0020) en cantidad de 50 FPU/g de 

biomasa. Los experimentos fueron mantenidos en una incubadora a 50 °C y 200 rpm por 

96 horas. Al final de la sacarificación, las muestras fueron centrifugadas (15000 rpm, 10 

min) y se determinó el contenido de azúcares según NREL (Resch, Baker y Decker, 

2015). Todos los experimentos fueron realizados por duplicado.  

El rendimiento de sacarificación se calculó según la siguiente ecuación: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%) =
([𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎]𝑓 − [𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎]𝑖) × 𝑉

𝑚𝑏 × 𝑓𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 × 1.111
× 100 

Donde [Glucosa]f es la concentración de glucosa al final de la hidrólisis (g/L); [Glucosa]i 

es la concentración de glucosa inicial debido a la solución en la que se encontraban las 

enzimas, contenía glucosa (g/L); V es el volumen de sacarificación (L); mb es la biomasa 

seca sometida a hidrólisis (g); fcelulosa es la fracción de celulosa en la biomasa seca (g/g); 

y 1.111 es el factor de conversión de celulosa a equivalentes de glucosa.  
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4.2.2 Fermentación 

El hidrolizado enzimático obtenido en 4.2.1 se centrifugó a 15000 g y 5 ºC durante 10 

minutos. Se separó el sobrenadante (aproximadamente 50 mL) y se colocó en matraces 

de 125 mL. A cada uno se le agregó extracto de levadura, (NH4)2HPO4 y MgSO4.7H2O 

para obtener concentraciones en los matraces de 1,5 g/L, 5 g/L y 0,5 g/L, respectivamente. 

Se esterilizó a 121ºC durante 15 min. Se inoculó con 1 mL de Saccharomyces cerevisiae 

Thermosacc Dry (Lallemand) con 1x107 células/mL. La fermentación se llevó a cabo 

36°C y 110 rpm durante 48 h en incubadora INNOVA 44 R (New Brunswick). Se 

determinó glucosa y etanol según NREL 42623. 

El rendimiento de etanol se calculó según la siguiente fórmula: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
[𝐸𝑡𝑂𝐻]𝑓

0,51 × [𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎]𝑖
 

Donde [EtOH]f es la concentración final de etanol obtenido en la fermentación (g/L); 

[Glucosa]i es la concentración de glucosa al inicio de la fermentación y 0,51 es el factor 

de conversión de glucosa a etanol basado en la estequiometría bioquímica de la levadura. 

El rendimiento global de la sacarificación y fermentación separadas (SHF) fue calculado 

según: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑔𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙 𝑆𝐻𝐹 (%)

=
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝐻𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%) × 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%)

100
 

4.2.3 Sacarificación y Fermentación Simultáneas (SSF) 

Se realizaron pruebas de sacarificación y fermentación simultáneas para las dos biomasas 

pretratadas con explosión por vapor a 200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia. Se 

probaron dos condiciones de carga de sólidos (2 % y 10 %) y dos cargas enzimáticas (25 

FPU/g biomasa y 50 FPU/g biomasa) en un diseño factorial de 22.  

En viales de 10 mL a la biomasa pretratada de switchgrass o eucalipto correspondiente a 

cada experimento se le agregaron 7 mL de buffer citrato pH 4.8 conteniendo 1.5 g/L de 

extracto de levadura, 1.5 g/L extracto de malta, 5.0 g/L de (NH4)2HPO4 y 0.5 g/L de 

(MgSO4•7H2O), 2 mL de la solución correspondiente de celulasa (Cellulase Enzyme 

Blend Sigma Aldrich SAE0020), y 1 mL de inóculo de S. cerevisiae con una 
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concentración tal para que la concentración inicial en el vial de sacarificación y 

fermentación fuera 1x108 levaduras/mL. Los viales fueron tapados con tapones y 

precintos. La SSF fue realizada a 38 °C y 150 rpm en una incubadora INNOVA 44 R 

(New Brunswick). Se tomaron muestras (retirándose el vial) a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 

horas. A las 8 horas se introdujo una aguja de jeringa para retirar el dióxido de carbono 

liberado por la fermentación (Figura 95). En cada punto se determinó la concentración de 

etanol, glucosa, xilosa y ácido acético. 

  

Figura 95. Viales en incubadora para la sacarificación y fermentación simultáneas (izquierda: 
condiciones iniciales; derecha: con agujas colocadas a las 8 horas) 

El rendimiento de fermentación respecto a la celulosa presente en la biomasa pretratada 

se calculó según la siguiente ecuación: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑆𝑆𝐹 (%) =
[𝐸𝑡𝑂𝐻]𝑡

0,51 ×
𝑚𝑠

𝑉
× 𝑓𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 × 1.111

× 100 

Donde [EtOH]t es la concentración de etanol al tiempo t menos el etanol producido a 

partir de la solución de las enzimas (g/L); ms es la masa seca puesta a fermentar (g); V es 

el volumen de fermentación (L); fcelulosa es la fracción de celulosa en la biomasa seca (g/g); 

0.51 es el factor de conversión de glucosa a etanol basado en la estequiometría bioquímica 

de la levadura; 1.111 es el factor de conversión de celulosa a equivalentes de glucosa.  

4.3 Resultados y discusión 

4.3.1 Switchgrass 

4.3.1.1 Hidrólisis enzimática (sacarificación) 

En este estudio, la fracción sólida obtenida para todas las condiciones de pretratamiento 

se sometió a hidrólisis enzimática con el fin de liberar glucosa para su uso posterior en el 

proceso de fermentación. La Tabla 22 muestra el rendimiento de sacarificación obtenido 

para cada muestra.  
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Tabla 22. Rendimiento de sacarificación obtenido de las distintas muestras pretratadas 

de switchgrass, junto con una muestra sin pretratar y una muestra de celulosa comercial 

como control positivo. 

Corrida 

Variables de pretratamiento (valores 
originales y (codificados)) Factor de 

Severidad 
Rendimiento 
Hidrólisis (%) Temperatura 

(ºC) 
Tiempo de 

residencia (min) 

1 170 (−1) 5 (−1) 2,76 19,8 ± 0,8 

2 170 (−1) 10 (0) 3,06 26,3 ± 1,1 

3 185 (0) 5 (−1) 3,20 50,6 ± 2,0 

4 170 (−1) 15 (+1) 3,24 21,6 ± 0,9 

5 185 (0) 10 (0) 3,50 73,0 ± 2,9 

6 185 (0) 10 (0) 3,50 53,1 ± 2,1 

7 185 (0) 10 (0) 3,50 64,9 ± 2,6 

8 200 (+1) 5 (−1) 3,64 71,3 ± 2,9 

9 185 (0) 15 (+1) 3,68 64,0 ± 2,6 

10 200 (+1) 10 (0) 3,94 88,3 ± 3,5 

11 200 (+1) 15 (+1) 4,12 72,5 ± 2,9 

Switchgrass sin pretratar  0,0 

Pulpa de celulosa comercial  84,8 ± 1,4 

 

Este rendimiento varió fuertemente según la muestra utilizada (de 19,8 a 88,3 %), 

confirmando que las condiciones utilizadas para el pretratamiento tuvieron gran 

influencia en la etapa posterior de hidrólisis enzimática de celulosa para la obtención de 

glucosa. En general, los resultados de los rendimientos de hidrólisis fueron mejores 

cuando se utilizaron sólidos pretratados con los valores más altos de severidad.  

El análisis estadístico de estos datos reveló que la temperatura utilizada durante el 

pretratamiento tuvo el efecto más significativo en esta respuesta (Figura 96), confirmando 

que los sólidos obtenidos por explosión de vapor en las condiciones de temperatura más 

alta contenían más celulosa en la composición y a su vez tales fibras estaban más 

disponibles para la acción de las enzimas hidrolíticas (Capítulo 3, 3.3.1.2). 
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Hidrolisis enzimática
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Figura 96. Diagrama de Pareto de los efectos de la temperatura y el tiempo de residencia 

y sus interacciones en el rendimiento de sacarificación obtenido usando las fracciones 

sólidas de switchgrass pretratado.  

Aunque el objetivo de este estudio no fue la optimización de las condiciones utilizadas 

para la hidrólisis enzimática, es interesante destacar algunos aspectos. Como se observa 

en la Tabla 22, también se realizó el ensayo de sacarificación sobre una muestra de 

celulosa comercial y sobre la muestra de switchgrass sin pretratar. En el primer caso se 

obtuvo un rendimiento de hidrólisis 84,7 %, mientras que en el caso de la muestra sin 

pretratar directamente no hubo acción de las enzimas, por lo que el rendimiento fue 0 %. 

Los rendimientos de estas muestras permiten dimensionar la magnitud de los valores 

obtenidos y del efecto del pretratamiento de explosión por vapor sobre los rendimientos 

de hidrólisis enzimática. Como puede observarse en la Tabla 22, en el caso de la muestra 

pretratada a 200 °C durante 10 minutos tiempo de residencia (factor de severidad 3,94) 

fue posible obtener un rendimiento de sacarificación similar al que se logra cuando se usa 

una muestra pura de celulosa. Estos resultados son de gran relevancia y demuestran que 

fue posible obtener un sólido pretratado con buenas características (alta digestibilidad) 

para su uso en el proceso de sacarificación. Además, al tener en cuenta la composición 

del sólido obtenido en estas condiciones de pretratamiento, es decir 49,1 % de celulosa, 

5,1 % de hemicelulosa y 45,3 % de lignina (Tabla 10, Capítulo 3) es posible concluir que 

no es necesario remover toda la hemicelulosa y lignina de la estructura de la biomasa para 

lograr resultados eficientes de sacarificación. Como se puede observar, este sólido 

contiene baja cantidad de hemicelulosa y alta cantidad de lignina en la composición (45 % 

m/m), revelando que la presencia de lignina no es perjudicial para el rendimiento de 
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sacarificación, sino que los complejos lignocelulósicos (LCC por sus siglas en inglés), 

junto con la naturaleza de la hemicelulosa y lignina residual son factores más importantes 

que afectan la sacarificación (Mussatto y otros, 2008; Rollin y otros, 2011; Jiang y otros, 

2018).  

En el gráfico de líneas de contorno de la Figura 97 se puede ver confirmada la obtención 

de los mayores rendimientos de sacarificación para la temperatura más alta (200 °C). En 

particular, con el tiempo de residencia de 10 minutos se obtuvieron los rendimientos 

mayores. Realizando el análisis de varianza de los datos experimentales y eliminando las 

variables con la menor significancia en las respuestas, se puede obtener la siguiente 

ecuación de modelo que permite predecir el rendimiento de sacarificación o hidrólisis:  

Rendimiento de Hidrólisis (%) = – 1993 + 20,36T – 0,05T2 – 0,02t2 (R2 = 0.90) 

Para esta ecuación, T es la temperatura y t es el tiempo de residencia en el rango de valores 

estudiados. 

 

 

Figura 97. Gráfico de líneas de contorno representando el rendimiento de sacarificación 

del switchgrass pretratado con explosión por vapor a las diferentes condiciones de 

temperatura y tiempo de residencia (valores codificados) 
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Estos resultados implican un aspecto muy importante desde un punto de vista económico, 

ya que evita el uso de condiciones de pretratamiento más severas (temperatura más alta 

y/o adición de productos químicos, o incluso un paso de pretratamiento adicional) para 

eliminar la fracción de lignina de la biomasa. 

4.3.1.2 Fermentación 

Se procedió a la fermentación de puntos seleccionados de la sacarificación enzimática 

previamente realizada (con sólidos al 2 % m/m), descartándose los puntos de explosión a 

170 °C, ya que presentaban valores muy bajos de sacarificación. Como se puede observar 

en la Tabla 23 y en la Figura 98 no existió diferencia significativa entre los rendimientos 

de fermentación de la glucosa liberada por la hidrólisis enzimática de las biomasas 

pretratadas a distintas condiciones de temperatura y tiempo de residencia. Sin embargo, 

debe notarse que en el punto de sacarificación de 200 °C y 15 minutos de tiempo de 

residencia existió una disminución apreciable en el rendimiento de fermentación. Este 

aspecto podría explicarse por la liberación durante la hidrólisis enzimática de compuestos 

fenólicos derivados de lignina, probablemente por la ruptura de los complejos 

lignocelulósicos. Estos compuestos fenólicos pueden haber afectado la levadura 

distorsionando la membrana celular. 

Tabla 23. Fermentación del hidrolizado enzimático de switchgrass pretratado por explosión por 
vapor a distintas condiciones. 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo de 
residencia 
(minutos) 

Concentración 
final etanol 

(g/L) 

Rendimiento 
fermentación 

(%) 

Rendimiento 
global (%) 

185 5 1,3  0,1 74,8  3,7 37,8 

185 10 2,5  0,3 76,0  3,8 48,4 

185 15 3,4  0,3 73,9  3,6 47,3 

200 5 3,1  0,3 71,5  3,5 51,0 

200 10 4,8  0,5 76,5  3,8 67,6 

200 15 4,2  0,4 66,8  3,3 48,4 
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Figura 98. Rendimiento de la fermentación del hidrolizado enzimático de switchgrass y 
concentración final de etanol alcanzada 

En el mismo sentido que en la hidrólisis enzimática previamente discutida, este estudio 

no apuntó a la optimización de las condiciones de fermentación sino a verificar la 

producción de etanol a partir del hidrolizado enzimático. El rendimiento de fermentación 

del punto de explosión de 200 °C y 10 minutos tiempo de residencia (76,5 %) se encuentra 

por debajo del 90 % de rendimiento que en general se obtiene en la industria del etanol 

como combustible con Saccharomyces cerevisiae (Vázquez y Dacosta, 2007; Dien, 

2010). Si se considera que el máximo teórico de etanol que se puede producir por gramo 

de glucosa es 0,51 gramos (o a partir de celulosa 0,57 gramos), el rendimiento global del 

punto de explosión por vapor previamente considerado (67,6 %, Tabla 23) indica que se 

obtuvieron 0,39 g etanol/g celulosa. Tomando en cuenta la correspondiente fracción de 

celulosa para ese punto (200 °C y 10 minutos), es posible afirmar que se obtuvieron 

aproximadamente 0,19 gramos de etanol por gramo de biomasa pretratada. Aunque la 

comparación con otros estudios no es directa (dependiendo del contenido de celulosa de 

la fracción estudiada, pretratamiento y levadura utilizada, etc), este valor de etanol 

producido puede compararse con otros estudios (Antunes y otros, 2021; Gonçalves, 

Sanjinez-Argandona y Fonseca, 2013; Wu y otros, 2018). Mientras Antunes y otros, 

(2021) obtuvieron rendimientos máximos de 0,46 g etanol/g celulosa en switchgrass 

pretratado, Wu y otros (2018) informaron 0,19 g etanol/g switchgrass utilizando 

pretratamiento de explosión por vapor con remojo previo en 1 % m/m de ácido fosfórico. 

Por otra parte, en la revisión realizada por Gonçalves, Sanjinez-Argandona y Fonseca 
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(2013) encontraron rendimientos de 0,30 a 0,49 g etanol/g celulosa para distintas 

biomasas lignocelulósicas. 

4.3.1.3 Sacarificación y Fermentación simultáneas (SSF) 

Las sacarificaciones y fermentaciones simultáneas fueron ensayadas para el switchgrass 

pretratado por explosión por vapor a 200 °C y 10 minutos tiempo de residencia. Este 

punto fue el seleccionado para este estudio debido a que fue el que tuvo mayor contenido 

de celulosa en la fracción sólida y menor concentración de compuestos de degradación 

en la fracción líquida (y por lo tanto menor deterioro de la fracción celulósica) (Capítulo 

3), además de mayor rendimiento de sacarificación. Estos ensayos se realizaron variando 

la carga de sólidos en dos niveles (2 % y 10 % m/m) y la carga enzimática también en 

dos niveles (25 FPU/g biomasa y 50 FPU/g biomasa). Los experimentos con menor carga 

de sólidos (2 % m/m) fueron identificados como Condición 1 y 2, con carga enzimática 

de 25 y 50 FPU/g biomasa, respectivamente. Los experimentos con la mayor carga de 

sólidos (10 % m/m) fueron identificados como Condición 3 y 4, con 25 y 50 FPU/g 

biomasa de carga enzimática, respectivamente. 

Los rendimientos de la sacarificación y fermentación simultáneas de switchgrass fueron 

altos (próximos al 90 %) para las distintas combinaciones de carga de sólidos y carga 

enzimática (Tabla 24), y el análisis estadístico demostró que no hay diferencias 

significativas en este aspecto. Esto implica que, en términos de eficiencia de recursos, es 

posible una buena hidrólisis enzimática utilizando una baja carga enzimática (25 FPU/g 

de biomasa), junto con una alta carga de sólidos.  

Tabla 24. Concentración de etanol a las 96 horas y el rendimiento de fermentación para 
switchgrass en el proceso SSF 

Condición Carga de sólidos (%) 
Carga enzimática 
(FPU/g biomasa) 

Etanol (g/L) 
Rendimiento de 

fermentación (%) 

1 2 25 5,85 ± 0,27  90,0 ± 3,6 

2 2 50 5,97 ± 0,16 90,4 ± 3,9 

3 10 25 29,03 ± 0,12 89,7 ± 0,8 

4 10 50 28,58 ± 1,64  88,1 ± 5,2 

Respecto a los perfiles de fermentación para los experimentos con baja carga de sólidos 

(condiciones 1 y 2, carga de sólidos de 2 % y 25 y 50 FPU/g biomasa) (Figura 99), ambas 

SSF presentan comportamientos similares con aspectos a destacar. En particular, las dos 
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presentaron disminución de la concentración de etanol a las 48 respecto a las 24 horas, 

para luego volver a aumentar a las 72 horas. Sumado a esto, se observó una importante 

producción de ácido acético alcanzando valores próximos a 8 g/L con un aumento 

importante a las 48 horas. La xilosa se mantuvo en valores bajos, menores a 0.5 g/L, lo 

que indica que este ácido acético no provino de las hemicelulosas presentes en la biomasa 

pretratada. La producción de ácido acético también ha sido informada por (Pessani y 

otros, 2011), aunque utilizando una levadura distinta (Kluyveromyces marxianus). Estos 

autores obtuvieron menor producción de ácido acético a menor temperatura (37 °C); sin 

embargo, en los experimentos de esta tesis, la menor producción de ácido acético se vio 

influenciada por la carga de sólidos. Como se observa en la Figura 100, en las condiciones 

de mayor carga de sólidos hubo significativamente menor producción de ácido acético. 

Si bien no puede descartarse completamente un efecto puntual, es llamativo que el efecto 

de disminución de concentración de etanol a las 48 horas no se haya repetido en las 

condiciones de alta carga de sólidos. La baja de la concentración de etanol a las 48 horas 

para estas dos condiciones puede haberse debido la baja concentración de glucosa para 

ser utilizada por la levadura, por lo que la levadura podría haber adaptado su metabolismo 

utilizando el etanol presente como fuente de carbono, en concordancia con el trabajo 

presentado por Gasmi y otros (2014). Finalmente, la glucosa a las 96 horas tuvo una 

concentración de 2.8 g/L para el experimento con menor carga enzimática (condición 1) 

y 2.4 g/L para el experimento con mayor carga enzimática (condición 2), siendo esta 

diferencia no significativa.  
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Figura 99. Perfil de sacarificación y fermentación simultáneas de switchgrass pretratado a 200 
°C y 10 minutos, con 2 % carga de sólidos, 25 FPU/g biomasa (Condición 1) y 50 FPU/g biomasa 
(Condición 2) 

Por otra parte, observando los perfiles de fermentación para las condiciones con mayor 

carga de sólidos (10 %) (Figura 100) se puede observar que si bien presentaron perfiles 

similares entre sí, estos son claramente diferentes a los de las condiciones con menor 

carga de sólidos. Como se observa en la Figura 100 la producción de etanol comenzó 

luego de las 12 horas. Esto podría ser explicado por una menor accesibilidad inicial de 

las enzimas al sólido, coincidiendo con otros estudios para alta carga de sólidos (McIntosh 

y otros, 2017; Romaní, Garrote y Parajó, 2012). Por otro lado, el etanol no disminuyó a 

las 48 horas de fermentación como en las condiciones de baja carga de sólidos, aunque 
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claramente se observa un estancamiento de la producción de etanol en este punto, 

manteniéndose en valores prácticamente similares a los de las 24 horas de fermentación, 

para luego registrarse un aumento en la concentración de etanol a las 72 horas.  

 
Figura 100. Perfil de sacarificación y fermentación simultáneas de switchgrass pretratado a 200 
°C y 10 minutos, con 10 % carga de sólidos, 25 FPU/g biomasa (Condición 3) y 50 FPU/g 
biomasa (Condición 4) 

Probablemente, este comportamiento puede explicarse por el cambio en las 

concentraciones de glucosa presente en el medio (en gran cantidad a las 12 horas de 

proceso, consumiéndose rápidamente para luego encontrarse en baja concentración). La 

escasez de glucosa luego de las 12 horas podría haber llevado a una readaptación a las 

condiciones de estrés por parte de la levadura, retomando la producción de etanol luego. 
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En el caso del ácido acético, la concentración fue aumentando progresivamente desde 0,3 

g/L a las 12 horas a 1,8 g/L a las 96 horas cuando la fermentación fue llevada cabo con 

alta carga de sólidos y baja carga enzimática (condición 3), mientras que para esa misma 

carga de sólidos y alta carga enzimática aumentó de 0,3 g/L a 2,4 g/L, siendo esta 

diferencia final entre las dos condiciones no significativa. En el caso de la xilosa, la 

concentración aumentó de 0,5 y 0,6 g/L a las 12 horas de fermentación, a 1,6 y 1,7 g/L a 

las 96 horas para las condiciones de alta cargas de sólidos. Esta concentración final de 

xilosa fue aproximadamente cinco veces mayor que la concentración de xilosa para las 

condiciones de baja carga de sólidos. Considerando un aumento en cinco veces de la carga 

de sólidos, este aumento en la concentración de xilosa fue coherente con lo esperado, 

indicando que hubo una hidrólisis enzimática de la hemicelulosa pero sin consumirse. La 

glucosa tuvo un máximo de concentración a las 12 horas, llegando a 8,5 g/L en el 

experimento con baja carga enzimática (condición 3) y 15,1 g/L en el experimento con 

alta carga enzimática (condición 4), disminuyendo luego y manteniéndose en el entorno 

de 1,0 a 1,3 g/L para las dos condiciones. La diferencia a las 12 horas indica que la mayor 

carga enzimática tuvo un efecto en las condiciones iniciales liberando más glucosa. Sin 

embargo, la producción de etanol a las 24 horas fue prácticamente igual para los dos 

experimentos. Esto podría indicar que el proceso limitante en estas condiciones fue la 

capacidad fermentativa de la levadura y no por la disponibilidad de glucosa en el medio. 

Microscopía electrónica de barrido de las muestras luego de la SSF  

En la Figura 101 se puede observar en distintos aumentos como quedó el switchgrass 

luego de la sacarificación y fermentación simultánea de las biomasas pretratadas con 

explosión por vapor a 200 °C y 10 minutos. Se puede observar que las fibras celulósicas 

que se encontraban presentes en las Figura 83 fueron degradadas, observándose 

estructuras amorfas correspondientes a la lignina. 
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Figura 101. Microscopía electrónica de barrido de las muestras luego de la sacarificación y 

fermentación simultáneas de switchgrass pretratado a 200 °C y 10 minutos. 
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Espectroscopía Infrarroja de los residuos pos-Sacarificación y Fermentación Simultáneas 

En la Figura 102 se observa el espectro FTIR del residuo de switchgrass luego de la SSF 

con alta carga de sólidos.  

 

Figura 102. Espectro infrarrojo del residuo sólido luego de la SSF con 10 % carga de sólidos de 
switchgrass. 

Se observan las bandas características de muestras lignocelulósicas pretratadas sometidas 

a sacarificación y fermentación simultáneas, como han sido informadas en otros trabajos 

(Althuri y Banerjee, 2019). Como en todas las muestras lignocelulósicas, se sigue 

observando la banda del pico a 3340 cm-1 que corresponde al estiramiento de los OH, 

debidos particularmente en este caso a los grupos fenólicos de la lignina. Se debe 

considerar la presencia de celulosa residual, evidenciada por dos bandas. Comparando 

con los espectros infrarrojos de las muestras pretratadas (Capítulo 3, Figura 80), se 

observa aún presente –aunque con baja intensidad– la banda a 2954 cm-1, que se atribuye 

al estiramiento de los enlaces de los metilenos de la celulosa y hemicelulosa. La presencia 

de esta banda implica la presencia aún de celulosa o hemicelulosa. Sumado a esto, se 

observan las bandas a 1106 y 1044 cm-1 que se deben a la absorción de los enlaces del 

anillo de piranosa de la celulosa, confirmando que aún había celulosa en el residuo luego 

de la SSF. Debe destacarse la desaparición de la banda en el entorno de los 1724 cm-1 que 

era debido a los grupos acetilo (o enlace éster del ácido p-cumárico), lo que implica que 

el residuo luego de la SSF ya no poseía estos grupos. 
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La notoria banda a 1625 cm-1 debida a los anillos aromáticos de la lignina (Althuri y otros, 

2018) no era identificable en el switchgrass sin tratar (Capítulo 3, Figura 75). Una posible 

explicación es que esta banda se corresponda con la que se veía a 1598 cm-1 en el 

switchgrass sin tratar, y que haya ocurrido un corrimiento (shift) de esta señal. Mayor 

acoplamiento de los anillos aromáticos de la lignina (mayor interacción π-π) puede 

producir un corrimiento de la señal hacia números de onda mayores (Si y otros, 2018). 

En el switchgrass pretratado y luego de la SSF existe menor interferencia de otras 

moléculas con la lignina, por lo que puede haber existido este acoplamiento de los anillos 

aromáticos y generado este corrimiento. Los enlaces de la lignina también son 

responsables de las bandas a 1511, 1447, 1319 y 1213 cm-1. La banda a 1322 cm-1 se 

atribuye a las unidades siringílicas (Xu, Yu y otros, 2013), por lo que su baja intensidad 

es coherente con el bajo porcentaje de unidades siringílicas para esta biomasa. 

4.3.2 Eucalipto 

4.3.2.1 Hidrólisis enzimática (sacarificación) 

En la sacarificación de eucalipto (Tabla 25) se puede observar que los puntos de baja 

severidad correspondientes a la temperatura de 180 °C –tanto el de tiempo de residencia 

de 10 minutos como el de 20 minutos de residencia- presentan bajos rendimientos. Como 

fue discutido en el capítulo anterior, pese a presentar el mayor porcentaje de celulosa, la 

presencia de hemicelulosas indicaba baja deconstrucción de la biomasa lignocelulósica 

para estos puntos de explosión por vapor, lo que se ve reflejado en los bajos valores de 

rendimiento de hidrólisis. 

Tabla 25. Rendimiento de hidrólisis enzimática obtenido de las distintas muestras pretratadas 
de eucalipto. 

Temperatura (ºC) Tiempo de residencia (min) Factor de Severidad Rendimiento hidrólisis (%) 

180 10 3.36 24.1 ± 2.5 

180 20 3.66 44.7 ± 6.0 

200 10 3.94 90.2 ± 0.8 

200 20 4.25 91.9 a 100  

 

4.3.2.2 Fermentación 

En el caso de la fermentación del hidrolizado luego de la sacarificación enzimática de las 

distintas condiciones de explosión (Tabla 26), se puede observar que la fermentación del 
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sacarificado del punto de 180 °C y 10 minutos no generó etanol. Este resultado se puede 

deber a la baja concentración inicial de glucosa en este hidrolizado, resultando más difícil 

la fermentación de las levaduras. Por otra parte, también debe considerarse la posibilidad 

de que la levadura haya conseguido fermentar la baja glucosa presente, pero al consumir 

toda la glucosa haya utilizado al etanol como fuente de carbono para su metabolismo 

(Gasmi y otros, 2014).  

Tabla 26. Fermentación del hidrolizado enzimático de eucalipto pretratado por explosión por 
vapor a distintas condiciones y luego hidrolizado enzimáticamente. 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo de 
residencia 
(minutos) 

Concentración 
final etanol 

(g/L) 

Rendimiento 
fermentación 

(%) 

Rendimiento 
global (%) 

180 10 0 0 0 

180 20 1,4 ± 0,1 57,0 ± 2,8 25,5 ± 1,3 

200 10 3,4 ± 0,2 77,4 ± 3,9 69,8 ± 3,5 

200 20 3,1 ± 0,2 86,0 ± 4,3 79,0 ± 4,0 

 

En el caso del otro punto de explosión a 180 °C (tiempo de residencia 20 minutos) la 

fermentación tuvo un rendimiento de 57 %. Este bajo rendimiento de fermentación puede 

haberse debido a la baja concentración de glucosa en este hidrolizado. La levadura pudo 

fermentar glucosa por arriba de determinada concentración, pero cuando esta se hizo 

mínima ya no pudo seguir fermentando. Para los puntos de explosión a 200 °C, los valores 

de rendimiento de fermentación resultaron similares a los obtenidos para switchgrass.  

Sin embargo, en la fermentación del eucalipto pretratado a 200 °C y 20 minutos presentó 

mayor rendimiento de fermentación que a 200 °C y 10 minutos. En este caso, la 

suposición realizada en el caso del switchgrass pretratado a 200 °C y 15 minutos no 

explicaría este comportamiento (los compuestos fenólicos que se puedan haber liberado 

durante la hidrólisis enzimática no afectaron a la levadura). Una explicación posible sería 

que la lignina de eucalipto pretratado a 200 °C y 20 minutos haya sufrido mayor 

recondensación, por lo que se liberaron menos compuestos fenólicos. Por otra parte, este 

punto de explosión es el que tenía menor cantidad de hemicelulosa en la fracción sólida 

(2,6 %, Tabla 16). Como fue dicho, las enzimas celulolíticas no están compuestas 

solamente por celulasas, sino que también existe presencia de hemicelulasas. Dentro de 

las hemicelulasas, se encuentran aquellas que hidrolizan los acetilos que ramifican al 
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xilano. En el punto de 200 °C y 20 minutos, la menor cantidad de hemicelulosa puede 

haber resultado en menor liberación de ácido acético al medio líquido durante la hidrólisis 

enzimática. El ácido acético puede haber tenido un doble rol dependiendo del punto de 

explosión afectando la fermentación: por un lado, inhibiendo levemente a la levadura en 

el caso del punto de explosión a 200 °C y 10 minutos, pero funcionando como un inductor 

del metabolismo fermentativo en el caso del punto 200 °C y 20 minutos, por su bajo nivel, 

ingresando en el ciclo TCA (o ciclo del ácido cítrico) de la levadura (Yang y otros, 2016; 

Giannattasio y otros, 2013) . 

 

4.3.2.3 Sacarificación y Fermentación simultáneas (SSF) 

En el caso del eucalipto, las sacarificaciones y fermentaciones simultáneas también 

fueron ensayadas para el punto de explosión de 200 °C y 10 minutos tiempo de residencia. 

Los ensayos se realizaron igual a la SSF de switchgrass: variando la carga de sólidos en 

dos niveles (2 % y 10 % m/m) y la carga enzimática en dos niveles (25 FPU/g biomasa y 

50 FPU/g biomasa). Los experimentos con menor carga de sólidos (2 % m/m) fueron 

identificados como Condición 1 y 2, con carga enzimática de 25 y 50 FPU/g biomasa, 

respectivamente. Los experimentos con la mayor carga de sólidos (10 % m/m) fueron 

identificados como Condición 3 y 4, con 25 y 50 FPU/g biomasa de carga enzimática, 

respectivamente. 

De forma similar a lo observado para switchgrass, en el caso de eucalipto se obtuvieron 

rendimientos globales de producción de bioetanol mayores realizando la sacarificación y 

fermentación simultáneas frente a la sacarificación y fermentación separadas (Tabla 27). 

Asimismo, no existieron diferencias significativas entre las distintas cargas de sólidos y 

cargas enzimáticas respecto al rendimiento final en la producción de bioetanol.  

Tabla 27. Concentración final de etanol y el rendimiento de fermentación para eucalipto en el 
proceso SSF 

Condición Carga de sólidos (%) 
Carga enzimática 
(FPU/g biomasa) 

Etanol (g/L) 
Rendimiento de 

fermentación (%) 

1 2 25 4,95 ± 0,26   80,8 ± 3,3 

2 2 50 4,83 ± 0,30 78,3 ± 4,4 

3 10 25 23,53 ± 2,38 79,2 ± 5,6 

4 10 50 25,10 ± 0,36  82,9 ± 1,1  
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Diversos estudios de SSF sobre eucaliptos han sido reportados utilizando alta carga de 

sólidos con rendimientos mayores a 90 % (Romaní, Garrote y Parajó, 2012; McIntosh y 

otros, 2017; Cunha y otros, 2018; Romaní y otros, 2013). En el estudio realizado sobre 

Eucalyptus grandis por McIntosh y otros (2017) obtuvieron un rendimiento de 90 % de 

bioetanol realizando una SSF con 20 % de carga de sólidos y carga enzimática de 40 

FPU/g celulosa, sobre biomasa remojada en ácido sulfúrico y pretratada por explosión 

por vapor (batch) con un contenido de 55,5 % celulosa. Cunha y otros (2018) obtuvieron 

un rendimiento de 94 % de etanol, utilizando biomasa pretratada con un contenido de 

63,4 % de celulosa en condiciones optimizadas de carga de sólidos, con una cepa 

genéticamente modificada y con una carga de enzimas combinada de aproximadamente 

50 FPU/g celulosa. Por su parte, Romaní, Garrote y Parajó (2012) trabajaron sobre un 

material pretratado con un contenido de 61,5 % de celulosa, 20 % de sólidos y 16 FPU/ g 

biomasa en condiciones optimizadas, obteniendo un rendimiento de 91 %. En el trabajo 

aquí presentado, tomando en cuenta que por la fracción celulósica de la biomasa de 

eucalipto pretratada los 25 FPU/g biomasa corresponden aproximadamente a 50 FPU/g 

celulosa, y con una carga de 10 % sólidos, se obtuvo un rendimiento de aproximadamente 

80 %. Si bien comparar este resultado con los trabajos previamente citados puede ser 

complicado por diversos factores (contenido de celulosa, pretratamiento utilizado, 

agregado de aditivos en la SSF, condiciones de proceso, etc.), se debe considerar que se 

utilizó baja carga enzimática y no fue optimizado, por lo que es posible considerarlo un 

resultado promisorio. 

En cuanto a los perfiles de SSF del eucalipto, en los experimentos con baja carga de 

sólidos (Figura 103) no se observó la disminución de etanol observada para switchgrass, 

pero si un estancamiento entre las 24 y las 48 horas, para luego retomar la producción. Se 

observó aumento de concentración de ácido acético en particular luego de las 24 horas de 

fermentación, aunque el nivel máximo es un poco menor que en el caso de switchgrass, 

llegando en el caso de eucalipto a 5.8 y 5.7 g/L para las condiciones de baja carga de 

sólidos con 25 y 50 FPU, respectivamente. La glucosa final para estas condiciones (2 % 

carga de sólidos, condiciones 1 y 2) fue de 2.2 g/L y 2.1 g/L. 
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Figura 103. Perfil de sacarificación y fermentación simultáneas de eucalipto pretratado a 200 
°C y 10 minutos, con 2 % carga de sólidos, 25 FPU/g biomasa (Condición 1) y 50 FPU/g biomasa 
(Condición 2) 

En las condiciones con mayor carga de sólidos (3 y 4, 10 %) (Figura 104) también se 

observó un estancamiento en la producción de bioetanol entre las 24 y 48 horas, 

extendiéndose a las 72 horas en el experimento con menor carga enzimática (condición 

3). 
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Figura 104. Perfil de sacarificación y fermentación simultáneas de eucalipto pretratado a 200 
°C y 10 minutos, con 10 % carga de sólidos, 25 FPU/g biomasa (Condición 3) y 50 FPU/g 
biomasa (Condición 4) 

En el caso de la glucosa, la concentración máxima se observó a las 12 horas, 

disminuyendo más lentamente cuando la carga enzimática era menor, lo que puede 

explicar ese mayor período de estancamiento en esta condición de alta carga de sólidos y 

baja carga enzimática. También se observó un aumento de ácido acético, pero menos 

marcado que para las condiciones de baja carga de sólidos (condiciones 1 y 2), llegando 

a concentraciones finales de 4,1 y 4,8 g/L, para los experimentos con alta carga de sólidos. 

Estas condiciones poseen cinco veces más carga de sólidos que en los experimentos con 

baja carga de sólidos, por lo que en estos experimentos la formación de ácido acético fue 
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significativamente menor. Sin embargo, comparando con las concentraciones finales de 

ácido acético en el caso de las SSF de switchgrass con alta carga de sólidos (Figura 100) 

puede observarse que el eucalipto generó mayor cantidad de ácido acético. En estas 

condiciones, es posible sugerir que su presencia está influida por la hidrólisis de las 

hemicelulosas presentes en la biomasa –con mayor contenido de grupos acetilo en el caso 

de eucalipto- aunque también derivada de una metabolización por parte de la levadura, 

pero menor que en el caso de los experimentos con baja carga de sólidos. Este aspecto 

también está apoyado por las concentraciones finales de xilosa, 0,3 g/L para las 

condiciones 1 y 2, y 1,0 g/L para las condiciones 3 y 4. 

Microscopía electrónica de barrido de las muestras luego de SSF 

Estas imágenes (Figura 105) son similares a las obtenidas para el switchgrass. Se puede 

observar que las fibras celulósicas que se encontraban presentes en las Figura 92 fueron 

degradadas, observándose estructuras amorfas correspondientes a la lignina. 
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Figura 105. Microscopía electrónica de barrido de las muestras luego de la sacarificación y 
fermentación simultáneas de eucalipto pretratado por explosión por vapor a 200 °C y 10 
minutos. 
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Espectroscopía Infrarroja de los residuos pos-Sacarificación y Fermentación Simultáneas 

El espectro FTIR de la muestra de eucalipto (Figura 106) es similar a la obtenida para 

switchgrass.  

 
Figura 106. Espectro infrarrojo del residuo sólido de eucalipto luego de la SSF con 10 % carga 
de sólidos. 

Este espectro es muy similar al obtenido para el switchgrass luego de la SSF (Figura 102). 

Como en ese caso, se observa la banda inespecífica de los OH a 3340 cm-1, así como la 

banda con baja intensidad a 2938 cm-1 debida a los metilos y metilenos de los azúcares. 

Las bandas a 1040 y 1108 cm-1 que indican la presencia de celulosa se encuentran más 

marcadas que en el switchgrass luego de la SSF, lo que podría ser explicado por el menor 

rendimiento de fermentación en el caso del eucalipto, permaneciendo un poco más de 

celulosa en el residuo. En el espectro de eucalipto, al igual que en el de switchgrass, no 

se observa la banda en el entorno de los 1733 cm-1 que sí se observaba en la muestra sin 

tratar, por lo que el residuo luego de la SSF no tenía grupos acetilo de las hemicelulosas. 

La banda a 1632 cm-1 que corresponde a los anillos aromáticos de la lignina, también en 

este caso puede deberse a una mayor interacción de los anillos aromáticos, produciendo 

el corrimiento de la señal que en la muestra sin tratar se observaba a 1588 cm-1, como fue 

discutido en el switchgrass luego de la SSF. Los enlaces de la lignina también son 

responsables de las bandas a 1508, 1455, 1322 y 1217 cm-1, siendo la de 1322 cm-1 en 

particular atribuible a las unidades siringílicas (Xu, Yu y otros, 2013). 
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4.4  Conclusiones 

Los resultados presentados en este capítulo demostraron que la deconstrucción de la 

biomasa lignocelulósica en el equipo de explosión por vapor permitió hidrolizar y 

fermentar satisfactoriamente las biomasas estudiadas, sin necesidad de agregado de otros 

productos químicos. En particular, la condición de explosión por vapor de 200 °C y 10 

minutos fue la que obtuvo mejor rendimiento de hidrólisis.  

Estos experimentos permitieron demostrar que: 

- Fue posible hidrolizar enzimáticamente la celulosa de las biomasas pretratadas, 

en particular en los puntos de mayor severidad. Cuando la severidad es baja, las 

enzimas no pueden hidrolizar efectivamente a la celulosa. Una severidad extrema 

parecería ser perjudicial para la hidrólisis enzimática en el caso del switchgrass. 

- La glucosa liberada luego de la hidrólisis enzimática pudo ser fermentada por 

Saccharomyces cerevisiae, aunque es probable que esta levadura se viera afectada 

por algunos compuestos tóxicos liberados durante la hidrólisis, junto con una baja 

concentración de glucosa en la hidrólisis y fermentación separadas (SHF). 

- La sacarificación y fermentación simultánea (SSF) de la biomasa lignocelulósica 

pretratada otorgó mejores rendimientos que realizar estos dos procesos 

separadamente. 

- Además, al realizar estos dos procesos en un solo paso se evitó mayor 

manipulación y menores tiempos totales de sacarificación y fermentación, por lo 

que la SSF fue más eficiente. 

- En la SSF, utilizar alta carga de sólidos no afectó el rendimiento de las enzimas 

ni de la fermentación, y permitió obtener alta concentración de etanol final.  

- La utilización de menor carga enzimática tampoco afectó el rendimiento.  

Es posible mejorar los rendimientos de fermentación, por lo que sería interesante 

investigar el efecto de aún mayor carga de sólidos y menor carga enzimática. 

Estos resultados permiten mejorar la ecuación económica al producir bioetanol a partir 

de biomasa lignocelulósica. 
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CAPÍTULO 5. DETOXIFICACIÓN Y RECUPERACIÓN DE 

COPRODUCTOS EN LA FRACCIÓN LÍQUIDA 
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5.1 Introducción 

La fracción líquida resultante de la explosión por vapor está compuesta principalmente 

por la fracción hemicelulósica de la biomasa, es decir monómeros de azúcares –en 

particular xilosa- pero también se encuentran presentes oligómeros, además de ácido 

acético derivado del xilano, junto con distintos compuestos de degradación, como son los 

compuestos fenólicos, furfural, hidroximetilfurfural (5-HMF) y ácido fórmico. Para poder 

procesar la xilosa de modo que se pueda producir otros compuestos de valor se planteó 

como un primer paso aumentar su concentración mediante una pos-hidrólisis para luego 

reducir la cantidad de los compuestos de degradación, que son inhibidores de las 

levaduras, pero también pueden servir como compuestos de valor en sí mismos, por 

ejemplo ácido acético y compuestos fenólicos. La fracción líquida del punto óptimo de 

explosión por vapor -200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia, determinado en los 

capítulos 3 y 4- fue considerada para estudiar las posibilidades de obtener coproductos. 

Se pueden seguir diferentes enfoques para detoxificar los hidrolizados. La eliminación de 

los inhibidores mediante extracción en fase líquida es uno de los métodos más utilizados 

(Xavier y Cabrera, 2021). Otros métodos comunes son la adsorción en fase sólida con 

carbón activado (Deng, Cheong y Aita, 2018), nanofiltración (Nguyen y otros, 2015) y 

ósmosis inversa (Zhou, Wang y Wei, 2013). De todas formas, cierto nivel de estos 

compuestos puede contribuir a un proceso más eficiente de fermentación, como fue 

discutido previamente. Otra estrategia importante es “evolucionar” levaduras para tolerar 

los inhibidores; por lo tanto, puede no ser necesaria la remoción completa de compuestos 

tóxicos para lograr una bio-conversión eficiente a productos como etanol o xilitol (Casey 

y otros, 2010; Pereira, Mussatto y Roberto, 2011). Por otra parte, los compuestos de 

degradación pueden ser útiles en la industria como coproductos de valor, aumentando la 

sustentabilidad del proceso (Cebreiros, Guigou y Cabrera, 2017; Parajó y otros, 2008; 

Varanasi y otros, 2013). En el caso de los compuestos fenólicos, se ha demostrado que 

son muy beneficiosos para la salud, actuando como antioxidantes, antiinflamatorios, anti-

hepatotóxicos, anti-carcinogénicos, además de antimicrobiales (Dzialo y otros, 2016; 

Santos y otros, 2013; Luthria 2008; Rice-Evans, Miller y Paganga, 1997).  
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5.2 Materiales y métodos 

5.2.1 Pos-hidrólisis de la fracción líquida (o hidrolizados) 

Los hidrolizados hemicelulósicos se sometieron a un proceso de pos-hidrólisis para 

convertir los oligómeros en monómeros utilizando ácido sulfúrico al 4 % (m/m) en 

autoclave a 121 °C durante 15 min (Sluiter, Hames y otros, 2008). 

El pos-hidrolizado obtenido después de este proceso se centrifugó para eliminar las 

partículas negras del precipitado (humina). Luego, el hidrolizado se ajustó a pH 2,5 con 

gránulos de CaCO3 o NaOH, se centrifugó y se filtró. Se analizó la composición de este 

pos-hidrolizado. 

El residuo sólido se recuperó disolviéndolo en etanol absoluto y se analizó el contenido 

total de compuestos fenólicos. 

5.2.2 Extracción en fase sólida 

Se ensayó la retención de compuestos fenólicos en columnas empaquetadas de sorbente 

apolar C18 Sep-PAK de Waters® (una base de sílice unida químicamente con un grupo 

funcional octadecilo) (Figura 107). La columna consistía en un cilindro de 20 cc, con 

tamaño de partícula de 55-105 µm, y tamaño de poro de 125 Å, peso de sorbente de 5 g 

y un rango de pH de trabajo de 2 a 8. Sobre esta columna se realizó una prueba de 

saturación (para comprobar cuanto volumen de hidrolizado podía pasarse antes de 

necesitar recuperar la columna). 

También se realizaron pruebas utilizando una columna C18 Sep-PAK más grande de 35 

cc y un peso de sorbente de 10 g. Previo a la elución de la muestra, la columna se 

acondicionó con 30 mL de metanol y se equilibró con 60 mL de agua desionizada. Se 

eluyeron 15 mL de hidrolizado a través de la columna con un flujo de 7 mL/min con la 

ayuda de vacío (Figura 107). La recuperación de los compuestos fenólicos retenidos en 

la columna se realizó eluyendo 10-20 mL de etanol absoluto. 
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Figura 107. Configuración de la columna Sep-PAK C18 

Para la extracción en fase sólida también se utilizó una columna de membrana de resina 

poliestireno-divinilibenceno (PS-DVB) de Chromabond® HR-X (Macherey-Nagel, 

Alemania) de 15 ml y 500 mg de sorbente. Antes de la prueba, la columna se acondicionó 

con 10 mL de metanol seguido de 15 de agua desionizada. La recuperación de los 

compuestos fenólicos se realizó eluyendo 10 ml de etanol al 5 % (v/v) seguido de etanol 

absoluto. Después de la recuperación, se eluyó de nuevo metanol para preacondicionar la 

columna. (Figura 108) 

 

Figura 108. Extracción en fase sólida con columnas de PS-DVB. Izquierda: detoxificación. 
Derecha: recuperación compuestos fenólicos. 

 

5.2.3 Extracción líquido-líquido 

El pH del hidrolizado se ajustó a 2,5 con gránulos de CaCO3 o NaOH. El hidrolizado se 

mezcló con acetato de etilo en matraces con deflectores de 250 ml con tapa cerrada y se 

agitó a 23ºC y 250 rpm durante 40 min. Después de eso, la mezcla se transfirió a un 

embudo de decantación de 500 ml y se dejó durante 20 min para la separación de fases. 
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En pruebas donde se repitió la extracción líquido-líquido, la fase acuosa se recogió y se 

sometió nuevamente al mismo tratamiento. 

Las fases orgánicas de la extracción líquido-líquido se pusieron en un evaporador 

rotatorio IKA a 45 °C, 250 mbar de vacío, 5-10 rpm y enfriamiento del condensador a 5 

°C, hasta que no se observó más destilación. Se recogió el residuo acuoso resultante en el 

matraz rotatorio y se analizó la recuperación de ácido acético. 

5.2.4 Métodos analíticos 

La concentración de carbohidratos, ácidos orgánicos, furfural, 5-HMF y compuestos 

fenólicos en los hidrolizados se determinó mediante cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). Se cuantificaron celobiosa, glucosa, xilosa, arabinosa, ácido acético, 

ácido fórmico, furfural y 5-HMF utilizando un sistema de cromatografía líquida de alta 

resolución Dionex Ultimate 3000 UHPLC + Focused (Dionex Softron GmbH, Alemania) 

con una columna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) a 60 °C, y H2SO4 5,0 

mM como fase móvil a un flujo de 0,6 mL/min. Los azúcares y ácidos se detectaron 

usando un detector de índice de refracción Shodex RI-101, mientras que el 5-HMF y el 

furfural se detectaron usando medición UV a 254 nm. Se determinaron vainillina, ácido 

vaníllico, ácido cumárico, 4-hidroxibenzaldehído, siringaldehído y ácido siríngico 

utilizando un sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 (Dionex Softron GmbH, 

Alemania) equipado con una columna Zorbax eclipse plus C18, eluida con un método de 

gradiente con fase móvil Ácido acético al 0,05 % en agua y acetonitrilo (según Tabla 28), 

horno de columna a 30 °C, 1 mL/min, detección UV. El contenido de oligómeros en los 

hidrolizados se calculó como la diferencia entre la concentración de azúcares 

monoméricos en el pos-hidrolizado y en el hidrolizado original. Los compuestos fenólicos 

totales se cuantificaron por método colorimétrico utilizando ácido gálico como estándar 

(Ballesteros, Teixeira y Mussatto, 2014). 
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Tabla 28. Gradiente de fase móvil para determinación de vainillina, ácido vaníllico, ácido 
cumárico, 4-hidroxibenzaldehído, siringaldehído y ácido siríngico. 

Minutos 
Ácido acético 0,05 % 

(%) 
Acetonitrilo (%) 

0,0 95 5 

1,5 88 12 

2,5 88 12 

4,5 70 30 

5,5 70 30 

8,0 30 70 

9,0 30 70 

9,5 95 5 

11,0 95 5 

 

5.2.5 Cálculos 

Eficiencia de recuperación (ER) 

%𝐸𝑅 =
𝐶𝐶𝑓×𝑉𝑟𝑒𝑐

𝐶𝐶𝑖×𝑉𝑖
 

Eficiencia de extracción (EE) 

%𝐸𝐸 = 100 −
𝐶𝐶𝑓×𝑉𝑟𝑒𝑐

𝐶𝐶𝑖×𝑉𝑖
× 100 

Donde CCf es la concentración del compuesto en el hidrolizado analizado (g/L), Vrec es 

el volumen correspondiente recuperado (L), CCi es la concentración de ese compuesto en 

el hidrolizado de referencia (original) (g/L), y Vi es el volumen original correspondiente 

(L). 

5.3 Resultados y Discusión 

5.3.1 Caracterización de los hidrolizados 

La composición química de los hidrolizados originales producidos luego del 

pretratamiento a 200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia a partir de switchgrass y 

eucalipto se muestra en la Tabla 29.  
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Tabla 29. Composición química de los hidrolizados de switchgrass y eucalipto obtenidos 
mediante pretratamiento de explosión por vapor. 

Compuesto 

Concentración en el hidrolizado (g/L) 

Hidrolizado original Luego de la pos-hidrólisis 

Switchgrass Eucalipto Switchgrass Eucalipto 

Celobiosa 3,59 ± 0,08 11,89 ± 0,03 nd nd 

Glucosa 5,30 ± 0,09 7,82 ± 0,10 10,25 ± 0,13 10,08 ± 0,46 

Xilosa 26,46 ± 0,10 36,01 ± 0,33 33,69 ± 0,26 50,18 ± 1,14 

Arabinosa 7,81 ± 0,06 6,78 ± 0,13 3,72 ± 0,14 3,82 ± 0,02 

Ácido Fórmico 8,82 ± 0,12 5,93 ± 0,07 8,72 ± 0,32 5,88 ± 0,05 

Ácido Acético 15,39 ± 0,16 20,12 ± 0,09 19,62 ± 0,27 31,99 ± 0,05 

Furfural 3,11 ± 0,28 3,42 ± 0,06 5,21 ± 0,01 6,97 ± 0,30 

5-HMF 3,08 ± 0,12 2,74 ± 0,09 1,21 ± 0,29 1,27 ± 0,26 

Compuestos fenólicos 9,12 ± 0,91 7,74 ± 0,64 5,91 ± 0,38 4,29 ± 0,98 

 

El hidrolizado de eucalipto presentó azúcares monoméricos totales (50,61 ± 0,61 g/L) en 

una concentración mayor que el hidrolizado de switchgrass (39,57 ± 0,25 g/L), lo cual 

está de acuerdo con la caracterización de ambas materias primas. Aunque la mayoría de 

los monómeros correspondían a xilosa, también estaba presente algo de glucosa en los 

hidrolizados. Como se informó en estudios anteriores, el pretratamiento de explosión de 

vapor da como resultado la ruptura de la matriz lignocelulósica y la ruptura de los enlaces 

glicosídicos, lo que solubiliza monómeros y oligómeros principalmente de hemicelulosa, 

pero también glucosa y compuestos fenólicos de fracciones de celulosa y lignina, 

respectivamente (A. Duque y otros, 2016). 

El contenido de ácido acético en el hidrolizado de eucalipto también fue mayor que en el 

hidrolizado de switchgrass, lo que puede explicarse por el hecho de que el esqueleto del 

xilano de eucalipto está más ramificada con grupos acetilo (Koch, 2008). La gran cantidad 

de ácido fórmico, 5-HMF y furfural en los hidrolizados revela que durante el 

pretratamiento ocurrieron reacciones de degradación de los azúcares. Aunque la 

formación de estos compuestos podría minimizarse optimizando las condiciones de 

pretratamiento, esto debe evaluarse cuidadosamente ya que el uso de un factor de 

severidad más bajo durante el pretratamiento de explosión de vapor da como resultado 

una menor formación de compuestos de degradación del azúcar, pero también promueve 
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una menor deconstrucción de la estructura de lignocelulosa, lo que afectará el acceso 

posterior de las enzimas celulolíticas a las fibras de celulosa durante el paso posterior de 

hidrólisis enzimática (Pielhop y otros, 2016; Auxenfans y otros, 2017). 

El contenido de compuestos fenólicos también fue alto en ambos hidrolizados, revelando 

que la ocurrencia de reacciones de despolimerización de la lignina durante el 

pretratamiento de la biomasa. Es interesante notar la presencia de diferentes tipos de 

compuestos fenólicos en los hidrolizados según la materia prima utilizada (Tabla 30). Por 

ejemplo, el ácido cumárico y el 4-hidroxibenzaldehído (ambos derivados de unidades 

precursoras de lignina tipo p-hidroxifenil (H)) se encontraron en el hidrolizado de 

switchgrass, pero no en el hidrolizado de eucalipto. El principal precursor de la lignina 

en Eucalyptus spp. es la unidad siringil (S), lo que explica el mayor contenido de 

siringaldehído en el hidrolizado de eucalipto que en el hidrolizado de switchgrass. Para 

la vainillina y el ácido vaníllico (ambos derivados de la unidad de guaiacilo (G)), se 

encontraron cantidades más altas en el hidrolizado de switchgrass, lo que se esperaba ya 

que no es un material de madera dura. 

Tabla 30. Concentración de algunos compuestos fenólicos en los hidrolizados de switchgrass y 
eucalipto obtenidos mediante pretratamiento de explosión por vapor. 

Compuesto 

Concentración en el hidrolizado (g/L) 

Hidrolizado original Luego de la pos-hidrólisis 

Switchgrass Eucalipto Switchgrass Eucalipto 

Vanillina 0,23 0,08 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,05 

Ácido vaníllico 0,15 0,03 0,14 0,05 

Ácido cumárico 0,15 nd 0,04 nd 

Siringaldehído 0,10 0,21 0,03 0,14 ± 0,01 

Ácido siríngico 0,09 0,09 0,09 0,10 

4-Hidroxibenzaldehído 0,12 0,01 0,08 0,02 

nd: no detectado 

 

Como fue presentado en la Tabla 29, se detectó celobiosa en ambos hidrolizados, lo que, 

junto con el perfil cromatográfico de las muestras, indicó la presencia de oligómeros en 

el medio. Por esta razón, se realizó una pos-hidrólisis de los hidrolizados. La composición 

química de los hidrolizados después de la pos-hidrólisis reveló que los oligómeros se 

hidrolizaron en monómeros, lo que se evidenció por la ausencia de celobiosa y una mayor 
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cantidad de azúcares monoméricos, principalmente xilosa (Tabla 29). La cantidad de 

ácido acético también aumentó después de la pos-hidrólisis, más notablemente en el 

hidrolizado de eucalipto. Esto está de acuerdo con la estructura reportada de los xilanos 

de maderas duras donde los grupos acetilo esterifican las cadenas. En los hidrolizados 

pos-hidrólisis sulfúrica se observó una disminución de la concentración de 5-HMF. Esto 

se explica por la formación de huminas (observado experimentalmente por la formación 

de un precipitado negro). Aunque se proponen varios mecanismos para la formación de 

huminas, en general se acepta que las huminas son productos de polimerización 

principalmente de 5-HMF, y probablemente otros compuestos (Figura 109) (Heltzel, Patil 

y Lund, 2016; Filiciotto y otros, 2019). Es interesante destacar que también se investigan 

aplicaciones de las huminas, como materiales de la construcción o en la industria 

automotriz (Sangregorio y otros, 2019). 

 

Figura 109. Uno de los mecanismos propuestos en la formación de huminas. Tomado de 

(Filiciotto y otros, 2019) 

El contenido total de compuestos fenólicos en ambos hidrolizados disminuyó después de 

la pos-hidrólisis. Estos compuestos también parecen estar involucrados en la formación 

de huminas (van Zandvoort y otros, 2013). 
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5.3.2 Configuración (orden) de los distintos pasos involucrados: Pos-hidrólisis, 

Extracción en fase sólida, Extracción líquido-líquido 

Con el fin de establecer la mejor metodología para detoxificar los hidrolizados con el 

objetivo ulterior de recuperar los compuestos tóxicos, se realizaron pruebas del orden 

(configuración) de los distintos pasos involucrados, es decir pos-hidrólisis (PH), 

extracción en fase sólida (SPE), extracción líquido-líquido (LLE). 

Las pruebas realizadas con estos pasos se diagramaron de forma de determinar cuál 

configuración resultaba en la mejor secuencia para detoxificar los hidrolizados con la 

menor pérdida posible de carbohidratos. Se probaron cuatro configuraciones para 

hidrolizados de eucalipto y switchgrass: 

- Configuración I: Pos-hidrólisis – Extracción en fase sólida – Extracción líquido-líquido 

con relación hidrolizado:acetato de etilo 1:4. 

- Configuración II: Extracción en fase sólida – Pos-hidrólisis – Extracción líquido-líquido 

con relación hidrolizado:acetato de etilo 1:4. 

- Configuración III: Extracción en fase sólida – Pos-hidrólisis – Extracción líquido-

líquido con relación hidrolizado:acetato de etilo 1:8. 

- Configuración IV: Extracción en fase sólida – Pos-hidrólisis – Dos extracciones líquido-

líquido con relación hidrolizado:acetato de etilo 1:4. 

También se probó realizar la extracción líquido-líquido antes de la extracción en fase 

sólida, pero en este caso el acetato de etilo residual en el hidrolizado interfirió con la 

extracción de la columna, por lo que no hubo retención de ningún compuesto (datos no 

mostrados). El mecanismo de retención de C18 depende de las fuerzas de Van Der Waals, 

los enlaces de hidrógeno y las interacciones dipolo-dipolo. La baja polaridad del acetato 

de etilo residual en el hidrolizado afectó la hidrofobicidad de los sorbentes C18, 

dificultando la interacción con los compuestos fenólicos (Pascual-Maté y otros, 2018; 

Galanakis y otros, 2013). La composición del hidrolizado de switchgrass para cada 

configuración y después de cada paso se puede ver en la Tabla 31, y la representación 

gráfica en la Figura 110. Por su parte, la composición del hidrolizado de eucalipto para 

cada configuración y luego de cada etapa se detalla en la Tabla 32, y se representa 

gráficamente en la Figura 111.   
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Tabla 31. Composición del hidrolizado de switchgrass según las distintas configuraciones y luego de cada etapa. Concentraciones en g/L. (PH: Pos-hidrólisis, 
SPE: Extracción en fase sólida, LLE: Extracción líquido-líquido) 

  Configuración I Configuración II Configuración III Configuración IV 

Etapa 

Compuesto 

Hidrolizado 
(composición 

original) 
PH SPE LLE (1:4) SPE PH LLE (1:4) SPE PH LLE (1:8) SPE PH LLE (1:4) LLE (1:4) 

Celobiosa 3,59 ± 0,08 nd nd nd 1,14 nd nd 1,14 nd nd 1,14 nd nd - 

Glucosa 5,30 ± 0,09 10,25 ± 
0,13 

8,30 ± 
1,43 

9,39 ± 
0,15 

1,72 ± 
0,17 

4,46 ± 
0,20 

5,06 ± 
0,47 

1,72 ± 
0,17 

4,46 ± 
0,20 

6,07 ± 
0,11 

1,72 ± 
0,17 

4,46 ± 
0,20 

5,06 ± 
0,47 

6,42 ± 
0,24 

Xilosa 26,46 ± 0,10 33,69 ± 
0,26 

28,06 ± 
3,07 

31,07 ± 
0,32 

14,92 ± 
0,45 

17,78 ± 
0,68 

19,03 ± 
1,59 

14,92 ± 
0,45 

17,78 ± 
0,68 

21,96 ± 
0,34 

14,92 ± 
0,45 

17,78 ± 
0,68 

19,03 ± 
1,59 

22,84 ± 
0,94 

Arabinosa 7,81 ± 0,06 3,72 ± 
0,14 

3,11 ± 
0,09 

3,21 ± 
0,01 

4,58 ± 
0,22 

2,16 ± 
0,18 

2,40 ± 
0,10 

4,58 ± 
0,22 

2,16 ± 
0,18 

2,61 ± 
0,02 

4,58 ± 
0,22 

2,16 ± 
0,18 

2,40 ± 
0,10 

2,66 ± 
0,04 

Ácido 
Fórmico 

8,82 ± 0,12 8,72 ± 
0,32 

6,73 ± 
0,07 

1,47 ± 
0,04 

4,35 ± 
0,16 

4,19 ± 
0,07 

1,95 ± 
0,06 

4,35 ± 
0,16 

4,19 ± 
0,07 

1,19 ± 
0,04 

4,35 ± 
0,16 

4,19 ± 
0,07 

1,95 ± 
0,06 

0,89 ± 
0,04 

Ácido 
Acético 

15,39 ± 0,16 19,62 ± 
0,27 

15,59 ± 
2,16 

4,45 ± 
0,03 

7,33 ± 
0,37 

8,39 ± 
0,25 

3,36 ± 
0,03 

7,33 ± 
0,37 

8,39 ± 
0,25 

2,38 ± 
0,06 

7,33 ± 
0,37 

8,39 ± 
0,25 

3,36 ± 
0,03 

1,71 ± 
0,05 

Furfural 3,11 ± 0,28 5,21 ± 
0,01 

1,32 ± 
0,23 

0,04 ± 
0,00 

nd 
2,58 ± 
0,08 

0,07 ± 
0,01 

nd 
2,58 ± 
0,08 

0,03 ± 
0,01 

nd 
2,58 ± 
0,08 

0,07 ± 
0,01 

0,01 

5-HMF 3,08 ± 0,12 1,21 ± 
0,29 

0,64 ± 
0,09 

0,01 ± 
0,00 

0,13 ± 
0,01 

0,30 ± 
0,01 

0,05 ± 
0,01 

0,13 ± 
0,01 

0,30 ± 
0,01 

0,02 ± 
0,01 

0,13 ± 
0,01 

0,30 ± 
0,01 

0,05 ± 
0,01 

nd 

Compuestos 
fenólicos 

9,12 ± 0,91 
5,91 ± 
0,38 

1,38 ± 
0,25 

0,73 ± 
0,21 

0,77 ± 
0,05 

1,08 ± 
0,06 

0,70 ± 
0,05 

0,77 ± 
0,05 

1,08 ± 
0,06 

0,68 ± 
0,08 

0,77 ± 
0,05 

1,08 ± 
0,06 

0,70 ± 
0,05 

0,55 ± 
0,02 

nd: no detectado  
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Tabla 32 Composición del hidrolizado de eucalipto según las distintas configuraciones y luego de cada etapa. Concentraciones en g/L. (PH: Pos-hidrólisis, SPE: 
Extracción en fase sólida, LLE: Extracción líquido-líquido) 

  Configuración I Configuración II Configuración III Configuración IV 

Etapa 

Compuesto 

Hidrolizado 
(composición 

original) 
PH SPE LLE (1:4) SPE PH LLE (1:4) SPE PH LLE (1:8) SPE PH LLE (1:4) LLE (1:4) 

Celobiosa 11,89 ± 0,03 nd nd nd 1,70 nd nd 1,70 nd nd 1,70 nd nd - 

Glucosa 7,82 ± 0,10 10,08 
± 0,46 

9,29 ± 
0,30 

8,84 ± 
0,21 

3,07 ± 
0,17 

6,40 ± 
0,20 

6,80 ± 
0,47 

3,07 ± 
0,17 

6,40 ± 
0,20 

9,34 ± 
0,11 

3,07 ± 
0,17 

6,40 ± 
0,20 

6,80 ± 
0,47 

9,35 ± 
0,23 

Xilosa 36,01 ± 0,33 50,18 ± 
1,14 

47,96 ± 
0,95 

45,29 ± 
0,06 

22,16 ± 
0,46 

28,36 ± 
0,68 

29,51 ± 
1,59 

22,16 ± 
0,46 

28,36 ± 
0,68 

38,66 ± 
0,34 

22,16 ± 
0,46 

28,36 ± 
0,68 

29,51 ± 
1,59 

39,09 ± 
0,34 

Arabinosa 6,78 ± 0,13 3,82 ± 
0,02 

3,92 ± 
0,05 

3,69 ± 
0,03 

4,95 ± 
0,22 

2,89 ± 
0,18 

2,77 ± 
0,10 

4,95 ± 
0,22 

2,89 ± 
0,18 

3,33 ± 
0,02 

4,95 ± 
0,22 

2,89 ± 
0,18 

2,77 ± 
0,10 

3,32 ± 
0,04 

Ácido 
fórmico 

5,93 ± 0,07 5,88 ± 
0,05 

5,70 ± 
0,01 

1,71 ± 
0,02 

3,35 ± 
0,16 

3,41 ± 
0,07 

1,58 ± 
0,06 

3,35 ± 
0,16 

3,41 ± 
0,07 

1,54 ± 
0,04 

3,35 ± 
0,16 

3,41 ± 
0,07 

1,58 ± 
0,06 

1,19 ± 
0,04 

Ácido 
acético 

20,12 ± 0,09 31,99 ± 
0,05 

29,69 ± 
0,40 

9,29 ± 
0,00 

12,09 ± 
0,37 

14,97 ± 
0,25 

6,42 ± 
0,03 

12,09 ± 
0,37 

14,97 ± 
0,25 

3,86 ± 
0,06 

12,09 ± 
0,37 

14,97 ± 
0,25 

6,42 ± 
0,03 

2,01 ± 
0,05 

Furfural 3,42 ± 0,06 6,97 ± 
0,30 

5,02 ± 
0,14 

0,11 ± 
0,00 

nd 
2,52 ± 
0,08 

0,06 ± 
0,01 

nd 
2,52 ± 
0,08 

0,04 ± 
0,00 

nd 
2,52 ± 
0,08 

0,06 ± 
0,01 

0,02 ± 
0,00 

5-HMF 2,74 ± 0,09 1,27 ± 
0,26 

0,92 ± 
0,03 

0,08 ± 
0,08 

0,14 ± 
0,01 

0,45 ± 
0,01 

0,05 ± 
0,00 

0,14 ± 
0,01 

0,45 ± 
0,01 

nd 
0,14 ± 
0,01 

0,45 ± 
0,01 

0,05 ± 
0,00 

nd 

Compuestos 
fenólicos 

7,74 ± 0,64 
4,29 ± 
0,98 

2,68 ± 
0,21 

1,55 ± 
0,02 

1,10 ± 
0,04 

1,47 ± 
0,06 

0,82 ± 
0,10 

1,10 ± 
0,04 

1,47 ± 
0,06 

0,76 ± 
0,09 

1,10 ± 
0,04 

1,47 ± 
0,06 

0,82 ± 
0,10 

0,76 ± 
0,02 

nd: no detectado 
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Figura 110. Composición del hidrolizado luego de las etapas de procesamiento del 
hidrolizado de switchgrass según las distintas configuraciones. PH: Pos-Hidrólisis. SPE: Extracción en fase sólida. LLE: Extracción Líquido-Líquido. 

Configuración IV Configuración III 

Configuración II Configuración I 
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Figura 111. Composición del hidrolizado luego de las etapas de procesamiento del hidrolizado de eucalipto según las distintas configuraciones. 
PH: Pos-Hidrólisis. SPE: Extracción en fase sólida. LLE: Extracción Líquido-Líquido. 

Configuración I Configuración II 

Configuración III Configuración IV 
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5.3.2.1 Pos-hidrólisis 

Como fue discutido previamente, la realización de la pos-hidrólisis como primer paso 

resultó en un aumento significativo en la concentración de monómeros de azúcares 

después de la pos-hidrólisis. En el caso del hidrolizado de eucalipto, la glucosa aumentó 

de 7,8 g/L a 10,1 g/L (29 % más de glucosa después de la hidrólisis), la xilosa de 36,0 

g/L a 50,2 g/L (39 % de concentración aumentada) y la celobiosa se hidrolizó totalmente, 

de 11,9 g/L a 0 g/L. Se observó un comportamiento similar en el hidrolizado de 

switchgrass, pero con un contenido de glucosa y xilosa menor en el hidrolizado original. 

La xilosa aumentó la concentración después de la pos-hidrólisis en un 27 % (de 26,5 g/L 

a 33,7 g/L) y la glucosa aumentó un 94 % (5,3 g/L a 10,3 g/L). La mayor presencia de 

oligómeros de glucosa en el switchgrass explica este mayor aumento en términos 

relativos. 

El mayor aumento de ácido acético en el hidrolizado de eucalipto (de 20,1 g/L a 32,0 g/L, 

59 % más) en comparación con el hidrolizado de switchgrass (de 15,4 g/L a 19,6 g/L, 

27 % más) se explica por la mayor sustitución de los oligómeros de xilano con grupos 

acetilo en la biomasa de eucalipto, como se describió anteriormente. 

En ambos hidrolizados, los compuestos fenólicos disminuyeron después de la pos-

hidrólisis sulfúrica debido a la formación de humina y precipitación de diversos 

compuestos. En el caso del hidrolizado de eucalipto los compuestos fenólicos totales 

pasaron de 7,7 g/L a 4,3 g/L (44 % menos), mientras que en el hidrolizado de switchgrass 

de 9,1 g/L a 5,9 g/L (35 % menos). Como fue discutido previamente, este hecho se puede 

relacionar con la formación de huminas. Por otra parte, diferentes compuestos fenólicos 

(debido a la diferente estructura original de la lignina) que reaccionan de manera distinta 

a la temperatura y al pH pueden explicar esta diferencia en la reducción de la 

concentración de compuestos fenólicos entre los hidrolizados de eucalipto y switchgrass 

(Feng y otros, 2017). 

El furfural aumentó significativamente, casi el doble de la concentración previa, debido 

a la deshidratación de la xilosa y arabinosa presentes en el hidrolizado. Dado que la 

concentración de arabinosa disminuyó, se podría suponer que la presencia de oligómeros 

de arabinosa en ambos hidrolizados era insignificante. Este efecto también señala que 

debería investigarse si se podría utilizar una menor cantidad de ácido sulfúrico, con el fin 

de minimizar esta degradación y ahorrar reactivos. 
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Cuando se realizó la pos-hidrólisis después de la extracción en fase sólida (configuración 

II) hubo un ligero aumento de los monómeros de azúcar en comparación con el paso 

anterior. Sin embargo, la extracción en fase sólida retuvo algunos de los oligómeros y, 

por lo tanto, el aumento en la concentración no fue tan significativo como cuando se hizo 

primero la pos-hidrólisis. 

5.3.2.2 Extracción en fase sólida  

Prueba de volumen a detoxificar 

Para comprobar cuanto volumen de hidrolizado era posible pasar detoxificando 

satisfactoriamente y sin saturar la columna C18 Sep-PAK (5 g) se eluyeron 60 mL del 

hidrolizado con mayor carga de compuestos fenólicos (el hidrolizado original de 

switchgrass). A medida que el hidrolizado salía de la columna se fueron tomando 

fracciones de 15 mL (Figura 112). 

   

Figura 112. Hidrolizado original (A) y fracciones de 15 mL recuperadas luego de extracción en 
fase sólida con Sep-PAK (5 g). (B) Primera fracción; (C) segunda fracción; (D) tercera fracción; (E) 
cuarta fracción. 

La concentración de compuestos fenólicos que tuvo cada fracción se muestra en la Figura 

113. Estos valores indicaron que volúmenes mayores a 20 mL de hidrolizado resultaban 

en baja retención de compuestos fenólicos, por lo que llegado a ese volumen se debía 

proceder a recuperar la columna, eluyéndola con etanol, lo que a su vez permite recuperar 

los compuestos fenólicos retenidos. 

A 

B C D E 
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Figura 113. Concentración de compuestos fenólicos en las fracciones de hidrolizado luego de 
SPE con Sep-PAK C18 (5 g). Las letras entre paréntesis se corresponden con la Figura 97. La línea 
punteada indica la concentración estimada de compuestos fenólicos según el volumen sometido 
a SPE en la misma columna. 

Composición de los hidrolizados  

Como se esperaba, la extracción en fase sólida disminuyó significativamente la 

concentración de compuestos fenólicos totales para ambos hidrolizados sin importar que 

paso se realizó primero. Cuando la extracción en fase sólida fue el segundo paso (después 

de la pos-hidrólisis, configuración I), la columna C18 retuvo 38 % de los compuestos 

fenólicos en el hidrolizado de eucalipto (1,61 g/L menos que el hidrolizado original). Para 

el hidrolizado de switchgrass, la columna retuvo el 77 % de los compuestos fenólicos 

(4,53 g/L menos que el hidrolizado original). Someter los hidrolizados a extracción en 

fase sólida como primer paso (configuración II) redujo la concentración de compuestos 

fenólicos 86 % en el hidrolizado de eucalipto (6,64 g/L menos), y 92 % en el hidrolizado 

de switchgrass (8,35 g/L menos). Considerando que el ácido p-cumárico y el ácido 

ferúlico son los principales compuestos fenólicos ligados a la lignina del switchgrass 

(Paniagua-García y otros, 2018), en contraste con la lignina de eucalipto 

(mayoritariamente derivada de siringilo), se podría inferir que estos diferentes 

compuestos fenólicos principales podrían ser la explicación de este fenómeno. 

Cambiando el pH del hidrolizado después de la pos-hidrólisis (aumentándolo a 5 en lugar 

de 2,5) no mostró ninguna diferencia en la retención de compuestos fenólicos por la 

columna. Vale la pena señalar que cuando la pos-hidrólisis se realizó después de la 

extracción en fase sólida, la concentración de compuestos fenólicos permaneció casi 

constante, lo que implica que los compuestos fenólicos que podrían precipitar fueron 

retenidos casi por completo por la columna C18. 
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Después de la extracción en fase sólida como segundo paso, la concentración de xilosa 

fue 48,0 ± 0,9 g/L para el hidrolizado de eucalipto (4 % menos que el hidrolizado luego 

de la pos-hidrólisis) y 28,1 ± 3,1 g/L para el hidrolizado de switchgrass (17 % menos que 

el hidrolizado luego de la pos-hidrólisis). La retención de xilosa para el hidrolizado de 

switchgrass fue mayor, y puede explicarse por interferencia de los otros compuestos 

presentes en el hidrolizado. Sin embargo, este efecto de retención de azúcares es 

significativamente mayor cuando se aplicó la extracción en fase sólida como primer paso, 

como puede ser visto en las cifras de la configuración II. Por ejemplo, la concentración 

de celobiosa antes de la extracción en fase sólida era de 11,9 g/L en el hidrolizado de 

eucalipto y luego de la extracción en fase sólida fue de 1,7 g/L, con un comportamiento 

similar en el hidrolizado de switchgrass. La retención de celobiosa y xilo-oligómeros -

como se puede ver con el bajo aumento de concentración de xilosa después de la pos-

hidrólisis- fue perjudicial para el objetivo de aumentar la concentración de monómeros. 

La concentración de xilosa también disminuyó 44 % para ambos hidrolizados debido a la 

retención de la columna C18, aspecto que además de bajar la concentración del 

compuesto objetivo (xilosa), también perjudica el otro objetivo propuesto de recuperar 

los compuestos fenólicos, ya que luego de la elución con etanol estos se encontrarían 

contaminados con azúcares. 

El ácido acético y el ácido fórmico casi no se retuvieron cuando se realizó la pos-hidrólisis 

primero, pero de manera similar al comportamiento discutido anteriormente para los 

azúcares, cuando se hizo la extracción en fase sólida primero se observó alta retención de 

los ácidos. 

La concentración de los aldehídos 5-HMF y furfural descendieron levemente en el 

hidrolizado de eucalipto, de 1.3 g/L a 0,9 g/L en el caso de 5-HMF 7.0 g/L a 5,0 g/L. Sin 

embargo, en el caso del hidrolizado de switchgrass la retención de estos compuestos fue 

mucho mayor, al igual que la retención de compuestos fenólicos. 

5.3.2.3 Extracción líquido-líquido 

El pH de la extracción se ajustó a 2.5, siguiendo el estudio de (Park, Moon y Um, 2013) 

y la relación hidrolizado a disolvente 1 a 4 (configuraciones I y II), con base en el estudio 

de (Cebreiros, Guigou y Cabrera, 2017). Para mejorar la extracción de ácido acético 

también fue probada una proporción de 1 a 8 (configuración III) de volumen de 

hidrolizado a solvente, y una extracción adicional con una proporción de solvente a 
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hidrolizado de 1 a 4 (configuración IV). Considerando los cambios de volumen 

(discutidos en la sección de balances de masa), la eficiencia de extracción con acetato de 

etilo de los ácidos orgánicos para cada hidrolizado y configuración se muestra en la Figura 

114. 

 

Figura 114. Eficiencia de extracción de los ácidos orgánicos usando acetato de etilo en 

las diferentes configuraciones.  

En la ruta Pos-hidrólisis-Extracción en fase sólida-Extracción líquido-líquido 1:4 

(configuración I), la concentración de xilosa en el hidrolizado de eucalipto cayó un 5,6 % 

en el último paso, siendo la concentración final después de los pasos de detoxificación de 

45,3 g/L. Para el switchgrass, la concentración de xilosa permaneció casi constante en el 

paso final, considerando la desviación estándar. La concentración final de xilosa en el 

hidrolizado de switchgrass fue de 31,1 g/L. Cuando se aplicó la misma configuración 

Extracción en fase sólida-Pos-hidrólisis-Extracción líquido-líquido (configuración II) la 

concentración de xilosa permaneció prácticamente constante, pero debido a la retención 

de azúcares y oligómeros en la extracción de SPE las concentraciones finales para ambos 

hidrolizados fue menor, 29,5 g/L de hidrolizado de eucalipto y 19,0 g/L de hidrolizado de 

switchgrass. 

En la misma configuración I, la concentración de ácido acético después de la extracción 

líquido-líquido tuvo una disminución del 69 %, de 29,7 g/L a una concentración final de 

9,3 g/L. Aunque fue una reducción significativa de la concentración de ácido acético, aún 

era una cantidad elevada y no apta para fermentaciones. Comportamiento similar tuvo el 
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hidrolizado de switchgrass con una reducción del 71 % en la concentración de ácido 

acético, aunque la cantidad inicial era menor (15,6 g/L después de la extracción en fase 

sólida). La concentración final de 4,4 g/L todavía era demasiado alta para las 

fermentaciones, ya que también debe considerarse el efecto sinergístico con otros 

compuestos, como los compuestos fenólicos o el ácido fórmico. Este último compuesto 

también se redujo durante la extracción líquido-líquido, 78 % y 70 % menos de ácido 

fórmico en el hidrolizado de eucalipto y el hidrolizado de switchgrass. En la 

configuración II, la concentración final de ácido acético fue de 6,4 g/L y 3,4 g/L. La 

diferencia fue nuevamente el efecto de la extracción en fase sólida como primer paso, que 

hizo que la concentración de ácido acético en los hidrolizados fuera significativamente 

menor debido a la retención de oligómeros de xilosa ramificada con los grupos acetilo 

que luego de la hidrólisis se encuentran como ácido acético libre. 

En la configuración III, la extracción líquido-líquido se probó usando una proporción de 

1 parte de hidrolizado y 8 de acetato de etilo para lograr una reducción adicional de la 

concentración final de ácido acético. Aunque la concentración de ácido acético después 

de esta extracción fue menor que la concentración obtenida luego de la extracción usando 

la anterior proporción de acetato de etilo de 1 a 4 (3.8 g/L para el eucalipto y 2.4 g/L para 

el hidrolizado de switchgrass), todavía era demasiado alta para las fermentaciones. Sin 

embargo, en el hidrolizado de eucalipto la concentración final de compuestos fenólicos 

(0,8 g/L), furfural (0 g/L) y 5-HMF (0,04 g/L) fue adecuada. Similares valores se obtuvo 

en el hidrolizado de switchgrass (0,03 g/L para furfural, 0,02 g/L de 5-HMF y 0,7 g/L de 

compuestos fenólicos). La concentración de azúcares después de esta extracción 1:8 fue 

mayor para ambos hidrolizados, lo que podría explicarse por la disminución del volumen 

de la fase acuosa, como se discutirá en la siguiente sección. 

En la configuración IV, la extracción líquido-líquido se ensayó en dos extracciones 

secuenciales con una proporción de hidrolizado:acetato de etilo de 1 a 4. La concentración 

final de ácido acético (2,0 g/L para hidrolizado de eucalipto y 1,7 g/L para hidrolizado de 

switchgrass) hizo que esta extracción con dos etapas fuera la más eficiente, con una 

concentración final de ácido acético considerada aceptable para la fermentación con 

levaduras evolucionadas (Liu, Feist y otros, 2020; Beopoulos, Nicaud y Gaillardin, 2011; 

Xue y otros, 2018). 
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5.3.3 Comparativo entre dos columnas para Extracción en Fase Sólida 

Con base en estos estudios previos, se definió que la configuración Pos-hidrólisis-

Extracción en fase sólida-2 etapas de extracción líquido-líquido (1:4) era la mejor para 

lograr alta concentración de azúcares con baja cantidad de inhibidores (es decir, poca 

retención de azúcares, y la mejor extracción de compuestos inhibidores). Se realizó una 

comparación entre una columna más grande de C18 Sep-PAK (35 mL/10 g de absorbente) 

y una columna de resina PS-DVB. Los resultados se muestran en la Tabla 33, donde se 

muestran los porcentajes de recuperación de los distintos compuestos luego de ser 

sometidos a la extracción en fase sólida donde son retenidos. Cabe señalar que por la 

técnica empleada no tuvo lugar pérdida apreciable de volumen de hidrolizado en ninguna 

de las columnas. 

La columna C18 mostró valores aceptables de retención de compuestos fenólicos, pero 

como también tuvo lugar una importante retención de azúcares C6 (glucosa y xilosa). La 

columna C18 retuvo del 31 al 35 % de la xilosa presente en el hidrolizado (recuperándose 

por lo tanto del 69 al 65%), mientras que la columna PS-DVB retuvo del 7 al 12 % de la 

xilosa, mostrando así la conveniencia de la columna PS-DVB para evitar una alta pérdida 

de azúcares en el hidrolizado. En términos de retención de compuestos fenólicos, la 

columna C18 tuvo mejor eficiencia, adsorbiendo del 79 al 82 % de ellos. 

Por su parte, analizando los valores de extracción de la columna de poliestireno-

divinilbenceno se pueden destacar algunos aspectos importantes. Como era de esperar, 

debido a las partículas poliméricas hidrofóbicas de la resina PS-DVB que absorbe solutos 

a través de interacciones π-π' y Van der Waals (Huang y otros, 2020), el furfural, el 5-

HMF y los compuestos fenólicos fueron altamente retenidos por el columna. La 

extracción de los compuestos fenólicos fue de 44 % a 51 % en hidrolizados de eucalipto 

y switchgrass, respectivamente. Ambas columnas tuvieron alta extracción de furfural para 

los hidrolizados, 100 % en la columna C18 y 97 % a 100 % de extracción en la columna 

PS-DVB. La concentración de 5-HMF también se redujo a cero la concentración después 

de la extracción para ambos hidrolizados, pero la concentración inicial fue menor (1,0 

g/L en el hidrolizado de eucalipto y 1,5 g/L en el hidrolizado de switchgrass). 

La columna de resina PS-DVB también presentó cierta retención de azúcares. En el 

hidrolizado de eucalipto la concentración de xilosa pasó de 43,9 g/L antes de la extracción 
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en fase sólida con la columna PS-DVB a 38,5 g/L después de la extracción en fase sólida, 

mientras que en el switchgrass la concentración pasó de 29,9 g/L a 27,9 g/L. 

En el caso de los ácidos orgánicos, el 30 % del ácido fórmico en el hidrolizado de 

eucalipto se absorbió en la columna de PS-DVB, mientras que el 10 % del ácido fórmico 

presente en el hidrolizado de switchgrass fue retenido. La columna retuvo el 25 % y el 

16 % del ácido acético en los hidrolizados de eucalipto y switchgrass, respectivamente. 

Tabla 33. Composición y porcentaje recuperado (% Rec) según las distintas columnas 

utilizadas. 

 Columna C18 Columna PS-DVB 

Compuesto 
Hidrolizado de 

eucalipto 

Hidrolizado de 

switchgrass  

Hidrolizado de 

eucalipto  

Hidrolizado de 

switchgrass  

 
Concentración 

(g/L) 

% 

Rec 

Concentración 

(g/L) 

% 

Rec 

Concentración 

(g/L) 

% 

Rec 

Concentración 

(g/L) 

% 

Rec 

Glucosa 6,42 ± 0,07 64 6,77 ± 0,15 60 9,16 ± 0,05 87 10,41 ± 0,06 91 

Xilosa 31,8 ± 0,02 69 21,14 ± 0,23 65 38,50 ± 0,54 88 27,88 ± 0,07 93 

Arabinosa 0,94 ± 0,07 49 0,91 ± 0,04 40 1,90 ± 0,13 81 2,24 ± 0,18 81 

Ácido 

fórmico 
4,41 ± 0,20 61 5,96 ± 0,07 56 5,43 ± 0,37 70 9,18 ± 0,75 91 

Ácido 

acético 
15,8 ± 0,35 50 10,74 ± 0,21 50 20,06 ± 0,77 75 13,72 ± 0,52 84 

5-HMF 0 0 0 0 0,03 3 0,03 2 

Furfural 0 0 0 0 0,03 0 0,02 0 

Comp. 

fenólicos 
0,61 ± 0,01 21 0,68 ± 0,20 18 2,36 ± 0,22 56 2,86 ± 0,02 49 

 

 

5.3.4 Composición final de los hidrolizados y balance de masa 

Aunque los valores de concentración de los carbohidratos era el parámetro fundamental 

a ser controlado debido a que era el hidrolizado final el que iba a ser sometido a un 

procesamiento posterior (fermentaciones para producir xilitol y carotenoides), el balance 

de masa fue un parámetro importante a analizar. Considerando los volúmenes obtenidos 

y las concentraciones de los compuestos antes y después de las distintas operaciones, es 

posible evaluar las masas retenidas y recuperadas, realizando un balance de masas. Tras 
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la pos-hidrólisis se produjo una pérdida de volumen de hidrolizado, principalmente 

debido al agua retenida por las huminas y los compuestos fenólicos precipitados, y al 

ajuste del pH con carbonato cálcico que generó un “barro” donde el agua era retenida. En 

el caso del hidrolizado de eucalipto hubo un 21 % de pérdida de volumen, mientras que 

el hidrolizado de switchgrass sufrió una pérdida de 19 % de volumen. Por esta razón, se 

procedió a ajustar el pH con hidróxido de sodio, lo que permitió reducir la pérdida de 

volumen significativamente, siendo la disminución del volumen del 10 % en el caso del 

hidrolizado de eucalipto y del 8 % en el hidrolizado de switchgrass. Sin embargo, el uso 

de un dispositivo de presión para recuperar el agua embebida en el precipitado reduciría 

más la pérdida de volumen después del pos-hidrolizado aumentando la eficiencia de 

recuperación de los azúcares. 

En el caso de las extracciones en fase sólida, todo el líquido de hidrolizado que fue 

ingresado para someterse a extracción fue expulsado y recuperado, sin pérdida observable 

de volumen, independientemente de la columna que se utilizó. 

En el caso de la extracción con acetato de etilo, hubo una pérdida de volumen de 

hidrolizado. Utilizando la columna C18, el volumen de hidrolizado recuperado después 

de la primera extracción con acetato de etilo fue del 88 % al 91 % del volumen original 

para ambos hidrolizados, mientras que el volumen recuperado después de la segunda 

extracción fue del 84 % para ambos hidrolizados, lo que hizo una recuperación de 

volumen total de 76 % del hidrolizado original. Cuando la columna utilizada fue la PS-

DVB, en la primera extracción se recuperó del 88 % a 90 % del volumen de hidrolizado, 

y en la segunda extracción se recuperó el 87 % del volumen previo (hidrolizado de 

switchgrass) a 92 % (hidrolizado de eucalipto), recuperando en total 77 % a 82 % del 

volumen pre-extracción líquido-líquido. Este efecto puede explicar el aumento de la 

concentración de algunos compuestos después de la extracción, por la diferencia del 

coeficiente de partición de esos compuestos (es decir, permaneciendo en la fase acuosa 

sin pasar a la fase orgánica). No obstante, la explicación de la disminución del volumen 

de hidrolizado después de LLE puede encontrarse en la solubilidad mutua del agua y el 

acetato de etilo (3,3 % de agua en acetato de etilo y 8,7 % de acetato de etilo en agua). El 

mayor volumen de acetato de etilo utilizado para hacer la extracción da como resultado 

más solubilización de agua en acetato de etilo que acetato de etilo en agua. Además, se 

debe considerar la presencia de ácido acético haciendo de este un sistema trifásico, lo que 
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también puede explicar las diferencias de volúmenes recuperados entre los dos 

hidrolizados. 

La concentración final de azúcares en los hidrolizados comparando las columnas se 

presentan en la Tabla 34, junto con los porcentajes de recuperación considerando el 

volumen. En la Figura 115 se representa gráficamente el comportamiento comparativo de 

las dos columnas para la glucosa, xilosa y arabinosa, tanto para switchgrass como para 

eucalipto. Como se puede observar usando la columna PS-DVB se obtuvieron mejores 

porcentajes de recuperación de glucosa y xilosa. En el caso de la arabinosa, el porcentaje 

de recuperación arrojó resultados diferentes y no se pueden extraer conclusiones. Sin 

embargo, cabe señalar que la concentración original de arabinosa ya era baja y, 

considerando la incertidumbre de las determinaciones, las diferencias no fueron 

significativas.  

Tabla 34. Composición del hidrolizado y Eficiencia de Recuperación (ER) de los azúcares 
luego de todo el proceso. Los valores son referidos a la composición del pos-hidrolizado. 
PH: Pos-hidrolizado. SPE: Extracción en fase sólida. LLE: Extracción líquido-líquido 

 PH – SPE con columna C18 – LLE (1:4 x 2) PH – SPE con columna PS-DVB – LLE (1:4 x 2) 

 Switchgrass Eucalipto Switchgrass Eucalipto 

Compuesto g/L 
ER 
(%) 

g/L 
ER 
(%) 

g/L 
ER 
(%) 

g/L ER (%) 

Glucosa 8,50 ± 0,35 57 7,93 ± 0,47 62 11,70 ± 0,05 78 9,89 ± 0,02 77 

Xilosa 25,86 ± 0,50 60 37,65 ± 0,72 64 32,44 ± 0,15 83 42,75 ± 0,15 80 

Arabinosa 1,44 ± 0,24 47 2,23 ± 0,56 93 2,38 ± 0,21 66 2,05 ± 0,31 72 
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Figura 115. Eficiencia de recuperación de azúcares, luego de todo el proceso para los 
hidrolizados de switchgrass (SWG) y eucalipto (EUCA), usando las columnas C18 y PS-
DVB. 

 

En lo que refiere a la detoxificación propiamente dicha, en la Tabla 35 se presenta la 

concentración final en el hidrolizado de los compuestos tóxicos, junto con la eficiencia 

de extracción (considerando el volumen) para las dos columnas y los dos hidrolizados. 

Como se puede observar en la representación gráfica de las eficiencias de extracción 

(Figura 116), para el caso de los compuestos fenólicos, la columna C18 tuvo una mejor 

eficiencia de extracción. En los otros compuestos, los valores son similares para ambas 

columnas. 
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Tabla 35. Composición de hidrolizado y Eficiencia de Extracción (EE) de inhibidores luego 

de todo el proceso. Los valores son referidos a la composición del hidrolizado luego de 

la pos-hidrólisis, excepto en el caso de los fenólicos que son referidos al hidrolizado 

original.  

 PH – SPE con columna C18 – LLE (1:4 x 2) PH – SPE con columna PS-DVB – LLE (1:4 x 2) 

 Switchgrass Eucalipto Switchgrass Eucalipto 

Compuesto g/L 
EE 
(%) 

g/L 
EE 
(%) 

g/L 
EE 
(%) 

g/L EE (%) 

Ácido 
fórmico 

1,55 ± 0,64 89 1,53 ± 0,61 83 2,00 ± 0,26 85 2,15 ± 0,21 69 

Ácido 
acético 

2,54 ± 0,63 91 2,67 ± 0,82 93 1,48 ± 0,63 93 3,94 ± 0,81 88 

5-HMF nd 100 nd 100 nd 100 nd 100 

Furfural nd 100 nd 100 nd 100 nd 100 

Fenólicos 0,76 ± 0,13 95 0,53 ± 0,02 96 2,28 ± 0,07 82 1,21 ± 0,06 88 

nd: no detectado 

 

 

Figura 116. Eficiencia de extracción de compuestos inhibidores, luego de todo el proceso 

para los hidrolizados de switchgrass (SWG) y eucalipto (EUCA), usando las columnas C18 

y PS-DVB. 
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5.4 Conclusiones 

La detoxificación de los hidrolizados fue más eficiente siguiendo el orden de pos-

hidrólisis, extracción en fase sólida, finalizando con dos extracciones secuenciales con 

acetato de etilo. Las dos columnas usadas para detoxificar los hidrolizados presentaron 

buenas eficiencias en la remoción de los compuestos tóxicos; sin embargo, la columna 

C18 retuvo más azúcares que la columna de PS-DVB, lo que es perjudicial para el 

objetivo posterior de fermentar estos azúcares.  

Del 82 al 88 % de los compuestos fenólicos y del 88 al 93 % del ácido acético pudieron 

ser extraídos de las fracciones líquidas estudiadas, recuperando del 80 al 83 % de la 

xilosa. 

Esta estrategia de detoxificación permitió recuperar selectivamente compuestos fenólicos 

y ácidos acético/fórmico, y al mismo tiempo puede considerarse una forma relevante de 

obtener más valor del hidrolizado al tiempo que contribuye a mejorar su fermentabilidad. 

Esta estrategia de detoxificación puede ayudar a mejorar la viabilidad económica de las 

biorrefinerías de etanol, donde se puede producir un producto valioso mediante la 

fermentación de hidrolizados hemicelulósicos detoxificados, y el ácido acético y los 

compuestos fenólicos también se pueden recuperar de los hidrolizados como coproductos 

de valor agregado adicional. Este enfoque puede impactar positivamente en la 

sustentabilidad del proceso en general, contribuyendo no solo económicamente, sino 

también al medio ambiente y a la sociedad al minimizar la generación de desechos y al 

producir químicos a través de rutas que evitan el uso de recursos fósiles.
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CAPÍTULO 6. PRODUCCIÓN DE XILITOL Y CAROTENOIDES DE LOS 

HIDROLIZADOS DE SWITCHGRASS Y EUCALIPTO 
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6.1 Introducción 

Como fue presentado en el capítulo anterior, la fracción líquida obtenida luego de la 

explosión de vapor estaba compuesta por varios compuestos químicos, encontrándose en 

mayor cantidad la xilosa. Enfocándose en este monómero, es posible obtener otros 

compuestos de interés, siendo el xilitol uno de los más importantes, como fue presentado 

en la introducción. El xilitol es posible producirlo mediante fermentación de la xilosa, 

pero los ácidos orgánicos, los compuestos fenólicos y los productos de la degradación de 

los azúcares pueden resultar perjudiciales para las levaduras. Por otra parte, otros 

compuestos de interés como los carotenoides pueden ser producidos utilizando levaduras 

oleaginosas que son capaces de metabolizar las hexosas y pentosas. En este capítulo se 

presenta la investigación (representada esquemáticamente en la Figura 117) realizada 

para producir estos compuestos a partir de la fracción líquida como fue obtenida luego de 

la explosión por vapor, así como luego de realizados los pasos de pos-hidrólisis y 

detoxificación presentados previamente. 

 

Figura 117. Esquema gráfico de la producción de xilitol y carotenoides a partir del hidrolizado 
hemicelulósico.  
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6.2 Materiales y métodos 

6.2.1 Microorganismos e inóculo 

En los experimentos de fermentación se utilizaron dos levaduras evolucionadas del grupo 

de investigación “Biomass Conversion and Bioprocess Technology” (Universidad 

Técnica de Dinamarca), con tolerancia mejorada frente a compuestos tóxicos presentes 

en hidrolizados de biomasa. Las cepas evolucionadas se obtuvieron mediante la evolución 

adaptativa en laboratorio de las cepas de tipo salvaje de Kluyveromyces marxianus NRRL 

Y-6373 y Rhodosporidium toruloides NRRL Y-1091 (Liu, Radi y otros, 2021). El inóculo 

de ambas cepas evolucionadas se preparó transfiriendo 1 mL de cultivos madre 

congelados conservados a -80 °C con glicerol al 30 %, al medio compuesto por (en g/L): 

extracto de levadura, 3,0; extracto de malta, 3,0; peptona, 5,0; y xilosa, 20,0. El inóculo 

de K. marxianus se incubó en un matraz de 250 mL con deflectores usando 50 mL de 

medio, a 40 °C, 250 rpm durante 24 h. R. toruloides se incubó de la misma manera, pero 

a 30 °C. Posteriormente, las células se recuperaron por centrifugación y se lavaron dos 

veces con una solución de NaCl al 0,9 %. 

6.2.2 Fermentación usando medios simulados 

Se realizaron experimentos de fermentación utilizando medios complejos que simulaban 

la composición de los hidrolizados con el objetivo de comparar la capacidad de las cepas 

para crecer en presencia y ausencia de inhibidores. Los medios simulados estaban 

compuestos por celobiosa, glucosa, xilosa, arabinosa, ácido fórmico, ácido acético, 5-

hidroximetilfurfural (5-HMF), furfural, vainillina, ácido vaníllico, ácido cumárico, 

siringaldehído, 4-hidroxibenzaldehído y ácido siríngico, en concentraciones similares a 

las encontradas en los hidrolizados hemicelulósicos. 

Para los experimentos con K. marxianus, los medios se suplementaron con (g/L): extracto 

de levadura, 3,0; extracto de malta, 1,5; (NH4)2HPO4, 5,0; KH2PO4, 3,0; MgSO4.7H2O, 

0.5; y oligoelementos (mg/L): EDTA, 15; ZnSO4.7H2O, 4.5; CoCl2.6H2O, 0.3; 

MnCl2.4H2O, 0.84; CuSO4.5H2O, 0.3; FeSO4.7H2O, 3.0; NaMoO4.2H2O, 0.4; H3BO3, 

1,0; y KI, 0,1. Se formularon cuatro medios complejos diferentes para simular la 

composición del hidrolizado original 1) sin inhibidores y 2) con inhibidores; y del 

hidrolizado pos-hidrólisis 3) sin inhibidores y 4) con inhibidores. Las fermentaciones se 
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realizaron en matraces con deflectores de 250 mL utilizando 100 mL de medio a 40 °C, 

250 rpm, concentración celular inicial de 1 g/L. Los ensayos se realizaron por duplicado. 

Para los experimentos con R. toruloides, los medios se formularon con una relación C/N 

de 100 teniendo en cuenta glucosa, xilosa y arabinosa como fuentes de carbono. NH4Cl 

(0,7-0,8 g/L) fue la fuente de nitrógeno utilizada. Además, el extracto de levadura sin 

nitrógeno y sulfato de amonio se utilizó en un 10 % de la concentración total de azúcares 

monoméricos. Se formularon tres medios complejos diferentes para simular la 

composición de 1) hidrolizado detoxificados sin inhibidores; 2) hidrolizado detoxificado 

con ácidos fórmico y acético (2.00 g/L y 1.48 g/L, respectivamente, para hidrolizado de 

switchgrass simulado; 2.15 g/L y 3.94 g/L, respectivamente, para hidrolizado de eucalipto 

simulado), y 3) hidrolizado detoxificado con acetato de etilo (2,0 g/L). Las 

fermentaciones se realizaron en matraces con deflectores de 250 mL usando 100 mL de 

medio a 30 °C, 250 rpm, concentración celular inicial de 1 g/L. Los ensayos se realizaron 

por duplicado. 

6.2.3 Fermentación de los hidrolizados detoxificados 

Para ser utilizados como medio de fermentación, el pH de los hidrolizados se ajustó a 5.5 

y 4.6 con carbonato de calcio para K. marxianus y R. toruloides, respectivamente. 

Fermentación en mini-reactor 

Se realizó una prueba de fermentación en un minibiorreactor (Figura 118) compuesto por 

4 tubos de 20 mL insertados en un frasco con recirculación de agua, conectado a un baño 

de agua a 40 ° C. La agitación fue proporcionada por una plataforma magnética. Las 

fermentaciones se inocularon con aproximadamente 1 g/L de inóculo durante 48 h. Se 

realizaron dos pruebas en este minibiorreactor. En la primera prueba, el sistema se 

configuró sin introducción forzada de aire, utilizando solo la aireación de la superficie. 

En la segunda prueba, se utilizó un sistema de burbujeo de aire para proporcionar más 

oxígeno. 
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Figura 118. Configuración experimental del mini-reactor. 

Fermentación en micro-reactores 

Los ensayos se realizaron con y sin suplementación de los hidrolizados con nutrientes 

(sales y extractos). En los medios suplementados, los nutrientes se añadieron a los 

hidrolizados en la misma cantidad que se utilizó para la preparación de medios complejos 

simulados. 

Los experimentos de fermentación se realizaron en placas de microtitulación de 24 

pocillos (Enzyscreen, Países Bajos) utilizando 3 ml de hidrolizado por pocillo (Figura 

119). Las placas se mantuvieron en una incubadora de agitación orbital con 50 mm de 

amplitud, a 300 rpm (New Brunswick, EE. UU.). El muestreo se realizó eliminando 

completamente el volumen del pozo seguido de estimación de la evaporación del agua. 

Los experimentos de control para estimar la evaporación del agua durante la fermentación 

se realizaron con medio no inoculado. Se estimó la evaporación del agua y se utilizó el 

valor para ajustar el volumen de los pozos de fermentación utilizando agua desionizada 

estéril (no se consideró la formación de dióxido de carbono). Las fermentaciones se 

realizaron a 40 °C y 30 °C para K. marxianus y R. toruloides, respectivamente. Los 

ensayos se realizaron por duplicado. 
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Figura 119. Fermentación en micro-reactores. 

6.2.4 Métodos analíticos 

La concentración de carbohidratos, ácidos orgánicos, furfural, 5-HMF y compuestos 

fenólicos en los hidrolizados se determinó mediante cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). Se cuantificaron celobiosa, glucosa, xilosa, arabinosa, ácido acético, 

ácido fórmico, furfural y 5-HMF utilizando un sistema de cromatografía líquida de alta 

resolución Dionex Ultimate 3000 UHPLC + Focused (Dionex Softron GmbH, Alemania) 

con una columna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) a 60 °C, y H2SO4 5,0 

mM como fase móvil a un caudal de 0,6 mL/min. Los azúcares y ácidos se detectaron 

usando un detector de índice de refracción Shodex RI-101, mientras que el 5-HMF y el 

furfural se detectaron usando medición UV a 254 nm. Los compuestos fenólicos totales 

se cuantificaron por método colorimétrico utilizando ácido gálico como estándar 

(Ballesteros, Teixeira y Mussatto, 2014). El nitrógeno en los hidrolizados detoxificados 

se cuantificó como nitrógeno amino primario usando el kit de ensayo PANOPA 

(Megazyme). 

Para la cuantificación de carotenoides, se centrifugó 1 mL de muestra con células (10000 

rpm, 5 min, 4-5 °C), se lavó dos veces con agua destilada, se resuspendió en 1 mL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) y se incubó en un Thermomixer a 30 ºC durante 15 minutos. 

Luego, se centrifugó la muestra (10000 rpm, 5 min, 4-5 °C) y se recuperó el extracto. Este 

procedimiento se repitió hasta que las células se volvieron blancas y se combinaron todos 

los extractos. La concentración de carotenoides se midió mediante absorbancia a 450 nm 

frente a DMSO, utilizando como estándar β-caroteno disuelto en DMSO (Liu, Feist y 

otros, 2020). 

Durante el curso de fermentación, los azúcares totales se estimaron midiendo los sólidos 

solubles totales expresados por °Brix usando un refractómetro óptico (Atago, Japón) y 
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agua como blanco. Las muestras de fermentación para el análisis por HPLC se 

centrifugaron (9600 g, 5 min, 5 °C) usando una centrífuga Micro star 17 R (VWR, 

Dinamarca). Los sobrenadantes se mantuvieron en un congelador a -20 °C hasta el 

análisis. La concentración celular se determinó midiendo la densidad óptica (DO) a 600 

nm usando un espectrofotómetro V-1200 (VWR, Dinamarca), que se correlacionó con la 

concentración usando una curva de calibración preparada para cada levadura. Las curvas 

de calibración se validaron para un rango de DO de 0,1 a 0,8 (R2 = 1,0). La tasa máxima 

de crecimiento específico (µmáx, h
-1) se determinó como la pendiente de la región lineal 

en un gráfico ln (X/X0) versus tiempo, donde X (g/L) era la concentración celular en un 

momento específico, y X0 (g/L) fue la concentración celular en el tiempo inicial (0 h). 

6.3 Resultados y discusión 

6.3.1 Fermentación de medios sintéticos por K. marxianus 

El rendimiento de fermentación de K. marxianus en términos de velocidad máxima de 

crecimiento específico (µmax) y consumo de azúcares (estimado por la diferencia entre los 

valores iniciales y finales de °Brix (Δ °Brix)) se presenta en la Tabla 36.  

Tabla 36. Rendimiento de fermentación de Kluyveromyces marxianus en medios complejos 
que simulan la composición del hidrolizado 

Condición simulada del hidrolizado 
Switchgrass simulado  Eucalipto simulado  

µmax (h-1) Δ °Brix  µmax (h-1) Δ °Brix 

Hidrolizado original sin inhibidores 0,184 ± 0.002 2,85 ± 0.07  0,201 ± 0.001 3,00 ± 0,00 

Hidrolizado original con inhibidores - -  - - 

Pos-hidrolizado sin inhibidores 0,184 ± 0.004 2,75 ± 0.07  0,192 ± 0.003 2,65 ± 0,07 

Pos-hidrolizado con inhibidores - -  - - 

Como puede verse, K. marxianus tuvo un comportamiento similar en ambos medios 

complejos simulando los hidrolizados sin inhibidores, con µmax de 0.184 - 0.201 h-1 y un 

Δ °Brix de 2.65-3.00. La diferencia entre los medios originales y pos-hidrolizados sin 

inhibidores fue el contenido de azúcares. Los hidrolizados pos-hidrolizados presentaron 

mayor cantidad de azúcares, como fue mostrado en las Tabla 31 y Tabla 32 (Capítulo 5). 
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Estos rendimientos de fermentación revelaron que el aumento de concentración de 

azúcares no afectó el desempeño de la levadura, que fue capaz de crecer y consumir 

azúcares de manera similar en ambas condiciones. Sin embargo, en presencia de 

inhibidores, es decir en condiciones más similares a las de los hidrolizados reales, la 

levadura no pudo crecer ni consumir azúcar. Estos resultados permitieron concluir que la 

cantidad de inhibidores presentes en los hidrolizados es perjudicial para K. marxianus y 

era necesario el proceso de detoxificación -presentado en el capítulo anterior- para superar 

esta barrera. 

6.3.2 Fermentación de hidrolizados detoxificados por K. marxianus 

Los hidrolizados detoxificados obtenidos luego de detoxificar (Capítulo 5) fueron 

probados como medio de fermentación para la producción de xilitol por K. marxianus. 

Fermentación en mini-reactor 

Las fermentaciones se realizaron en el sistema que se muestra en la Figura 118. Aunque 

este sistema presentaba algunas ventajas para probar los medios detoxificados (en 

particular el uso de un volumen intermedio de hidrolizados detoxificados), la levadura no 

creció en las pruebas realizadas. En la primera prueba, la aireación solo estaba dada por 

la agitación usada (pastillas magnéticas en el fondo del tubo), lo que probablemente fue 

insuficiente. Observando que la fermentación no se producía y sospechando que la falta 

de aire era la responsable de este problema, se realizó una segunda prueba suministrando 

oxígeno al sistema. Sin embargo, esto tampoco funcionó, por lo que debería estudiarse 

más el sistema evaluando más exhaustivamente los parámetros del sistema (como la 

agitación) que influyen en la fermentación. 

Fermentación en micro-reactores 

Los ensayos se llevaron a cabo con y sin suplementación de nutrientes a los hidrolizados. 

Como se puede observar en la Figura 120 para el caso del hidrolizado de switchgrass, la 

remoción de compuestos tóxicos y la adición de nutrientes beneficiaron la velocidad de 

consumo de azúcares, que se agotaron en 48 horas, pero esto favoreció el crecimiento 

celular en lugar de la producción de xilitol.  
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Figura 120. Fermentación del hidrolizado detoxificado de switchgrass con agregado de 
nutrientes. 

Por su parte, la fermentación del hidrolizado de eucalipto con agregado de nutrientes 

(Figura 121) tuvo un comportamiento similar al del hidrolizado de switchgrass, con 

crecimiento celular pero sin observarse producción de xilitol. Dado que en los dos 

hidrolizados la segunda muestra se tomó a las 48 horas de cultivo y se observó un rápido 

consumo de azúcar durante este período, no es posible afirmar que no hubo formación de 

xilitol en estos experimentos. Sin embargo, cuando se compara con la fermentación de 

medios no suplementados, está claro que la suplementación nutricional desvió el 

metabolismo de la levadura hacia una mayor formación de células en lugar de la 

producción de xilitol. 
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Figura 121. Fermentación del hidrolizado detoxificado de eucalipto con agregado de nutrientes. 

La fermentación de hidrolizados detoxificados sin la adición de nutrientes resultó en un 

tiempo de fermentación más largo, pero también en una mayor producción de xilitol y un 

menor crecimiento celular, como se puede observar en la Figura 122 para el caso del 

hidrolizado de switchgrass. La concentración máxima de xilitol obtenida en este 

hidrolizado fue 13,71 ± 0,19 g/L que correspondió a 0,48 ± 0,04 g xilitol/g xilosa. 

 

Figura 122. Fermentación del hidrolizado detoxificado de switchgrass sin agregado de 
nutrientes. 

En la fermentación del hidrolizado de eucalipto sin agregado de nutrientes (Figura 123) 

la concentración de xilitol alcanzó 28,07 ± 1,70 g/L y correspondió a 0,68 ± 0,10 g de 
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xilitol/g de xilosa. Estos resultados sugieren que la mayor cantidad de azúcares y 

posiblemente el menor contenido de compuestos fenólicos presentes en el hidrolizado de 

eucalipto detoxificado (Tabla 34 y Tabla 35, utilizando columna PS-DVB) influyó en el 

metabolismo de la levadura, lo que resultó en una mayor producción de xilitol. La alta 

concentración de azúcares reduce el nivel de oxígeno disuelto libre en la interfaz de la 

membrana de la levadura. La formación de xilitol se ve favorecida en condiciones de 

estrés fisiológico, en particular en condiciones anaeróbicas o de oxígeno limitado, que 

provocan la acumulación de NADH y luego la inhibición de la xilitol deshidrogenasa 

ligada a NAD (Goli, Panda y Linga, 2012). 

 

Figura 123. Fermentación del hidrolizado detoxificado de eucalipto sin agregado de nutrientes. 

Además del mayor contenido de azúcar, el mayor contenido de nitrógeno en el 

hidrolizado de eucalipto también puede haber influido positivamente en el rendimiento 

de la levadura para producir xilitol. El nitrógeno, medido como nitrógeno amino primario, 

correspondió a 18 ± 4 mg/L en hidrolizado de switchgrass y 46 ± 5 mg/L en hidrolizado 

de eucalipto. Sin embargo, los resultados de la fermentación sugieren una posible falta de 

elementos esenciales en los hidrolizados debido al largo tiempo observado de 

fermentación. Los elementos esenciales son importantes para la formación de enzimas en 

la vía metabólica. Por ejemplo, el extracto de levadura contiene biotina, una vitamina 

esencial para el metabolismo de la levadura hacia la fermentación (Lee y otros, 1988; 

Parrondo, García y Díaz, 2009), así como potasio, magnesio y otros metales que juegan 

un papel importante en la actividad enzimática, homeostasis y división celular entre otros 
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(Udeh y Kgatla, 2013). Un correcto equilibrio de nutrientes es muy importante para 

favorecer el metabolismo de las levaduras para la síntesis del producto de interés. 

Aunque se logró una producción significativa de xilitol a partir de hidrolizados 

detoxificados y no suplementados (0,48 ± 0,04 g de xilitol/g de xilosa del hidrolizado de 

switchgrass y 0,68 ± 0,10 g de xilitol/g de xilosa del hidrolizado de eucalipto), hay margen 

para mejorar el rendimiento de xilitol ya que el valor teórico máximo de producción de 

xilitol a partir de xilosa corresponde a 0,917 g/g (Barbosa y otros, 1988). Sin embargo, 

estos resultados se comparan bien con los estudios realizados en experimentos a mayor 

escala. (Zhang y otros, 2021), por ejemplo, produjeron xilitol con un rendimiento de 0,32 

g/g a partir de un medio que contenía 300 g/L de xilosa utilizando un biorreactor de 5 L, 

mientras que (Prabhu y otros, 2020) obtuvieron un rendimiento de xilitol de 0,67 g/g de 

xilosa pura y 0,54 g/g de hidrolizado de bagazo de caña de azúcar utilizando un 

biorreactor de 2,5 L. Vale la pena señalar que los cultivos a pequeña escala, en el rango 

de microlitros y mililitros, han ganado una importancia creciente en los últimos años en 

el desarrollo de procesos biotecnológicos modernos, desempeñando un papel esencial en 

experimentos de detección de alto rendimiento, así como para la producción de 

compuestos específicos, pruebas fenotípicas, estudios mecanicistas, entre otros 

(Lattermann y Büchs, 2015; de Mello y otros, 2019; Schäpper y otros, 2009). También se 

ha informado de escalabilidad y correlación con biorreactores de tanque agitado a escala 

de laboratorio (Garrigós-Martínez y otros, 2021; Hemmerich y otros, 2021); sin embargo, 

la aireación es un parámetro crítico. En el caso del presente estudio, establecer las 

condiciones óptimas de oxígeno disuelto y un adecuado equilibrio de nutrientes 

esenciales que se agregarán al hidrolizado, por ejemplo, podría ayudar a alcanzar mayores 

rendimientos de producción. De todos modos, los resultados demuestran que los 

hidrolizados hemicelulósicos producidos por la explosión de vapor de switchgrass y 

eucalipto presentan una buena fermentabilidad y pueden usarse para producir xilitol 

después de la detoxificación. 

6.3.3 Fermentación de medios sintéticos por R. toruloides 

Para el cultivo de R toruloides se formularon medios complejos que simulaban la 

composición de hidrolizados de switchgrass y eucalipto detoxificados (Tabla 34, 

utilizando columna PS-DVB). Como se observa en la Figura 124, en el caso de 

switchgrass la cepa exhibió una tasa de crecimiento lenta cuando se cultivó en dicho 
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medio (identificado como “sin inhibidores”), lo que podría atribuirse al mayor contenido 

de xilosa que de glucosa en el medio. En esta vía metabólica es necesaria la inducción de 

un sistema de entrada de xilosa, que es reprimido por la presencia de glucosa (Ounine y 

otros, 1985). Este crecimiento lento en medio sin inhibidores también tuvo lugar en el 

caso del hidrolizado de eucalipto, como se puede observar en la Figura 125. Este 

crecimiento de levadura y total de azúcares consumido independientemente del 

hidrolizado utilizado, sugiere que el contenido de azúcares y la diferencia en las 

proporciones de xilosa a glucosa entre los hidrolizados (aproximadamente 2,7 en 

hidrolizado de switchgrass y 4,3 en hidrolizado de eucalipto) no afectaron el rendimiento 

de la cepa para crecer. Luego de 144 h, se observó una producción de carotenoides de 

7,96 ± 0,64 mg/L en medio complejo simulando hidrolizado de eucalipto sin inhibidores 

y 8,29 ± 0,50 mg/L en medio complejo simulando hidrolizado de switchgrass sin 

inhibidores. Dichos valores están en estrecha concordancia con un estudio previo sobre 

la producción de carotenoides por esta misma cepa de levadura (Liu, Feist y otros, 2020). 

 
Figura 124. Crecimiento celular (gráfica superior) y consumo estimado de azúcares (gráfica 
inferior) durante la fermentación de medios sintéticos simulando la composición de hidrolizado 
de switchgrass por R. toruloides. 
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Figura 125. Crecimiento celular (gráfica superior) y consumo estimado de azúcares (gráfica 
inferior) durante la fermentación de medios sintéticos simulando la composición de hidrolizado 
de switchgrass por R. toruloides. 

Por otro lado, se observaron resultados interesantes en medios simulados que contenían 

inhibidores. En medio que simulaba hidrolizado de switchgrass que contenía inhibidores 

(2,0 g/L de ácido fórmico y 1,48 g/L de ácido acético) (Figura 124), se favoreció el 

crecimiento de la levadura; mientras que en medio simulando hidrolizado de eucalipto 

con inhibidores (2,93 g/L de ácido fórmico y 3,94 g/L de ácido acético), el crecimiento 

de la levadura se inhibió completamente (Figura 125). De hecho, la cepa de R. toruloides 

utilizada en este estudio fue desarrollada previamente por evolución adaptativa de 

laboratorio para tolerar mejor los inhibidores presentes en los hidrolizados de paja de trigo 

(que contenían 1,5 g/L de ácido acético y 1,5 g/L de compuestos fenólicos totales) (Liu, 

Radi y otros, 2021). El metabolismo de las levaduras oleaginosas requiere un suministro 

constante de acetil-CoA y malonil CoA. Por lo tanto, una baja cantidad de acetato 

contribuye al ciclo de TCA estimulando la síntesis de carotenoides y ácidos grasos 

(Beopoulos, Nicaud y Gaillardin, 2011; Xue y otros, 2018). Sin embargo, gran cantidad 

de acetato puede afectar fuertemente el rendimiento de la levadura. Esto explicaría la 
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inhibición del crecimiento de levadura observada en hidrolizado de eucalipto simulado. 

Cabe destacar que el ácido acético tiene un efecto inhibidor por encima de ciertas 

concentraciones (dependiendo de la levadura y evolución), pero también puede ser 

utilizado como fuente de carbono por las levaduras cuando está presente en baja 

concentración (Chen y otros, 2009; Liu, Feist y otros, 2020).  

Como el último paso de la detoxificación implicó una extracción líquido-líquido con 

acetato de etilo, se realizaron experimentos de fermentación con agregado de acetato de 

etilo en los medios sintéticos sin inhibidores. En estos experimentos, la presencia de 2,0 

g/L de acetato de etilo en el medio afectó ligeramente el crecimiento de la levadura en 

ambos hidrolizados simulados. Cuando se cultivó en medio simulando switchgrass con 

acetato de etilo, la levadura produjo 7,81 ± 0,60 mg/L de carotenoides a las 144 h, valor 

muy similar al obtenido en el medio simulado sin inhibidores. Estos resultados revelan 

que la etapa de detoxificación utilizada en el presente estudio empleando acetato de etilo 

como disolvente de extracción, no sería un problema para el posterior cultivo de R. 

toruloides en el hidrolizado, ya que después de la detoxificación, una pequeña cantidad 

de acetato de etilo se diluye en el hidrolizado. 

R. toruloides es una levadura oleaginosa con capacidad para producir lípidos y 

carotenoides (Liu, Radi y otros, 2021). Esta levadura es un productor natural de β-

caroteno, γ-caroteno, toruleno y torularodina, que son compuestos valiosos para las 

industrias química, farmacéutica, de piensos y cosmética (Qi y otros, 2020; Lin y otros, 

2017). En este estudio, las células de levadura adquirieron un color rojo anaranjado 

incluso en los experimentos en los que no se observó crecimiento celular. Sin embargo, 

las células cultivadas en hidrolizado simulado sin inhibidores presentaron un color 

naranja claro (Figura 126, izquierda), mientras que se observó un color rojo anaranjado 

más fuerte en el hidrolizado simulado con inhibidores (Figura 126, derecha). De acuerdo 

con los probables carotenoides presentes en el hidrolizado fermentado y la observación 

del color, se podría sugerir que hubo una prevalencia de γ-caroteno (Liu, Radi y otros, 

2021; Buzzini y otros, 2007). Sin embargo, una producción asociada de lípidos en el 

medio simulado sin inhibidores podría explicar el color más claro en comparación con el 

medio con inhibidores, ya que los carotenoides se forman en mayor cantidad en 

condiciones de estrés (Elfeky y otros, 2019; Liu, Radi y otros, 2021). 
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Figura 126. Células de Rhodosporidium toruloides en medio sintético simulando el hidrolizado 
de eucalipto sin inhibidores (izquierda) y con inhibidores (derecha). 

6.3.4 Fermentación de hidrolizados detoxificados por R. toruloides 

Finalmente, se realizaron experimentos de fermentación utilizando los hidrolizados 

detoxificados reales producidos a partir de switchgrass y eucalipto, pero la levadura no 

pudo crecer en estos medios. Estos resultados revelaron que, aunque la etapa de 

detoxificación eliminó una gran cantidad de compuestos inhibidores, la cantidad restante 

presente en los hidrolizados todavía era muy tóxica para R. toruloides. Los compuestos 

fenólicos en el hidrolizado pueden penetrar la membrana dañando la membrana celular, 

creando una mutación del ADN o aumentando el nivel de especies reactivas de oxígeno 

que resultan en daño del citoesqueleto y muerte celular (Wang, Sun y Yuan, 2018; 

Chandel, da Silva y Singh, 2013). Aunque el ácido acético también puede actuar como 

inhibidor de R. toruloides, puede que no haya sido el problema principal en el caso del 

presente estudio, como se discutió anteriormente. En este sentido, se deben realizar más 

estrategias de detoxificación o adaptación/ingeniería de cepas para mejorar el rendimiento 

de la levadura para crecer y producir carotenoides a partir de medios tan complejos. En 

la línea de esta última estrategia, considerando el papel protector de los carotenoides 

frente a diferentes condiciones de estrés como la exposición a la luz, una mutagénesis 

mediante radiación UV podría mejorar la resistencia de la levadura y su producción de 
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carotenoides (Avalos y Carmen Limón, 2014; Sridhar, Sree y Rao, 2002; Liu, Radi y 

otros, 2021). 

6.4 Conclusiones 

La explosión por vapor permitió la producción de hidrolizados con alta concentración de 

azúcares, adecuados para su uso como medio de fermentación. Además, al producir 

hidrolizados con alto contenido de azúcares durante el pretratamiento, se puede eliminar 

o al menos minimizar la etapa posterior de concentración, que normalmente se realiza 

para tener suficiente concentración de azúcares para su fermentación.  

Los hidrolizados hemicelulósicos obtenidos por explosión de vapor de switchgrass y 

eucalipto se usaron eficientemente como medio de fermentación después de la 

detoxificación, especialmente para la producción de xilitol por K. marxianus. En el caso 

de los carotenoides, se obtuvieron resultados prometedores a partir de medios complejos 

que simulaban los hidrolizados, lo que sugiere que la producción de carotenoides a partir 

de estos hidrolizados puede ser un proceso factible. Sin embargo, se requieren más 

estudios para minimizar la toxicidad de los compuestos inhibidores restantes para R. 

toruloides. Seleccionando cepas microbianas apropiadas, los hidrolizados pueden usarse 

como una fuente rica en azúcares y nutrientes para producir compuestos de valor agregado 

por fermentación.  
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CAPÍTULO 7. DISCUSIÓN GENERAL Y PERSPECTIVAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¿Caminos? A donde vamos no necesitamos caminos 

Dr. Emett Brown, Volver al Futuro - 1985 
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7.1 Discusión general de los resultados 

Esta tesis abordó diferentes aspectos del proceso de obtención de bioetanol y otros 

productos de valor, como xilitol, carotenoides, compuestos fenólicos y ácido acético, a 

partir de biomasa lignocelulósica utilizando la explosión por vapor en forma continua 

como pretratamiento. Los experimentos se realizaron sobre dos biomasas, una 

angiosperma o madera dura como fuente de biomasa forestal ya establecida en Uruguay 

(eucalipto, Eucalyptus globulus), y una planta herbácea reconocida como cultivo 

energético (switchgrass, Panicum virgatum). El análisis de la composición y estructura 

de los componentes principales permitió establecer semejanzas y diferencias y 

relacionarlos con los productos que se pueden obtener de ellos, además de permitir 

establecer los rendimientos de los distintos procesos. El pretratamiento de las biomasas 

lignocelulósicas mediante explosión por vapor permitió evaluar los resultados teniendo 

como objetivo la producción de bioetanol. A partir de estos resultados se establecieron 

las condiciones óptimas de temperatura y tiempo de residencia que permitían los mejores 

rendimientos de sacarificación y fermentación minimizando la degradación de la 

celulosa. Se demostró que tanto para switchgrass como para eucalipto el proceso de 

sacarificación y fermentación simultáneas con alta carga de sólidos y baja carga de 

enzimas de la biomasa pretratada presenta claras ventajas en términos de eficiencia y 

concentración de etanol obtenido. El pretratamiento permitió también recuperar una 

fracción líquida rica en azúcares. Se desarrolló una estrategia efectiva de aumento de la 

concentración de azúcares y detoxificación de la fracción líquida. A partir de esta fracción 

líquida detoxificada se produjo exitosamente xilitol utilizando una levadura evolucionada 

(Kluyveromyces marxianus), y se sentaron las bases para la producción de carotenoides 

con otra levadura evolucionada (Rhodosporidium toruloides).  

En esta sección se discuten los resultados obtenidos considerándolos en conjunto, 

evaluando la factibilidad de las estrategias propuestas para la producción de bioetanol y 

otros productos de valor a partir de switchgrass y eucalipto.  

En la ruta propuesta en esta tesis, se realiza el pretratamiento sobre las biomasas 

lignocelulósicas mediante explosión por vapor de forma continua sin agregado de ácidos. 

Al ser un proceso continuo se tiene mayor flexibilidad en el ajuste de parámetros de 

entrada y salida, minimizando la dependencia en las materias primas y su variabilidad 

natural, además de ser más eficiente en términos de energía y tiempos de proceso que si 
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fuera explosión por vapor batch. Este pretratamiento genera dos fracciones que son 

separadas mediante filtración. Por un lado, se genera una fracción sólida rica en celulosa 

y lignina que es procesada mediante sacarificación y fermentación simultáneas con alta 

carga de sólidos para generar bioetanol (Capítulo 4). El bioetanol luego es purificado y 

pronto para ser usado como biocombustible, aunque también puede ser usado 

directamente en la industria química. De este proceso queda un residuo sólido rico en 

lignina con celulosa residual y una fracción mínima de hemicelulosa, que si bien es 

posible utilizar como generador de energía mediante combustión, también es factible de 

ser usado con otros fines, como fue presentado en la sección 1.6.5 (Productos a partir de 

la lignina). Derivado de este trabajo, este residuo está siendo investigado como material 

para inmovilizar enzimas. 

La fracción líquida generada luego del pretratamiento con explosión por vapor es pos-

hidrolizada con ácido sulfúrico para aumentar la concentración de los monómeros de 

azúcar. Los compuestos que son tóxicos para las levaduras son extraídos y recuperados 

(Capítulo 5). Por un lado, se recuperan compuestos fenólicos que pueden ser usados como 

biocidas genéricamente, o purificados y procesados buscando productos específicos como 

vainillina. Por otro lado, se recupera ácido acético que puede ser comercializado o usado 

en la misma instalación industrial para otros usos. Como fue demostrado, al trabajar con 

cepas de levaduras evolucionadas con tolerancia a los inhibidores, no es necesario 

remover completamente estos compuestos tóxicos, por lo que la fracción líquida puede 

continuar siendo procesada, produciéndose xilitol o carotenoides (Capítulo 6).  

En cuanto a las cantidades de los distintos productos que se pueden obtener según la 

biomasa es posible hacer algunas estimaciones, basándose en estudios previos del grupo 

(datos no publicados, (Cebreiros, Risso y otros, 2021)). En virtud de las composiciones 

determinadas, las degradaciones que ocurren y la recuperación y producción de distintos 

compuestos se pueden considerar las cantidades a obtener por tonelada de biomasa 

lignocelulósica (Tabla 37). 
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Tabla 37. Masa estimada (en kg) de productos de valor obtenibles por tonelada de biomasa 
seca 

 Etanol Xilitol 
Ácido 

acético 
Compuestos 

fenólicos 
Lignina 

Switchgrass 147 88 127 26 279 

Eucalipto 196 97 81 23 234 

 

Considerando que la explosión por vapor inevitablemente degrada algo de celulosa, se 

puede estimar que se conserva un 90 % de la celulosa presente en la biomasa. A partir de 

los rendimientos de producción de bioetanol obtenidos (aproximadamente 80 % para 

eucalipto y 90 % para switchgrass) se puede estimar que se pueden obtener 

aproximadamente 196 kg de etanol a partir de eucalipto, y 147 kg de etanol a partir de 

switchgrass. En cuanto a la hemicelulosa, también se puede estimar que -considerando lo 

que permanece en la fracción sólida y lo que se degrada por el pretratamiento- se recupera 

en la fracción líquida aproximadamente un 90 % de la hemicelulosa presente en cada 

biomasa. Según los resultados obtenidos (0,68 y 0,48 g xilitol/g xilosa para eucalipto y 

switchgrass respectivamente) se podrían obtener aproximadamente 88 kg de xilitol por 

tonelada de eucalipto y 97 kg de xilitol por tonelada de switchgrass. En cuanto al ácido 

acético, según la concentración de ácido acético que se obtuvo en cada fracción líquida, 

es posible estimar que se obtendrían en la fracción líquida 92 kg de ácido acético por 

tonelada de eucalipto, los cuales podrían recuperarse por la eficiencia de extracción 

aproximadamente 81 kg. Para el switchgrass se podrían recuperar aproximadamente 127 

kg de ácido acético por tonelada. Por otra parte, si se considera que 10 % de la lignina 

pasa a la fracción líquida como compuestos fenólicos, se podrían recuperar 23 kg de estos 

compuestos por tonelada de eucalipto, y 26 kg por tonelada de switchgrass. Por otra parte, 

una recirculación de las aguas de lavado podría incrementar la recuperación de algunos 

de estos compuestos. Finalmente, el residuo de lignina luego de la sacarificación y 

fermentación simultánea correspondería al menos a 234 kg por tonelada de eucalipto y 

279 kg por tonelada de switchgrass. 

Aunque para tomar una decisión fundada sobre los beneficios económicos que se pueden 

obtener según las distintas biomasas es necesario realizar un análisis tecno-económico, 

es posible hacer una estimación simplificada. En Uruguay, ANCAP compra bioetanol a 

ALUR (Alcoholes del Uruguay) para mezclarlo con la gasolina en el porcentaje 
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correspondiente, a un precio aproximado de 855 dólares el metro cúbico (783 kg), es decir 

aproximadamente 1090 dólares por tonelada (la diaria, 2021). Por su parte el xilitol tiene 

un precio en el entorno de los 3900-4200 dólares por tonelada (Delgado Arcaño y otros, 

2020; Taylor y otros, 2015). El ácido acético en tanto, se puede estimar su precio en 617 

dólares por tonelada (Dieste y otros, 2019). En cuanto a los compuestos fenólicos y la 

lignina, como fue dicho (Capítulo 1, 1.6.5) su rango de precios es bastante amplio, 

dependiendo de su uso o del producto que se obtenga. Se puede considerar la lignina 

usada como combustible (180 dólares por tonelada) o se puede estimar un precio bastante 

mayor por tonelada para compuestos más elaborados (desde 1080 dólares por tonelada 

llegando a 15000 dólares por tonelada para la vainillina). Considerando estos precios 

medios (tomando la lignina obtenida como combustible, y los compuestos fenólicos 

conservadoramente como compuestos de 2000 dólares por tonelada), se podrían obtener 

aproximadamente 700 dólares por tonelada de switchgrass, mientras que se obtendrían 

745 dólares por tonelada de eucalipto. Desglosando estos resultados, en el caso de 

switchgrass 356 dólares corresponden al xilitol, 160 dólares a bioetanol, 78 dólares al 

ácido acético, 52 a los compuestos fenólicos y 50 dólares a la lignina. En el caso del 

eucalipto, 393 dólares corresponden a xilitol, 213 dólares al bioetanol, 46 dólares a los 

compuestos fenólicos y 42 dólares a la lignina usada como combustible. Sin considerar 

otras variables que puedan ser distintas entre las biomasas (agronómicas o de transporte, 

por ejemplo), se podría razonar que a partir del eucalipto se obtendrían mejores resultados 

económicos por tonelada de biomasa. Sin embargo, debe considerarse que una mejora en 

el rendimiento de obtención de xilitol para el switchgrass, así como una transformación 

química de la lignina en productos de mayor valor, haría que fuera más beneficioso 

procesar el switchgrass. También debe tenerse en cuenta que una estrategia de producción 

de coproductos debería contribuir a hacer más competitivo el precio del bioetanol. 

El aprovechamiento intensivo de todas las fracciones permite reducir el impacto 

ambiental, así como mejorar la ecuación económica ampliando el espectro de posibles 

productos de valor. La utilización de distintas biomasas lignocelulósicas reduce el riesgo 

ambiental de tener un solo cultivo que predomine sobre los otros, lo que haría que se 

reduzca la diversidad. Por otra parte, a nivel social esto permitiría aprovechar distintas 

tierras con crecimientos más favorables para determinadas especies, fomentando el 

desarrollo local.  



 

240 

 

Los resultados presentados en este trabajo sustentan la utilización de switchgrass en 

Uruguay como fuente de biomasa para la producción de bioetanol y otros compuestos de 

valor, aprovechando las ventajas agronómicas que ha demostrado tener este cultivo. En 

el caso del eucalipto, estos resultados permitirían la diversificación de la matriz de 

productos que se pueden obtener a partir de esta especie, aprovechando su abundancia en 

el Uruguay. 

Considerando estos aspectos se sugiere realizar los siguientes trabajos futuros de 

investigación de forma de profundizar los conocimientos en la producción sostenible de 

bioetanol y otros productos de valor a partir de biomasa lignocelulósica: 

- En el Capítulo 4 se obtuvieron valores altos de rendimiento con alta carga de 

sólidos y baja carga enzimática. La utilización de mayor carga de sólidos y menor 

carga enzimática podría mejorar valores de rendimiento, además de mejorar la 

ecuación económica.  

- Luego de la sacarificación y fermentación simultáneas (Capítulo 4) se obtuvo un 

residuo compuesto principalmente por lignina. Se deberían evaluar estrategias de 

valorización de esta fracción, como es usarla como polímero en distintas 

aplicaciones, o evaluar su deconstrucción en monómeros. 

- Los compuestos fenólicos recuperados en el Capítulo 5 pueden ser valorizables 

directamente como son recuperados. Sin embargo, la identificación precisa de la 

mezcla heterogénea de compuestos fenólicos aumentaría el beneficio que se puede 

obtener, tanto en forma económica como por la presencia de compuestos 

particularmente importantes por su aplicación. 

- En el Capítulo 6 se obtuvieron valores promisorios de producción en medios 

sintéticos de carotenoides con R. toruloides. Seguir evolucionando esta levadura 

para que sea tolerante a las concentraciones de inhibidores (de forma similar a K. 

marxianus) otorgaría una importante opción para producir coproductos de alto 

valor agregado. También sería una buena estrategia estudiar la producción de 

otros compuestos de valor a partir de la fracción hemicelulósica, de forma de 

ampliar el espectro de posibilidades. 

En forma genérica, pensando en términos de una biorrefinería, sería atractivo contar con 

flexibilidad en las biomasas utilizadas, así como en los productos que se obtienen. Un 

ajuste relativamente continuo de lo que la biorrefinería consume y produce, llevando el 
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concepto “bio” aún más cercano al concepto “vivo” (en cierta forma reaccionando frente 

al entorno), le otorgaría mayor robustez frente a cuestiones circunstanciales, además de 

ser más amigable ambientalmente.   
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CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El fin de la eternidad… y el comienzo del infinito 

Isaac Asimov – El fin de la eternidad, 1955  
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Conclusiones 

La presente tesis contribuye con conocimiento sobre dos biomasas lignocelulósicas y su 

procesamiento para producir bioetanol, y aporta estrategias para la generación de otros 

productos de valor. Estos aportes permiten profundizar en el desarrollo sostenible de 

biorrefinerías en general, y en Uruguay en particular. Durante la ejecución del presente 

trabajo se abordaron diversos aspectos importantes en el establecimiento de una 

biorrefinería, como ser la composición de las biomasas, su pretratamiento mediante 

explosión por vapor continuo, la hidrólisis enzimática y fermentación de la fracción 

celulósica, así como la detoxificación y la obtención de productos de valor en la fracción 

hemicelulósica. Las principales conclusiones de este trabajo son las siguientes: 

- El switchgrass presentó menor contenido de celulosa (31,8  0,8 % m/m) que el 

eucalipto (47,9  1,0 % m/m). En cuanto a las hemicelulosas, el switchgrass 

estudiado tuvo un contenido de 25,0  1,2 % m/m y el eucalipto 16,0  0,8 % m/m. 

La lignina del eucalipto estaba compuesta principalmente por monolignoles 

siringil y en menor medida por guaiacil, mientras que en el switchgrass se 

evidenció alta proporción de unidades p-hidroxifenil y guaiacil, y en menor 

proporción siringil. 

- La explosión por vapor de forma continua de las dos biomasas a distintas 

condiciones de temperatura y tiempo de residencia demostró ser una buena 

estrategia para la deconstrucción de la biomasa reduciendo la recalcitrancia sin 

agregado de otros químicos, como ácidos. En las dos biomasas la explosión por 

vapor a 200 °C y 10 minutos de tiempo de residencia fue la que presentó los 

mejores resultados, con menor pérdida de celulosa y mayor rendimiento de 

hidrólisis enzimática. 

- La sacarificación y fermentación simultánea (de las fracciones sólidas obtenidas 

luego de las explosiones por vapor seleccionadas) con 10 % de carga de sólidos y 

25 FPU/g biomasa resultó en alta producción de bioetanol con rendimientos del 

79,2 ± 5,6 % para el eucalipto y 89,7 ± 0,8 % para el switchgrass. 

- Se desarrolló una estrategia efectiva para la extracción y recuperación de ácido 

acético y compuestos fenólicos de las fracciones líquidas, lo que permite aportar 

más valor al procesamiento de la biomasa lignocelulósica, además de reducir el 

impacto ambiental. 
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- A partir de la xilosa presente en la fracción líquida se produjo xilitol utilizando 

una cepa evolucionada de K. marxianus (tolerante a inhibidores) en cantidades de 

0,48 ± 0,04 g xilitol/g xilosa para la fracción líquida de switchgrass y 0,68 ± 0,10 

g de xilitol/g de xilosa para la fracción líquida de eucalipto. 

- Se avanzó en la producción de carotenoides a partir de pruebas en medios 

sintéticos utilizando una cepa evolucionada de R. toruloides. 

Los hallazgos de esta tesis contribuyen al desarrollo de biorrefinerías en Uruguay, 

brindando opciones de valorización de la biomasa lignocelulósica, tanto por la utilización 

de distintas materias primas como por la generación de distintas opciones de productos 

de valor. La realización de pruebas tendientes a aumentar la capacidad productiva de 

bioetanol mediante el uso de mayor carga de sólidos, así como mejoras en la eficiencia 

en la producción de xilitol y carotenoides, junto con el aprovechamiento de la lignina 

residual, pueden contribuir a impactar positivamente en la economía del proceso, además 

de abrir posibilidades de nuevos materiales y aplicaciones. 
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Ah, y en caso de que no los vea: ¡Buenos días, buenas tardes y buenas noches!  

Truman Burbank, The Truman Show - 1998 

 


