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Resumen 

Este estudio presenta los resultados de producción de hidrógeno a partir de 

biomasa lignocelulósica en presencia de compuestos inhibitorios derivados del 

pretratamiento termoquímico; con xilosa (10 g·L-1) como sustrato modelo así como 

hidrolizados ácidos de bagazo de Agave Tequilana Weber. Se utilizó como inóculo 

lodo granular anaerobio pretratado térmicamente. Se hizo un ensayo de tolerancia 

al furfural, hidroximetilfurfural (HMF) y sus mezclas a diferentes concentraciones. 

Se encontró que el furfural ejerció menor inhibición sobre la producción de 

hidrógeno que el HMF debido a la capacidad del inóculo para metabolizarlo en 

compuestos menos tóxicos. Posteriormente, se obtuvieron hidrolizados ácidos de 

bagazo de agave (HCl al 1.4% (p/p), 125 °C, 132 min) con 19 g·L-1 de 

carbohidratos totales. Se diluyeron al 18%, 35% y 70%, obteniendo la mayor 

velocidad de producción de hidrógeno, 778 ± 95 mL·L-1·d-1, con hidrolizados al 

35%. Con este porcentaje de hidrolizados, se arrancó un reactor anaerobio 

discontinuo secuencial (ASBR, por sus siglas en inglés), y se incrementó 

gradualmente la concentración de hidrolizados. La mayor velocidad de producción 

de hidrógeno fue de 206 ± 11 mL·L-1·d-1 con hidrolizados al 35 y 48%. Se encontró 

que al incrementar los porcentajes de hidrolizados ácidos, las especies 

productoras de H2 del género Clostridium fueron desplazadas por especies de 

Lactobacillus.  
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Abstract 

This study presents the results of hydrogen production from lignocellulosic biomass 

in the presence of inhibiting compounds derived from thermochemical 

pretreatment; with xylose (10 g·L-1) as a model substrate and acid hydrolysates of 

Agave Tequilana Weber bagasse. Thermally pre-treated anaerobic granular sludge 

was used as inoculum. A tolerance test was carried out on furfural, 

hydroxymethylfurfural (HMF) and their mixtures at different concentrations. It was 

found that furfural exerted less inhibition on the production of hydrogen than HMF 

due to the ability of the inoculum to metabolize it into less toxic compounds. 

Subsequently, acid hydrolysates of agave bagasse were obtained (HCl 1.4% (w / 

w), 125 ° C, 132 min) with 19 g·L-1 of total carbohydrates. It was diluted to 18%, 

35% and 70%, obtaining the highest speed of hydrogen production, 778 ± 95 ml·L-1 

·d-1, with hydrolysates at 35%. With this percentage of hydrolysates, an anaerobic 

sequential batch reactor (ASBR) was started, and the concentration of 

hydrolysates was gradually increased. The highest hydrogen production rate was 

206 ± 11 ml·L-1 ·d-1 with hydrolysates at 35 and 48%. It was found that the 

percentages of hydrolyzed acids increase, the H2 producing species of the genus 

Clostridium were displaced by Lactobacillus species. 
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1. Introducción 

Existe un alto potencial de producción de residuos sólidos lignocelulósicos 

derivados de la actividad agrícola en el país. En particular la industria del tequila, 

una de las principales en México, genera residuos sólidos en su proceso, como es 

el bagazo de agave, que generalmente es usado como material de acolchado para 

producción de hongos comestibles y para alimento de ganado, entre otros.  

Es conveniente dar un valor agregado a este subproducto ya que, por su 

composición química, tiene un alto potencial para producir biocombustibles como 

el hidrógeno. Sin embargo, uno de los principales retos es la hidrólisis para su 

posterior fermentación, ya que los carbohidratos se encuentran dentro de una 

matriz lignocelulósica que es difícil de separar.  

Un aspecto importante a señalar es que de los tratamientos ácidos, que son los 

más utilizados por obtener altos rendimientos de azúcares, se derivan compuestos 

como el furfural e hidroximetilfurfural, que se han reportado como inhibitorios de la 

fermentación (Eva Palmqvist & Hahn-Hägerdal, 2000). 

Es por tanto importante determinar la productividad de hidrógeno y cuál es la 

tolerancia del inóculo utilizado para estos compuestos con el objetivo de definir las 

etapas que se requieren para su conversión y de esta forma se introduzcan a un 

proceso integral de biorefinería de segunda generación. 

De esta forma, México podría convertirse en foco central de atención para la 

producción de biocombustibles, como un campo que aún está en época temprana 

de exploración (Rios y Kaltschmitt, 2013).  
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2. Objetivos y metas 

2.1. Objetivo general 

Determinar la productividad de hidrógeno a partir de hidrolizados de bagazo de 

agave mediante un cultivo mixto anaerobio en lote y en un reactor ASBR. 

2.2. Objetivos específicos 

- Determinar la relación que existe entre la conversión de carbohidratos, la 

concentración de inhibidores (furfural, hidroximetilfurfural y sus mezclas) con la 

productividad de H2 utilizando un cultivo mixto. 

- Obtener hidrolizados de bagazo de agave y caracterizar su contenido de 

azúcares, furfural e hidroximetilfurfural. 

- Producir hidrógeno a partir de hidrolizados de bagazo de agave en un reactor 

anaerobio discontinuo secuencial. 

2.3. Metas 

6.1 Obtener hidrolizados de bagazo de agave con una concentración de azúcares 

de al menos 15 g·L-1. 

6.2 Realizar ensayos para determinar el efecto de compuestos inhibitorios sobre la 

producción de hidrógeno con un cultivo mixto. 

6.3 Operar un ASBR por lo menos 2 meses con hidrolizados de bagazo de agave. 
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3. Marco Teórico y Antecedentes 

3.1. Residuos sólidos agrícolas 

La actividad agrícola, sostiene la vida humana en el planeta, ésta, como otras 

actividades genera residuos sólidos ya que durante la cosecha y el procesamiento 

de alimentos, la planta no es utilizada en su totalidad, y se producen residuos que 

no son aprovechados o en su defecto son escasamente usados como alimento 

para ganado, composta, artesanías o como material de acolchado para 

crecimiento de plantas (Íñiguez et al., 2006; Valdez-Vazquez et al., 2010). 

A nivel regional, América Latina y El Caribe, ocupan el 13% del total de la 

superficie mundial cultivada, lo que representa una ventaja si sus residuos se 

consideran como materia prima para la obtención de biocombustibles. México 

ocupa el tercer lugar en superficie cultivada en esta región, ya que en el año 2007 

se produjeron alrededor de 270 millones de toneladas de productos agrícolas, de 

los cuales, 28% se disponen como residuos (Valdez-Vazquez et al., 2010). 

Los residuos agrícolas pueden dividirse en dos principales categorías: los residuos 

primarios, que se refieren a aquellos materiales que son abandonados en el 

campo al momento de la cosecha como rastrojos de cereales, hojas y tallos, entre 

otros; y los residuos secundarios, que son aquellos generados durante el 

procesamiento del producto agrícola como cascarillas, olotes, bagazos, entre otros 

(Valdez-Vazquez et al., 2010). 

La generación de residuos de cultivos primarios se estimó en 60.13 millones de 

toneladas, siendo los principales tallos de maíz, tallos de sorgo, paja de trigo, 

hojas y tallos de caña de azúcar. La generación de residuos de cultivos 

secundarios se estimó en 15.6 millones de toneladas de los cuales el bagazo de 

caña de azúcar, bagazo de maguey y pulpa de café son los principales 

contribuyentes (Valdez-Vazquez et al., 2010). En la Figura 3.1 se muestra el mapa 

de distribución del potencial de residuos sólidos agrícolas en el país. 
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 Figura 3.1 Distribución de residuos sólidos agrícolas en México,  
adaptado de Valdez-Vazquez et al. (2010). 

De la Figura 3.1 se destaca que en los estados de Sinaloa, Baja California, 

Tamaulipas, Veracruz, Chihuahua y la Península de Yucatán es donde se genera 

una mayor cantidad de residuos sólidos de la actividad agrícola, que asciende a 2 

millones de toneladas de materia seca por año. 

3.2. Residuos sólidos agrícolas de la industria del Tequila 

El género agave es endémico de América, en México se encuentran 150 de sus 

200 especies y está distribuido en el 75% del territorio. El agave está ampliamente 

distribuido en zonas áridas y semiáridas, y es abundante en las serranías del 

centro del país, Sierra Madre Occidental, Altiplano Mexicano, Península de 

California y Sierra Madre Oriental. Este cultivo tiene una importancia histórica, 

cultural y económica para pueblos indígenas y mestizos que lo han aprovechado 

durante siglos como fuente de alimento, bebida, medicina, combustible, ornato, 

fibras duras, abono, construcción de viviendas, elaboración de implementos 

agrícolas entre otros (Garcia, 2007; Murillo-Alvarado et al., 2014; Valdez-Vazquez 

et al., 2010).  

A nivel nacional, las bebidas alcohólicas se producen utilizando por lo menos 53 

especies de agave, en 26 de las 32 entidades federativas, de los que se derivan el 
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mezcal, tequila, bacanora, pulque y sotol. Una de las industrias más importantes 

en México está relacionada con la producción de tequila, bebida obtenida 

únicamente a partir de la especie Agave tequilana Weber (agave azul), la mayor 

parte localizada en los estados de Jalisco, Guanajuato y Michoacán, actualmente 

están registradas 124 firmas productoras de tequila. En los últimos quince años, la 

industria tequilera ha crecido de manera significativa, produciendo más del doble 

entre 1995 y 2005 llegando a 209.7 millones de litros de tequila en el 2005, en la 

Figura 3.2 se muestra la producción de tequila y el consumo de A. tequilana hasta 

el año 2016 (Bowen & Zapata, 2009; Garcia, 2012; Valdez-Vazquez et al., 2010).  

Como se observa en la Figura 3.2, la industria del tequila va en incremento con 

respecto de la década de los 90, tan solo en el año 2010 se consumieron 

alrededor de 990 miles de toneladas de bagazo de agave para producir 258 

millones de litros de tequila, de lo cual se deriva que para producir un litro de 

tequila se generan en promedio 3.3 kg de bagazo de agave. Se señala también, 

de acuerdo al Consejo Regulador de Tequila (2017), que la producción se ha 

estabilizado en el último lustro. 

 

Figura 3.2 Producción de tequila y consumo de agave, 

adaptado de Consejo Regulador del Tequila (CRT, 2016). 
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Comercialmente, la parte importante de A. tequilana para la producción de tequila 

es el tallo, comúnmente llamado cabeza o piña. El tequila se puede producir 

mediante un proceso tradicional o mediante un proceso alternativo. El proceso 

tradicional consiste en cuatro principales pasos: cocción de cabezas de A. 

tequilana, extracción de azúcar por molienda (donde se genera el bagazo), 

fermentación y destilación. El proceso alternativo consiste en: extracción del 

jarabe de las cabezas de A. tequilana por molienda (donde se genera el bagazo), 

hidrólisis del jarabe, fermentación  y destilación. El bagazo de A. tequilana es el 

principal residuo sólido generado por la industria tequilera en México, 

aproximadamente el 40% del total cosechado es convertido en bagazo  (Arreola-

Vargas et al., 2015; Bowen & Zapata, 2009; Kestur et al., 2013; Murillo-Alvarado et 

al., 2014). 

De lo anterior, se destaca la importancia de la composición química del bagazo de 

agave, con el fin de hallar las oportunidades de aprovechamiento de este material 

para la producción de biocombustibles dentro de un concepto de biorefinería de 

segunda generación. 

3.3. Composición química del bagazo de agave 

El bagazo de agave se considera un tipo de biomasa lignocelulósica (BL). La 

biomasa es una de las formas de energía renovable más abundantes y versátiles 

en el mundo, incluye cualquier material biológico ya sea organismos vivos como 

madera virgen, cultivos energéticos, residuos agrícolas, residuos de comida, así 

como residuos y subproductos de la industria alimentaria (Valdez-Vazquez et al., 

2010). 

El agave consiste en una planta suculenta árida perenne con hojas delgadas 

alrededor de un tallo, se extiende radialmente y mide entre 1.2 y 1.8 m de altura, 

cuyos principales elementos son fibras, azúcares, minerales y agua (Kestur et al., 

2013; Murillo-Alvarado et al., 2014). 

Como se señaló anteriormente, el bagazo de agave es un subproducto en el 

proceso de producción de tequila, considerado como residuo, sin darle un valor 
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agregado; sin embargo es una fibra con importantes oportunidades de desarrollo 

para obtención de azúcares con el fin de producir biocombustibles, alcohol y 

ácidos orgánicos por vía biotecnológica, complemento lignocelulósico en la 

industria del papel, hemicelulosas para la industria química y alimentaria, medio de 

cultivo para la producción de hongos alimenticios, producción de aglomerados, 

carbón activado, complemento de forrajes, composta, alimento animal y paneles 

de construcción (Alonso & Rigal, 1997; Iñiguez-Covarrubias et al., 2001; Kestur et 

al., 2013) 

El bagazo de agave está compuesto de material fibroso heterogéneo de 10 a 12 

cm de largo (llamadas haces fibrovasculares) y material orgánico no fibroso en 

forma de partículas finas (llamada médula) que corresponde a la corteza y 

envoltura fibrovascular dispersa en el interior de la planta de agave, el diámetro de 

dichas fibras varía entre 0.3 y 0.4 mm (Alonso & Rigal, 1997; Crespo González, 

2011). 

En términos de biomasa, el bagazo de agave es un compuesto lignocelulósico 

constituido principalmente por celulosa, lignina y hemicelulosa, cuya composición 

depende de madurez de la planta antes de ser cosechada, clima, tipo de suelo, 

tipo de procesamiento industrial para extracción de jugos, entre otras. En la Tabla 

3.1 se tiene la composición de Agave tequilana reportada en distintos estudios. 

Tabla 3.1 Composición química de bagazo de agave. 

Especie Celulosa 

(%) 

Hemicelulosa 

(%) 

Lignina 

(%) 
Referencia 

Agave tequilana 

Weber 

66 6 17 Sanjuan y Grellman, 1987 

Agave tequilana  43 19 15 Alonso y Rigal, 1997 

Agave tequilana 

(cocido) 

31 11 11 Arreola-Vargas et al., 2015 

Agave tequilana 

(sin cocer) 

47 23 11 Arreola-Vargas et al., 2015 
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La celulosa, hemicelulosa y lignina, están unidos por enlaces covalentes y de 

hidrógeno que la convierten en una estructura muy robusta y resistente a cualquier 

tipo de hidrólisis. Esta recalcitrancia se debe principalmente a la presencia de 

lignina, el grado de cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerización de los 

polisacáridos, el área de superficie disponible y el contenido de humedad, así que 

para favorecer la producción de biocombustibles a partir del bagazo de A. 

tequilana, es necesario llevar a cabo una hidrólisis para obtener azúcares en sus 

formas más simples y posteriormente fermentarlos (Arreola-Vargas et al., 2015; 

Michelin et al., 2015).  

3.4. Concepto de biorefinería para obtención de biocombustibles 

La conversión de biomasa lignocelulósica (BL) para producir biocombustibles 

emulando procesos de refinación del petróleo es factible y necesario con el 

desarrollo de tecnología para obtener diferentes productos en serie a partir de BL, 

como el hidrógeno, metano, bioetanol, solventes, entre otros (Escamilla-Alvarado 

et al., 2011; Moncada et al., 2015). 

Los biocombustibles se clasifican en primera, segunda y tercera generación, los 

de primera generación se refieren a los que se derivan de cultivos específicamente 

destinados a la obtención de biomasa. Sin embargo, estos son controversiales 

debido a su impacto en la seguridad alimentaria y el cambio de uso de suelo que 

implica su cultivo (Raman et al., 2014). 

Los de segunda generación se obtienen a partir de residuos sólidos 

lignocelulósicos y cultivos no alimentarios en un esquema de producción integral 

para generar diversos productos de valor agregado (Demirbas, 2008). 

Los de tercera generación, incluye vegetales no destinados a la alimentación de 

rápido crecimiento y potencial energético, para lograr esto se utilizan diversas 

tecnologías como la ingeniería genética. Entre estos se destaca a las microalgas, 

consideradas como una de las materias primas más promisorias para la 

producción de biocombustibles por su rápida tasa de crecimiento, alta capacidad 

de captura de CO2, entre otras. Tienen un alto contenido de carbohidratos y lípidos 
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para su conversión en biodiesel, hidrógeno, butanol, gasolina, metano, etanol, 

aceite vegetal, entre otros (Biofuel.org.uk, 2015; Cheng et al., 2011). 

Entre los principales beneficios de una biorefinería de segunda generación, están 

por demás los beneficios económicos, ya que el costo de la materia prima es bajo 

por que se ocupan los residuos sólidos de la actividad agrícola, además de que se 

abren nuevos mercados para productos. Los beneficios sociales pueden ser el 

suministro de energéticos sustentables, seguridad energética así como el 

desarrollo económico rural (Lynd et al., 2005). En la Figura 3.3 se presenta un 

esquema general de biorefinería a partir de bagazo de agave para la obtención de 

biocombustibles gaseosos y líquidos (Valdez-Vazquez et al., 2015). 

 

Figura 3.3. Esquema general de biorefinería para la producción biocombustibles y solventes, 

adaptado de Valdez-Vazquez et al. (2015). 
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Como se puede observar en la Figura 3.3, es posible obtener diversos 

subproductos a partir de la biomasa lignocelulósica. Este trabajo está enfocado en 

la conversión de hidrolizados del bagazo de agave, es decir, la fracción soluble de 

hemicelulosa de la BL por medio de fermentación oscura para producir hidrógeno. 

Una de las etapas más controversiales es la hidrólisis, ya que hay distintos 

métodos para obtener esta fracción, es por consiguiente señalar la importancia 

que tiene el pretratamiento para obtener el hidrolizado de manera eficiente.  

3.4.1. Hidrólisis de la biomasa lignocelulósica 

Los carbohidratos contenidos en la biomasa lignocelulósica son complejos por lo 

que es difícil que microorganismos degraden los polímeros de celulosa y  

hemicelulosa para producir azúcares. Estos compuestos complejos deben ser 

convertidos en azúcares simples para su fácil conversión en hidrógeno y así 

mejorar su rendimiento (Akobi et al., 2016; Cao et al., 2010). 

El proceso de hidrólisis de la BL puede ser llevado por métodos físicos, químicos o 

biológicos como el explosión de vapor, tratamiento ácido (HCl, H3PO4, H2SO4), 

tratamiento alcalino (NaOH y NH3), tratamiento con solventes orgánicos (etanol, 

etileno) o tratamiento biológico con hongos, bacterias o sus enzimas. Cada uno de 

los tratamientos mencionados tiene tanto ventajas como desventajas económicas 

y ambientales (Olsson & Hahn-Hägerdal, 1996). 

En lo que respecta al pretratamiento fisicoquímico, se tiene a la auto-hidrólisis, 

basada en la depolimerización selectiva de hemicelulosa, que es catalizada por 

iones hidronio generados in situ por la auto-ionización del agua y por el ácido 

acético, lo que provoca la relocalización de lignina en la superficie de la BL. El 

pretratamiento con microondas, se fundamenta en  una rápida liberación de 

energía y en consecuencia un rápido calentamiento del material que acelera la 

solubilidad de los compuestos, se ha usado para mejorar la hidrólisis enzimática 

de la celulosa. Otro pretratamiento fisicoquímico es la explosión de vapor, similar 

al anterior, a diferencia que las altas presiones son seguidas de una rápida 

descompresión, lo que modifica la lignocelulosa en tres polímeros: hemicelulosa 
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en el licor, lignina y celulosa en fracción insoluble. En el ultrasonido se genera un 

sustrato que es más fácil de hidrolizar por el incremento del área superficial 

disponible y a su vez afecta la cristalinidad (Michelin et al., 2015). 

En cuanto a los pretratamientos químicos, se tiene al alcalino, en el que se 

rompen los enlaces de lignina y glicosídicos de los polisacáridos, provocando una 

reducción en el grado de polimerización, incremento en la disponibilidad del área 

interna superficie, es decir que incrementa el número de puntos de contacto para 

reacciones químicas; también disminuye la cristalinidad de la celulosa, que es una 

estructura recalcitrante debido a que son cadenas de glucosa mediante enlaces β-

1-4, que se encuentran unidas entre sí por fuertes enlaces de hidrógeno que 

forman cadenas de celulosa en microfibrillas. El pretratamiento ácido es 

considerado como una tecnología apropiada para la producción de bioetanol a 

escala industrial a partir de azúcares de hemicelulosa (Pedersen & Meyer, 2010; 

Ruiz et al., 2011; Van Dyk & Pletschke, 2012).  

Otra técnica es la de solventes líquidos orgánicos para extraer lignina, ya que 

puede ser hidrolizada por ciertos solventes en un rango de temperatura de 100 a 

250 °C. La ozonólisis es otro pretratamiento químico que incluye el uso del ozono 

gaseoso, oxidante poderoso y soluble en agua, para romper la lignina y 

hemicelulosa e incrementar la biodegradabilidad de la celulosa. El pretratamiento 

con líquidos iónicos a bajas temperaturas, bajas presiones de vapor, buena 

estabilidad térmica y diferentes combinaciones de aniones y cationes para su 

síntesis, pueden ser usados para residuos lignocelulósicos sin generar impactos 

ambientales (Cheng et al., 2011; Michelin et al., 2015; Ruiz et al., 2013) 

El tratamiento biológico implica el uso de microorganismos o enzimas. El proceso 

de degradación de lignina y la eficiencia de la hidrólisis enzimática puede ser 

afectado por  el tamaño de partícula, contenido de humedad, tiempo de retención 

hidráulica y temperatura. Este tipo de pretratamiento ofrece ventajas como bajo 

consumo de energía y no requiere el uso de químicos, además a condiciones 

operacionales moderadas y sencillas de integración dentro de un sistema de 

bioproceso consolidado. Entre las desventajas se considera un tiempo de proceso 
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largo, amplios espacios requeridos, la necesidad de monitoreo continuo del 

crecimiento de microorganismos y los altos costos de las enzimas (celulasas y 

hemicelulasas). Por otra parte, no es necesaria la esterilización de sustratos 

lignocelulósicos cuando se utiliza un consorcio microbiano para el pretratamiento 

(Michelin et al., 2015; Yang et al., 2011). 

Por último se señala que un pretratamiento integrado es más eficiente, 

combinando técnicas físicas y microbiológicas o químicas, con lo que se logra 

mejorar la eficiencia de fraccionamiento,  disminuir la formación de inhibidores y 

minimizar los tiempos de retención (Mood et al., 2013; Zheng et al., 2014 en 

Michelin et al., 2015). 

Los productos principales de la hidrólisis de material lignocelulósico  después de 

su tratamiento químico, termoquímico o enzimático son hexosas (principalmente 

glucosa) y pentosas (principalmente xilosa) (Reginatto & Antônio, 2015).  

En la Tabla 3.2 se tiene una comparación de pretratamientos para la hidrólisis con 

distintos tipos de BL, se observan las condiciones de temperatura, relación 

biomasa/líquido así como su rendimiento en cuanto a producción de azúcares y 

sus derivados. 
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Tabla 3.2 Pretratamientos de biomasa lignocelulósica. 

Pretrata

miento 
Sustrato Condiciones 

C6 

g·L-1
 

C5 

g·L-1
 

AS 

g·L-1
 

F 

g·L-1
 

HMF 

g·L-1
 

Fen 

g·L-1
 

Ac 

g·L-1
 

Hidro_ 

térmico 

Rastrojo 

de maíz 

Hidrotratamiento, 

200°C, 10 min  

3.7 8.8 12.5 1.00 0.20 - 5.3 

Viruta de 

maple 

Hidrotratamiento, 

200°C, 20 min 

0.6 9.2 9.8 4.10 0 1.3 13.1 

Paja de 

trigo 

Explosión de vapor, 

220°C, 2.5 min 

4.4 25 29.4 0.89 0.26 0 7.5 

Paja de 

trigo 

Hidrotratamiento, 80 

°C, 6 min, 180°C 15 

min, 190 °C 3 min 

2.9 12.6 15.5 0.25 0.14 0.14 0 

Ácido Residuos 

de yuca 

H2SO4, 170°C, 30 

min 

5.1 9.4 14.5 2.05 0 - 5.1 

Cáscara 

de arroz 

H2SO4, 121°C, 180 

min 

1.83 8.6 10.4 0.94 0 - 1.96 

Paja de 

arroz 

H2SO4, 160°C, 25 

min  

6.0 11.7 17.7 2.50 0.30 - 1.9 

Paja de 

arroz 

H2SO4, 160°C, 5 

min 

4.0 14.4 18.4 0.10 0.90 - 1.3 

Alcalino Cáscara 

de arroz 

H2O2 1.6% (w/v), 25 

°C, 12 h  

8.0 1.12 9.1 0.08 0.03 5.23 2.2 

BCA NaOH 5% (w/v)  2.0 

% 

42.4

% 

7.5 

% 

NR NR NR NR 

Alcalino 

– biol. 

BCA NaOH 1.5 % (v/v), + 

Cellulomonas uda 

15.0 

% 

5.0 

% 

1.3 

% 

- - - - 

Hongos

enzimas 

Tallos de 

maíz 

Phanerochaete 

chrysosporium  + 

celulasa (T. viride) 

77.2 

% 

16.3 

% 

48.0

% 

- - - - 

C6: Azúcares de hexosas 

C5: Azúcares de pentosas 

AS: Azúcares solubles 

F: Furfural 

HMF: Hidroxiimetil-furfural 

Fen: Fenoles 

Ac: Acetato 

BCA: Bagazo de caña de azúcar 

NR: No reportado 

 

Fuente: Nissilä et al. (2014); Zheng et al. (2014) 
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En cuanto al pretratamiento para la hidrólisis del agave, recientemente se han 

llevado a cabo investigaciones, donde se ha probado principalmente el 

pretratamiento con ácido diluido e hidrólisis enzimática, en la Tabla 3.3 se tienen 

las condiciones y rendimientos reportados en azúcares totales. 

Como se observa, se han obtenido diferentes resultados que dependen de las 

condiciones y el tratamiento que se elija para la hidrólisis, el más utilizado hasta el 

momento es el de ácido clorhídrico diluido. 

Tabla 3.3 Pretratamiento del bagazo de agave 

Tipo de bagazo Pretratamiento 

Azúcares 

totales 

(g·L-1
) 

Referencia 

Bagazos de 

diferentes tequileras 

H2SO4 4%, BL/L 30%, 130 °C, 1.5 h. 10 Alonso y Rigal, 1997 

Bagazo de agave 2%, 5% y 10% (gS/100 ml), 0 mM 

buffer de citratos, pH 4.8, 15 FPU
b
 

de celulasa y 30 CBU
b
 beta-

glucosidasa por 1 g de sólidos, 50 °C 

15.1
a
, 34

 a
 

y 47.2
 a
 

Caspeta et al., 2014 

Bagazo cocido HCl 2.7 % (w/w), BL/L 5 %, 123.6 °C, 

1.3 h. 

27.9 Arreola-Vargas et al., 

2015 

Bagazo no cocido HCl 1.2% (w/w), BL/L 5%, 123.6 °C, 

2.1 h. 

18.7 Arreola-Vargas et al., 

2015 

Bagazo cocido Enzimático, 4% (w/v), 50 mM buffer 

de citratos, pH 4.5, Celluclast 40 

FPU/g, 45 °C, 10 h 

8.9
a
 Arreola-Vargas et al., 

2016 

Bagazo cocido HCl 2.7% (w/w), BL/L 5%, 123.6 °C, 

1.3 h. 

17.3 Arreola-Vargas et al., 

2016 

a
: reportada en glucosa (g·L

-1
) 

b
: FPU (Filter Paper Activity)  y CBU (Cellobiase Activity) Son unidades de concentración de las enzimas 

celulaas y celobiasas definidas por la IUPAC. 
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A manera de ejemplo, en la Figura  3.4 se comparan tres de los pretratamientos 

que han sido más utilizados para hidrolizar el bagazo de caña de azúcar en cuanto 

al rendimiento de carbohidratos (recuperación de azúcares de la biomasa 

lignocelulósica, %) y la formación de inhibidores (furfural e hidroximetil fufural, 

HMF, g·L-1).  

Como se observa n la Figura 3.4, el ensayo de ácido diluido (Fangkum & 

Reungsang, 2011b) tiene un rendimiento de hasta 18 gramos de carbohidratos 

totales por cada gramo de bagazo en base seca, mientras que el pretratamiento 

alcalino (Bolado et al., 2016) se observa un mayor rendimiento de azúcares y el 

tratamiento hidrotérmico (Sukhbaatar et al., 2014) es equiparable en cuanto a 

contenido de azúcares con el de ácido diluido.  

También se observa que el pretratamiento hidrotérmico es el que genera una 

mayor concentración de compuestos furánicos (furfural e hidroximetilfural) 

considerados como inhibitorios. 

 

 

 Carbohidratos totales (%),  Furfural (g·L-1),  Hidroximetilfurfural (g·L-1) 

Figura 3.4 Comparación de pretratamientos para obtención de azúcares, adaptado de 

Fangkum & Reungsand (2011b), Bolado et al. (2016) y Sukhbaatar et al. (2014). 
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3.4.2. Formación de inhibidores 

Cuando la hemicelulosa es degradada, se libera xilosa, manosa, ácido acético, 

galactosa y glucosa; la celulosa es hidrolizada a glucosa; sin embargo, a altas 

temperaturas y presión, las pentosas se degradan a furfural cuando sufren una 

deshidratación y de manera similar, a partir de la degradación de las hexosas se 

forma el 5-hidroxi-metilfurfural (HMF) (Eva Palmqvist & Hahn-Hägerdal, 2000).  

El ácido fórmico se sintetiza cuando el furfural y el HMF se rompen; mientras que 

el ácido levulínico se forma debido a la degradación del HMF. Por otra parte, los 

compuestos fenólicos se generan a partir de la ruptura parcial de la lignina, así 

como por la degradación de carbohidratos (Akobi et al., 2016; E. Palmqvist & 

Hahn-Hagerdal, 2000). En la Figura 3.5 se tiene un esquema general de la 

formación de inhibidores en hidrolizados. 

 

Figura 3.5 Reacciones ocurridas durante la hidrólisis ácida de BL,  

adaptado de Palmqvist y Hahn (2000).  
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El efecto de estos compuestos en el proceso de fermentación es de interés, 

debido a que los compuestos furánicos, como el furfural y el HMF inhiben el 

crecimiento celular, inducen un daño en el ADN e inhiben a las enzimas en la fase 

de glicólisis. Estos compuestos dañan las células por la alteración de la 

permeabilidad de la membrana, provocando el escape de los compuestos 

intracelulares y la inactivación de sistemas enzimáticos esenciales. Los 

compuestos fenólicos de bajo peso molecular son considerados más tóxicos para 

los microorganismos que los de alto peso molecular. El efecto de los inhibidores 

en las células es relativo a su estructura e hidrofobicidad, los microorganismos 

difieren en su capacidad para adaptarse al crecimiento en presencia de 

compuestos tóxicos y pueden usar diferentes mecanismos de adaptación para 

evitar o reparar daños por éstos (Monlau et al., 2014). 

Para evaluar el efecto de los inhibidores en la productividad de hidrógeno a partir 

de hidrolizados de biomasa lignocelulósica, se han llevado a cabo diversos 

estudios con mezclas sintéticas e hidrolizados reales, en los que se experimenta la 

tolerancia del inóculo a diferentes concentraciones de furfural y en mezcla con 

hidroximetilfurfural y otros componentes. En la Figura 3.6 se muestra la 

comparación de cuatro estudios en cuanto a la producción de H2 con diferentes 

concentraciones de furfural e HMF. 

 

Figura 3.6 Efecto de inhibidores sobre producción de H2, adaptado de Cao et al. (2010), 

Quéméneur et al. (2012), Monlau et al. (2013) y Akobi et al. (2016). 
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En el primer caso, utilizaron un sustrato sintético usando xilosa como sustrato 

modelo y con un cultivo mixto donde imperó la Clostridium beijerenkii (Quéméneur 

et al., 2012), se determinó que el furfural disminuyó un 80% la producción de H2, a  

partir de 1 g·L-1 de furfural. 

También Akobi et al. (2016), usaron un sustrato sintético con xilosa para probar la 

tolerancia del inóculo (cultivo mixto), donde se observó que las bacterias tienen un 

umbral, ya que a 1 g·L-1 de furfural se produce más que el control, mientras que 

con concentraciones mayores o menores sí disminuye la producción de hidrógeno. 

En lo que respecta al estudio con hidrolizados ácidos de maíz a diferentes 

concentraciones, donde utilizaron Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 

W16 como inóculo (Cao et al., 2010), se observó una disminución hasta del 55 %  

con concentraciones de 0.8 g·L-1de furfural e hidroximetilfurfural.  

Por último, en el estudio donde se utilizó un hidrolizado de tallos de girasol a 

diferentes concentraciones con un inóculo cultivo mixto como cultivo, en el que 

predominaban las bacterias del género Clostridium (Monlau et al., 2013), se 

observó el efecto sinérgico que tienen ambos inhibidores, ya que a 

concentraciones menores de 0.5 g·L-1 de furfural y menores de 0.1 g·L-1 de HMF, 

el rendimiento del H2 disminuyó drásticamente. 

De lo anterior se destaca que la inhibición depende de la tolerancia del inóculo, 

además de la concentración y el tipo de inhibidor, ya que se observa un efecto 

diferente si se analizan separados o en mezcla, por tal motivo es importante 

estudiar la tolerancia del inóculo a diferentes concentraciones de los inhibidores. 

3.4.3. Producción de biohidrógeno vía fermentación oscura 

El hidrógeno (H2) es uno de los biocombustibles más promisorios debido a que 

está libre de carbono y su combustión sólo produce agua, su generación con 

microorganismos por medio de reacciones bioquímicas ha atraído la atención a 

nivel mundial debido a que puede ser considerado como una fuente de energía 

limpia, inagotable y de bajo costo (Ren et al., 2009). 
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Una de las principales características del hidrógeno, es que tiene un alto contenido 

energético (122 MJ/kg). En la actualidad, el H2 es producido a partir de 

combustibles fósiles mediante pirólisis, transformación con plasma, en fase líquida 

y amoniaco (Holladay et al.,2009; Nissilä et al., 2014). 

Los procesos biológicos más utilizados para su obtención son fotólisis, 

fotofermentación, fermentación oscura o celdas de electrólisis microbianas a partir 

de residuos sólidos, biomasa lignocelulósica o efluentes de plantas de tratamiento 

de agua (Nissilä et al., 2014; Ren et al., 2009). 

3.4.3.1 Ruta metabólica 

La fermentación oscura constituye una fase intermediaria del proceso de la 

digestión anaerobia, que involucra bacterias fermentativas productoras de H2 y 

donde no se llega a la fase de metanogénesis. Para evitar la formación de metano, 

se ha propuesto utilizar cultivos puros, aunque se prefiere el uso de cultivos 

mixtos, debido a que son más accesibles económicamente y más fáciles de operar 

debido a que no es necesario trabajar bajo condiciones de esterilidad ( Monlau et 

al., 2014). 

En este proceso se tienen diferentes productos finales que dependen de las 

especies bacterianas, pH, presión parcial de hidrógeno, entre otras. Uno de los 

sustratos más estudiados es la glucosa, de su fermentación se obtiene H2, CO2, 

acetato y/o butirato. Teóricamente, cuando el producto final sólo es acetato se 

obtienen 4 moles de H2 por cada mol de glucosa (ecuación 1) mientras que 

cuando el producto final es el butirato, se producen 2 moles de H2 por cada mol de 

glucosa (ecuación 2) (Reginatto & Antônio, 2015). 

En la actualidad existen pocos estudios relacionados con la producción de H2 a 

partir de xilosa, teóricamente por cada mol de xilosa se producen 3.33 moles de 

H2 cuando el acetato es el producto final de la fermentación y 1.66 moles de H2 

por cada mol de xilosa cuando se produce butirato. En las ecuaciones 3 y 4 se 

tienen las ecuaciones estequiométricas (Kongjan et al., 2009). 
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C6H12O6 + 2 H20  2 CH3COO- + 2CO2 + 4H2 … (1) 

C6H12O6  CH3CH2CH2COO- + 2CO2 + 2 H2 … (2) 

C5H10O5 + 1.66 H20  1.66CH3COO- + 1.66CO2 + 3.33H2 … (3) 

C5H10O5 + 1.66 H20  0.83CH3CH2CH2COO- + 0.83CO2 + 1.66H2 … (4) 

Las bacterias fermentativas forman ácidos orgánicos, H2 y CO2 a partir de las 

moléculas monoméricas. En este punto, el H2 y el acetato pueden ser utilizados 

y/o producidos por distintos grupos de microorganismos. Es así que el acetato 

también puede ser generado durante la acetogénesis a partir de la reducción del 

CO2 y H2 por acetótrofos autotróficos por la ruta Wood-Ljungdhal, un proceso 

llamado homoacetogénesis (Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009). 

En la Figura 3.7 se tiene un esquema general de los principales pasos de la ruta 

metabólica y las enzimas para la producción de H2 a partir de la fermentación de la 

glucosa y xilosa por microorganismos anaerobios. Se muestra que la enzima 

xilosa isomerasa (XI) cataliza la isomerización de xilosa a xilulosa, posteriormente 

es fosforilada por la enzima xiluloquinasa (XK) para formar la xilulosa-5-fosfato, 

uno de los productos intermediarios de la vía PP (pentosa fosfato). Por medio de 

la actividad de epimerasas, isomerasas, transcelotasas y transaldoasas, enzimas 

de la vía PP, la xilulosa-5-fosfato es convertida a fructosa-6-fosfato y 

gliceraldehído-3-fosfato. Ambos compuestos son intermediarios de la vía Embden-

Meyerhof-Parnas (EMP), a través de los cuales se convierten en piruvato. Las 

supuestas actividades de piruvato, ferrredoxin oxido-reductasa (PFOR) y la 

federroxina- dependiente hidrogenasa (Hyd), producirán H2, CO2 y acetato 

(Reginatto & Antônio, 2015). 

Como se observa en la Figura 3.7, la glucosa se convierte en piruvato, a partir del 

cual se produce H2, CO2 y acetato, cabe destacar que, como se enfatiza en las 

ecuaciones (4) y (6), para ambos carbohidratos, el consumo de energía reductora 

para generar butirato en lugar de acetato reduce el rendimiento de H2.  
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EMP, Embden-Meyerhof-Parnas; Fd ferredoxina oxidada; FdH2, ferredoxina reducida; Hyd, hidrogenasa; 

PFOR, piruvato: ferredoxin oxidoreductasa; PP, pentosas fosfato; XI xilosa isomerasa; XK, xiluloquinasa. 

Figura 3.7 Ruta metabólica para la producción de H2 y CO2 

adaptado de Reginatto & Antônio (2015). 

3.4.4. Producción de hidrógeno a partir de hidrolizados de biomasa 

lignocelulósica 

Se ha demostrado que la producción de hidrógeno por procesos fermentativos es 

la más favorable debido a que se puede generar de forma continua y con altas 

tasas de producción comparado con otros procesos biológicos. Las 

fermentaciones se llevan a cabo a diferentes temperaturas, desde mesofílicas (25 

- 40 °C), hasta termofílicas (> 50 °C), que genera biogás con H2, CO2, CO, H2S y 

CH4 (Zhao, Zhang, & Chen, 2015). 
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La fermentación oscura constituye una fase intermediaria del proceso de la 

digestión anaerobia, que involucra bacterias fermentativas productoras de H2 y 

donde no se llega a la última fase que consiste en la metanogénesis. Para evitar la 

metanogénesis, se ha propuesto utilizar cultivos puros, aunque se prefiere el uso 

de consorcios de cultivos mixtos, debido a que son más accesibles 

económicamente, más fáciles de operar debido a que no es necesario operar bajo 

condiciones de esterilidad ( Monlau et al., 2014). 

Las principales bacterias productoras de H2 están relacionadas con géneros 

estrictamente anaerobios (Clostridia, methylotrophs, bacterias ruminales, archea), 

facultativas (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter) y del género aerobio 

(Alcaligenes, Bacilus) (Guo et al.,  2010). 

Se han utilizado una amplia variedad de fuentes para obtener inóculo  productor 

de hidrógeno, que incluyen lodo anaerobio de plantas de tratamiento de agua 

residual municipales, composta de estiércol vaca, residuos de ganado, lodos 

procedentes de efluente de molino de aceite de palma, suelo, composta de paja 

de arroz, así como lixiviados de rellenos sanitarios (Jung et al., 2010b).  

Bajo condiciones mesófilas se han encontrado bacterias que esporulan del género 

Clostridium en cultivos mixtos, con toda la probabilidad de existencia debido al uso 

de un tratamiento de choque térmico en el inóculo (Guo et al., 2010). 

La fermentación puede ser producida tanto en un sistema en lote, lote alimentado 

(estrategia limitante de sustrato para crecimiento de cultivo) o en continuo, la 

elección del tipo de fermentación depende de las propiedades cinéticas de los 

microorganismos. La inmovilización y recirculación de las células son formas de 

incrementar la concentración de la masa celular en la fermentación, lo que lleva a 

una alta productividad (Olsson & Hahn-Hägerdal, 1996). 

En cuanto a producción de H2, teóricamente, cualquier sustrato rico en 

carbohidratos, lípidos y proteínas puede ser considerado para la producción de 

hidrógeno; sin embargo, los carbohidratos son la principal fuente de hidrógeno 

durante el proceso de fermentación, por lo tanto, residuos y biomasa ricos en 
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azúcares y/o carbohidratos complejos son consideradas materias primas 

adecuadas para la generación de biohidrógeno (Ntaikou et al., 2010). 

En este sentido, se han estudiado diferentes tipos  de residuos agrícolas que 

incluyen bagazo de caña de azúcar, sorgo dulce, tallos y rastrojos de maíz, maíz 

forrajero, paja de trigo, entre otros. Debido a que los hidrolizados lignocelulósicos 

contienen diversos monosacáridos, se sugieren co-cultivos de por lo menos dos 

microorganismos debido que uno solo no puede fermentar todos los sustratos de 

manera óptima (Olsson & Hahn-Hägerdal, 1996).  

En la Tabla 3.4 se tiene diferentes tipos de residuos utilizados como materia prima 

para la producción de hidrógeno, se han obtenido rendimientos que dependen de 

diversos factores, el caso de bagazo de agave, recientemente se han realizado un 

estudio (Arreola-Vargas et al., 2015 y 2016), donde se comparan dos 

pretratamientos (enzimático y ácido) para la producción de hidrógeno, para 

demostrar el potencial de producción de hidrógeno a partir de este hidrolizado. 
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Tabla 3.4 Producción de H2 a partir de diferentes residuos agrícolas. 

Sustrato Pretratamiento Inóculo 
T 

(°C) 

Rendimiento 

mmolH2·gsus
-1

 

Tallos de maíz 0.002% CaO, 50 °C, 96 h Cultivo mixto de madera 

podrida 

60 5.69 

Tallos de maíz Phanerochaete 

chrysosporium 

Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolytucum 

50 3.99 

Tallos de maíz Trichoderma viride T. thermosaccharolyticum 50 4.06 

Tallos de maíz 0.8% NaOH, 120 °C, 20 min Lodo anaerobio 55 1.70 

Tallos de maíz Pretratamiento fúngico Lodo anaerobio 55 2.01 

Tallos de maíz 0.2% HCl,96 °C, 30 min Composta de heces de vaca 36 5.90 

Rastrojos de maíz 1.2% H2SO4, T
a
, 2 h y 

explosión de vapor, 200 °C, 

1 min 

Lodo seco 35 0.73 

Rastrojos de maíz Microondas, 0.3 N H2SO4,  

45 min 

Lodo anaerobio 55 0.68 

Pasto 4% HCl, 96 °C, 30 min Anaerobio  35 2.86 

 0.5% NaOH, 96 °C, 30 min Cultivo mixto 35 0.86 

Paja de arroz 10% NH4, 121°C, 50 

1.0% H2SO4, 121 °C,50 min 

T. neapolitana 75 2.70 

Bagazo caña de 

azúcar 

0.5% H2SO4, 121°C, 60 min, C. butyricum 37 11.41 

Bagazo caña de 

azúcar 

0.1% H2SO4, 121 °C, 60 min Excremento de elefante 

precalentado 

37 6.13  

Bagazo caña de 

azúcar 

0.1% H2SO4, 121 °C, 60 min T. thermosaccharolyticum 55 7.5 

Paja de trigo Ozonificación Composta de estiércol de vaca 36 3.04 

Paja de trigo Hidrotérmico, 180 °C, 15 min Lodo anaerobio precalentado 70 9.46 

Bagazo de agave Enzimático (15 FPU celulasa 

y 20 CBU beta-glucosidasa) 
Lodo granular anaerobio 

37 3.4 

Bagazo de agave HCl 1.2%, x ºC, x min Lodo granular anaerobio 37 1.6 

Fuente: Arreola-Vargas et al. (2016); Reginatto & Antônio (2015) 
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4. Metodología 

La estrategia experimental para este proyecto consistió en dos fases principales: 

la primera, determinar la tolerancia del inóculo al furfural (F), hidroximetilfurfural 

(H) y sus mezclas durante la producción de hidrógeno; y la segunda, determinar la 

productividad de hidrógeno a partir de hidrolizados ácidos de bagazo de agave en 

un reactor discontinuo secuencial (ASBR, pos sus siglas en inglés). En la figura 

4.1 se tiene un esquema general de la estrategia experimental. 

 

Figura 4.1 Estrategia experimental 

Fase I. Inóculo 

Fase II. Ensayo de tolerancia 

Fase III. Producción de hidrógeno a partir de hidrolizados                  

               de bagazo de agave 

Lodo granular anaerobio (PTAR-UASB) 

con tratamiento térmico (105    C 24 h) 

Sustrato modelo (10 g·L-1 de xilosa) 

Diseño experimental con furfural e 

hidroximetilfurfural por separado y en mezcla 

Hidrolizados de bagazo de agave 

Producción de hidrógeno en lote 

Producción de hidrógeno en reactor 

anaerobio discontinuo secuencial 

(ASBR) 
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4.1. Inóculo 

El inóculo que se utilizó durante todo el proyecto fue un cultivo mixto no definido 

proveniente del lodo granular anaerobio de un reactor anaerobio de flujo 

ascendente (UASB, por sus siglas en inglés) de una planta de tratamiento de agua 

residual de una industria cervecera localizada en Jalisco, México. Los lodos fueron 

colectados en el mes de mayo de 2015 y almacenados a 4 ºC hasta su uso.  

El inóculo fue sometido a un tratamiento térmico a 105 ± 5 °C por 24 h. 

Posteriormente, se minimizó el tamaño de partícula por molienda en un mortero 

hasta lograr un tamaño igual o inferior a 850 µm. El contenido de sólidos totales 

(ST) y sólidos volátiles (SV) del inóculo fue de 0.6 ± 0.1 gST·g-1 y 0.4 ± 0.1 gSV·g-1, 

respectivamente.  

En principio, el tratamiento térmico selecciona bacterias que esporulan como 

Clostridium y Bacillus, y que son bacterias productoras de H2 (Nissilä et al., 2014). 

A su vez, este tratamiento desactiva arqueas metanogénicas. Después de la 

aplicación del tratamiento térmico, se determinó la estructura microbiana del 

inóculo de acuerdo a lo reportado por Valdez-Vazquez et al. (2017). 

La Figura 4.2 presenta la caracterización de la comunidad microbiana del inóculo a 

distintos niveles taxonómicos. Se identificaron en total 20 filos, que comprenden 

25 clases, 49 ordenes, 72 familias, 111 géneros y 165 especie. Se destaca que 

tan sólo el 4.5% de las secuencias obtenidas estuvo conformado por las Clases de 

Clostridia y Bacilli que incluyen los géneros de Clostridium y Bacillus, 

respectivamente. Es decir, el método detectó bacterias que posiblemente fueron 

inactivadas por el tratamiento térmico. 
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Familia Género Especie 

   

 

  
   

 

Figura 4.2 Estructura de la comunidad microbiana en el inóculo tratado térmicamente. 

Filo o división 

 Proteobacteria  Tenericutes

 Firmicutes  Actinobacteria

 Synergistetes  Nitrospirae

 Spirochaetes  Bacteroidetes

 Deferribacteres  Chloroflexi

 Cloacimonetes  Candidatus Atribacteria

 Thermotogae  Cyanobacteria

 Acidobacteria  Caldiserica

 Chrysiogenetes  Planctomycetes

Sin Clasificar

Clase 

 Thermotogae  Deltaproteobacteria

 Gammaproteobacteria  Actinobacteria

 Clostridia  Synergistia

 Nitrospira  Betaproteobacteria

 Spirochaetia  Bacteroidia

 Alphaproteobacteria  Bacilli

< 1 % Sin clasificar

Orden 

 Thermotogales  Pseudomonadales

 Syntrophobacterales  Synergistales

 Nitrospirales  Spirochaetales

 Bacteroidales  Thermoanaerobacterales

 Clostridiales  Burkholderiales

 Lactobacillales  Methylophilales

 Rhodobacterales  Desulfovibrionales

 Micrococcales  Enterobacteriales

 Campylobacterales  Propionibacteriales

 Rhizobiales  Aeromonadales

 Caulobacterales  Xanthomonadales

 Kosmotogales  Sphingomonadales

<1% Sin clasificar

Filo o división  Proteobacteria
 Tenericutes
 Firmicutes
 Actinobacteria
 Synergistetes
 Nitrospirae
 Spirochaetes
 Bacteroidetes
 Deferribacteres
 Chloroflexi
 Cloacimonetes
 Candidatus Atribacteria
 Thermotogae
 Cyanobacteria
 Acidobacteria
 Caldiserica
 Chrysiogenetes
 Planctomycetes
Sin Clasificar

Clase 

 Thermotogae

 Deltaproteobacteria

 Gammaproteobacteria

 Actinobacteria

 Clostridia

 Synergistia

 Nitrospira

 Betaproteobacteria

 Spirochaetia

 Bacteroidia

 Alphaproteobacteria

 Bacilli

< 1 %

Sin clasificar

Orden 
 Thermotogales
 Pseudomonadales
 Syntrophobacterales
 Synergistales
 Nitrospirales
 Spirochaetales
 Bacteroidales
 Thermoanaerobacterales
 Clostridiales
 Burkholderiales
 Lactobacillales
 Methylophilales
 Rhodobacterales
 Desulfovibrionales
 Micrococcales
 Enterobacteriales
 Campylobacterales
 Propionibacteriales
 Rhizobiales
 Aeromonadales
 Caulobacterales
 Xanthomonadales
 Kosmotogales
 Sphingomonadales
<1%

Familia 
 Moraxellaceae  Nitrospiraceae
 Pseudomonadaceae  Thermoanaerobacteraceae
 Synergistaceae  Methylophilaceae
 Porphyromonadaceae  Comamonadaceae
 Eubacteriaceae  Rhodobacteraceae
 Streptococcaceae  Desulfovibrionaceae
 Oxalobacteraceae  Bacteroidaceae
 Enterobacteriaceae  Intrasporangiaceae
 Lactobacillaceae  Syntrophaceae
 Propionibacteriaceae  Clostridiaceae
 Aeromonadaceae  Helicobacteraceae
 Ruminococcaceae  Rikenellaceae
 Caulobacteraceae  Xanthomonadaceae
 Bradyrhizobiaceae  Kosmotogaceae
 Sphingomonadaceae  Syntrophorhabdaceae
 Campylobacteraceae  Acetobacteraceae
 Leuconostocaceae  Lachnospiraceae
 Chromatiaceae  Geobacteraceae
< 1 % Sin clasificar

Género 

 Acinetobacter  Candidatus Magnetobacterium

 Pseudomonas  Thermoanaerobacter

 Methylophilus  Eubacterium

 Candidatus Cloacimonas  Paracoccus

 Proteiniphilum  Desulfovibrio

 Bacteroides  Lactococcus

 Tetrasphaera  Lactobacillus

 Synergistes  Comamonas

 Propionibacterium  Massilia

 Smithella < 5 %

Sin clasificar

Especie 

 Acinetobacter sp  Magnetobacterium sp

 Pseudomonas sp  Thermoanaerobacter sp

 Methylophilus sp  Eubacterium sp

 Candidatus Cloacimonas sp  Paracoccus sp

 Proteiniphilum sp  Desulfovibrio sp

 Bacteroides sp  Lactococcus lactis

 Tetrasphaera sp  Synergistes sp

 Comamonas sp  Propionibacterium acnes

 Lactobacillus sp  Smithella sp

 Aeromonas sp  Naxibacter sp

< 5 % Sin clasificar
Familia 

 Moraxellaceae
 Nitrospiraceae
 Pseudomonadaceae
 Thermoanaerobacteraceae
 Synergistaceae
 Methylophilaceae
 Porphyromonadaceae
 Comamonadaceae
 Eubacteriaceae
 Rhodobacteraceae
 Streptococcaceae
 Desulfovibrionaceae
 Oxalobacteraceae
 Bacteroidaceae
 Enterobacteriaceae
 Intrasporangiaceae
< 5 %
Sin clasificar

Género 
 Acinetobacter
 Candidatus Magnetobacterium
 Pseudomonas
 Thermoanaerobacter
 Methylophilus
 Eubacterium
 Candidatus Cloacimonas
 Paracoccus
 Proteiniphilum
 Desulfovibrio
 Bacteroides
 Lactococcus
 Tetrasphaera
 Lactobacillus
 Synergistes
 Comamonas
 Propionibacterium
 Massilia
 Smithella
< 5 %
Sin clasificar

Especie  Acinetobacter sp
 Magnetobacterium sp
 Pseudomonas sp
 Thermoanaerobacter sp
 Methylophilus sp
 Eubacterium sp
 Candidatus Cloacimonas sp
 Paracoccus sp
 Proteiniphilum sp
 Desulfovibrio sp
 Bacteroides sp
 Lactococcus lactis
 Tetrasphaera sp
 Synergistes sp
 Comamonas sp
 Propionibacterium acnes
 Lactobacillus sp
 Smithella sp
 Aeromonas sp
 Naxibacter sp
< 5 %
Sin clasificar
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4.2. Ensayo de tolerancia a inhibidores 

Se realizó un ensayo para determinar la tolerancia del inóculo a compuestos 

furánicos derivados de la hidrólisis ácida de la BL, específicamente furfural (F), 

hidroximetilfurfural (H) y sus mezclas. 

4.2.1. Medio de cultivo 

El medio de cultivo utilizado fue el propuesto por Mizuno et al. (2000) con 

modificaciones realizadas por el Instituto Nacional de Investigación Agronómica 

(INRA, por sus siglas en francés). Su composición por litro fue: 2.08 g NH4Cl, 0.98 

g ácido 2-morfolino etano sulfónico (MES, por sus siglas en inglés), 0.10 g 

MgCl2∙6H2O, 0.08 g FeSO4∙7H2O, 2 mg CoCl2∙6H2O, 2 mg MnCl2∙4H2O, 2 mg KI, 

0.40 mg NiCl2∙6H2O, 0.40 mg ZnCl2. El pH se ajustó a 7. 

4.2.2. Diseño experimental y procedimiento 

Se definieron las concentraciones de furfural (F), hidroximetilfurfural (H) y sus 

mezclas de acuerdo a su concentración promedio reportada en hidrolizados ácidos 

de residuos agrícolas (Nissilä et al. 2014, Zheng et al. 2014), donde se encontró 

que existe una relación de H:F de 1:5 (ver Tabla 3.2). En base a lo anterior, se 

planteó un diseño de experimentos en el que se utilizó xilosa (10 g·L-1) como única 

fuente de carbono y el medio mineral señalado en el punto 4.2.1. Las 

concentraciones de F, H y sus mezclas (M) se variaron en tres niveles: alto (A), 

medio (M) y bajo (B). Se tuvieron dos controles: C1, control endógeno, y C el 

inóculo con medio de cultivo más xilosa pero sin la presencia de inhibidores 

(control positivo de la producción de hidrógeno). Cada tratamiento y controles se 

ensayaron por triplicado. En la Tabla 4.1, se señalan las concentraciones 

probadas en cada nivel.  
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Tabla 4.1 Diseño experimental en el ensayo de tolerancia a inhibidores para la 

producción de hidrógeno. 

Tratamiento 
Furfural 

(g·L-1) 

Hidroximetilfurfural 

(g·L-1) 

FB 0.10 0.00 
FM 0.50 0.00 
FA 1.00 0.00 
HB 0.00 0.02 
HM 0.00 0.09 
HA 0.00 0.19 
MB 0.10 0.02 
MM 0.50 0.09 
MA 1.00 0.19 
C1 0.00 0.00 
C 0.00 0.00 

Los ensayos se realizaron en botellas serológicas de 160 mL, donde se agregaron 

100 mL de medio de cultivo sin esterilizar y 2 g del inóculo pretratado para tener 

una relación sustrato/inóculo de 1.12 g·gSV-1. Se mantuvo una relación espacio de 

cabeza:volumen de trabajo de 1:2. Las botellas serológicas se taparon y sellaron 

con arillos metálicos conteniendo aire en el espacio gaseoso que fue sustituido por 

nitrógeno gaseoso. Se incubaron a 37 °C con una agitación orbital de 150 rpm. 

Una hora después se purgó el gas que se expande debido al cambio de 

temperatura. Se midió el volumen y la composición del biogás cada 12 horas hasta 

que la producción de biogás no fue significativa (producción diaria menor al 1% de 

la producción acumulada) (Elbeshbishy et al., 2012). Al término de la cinética de 

producción de hidrógeno se determinaron el pH, concentración final de xilosa, 

inhibidores, ácidos grasos volátiles, ácido 2-furoico, y furfuril alcohol.  

También se calculó el porcentaje de inhibición de acuerdo a la ecuación propuesta 

por Lin et al. (2015):  

                         ( )      
                                          

                            
     

…(5) 

Donde el rendimiento de hidrógeno se expresó en mLH2·gCarbohidratos Totales
-1. El 

porcentaje de inhibición fue igual a cero cuando el rendimiento de hidrógeno con 
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inhibidores tuvo el mismo valor que sin estos; es mayor que cero cuando el 

rendimiento de hidrógeno con inhibidores fue menor que sin estos (el máximo 

porcentaje de inhibición es 100), y es menor que cero cuando el rendimiento de 

hidrógeno con inhibidores superó a la que no los tenía. 

4.3. Producción de hidrógeno a partir de hidrolizados de bagazo de 

agave 

El bagazo de agave es un subproducto derivado de la producción de tequila en 

México. El bagazo se obtiene después de la molienda, cocimiento y extrusión de 

las piñas del agave, conteniendo celulosa, hemicelulosa y lignina. Por su 

contenido de azúcares, el bagazo de agave tiene potencial para la producción de 

bioenergía (Garcia, 2007; Valdez-Vazquez et al., 2010; Rios & Kaltschmitt, 2013). 

El objetivo de esta fase experimental fue determinar la productividad de hidrógeno 

a partir de hidrolizados de bagazo de agave en ensayos en lote y en un reactor 

discontinuo secuencial (ASBR). 

4.3.1. Hidrolizados de bagazo de agave 

Para esta fase experimental, se obtuvo bagazo de Agave tequilana Weber 

variedad Azul, cultivado en Valle de Amatitán, Jalisco, México ubicado a 20  42’ 

30’’ Latitud Norte, 103  37’ 40’’ Longitud Oeste, a 1260 msnm, en un tipo de suelo 

luvisol vértico y crómico. La composición del bagazo se determinó en el 

Laboratorio de Nutrición Animal de la Universidad de Guadalajara teniendo 

17.46% de extractivos, 52.92% de celulosa, 10.86% de hemicelulosa, 15.24% de 

lignina, y 3.52% de cenizas (Van Soest et al., 1991). 

El bagazo de agave se sometió a un pretratamiento ácido con HCl tomando como 

base lo reportado por Arreola et al. (2015). Se estudiaron dos variables 

independientes sobre la liberación de azúcares totales, mostradas en la Tabla 4.2. 

Cada ensayo se llevó a cabo por duplicado. Los hidrolizados se caracterizaron de 

acuerdo a su contenido de la demanda química de oxígeno (DQO), carbohidratos 

totales, azúcares reductores, furfural, hidroximetilfurfural, fenoles y ácido acético.  
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Tabla 4.2 Condiciones probadas para pretratamiento ácido de bagazo de agave. 

Factor Condición 1 Condición 2 

Temperatura (°C) 124 ± 0.5 124 ± 0.5 

HCl (% p/p) 2.7 1.4 

Tiempo de reacción (h) 1.3 2.1 

Antes de llevar a cabo los ensayos de producción de hidrógeno, los hidrolizados 

se neutralizaron con NaOH 10N. Debido a la formación de precipitados después 

de la neutralización, los hidrolizados se centrifugaron a 3,500 rpm por 10 min para 

recuperar la fase líquida.  

4.3.2. Producción de hidrógeno en reactores en lote 

4.3.2.1 Diseño de experimental y procedimiento 

Los tratamientos probados consistieron en diferentes concentraciones de 

hidrolizados de bagazo de agave a 18, 35 y 70% (v/v) que corresponden a 3, 6 y 

12 g·L-1 de carbohidratos totales, respectivamente. Los ensayos con hidrolizados 

se realizaron sin la adición de nutrientes. Se tuvieron dos controles: C1, control 

endógeno, y C2 el inóculo con medio de cultivo más xilosa (control positivo de la 

producción de hidrógeno). Cada tratamiento y controles se ensayaron por 

triplicado. 

Los ensayos se realizaron en botellas serológicas de 160 mL con un volumen de 

trabajo de 100 mL. Cada botella fue inoculada con 2 g de inóculo pretratado para 

tener una relación sustrato/inóculo de 1.12 g·gSV-1. Se mantuvo una relación 

espacio de cabeza:volumen de trabajo de 1:2. Las botellas serológicas se taparon 

y sellaron con arillos metálicos conteniendo aire en el espacio gaseoso que fue 

sustituido por nitrógeno gaseoso. Se incubaron a 37 °C con una agitación orbital 

de 150 rpm. Una hora después se purgó el gas que se expande debido al cambio 

de temperatura. Se midió el volumen y la composición del biogás cada 12 horas 

hasta que la producción de biogás no fue significativa (producción diaria menor al 

1% de la producción acumulada) (Elbeshbishy et al., 2012). Al término de la 
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cinética de producción de hidrógeno se determinaron el pH, concentración final de 

xilosa, inhibidores, ácidos grasos volátiles, ácido 2-furoico, y furfuril alcohol. 

4.3.3. Producción de hidrógeno en reactor discontinuo secuencial (ASBR) 

Se utilizó un reactor con un volumen total de 2 L con un volumen de trabajo de 1.5 

L para conservar la relación de volumen de trabajo de 1:2. El reactor tuvo dos 

bafles en las paredes para asegurar una agitación homogénea. El reactor se 

equipó con un electrodo combinado BNC de marca Sensorex® para medir el pH, 

un controlador de pH 140 series marca EUTECH Instruments®, conectado a una 

bomba Master Flex® de 1100 rpm que alimentaba NaOH 1N para mantener el pH 

en 5.5. Se contó con tres puertos para la alimentación, salida del efluente y salida 

del biogás. Las bombas de alimentación y de salida fueron de la marca Master 

Flex®. La agitación se llevó a cabo con un agitador magnético de 4 cm de longitud 

en una parrilla de la marca Cole Palmer®. Estos tres últimos dispositivos 

mencionados fueron controlados con una plataforma del software Lab View, con 

una tarjeta de adquisición de datos National Instruments® en el que se fijaron los 

tiempos de reacción, sedimentación, vaciado y llenado, que se calcularon con las 

siguientes ecuaciones. 

    
   

  
 

 

   
                                                                                          ...(6) 

                                                                                                       ...(7) 

     
  

 
                                                                                                  …(8) 

    
     

      
                                                                                              …(9) 

Donde: 

CO = Carga orgánica [g·L-1 h-1]  S = Concentración del sustrato, [g·L-1] 

VT = Volumen total, [L]  Q = Caudal [L·h-1] 

VLL = Volumen de llenado [L]  NC = Número de ciclos 

TC = Tiempo de cada ciclo o 

reacción [h] 

 24 = factor de conversión a días 
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En la Figura 4.3 se muestra el esquema general del reactor discontinuo 

secuencial.  

 

Figura 4.3 Esquema general de la configuración del reactor discontinuo secuencial. 

4.3.3.1 Arranque de reactor ASBR 

El reactor fue inoculado con 30 g de lodo granular anaerobio tratado térmicamente 

para conservar una relación sustrato/inóculo de 1.12 g·gSV-1. De acuerdo a los 

resultados obtenidos en el ensayo en lote, se arrancó el reactor con la dilución de 

hidrolizados con la cual se obtuvo la mayor productividad de H2. Se dejó 

reaccionar en modo lote para activar el inóculo, encontrando que la producción de 

hidrógeno alcanzó la asíntota en 48 h. 

4.3.3.2 Operación del reactor ASBR 

El modo de operación se realizó bajo la siguiente estrategia: tiempo de llenado de 

6 min, tiempo de reacción de 24 h, tiempo de sedimentación de 60 min, tiempo de 

llenado de 8 min con una tasa de recambio de 50% (v/v). La temperatura se 

mantuvo controlada a 35 ± 1 °C con un serpentín alrededor del reactor conectado 

a un recirculador de agua. Se incrementó la carga orgánica de los hidrolizados de 

bagazo de agave de forma gradual una vez que se alcanzaron las condiciones de 
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estabilidad en términos de productividad de hidrógeno (coeficiente de variación 

menor al 10% del valor promedio). 

4.4. Métodos analíticos 

4.4.1. Caracterización del bagazo de agave 

El bagazo de agave se caracterizó en cuanto a su contenido de humedad y 

cenizas (NREL, 2008). 

4.4.2. Volumen y composición del biogás 

El volumen de biogás se midió con la técnica de probeta invertida en una solución 

líquida ajustada a un pH igual o inferior a 2 para evitar la disolución del CO2. En 

esta técnica, se coloca una manguera en el fondo de una probeta de volumen 

adecuado y la probeta se invierte dentro del líquido. En el otro extremo de la 

manguera, se colocan dos llaves de tres vías, una jeringa y una aguja para 

succionar el aire que queda en el interior de la probeta y para la toma de muestra 

en la botella. 

La composición del biogás se determinó en un cromatógrafo de gases SRI 8610C 

equipado con un detector de conductividad térmica y dos columnas de acero 

inoxidable empacadas con sílica gel (1.83 m x 0.32 cm y columna de tamiz 

molecular 13x de 1.82 m x 3.175 mm). La temperatura de la columna fue de 40 °C 

por cuatro minutos, y una rampa de 20 °C cada minuto hasta alcanzar 110 °C. Las 

temperaturas del inyector y detector fueron de 90 y 150 °C, respectivamente. Se 

utilizó nitrógeno como gas acarreador con un flujo de 20 mL/min. Con este quipo 

se determina la presencia de hidrógeno, oxígeno, metano y dióxido de carbono. 

El volumen de biogás fue normalizado a condiciones estándar de 273 °K y 1 atm 

de presión atmosférica. 
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4.4.3. Ácidos grasos volátiles (AGV) 

La producción anaerobia de hidrógeno se acompaña por la acumulación de ácidos 

grasos volátiles (AGV), como ácido acético, propiónico, ácido butírico, así como 

solventes incluyendo etanol. Los AGV se determinaron tomando 1 mL de muestra 

filtrada con nitrocelulosa con un tamaño de poro 0.45 µm y acidificada con HCl 

0.02N para su conservación. La muestra se inyectó en un cromatógrafo de gases 

con un detector de ionización de flama (FID) marca Agilent Tech 6890N VARIAN 

330 C, equipado con una columna capilar de sílice Zebram ZB-FFPA de 0.53 mm 

de diámetro, 15 metros de largo y 1 μm de espesor de película. La temperatura 

inicial del horno se fijó a 55°C por tres minutos, y posteriormente se utilizó una 

rampa a 45°C/minuto hasta llegar a 135°C. Las temperaturas del inyector y 

detector fueron de 190°C y 210°C, respectivamente. Se utilizó nitrógeno como gas 

acarreador con un flujo de 9.5 mL/min. 

4.4.4. Concentración de azúcares, compuestos furánicos y sus derivados 

La concentración de azúcares, furfural, hidroximetilfurfural y ácido furóico se 

determinaron mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, por sus 

siglas en inglés) en un equipo AGILLENT 1260 equipado con un detector de red 

de diodos (DAD) y de índice de refracción (RID) y acoplado una columna AMINEX 

HPX-87H. La fase eluente fue una solución 0.005 M de H2SO4 a un flujo de 0.6 

mL/min. La temperatura de las columnas fue de 50 °C con un tiempo de corrida de 

55 minutos por cada muestra. El orden de los analitos observados fueron el ácido 

furoico, hidroximetilfurfural y furfural a 28.9, 32.0 y 40.8 min en el DAD. Mientras 

que la glucosa y xilosa se detectaron a 8.1 y 8.9 min en el RID. 

También se determinaron los carbohidratos totales por el método fenol-ácido 

sulfúrico con una curva de calibración de glucosa con el método de Dubois et al., 

1956. Los azúcares reductores se determinaron con el método de Miller, 1959. 
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4.4.5. Demanda Química de Oxígeno (DQO) 

La DQO está definida como la cantidad de oxidantes específicos que reaccionan 

con la muestra bajo condiciones controladas. La cantidad de oxidante consumido 

es expresada en términos de equivalentes de oxígeno. El ion dicromato de potasio 

(Cr2O7
2-), al oxidar la materia orgánica cambia de cromo en estado hexavalente 

(VI) al estado trivalente (III). Estas especies adquieren un color y se absorben en 

la región visible del espectro, así que se leen a 600 nm en el espectrofotómetro 

para su determinación. Se digieren 200 mL de la muestra durante dos horas a una 

dilución conveniente en los tubos HACH®, que están preparados para muestras 

que contengan entre 1 y 15000 mg·L-1 de DQO (APHA/AWWA/WEF, 2012). 

4.4.5. Fenoles 

Los compuestos fenólicos reaccionan con 4-aminoantipirina a pH 8 en presencia 

de ferrocianuro de potasio para formar una solución de antipirina de color, que se 

detecta a 500 nm en el espectrofotómetro (APHA/AWWA/WEF, 2012). 

4.5. Estructura de la comunidad microbiana 

En el ensayo de tolerancia a los inhibidores, se tomó una muestra homogénea de 

1 mL al inicio y al final del periodo de incubación en cada tratamiento y control. 

Para el reactor ASBR, se tomó una muestra de 1 mL del seno del líquido antes del 

vaciado cuando se observaron las condiciones de estabilidad en términos de 

productividad de hidrógeno. La muestra se congeló hasta su procesamiento. Para 

la extracción de los ácidos nucleicos totales se utilizó el kit comercial PoweLyzer® 

Power Soil® (MoBio Laboratories Inc, CA, USA) de acuerdo a la recomendaciones 

del fabricante. El contenido de ácidos nucléicos se cuantificó en un NanoDrop y se 

ajustó a 20 ng/μL. Las muestras se enviaron a secuenciar con la plataforma 

Illumina utilizando los cebadores 28F (5′-GAGTTTGATCNTGGCTCAG-3′, Handl et 

al, 2011) y 388R (5′-TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3′, Francés et al., 2004) para 

obtener amplicones de 250 pb de la región V4 del gen 16S ribosomal para 

eubacterias. El análisis y procesamiento de las secuencias se realizó de acuerdo 

con Valdez-Vazquez et al. (2017). Cada muestra se analizó por duplicado.  
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4.6. Análisis cinético 

La producción de hidrógeno acumulada en los ensayos en lote se ajustó al modelo 

modificado de Gompertz utilizando la ecuación 10.  

 ( )          {    [
           

    
(   )   ]}                                        … (10) 

Donde: 

H(t) = Cantidad total de hidrógeno producido por el cultivo en determinado 

tiempo (d) [mL] 

Hmax = es la cantidad máxima acumulada de hidrógeno [mL] 

Rmax = es la tasa máxima de producción de hidrógeno [mL·d-1] 

λ = es el tiempo de fase lag [h] 

4.7. Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en los ensayos en lote (ensayo de tolerancia y diferentes 

porcentajes de hidrolizado de bagazo de agave) se sometieron a un análisis de 

varianza (ANOVA) de un factor con un nivel de confianza del 95 %. 

Posteriormente, se llevó a cabo el análisis de diferencias significativas de Tuckey, 

con el fin de determinar entre pares si existe una diferencia significativa con 

p<0.05.  
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5. Resultados y discusión 

5.1. Ensayo de tolerancia a inhibidores durante la producción de H2 

De acuerdo a la literatura, los compuestos furánicos inhiben fuertemente la 

producción de hidrógeno en comparación con los ácidos débiles o compuestos 

fenólicos (Haroun et al., 2016). El efecto inhibitorio del furfural (F) e 

hidroximetilfurfural (H) dependen de su estructura, hidrofobicidad, concentración, 

relación sustrato/inóculo así como de la capacidad de adaptación de cada 

microorganismo (Akobi et al., 2016; Haroun et al., 2016). Aparentemente, la 

presencia de más de dos compuestos furánicos tiene un efecto inhibitorio 

sinérgico sobre la fermentación de hidrógeno (Monlau et al., 2013), aunque esto 

no se ha demostrado. Se sabe que la toxicidad de un compuesto puede disminuir 

o aumentar por la exposición simultánea a un segundo agente (Chen et al., 2008; 

Zeb et al., 2014). Por tanto, el objetivo de esta fase de la investigación fue 

determinar la relación que existe entre la concentración del furfural, 

hidroximetilfurfural y sus mezclas con la productividad de H2.  

La Figura 5.1 muestra las cinéticas de rendimiento de hidrógeno a partir de xilosa 

en ausencia y presencia de distintas concentraciones de furfural,  

hidroximetifurfural y sus mezclas. Mientras que en la Tabla 5.1, se presentan los 

parámetros cinéticos experimentales y aquellos calculados con el modelo 

modificado de Gompertz. Los resultados se ajustaron correctamente al modelo ya 

que presentaron correlaciones mayores al 96% para todos los tratamientos. 

El rendimiento máximo de hidrógeno en ausencia de estos compuestos fue de  

300 ± 23 mL H2 · gCarb.Total
-1 con una velocidad máxima de 120 ± 1 mL H2·d

-

1·gCarb.Total
-1 y un rendimiento molar de 1.98 mol H2·molCarb.Total

-1, que representa tan 

sólo el 50% del rendimiento teórico por la vía acetato (ver ecuación 3). Este control 

sirvió para determinar el efecto de los compuestos furánicos sobre la producción 

de hidrógeno, con el cálculo de porcentaje de inhibición (ecuación 5). 
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Figura 5.1. Cinéticas de rendimiento de H2 (mL·gCarb.Total
-1) a partir de xilosa en presencia 

de furfural (F), hidroximetilfurfural (H) y sus mezclas por un cultivo mixto. 
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En los tratamientos con furfural, la fase lag1 se caracterizó por un atraso conforme 

se incrementó la concentración del furfural, de 11 h en el control a 37 h a la mayor 

concentración de furfural (p<0.05). Para las velocidades de producción de 

hidrógeno (calculadas con el modelo modificado de Gompertz, Rmax), no se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control (p>0.05). 

En cuanto al porcentaje de inhibición de la producción de hidrógeno, éste fue 

mayor a las concentraciones más baja y más alta de furfural con un valor 

promedio de 35%. Es importante resaltar, que a la concentración media de furfural 

(0.5 g·L-1), el porcentaje de inhibición fue de -1 % (p<0.05), es decir, produjo más 

que el control. 

En los tratamientos con hidroximetilfurfural, la tendencia de la fase lag tuvo un 

comportamiento opuesto al observado con furfural. A la concentración más baja de 

hidroximetilfurfural, el periodo de adaptación del inóculo se incrementó de 11 h a 

55 h con respecto al control. Contrario a esto, a las concentraciones media y alta 

de hidroximetilfurfural, se observaron periodos de adaptación cercanos o incluso 

más cortos que el control (Tabla 5.1). En cuanto a Rmax, nuevamente no se 

encontraron diferencias significativas entre tratamientos y el control (p>0.05). El 

mayor porcentaje de inhibición se observó a la menor concentración de 

hidroximetilfurfural con 69 %, valor más alto que los observados para furfural 

(p<0.05). En lo que respecta a las concentraciones media y alta de 

hidroximetilfurfural, el porcentaje de inhibición disminuyó a un valor promedio de 

31 % (p>0.05).  

  

                                            
1
 periodo de adaptación de los microorganismos a las condiciones ambientales (Vargas, Millán-

chiu, Arvizu-medrano, Loske, & Rodríguez, 2017) 
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Tabla 5.1 Parámetros cinéticos y resultados experimentales en el ensayo de tolerancia. 

 
Parámetros a partir de datos experimentales 

 

Parámetros de Gompertz 

Tratamiento 
Rendimiento 

(mL·gCT*
 -1

) 

Productividad 

(mL·(d·gCT)
 -1

) 

Rendimiento 

(molH2·molCT
-1
) 

pH 

 final 

PI* 

(%) 

Degradación Hmax 

(mL·gCT
 -1

) 

Rmax  

(mL·(d·gCT)
 -1

) 

λ 

(h) 
R

2
 

F H 

FB 187 ± 3 70 ± 48 1.25 4.9 ± 0.6 37 ± 1 100 -  185 ± 0 79 ± 24 24 ± 12 0.963 

FM 301 ± 13 75 ± 10 1.95 4.5 ± 0.1 -1 ± 4 100 -  301 ± 14 59 ± 6 31 ± 5 0.989 

FA 199± 24 125 ± 26 1.32 4.6 ± 0.2 33 ± 8 98 -  197 ± 20 83 ± 19 37 ± 7 0.981 

HB 93 ± 11 76 ± 56 0.63 4.6 ± 0.2 69 ± 4 - 0  93 ± 11 17 ± 7 29 ± 39 0.987 

HM 198 ± 26 27 ± 14 1.32 4.6 ± 0.1 33 ± 9 - 65  197 ± 26 72 ± 13 14 ± 8 0.977 

HA 203 ± 21 209 ± 32 1.43 4.7 ± 0.1 32 ± 7 - 83  200 ± 21 103 ± 11 3 ± 1 0.968 

MB 127 ± 23 106 ± 24 0.97 4.6 ± 0.1 57 ± 8 89 46  127 ± 25 58 ± 15 11 ± 2 0.985 

MM 188 ± 49 121 ± 33 0.86 4.8 ± 0.1 37 ± 16 100 2  187 ± 50 53 ± 13 4 ± 5 0.976 

MA 163 ± 8 105 ± 18 1.09 4.7 ± 0.1 45 ± 3 100 50  162 ± 10 50 ± 5 10 ± 8 0.972 

Control 297 ± 23 151 ± 26 1.98 4.8 ± 0 - - -  300 ± 23 120 ± 1 11 ± 3 0.982 

*PI = Porcentaje de inhibición 

*CT = Carbohidrato total 
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En el caso de las mezclas, la fase de adaptación no sufrió cambios respecto al 

control (p>0.5). La Rmax también fue similar a la observada en el control (p>0.05). 

Cuando se probaron las mezclas de furfural e hidroximetilfurfural, se podían 

esperar diferentes respuestas de inhibición: a) un efecto antagonista, donde la 

inhibición de un compuesto es menor cuando está en presencia de otra sustancia; 

b) un efecto inhibitorio aditivo, donde la inhibición de la mezcla es igual a la suma 

de los efectos inhibitorios individuales; c) un efecto inhibitorio sinérgico, donde la 

inhibición es mayor que la esperada por la suma de los efectos individuales  (Chen 

et al., 2008; Zeb et al., 2014).  

En la mezcla con la concentración más baja de ambos compuestos, se esperaba 

un porcentaje de inhibición del 100% si la respuesta de inhibición fuera aditiva. Sin 

embargo, se observó que el porcentaje de inhibición fue de 57%, lo cual indica un 

posible efecto de inhibición antagónico. Con la mezcla de concentración media, se 

obtuvo un porcentaje de inhibición del 37% que corresponde a un efecto de 

inhibición aditivo dado sólo por la contribución inhibitoria del hidroximetifurfural. 

Con la mezcla de concentración alta, se esperaba un porcentaje de inhibición del 

60% si la respuesta de inhibición fuera aditiva. Sin embargo, se observó un 

porcentaje de inhibición de 45% lo que apunta nuevamente un efecto inhibitorio 

antagonista.  

Por otra parte, en la Tabla 5.1 se tienen los rendimientos molares (mol 

H2·molCarb.Total
-1) de los tratamientos con furfural, hidroximetifurfural y sus mezclas 

donde se observó que tuvieron la misma tendencia que para el porcentaje de 

inhibición. 

En las tres mezclas de furfural e hidroximetilfurfural, se observó el mismo 

fenómeno de una menor inhibición a la esperada que pudiera deberse a la 

presencia del ácido furóico, metabolito derivado de la biodegradación del furfural 

(Akobi et al., 2016; Haroun et al., 2016; Lin et al., 2015). Su presencia incrementa 

la producción de hidrógeno, porque lo utiliza como una fuente adicional de 

carbono, como lo mostrado en el estudio de Yeo (2016), en donde se observó una 

mayor producción de hidrógeno con ácido furóico  que con el control. También 
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Haroun et al. (2016) destaca que el furfural a bajas concentraciones estimula la 

producción de hidrógeno. 

Debido a que en el presente estudio el furfural fue consumido en su totalidad en 

los tratamientos probados (Tabla 5.1), se determinó la presencia de ácido furóico 

al final de las fermentaciones. Con esto se dedujo que los microorganismos 

degradaron el furfural a ácido furóico, el cual fue utilizado como una fuente 

adicional de carbono para producir hidrógeno, enmascarando el efecto inhibitorio 

del hidroximetilfurfural, en el caso de las mezclas. 

Por otra parte, se tienen estudios donde se señala que bacterias sulfato-

reductoras como Desulfovibrio sp.  o D. furfuralis producen de 1 a 2 moles de 

acetato por cada mol de furfural con la producción de etanol o hidrógeno,  

(Boopathy & Daniels, 1991; Haroun et al., 2016). Sin embargo, se debe prestar 

atención a las condiciones de inhibición particulares del furfural ya que de acuerdo 

con Yeo (2016) y Akobi et al. (2016), existe un umbral de inhibición, porque en 

concentraciones medias se produce más que el control. 

En cuanto al hidroximetilfurfural, se encontró que los microorganismos en el 

inóculo no fueron capaces de metabolizarlo completamente en ninguno de los 

tratamientos individuales o en las mezclas. Por tanto, la presencia del 

hidroximetilfurfural tuvo un efecto negativo sobre la producción de H2. 

También se presenta en la Figura 5.2, un análisis del rendimiento máximo 

calculado en base a la producción de hidrógeno (mL) y la concentración de 

sustrato consumido (gCarb.Total). Se observa que el menor rendimiento fue 

presentado con la concentración de hidroximetilfurfural de 0.02 g·L-1 (p<0.05). 

Además de que el rendimiento máximo fue igual para control y de furfural a 0.5 

g·L-1 (p>0.05).  
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Figura 5.2. Rendimiento máximo de hidrógeno en función de la concentración de 

inhibidores 

La Figura 5.3 muestra los metabolitos solubles formados al final de la 

fermentación. En el tratamiento control, los principales metabolitos fueron el 

butirato, acetato seguido del etanol que comprenden el 95% de todos los 

metabolitos. La producción de etanol indica que la fuente de carbono (xilosa) se 

consumió mediante una ruta que no está ligada a la producción de H2.  

 

Figura 5.3 Metabolitos solubles formados en el ensayo de tolerancia a furfural, 

hidroximetilfurfural y sus mezclas durante la producción de hidrógeno.  
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La Figura 5.4 presenta la estructura de la comunidad microbiana al final de las 

fermentaciones. Es importante destacar que en promedio 99.3% de las secuencias 

de todos los tratamientos fueron clasificadas taxonómicamente. Las especies de 

Clostridium sp. dominaron en todos los tratamientos con un valor promedio de 83 ± 

12%. Sólo se observó una abundancia de especies de Clostridium diferente para 

la mezcla con concentraciones altas con un valor del   59 ± 8%, el más bajo de 

todos los tratamientos (p<0.05). En este tratamiento, Escherichia coli tuvo la mayor 

abundancia de todos los tratamientos con el 21 ± 5%. La abundancia de esta 

especie puede estar relacionada con la baja Rmax observada en este tratamiento 

(Tabla 5.1). 

 

 

Figura 5.4 Estructura microbiana al final del ensayo de tolerancia a furfural, hidroximetilfurfural y 

sus mezclas durante la producción de hidrógeno.  
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En la Tabla 5.2 se muestra una comparación de estudios de producción de 

hidrógeno a partir de xilosa en presencia de furfural o hidroximetilfurfural. 

Tabla 5.2 Comparación de estudios de producción de hidrógeno a partir de xilosa 

en presencia de inhibidores. 

Inóculo 
Xilosa 

(g·L
-1

) 

F;H 

(g·L
-1

) 

Rendimiento 

(mLH2·g
-1

) 

Velocidad de 

producción 

(mLH2·L
-1

·d
-1

) 

Porcentaje 

de inhibición 

(%) 

Referencia 

Thermoanaeroba

cterium 

thermosaccharoly

ticum w16 

10 0 

0.5; 0.5 

0.8; 0.8 

330 

312 

328 

2,743 

2,155 

1,244 

0 

5 

0.7 

Cao et al., 

2010 

Lodo de digestión 

anaerobia 

pretratado (90 °C, 

10 min) 

5 0 

1.0; 0.0 

0.0; 1.0 

274 

78 

61 

43 

86 

28 

0 

72 

78 

Quéméneur 

et al., 2012 

Lodo de digestión 

anaerobia 

pretratado (70 °C, 

30 min) 

8.8 0 

0.5; 0.0 

1.0; 0.0 

2.0; 0.0 

4.0; 0.0 

159 

175 

157 

145 

95 

170 

166 

134 

151 

74 

0 

-10 

1 

9 

54 

Akobi et al., 

2016 

Lodo granular 

anaerobio 

pretratado (110 

°C, 24 h) 

10 0 

0.1; 0.0 

0.5; 0.0 

1.0; 0.0 

0.0; 0.02 

0.0; 0.09 

0.0; 0.19 

0.1; 0.02 

0.5; 0.09 

1.0; 0.19 

151 

70 

236 

125 

76 

175 

209 

106 

121 

105 

2,289 

2,312 

2,222 

2,362 

1,141 

2,441 

2,536 

1,834 

1,534 

1,981 

0 

37 

-1 

33 

69 

33 

32 

57 

37 

45 

Este estudio 

F, furfural; H, hidroximetilfurfural. 
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En comparación con otros estudios, los resultados presentados por Cao et al. 

(2017) indican que el inóculo tuvo porcentajes de inhibición de tan sólo 5% en 

presencia de mezclas de furfural e hidroximetilfurfural, a diferencia de este estudio 

donde los porcentajes de inhibición oscilaron entre 37% y 57%. Sin embargo, las 

velocidades de producción de hidrógeno reportadas por Cao et al. (2017), si 

muestran una disminución considerable del 21% al 55% en comparación con el 

control, cuando las concentraciones de las mezclas incrementan.  

Por otra parte, el inóculo utilizado en este ensayo resultó más tolerante al furfural e 

hidroximetilfurfural en comparación con otros cultivos mixtos como el utilizado por 

Quémenéur et al. (2012). Estos autores reportaron inhibiciones de la producción 

de hidrógeno de 72% y 78% a concentraciones de 1 g·L-1 de furfural e 

hidroximetilfurfural, respectivamente. Mientras que las velocidades de producción 

fueron hasta 20 veces menores que las encontradas en este estudio.  

En otros casos, como el estudio de Akobi et al. (2016), se analizó el impacto del 

furfural sobre la velocidad y el rendimiento de hidrógeno en función de la relación 

inicial de sustrato(S)/microorganismo(X) de 4.0, 2.0, 1.0 y 0.5 gDQO/gSSV y en 

función de las concentraciones de furfural de 0.5, 1.0, 2.0, y 4.0. Se encontró que 

la producción de hidrógeno fue más alta a una relación S/X de 4 gDQO/gSSV con las 

concentraciones más bajas de furfural (0.5 y 1 g·L-1). Es decir, la inhibición es 

menor cuando se agrega más sustrato. Otro punto importante del estudio de Akobi 

et al. (2016), es que la concentración más baja de furfural (0.5 g·L-1), incrementó la 

producción de hidrógeno, fenómeno también observado en este estudio a la 

misma concentración de furfural (Tabla 5.2). No obstante, cuando se rebasó cierto 

umbral (1.0 g·L-1 de furfural), se observó su efecto inhibitorio. También es 

importante destacar, que las velocidades de producción de hidrógeno que reporta 

Akobi et al. (2016), son 10 veces menores que las encontradas en este estudio. 
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5.2. Producción de H2 a partir de hidrolizados ácidos de bagazo de 

agave 

La producción de hidrógeno a partir de hidrolizados de biomasa lignocelulósica 

tiene como uno de sus principales retos enfrentar la formación de subproductos 

derivados de la descomposición de los azúcares como furfural, hidroximetilfurfural, 

ácido acético, entre otros, que causan inhibición del bioproceso (Akobi et al., 2016; 

Gonzales et al., 2016; Haroun et al., 2016; Nissilä et al., 2014). En este trabajo se 

propone utilizar el bagazo de agave como sustrato debido a que su generación en 

México asciende a las 700 ton/año (Consejo Regulador del Tequila, 2017), 

además, existen pocos estudios que hayan utilizado hidrolizados ácidos de 

bagazo de agave para producir hidrógeno, algunos de los reportes disponibles 

utilizaron reactores en lote con hidrolizados ácidos o enzimáticos (Arreola-Vargas 

et al., 2016), o bien, reactores en continuo utilizando hidrolizados enzimáticos 

(Contreras-Dávila et al., 2017). 

5.2.1. Hidrolizados ácido de bagazo de agave 

Para la obtención del hidrolizado de bagazo de agave se varió la concentración de 

HCl (2.7 y 1.4 % p/p) y tiempo de reacción (1.3 y 2.1 h) a una temperatura de 125 

°C. Los hidrolizados se caracterizaron en función de su contenido de carbohidratos 

totales variando de 16.1 ± 0.8 g·L-1 a 18.7 ± 0.3 g·L-1. La condición que generó una 

mayor cantidad de carbohidratos totales fue con 1.4 % p/p de HCl y 2.1 h de 

reacción. La composición química de estos hidrolizados fue 18.9 ± 0.3 g·L-1 de 

DQO, 18.7 ± 0.3 g·L-1 de carbohidratos totales, 11.9 ± 0.2 g·L-1 de azúcares 

reductores, 10.3 ± 0.2 mg·L-1 de fenoles, 6.6 g·L-1 de ácido acético, 37 mg·L-1 de 

furfural y 27 mg·L-1 de hidroximetilfurfural.  

Estos hidrolizados fueron utilizados para los ensayos en reactores en lote, y para 

el arranque del reactor anaerobio discontinuo secuencial. 
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5.2.2. Producción de hidrógeno en reactores en lote 

Estudios previos han demostrado que los hidrolizados ácidos de biomasa 

lignocelulósica (bagazo de agave, bagazo de caña de azúcar y tallos de girasol) 

deben diluirse por la presencia de compuestos inhibitorios, y así incrementar las 

velocidades de producción de hidrógeno (Fankum et al., 2011b; Monlau et al., 

2013; Arreola-Vargas et al., 2016). 

En este ensayo, se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de hidrolizados 

ácidos de bagazo de agave sobre la producción de hidrógeno, comparando con un 

control, con xilosa como fuente de carbono. La Figura 5.5 muestra los resultados 

de las cinéticas de producción de hidrógeno a partir de hidrolizados diluidos al 18, 

35 y 70%. Mientras que la Tabla 5.3 muestra los parámetros experimentales y 

calculados con el modelo modificado de Gompertz (R2>98%). De la misma forma 

que en el ensayo de tolerancia, se calcularon los porcentajes de inhibición para 

cada dilución de hidrolizado de acuerdo a la ecuación 5. 

La producción de hidrógeno en los reactores en lote tuvo una duración de 9 días. 

El control tuvo un rendimiento de 166 ± 2 mLH2·gCarb.Total
-1 con una velocidad 

máxima de 61 ± 0 mLH2·d
-1·gCarb.Total

-1 y un rendimiento molar de 1.0 ± 0.2 

molH2·molCarb.Total
-1.  

El tratamiento con hidrolizados al 35%, tuvo el mayor potencial de producción de 

hidrógeno respecto al control y las otras diluciones de hidrolizados probadas 

(p>0.05). En cuanto a la Rmax, el tratamiento con hidrolizados al 35% superó casi 

al triple la velocidad de producción del control (Tabla 5.3).  

Los tratamientos con hidrolizados al 18% y 70% presentaron porcentajes de 

inhibición del 25 ± 5 % en promedio, sin diferencia significativa entre ellos para el 

rendimiento y la Rmax (p<0.05). 
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Figura 5.5 Cinética de producción de hidrógeno a partir de hidrolizados de bagazo de 

agave. 

 
De lo anterior se destaca que la dilución de hidrolizados al 35% fue la que 

presentó la mayor producción de hidrógeno, incluso produjo 35% más que el 

control. Esta dilución corresponde a 6.3 g·L-1 de carbohidratos totales.  

En lo que respecta al rendimiento molar, en la tabla 5.3 se observa la misma 

tendencia que la presentada por el rendimiento por gramo de carbohidratos 

consumidos, ya que se obtuvo un mayor rendimiento en el tratamiento con 

hidrolizado al 35%, mientras que para el control y las otras diluciones no hubo una 

diferencia significativa (p<0.05). 

De lo que se observó en este experimento se destaca que con el tratamiento de 

hidrolizados al 18% y 70% no hubo diferencias significativas entre los parámetros 

calculados y los obtenidos a través del modelo de Gompertz. La baja producción 

de hidrógeno con los hidrolizados al 18% fue posiblemente debido a la baja 

disponibilidad de azúcares, mientras que en el tratamiento con hidrolizados al 70% 

hubo un decaimiento de la producción de hidrógeno posiblemente debido a la 

presencia de compuestos inhibitorios. La baja producción de hidrógeno en el 

control puede ser debido a la disminución del pH, lo que quiere decir que ocurrió 

una solventogénesis debido a producción de etanol.  
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Tabla 5.3 Parámetros cinéticos y resultados experimentales en ensayo con 

hidrolizados 

Trata-

miento 

Parámetros a partir de datos experimentales  Parámetros de Gompertz 

Rendimiento 

(mL·gCT
 -1

) 

Productividad 

(mL·gCT
 -1

) 

Rendimiento 

molH2·molCT
-1

 

PI* 

(%) 

 Rendimiento 

mL·gCT
 -1

 

Rmax  

mL·L
-1
·d

-1
 

λ 

(h) 

R
2
 

18% 125 ± 10 144 ± 10 0.84 ± 0.1 25 ± 6 118 ± 12 158 ± 37 14 ± 0 1.000 

35% 222 ± 8 160 ± 27 1.49 ± 0.1 -34 ± 5 217 ± 8 167 ± 20 15 ± 0 0.983 

70% 137 ± 27 89 ± 27 0.93 ± 0.2 26 ± 5 117 ± 9 151 ± 40 7 ± 7 0.996 

Control 166 ± 2 60 ± 1 1.00 ± 0.2 - 166 ± 2 61 ± 0 14 ± 1 1.000 

*PI = Porcentaje de inhibición 

CT = Carbohidrato Total 

Con el fin de entender el comportamiento de la producción de hidrógeno con 

diferente concentración de hidrolizados, se determinaron los metabolitos solubles 

al final de la fermentación. En la Figura 5.6 se muestra su distribución expresada 

en gDQO-equivalente·L-1. Se determinó que el metabolito en mayor concentración fue el 

acetato, contrario a los ensayos con las mezcla sintéticas. 

 

Figura 5.6 Metabolitos al final de la fermentación de hidrolizados 
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En la Tabla 5.4 se muestra una comparación de estudios de producción de 

hidrógeno a partir de hidrolizados de bagazo de biomasa lignocelulósica. 

Tabla 5.4 Comparación de estudios de producción de hidrógeno en lote a partir 

hidrolizados de biomasa lignocelulósica. 

Hidrolizado Pretratamiento CT* 

g·L
-1

 

F; H* 

g·L
-1

 

Rmax 

mLH2·L
-1

·d
-1

 

Referencia 

Bagazo de caña de 

azúcar 

H2SO4 5%, 121 °C, 

60 min 
10 0.22; ND 110 

Fangkum & 

Reungsang ( 2011b) 

Tallos de girasol HCl 4%, 170 °C, 60 

min 
3 1.15; 0.13 1.81 Monlau et al. (2013) 

Fruto de palma 

vacía 
H2SO4 5%, 121 °C, 

60 min  

10 4.43; 2.92 2090 

Gonzáles et al. 

(2016) Cáscara de arroz 10 2.93; 2.09 3340 

Madera de pino 10 4.05; 2.60 2533 

Bagazo de agave HCl 1.4%, 124 °C, 

126 min 
7 0.095; 0.031 2400 

Arreola-Vargas et 

al. (2016) 

Bagazo de agave HCl 1.4%, 124 °C, 

126 min 
6 0.013; 0.010 778 Este estudio 

CT = Carbohidratos totales; F = Furfural; H = Hidroximetil furfural; ND = No determinado. 

En confrontación con estudios anteriores a este, Fangkum & Reungsang (2011a) 

utilizaron como inóculo heces fecales de elefante y produjeron hidrógeno en lote a 

partir de hidrolizados ácidos de bagazo de caña de azúcar, donde identificaron 

que obtenían una mayor producción de hidrógeno al diluir el hidrolizado en un 20% 

(10 g·L-1 de carbohidratos totales), produciendo 110 mmLH2·L
-1·d-1, una séptima 

parte de lo obtenido en este estudio y con la presencia de 0.22 g·L-1 de furfural. 

En otro caso, se tiene que para un ensayo con 3.75% de hidrolizados ácidos de 

tallos de girasol obtuvieron tan sólo una velocidad de producción de 1.81 

mmLH2·L
-1·d-1. Esta baja velocidad de producción puede deberse a una mayor 

concentración de compuestos inhibitorios a la encontrada en este estudio, además 

de que la cantidad carbohidratos en el ensayo también fue menor. Un aspecto 
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importante que concluye Monlau et al. (2013) es que al incrementar el porcentaje 

de hidrolizados se generaron condiciones de estrés a las bacterias productoras de 

hidrógeno pertenecientes al género de Clostridium, lo que provocó un cambio en 

las rutas metabólicas hacia la solventogénesis. También se provocó un cambio en 

la estructura microbiana con el incremento en la abundancia de bacterias de ácido 

láctico como Sporolactobacillus. 

Por su parte Gonzales et al. (2016), estudiaron la concentración de sustrato 

óptima de tres hidrolizados ácidos diluidos obtenidos de residuos de palma 

aceitera, cáscara de arroz y madera de pino para maximizar la producción de 

hidrógeno. Encontraron que al diluir estos hidrolizados a una concentración de 10 

g·L-1 de carbohidratos, se obtuvo una mayor productividad de hidrógeno, mientras 

que en las pruebas con 20 g·L-1 se disminuía a una tercera parte la productividad. 

En este estudio se obtuvo una productividad tres veces menor que la reportada 

por Gonzáles et al. (2016). 

En el caso de  Arreola et al., (2016), encontraron que los hidrolizados ácidos de 

bagazo de agave diluidos al 20% (3.5 g·L-1 de carbohidratos totales) se obtuvo la 

mayor tasa de producción de hidrógeno que corresponde a 2,400 mLH2·L
-1·d-1, tres 

veces superior a la encontrada en este estudio. 
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5.2.3. Producción de hidrógeno en ASBR 

De los resultados con los reactores en lote, se encontró que los hidrolizados 

ácidos de bagazo de agave tienen potencial para producir hidrógeno. Sin 

embargo, éstos se deben diluir a una DQO de alrededor de 6 g·L-1
 de 

carbohidratos totales para disminuir la concentración de los inhibidores y aún 

mantener una concentración de azúcares adecuada para obtener altas velocidad 

de producción de hidrógeno. En esta sección del trabajo experimental, se propuso 

utilizar un reactor anaerobio discontinuo secuencial (ASBR, por sus siglas en 

inglés), que se ha utilizado en otros trabajos para aclimatar el inóculo, y con ello 

soportar mayores cargas orgánicas o mayores concentraciones de compuestos 

inhibitorios como los encontrados en la vinazas (Buitrón & Carvajal, 2010). El 

objetivo fue aclimatar el inóculo para producir H2 sin necesidad de diluir los 

hidrolizados. 

Se arrancó el reactor en modo lote a una concentración de hidrolizados de         

6.3 g·L-1 de carbohidratos totales, con 8,909 mgSV·L-1 de lodo granular anaerobio 

pre-tratado térmicamente para mantener la relación sustrato:inóculo de             

1.12 g·gSV-1 utilizada en el ensayo en lote. El reactor se incubó hasta que la curva 

de producción de hidrógeno se volvió asíntota. Así, se fijó un tiempo de retención 

hidráulica (TRH) de 48 h y se operó con un porcentaje de recambio del 50%. En la 

Figura 5.7 se muestran los gráficos correspondientes a la productividad y 

composición del biogás del reactor. 

Una vez que se inició la operación del reactor en modo discontinuo secuencial a 

una concentración de carbohidratos totales de 6.3 g·L-1, se mantuvo esta condición 

hasta que se presentaran condiciones de estabilidad en cuanto a la productividad 

de hidrógeno (coeficiente de variación < 10 %). En el periodo estable (ciclos 14 al 

19), la productividad de hidrógeno promedio fue de 201 ± 10 mLH2·L-1·d-1 con 6.3 

g·L-1
 de carbohidratos totales. 
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Carbohidratos Totales en cada ciclo (g·L-1): 

 6.3 (arranque)   6.3 
     

 9   11.4 

 
 

Figura 5.7 Productividad de H2 y composición de biogás en reactor ASBR 

Después, se incrementó la concentración de hidrolizados hasta 9.0 g·L-1 de 

carbohidratos totales. Se observa en la Figura 5.7 que al inicio de esta condición 

hubo un decaimiento en la productividad de H2, aunque en los 8 ciclos posteriores 

se observó un incremento gradual hasta llegar a 206 ± 11 mLH2·L-1·d-1 en los 

ciclos 29 y 30. En el ciclo 31, se hizo un cambio en el lote de hidrolizados los 

0

100

200

300

400

500

600

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45

P
ro

d
u

c
ti

v
id

a
d

 (
m

lH
2
 L

-1
 d

-1
) 

Ciclos 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45

C
o

m
p

o
s

ic
ió

n
 d

e
 b

io
g

á
s

 

Ciclos 

% H % CO
 

2                        2 

 Alimentación con Lote 2 de hidrolizados 
 

 Alimentación con Lote 3 de hidrolizados 
 

 Adición de vitaminas 
 



 

56 
 

cuales se alimentaron a la misma concentración de 9.0 g·L-1 de carbohidratos 

totales. Se observa que a partir del ciclo 31 al 40 hubo una tendencia a la 

disminución de la productividad de hidrógeno. En el ciclo 39 hubo nuevamente un 

cambio de lote de hidrolizados. En el ciclo 42 se decidió agregar vitaminas al 

hidrolizado esperando encontrar un incremento en la productividad de hidrógeno, 

aunque la adición de nutrientes tuvo un efecto contrario pasando de una 

productividad de 112 ± 9 a 31 ± 3 mLH2·L-1·d-1, lo que pudo deberse a una 

inhibición por nutrientes, ya que se ha comprobado que el fierro o iones de 

magnesio pueden inducir en los cambios de las rutas metabólicas y afectar el 

crecimiento y la producción de hidrógeno (Wang et al., 2007). Por último, se 

incrementó la concentración de carbohidratos (11.4 g·L-1) y se obtuvo un valor 

promedio de productividad de 55 ± 11 mLH2·L-1·d-1.  

El porcentaje de hidrógeno en el biogás se mantuvo constante en la primera 

condición probada  (45 ± 5%), disminuyó gradualmente conforme  incrementó la 

concentración de los hidrolizados en la entrada a 38 ± 2% y 22 ± 9%. El 

incremento de la fracción de CO2 se puede asociar a la presencia de bacterias que 

propician la homoacetogénesis, es decir asimilación de hidrógeno y CO2 como 

sustrato para generar ácido acético. Otro aspecto a considerar es la formación de 

acetona y etanol en los ciclos 32 y 33 (ver Figura 5.7), ya que de acuerdo con 

Sakai et al. (2004), las bacterias consumen H2 en mayor proporción que el CO2 

para generar estos alcoholes. 

En ninguna de las muestras de biogás analizadas se encontró metano (CH4), lo 

que quiere decir que no se alcanzó la digestión anaerobia por completo, lo cual es 

favorable para la hidrogénesis además de comprobar la efectividad del 

pretatamiento térmico del inóculo. En la Figura 5.8 muestra el perfil de metabolitos 

en el efluente del reactor durante todo el proceso de operación. Se observa que la 

producción de metabolitos disminuyó cuando disminuyó la productividad de H2. De 

la misma forma que en el ensayo en lote con hidrolizados, se obtuvieron mayores 

porcentajes de acetato, es decir que fue la ruta favorecida para la producción de 

hidrógeno. 
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Carbohidratos en hidrolizados  
    
 Arranque   9.0 g·L-1

 
     

 6.3 g·L-1
   11.4 g·L-1

 

Figura 5.8 Metabolitos solubles en ASBR. 

La Figura 5.9 se muestra la estructura de la comunidad microbiana en muestras 

tomadas en diferentes ciclos de operación del ASBR. A diferencia de los 

resultados en el ensayo de tolerancia, se observa que en los ciclos 9, 18 y 43 

predominó la bacteria Mitsuokella multacida, que de acuerdo con el Centro 

Nacional de Información Biotecnológica de los Estados Unidos (NCBI, por sus 

siglas en inglés), es anteriormente conocida como Bacteroides multiacidus, esta 

bacteria ha sido aislada de heces fecales humanas, y pertenece a la comunidad 

del intestino humano. Es una bacteria Gram Negativa, de forma bacili, sin 

motilidad, su ambiente es anaerobio y en condiciones mesofílicas. Se tiene 

registro la bacteria Mitsuokella multacida en un estudio de producción de 

hidrógeno (Jung et al., 2010a), donde se describe un método para reducir el 

periodo de arranque en un reactor UASB productor de hidrógeno, en el que usaron 

como inóculo el lodo de un digestor anaerobio de una planta de tratamiento de 

aguas residuales.  
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Figura 5.9 Estructura de la comunidad microbiana en diferentes ciclos del ASBR 

De acuerdo con este autor, se detectaron Megasphaera cerevisiae (número de 

registro L37040), Megasphaera elsdenii (AF283705) y Mitsuokella multacida 

(X81878) con 98%, 98% y 90% de similitud, respectivamente. La presencia de 

esta bacteria en este estudio se asocia a una alta producción de hidrógeno, sin 

considerar la última fase experimental del ASBR. 

En cuanto a la abundancia de especies del género Clostridium, se tiene el 3 % en 

el ciclo 9, 14 % en el ciclo 18, 9 % en el ciclo 29, 14 % en el ciclo 40 y 5 % en el 

ciclo 43. Se observa que existe una mayor productividad de hidrógeno cuando hay 

una mayor abundancia de estas especies, y su incremento se debe a la evolución 

selectiva del inóculo, ya que se favorecen las condiciones para su crecimiento.  
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Sin embargo, la disminución de la proporción de bacterias clostridiales se explica 

con la predominancia de las especies Lactobacillus harbinenses, Lactobacillus 

casei, Lactococcus lactis y Lactobacillus hilgardi,  que pertenecen al género 

Lactobacillus, de las que se ha reportado que disminuyen la producción de 

hidrógeno en los cultivos mixtos por sus efectos inhibitorios en las especies de 

Clostridium causados por la excreción de bactereocinas (Noike et al., 2002). 

Otras especies que predominan en las muestras corresponden a Prevotella sp., 

Megasphaera cerevisiae, y Enterobacter sp., de las que se tiene evidencia en 

otros estudios que están relacionadas con la producción de hidrógeno cuando se 

utilizan cultivos mixtos (Marques dos Reis et al., 2015), la presencia de estas 

bacterias en los ciclos señalados confirma este hecho.   

En la Tabla 5.5 se tienen investigaciones recientes acerca de la producción de 

hidrógeno a partir de biomasa lignocelulósica con un ASBR. Arreola et al. (2013), 

estudiaron el efecto de hidrolizados ácidos de paja de avena en un ASBR con una 

concentración de alimentación de  5 gDQO·L-1. Se arrancó con un sustrato modelo 

de glucosa + xilosa en el que se alcanzó una productividad de 18 mlH2·L-1d-1, este 

sustrato fue sustituido gradualmente por hidrolizados ácidos en el que se 

alcanzaron productividades de 2 mlH2·L-1d-1 debido a la producción de metano. 

En el estudio de Zheng et al. (2014) probaron hidrolizados de tallos de maíz por un 

proceso biológico (hongos). Su variable independiente fue el TRH que se varió en 

6, 12, 18 y 24 h. La máxima productividad de hidrógeno se obtuvo con un TRH de 

12 h con el que se obtuvieron 215 mlH2·L-1
d

-1
. 
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Tabla 5.5 Comparación de estudios de producción de hidrógeno a partir de 

hidrolizados de biomasa lignocelulósica con ASBR 

Hidrolizados 
Condiciones de 

operación 

Sustrato, 

(CH*) g·L-1 

Productividad 

mLH2·L-1d-1 
Referencia  

Paja de avena TRH 24 h, pH 5.5, 

glucosa + 

hidrolizado 

5 
18 

2 

Arreola-Vargas et 

al. (2013) 

Tallos de maíz TRH 6, 12, 18 y 24 h 8 215 Zhao et al. (2014) 

Bagazo de 

agave 

TRH 48 h, pH 5.5 6 

9 

12 

201 

298 

55 

Este estudio 

*CH = Carbohidratos  
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6. Conclusiones 

La concentración y el tipo de inhibidores influyeron sobre la producción de H2, ya 

que con el inóculo probado, biomasa suspendida derivada de un lodo anaerobio 

granular pre-tratado térmicamente, se determinó que: 

 El inóculo presentó un umbral de tolerancia al furfural con respecto a la 

producción de hidrógeno, ya que a las concentraciones baja y alta 

experimentadas, se encontraron porcentajes de inhibición de hidrógeno del 

35 %, mientras que a la concentración media (0.5 g·L-1) no se observó 

inhibición. Se encontró que el inóculo fue capaz de metabolizar el 100% del 

furfural adicionado. 

 El hidroximetilfurfural tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre la producción 

de H2 en comparación con el furfural. El inóculo metabolizó parcialmente el 

HMF. 

 Se esperaba que con los compuestos en mezcla hubiera un efecto 

sinérgico; sin embargo, se observó que el furfural al ser metabolizado en 

ácido furóico tuvo un efecto inhibitorio antagónico, reduciendo la inhibición 

del H2. 

 Se observó que las especies de Clostridium fueron altamente resistentes a 

la presencia de ambos compuestos inhibitorios. 

Se obtuvieron hidrolizados de bagazo de agave, con una concentración de 

carbohidratos totales de 18.7 g·L-1, 37 mg·L-1 de furfural y 27 mg·L-1 de 

hidroximetilfurfural.  

Se demostró que es posible producir H2 a partir de hidrolizados de bagazo de 

agave en lote: 

 La mayor producción de hidrógeno se alcanzó con hidrolizados diluidos al 

35%. 

 Se observó que con el tratamiento de hidrolizados al 18% se tuvo la menor 

producción de hidrógeno debido a la baja disponibilidad de azúcares, 

mientras que en el tratamiento al 70% hubo un decaimiento de la 
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producción de hidrógeno debido a la presencia de compuestos inhibitorios 

en mayor concentración. 

 Las rutas metabólicas de los microorganismos son sensibles a la 

composición de hidrolizados de bagazo de agave ya que la producción de 

metabolitos asociados a la producción de hidrógeno fue diferente con cada 

tratamiento de hidrolizado experimentado. 

De la producción de H2 a partir de hidrolizados de bagazo de agave en un reactor 

discontinuo secuencial, 

 Con la estrategia de ASBR se logró que la biomasa suspendida se 

aclimatara a mayores concentraciones de hidrolizados ácidos de bagazo de 

agave. 

 La evolución de la comunidad microbiana a mayores concentraciones de 

hidrolizados ácidos derivó en el establecimiento de bacterias del género 

Lactobacillus, que desplazaron las especies productoras de H2 del género 

Clostridium. 
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Anexo. Productividad derivada de la tesis 

Participación en el Congresos Nacionales: 

 Alvarado-Michi E.L., Carrillo-Reyes J., Buitrón G., Valdez-Vazquez I. (2016). 

Efecto del furfural e hidroximetlfurfural sobre la producción de hidrógeno a 

partir de la fermentación de la xilosa. Congreso Regional de Energías 

Renovables. Presentación de cartel. 9 al 11 de noviembre de 2016, 

Aguascalientes, Aguascalientes. 

 Alvarado-Michi E.L., Muñoz-Páez K. M., Buitrón G., Valdez-Vazquez I. 

(2017). Hydrogen production from agave bagasse hydrolysates using a 

mixed culture. IWA-México 5th Young Water Professionals Conference. 

Presentación oral. 24 a 26 de mayo, Morelia, Michoacán. 

 Alvarado-Michi E.L., Muñoz-Páez K. M., Buitrón G., Valdez-Vazquez I. 

(2017). Aclimatación de un cultivo mixto productor de hidrógeno utilizando 

hidrolizados de bagazo de agave. XVII Congreso Nacional de Biotecnología 

y Bioingeniería. 25 al 30 de junio, Puerto Vallarta, Jalisco. 

Publicación de artículo (en revisión, 13 de octubre de 2017) 

 Muñoz-Páez K. M, Alvarado-Michi E.L., Buitrón G., Valdez-Vazquez I. 

(2017). Inhibitory effects of furfural, hydroxymethylfurfural and its mixtures 

on hydrogen production from xylose using a mixed culture enriched with 

Clostridium spp. International Journal of Hydrogen Energy. 
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