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RESUMEN 

Se ha desarrollado un procedimiento para obtener altas 
concentraciones de D-xilosa partiendo de huesos frag-
mentados de aceituna, un material abundante en los paí-
ses del sur de Europa. El esquema operativo consistió 
en el tratamiento de la materia prima con agua caliente 
a presión (ensayando temperaturas máximas entre 195 
y 225ºC, y relaciones sólido/líquido entre 1/8 y 1/3), se-
guido de la hidrólisis enzimática del licor con celulasas, 
hemicelulasas y β-glucosidasas. En la primera etapa, el 
trabajo a 210ºC maximizó el rendimiento de oligosacári-
dos en el licor (16,9 kg/100 kg materia prima) con una baja 
producción del inhibidor fermentativo HMF (0,25 kg/100 
kg materia prima). Posteriormente, la acción sinérgica de 
hemicelulasas y β-glucosidasas generó la mayor cantidad 
de D-xilosa por hidrólisis de los oligómeros. En ese con-
texto, y para cargas de hemicelulasas de hasta 500 U/g, 
se alcanzaron rendimientos de 23,4 kg de D-xilosa, 0,63 
kg de L-arabinosa y 0,21 kg de D-galactosa a partir de 100 
kg de endocarpios de aceituna.

Palabras clave: Hueso de aceituna, Autohidrólisis, Oligo-
sacáridos, Hidrólisis enzimática, D-xilosa. 

SUMMARY

A new procedure to obtain high D-xylose concentration 
from olive stones, a widely raw material in South Euro-
pean countries, was developed. The scheme consisted in 
a pretreatment of the raw material with liquid hot water 
(maximum temperatures in the range 195-225ºC, and sol-
id/liquid ratio between 1/8 and 1/3), and the subsequent 
enzymatic hydrolysis of the liquor with cellulases, hemi-
cellulases and β-glucosidases. In the first step, the oligo-
saccharide yield in the liquor was maximized working at 
210ºC (16.9 kg oligosaccharides per 100 kg raw material), 
generating low production of fermentation inhibitors, such 
as hydroxymethylfurfural (0.25 kg HMF per 100 kg raw 
material). Subsequently, the synergistic action of hemicel-

lulases and β-glucosidase led to the highest D-xylose yield 
by hydrolysis of oligomers. In this context, for hemicellu-
lase loadings up to 500 U/g, maximum yields of D-xylose, 
L-arabinose and D-galactose (23.4, 0.63 and 0.21 kg per 
100 kg olive endocarps) were obtained.

Key words: Olive stones, Autohydrolysis, Oligosaccha-
rides, Enzymatic hydrolysis, D-xylose. 

RESUM

S’ha desenvolupat un procediment per obtenir altes con-
centracions de D-xilosa partint d’ossos fragmentats d’oli-
va, un material abundant en els països del sud d’Euro-
pa. L’esquema operatiu va consistir en el tractament de 
la matèria primera amb aigua calenta a pressió (assajant 
temperatures màximes entre 195 i 225ºC, i relacions sòlid/
líquid entre 1/8 i 1/3), seguit de la hidròlisi enzimàtica del 
licor amb cel·lulases,  hemicel.lulases i β-glucosidases. En 
la primera etapa, el treball a 210 ºC va maximitzar el ren-
diment d’oligosacàrids en el licor (16,9 kg/100 kg matèria 
primera) amb una baixa producció de l’inhibidor fermenta-
tiu HMF (0,25 kg/100 kg matèria primera). Posteriorment, 
l’acció sinèrgica de hemicel·lulases i β-glucosidases va 
generar la quantitat més elevada de D-xilosa per hidròlisi 
dels oligòmers. En aquest context, i per a càrregues de he-
micel·lulases de fins a 500 U/g, es van assolir rendiments 
de 23,4 kg de D-xilosa, 0,63 kg de L-arabinosa i 0,21 kg 
de D-galactosa a partir de 100 kg de endocarpis d’oliva.

Paraules clau: Os d’oliva, autohidrólisi, oligosacàrids, hi-
dròlisi enzimàtica, D-xilosa.
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INTRODUCCIÓN 

La agroindustria derivada del cultivo del olivo, sector con 
un peso significativo en la economía de los países de la 
cuenca mediterránea, no sólo genera aceite de oliva y 
aceitunas de mesa, sino que también da lugar a subpro-
ductos (poda de olivo, huesos de aceituna, orujillos…) 
cuyo aprovechamiento podría mejorar su rentabilidad 
económica. Las almazaras españolas han incorporado, en 
los últimos años, separadoras de pulpa y hueso en sus es-
quemas operativos, produciéndose importantes cantida-
des de endocarpios fragmentados procedentes del fruto 
del olivo. Aunque los endocarpios se utilizan como com-
bustible, existen otras posibles alternativas de uso, entre 
las que se podrían mencionar la producción de oligosacá-
ridos y azúcares simples(1), o de alcoholes, como etanol o 
xilitol(2). El bajo precio de los endocarpios, y su reducido 
tamaño de partícula, que podría evitar molturaciones adi-
cionales durante su posterior procesado, son factores que 
mejoran las perspectivas de uso de esta biomasa. 
En numerosos artículos científicos se ha propuesto el em-
pleo de agua caliente a presión para hidrolizar la fracción 
hemicelulósica existente en los materiales lignocelulósi-
cos(3,4,5), alternativa también conocida como “tratamiento 
hidrotérmico” o “autohidrólisis”. En estos tratamientos es 
habitual utilizar un factor de severidad (log R0), propues-
to por Overend y Chornet(6), para tener en cuenta el efec-
to combinado de las variables “tiempo” y “temperatura” 
en el proceso de rotura de los polisacáridos. El empleo 
de agua como único agente hidrolítico evita los proble-
mas de corrosión y los mayores costes de adquisición 
de reactivos derivados del uso de ácidos concentrados, 
eliminándose la posterior etapa de neutralización de los 
hidrolizados. Sin embargo, las autohidrólisis difícilmente 
consiguen altos rendimientos de monosacáridos debido 
a que los tratamientos de baja y media severidad llevan 
fundamentalmente hacia oligosacáridos, mientras que 
los de alta severidad producen una intensa degradación 
de los azúcares simples(7). Por este motivo, y con vista a 
generar hidrolizados ricos en monosacáridos y con baja 
concentración de inhibidores fermentativos, se podría 
optar por una estrategia en dos etapas que consiga, en 
primer lugar y mediante tratamiento hidrotérmico, la ma-
yor producción posible de oligosacáridos para, después, 
efectuar la hidrólisis enzimática de esos compuestos(8). 
Con relación a la segunda etapa, la compleja estructura de 
los oligómeros hemicelulósicos hace necesario el empleo 
de varias enzimas, tales como celulasas, hemicelulasas y 
β-glucosidasas, para alcanzar un grado de hidrólisis acep-
table(9). De esta forma, una vez conocido el proceso en su 
conjunto, sería posible fermentar el hidrolizado con leva-
duras no tradicionales para la producción de etanol(10,11), 
bien con esquemas de hidrólisis y fermentación consecu-
tivas o simultáneas.
El objetivo de este trabajo es doble. Por un lado, analizar 
el comportamiento de los endocarpios de aceituna duran-
te su tratamiento con agua caliente a presión, estudiando 
la composición del hidrolizado líquido en función de dos 
importantes variables de proceso: temperatura máxima de 
tratamiento y relación sólido/líquido. Por otra parte, una 
vez obtenido un hidrolizado con alta concentración de 
oligosacáridos hemicelulósicos, se investigará el uso de 
varias formulaciones enzimáticas con el fin de completar 
la hidrólisis de dichos compuestos.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Materia prima y enzimas. Los endocarpios fragmenta-
dos del hueso de la aceituna (EFHA) fueron  suministrados 
por la almazara “S.C.A. San Juan”, ubicada en el polígono 
industrial “Los Olivares” (Jaén, España). Esta instalación, 
que trabaja con frutos de la variedad ‘Picual’, separa los 
endocarpios del orujo graso, procedente del decánter de 
dos salida, mediante un separador de pulpa y hueso de la 
firma JAR (Mod. SEP/R-50). Una vez en el laboratorio, el 
material se dejó secar hasta alcanzar la humedad de equi-
librio determinándose, posteriormente, la distribución de 
los tamaños de partícula mediante una tamizadora Restch 
(Mod. Vibro). El resultado del ensayo fue el siguiente: 
0,00–0,600 mm = 0,9 ± 0,7%; 0,60–0,85 mm = 0,7 ± 0,1%; 
0,85–1,20 mm = 1,2 ± 0,2%; 1,20–1,60 mm = 7,4 ± 0,4%; 
1,60–2,00 mm = 9,9 ± 0,6%; 2,00–7,00 mm = 80,0 ± 1,9%. 
Debido al pequeño tamaño relativo de los sólidos, y con 
el objetivo de minimizar las necesidades energéticas del 
proceso de obtención de azúcares, sobre los endocarpios 
no se aplicaron reducciones adicionales de tamaño. 
Tres complejos enzimáticos comerciales, suministrados 
por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), fueron 
empleados en el estudio. En todos los casos se trató de 
preparaciones en polvo solubles en agua de diversas pro-
cedencias y actividades. Las celulasas (CE), de Trichoder-
ma viride, presentaron una actividad declarada de 7,8 U/
mg. Una unidad de actividad celulasa generó 1,0 mmol 
de D-glucosa a partir de celulosa en 1 h a pH 5,0 y 37ºC. 
Las actividades declaradas de las hemicelulasas (HE) de 
Aspergillus niger, y las β-glucosidasas (βG) de almendras, 
fueron iguales a 1,6 U/mg y 2,6 U/mg, respectivamente.

Caracterización de la materia prima. La fracción de ex-
tractos existente en la materia prima se cuantificó median-
te el empleo de la norma TAPPI T280 pm-99.  Los por-
centajes de humedad y materia volátil, cenizas y lignina 
ácido insoluble (LAI) se evaluaron siguiendo, respectiva-
mente, las normas TAPPI T257, T211 y T222. Finalmente, 
el contenido de celulosa (CEL) y hemicelulosa (HEM) se 
determinó calculando con carácter previo los porcentajes 
de fibra neutro detergente (FND) y fibra ácido detergente 
(FAD), tras lo cual se aplicaron las ecuaciones (1) y (2)(12):

HEM = FND – FAD (1)
CEL = FAD – LAI (2)

También se calculó el contenido potencial de D-xilosa en 
la materia prima mediante el desarrollo de dos hidrólisis 
ácidas en serie, capaces de romper los carbohidratos del 
sólido hasta el nivel de monosacáridos, y el posterior aná-
lisis del hidrolizado(13). Todos los análisis fueron realizados 
por duplicado.

Tratamiento hidrotérmico. Los tratamientos se llevaron 
a cabo en un reactor discontinuo a presión Parr (Mod. 
4522), de 2 L de capacidad total, operando con una velo-
cidad de agitación igual a 250 rpm. En una primera serie 
experimental (TH1) se estudió el efecto de la temperatura 
máxima de proceso (TTH) manteniendo constante la rela-
ción sólido/líquido (S/L = 1/6; 50 g de materia prima seca 
en 300 cm3 de agua ultrapura). Se realizaron experimentos 
a cinco niveles térmicos (195, 205, 210, 215 y 225ºC) pro-
cediendo a enfriar el sistema de reacción justo al alcan-
zarse TTH. Los enfriamientos, hasta temperatura ambiente, 
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se lograron en menos de 10 minutos al hacer circular agua 
fría por un serpentín interno del reactor. En la Fig. 1 se 
muestran los perfiles de temperatura para cuatro experi-
mentos, observándose la gran reproducibilidad de datos 
en la rampa de calentamiento (con velocidades de 5,4 ± 
0,1ºC/min) y el rápido enfriamiento de la carga. Debido a 
que no se trabajó en condiciones isotérmicas, se anotó la 
evolución temporal de temperaturas con el fin de obtener, 
mediante un procedimiento descrito en trabajos previos(14, 

15), los valores del factor de severidad (log R0).

Figura 1. Evolución de temperaturas en los trata-
mientos hidrotérmicos efectuados con TTH de 
195ºC (), 205ºC (), 210ºC () y 215ºC ().

En una segunda serie experimental (TH2) se estudió la 
influencia de la relación sólido/líquido (S/L) sobre las ca-
racterísticas del hidrolizado líquido. Para ello, se mantuvo 
el volumen de agua ultrapura en 300 cm3 y se modificó la 
cantidad de materia prima logrando relaciones S/L (p/v) 
iguales a 1/3, 1/4, 1/6 y 1/8. El valor límite de 1/3 no se 
rebasó porque representa la relación más alta que produ-
ce contactos uniformes entre la fase líquida y los sólidos 
dentro del reactor. La temperatura máxima de proceso 
(TTH)  para esta serie de experimentos se fijo en 210ºC. El 
calentamiento y el enfriamiento del equipo se llevaron a 
cabo de la misma forma anteriormente descrita. 
Tras los tratamientos de las series TH1 y TH2, el contenido 
del reactor se filtró a vacío lavando con agua ultrapura el 
residuo insoluble hasta completar un volumen de hidroli-
zado igual a 1 L. El sólido se extendió sobre una superficie 
plana y, una vez seco, se pesó y se determinó su humedad 
con el fin de obtener el porcentaje de materia solubilizada 
durante el tratamiento (SOL). Con relación al hidrolizado 
líquido, en primer lugar se determinó el peso de materia 
seca (MS), mediante la recogida de un volumen de mues-
tra y su desecación en estufa a 105±1ºC, pasándose des-
pués a su análisis de acuerdo a los métodos analíticos 
descritos más adelante. Finalmente, el hidrolizado se cen-
trifugó y congeló en espera de ser utilizado en posteriores 
etapas hidrolíticas.

Hidrólisis enzimática. Todos los ensayos de hidrólisis 
enzimática se llevaron a cabo en condiciones estériles en 
matraces Erlenmeyer de 250 cm3, cargados con 100 cm3 
de hidrolizado procedente de los tratamientos hidrotérmi-
cos. Se trabajó a 45ºC y 150 rpm en un agitador orbital 
(Ovan, IC10-CE, Madrid). El pH inicial de la hidrólisis se 
fijó en 5,0 mediante la adición de NaOH. La evolución del 

bioproceso se estudió mediante la recogida de 5 cm3 de 
muestra a distintos tiempos: 0, 2, 5, 10, 24, 48 y 72 h. 
Las muestras se calentaron durante 10 minutos en agua 
hirviendo para provocar la desnaturalización de las enzi-
mas y, posteriormente, fueron congeladas en espera de 
su análisis. La eficiencia de la acción enzimática se puso 
de manifiesto usando el porcentaje de sacarificación, pa-
rámetro calculado mediante la ecuación (3),

% sacarificación = (Mt – M0) · 100 / (Mmax – M0) (3)

donde M0 y Mt indican, respectivamente, las cantidades 
totales de monosacáridos hemicelulósicos (D-xilosa, L-
arabinosa y D-galactosa) existentes en el reactor al inicio 
del ensayo y a tiempo t, y Mmax es la cantidad potencial 
máxima de dichos monosacáridos. 
Se llevaron a cabo dos series experimentales de hidrólisis 
enzimática. En la primera (HE1) se analizó el efecto del 
tipo de preparación enzimática sobre la hidrólisis de oligo-
sacáridos, determinándose la mezcla de biocatalizadores 
(celulasas, hemicelulasas y β-glucosidasas) que maximiza 
la producción de D-xilosa. En un segundo diseño expe-
rimental (HE2) se escogió la mejor preparación obtenida 
en la serie previa para estudiar cómo afecta la carga de 
enzima a las velocidades de reacción. Un resumen de las 
dosificaciones enzimáticas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Cargas de catalizador empleadas 
en las series de hidrólisis enzimática

Serie 1 (HE1) Serie 2 (HE2)

Carga enzimá-
tica (U/g MS)

Carga enzimá-
tica (U/g  MS)

Exp. C H B Exp. H B

Con-
trol

0 0 0 Control 0 0

HE11 500 -- -- HE21 5 50

HE12 -- 500 -- HE22 10 50

HE13 500 -- 50 HE23 25 50

HE14 -- 500 50 HE24 50 50

HE15 500 500 50 HE25 100 50

HE16 500 500 -- HE26 500 50

C: celulasas; H: hemicelulasas; B: β-glu-
cosidasas; MS: materia seca.

Caracterización de los hidrolizados. En la caracteriza-
ción de todos los hidrolizados líquidos se determinó las 
concentraciones de D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa, D-
galactosa y 5-hidroximetilfurfural (HMF) mediante croma-
tografía líquida iónica de alta resolución (HPLIC), acopla-
da a un detector de pulsos amperométricos (Dionex ICS 
3000, Sunnyvale, CA, USA). El cromatógrafo se equipó 
con una columna analítica CARBOPAD PA20 (3 x 150 mm) 
combinada con una precolumna CARBOPAD PA20 (3 x 30 
mm). La elución transcurrió a 30ºC usando NaOH 2 mM 
como fase móvil. Los oligosacáridos fueron cuantificados 
por un método indirecto basado en la post-hidrólisis ácida 
de los licores con ácido sulfúrico (4%, p/p) a 121ºC duran-
te 60 minutos, y la posterior medida de los carbohidratos 
generados(16). Todos los análisis fueron realizados por du-
plicado. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Materia prima
La caracterización de los endocarpios de aceituna indicó 
contenidos de extractos y cenizas del 6,0±0,1% y el 0,7± 
0,0%, respectivamente. El alto porcentaje de lignina ácido 
insoluble detectado (27,7±0,6%) está en consonancia con 
valores previamente publicados por Taralas y Kontomi-
nas(17) (28,1%), y podría explicar la gran dureza del mate-
rial. Los bajos contenidos de celulosa (29,9%) y los altos 
de hemicelulosa (28,1%), derivados de los datos de FND 
(85,6± 0,5%) y FAD (57,6±0,7%), estarían indicando ba-
jos potenciales relativos para la generación de D-glucosa 
y altas capacidades para la obtención de pentosas. Re-
cientes investigaciones(18,19) han puesto de manifiesto las 
reducidas relaciones celulosa/hemicelulosa (p/p) de los 
endocarpios de aceituna: 27,1/32,2 o 24,8/34,2. El conte-
nido potencial de D-xilosa fue del 23,4±0,5%, porcentaje 
cercano al 20,6% determinado en huesos procedentes de 
otras variedades de aceitunas(20).

Tratamiento hidrotérmico: efecto de la temperatura 
máxima de operación. 

Tabla 2. Concentración (g/L) de carbohidratos y HMF en los 
hidrolizados obtenido en la serie TH1 por autohidrólisis de en-
docarpios de aceituna. Entre paréntesis se indica la concen-

tración de productos tras la post-hidrólisis ácida del licor.

TTH, ºC log R0 D-xilosa L-arabinosa D-glucosa D-galactosa OL HMF

195 3,31 0,10 (3,0) 0,21 (0,38) 0,09 (0,10) 0,02 (0,12) 2,8 0,08

205 3,59 0,53 (8,0) 0,36 (0,44) 0,09 (0,10) 0,06 (0,22) 6,8 0,11

210 3,75 1,2 (10,1) 0,40 (0,41) 0,08 (0,11) 0,08 (0,24) 8,0 0,12

215 3,91 3,5 (9,7) 0,43 (0,32) 0,09 (0,09) 0,14 (0,25) 5,5 0,12

225 4,22 4,5 (6,6) 0,25 (0,22) 0,08 (0,14) 0,16 (0,24) 2,0 0,13

OL: Oligosacáridos;  HMF: Hidroximetilfurfural 

Los experimentos de la serie TH1 permiten determinar 
cómo se modifica la composición del hidrolizado líquido 
de autohidrólisis al incrementarse la temperatura máxima 
de tratamiento. Las concentraciones de distintas especies 
químicas en los licores directos, y en los líquidos gene-
rados tras las post-hidrólisis ácidas de los primeros, se 
tabulan en la Tabla 2. Los datos que surgen de las post-
hidrólisis ácidas indican el potencial total de carbohidratos 
(en forma de monosacáridos, oligosacáridos o polisacári-
dos) existente en los líquidos directos de autohidrólisis. Se 
comprueba la limitada capacidad del agua caliente para 
generar hexosas en todo el intervalo de temperaturas en-
sayadas. Así, la concentración de D-glucosa en el hidro-
lizado directo osciló entre 0,08 y 0,09 g/L, mientras que, 
tras las post-hidrólisis, los valores sólo fueron ligeramente 
superiores, y fluctuaron entre 0,09 y 0,14 g/L. Teniendo en 
cuenta que la hemicelulosa es el material que más fácil-
mente se hidroliza en los tratamientos con agua caliente a 
presión, los datos anteriores estarían revelando una pobre 
presencia de D-glucosa en la fracción hemicelulósica del 
hueso de aceituna. Esta observación está en consonancia 
con lo publicado por Coimbra et al.(21) en relación a los por-
centajes de D-glucosa en la hemicelulosa del hueso. Con 
relación a D-galactosa, las concentraciones oscilaron en-
tre 0,02 y 0,16 g/L para el hidrolizado directo, y entre 0,12 
y 0,24 g/L en el obtenido en la post-hidrólisis (Tabla 2); de 
estos valores se derivan rendimientos máximos iguales a 
0,53 kg por 100 kg de EFHA. Hay que destacar que para 

D-galactosa no se detectaron disminuciones significativas 
de su concentración con el incremento de temperatura, 
hecho que podría indicar su mayor estabilidad térmica 
frente a D-xilosa o L-arabinosa.

Figura 2. A. Influencia de la temperatura máxima del 
tratamiento hidrotérmico en el rendimiento de D-xilosa 

en el hidrolizado directo (barras blancas) y en el que 
se obtiene de la post-hidrólisis ácida (barras negras). 
B. Composición (%, molar) del hidrolizado de post-

hidrólisis ácida generado tras la autohidrólisis a 210ºC. 

El tratamiento hidrotérmico de los endocarpios de acei-
tuna condujo, preferentemente, a la producción de dos 
pentosas: D-xilosa y L-arabinosa. Respecto a la primera, 
las concentraciones en el líquido directo aumentaron con-
tinuamente, desde 0,10 hasta 4,5 g/L, con el incremento 
de temperatura, mientras que en el licor de post-hidrólisis 
se alcanzó la máxima concentración (10,1 g/L) a la tempe-
ratura intermedia de 210ºC (Tabla 2). Este comportamiento 
es el que se visualiza en la Fig. 2-A, donde se representan, 
tanto para el hidrolizado directo como para el de post-
hidrólisis, los rendimientos de D-xilosa expresados como 
kg de producto por 100 kg de EFHA. El valor máximo ob-
servado, 21,3 kg D-xilosa/100 kg de EFHA, representaría 
una recuperación del 91% de la D-xilosa inicialmente dis-
ponible en el endocarpio. L-arabinosa, el segundo mono-
sacárido más abundante en el hidrolizado, salió de la es-
tructura hemicelulósica antes que D-galactosa y D-xilosa, 
atendiendo a que su máxima concentración tras la post-
hidrólisis ácida (0,44 g/L) fue alcanzada a 205ºC, frente a 
los 210ºC de D-xilosa, y los 215ºC de D-galactosa. Dicha 
concentración  equivale a un rendimiento de 0,93 kg de 
L-arabinosa/100 kg de EFHA, valor muy parecido al máxi-
mo encontrado por otros autores, tras someter huesos 
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de aceituna a tratamientos de explosión con vapor (0,94 
kg/100 kg materia prima)22. En general, se puede decir que 
los datos de la Tabla 2 son bastante coincidentes, tanto 
en valores de concentración como en comportamientos 
respecto a la temperatura de tratamiento, con los publica-
dos por Cuevas et al.(2) tras aplicar autohidrólisis sobre en-
docarpios de aceituna con diámetros comprendidos entre 
0,300 y 0,425 mm.
Con relación a los oligosacáridos, su rendimiento máximo 
en el licor de autohidrólisis (16,9 kg/100 kg EFHA) se ob-
tuvo a 210ºC bajo una severidad de tratamiento (log R0) 
igual a 3,75. En esas condiciones de severidad se con-
siguió un hidrolizado directo con un bajo potencial de 
D-xilosa monomérica (2,6 kg/100 kg EFHA), pero con un 
gran potencial de D-xilosa contenida en las cadenas so-
lubilizadas de carbohidratos (el 89% en peso del total). 
Así, la post-hidrólisis ácida de ese licor generó un medio 
muy rico en la pentosa, cuya composición es mostrada 
en la Fig. 2-B. Son numerosas las reseñas bibliográficas 
en las que las máximas producciones de oligosacáridos 
son conseguidas con severidades de tratamiento medias. 
Así, Requejo et al.(23) obtuvieron los rendimientos más altos 
de xilo-oligosacáridos durante el tratamiento con agua ca-
liente a presión de madera de poda de olivo para valores 
de  log R0 iguales a 3,68. Finalmente, el análisis de HMF 
puso de manifiesto cómo el aumento de la temperatura 
máxima de reacción provocó un incremento paralelo de la 
concentración del furano, algo lógico al ser éste compues-
to un producto de la degradación térmica de D-glucosa. 
Las concentraciones de HMF oscilaron desde 0,08 hasta 
0,13 g/L, lo que equivale a rendimientos entre 0,17 y 0,27 
kg/100 kg de materia prima. Cabe destacar la baja rela-
ción molar HMF/D-xilosa encontrada tras la post-hidrólisis 
ácida del licor de autohidrólisis a 210ºC (1,6%), dato de 
interés si se pretende fermentar ese hidrolizado (Fig. 2-B). 

Tratamiento hidrotérmico: efecto de la relación sólido/
líquido
Una vez analizado el efecto de la temperatura máxima 
de tratamiento sobre la composición de los hidrolizados 
líquidos, se planteó una nueva serie (TH2) donde TTH se 
fijó en 210ºC (nivel térmico que maximiza el potencial de 
recuperación de D-xilosa en los licores) y se modificó la 
relación S/L manteniendo fijo el volumen de agua en el 
reactor (300 cm3) e incrementando la carga de materia pri-
ma alimentada al mismo. Los datos experimentales ponen 
de manifiesto aumentos continuados de la concentración 
de carbohidratos, y de HMF, tanto en los líquidos directos 
de autohidrólisis (Fig. 3-A) como en los de post-hidrólisis 
(Fig. 3-B). D-xilosa alcanzó valores próximos a 20 g/L tras 
la hidrólisis ácida del licor directo obtenido con relación 
S/L igual a 1/3, mientras que las concentraciones de oli-
gosacáridos estuvieron comprendidas entre los 6,3 g/L del 
experimento con relación 1/8 y los 15,0 g/L del que se 
realizó con relación 1/3.  Hay que tener en cuenta que los 
datos de concentración se refieren a un volumen de hidro-
lizado de 1 L (300 cm3 de hidrolizado directo más el agua 
de lavado), por lo que la concentración de los compues-
tos podría incrementarse sustancialmente si se optimiza la 
etapa de lavado.

 

Figura 3. Concentración (g/L) de D-xilosa (), L-
arabinosa (), HMF (), D-glucosa () y D-galactosa 
() en los hidrolizados directos de autohidrólisis (A), 

y en los derivados de post-hidrólisis ácida (B).

A partir de los resultados de esta serie se ha podido de-
terminar los rendimientos en productos, Tabla 3, compro-
bándose cómo el incremento de la relación S/L no produjo 
diferencias apreciables en los valores correspondientes 
a D-glucosa y D-galactosa para los líquidos directos de 
autohidrólisis, aunque sí llevó a reducciones de los ren-
dimientos asociados a D-xilosa (desde 3,5 hasta 3,2 kg 
producto/100 kg EFHA), L-arabinosa (0,91–0,83 kg pro-
ducto/100 kg EFHA), oligosacáridos (16,9–14,2 kg pro-
ducto/100 kg EFHA) y HMF (0,21–0,15 kg producto/100 
kg EFHA). Los valores mínimos de D-xilosa y oligosacári-
dos obtenidos para la relación intermedia 1/4 podrían ser 
explicados teniendo en cuenta la baja severidad relativa 
de ese tratamiento (log R0 = 3,73), lo que permitiría afirmar 
que aunque el incremento de la relación S/L afecta nega-
tivamente a la producción de carbohidratos (posiblemente 
como consecuencia de una limitación del poder hidrolítico 
por defecto de agua), el empleo de la relación 1/3 sigue 
garantizando altos rendimientos y concentraciones de 
D-xilosa. Este comportamiento también se pone de ma-
nifiesto al calcular los porcentajes de sólido solubilizado 
durante las autohidrólisis (SOL). El parámetro descendió 
suave y continuamente al aumentar la relación S/L: 33,6%, 
33,5%, 32,9% y 31,5%.



AfinidAd LXX, 562, Abril-Junio 2013104

Tabla 3. Composición (expresada en forma de ren-
dimiento, kg producto/100 kg EFHA) del hidro-

lizado obtenido por autohidrólisis del hueso de acei-
tuna. Entre paréntesis se indica el rendimiento de 

productos tras la post-hidrólisis ácida del licor.

S/L log R0 D-xilosa L-arabinosa D-glucosa D-galactosa OL HMF

1/8 3,82 3,5 (22,3) 0,91 (0,90) 0,16 (0,24) 0,21 (0,53) 16,9 0,21

1/6 3,76 3,2 (19,2) 0,93 (0,77) 0,15 (0,18) 0,19 (0,53) 16,3 0,22

1/4 3,73 3,2 (17,5) 0,85 (0,57) 0,15 (0,10) 0,20 (0,49) 12,0 0,17

1/3 3,75 3,2 (20,3) 0,83 (0,70) 0,16 (0,14) 0,21 (0,52) 14,2 0,15

  
Hidrólisis enzimática: efecto de la mezcla de enzimas
El hidrolizado de partida para el desarrollo de la serie ex-
perimental HE1 se consiguió aplicando un tratamiento 
hidrotérmico de severidad igual a log R0 = 3,82, corres-
pondiente a una relación S/L = 1/8 y una TTH de 210ºC. 
El licor se analizó determinándose su contenido en mate-
ria seca (MS = 15,3 g/L), así como las concentraciones y 
rendimientos de D-xilosa (2,7 g/L – 5,5 kg/100 kg EFHA), 
D-glucosa (0,03 g/L – 0,06 kg/100 kg EFHA), L-arabinosa 
(0,48 g/L – 0,96 kg/100 kg EFHA), D-galactosa (0,12 g/L 
– 0,24 kg/100 kg EFHA), oligosacáridos (8,7 g/L – 17,4 
kg/100 kg EFHA) y HMF (0,05 g/L – 0,1 kg/100 kg EFHA). 
El potencial total de D-xilosa en el hidrolizado, en forma 
monomérica, oligomérica o polimérica, fue de 24,6 kg/100 
kg EFHA, equivalente a 12,3 g/L. 
Los ensayos hidrolíticos llevados a cabo sin enzimas 
(blanco) alcanzaron, tras 72 h de reacción, concentracio-
nes finales de D-xilosa, L-arabinosa y D-galactosa prác-
ticamente iguales a las del medio de partida: 2,5, 0,40 y 
0,11 g/L, respectivamente (Fig. 4), lo que mostraría la ne-
cesidad de emplear algún tipo de catalizador para la rotura 
de las cadenas solubilizadas de carbohidratos.

Figura 4. Influencia de la preparación enzimática (Celula-
sas, C; Hemicelulasas, H; B, β-glucosidasas) en la concen-
tración de carbohidratos simples (D-xilosa, ; D-glucosa, 
 y L-arabinosa, ) tras 72 h de hidrólisis. Se partió de un 
hidrolizado a presión obtenido a TTH = 210ºC y S/L = 1/6.

La opción de la hidrólisis enzimática derivó en incrementos 
muy importantes de las concentraciones de carbohidratos 
simples (Fig. 4), con valores finales de D-xilosa que fluc-
tuaron entre los 13,8 g/L, del ensayo con hemicelulasas 
y β-glucosidasas (H+B), y los 10,9 g/L de la prueba efec-
tuada con celulasas y β-glucosidasas (C+B). Los resulta-
dos intermedios, referidos a D-xilosa, fueron 13,3, 12,6, 

12,0 y 11,7 g/L para las preparaciones (C+H+B), (C+H), 
(C) y (H), respectivamente. Los datos mostraron que para 
obtener toda la D-xilosa potencial existente en el hidro-
lizado se necesitó la presencia de hemicelulasas combi-
nadas con otras enzimas. El uso exclusivo de celulasas 
o hemicelulasas, así como el de la mezcla de celulasas y 
β-glucosidasas, no garantizó la hidrólisis total de las cade-
nas de xilooligosacáridos. Con relación a L-arabinosa, las 
hidrólisis enzimáticas no consiguieron incrementos apre-
ciables de la concentración del compuesto a lo largo del 
bioproceso, lo que podría ser explicado considerando una 
baja presencia de L-arabinosa en las cadenas de carbohi-
dratos del licor, posiblemente como consecuencia de una 
hidrólisis selectiva y rápida del monómero, desde la matriz 
hemicelulósica, durante la autohidrólisis. La acción enzi-
mática provocó los mayores aumentos de D-glucosa (2,8 
g/L) en las hidrólisis realizadas con las mezclas C+H+B  y 
C+H, es decir, en aquellas en las que se crearon sinergias 
positivas entre celulasas y hemicelulasas, Fig. 4. Final-
mente, la producción de D-galactosa no fue significativa, 
excepto para las pruebas H+B y C+H+B, donde las con-
centraciones finales de la especie fueron, en todo caso, 
muy bajas (0,14 y 0,15 g/L, respectivamente). Del anterior 
análisis, y para alcanzar la máxima producción de D-xilosa 
con el menor consumo posible de enzima, se optó por es-
coger, como mejor preparación enzimática, aquella formu-
lada exclusivamente con hemicelulasas y β-glucosidasas, 
pasando a analizar, seguidamente, el efecto de la carga 
enzimática sobre este bioproceso (serie HE2).

Hidrólisis enzimática: efecto de la carga enzimática
El hidrolizado de partida en la serie experimental HE2 se 
analizó para determinar su contenido en materia seca (MS 
= 13,5 g/L) y las concentraciones de D-xilosa (1,1 g/L), 
D-glucosa (0,05 g/L), L-arabinosa (0,27 g/L), D-galactosa 
(0,05 g/L) y oligosacáridos (9,6 g/L). El potencial total de 
D-xilosa en el hidrolizado, en forma monomérica, oligomé-
rica o polimérica, fue de 23,4 kg/100 kg EFHA, mientras el 
potencial total de monosacáridos hemicelulósicos alcanzó 
24,2 kg/100 kg EFHA. Las variaciones en la composición 
de los parámetros de este hidrolizado, respecto al utiliza-
do en la serie HE1, pueden explicarse teniendo en cuen-
ta que las severidades de los tratamientos hidrotérmicos 
asociados no son exactamente iguales (log R

0 = 3,82 para 
HE1 y log R0 = 3,75 para HE2). 
La modificación del nivel de carga enzimática en el rango 
ensayado (Tabla 1) afectó notablemente tanto a la veloci-
dad como a la extensión de la hidrólisis de los oligosacá-
ridos. Así, para alcanzar un porcentaje de sacarificación 
próximo al 100% se necesitaron cargas de hemicelulasas 
iguales o superiores a 100 U/g MS, y tiempos de reac-
ción comprendidos entre las 10 h del ensayo HE26 (500 
U/g MS) y las 48 h del HE25 (100 U/g MS), Fig. 5. El resto 
de dosificaciones de catalizador consiguieron, a las 72 h, 
sacarificaciones máximas comprendidas entre el 16,0 y 
el 76,7%, aunque en estos casos el parámetro estudiado 
no llegó a estabilizarse. Entre la escasa información bi-
bliográfica existente sobre hidrólisis enzimáticas de oligo-
sacáridos, Belkacemi y Hamoudi(9) encontraron que para 
completar la sacarificación de oligómeros procedentes de 
tallos de maíz se necesitó una carga de celulasas de 120 
U/g MS, y un tiempo de reacción inferior a 10 h.
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Figura 5. Influencia de la carga de celulasas en el grado de 
sacarificación de las cadenas de carbohidratos existentes 
en el licor de autohidrólisis a pH 5,0 y 45ºC. La carga de 

β-glucosidasas se mantuvo en 50 U/g MS y se modificó la 
carga de hemicelulasas: 5 U/g MS (), 10 U/g MS (), 25 U/g 
MS (), 50 U/g MS (), 100 U/g MS () y 500 U/g MS (). 

Finalmente, es posible plantear un análisis del proceso 
basado en el estudio de los rendimientos de carbohidra-
tos simples hemicelulósicos (D-xilosa, L-arabinosa y D-
galactosa). Con esta idea se calcularon dos variantes de 
dicho parámetro. Por un lado, el rendimiento de productos 
generados durante las hidrólisis enzimáticas (YHE) y, por 
otro, el rendimiento obtenido al sumarle al primero el ren-
dimiento de cada carbohidrato al comienzo de la biotrans-
formación (rendimiento global del proceso, YG), Tabla 4. 
Los rendimientos de D-xilosa alcanzados a lo largo de las 
hidrólisis enzimáticas describieron comportamientos pa-
ralelos a los descritos en la Figura 5, algo lógico si se tiene 
en cuenta que esta pentosa es el carbohidrato con mayor 
peso en el hidrolizado. Así, la utilización de cargas protei-
cas de 500 U/g MS garantizó un valor máximo de 22,6 kg 
D-xilosa/100 kg EFHA tras 10 h de reacción, equivalente 
a una concentración de 10,7 g/L; mientras que la reduc-
ción de la dosis enzimática hasta 100 U/g MS tuvo efectos 
parecidos respecto a la extensión del ataque (21,8 kg/100 
kg EFHA, equivalentes a 10,3 g/L) pero se necesitaron 48 
horas para completar la hidrólisis. Los rendimientos globa-
les máximos de L-arabinosa y D-galactosa fueron de 0,63 
y 0,21 kg/100 kg EFHA, respectivamente. 

Tabla 4. Rendimientos (kg producto/100 kg EFHA) 
máximos de carbohidratos hemicelulósicos, generados 
durante la hidrólisis enzimática (YHE) y globales (YG). En 
porcentaje se muestran los incrementos de carbohidra-

tos debidos exclusivamente a la acción enzimática.

D-xilosa L-arabinosa D-galactosa

YHE YG % YHE YG % YHE YG %

HE21 2,6 4,9 53,3 0,10 0,48 20,8 0,06 0,14 42,9

HE22 9,2 11,5 80,1 0,20 0,58 34,5 0,13 0,21 61,9

HE23 14,3 16,6 86,2 0,25 0,63 39,7 0,12 0,20 60,0

HE24 16,0 18,3 87,5 0,21 0,59 35,6 0,13 0,21 61,9

HE25 21,1 23,4 90,2 0,19 0,57 33,3 0,13 0,21 61,9

HE26 20,3 22,6 89,8 0,21 0,59 35,6 0,11 0,19 57,9

En la Tabla 4 también se incorporan, para los tres carbo-
hidratos y en porcentaje, los incrementos de rendimiento 
debidos a la acción enzimática, observándose cómo los 

valores máximos fueron muy superiores para D-xilosa 
(90,2%) si se comparan con los de D-galactosa (61,9%) 
y L-arabinosa (39,7%), lo que podría indicar que la auto-
hidrólisis a 210ºC de la materia prima transformó más del 
50% de los arabinanos en L-arabinosa, cerca de la mitad 
de los galactanos en D-galactosa y menos del 50% de los 
xilanos en D-xilosa. 

CONCLUSIONES

Es posible obtener importantes cantidades de D-xilosa 
utilizando como materia prima un subproducto del proce-
so de elaboración, en almazara, del aceite de oliva: los 
endocarpios de aceituna. El esquema de operación es-
tudiado, compuesto de dos etapas, comenzaría con un 
tratamiento de autohidrólisis efectuado a la temperatura 
máxima de 210ºC (log R0 próximo a 3,75), capaz de solu-
bilizar toda la D-xilosa del sólido hacia la fase líquida. La 
pentosa, sin embargo, quedaría confinada, en su mayor 
parte (un 89% en peso), formando cadenas de oligosacá-
ridos, estructuras cuyo rendimiento alcanza 16,9 kg/100 
kg EFHA. Se ha demostrado que el aumento de la relación 
sólido/líquido, desde 1/8 a 1/3, en esta fase del proceso, 
sólo provoca pequeñas caídas en los rendimientos de los 
productos estudiados y, de forma paralela, se produce un 
importante incremento de sus concentraciones. Durante la 
etapa de hidrólisis enzimática de oligosacáridos, la mezcla 
de hemicelulasas (de Aspergillus niger) y β-glucosidasas 
(de almendras) es la que genera una mayor cantidad de D-
xilosa. En ese contexto, la carga mínima de hemicelulasas 
necesaria para conseguir un porcentaje de sacarificación 
del 100% es de 100 U/g MS. Combinando una adecuada 
temperatura de autohidrólisis, una alta relación S/L y la 
hidrólisis enzimática del licor, se podrían obtener hidroli-
zados con altas concentraciones de azúcares (próximas a 
75 g/L) y bajas del inhibidor fermentativo hidroximetilfur-
fural. En posteriores estudios, este medio se someterá a 
fermentación con levaduras no tradicionales con el obje-
tivo de evaluar su viabilidad para la producción de etanol 
o xilitol. 
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