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RESUMEN

Se ha ensayado una post-hidrdlisis 4cida al proceso de
autohidrdlisis del residuo de poda del olivo, una biomasa
renovable, de bajo coste y disponible como residuo agra-
rio. Aplicada sobre el residuo resultante de la autohidroli-
sis, una post-hidrélisis con acido sulfdrico 1 N a 90°C no
aumenta la conversion de la celulosa ni degrada la lignina.
Sin embargo, aplicada sobre el hidrolizado, aumenta los
rendimientos en azlcares presentes en el mismo desde
un 0,8 hasta un 11,4% en D-glucosa, y desde un 0,1%
a un 7,8% en D-xilosa, en las condiciones ensayadas, sin
que se detecten cantidades apreciables de compuestos
fendlicos.

Palabras clave: Autohidrdlisis, D-glucosa, Hidrdlisis aci-
da, Residuo de poda de olivo, D-xilosa.

ABSTRACT

An acid post-hydrolysis was carried out after the autohy-
drolysis process of the olive-pruning debris, a renewable,
low-cost and widely available agricultural waste. Applied
on the solid remainder obtained after the autohydrolysis,
a post-hydrolysis with 1 N sulphuric acid at 90°C neither
increases the cellulose conversion nor produces lignin
degradation. However, applied on the hydrolysate, sugar
yields in the liquid rose from 0.8% up to 11.4% for D-glu-
cose and from 0.1 to 7.8% for D-xylose in the assayed
conditions. Finally, the hydrolysate can be considerate free
of phenolic compounds.

Key words: Acid hydrolysis, Autohydrolysis, D-glucose,
Olive-pruning debris, D-xylose.

RESUM

S’assaja una post-hidrolisi acida al procés d’autohidrolisi
del residu d’esporga d’olivera, una biomassa renovable, de
baix cost i disponible com a residu agrari. Aplicada sobre
el residu resultant de I'autohidrolisi, una post-hidrolisi amb
acid sulfaric 1 N a 90°C no augmenta la conversié de la
cel-lulosa ni degrada la lignina. Tanmateix, aplicada sobre
I’hidrolitzat, augmenta els rendiments en sucres presents
en aquest des d’un 0,8% fins a un 11,4% en D-glucosa,
i des d’un 0,1% a un 7,8% en D-xilosa en les condicions
assajades, sense que es detectin quantitats apreciables
de compostos fenolics.

Mots clau: Autohidrolisi, D-glucosa, hidrolisi acida, residu
d’esporga d’olivera, D-xilosa.
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INTRODUCCION

La biomasa lignocelulésica representa una de las fuentes
renovables mas abundantes y menos costosas del pla-
neta. Esta compuesta principalmente por 3 fracciones:
celulosa (estructura cristalina de unidades de D-glucosa
unidas mediante enlaces B-1,4-O-glucosidicos), hemi-
celulosa (polisacarido muy ramificado constituido prin-
cipalmente por pentosas y hexosas) y lignina (polimero
aromatico). Esta biomasa puede ser aprovechada para
la obtencion directa de azlcares simples, oligosacaridos
y antioxidantes naturales, e indirecta de biocarburantes
(etanol) y edulcorantes (xilitol). La obtencion de estos dos
ultimos productos requiere la recuperacion previa de los
azucares de las fracciones celuldsica (D-glucosa) y hemi-
celulésica (D-xilosa y D-glucosa) mediante un proceso de
hidrélisis para fermentarlos posteriormente.

Una biomasa lignoceluldsica de la que se generan ingen-
tes cantidades en los paises mediterraneos (cerca de 8
X 108 t solamente en Espafia®) y de la que se podrian
obtener productos de interés industrial es el residuo de
la poda del olivo. En trabajos previos se ha comprobado
que una hidrdlisis acida en condiciones suaves de tem-
peratura y concentracion de acido conduce a altos rendi-
mientos en D-xilosa® y, mediante posterior fermentacion,
en xilitol y etanol®4. Otras técnicas, como la extrusion® y
la autohidrolisis®, a pesar de solubilizar en considerable
extension las fibras de la biomasa, no conducen a acep-
tables rendimientos en azucares. Sin embargo, en el caso
de la extrusion, utilizada como pretratamiento del residuo
de poda del olivo previo a una hidrdlisis acida, conduce
a rendimientos en D-xilosa (y xilitol tras la posterior fer-
mentacién con una levadura no tradicional) mas elevados
que los obtenidos con una sola etapa de hidrdlisis acida
en las mismas condiciones®. Por tanto, una post-hidrolisis
acida tras una autohidrélisis también podria conducir a un
hidrolizado mas adecuado para la posterior fermentacién
que una sola etapa de hidrdlisis.

En este trabajo se ha pretratado el residuo de poda del
olivo con una autohidrdlisis para hidrolizar posteriormente
con &cido sulfurico tanto el residuo como el hidrolizado,
con objeto de establecer las condiciones mas favorables
para la produccion de azlcares fermentables.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima. El residuo de poda de olivo utilizado pro-
cede de arboles de la variedad ‘Picual’, de una finca con
tipologia de cultivo tradicional y situada en la provincia de
Jaén (Espafia). Este residuo fue picado en el campo uti-
lizando una maquina astilladora de la firma Pimasur S.L.
Posteriormente, la fraccion de astillas o madera (de su-
perficie aproximada 1 cm?) fue separada de la hoja me-
diante una mesa densimétrica a escala industrial. Una vez
alcanzada la humedad de equilibrio en el laboratorio se
molturé con un molino de cuchillas Retsch, Mod. SM1, y
se clasificé por tamafio de particula mediante una tamiza-
dora Retsch, Mod. Vibro, eligiéndose para este trabajo la
fraccion comprendida entre 0,425 y 0,6 mm.

Autohidrdélisis. Se introdujeron 60 g de residuo de poda
y 300 cm?® de agua ultrapura en un reactor discontinuo
a presion Parr, Mod. 4522, de 2 dm? de capacidad (Fig.
1). Tras el cierre del reactor se fijé una velocidad de agi-

tacion igual a 250 rpm y se procedié a calentar la carga
hasta 200°C. Finalmente, se procedié a enfriar el sistema
de reaccion hasta temperatura ambiente (20 °C) utilizando
agua de la red circulando por un serpentin interior y, a se-
parar, mediante filtracion, el residuo sélido del hidrolizado
liquido. El proceso se llevé a cabo por duplicado. El sélido
filtrado se lavd repetidamente con agua hasta completar
un volumen de hidrolizado igual a 1 dm?®. El residuo se ex-
tendio sobre una superficie plana y, una vez seco, se pesd
y caracterizé segun su contenido en fibras. El hidrolizado,
tras la medida de pH, se centrifugd, y el sobrenadante se
analizé de acuerdo con los métodos analiticos descritos
posteriormente.
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Figura 1. Detalle del equipo de autohidrdlisis utilizado. 1:
Cuerpo del reactor. 2: Panel de control. 3: Motor. 4: Son-
da de temperatura. 5: Medidor de presion. 6: Agitador. 7:
Entrada del sistema de refrigeracién del reactor. 8: Salida
del sistema de refrigeracion del reactor. 9: Sistema de re-
frigeracion del agitador.

Post-hidrélisis acida. Las hidrdlisis acidas se llevaron a
cabo en un reactor discontinuo descrito previamente®* a
90°C y 250 rpm. La hidrdlisis sobre el residuo resultante
de la autohidrdlisis se realizé con H,SO, 1 N durante 5,5
h, mientras que con el hidrolizado se llevaron a cabo 2
experimentos, uno con H,S0, 0,5 N y otro con H,SO, 1 N,
ambos durante 3 h.

Caracterizacion de los residuos. El residuo de partida,
asi como los sélidos resultantes de las autohidrolisis y
post-hidrélisis acidas, fueron caracterizados de acuerdo
a los siguientes parametros: humedad (TAPPI T257), fibras
neutro detergente (FND) y &cido detergente (FAD)?, lignina
acido insoluble (LAI; TAPPI T222 os-74) y cenizas (TAP-
PI T211). El porcentaje de hemicelulosa (HEM) y celulosa
(CEL) fue calculado aplicando las expresiones:

HEM = FND - FAD  [1]
CEL=FAD-LAl  [2]

Caracterizacion de los hidrolizados. Los azUcares re-
ductores totales se determinaron de acuerdo con el mé-
todo de Miller®; la concentracion de acido acético, por un
método enzimatico basado en el empleo de los enzimas
acetil-CoA sintetasa y citrato sintasa®; las concentracio-
nes de D-xilosa, D-arabinosa, D-galactosa y D-glucosa
mediante cromatografia liquida idénica de alta resolucion

280



(HPLIC) acoplada a un detector de pulsos amperomé-
tricos (Dionex Biolc DX 300) y las concentraciones de
hidroxi-tirosol, 4-hidroxi-benzaldéhido, acido p-hidroxi-
fenil-acético, acido cafeico, acido ferulico, acido siringico,
tirosol y vainillina mediante ionizacion por ‘electrosprays’
en modo negativo utilizando un HPLC equipado con de-
tector de espectrometria de masas (Varian 1200L). Se ha
determinado el indice de inhibidores (contenido en furfural
y 5-hidroxi-metil-furfural) mediante medidas de absorban-

cia a 280 nm siguiendo el método descrito por Tada y col.
(10

RESULTADOS Y DISCUSION

Las condiciones utilizadas para la autohidrélisis determi-
naron un factor de severidad (log R)) de 3,5. Este factor
de severidad se calcul6 de acuerdo al procedimiento des-
crito por Overend y Chornet(' a través de la ecuacion [3],
donde T(t) es una funcién que relaciona la temperatura (°C)
con el tiempo (min) durante las etapas de calentamiento y
enfriamiento del contenido del reactor. Como limite inferior
de referencia (T,) se fij6 la temperatura de 100 °C, puesto
que por debajo de esta temperatura no se producen pro-
cesos de autohidrolisis’?.

P T(1)-Tx

R, =Lexp Yo dt  [3]

W:RT;
E

a
seleccionado en un trabajo previo para el célculo de R, en
procesos de autohidrdlisis del residuo de poda del olivo®.
El proceso de autohidrdlisis, en las condiciones ensaya-
das, fue insuficiente para llevar a cabo la hidrélisis total
de la hemicelulosa y obtener una disolucion de azuca-
res fermentables. A pesar de las elevadas conversiones
fraccionales de la hemicelulosa y celulosa (Tabla I), los
rendimientos en D-glucosa y D-xilosa fueron bajos (Tabla
Il). La post-hidrélisis con H,SO, 1 N sobre el residuo re-
sultante aumenté adn mas dichas conversiones, pero los
rendimientos en azlcares también fueron reducidos. Es
interesante destacar que el Unico azlcar obtenido fue D-
glucosa (procedente de la celulosa) ya que no se detectd
ni D-xilosa ni D-fructosa, azlcares procedentes de la frac-
cion hemicelulésica. En cuanto a la lignina, aunque ciertos
autores han encontrado que la autohidrdlisis de biomasas
lignocelulésicas conduce a una solubilizacién parcial de la
lignina®'), en las condiciones ensayadas dicha solubiliza-
cion se produjo en poca extension (1,8%). La post-hidroli-
sis llevada a cabo sobre el residuo no aumenté dicho por-
centaje pues, como ya se comprobd en trabajos previos,
una hidrolisis acida en condiciones suaves de temperatura
y de concentracion de acido sulfurico no produce degra-
dacién de la lignina del residuo de poda del olivo®. Por
otra parte, se comprueba que la hidrdlisis de la celulosa es
inviable en las condiciones ensayadas, H,SO, 1 N a 90°C.

Para el parametro se utilizé el valor 14,75,

TABLA|
Conversiones en fibras obtenidas en la autohidrdlisis y en la
post-hidrdlisis al residuo con acido sulfurico 1N (R 1 N).

Exp. Xiew % Xeew %0 Xiw %
Autohidrélisis 79,8 29,8 1,8
R1N 97,1 37,7 1,8

TABLA I
Rendimientos en aztcares reductores totales, D-glucosa,
D-xilosa y dcido acético obtenidos en la autohidrdlisisis
y en las post-hidrdlisis al residuo (R 1 N) y al hidrolizado
con dcido sulfarico 0,5 N (HAO0,5N)y 1 N (HA 1 N).

Exp. Yo %0 Yoo, % Yy % Y, %
Autohidrdlisis 20,5 0,8 0.1 0,5
R1N 31,4 1,4 0,0 3.1
HO5N 42,6 6,1 - 1,8
H1N 40,0 11,4 7,8 1,9

En cuando a las post-hidrélisis acidas sobre el hidroliza-
do resultante de la autohidrdlisis, los mayores rendimien-
tos en D-glucosa (11,4%), D-xilosa (7,8%), D-arabinosa
(2,5%) y D-galactosa (1%) se alcanzaron utilizando H,SO,
1 N. Como se observa en el experimento realizado con
H,SO, 0,5 N (Fig. 2), la pequefia concentracion de D-
fructosa obtenida al principio del experimento disminu-
ye lentamente en el transcurso del mismo, mientras que
el indice de inhibidores aumenta (formacién de furfural y
5-hidroxi-metil-furfural), lo cual demuestra la existencia de
degradacioén de azUcares. Por otra parte, la concentraciéon
de compuestos fendlicos al final del proceso fue muy pe-
quefa, siendo la mas elevada la correspondiente a vainilli-
na (2,1 mg m3). Este hecho es Iégico si se tiene en cuenta
que no se produce hidrdlisis de la lignina.
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Figura 2. [ndice de inhibidores (@) y concentracio-

nes de azticares reductores totales (O), D-glucosa

(®), D-fructosa (<) y acido acético (0) en la post-
hidrdlisis llevada a cabo con H,SO, 0,5 N.

CONCLUSION

La inclusién de una etapa de post-hidrélisis acida sobre
el hidrolizado obtenido con una autohidrdlisis determina
un nuevo hidrolizado mas rico en azucares (114 g de D-
glucosa y 78 g de D-xilosa por kg de residuo de poda uti-
lizado) y libre de compuestos fendlicos, por lo que podria
fermentarse con levaduras no tradicionales para producir
elevadas cantidades de etanol y xilitol, respectivamente.
Sin embargo, la deteccion en el hidrolizado de compues-
tos de degradacién de azucares (furfural y 5-hidroxi-metil-
furfural) que podrian inhibir la fermentacion de estos hi-
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drolizados con algunas levaduras sugiere la necesidad de
optimizar el proceso de post-hidrélisis. La combinacion
adecuada de las variables temperatura, concentracion de
acido sulfurico y tiempo de hidrdlisis podria conducir a un
hidrolizado con mayor composicion en azlcares y menor
degradacién de los mismos.
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