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Introducción 
En las últimas décadas razones ambientales, 
tales como la generación de grandes cantidades 
de residuos y el incremento de la demanda de 
combustibles fósiles, con el problema de 
contaminación que esto conlleva, han conducido 
a incentivar las investigaciones sobre la gestión 
de residuos y uso de fuentes renovables para 
producir combustibles líquidos a fin de 
reemplazar a los fósiles, causantes principales 
del calentamiento global. La obtención de energía 
a partir de biomasa proporciona una solución 
positiva para ambos problemas. Dicha biomasa 
puede ser convertida biológicamente en 
combustibles líquidos o gaseosos.  
El bioetanol ha atraído el interés como 
combustible líquido, especialmente para el 
transporte, porque es fácilmente aplicable a los 
vehículos de combustión interna, incluso 
mezclado con naftas. Además, presenta varias 
ventajas sobre los combustibles fósiles 
convencionales, que incluyen su naturaleza 
renovable y sostenible y su facilidad de 
almacenamiento [1] 
Los biocombustibles de segunda generación, 
como el bioetanol lignocelulósico, han cobrado 
gran interés como posible sustituto de las fuentes 
derivadas de combustibles fósiles. Su materia 
prima, los residuos lignocelulósicos de procesos 
agrícolas, forestales o industriales, tienen muy 
bajo costo y su utilización no conduce a la 
competencia por las fuentes de alimentos.  
La biomasa lignocelulósica está compuesta 
principalmente de polisacáridos (celulosa, 
hemicelulosa) y lignina. La celulosa y 
hemicelulosa son polímeros de azúcares y, por lo 
tanto, una fuente potencial de azúcares 
fermentables [2]. La proporción de estos 
componentes varía de una especie vegetal a otra 
y también con la edad, etapa de crecimiento y 
otras condiciones de la planta [3]. 
El proceso de conversión de biomasa a bioetanol 
comprende las etapas básicas de hidrólisis de la 
celulosa para su transformación en azúcares y la 
posterior fermentación de estos compuestos para 
la producción de etanol. Los tratamientos para 
producir esta transformación son la hidrólisis 
ácida y la hidrólisis enzimática [4]. La presencia 

de lignina dificulta la hidrólisis de la celulosa, por 
ello, es necesario aplicar a estos materiales 
pretratamientos adecuados que faciliten la 
accesibilidad de enzimas o reactivos químicos a 
la celulosa para su hidrólisis y posterior 
fermentación, esto es aumentar su 
biodigestibilidad. La etapa de preprocesamiento 
es crucial para lograr eficacia en la producción de 
bioetanol [5]. Por ello, son innovadores los 
estudios tendientes a aportar tecnologías para la 
producción de bioetanol de segunda generación.  
El objetivo de este trabajo fue aumentar la 
biodigestibilidad de residuos generados en 
grandes cantidades en la provincia de San Juan 
por la actividad olivícola, alperujo y restos de 
poda de olivo, para la producción de bioetanol, 
aplicando pretratamiento con hidróxido de calcio. 
Este agente químico fue elegido por su fácil 
disponibilidad en la provincia y debido que se ha 
demostrado  su eficacia para el pretratamiento de 
materiales lignocelulósicos, siendo de bajo costo, 
de manejo seguro [6] y porque es posible 
recuperar el calcio del sistema de reacción como 
carbonato insoluble [7]. Además, el 
pretratamiento con hidróxido de calcio puede 
evitar una pérdida significativa de carbohidratos 
en comparación con un pretratamiento alcalino 
más severo [8]. 
 

Materiales y Métodos 
En primer lugar, se llevó a cabo la recolección de 
los residuos utilizados en este estudio. El alperujo 
es un residuo de la fabricación de aceite de oliva 
por el sistema de extracción de dos fases. Debido 
a que este material es un residuo generado por 
un proceso industrial de carácter estacional, 
debió ser fraccionado y conservado a 
temperaturas de -15ºC, con la finalidad de 
preservar sus propiedades para los ensayos a 
realizar durante el año. Con respecto a los restos 
de poda de olivo se recogieron ramas y hojas de 
la poda del olivo (Olea europea L.) variedad 
Manzanilla. El material fue conservado a 
temperatura ambiente, posteriormente molido y 
tamizado hasta alcanzar la granulometría 
deseada en una proporción 60% de ramas y 40% 
de hojas. La Figura 1 presenta imágenes de los 
materiales antes de su procesamiento.  
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Estos residuos fueron caracterizados 
sometiéndolos a un conjunto de determinaciones 
de interés para este estudio. 
 

  
Figura 1. Alperujo y restos de poda antes del 

pretratamiento.  
 
La humedad fue determinada siguiendo la norma 
AOAC 930.15. Los contenidos de celulosa, 
hemicelulosa y lignina se obtuvieron analizando 
el contenido de fibra detergente neutro (FDN) y 
fibra detergente ácido (FDA) por medio de un 
analizador de fibra ANKOM 200; y lignina 
insoluble en ácido (LIA) siguiendo el método 
ASTM 1106–96. Las concentraciones de hemi-
celuosa y celulosa fueron estimadas por las 
diferencias entre FDN-FDA y FDA-LIA, 
respectivamente. Los azúcares totales fueron 
determinados por el método de Dubois o método 
de fenol-sulfúrico [9]. Los azúcares reductores por 
la técnica de Miller [10]. 
Es difícil establecer un proceso de pretratamiento 
universal debido a la naturaleza diversa de la 
biomasa, por tal motivo el programa experimental 
involucrado en este trabajo fue establecido luego 
del estudio bibliográfico y de ensayos 
preliminares que permitieron obtener los rangos 
de trabajo, dentro de los cuales era factible 
incrementar la biodigestibilidad de los residuos. 
Se evaluaron las variables relevantes del 

pretratamiento para cada material. En este caso 

se estudió la influencia de la carga de Ca (OH)2 
por gramo seco de residuo, temperatura y tiempo. 
Dichas variables fueron optimizadas recurriendo 
a diseños experimentales usando herramientas 
estadísticas. 
Para encontrar las condiciones óptimas de 
pretratamiento se aplicó un diseño experimental 
de Box-Behnken para alperujo. Las variables 
optimizadas fueron carga de Ca(OH)2, 
temperatura y tiempo. En el caso de los restos de 
poda de olivo las variables relevantes resultaron 
ser la temperatura y la carga de Ca(OH)2, las 
mismas fueron optimizadas por medio de un 
diseño central compuesto. 
El software StatisticaTM versión 10 fue usado para 
el diseño experimental y análisis de datos en la 
optimización de las variables. 
La metodología consistió en tratar los residuos 

con hidróxido de calcio en condiciones de 
operación fijadas por el diseño experimental. Los 
ensayos se llevaron a cabo en un reactor Parr de 
acero inoxidable de 1 litro de capacidad con 
agitación y control automático de temperatura 
(Figura 2). Posteriormente se efectuó una etapa 
de hidrólisis enzimática en un agitador orbital 
termostatizado Lab. Companion SI-600 con 
control automático de tempertura (ver Figura 3), 
usando celulasa de Trichoderma reesei ATCC 
26921 y hemicelulasa de Aspergillus niger 
comercial, marca Sigma Aldrich.  
Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en 
frascos erlenmeyers de 250 ml, a 45oC, pH 4,9, 
relación sólido:líquido de 100 g/l y carga de 
enzimas de 20 unidades por g de sustrato. Las 
muestras fueron agitadas a 150 rpm. Estas 
variables fueron seleccionadas teniendo en 
cuenta trabajos expuestos en la bibliografía [11, 
12]. 
La variable respuesta utilizada para evaluar el 
efecto de las variables de operación fue el 
contenido de azúcares reductores, determinado 
en el extracto acuoso. En todos los casos ésta 
determinación se llevó a cabo por triplicado por el 

método de Miller. 
 

 
Figura 2. Reactor Parr. 

 

Hasta el momento se han hecho estudios 
preliminares de la etapa de fermentación. Luego 
de pretratar los residuos en la condiciones 
óptimas e hidrolizarlos enzimáticamente, el 
líquido fue separado del sólido para ser 
fermentado uilitizando levadura Saccharomyces 
cerevisiae. 
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Figura 3. Agitador orbital termostatizado. 

Resultados y Discusión 
 El alperujo constituye una muestra heterogénea. 
Es una la mezcla de aguas de vegetación o 
alpechines, orujo (que corresponde a la parte 
sólida de las aceitunas, es decir, una mezcla de 
huesos, pieles y pulpas) y también restos grasos. 
Tiene consistencia de lodo, lo que justifica su 
elevado contenido de humedad, caso contrario a 
lo que ocurre con los restos de poda. Estos y otros 
resultados de la caracterización de los residuos 
son presentados en la Tabla 1. 
 

Tabla 1. Caracterización de los residuos. 

 Alperujo Poda 

Humedad (%) 68,0 7,6 

Celulosa (%p/p) 17,7 31,9 

Hemicel. (%p/p) 11,6 17,3 

Lignina (%p/p) 10,2 9,26 

Az. Tot. (mg/g seco) 25,8 66,0 

Az. Red. (mg/g seco) 14,3 18,9 

 
Los restos de poda de olivo tienen una gran 
concentración de celulosa y hemicelulosa frente 
al alperujo. El alto contenido de carbohidratos y 
baja concentración de lignina, en relación a los 
polímeros azucarados, lo convierte en un material 
con un gran potencial para ser usado en la 
producción de bioetanol.  
En la optimización de la etapa de pretratamiento 
se obtuvo, para cada uno de los materiales, un 
punto óptimo en la región experimental bajo 
estudio que maximiza el contenido de azúcares 
reductores y un modelo polinómico a partir del 
cual se obtuvieron gráficas de superficie de 
respuesta (ver Figuras 4 y 5). 
Para el alperujo las condiciones óptimas que 
maximizan la respuesta determinada por el 
software fueron: carga de Ca(OH)2: 0,27 g/g seco, 
temperatura: 56°C y tiempo: 74 min. El contenido 
de azúcares reductores predicho por el modelo 

fue de 25 mg/g seco de alperujo. Trabajando en 
estas condiciones el incremento de azúcares 
reductores fue de 75%.  
Las condiciones que maximizaron el contenido de 
azúcares en los restos de poda de olivo fueron: 
carga de Ca(OH)2: 0,002 g/g seco y temperatura: 
160oC. El tiempo no resulto ser una variable 
relevante en este material y fue fijado en 120 
minutos. El incremento de azúcares en los restos 
de poda de olivo fue de 1.064%, alcanzando una 
concentración de 220 mg/g seco de residuo. 
El requerimiento de temperatura más elevada en 
los restos de poda de olivo podría estar 
relacionado a que este residuo tiene una gran 
concentración de carbohidratos superiores, 
especialmente celulosa, un polímero que 
presenta zonas con estructura cristalina que le 
confieren  gran resistencia, haciendo difícil su 

hidrólisis. 
El alperujo requirió temperatura más baja pero 
mayor carga de hidróxido de calcio. 
Luego de aplicar el pretratamiento en las 
condiciones óptimas a los dos residuos se 
determinaron los contenidos de celulosa, 
hemicelulosa y lignina en los mismos. Estos 
resultados son mostrados en la Tabla 2.  
A diferencia de la celulosa, los polímeros 
presentes en las hemicelulosas son fácilmente 
hidrolizables [13]. Esto se vio reflejado en el 
pretratamiento de los dos residuos, donde la 
hemicelulosa fue reducida en mayor medida que 
la celulosa. 
Con la finalidad de evaluar el comportamiento de 
ambos residuos para producir etanol. Se 
realizaron algunos ensayos de fermentación en 
condiciones consideradas normales para este 
proceso.  
Como era de esperar se obtuvo una importante 
cantidad de etanol a partir de los restos de poda, 
alcanzando 277,6 ml/kg de residuo, mientras que 
a partir de alperujo sólo se consiguió 6,4 ml por 
kg material.  
Hasta el momento los trabajos realizados 
estuvieron orientados principalmente al 
pretratamiento de los residuos. Actualmente se 
trabaja en la profundización de los estudios de la 
etapa de fermentación. 
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Figura 4. Superficies de respuesta y sus gráficas de 

contorno, para cada par de variables, que presentan los 
efectos de las variables significativas en la región 
experimental bajo estudio del pretratamiento básico de 
alperujo. 

 

Figura 5. Superficie de respuesta y gráfica de contorno 

para el par de variables relevantes del pretratamiento 
de restos de poda de olivo. 

Tabla 2. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina 

de los materiales pretratados. 

   Alperujo     Poda 

Celulosa (%p/p)     9,1 27,0 

Hemicelulosa (%p/p)     3,8 3,4 

Lignina (%p/p)     6,7 9,0 

 

 

Figura 6. Azúcares reductores en los residuos luego de 

ser pretratados. 
 

Conclusiones 
Este trabajo ha permitido estudiar la influencia del 
método de pretratamiento alcalino de dos 
residuos abundantes de la actividad olivícola, 
alperujo y restos de poda, de la provincia de San 
Juan para su uso en la producción de bioetanol 
de segunda generación. Para ello, fue empleado 
un reactivo muy abundante en la provincia, 
hidróxido de calcio.  
La combinación de pretratamiento alcalino e 
hidrólisis enzimática incrementó el contenido de 
azúcares reductores en ambos residuos, siendo 
este aumento muy superior en los restos de poda, 
hecho justificable en la mayor cantidad de 
polisacáridos en este residuo. Esto se vio 
reflejado en una gran producción de etanol a 
partir de este residuo. 
Este estudio aporta alternativas que permiten 
incrementar la potencialidad de dos residuos 
generados por la actividad olivícola de la región, 
por medio de la aplicación de pretratamiento 
alcalino, método que requiere bajo costo 
energético frente a otros procesos. Esto estudios 
tienen a aportar al sector productivo alternativas 
de aprovechamiento y valorización de residuos de 
la región, en este caso, para la producción de 
etanol de segunda generación, lo que aporta 
beneficios ambientales y económicos.  
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