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Resumen

La deficiencia de elementos traza en los microorganismos que realizan tratamientos biologicos de aguas
residuales es mas comun de lo que se podria esperar. En el presente trabajo, se ha estudiado si existe una
deficiencia de elementos traza en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual en régimen
discontinuo. Es importante comprender los requisitos especificos de elementos traza en los microorganismos
anaerobios con el objetivo de afiadir solo los elementos traza que pudiesen ser necesarios para mejorar el
rendimiento de degradacion del sustrato y su conversion a metano, asi como reducir los costes operativos de
esta adicion de elementos traza. El objetivo de este trabajo fue evaluar la adicién de seis metales esenciales
(Co, Ni, Fe, Cu, Mn y Zn) para mejorar el rendimiento de la produccion de metano en la digestion anaerobia
de extrusionado de fresa residual. La evaluacion de la adicion de los elementos traza sobre el rendimiento de
produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual se ha realizado mediante un
disefio estadistico de Plackett-Burman en base a la produccion maxima de metano y a la velocidad maxima de
produccion de metano obtenidas experimentalmente en 9 condiciones de estudio definidas por el disefio
estadistico. Para evaluar el potencial de recuperacion de energia mediante digestion anaerobia, se ha realizado
un ensayo de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) para 9 condiciones de estudio, a las que se ha
adicionado diferentes combinaciones de elementos traza. Este ensayo ha presentando una diferencia de 134
mL CHy/mg SV entre la condicion con mayor y menor produccion maxima experimental de metano y una
diferencia de 18 mL CH,/mg SV d entre la condicion con mayor y menor velocidad maxima de produccion de
metano en el rango de concentraciones de elementos traza estudiado. Los resultados de este ensayo han
demostrado que la adicion de Ni ha presentado un efecto significativamente positivo sobre la produccion
maxima de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual en el rango de concentraciones
estudiado. Ademas, ningtin metal estudiado ha presentado efectos significativamente negativos. En el caso del
efecto de los elementos traza sobre la velocidad maxima de produccion de metano, se ha observado que la
adicion de Zn presenta un efecto significativamente positivo. Por el contrario, la adicion de Ni y Fe ha
presentado un efecto significativamente negativo en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual en
el rango de concentraciones estudiado. Cabe destacar el caso del Ni, el cual ha presentado un efecto
significativamente positivo sobre la produccion maxima de metano y un efecto significativamente negativo
sobre la velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa

residual en el rango de concentraciones estudiado.
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Abstract

Trace elements deficiency in microorganisms involved in biological wastewater treatments is more common
than might be expected. In the present work, it has been studied if there is a deficiency of trace elements in the
anaerobic digestion of residual strawberry extrudate carried out in batch mode. It is important to understand
the specific requirements of trace elements in anaerobic microorganisms with the aim of adding only the trace
elements that may be necessary to improve the substrate removal efficiency and, therefore its conversion to
methane, as well as reducing the operating costs of the addition of trace elements. The aim of this work was to
evaluate the addition of six metals (Co, Ni, Fe, Cu, Mn and Zn) to increase the methane production yield in the
anaerobic digestion of residual strawberry extrudate. The evaluation of the addition of the trace elements on
the methane yield in the anaerobic digestion of residual strawberry extrudate was carried out through a
statistical design of Plackett-Burman based on the maximum methane production and the maximum methane
production rate obtained experimentally in 9 tested conditions defined by statistical design. To evaluate the
energy recovery potential by anaerobic digestion, Biochemical Methane Potential (BMP) test was carried out
for 9 assayed conditions, for which different combinations of trace elements have been added. This test has
presented a difference of 134 mL CHymg VS between the condition with the highest and the lowest
experimental maximum methane production and a difference of 18 mL CHs/mg SV d between the condition
with the highest and the lowest maximum methane production rate within the range of trace element
concentrations studied. The results of these tests have demonstrated that the addition of Ni has a significantly
positive effect on the maximum methane production in the batch anaerobic digestion of residual strawberry
extrudate whitin the concentration range studied. In addition, no metal studied has significantly negative
effects. In the case of the effect of trace elements on the maximum methane production rate, it has been
observed that the addition of Zn has a significantly positive effect. By contrast, the addition of Ni and Fe
presents a significantly negative effect on anaerobic digestion of residual strawberry extrudate whitin the
concentration range studied. It should be noted the case of Ni, which has a significantly positive effect on the
maximum methane production and a significantly negative effect on the maximum methane production rate in

the anaerobic digestion of residual strawberry extrudate within the concentration range studied.

Xiil



X1V



Indice

Agradecimientos ix
Resumen Xi
Abstract Xiii
indice XV
indice de Tablas xvii
indice de Figuras XX
Notacién XXxii
1. Introduccién 1
1.1. Importancia del sector de la fresa en el mundo 1
1.2. Generacion de extrusionado de fresa residual 2
1.3. Tratamiento del extrusionado de fresa residual 3
1.3.1.  Definicién de residuo y gestidn de residuos a nivel europeo 3
1.3.2.  Generacidn de residuos y valorizacién a nivel nacional 3
1.3.3.  Alternativas para el tratamiento de residuos alimentarios 3
1.4. Digestion anaerobia 5
1.4.1. Etapas de la digestidn anaerobia 5
1.4.2. Comparacion de la digestidn anaerobia frente a la aerobia 6
1.4.3. Inconvenientes y desafio para la mejora de la digestion anaerobia 7
1.5. Importancia de los elementos traza 8
2. Objetivos 11
3. Materiales y métodos 12
3.1. Extrusionado de fresa residual e indculo 12
3.2. Toma de muestra y conservacion de extrusionado de fresa residual e inéculo 12
3.3. Técnicas analiticas empleadas en la caracterizacion de extrusionado de fresa residual,
indculo y PBM 13
331 pH 13
3.3.2 Alcalinidad 13
3.3.3 Sélidos totales (ST) 14
3.3.4  Sélidos minerales (SM) 14
3.35 Sélidos volatiles (SV) 15
3.3.6 Demanda quimica de oxigeno total y soluble (DQOgt.1 Y DQOoiubie) 15
3.3.7 Fenoles totales y solubles 16
3.3.8  Azucares solubles 18
3.3.9  Acidos grasos volatiles (AGV) 19
3.3.10 Plasma acoplado inductivamente (ICP) 19
3.4. Disefio estadistico de Plackett-Burman 20
3.5. Digestion anaerobia 21
351 In6culo 21
3.5.2 Sustrato 22
3.53 Factores experimentales 22

XV



3.54 Procedimiento operativo
3.6. Estudio de la cinética

4. Resultados y discusion
4.1. Caracterizacion de extrusionado de fresa residual e indculo
4.2. Digestion anaerobia
421 Caracterizacién analitica de las condiciones de estudio
4.2.2 Produccién de metano experimental para cada condicién de estudio
4.2.3 Produccién maxima de metano experimental frente a la biodegradabilidad
en cada condicién de estudio
424 Parametros obtenidos del modelo Logistico en cada condicidn de estudio
4.3. Correlacion lineal entre los metales y los pardmetros de estudio

5. Conclusiones

Referencias

Xvi

26
27

28
28
31
31
33

35
37
38

44
46



Indice de Tablas

Tabla 1. Métodos de gestion de residuos alimentarios y caracteristicas para su

seleccion (Bernstad & la Cour Jansen, 2012; Karthikeyan et al., 2018). 4
Tabla 2. Comparacion entre digestion aerobia y anaerobia (Cervantes et al., 2007). 7
Tabla 3. Papel de algunos elementos traza esenciales en varias enzimas que catalizan

las reacciones y transformaciones anaerobias (Fermoso et al., 2009). 9

Tabla 4. Matriz experimental de un disefio factorial fraccionado de Plackett-Burman

para cada condicion de estudio. 21
Tabla 5. Preparacion de una disolucion para 1 L de macronutrientes. 23
Tabla 6. Concentraciones de las diluciones de elementos traza preparados. 23

Tabla 7. Cantidades de indculo, sustrato, macronutrientes, Na,CO; y agua destilada
que se ha adicionado a las condiciones de estudio. 24
Tabla 8. Matriz de las concentraciones de elementos traza inicial, afiadido y final
en cada condicion. 24
Tabla 9. Caracterizacion analitica: pH, humedad, s6lidos, DQO1, DQOsombies
fenoles totales y azlicares de extrusionado de fresa residual con sus
desviaciones estandar. 28
Tabla 10. Caracterizacion analitica: pH, alcalinidad y s6lidos del in6culo con sus
desviaciones estandar. 29
Tabla 11. Caracterizacion analitica: concentracion de metales(mg de metal/kg de
solidos totales) en el extrusionado de fresa residual y en el inoculo. 30
Tabla 12. Caracterizacion analitica de los efluentes del proceso de digestion anaerobia
al finalizar el ensayo de PBM con sus desviaciones estandar: pH, alcalinidad,
solidos totales, minerales y volatiles de las condiciones de estudio. 32
Tabla 13. Caracterizacion analitica de los efluentes del proceso de digestion anaerobia
al finalizar el ensayo de PBM con sus desviaciones estandar: DQOgojpic,
AGV, relacion entre AGV y DQOu1, fenoles totales y fenoles solubles
de las condiciones de estudio. 33
Tabla 14. Valores de biodegradabilidad en DQO, biodegradabilidad en SV y produccion
maxima de metano experimental de las diferentes condiciones de estudio con
sus desviaciones estandar. 36
Tabla 15. Valores de los parametros cinéticos obtenidos con el modelo Logistico
(Parametro Sigmoidal 4) de las diferentes condiciones de estudio. 37
Tabla 16. Valores de los parametros cinéticos y duplicados seleccionados a partir

de los cuales se ha realizado el estudio estadistico. 38

Xvil



Tabla 17. Resumen del modelo estadistico en el que se muestra el efecto de la adicion
de los metales estudiados sobre la produccién maxima de metano del modelo
Logistico (Ppsy), 1a Prsy con una re-parametrizacion y la velocidad maxima de
produccion de metano (R,,). También se recogen los valores de R?, R-ajustado,
significancia del modelo y falta de ajuste para la P, 1a P, con

re-parametrizacion y la Ry,

Xviil

39



XIX



Indice de Figuras

Figura 1. Produccion mundial de fresa en 2017 (FAO, 2019). 2
Figura 2. Diagrama esquematico del proceso de digestion anaerobia

(adaptado de: Serrano (2015)). 6
Figura 3. Extrusionado de fresa residual. 12
Figura 4. Recta de calibrado de DQO,,. con ftalato acido de potasio. 16
Figura 5. Reaccion de Folin-Ciocalteu (Goémez, 2014). 17
Figura 6. Recta de calibrado de fenoles con acido galico. 17

Figura 7. Formacion de hidroximetilfurfural a partir de glucosa en medio acido y
su reaccion con la antrona. 18
Figura 8. Recta de calibrado de azicares con glucosa. 18
Figura 9. Sistema experimental para la determinacion del Potencial Bioquimico
de Metano (PBM). 26
Figura 10a. Produccion de metano (mL CH,/g SV) de las condiciones 1,2 y 3
con sus desviaciones estandar. 33
Figura 10b. Produccion de metano (mL CH4/g SV) de las condiciones 4, 5 y 6
con sus desviaciones estandar. 34
Figura 10c. Produccion de metano (mL CH4/g SV) de las condiciones 7, 8 y 9

con sus desviaciones estandar. 35

XX



XX1



Notacion

AGV

Bo

CoA
CSIC
DQOr
DQOg
EE.UU
€q

EFR
FAO
FID

FS

FT

GEI

ICP
ICP-OES
LR.IN.A.S.
KJ

max.
min.

Pméx
PBM
RIS

SFA
ST
SM
SV

t(d)
TRH
UASB
£(d)

+1

Acidos Grasos Volatiles

Produccion acumulativa de metano durante la segunda etapa
Produccion acumulativa de metano en el inicio de la segunda etapa
Coenzima A

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

Demanda Quimica de Oxigeno total

Demanda Quimica de Oxigeno soluble

Estados Unidos de América

Equivalente

Extrusionado de fresa residual

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
Detector de lonizacion de Lama

Fenoles Solubles

Fenoles Totales

Gases de Efecto Invernadero

Plasma Acoplado Inductivamente

Plasma Acoplado Inductivamente con Espectrofotometro de Emision Optico
Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla
Kilojulio

Maximo

Minimo

Produccion maxima de metano obtenida en la segunda etapa
Produccion maxima de metano del modelo Logistico

Potencial Bioquimico de Metano

Relacion entre el Indculo y el Sustrato

Velocidad maxima de produccion de metano

Sulfato Ferroso Amonico

Solidos Totales

Soélidos Minerales

Sélidos Volatiles

Tonelada

Tiempo en dias

Tiempo de Residencia Hidraulico

Reactor anaerobio de flujo ascendente

Tiempo de retardo en dias

Nivel bajo de concentracion de elementos traza estudiados

Nivel medio o punto central de concentracion de elementos traza estudiados
Nivel alto de concentracion de elementos traza estudiados

Xxil



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del sector de la fresa en el mundo

Las fresas son conocidas como las reinas de las bayas caracterizadas por su aroma tinico, exquisito sabor y
color rojizo. El interés por las fresas se ha incrementado ultimamente debido a sus propiedades terapéuticas y
farmacologicas (Aguilera et al., 2011). Las fresas ejercen efectos terapéuticos como reduccion de
enfermedades coronarias, efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos, entre

otros (Aaby et al., 2007; Astrid, 2008; Ceci et al., 2016).

Las investigaciones sobre fresas se han centrado principalmente sobre sus compuestos fenolicos y su
capacidad antioxidante (Kelebek & Selli, 2011; Klopotek et al., 2005; Panico et al., 2009). Wang y Jiao (2000)
han demostrado que presentan una gran capacidad antioxidante contra la formacion de radicales libres y por
tanto contra el envejecimiento de la piel. La capacidad antioxidante de las fresas estd asociada al acido
ascorbico también conocido como vitamina C, a los compuestos fenolicos y otros compuestos acidos (Ceci et
al., 2016; Ojeda et al., 2008; Wang & Jiao, 2000). Nutricionalmente, la fresa presenta pocas grasas y calorias,
ademas tiene un alto contenido en vitaminas, carbohidratos, minerales y fibras. El acido citrico es el que mas

contribuye con un 92% a la acidez de la fresa (Ojeda et al., 2008).

Debido a las propiedades anteriormente comentadas y a su extendido consumo, la produccion mundial de fresa
se ha multiplicado en los tltimos 40 afos (Trichodex, 2016). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2019) la produccién de fresas, en 2017, ha alcanzado valores en
torno a 9,2 millones de toneladas en todo el mundo. En la Figura 1 se puede observar que Estados Unidos es
el primer productor de fresa a nivel mundial con un total de mas de 1,4 millones de toneladas, representando
con ello un 15,8 % del total de las fresas producidas en el afio 2017. A nivel nacional, Espafia es el quinto pais
productor de fresas en el mundo después de Estados Unidos, México, Egipto y Turquia (FAO, 2019). Espafia
con una produccion de 360.416 toneladas representa un 3,9% del total de fresa en el mundo (Figura 1) (FAO,
2019).
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Figura 1. Produccion mundial de fresa en 2017 (FAO, 2019).

En Andalucia y mas concretamente en la provincia de Huelva, se localiza la mayor produccion de fresa de
Espafia. Durante la temporada 2016-2017, en la campafia onubense la produccion ascendié a 302.500
toneladas, que corresponde al 84% de la produccion espafiola y al 18% de la Unioén Europea (FAO, 2019;
Huelva informacion, 2018). En cuanto a la facturacion, ésta super6 los 454,6 millones de euros, lo que supone
alrededor de un 15 % mas de lo que se facturd la campana anterior (Huelva informacion, 2018). Por otro lado,
Huelva es el mayor exportador de fresa a nivel nacional, correspondiendo la mayor parte de las ventas al
exterior a la Union Europea. Debido a esto, se puede apreciar la importancia que tiene el sector de la fresa, y

por tanto, es normal considerar a la fresa como uno de sus motores de crecimiento.

1.2. Generacion de extrusionado de fresa residual

La mayor parte de la fresa se vende fresca, aunque una alternativa interesante que se lleva a cabo para las
producciones que no pueden vender en el mercado fresco es la comercializacion de productos secundarios
como mermeladas, yogures o helados, entre otros. En torno al 21% de la produccion total de fresas se ha
venido utilizando para la elaboracion de estos productos secundarios (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019;
Serrano, 2015). Estos productos se elaboran a partir de un concentrado de fresa que se hace mediante la

extrusion de toda la fresa.

Durante el proceso industrial, las fresas se extrusionan mediante tamices con diferentes tamafios de malla, de
forma que se retiene una fraccion residual, formada por la parte fibrosa y los aquenios, llamada extrusionado
de fresa residual (EFR). El extrusionado de fresa residual puede alcanzar alrededor del 7%, en peso del total de
la fresa. Debido a su alto contenido en materia organica este residuo debe ser gestionado para cumplir con la

Directiva Marco de residuos 2008/98/CE (Directiva 2008/98/CE, 2008; Serrano, 2015; Serrano et al., 2014).



1.3. Tratamiento del extrusionado de fresa residual

1.3.1. Definicion de residuo y gestion de residuos a nivel europeo

Uno de los principales problemas que hay en la actualidad es la generacion de grandes volimenes de residuos,
con el impacto que supone sobre el medio ambiente y la salud de las personas. Segtn la Directiva 2008/98/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 19 de noviembre de 2008, sobre residuos se define residuo como
“cualquier sustancia u objeto del cual su poseedor se desprenda o tenga la intencion o la obligacion de

desprenderse”.

Los residuos pueden presentar una gran pérdida de recursos ya sea en forma de energia o materiales. Ademas
la gestion y eliminacion de los residuos en vertederos y procesos de incineracion producen problemas como
contaminacion del agua, aire y el suelo. Debido a esto se ha establecido una jerarquia de gestion de los
residuos que prioriza la prevencion, la reutilizacion y el reciclaje, mientras que la valorizacion energética o
material y la deposicion en vertederos se disponen al final de la jerarquia ya que son opciones que generan un

gran impacto sobre el medio ambiente y la salud de las personas (Directiva 2008/98/CE, 2008).

1.3.2. Generacion de residuos y valorizacion a nivel nacional

En Espafia, como en el resto del mundo, se generan gran cantidad de residuos. En la actualidad, la disposicion
de residuos en vertederos es una practica muy comun en los paises en desarrollo debido a que sale mas
rentable economicamente que otras alternativas que, como se ha comentado anteriormente, se deben priorizar

(Karthikeyan et al., 2018).

En el sector de la industria agroalimentaria, la deposicion de residuos agroalimentarios en vertederos ha sido la
opcion mas extendida a lo largo de los anos (Serrano, 2015). Dado que la normativa europea en materia de
residuos se esta endureciendo estos ultimos afios, es de vital importancia estudiar diferentes alternativas para

una correcta gestion y la valorizacion econdmica de los residuos.

1.3.3. Alternativas para el tratamiento de residuos alimentarios

A nivel mundial, se han eliminado en vertederos alrededor de 1,3 x 10’ toneladas de residuos de alimentos, lo
que ha contribuido a 3,3 x 10’ toneladas CO,-eq/afio de emisiones de gases de efecto invernadero (GEI)
(Fisgativa et al., 2017; Salemdeeb et al., 2017). Esta emision ha representado el 9,1% de las emisiones globales
a nivel mundial de CO, (WEDODATA, 2019). Se ha previsto que para 2025 se generen alrededor de 2,5 x 10°
toneladas de residuos alimentarios a nivel mundial. Para reducir el impacto ambiental, estos se deben evitar,
reducir o recuperar, reutilizar o procesar y reciclar para desarrollar una economia circular sostenible y

respetuosa con el medio ambiente (Karthikeyan et al., 2018).



Dado que la gestion de los residuos alimentarios se debe realizar de una forma ambientalmente sostenible, es
fundamental el estudio de nuevas formas de tratamientos de estos residuos. En la Tabla 1, se plantean y

discuten diferentes métodos de gestion de residuos alimentarios.

Tabla 1. Métodos de gestion de residuos alimentarios y caracteristicas para su seleccion (Bernstad & la Cour Jansen,
2012; Karthikeyan et al., 2018).

Rango de
Alternativas de impacto del Coste Ventaias Desventaias
gestion  cambio climatico (€/t) J J
(kg CO,-eq/t)
400 (min.) Barato. Olor, requerimientos de suelo,
Vertedero ) 40-65 _ ) emisiones de GEl y
1200 (max.) Equipos simples. contaminacion ambiental.
-50 (min. Reciclaje de nutrientes ;
Compostaje (pnin) 40-110 'J Tlempq de proceso 13rgo y
1850 (max.) esenciales y carbono. TequICTe Supervision.
Digestion -400 (min.) Producgién de bio'f’eﬂiliz’al?tes. . .
anaerobia ) 45-140  Reciclaje de materia organica y Requiere supervision.
erobr 400 (max.) recuperacion de energia.
250 (min.) Proceso rapido,
- min. ;
Incineracion 50-250 recupera energia y Coste elevadg y requiere
600 (max.) supervision.
ahorra espacio

Segun la jerarquia de gestion de residuos alimentarios, la prevencion es la mejor opcion seguida del

tratamiento biologico y la desintegracion térmica, y como ultima alternativa, la deposicion en vertederos.

Los vertederos y la incineracion son los métodos mas comunes para la gestion de residuos alimentarios. Sin
embargo, la deposicion de los residuos de alimentos en vertederos tiene problemas como la ocupacion del
terreno, contaminacion atmosférica, produccion de malos olores y el aumento de la cantidad de patdgenos en
el suelo y el agua (Tabla 1) (Wang et al., 2006). Por lo tanto, se excluye esta alternativa, aunque como se ha
comentado anteriormente es un método ampliamente utilizado. La incineracion de residuos alimentarios
supone un elevado coste debido a que consume mucha energia para evaporar el agua que contiene, y, por

tanto, conlleva un elevado coste por tonelada de residuo (Tabla 1).

En comparacion con el tratamiento térmico de residuos alimentarios, los procesos biologicos suponen menor
coste por tonelada de residuo tratada y son mas rentables economicamente (Tabla 1). EI compostaje es el
proceso biologico mas extendido en los paises desarrollados, como por ejemplo EE.UU, seguido de la
digestion anaerobia (Karthikeyan et al., 2018). Sin embargo, el tiempo operacional y los impactos del proceso
de compostaje sobre el medio ambiente son significativamente mayores que los de la digestion anaerobia

(Mata-Alvarez et al., 2000) (Tabla 1). Ademas, el proceso de compostaje presenta otros problemas
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ambientales como la rapida acidificacion de los residuos alimentarios, altos contenidos de humedad,
eutrofizacion, incremento de la ecotoxicidad, entre otros (Lee et al., 2007). La digestion anaerobia, en cambio,
es un proceso de tratamiento de residuos atractivo en el que se logra disminuir la carga contaminante del
influente. Por ello, la digestion anaerobia es una alternativa interesante y prometedora para el tratamiento y la
valorizacion de residuos en forma de metano, ya que es un combustible respetuoso con el medio ambiente y

con alto poder calorifico.

1.4. Digestion anaerobia

1.4.1. Etapas de la digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso bioldgico que, en ausencia de oxigeno y por la accion de un grupo muy
diverso de microorganismos, transforma la materia organica en productos gaseosos o “biogas” (principalmente
CH, y CO,) y en digestato, que es una mezcla de productos minerales (N, P, K Ca, etc.) y compuestos de
dificil biodegradacion (IDAE, 2007). La composicion del “biogas” depende tanto de la materia organica
digerida como del proceso en si, pero normalmente tiene un contenido de metano entre el 50-70% y 30-50%

de dioxido de carbono (Gonzalez, 2015; Lorenzo & Obaya, 2005).

La materia organica utilizada es cualquier biomasa residual, como restos de comida, restos de hojas, residuos
ganaderos, lodos de plantas depuradoras de aguas residuales, tanto urbanas como domésticas e industriales.
Este proceso de digestion anaerobia, que implica la degradacion y estabilizacion de materia organica, se
compone de cuatro etapas o fases (Figura 2). La primera fase es la hidrolisis que consiste en la rotura de los
compuestos de alto peso molecular (proteinas, carbohidratos o lipidos, entre otros) por la accion de enzimas
extracelulares producidas por bacterias hidroliticas, en consecuencia se producen compuestos solubles mas
sencillos (aminoacidos, azicares y acidos grasos). Estos compuestos son degradados en la fase acidogénica o
fermentativa dando lugar, principalmente, a acido acético, alcoholes, hidrogeno, dioxido de carbono y otros
productos intermedios. En la fase acetogénica se transforman los acidos organicos en acido acético, hidrogeno
y dioxido de carbono. Por ultimo, en la fase metanogénica se genera metano a partir de acido acético, o

hidrogeno y didxido de carbono (Serrano, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico del proceso de digestion anaerobia (adaptado de: Serrano (2015)).

1.4.2. Comparacion de la digestion anaerobia frente a la aerobia

La digestion anaerobia, en comparacion con la aerobia, presenta la ventaja de que no se produce un elevado
coste en la aireacion del sistema (Lorenzo & Obaya, 2005; Serrano, 2015). Dado que el oxigeno es poco
soluble en el agua y no esta presente en la digestion anaerobia, no se necesita tanta superficie para solubilizarlo
como se necesitaria en la digestion aerobia. Otra ventaja es la baja tasa de division de los microorganismos, es
decir, solo invierten el 5% de la degradacion de la materia organica en la produccion de biomasa, mientras que
el 95% lo convierten en CH, y CO, (Tabla 2). Por lo tanto, hay baja produccion de lodos con lo que reducen
costes en el tratamiento y deposicion de fangos (Lorenzo & Obaya, 2005). También presentan otras ventajas
importantes como menor requerimiento nutricional, capacidad de trabajar con elevadas cargas organicas y la

conversion del 95% de la materia organica en biogas (Tabla 2).



Tabla 2. Comparacion entre digestion aerobia y anaerobia (Cervantes et al., 2007).

Parametro Aerobio Anaerobio
Generacion de calor 2840 KJ/mol de glucosa 393 KJ/mol de glucosa
50% se convierte en CO, 95% se convierte en CH,y CO,
Destino del carbono 40-50% se incorpora a la biomasa 5% se convierte en biomasa
bacteriana bacteriana
90% retenida en CH,

60% se almacena en nueva biomasa
Destino de la energia 3-5% perdida como calor
40% se pierde como calor
5-7% almacenada en biomasa

Consumo de energia Alto Bajo

Adicion de nutrientes Alta, especialmente Nitrogeno De minima a nula

Tiempo de arranque Corto Largo
Avance de la tecnologia Tecnologia establecida En consolidacion

Tolerancia a la

temperatura Amplio rango Mayores de 15 °C

Debido a estas ventajas, la digestion anaerobia es una técnica atractiva para su aplicacion a aguas residuales,
tanto urbanas (Pedrero et al., 2010) como agroindustriales (Cervantes et al., 2007), asi como para estabilizar el
lodo aerobio (Appels et al., 2008; Bolzonella et al., 2005) o residuos sélidos agroalimentarios (Mata-Alvarez et

al., 2000).

1.4.3. Inconvenientes y desafio para la mejora de la digestion anaerobia

No obstante, la digestion anaerobia presenta ciertas desventajas, ya que frecuentemente se necesita realizar un
post-tratamiento para disminuir la carga organica a niveles requeridos por la legislacion (Lorenzo & Obaya,
2005). También presenta costes de implantacion elevados, tiempos de arranque elevados, sensibilidad a las

sobrecargas organicas y necesidad de formacion técnica para su correcta operacion (Serrano, 2015).

Existen un gran nimero de factores que afectan a la digestion anaerobia, tales como el pH, concentracion de
oxigeno, temperatura, agitacion, acidez volatil, factores de crecimiento, alcalinidad, carga organica, nutrientes,

tiempo de retencion de solidos. Ademas de los mencionados anteriormente, otro factor que puede afectar a la
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digestion anaerobia es la mayor o menor presencia de elementos traza. Las necesidades de elementos traza en
la digestion anaerobia varian mucho dependiendo del contenido de los mismos en el sustrato y en el indculo
escogido. Actualmente, sigue siendo un desafio determinar si un reactor es deficiente en elementos traza. En
particular identificar aquellos que son requeridos y el rango de concentraciones adecuado para una Optima

operacion de estos reactores (Jiang et al., 2017).

1.5. Importancia de los elementos traza

Todos los seres vivos dependen de los nutrientes para su supervivencia y crecimiento. Ademas de los
macronutrientes, como C, N, P, S, K, los elementos traza también son esenciales en la actividad enzimatica de
la metanogénesis (Demirel & Scherer, 2011; Kida et al., 2001; Osuna et al., 2008; Pereda et al., 2007) y en

procesos de respiracion microbiana (Zandvoort et al., 2006).

Un elemento traza puede definirse como "cualquier elemento quimico que se produce en cantidades muy
pequetias en organismos, pero es esencial para muchos procesos fisioldgicos y bioquimicos" (Jiang et al.,
2017). Muchos de estos elementos traza esenciales son metales. Estos pueden ser estimulantes, inhibidores o
incluso toxicos en reacciones bioquimicas, dependiendo de sus concentraciones (Li & Fang, 2007). Los
metales son necesarios en cantidades traza, es decir en cantidades muy pequefias, para la activacion y
funcionamiento de muchas enzimas y coenzimas (Altas, 2009). Sin embargo, en cantidades excesivas pueden
provocar inhibicion o toxicidad (Juliastuti et al., 2003). La falta de disponibilidad de estos elementos en los
reactores anaerobios es probablemente la primera razon, sin ninguna otra razon obvia, de la pobre eficiencia
del proceso a pesar de la gestion y el control adecuados de otros parametros operativos y ambientales (Demirel

& Scherer, 2011).

Se lleva mucho tiempo investigando la adicion de elementos traza con el fin de mejorar el proceso de digestion
anaerobia, existiendo muchos estudios sobre esta practica. Aunque aun existe una falta de comprension de las
complicadas reacciones biologicas y bioquimicas involucradas en el proceso de digestion anaerobia, asi como
de los requisitos de elementos traza para mantener las funciones microbiologicas optimas (Jiang et al., 2017).
El requerimiento y los efectos de un elemento traza varian dependiendo del elemento traza y de la
biodisponibilidad de los mismos. Ademas, se debe tener en cuenta el contenido de estos elementos traza en el

sustrato y en el indculo escogido.

La falta de conocimiento de los requerimientos de elementos traza que necesitan los microorganismos
metandgenos, ha obstaculizado el desarrollo de la digestion anaerdbica durante décadas (Zhang et al., 2003).
Dada esta falta de conocimiento, en muchas plantas comerciales de digestion anaerobia se tiende a anadir sales
con todos los elementos traza (Pereda et al., 2007). Esto presenta problemas ya que, como se ha comentado
anteriormente, muchos de estos metales no son necesarios ¢ incluso son dafiinos para los procesos de digestion

anaerobia (Juliastuti et al., 2003). Por lo tanto, es importante comprender los requisitos especificos de cada



reactor, con el objetivo de afiadir s6lo los elementos traza necesarios para mejorar el rendimiento y reducir los

costes operativos.

Los elementos traza a menudo estan presentes en el sistema de enzimas como parte de un cofactor o son de
vital importancia para el sistema de enzimas (Zandvoort et al., 2006). En la Tabla 3, se pueden ver algunos

elementos trazas esenciales en varias enzimas que catalizan las reacciones y transformaciones anaerobias.

Tabla 3. Papel de algunos elementos traza esenciales en varias enzimas que catalizan las reacciones y
transformaciones anaerobias (Fermoso et al., 2009).

Elementos ., e o, Elementos . s . g
Funcion enzimatica Funcioén enzimatica
traza traza

Superdxido dismutasa

Hidrogenasa (anaerobios Estabilizar la metiltransferasa en bacterias
Cu facultativos) Mn productoras de metano.
Nitrito reductasa Reacciones redox

Acetil-CoA sintetasa

CO-deshidrogenasa
Acetil-CoA sintetasa
Metil-CoM reductasa (Fy30)

Enzimas-B,,

Co CO-deshidrogenasa Ni
Ureasa
Metiltransferasa
Estabilizar ADN, ARN
Hidrogenasa
Hidrogenasa
CO-deshidrogenasa
Metano monooxigenasa Hidrogenasa
Fe NO-reductasa Zn Formiato deshidrogenasa
Superoxidodismutasa Superoxidodismutasa

Nitrito y nitrato reductasa

Nitrogenasa

Como ya se ha comentado en el presente trabajo, los elementos traza estan involucrados en el crecimiento de
los microorganismos y su metabolismo. Se consideran especialmente importantes el cobalto (Co), hierro (Fe) y
niquel (Ni). Otros metales como el calcio (Ca), potasio (K), magnesio (Mg), manganeso (Mn), molibdeno
(Mo), el sodio (Na) y el zinc (Zn) son considerados importantes en diversos procesos celulares (Mancillas-
Salas et al., 2012). Debido a que los elementos traza presentan un papel fundamental en las actividades
enzimaticas de la gran diversidad de microorganismos que puede haber en un reactor anaerobio, se han

realizado muchos estudios en este sentido.



Segun algunos autores, el cobalto, hierro y niquel son necesarios para la etapa metanogénica y la estabilidad
del proceso anaerobio (Fermoso et al., 2009; Jiang et al., 2017; Osuna et al., 2008; Patidar y Tare, 2006; Zhang
et al., 2003). Patidar y Tare (2006) observaron que las combinaciones de ciertos elementos traza tienen efectos
sinérgicos o antagdnicos en la formacion de metano. En el estudio de Patidar y Tare (2006) se evalud las
combinaciones de Fe / Co, Fe /Ni/ Zn, Ni/ Zn / Co y Zn, llegando a la conclusion de que los ensayos en que
se afiadieron combinaciones de Fe/ Co y Ni/Zn/Co condujeron al maximo de la actividad metanogénica total
en un estudio en discontinuo. Por otro lado, también se observd que el Ni afecta la captacion de Co y Zn en

microorganismos metanogenos (Patidar & Tare, 2006).

Estos tltimos afios se han realizado varios estudios sobre digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual
(Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019; Serrano, 2015; Trujillo-Reyes et al., 2019). La fresa presenta una gran
proporcion de Ca, K, Mg y P (Hakala et al., 2003; Michenaud-Rague et al., 2012; Zhang et al., 2014), aunque,
en la digestion anaerobia del extrusionado de fresa residual, no se sabe con exactitud qué cantidad de
elementos traza son necesarios para que este proceso se dé a pleno rendimiento. Por tanto, en el presente
Trabajo de Fin de Master se ha evaluado el efecto de la adicion de seis elementos traza (Co, Ni, Fe, Cu, Mn y
Zn) sobre la produccion maxima de metano y sobre la velocidad méaxima de produccion de metano en la

digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo es la evaluacion del efecto de la adicion de metales traza para mejorar
el rendimiento de produccion de metano a partir de extrusionado de fresa residual mediante digestion

anaerobia.

Para la consecucion de este objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos especificos con su

alcance:

-Caracterizacion del extrusionado de fresa residual e inoculo que se han empleado en el estudio. Se ha
empleado extrusionado de fresa residual de una industria real ubicada en Huelva y, como inoculo, lodo de
tratamiento de aguas procedente de la cervecera Heineken (Sevilla). Los parametros que se han seleccionado
para la caracterizacion son: pH, solidos totales (ST), solidos volatiles (SV) y solidos minerales (SM) (para
extrusionado de fresa residual e indculo) y DQOgoube, DQOi, fenoles totales, fenoles solubles, azicares
(Gnicamente para el extrusionado de fresa residual). Adicionalmente, se han midido los metales presentes en

muestras de ambas sustancias (estos analisis se han realizado en un laboratorio externo).

-Realizacion de ensayos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) de muestras de extrusionado de fresa
residual procedente de una industria real con adicion de los siguientes metales: Co, Fe, Ni, Cu, Mn, Zn. Los
ensayos se han realizado en modo de operacion discontinuo a escala de laboratorio. Para ello, se ha llevado a
cabo el montaje del ensayo PBM de un laboratorio especifico. El disefio estadistico experimental se ha llevado
a cabo de manera previa a la ejecucion del presente Trabajo Fin de Master por el grupo de Procesos Bioldgicos

de la escuela de ingenieria de Sdo Carlos (Universidad de Sdo Paulo, Brasil).

-Analisis y discusion de resultados de los ensayos PBM. Los resultados experimentales obtenidos se han
discutido empleando el disefio estadistico de Plackett-Burman en base a la produccion maxima de metano y a

la velocidad maxima de produccion de metano.

11



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Extrusionado de fresa residual e inoculo

La empresa que ha suministrado el extrusionado de fresa residual utilizado en el ensayo es HUDISA S.A,
establecida en Lepe (Huelva), al sudoeste de Espaiia. HUDISA S.A es una empresa creada por un consorcio de

19 empresas productoras de fresa para procesar y comercializar toda su fresa con destino industrial.

En nuestro estudio se ha empleado como fuente de indculo un lodo proveniente del tratamiento anaerobio de
aguas residuales de la industria cervecera de Heineken Espafia, S.A., la cual se encuentra situada en finca de

La Caridad — Canada de Pero Mingo, municipio de Sevilla.

3.2. Toma de muestra y conservacion de extrusionado de fresa residual e inéculo

El extrusionado de fresa residual (Figura 3) se obtuvo el 13 de febrero de 2018 de la campaiia de 2017-2018.
En el proceso industrial, la fresa se ha extrusionado con un tamiz de 0,5 mm. Este extrusionado se ha realizado
para obtener un concentrado de fresa con el que procesar productos secundarios de la fresa como mermeladas,
yogures y helados. El extrusionado de fresa residual que se ha generado en el proceso industrial, se ha usado

en el presente ensayo como sustrato (Figura 3).

Figura 3. Extrusionado de fresa residual.
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Tras su recogida en la planta de tratamiento de fresa, el extrusionado se ha transvasado a bolsas de plastico
herméticas. Estas bolsas se han mantenido congeladas a -20 °C hasta el dia de su uso, para evitar el deterioro
del producto. Después de la caracterizacion del extrusionado de fresa residual y de la alimentacion de los
reactores con el mismo, se ha guardado la bolsa en una camara frigorifica a 4 °C para preservarla y evitar

fermentaciones indeseables que alterasen de manera significativa su composicion.

La toma de in6culo se ha realizado el 28 de julio de 2018 de un reactor de tratamiento anaerobio de aguas
residuales de la industria cervecera de Heineken. La toma de muestra se ha realizado trasvasando el lodo
anaerobio desde el reactor hasta una garrafa de 20 L. Después de la caracterizacion del indculo y la adicion del

mismo en los PBM, se ha guardado la garrafa en una camara frigorifica a 4 °C para conservar la muestra.

3.3. Técnicas analiticas empleadas en la caracterizacion de extrusionado de fresa
residual, inéculo y PBM

331 pH

Se ha utilizado un pH-metro Crison provisto de un electrodo de vidrio que se sumerge en un volumen
adecuado de muestra: la lectura digital da el valor de pH con dos cifras decimales. Diariamente se ha
procedido a la calibracion del mismo con patrones comerciales tampon de la marca Crison de pH 4,01; 7,00 y

9,21.

3.3.2 Alcalinidad

La alcalinidad de un agua es una medida de su capacidad para amortiguar cambios de pH. El valor medio

puede variar significativamente con el pH del punto final utilizado.

La determinacion se ha realizado tomando un volumen conocido de muestra, en un vaso de precipitado y se le
ha afiadido lentamente una disolucion de acido sulfurico 0,02 N desde una bureta, hasta alcanzar pH 4,5. Este
punto corresponde a la conversion de la mayor parte del HCO;™ a H,COs. Se ha medido el volumen gastado de

acido y el resultado se expresa en mg CaCO,/L (APHA, 2012).

La alcalinidad de la muestra viene dada por la expresion:

VxNx50x1000
Vm

Alc =

donde:
Alc = alcalinidad expresada en mg CaCOs/L.
V = volumen gastado de acido sulfurico, mL.

N = normalidad del acido sulfarico (0,02N).
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50 = peso equivalente del CaCOs.
Vm = volumen tomado de muestra, mL.

3.3.3 Sdlidos totales (ST)

La determinacion de los sélidos totales incluye tanto los sélidos organicos como los inorganicos presentes en

la muestra.

Se ha pesado una cantidad de muestra bien homogeneizada en una balanza de precision, conteniéndose la
misma en un crisol de porcelana cuyo peso vacio se conoce previamente. La muestra se ha secado en estufa a
103-105 °C hasta peso constante. El incremento de peso experimentado por el crisol representa el contenido en

solidos totales de la muestra. La siguiente formula permite expresar los resultados en mg/kg.

_ (A—B)x10°
B m

ST(T:—g
donde:
ST= so6lidos totales presentes en la muestra, mg/kg.
A= peso de la muestra desecada mas el peso del crisol, g.
B=peso del crisol, g.

m= masa inicial de muestra, g.

3.3.4 Sdlidos minerales (SM)

El crisol con el residuo seco procedente de la determinacion de los sélidos totales, de peso conocido, se lleva a
un horno a 550 °C donde se ha calcinado hasta peso constante. Las cenizas que quedan en el crisol coinciden

con la fraccion mineral de la muestra. La siguiente formula permite expresar los resultados en mg/kg.

(A—-B)x10°
m

SM() =
donde:
SM= s6lidos minerales presentes en la muestra, mg/kg.
A= peso de la muestra calcinada mas el peso del crisol de porcelana, g.

B=peso del crisol, g.

m= masa inicial de muestra, g.
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3.3.5 Soélidos volatiles (SV)

Los sdlidos volatiles se han calculado como la diferencia entre los sélidos totales y los sélidos minerales. La

siguiente formula permite expresar los resultados en mg/kg.
SV =ST-SM
donde:
SV = solidos volatiles, mg/kg.
ST = sdlidos totales, mg/kg.
SM = solidos minerales, mg/kg.

3.3.6 Demanda quimica de oxigeno total y soluble (DQOtotai Y DQOsoluble)

La demanda quimica de oxigeno es una medida de la materia organica contenida en una muestra determinada

a través del oxigeno requerido para oxidar dicha materia organica.

El método utilizado para la determinacion de la DQOy, es el de oxidacion con dicromato (K,Cr,O5) a reflujo
abierto. L.a muestra se somete a una oxidacion quimica en caliente (150 °C), por adicion de un exceso de
oxidante (K,Cr,O;) de concentracion conocida, en un medio acido fuerte (H,SO,) y con la presencia de un
catalizador (Ag,SOy4). Con el objetivo de reducir interferencias como cloruros se ha afiadido HgSO,. Tras el
periodo de digestion (2 horas), el exceso de dicromato que no ha reaccionado se ha valorado frente a SFA
(Sulfato ferroso amonico hexahidratado, (NH,),Fe(SO,),-6H,0), con ferroina como indicador. Para cuantificar
la cantidad de dicromato afiadida y posibles interferencias de materia organica aportadas con el agua de
dilucién a las muestras, se ha incluido junto a la muestra un blanco con agua destilada. Por diferencia con el
blanco, se ha determinado la cantidad de dicromato consumido en la oxidacion de la muestra (Raposo et al.,

2008). La siguiente formula permite expresar los resultados en mg O,/kg.

(B— M) x8x1000 x Ngag
m

DQO(TD) =
donde:
DQO = demanda quimica de oxigeno total, mg O./kg.
B = volumen de FAS gastado en la valoracion del blanco, mL.

M = volumen de FAS gastado en la valoracion de la muestra, mL.

NFAS = normalidad exacta del FAS.
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m = peso de muestra, g.
8 =peso equivalente del oxigeno.

Para la determinacion de la DQOg, 1 €] procedimiento es similar que el que se ha utilizado para 1a DQOa,
pero en este caso, el exceso de dicromato se ha medido espectrofotométricamente. Tras la digestion de la
muestra a 150 °C (2 horas) se ha medido la absorbancia en un espectrofotometro (Thermo elctron corporation:
Genesys 10 Vis) a 600 nm. Para la obtencién del valor de la DQOgyu1, la absorbancia obtenida se ha
interpolado en una recta de calibrado que se ha obtenido previamente con disoluciones de ftalato acido de
potasio preparadas por dilucion de una disolucion patréon cuyo valor tedrico de DQOj, 1. €8 conocido (1,1796

mg O,/mg) (Figura 4). En este caso, ¢l resultado se ha expresado en mg O,/L (APHA, 2012).

0,450
0,400 y = 0,00038x + 0,01133

0.350 R? = 0,99936 /
0,300

0,250 -

0,200

0,150 s

0,100

0,050 /

0,000 . , , | |

0 200 400 600 800 1000 1200

Absorbancia (nm)

Concentracion (mg O,/L)

Figura 4. Recta de calibrado de DQOj;. con ftalato acido de potasio.

3.3.7 Fenoles totales y solubles

El método que se ha utilizado es un método colorimétrico, conocido como el método de Folin-Ciocalteu. Este
reactivo contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosforico y reacciona con los
compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, al ser
reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad a 655 nm es la
que se ha medido para evaluar el contenido en fenoles (Figura 5) (Obied et al., 2005; Singleton & Rossi,

1965).
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Figura 5. Reaccion de Folin-Ciocalteu (Gomez, 2014).

Para la obtencion de los fenoles totales, se ha realizado una extraccion con Metanol-Agua al 80%. Para ello, a
10 g de muestra se afiaden 20 mL de una mezcla Metanol-Agua 80%, manteniéndose durante una hora a 70°C
en un bafo de agua. Transcurrido este tiempo, el liquido obtenido se ha centrifugado y microfiltrado con
microfiltros de nailon de 0,45 um. Los fenoles solubles se han hecho a partir de los compuestos solubles que

se han extraido con anterioridad.

Para realizar el analisis de las muestras, se han tomado alicuotas de la muestra diluida por triplicado, se ha
afiadido carbonato sodico (Na,COs) y el reactivo Folin-Ciocalteu, y se ha dejado estabilizar durante 10
minutos. Por tltimo, se ha medido la absorbancia a 655 nm en un lector de microplacas Bio-Rad modelo
iMark (Hércules, CA, EE. UU). La absorbancia dada se ha interpolado en una recta de diluciones de una
disolucion patron de acido galico, conociendo el peso exacto de acido galico de la disolucion patron. En este

caso, el resultado se ha expresado en mg acido gélico eq/L (Figura 6).

1,2
y = 0,00424x - 0,04317
R% =0,97885

1 2

A +*
L
£ 08
«
2 06
-g I /
1 &
§ 0,4
< ’
0,2 *
0 ? / T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion (mg acido galico eq/L)

Figura 6. Recta de calibrado de fenoles con 4cido gélico.
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3.3.8 Aazucares solubles

La determinacion de estos compuestos se ha llevado a cabo mediante una colorimetria de aziicares neutros por
el método de “la Antrona” (9,10-dihidro-9-oxoantraceno). Se aprovechan las propiedades especificas de los
monosacaridos, produciendo la deshidratacion en medio acido caliente de los grupos hidroxilos, que conducen
a la formacion de compuestos intermedios como el furfural para las pentosas y el hidroximetilfurfural para las
hexosas, los cuales reaccionan con la antrona formando un complejo de color azul verdoso que se puede
cuantificar colorimétricamente midiendo su absorbancia a 630 nm (Figura 7) (Dische, Z., 1962; Mokrash, L.,

1954).

(0]

CHO

e ()
HO——H H,S0, HOH,C 4 CHO Complejo de color
H——OH N azul verdoso

Antrona

H——OH

CH,OH Hidroximetilfurfural
D-Glucosa

Figura 7. Formacion de hidroximetilfurfural a partir de glucosa en medio 4cido y su reaccion con la antrona.

Se han tomado alicuotas de la muestra diluida por triplicado, se ha afiadido el reactivo antrona-sulfurico, se
han agitado en el vortex y se han calentado en un bafio de agua a 100 °C durante 5 minutos. Por altimo, se
mide la absorbancia a 630 nm en un lector de microplacas Bio-Rad modelo iMark (Hercules, CA, EE. UU). La
absorbancia dada se ha interpolado en una recta de diluciones de una disolucion patron de glucosa, conociendo
el peso exacto de glucosa de la disolucion patron. En este caso, el resultado se ha expresado en mg glucosa

eq/L (Figura 8).
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Figura 8. Recta de calibrado de azicares con glucosa.
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3.3.9 Acidos grasos volatiles (AGV)

Los acidos grasos volatiles (AGV) se han medido para realizar un seguimiento del metabolismo de los grupos
de microorganismos presentes en el reactor anaerobio. La acumulacion de AGV se ha debido a la inestabilidad
en las reacciones de produccion y eliminacion de estos compuestos. Los AGV pueden actuar como inhibidores
de la etapa metanogénica y por lo tanto el metabolismo anaerobio. En un reactor maduro y estable, la
concentracion de AGV es inferior a 500 mg/L. La inhibicidén no se alcanza hasta valores proximos a 5.000

mg/L (ONUDI, 2015).

Los AGV que se han analizalizado de forma individual son acido acético, propidnico, butirico, isobutirico,
valérico, isovalérico y caproico. La determinacion se ha llevado a cabo utilizando un cromatografo de gases
modelo GC-2010 (marca Shimadzu) equipado con wuna columna Stabilwax-DA (Crossbond
Carbowaxpolyethylene glycol) de 30 m x 250 um x 0,25 pwm y un detector de ionizacion de llama (FID). Se ha
utilizado el acido 2-Etilbutirico como patrén interno a una concentracion de 1500 mg/L. La temperatura de
homo se ha incrementado gradualmente de 120 a 170 °C durante 11 minutos. Se ha utilizado hidrégeno (500
kPa) como gas portador de una velocidad de flujo de 50 mL/min. Para la ignicion de la llama del FID se han
empleado nitrogeno (500 kPa) y aire (500 kPa).

3.3.10 Plasma acoplado inductivamente (ICP)

La determinacion de las concentraciones de metales en el extrusionado de fresa residual y en el inoculo se ha
llevado a cabo en el laboratorio de recursos naturales (LR.N.A.S.) mediante el plasma acoplado
inductivamente (ICP). Previamente a la entrega de las muestras al laboratorio de recursos naturales, se ha
pesado una cierta cantidad de extrusionado de fresa residual y de indculo en una balanza de precision (ambas

muestras bien homogeneizadas) y se han secado en la estufa a 103-105°C.

Para la determinacion de las concentraciones de elementos traza totales en muestras solidas se ha realizado una
digestion de la muestra con agua regia en un horno de microondas y posteriormente se ha realizado una
filtracion de la muestra liquida con un filtro de 0.2 pm en una atmosfera libre de oxigeno y se ha midido por
plasma acoplado inductivamente con espectrofotometro de emision optico (ICP-OES) (Thermo Fisher

Scientific, modelo IRIS Advantage) (Pinto-Ibieta et al., 2016).
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3.4. Diseno estadistico de Plackett-Burman

En colaboracion con el laboratorio de procesos bioldgicos de la escuela de ingenieria de Sao Carlos
(Universidad de Sao Paulo, Brasil) se ha realizado un disefio factorial fraccionado de Plackett-Burman. Se ha
eligido un disefio factorial fraccionado de 2 niveles con el fin de analizar el maximo nimero de factores o, en
este caso, elementos traza con el menor numero de experimentos y por lo tanto optimizando el coste de los
experimentos. Segun el disefio estadistico de Plackett-Burman se han determinado 9 combinaciones diferentes
elementos traza estudiados, a estas diferentes agrupaciones de elementos traza se les ha llamado condiciones
de estudio. En cada una de las condiciones de estudio, se ha adicionado experimentalmente una combinacion
especifica de elementos traza con el fin de evaluar el efecto individual de cada metal sobre la produccion
maxima de metano y sobre la velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de

extrusionado de fresa residual.

La eleccion de estos metales traza se ha realizado, previamente al disefio estadistico, en base a la bibliografia
debido a que son metales esenciales en el proceso de digestion anaerobia. La concentracion de metales traza
que se ha adicionado, se determiné en base a la bibliografia (ya que se pretendia adicionar un rango en el que
favoreciera el proceso de digestion anaerobia sin causar efectos toxicos o inhibitorios) y en base a la
concentracion de estos elementos traza en el inoculo y sustrato. El disefio experimental estadistico de Plackett-
Burman se ha realizado para determinar cuales de los elementos traza entre los seis probados (Co, Fe, Ni, Cu,
Mn y Zn) tienen un efecto individual significativo sobre alguno de los parametros de estudio (produccion
maxima de metano y velocidad méaxima de produccion de metano) en la digestion anaerobia de extrusionado
de fresa residual. Dicho disefio estadistico ha generado una matriz formada por tres diferentes niveles de
concentracion de elementos traza estudiados, un nivel bajo (-1), un punto central (0) y un nivel alto (+1). El
nivel bajo (-1) corresponde a la suma de las concentraciones de elementos traza presentes en el inficulo y en el
sustrato, es decir, el nivel bajo (-1) corresponde a la concentracion inicial, sin adicion de elementos traza. El
punto central (0) corresponde a 2,5 veces la concentracion del nivel bajo (-1), este valor de 2,5 dado se
selecciond en base a la bibliografia y teniendo en cuenta un rango de concentraciones en el que estos
elementos traza favorezcan la digestion anaerobia sin llegar a ser inhibitorios o toxicos. Por tltimo, el nivel
alto (+1) corresponde a la suma de la concentracion del punto central (0) mas la diferencia entre las
concentraciones del punto central (0) y el nivel bajo (-1). En la Tabla 4 se muestra la matriz experimental de
un disefio de Plackett-Burman para cada una de las condiciones de estudio en las que ha adicionado diferentes

combinaciones de elementos traza.
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Tabla 4. Matriz experimental de un disefio factorial fraccionado de Plackett-Burman para cada condicion de estudio.

Condiciones Co Fe Ni Cu Mn Zn
1 -1 -1 -1 1 1 1
2 1 -1 -1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1
4 1 1 -1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 1
8 1 1 1 1 1 1
9 0 0 0 0 0 0

3.5. Digestion anaerobia

Para evaluar el potencial de recuperacion de energia en forma de metano mediante digestion anaerobia se ha
realizado un ensayo de Potencial Bioquimico de Metano (PBM), que es ampliamente utilizado para la
estimacion de la biodegradabilidad anaerobia o el potencial de produccion de metano, asi como para el estudio
cinético del tratamiento de residuos por digestion anaerobia en el régimen batch o discontinuo (Raposo et al.,

2012).

En el ensayo de PBM pueden influir diferentes factores (Angelidaki et al., 2009; Cardenas et al., 2016; Raposo
et al., 2011) que pueden agruparse en grupos relacionados con el indculo, con el sustrato, con los factores
experimentales y con el procedimiento operativo. A continuacion, se detallan los 4 grandes grupos que pueden

influir durante el desarrollo del presente estudio.

3.51 Inéculo

En la digestion anaerobia es importante tanto la calidad como la cantidad de indculo disponible, siendo
recomendable emplear un in6culo activo con el fin de reducir el tiempo para la estabilizacion de los sustratos
(Neves et al., 2004). Por ello en nuestro estudio se ha empleado como fuente de indculo un lodo proveniente

del tratamiento anaerobio de aguas residuales de la industria cervecera de Heineken Espaiia, S.A.
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3.5.2 Sustrato

El sustrato seleccionado para este ensayo ha sido extrusionado de fresa residual. La composicion y la
concentracion del sustrato pueden ocasionar fenomenos de inhibicion que influyen sobre el metabolismo de
los microorganismos y por lo tanto afectan la cantidad de CH,4 generado. Por esta razon, se debe caracterizar el
sustrato previo al ensayo, tanto en términos de parametros fisicoquimicos como de su composicion elemental
(Angelidaki et al., 2009; Raposo et al., 2011). En cuanto a la cantidad de sustrato a adicionar, ésta se estima a
partir de las recomendaciones para la concentracion de inoculo y la relacion Indculo/Sustrato (RIS) (Cardenas

etal., 2016).

3.5.3 Factores experimentales
3.5.3.1 Relacion entre el inéculo y el sustrato (RIS)

La RIS es uno de los parametros mas importantes en los ensayos de PBM (Chudoba et al., 1991). Ademas, las
unidades utilizadas (Solidos totales, solidos volatiles o DQO; Demanda Quimica de Oxigeno) deben ser
claramente indicadas. Se ha resaltado la importancia de usar una RIS adecuada para controlar el proceso de
biodegradacion en los ensayos de PBM. La RIS puede ser baja o alta. Trabajos de investigacion anteriores
sugirieron el uso de una alta RIS, > 2 (Raposo et al., 2011). En este ensayo, para saber la cantidad de sustrato
que se introduce en los PBM se hace una relacion de los solidos volatiles (SV) entre el indculo y el sustrato

con ratio de 2, y se ha decidido que la RIS en los PBM es de 3:1,5 g de SV.

3.5.3.2 Sistema de medicion de gas

En estos ensayos, para medir la produccion de metano se han empleado gasometros de 0,5 y 1,0 L sumergidos
en una disolucién de NaOH 2N, por su propiedad de reaccionar con el CO, presente en el biogas, permitiendo
una medicion correcta del volumen de metano por desplazamiento del mismo volumen de la disolucion. El
biogas se desplaza de los reactores a los gasdmetros a través de mangueras de goma, de modo que se eviten

pérdidas del mismo o la entrada de oxigeno en el sistema.

3.5.3.3 Condiciones fisicas de operacion

Para llevar a cabo los ensayos, se han empleado a modo de reactor, matraces Erlenmeyer de 250 mL (por
triplicado) con un volumen de trabajo de 240 mL, sumergidos en un bafio con agua termostatizada en un rango
meso6filo. Concretamente, se ha mantenido la temperatura a 35 °C mediante un bafio con un termostato de
inmersion que contiene una manguera para homogeneizar la temperatura del agua en todas las zonas del bafio.
La agitacion se ha mantenido constante en los reactores mediante agitadores magnéticos para favorecer la

transferencia de materia. El tiempo de duracion del ensayo ha sido 26 dias.
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3.5.3.4 Condiciones de estudio

En este ensayo, la presencia de oxigeno en los reactores ha sido eliminada mediante una corriente de nitrogeno

gaseoso al inicio del experimento.

Los ensayos en discontinuo deben realizarse a valores de pH entre 6,8 y 7,8. La alcalinidad controla la
capacidad del sistema para neutralizar los acidos y proporciona resistencia a cambios significativos y rapidos
en el pH, lo que también se conoce como “capacidad de amortiguacion” (Raposo et al., 2011). Para regular el
pH del medio y dotar al sistema de la alcalinidad necesaria para asegurar la estabilidad del mismo, se ha
adicionado al in6culo una cantidad conocida (10 mL) de carbonato de sodio diluido (Na,COs). Esta bien
documentado que todos los microorganismos que participan en la digestion anaerobia requieren
macronutrientes durante el proceso de biodegradacion de materia organica, ademas se necesitan elementos
traza en cantidades muy pequefias o trazas (Pereda et al., 2007; Raposo et al., 2006). Sin embargo, no esta
claro si en las condiciones normales de un ensayo de PBM se dispone de suficientes nutrientes del indculo y/o
del sustrato organico, o si se necesitan suplementos adicionales (Raposo et al., 2011). Por esta razon, se ha
afiadido una disolucién de macronutrientes similar a la descrita en Raposo et al., (2006) (Tabla 5). Sin
embargo, en muchas plantas comerciales, se tiende a afiadir sales de elementos traza con una concentracion
superior a la necesaria, que ademas de suponer mayor coste economico puede presentar problemas de
toxicidad en el proceso de digestion anaerobia. Por ello, en este estudio se va a tratar de evaluar si ciertos
elementos traza (Co, Fe, Ni, Cu, Mn y Zn) favorecen la digestion anaerobia del extrusionado de fresa residual
(Tabla 6). La seleccion de estos metales traza, como se ha comentado previamente en el presente trabajo, se

ha realizado en base a la bibliografia debido a que son metales esenciales en el proceso de digestion anaerobia.

Tabla 5. Preparacion de una disolucion para 1 L de macronutrientes.

NH,Cl K,HPO, MgSO,7H,0 CaCl,'2H,0 Extracto Levadura

Concentracion (g/L) 7,00 6,25 5,00 2,50 -

Cantidad 333mL  333mL 167 mL 33mL lg

Tabla 6. Concentraciones de las diluciones de elementos traza preparados.

COC126H20 FCC124H20 N1C126H20 CuC122H20 MnC124H20 ZnClz

Concentracion (g/L) 1,76 882,22 7,25 5,05 9,52 30,45
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En el presente trabajo, se ha trabajado con 9 combinaciones de diferentes elementos traza para evaluar el
efecto individual de cada elemento traza sobre la produccion maxima de metano y sobre la velocidad maxima

de produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual.

En la Tabla 7 se puede observar las cantidades de inoculo, sustrato, macronutrientes, Na,COs y agua destilada
que se han adicionado a las condiciones de estudio hasta alcanzar el volumen final de 240 mL, variando

unicamente las combinaciones de elementos traza afiadidos y su concentracion.

Tabla 7. Cantidades de in6culo, sustrato, macronutrientes, Na,COj; y agua destilada que se ha adicionado a las
condiciones de estudio.

Inéculo  Sustrato Macronutrientes Na,CO; Agua destilada

Cantidad 584¢g 10,1 mL 50 mL 10 mL 111,5mL

Las concentraciones de elementos traza a afiadir se han determinado en base a la bibliografia y a la
concentracion de estos elementos traza en el indculo y sustrato. A partir de la matriz experimental de un disefio
de Plackett-Burman (Tabla 4), se ha realizado una matriz con las concentraciones de metales traza iniciales,

afiadidas, y finales para cada condicion de estudio (Tabla 8).

Tabla 8. Matriz de las concentraciones de elementos traza inicial, afiadido y final en cada condicion.

Elementos traza (mg/L en cada PBM)

Condiciones Co Fe Ni Cu Mn Zn

Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
1 Afiadido 0 0 0 234 331 1826

Final 0,18 103,36 0,75 3,12 441 24735

Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
2 Afiadido 0,55 0 0 0 0 18,26

Final 0,73 103,36 0,75 0,78 1,10 24,35

Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09

Afadido 0 310,08 0 0 331 0

Final 0,18 413,44 0,75 0,78 441 6,09
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Elementos traza (mg/L en cada PBM)

Condiciones Co Fe Ni Cu Mn Zn
Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
4 Afadido 0,55 310,08 0 234 0 0
Final 0,73 413,44 0,75 3,12 1,10 6,09
Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
5 Afiadido 0 0 224 234 0 0
Final 0,18 103,36 299 3,12 1,10 6,09
Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
6 Afadido 0,55 0 224 0 331 0
Final 0,73 103,36 299 0,78 441 6,09
Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
7 Afadido 0 310,08 224 0 0 1826
Final 0,18 413,44 299 0,78 1,10 24,35
Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
8 Afadido 0,55 310,08 224 234 331 1826
Final 0,73 413,44 299 3,12 441 24735
Inicial 0,18 103,36 0,75 0,78 1,10 6,09
9 Afadido 0,27 155,04 1,12 1,17 1,66 9,13
Final 0,45 25840 1,87 195 276 1522
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3.5.4 Procedimiento operativo

El sistema de PBM a escala laboratorio que se ha utilizado en este ensayo se puede observar en la siguiente

imagen (Figura 9).

Figura 9. Sistema experimental para la determinacion del Potencial Bioquimico de Metano (PBM).

Una vez montado el sistema experimental, se han realizado unos ensayos de puesta a punto del in6culo. Con el
objetivo de asegurar la estabilidad del sistema y la activacion del indculo se han mantenido los PBM durante
24 horas con una alimentacion de glucosa, es decir, no se han alimentado con el sustrato objeto de estudio
hasta el dia siguiente. Al observar que los microorganismos estaban produciendo metano con la alimentacion
de glucosa y asi comprobar que el indculo estaba activo, se alimentaron los reactores con extrusionado de fresa
residual. Diariamente se ha medido el volumen de metano generado. Posteriormente, se han realizado las
correcciones de volumen necesarias para llevar los registros a condiciones normales de presion y temperatura
(1 atm, 25°C). Se ha trabajado con triplicados en todas las condiciones de estudio, excepto con un sextuplicado
en la condicion 9, ademas se ha trabajado con reactores blancos (sin sustrato). Se ha realizado un triplicado de
reactores blancos por batea para obtener la produccion no debida al sustrato, y asi restarle esta produccion con
el fin de obtener solo la produccion de metano generada a partir del sustrato en estudio. Los volumenes de

metano acumulado se han representado graficamente en funcion del tiempo de digestion.
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3.6. Estudio de la cinética

Los parametros cinéticos y el ajuste matematico para cada condicion de estudio se han determinado
numéricamente a partir de los datos experimentales obtenidos, mediante una regresion no lineal utilizando el
Software SigmaPlot (version 12.0). El modelo cinético que mas se ajusta a la curva de este ensayo es el
modelo Logistico (Parametro Sigmoidal 4). En la curva de produccion de metano del ensayo experimental de
los PBM pueden diferenciar 2 etapas, una primera etapa con una produccion exponencial de metano de 1 dia'y
una segunda etapa que se ajusta al modelo Logistico (Parametro Sigmoidal 4). La ecuacién del modelo

Logistico (Parametro Sigmoidal 4) se muestra a continuacion:
B, =B +P/[1+exp (—4:Rm"(t —K) /(P +2))]

donde B, es la produccion acumulativa de metano durante la segunda etapa (mL CHy/g SV), By es la
produccion acumulativa de metano en el inicio de la segunda etapa (mL CH4/g SV), P es la produccion
maxima de metano obtenida en la segunda etapa (mL CH,/g SV), R, es la velocidad maxima de produccion

de metano (mL CH,/g SV-d), t (d) es el tiempo y £ (d) es el tiempo de retardo.

Adicionalmente, R?, error (%) y el error estindar de estimacion (cest) se han determinado para evaluar el
ajuste y la precision de los resultados. El error se ha definido como la diferencia en porcentaje entre la

produccion experimental acumulativa final de metano y P+B,,.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de extrusionado de fresa residual e indculo

En este apartado se muestran los resultados de las determinaciones analiticas realizadas al extrusionado de
fresa residual y al inoculo. En la Tabla 9 se muestran diferentes determinaciones analiticas que se han
realizado al extrusionado de fresa residual, tales como pH, humedad, los solidos totales (ST), minerales (SM) y
volatiles (SV), demanda quimica de oxigeno de los componentes totales y solubles (DQOt y DQOs), los

fenoles totales (FT) y los azicares.

Tabla 9. Caracterizacion analitica: pH, humedad, s6lidos, DQO,u1, DQOgu1e, fenoles totales y azicares de extrusionado
de fresa residual (EFR) con sus desviaciones estandar.

FT (mg
ST (mg SM SV (mg DQO; DQOs acido Azicares
Humedad (mg (mg (mg -
pH o ST/kg SV/kg galico (mg glucosa
(%) EFR)  OWkg  pepy O/kg  Odkg  ono  eq/kg EFR)
EFR) EFR) EFR) q q
EFR)
38401 84,4401 156953+ 6908+ 149.045+ 196.543+ 73.193% 1118435 46.6154792

1.414 134 1.307 1288 529

Como muestra la Tabla 9, el extrusionado de fresa residual presenta un pH menor de 4, valor que se debera
tener en cuenta en los posteriores procesos biologicos. Este valor se puede deber al elevado contenido en
compuestos acidos que presenta este sustrato. La humedad en el extrusionado de fresa residual es un 84%, ya

que este sustrato presenta gran contenido en agua.

La Tabla 9 muestra que en torno al 95% de los solidos totales son solidos volatiles. Los pocos solidos

minerales que se han determinado pueden corresponder a sales y/o carbonatos.

La demanda quimica de oxigeno, al igual que los sélidos volatiles, indica la cantidad de materia organica que
se encuentra en el sustrato. En la Tabla 9 se puede observar que el 37% de la materia organica total (DQOyq1)

corresponde a la parte soluble (DQOgyp1c)-
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En la Tabla 9 también se observa que no hay gran contenido en fenoles, ya que 1118 mg acido galico eq/kg
fresa de fresa residual no es un valor importante comparado con una concentracion mayor de 5000 mg acido
galico eq/kg de extrusionado de fresa residual que se han obtenido en otros estudios realizados con
extrusionado de fresa residual de otra temporada (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019; Tryjillo-Reyes et al.,
2019). Esta variacion en el contenido de fenoles puede deberse a los procesos de la industria fresera. La gran
diferencia en la cantidad de compuestos fenolicos debe ser un aspecto a tener en cuenta, ya que los fenoles
tienen gran interés a la hora de obtener compuestos de alto valor afiadido y asi generar un beneficio
econémico. También se debe tener en cuenta en el posterior tratamiento biologico, ya que una alta
concentracion de fenoles puede ser inhibitoria para los microorganismos responsables del proceso (Borja et al.,

1997, 1996; Ghasimi et al., 2016).

La Tabla 9 muestra que una concentracion de azicares de 46.615 mg glucosa eq/kg de extrusionado de fresa
residual, valores similares a los reportados en Rodriguez-Gutiérrez et al. (2019) y Trujillo-Reyes et al. (2019)
en los que también se ha trabajado con extrusionado de fresa residual pero de otra temporada. Estos azilicares
son muy beneficiosos para el tratamiento bioldgico, mediante digestion anaerobia, ya que son compuestos

facilmente biodegradables por los microorganismos.

En la Tabla 10 se muestran los resultados de las determinaciones analiticas realizadas para caracterizar el

inoculo: pH, alcalinidad, los solidos totales (ST), minerales (SM) y volatiles (SV).

Tabla 10. Caracterizacion analitica: pH, alcalinidad y s6lidos del indculo con sus desviaciones estandar.

H Alcalinidad (mg carbonato/L ST (mg ST/kg SM (mg SM/kg SV (mg SV/kg
P in6culo) in6culo) in6culo) inoculo)
8,1+0,1 7183+89 69.596+1381 18.223£122 51.373£1480

La Tabla 10 muestra que en torno al 74% de los solidos totales presentes en el indculo son solidos volatiles,
resultando un 36% correspondiente a solidos minerales que pueden corresponder a sales y/o carbonatos. Esta
concentracion de sélidos minerales puede deberse a que se hayan depositado estos compuestos en el fondo del
reactor anaerobio. También se aprecia que inoculo presenta un pH ligeramente superior a 8 y una alcalinidad

de 7183 mg carbonato/L.
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En la Tabla 11 se puede observar las concentraciones de metales en el extrusionado de fresa residual y en el

inoculo que se ha llevado a cabo en el laboratorio de recursos naturales (.LR.N.A.S.) mediante plasma acoplado

inductivamente (ICP).

Tabla 11. Caracterizacion analitica: concentracion de metales (mg de metal/kg de solidos totales) en el extrusionado de

fresa residual (EFR) y en el in6culo.

Metales EFR (mg/kg ST) Inéculo (mg/Kg ST) | Metales EFR (mg/kg ST) Inoculo (mg/kg ST)
Al 22,80 2432,62 % MgO 0,27 0,39
As 1,85 1,26 Mn 96,32 27,92

B 21,76 0,07 Mo 2,36 38,86
Ba 28,17 28,13 Na 216,36 43.797.,45
Ca 4067,16 8963,16 % Na 0,02 4,38

% CaO 0,57 1,25 Ni 2,14 43,37
Cd 0,04 0,67 P 292292 7656,88
Co 0,20 10,63 % P,0s 0,67 1,76

Cr 3,38 53,24 Pb 0,03 2,32
Cu 6,66 43,52 S 1177,40 9510,71
Fe 109,66 6061,33 % SO; 0,29 2,38
Hg 0,32 0,49 Sn 0,61 5,40

K 5688,93 9734,12 Sr 24,19 33,81

% K0 0,69 1,17 v -0,28 76,56
Mg 1642,33 2353,48 Zn 23,60 350,31

En la Tabla 11 se observa que el extrusionado de fresa residual presenta gran contenido de Ca, K, Mg, Py S,

siendo todos estos valores mayores a 1000 mg metal/kg de extrusionado de fresa residual. Sin embargo, los

metales que se han estudiado en el presente trabajo tienen bajas concentraciones, siendo Fe y Mn los que

presentan mayores concentraciones con 109,6 y 96,3 mg de metal/kg de extrusionado de fresa residual,

respectivamente (Tabla 11). Los metales estudiados que presentan menores concentraciones son Co y Ni con

0,202 y 2,143 mg de metal/ kg de extrusionado de fresa residual, respectivamente (Tabla 11). Dado que el Co

y Ni presentan las concentraciones mas bajas de los metales estudiados, pueden ser estos los metales que

limiten el proceso de digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual.
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En el caso del in6culo también se puede apreciar que presentan gran contenido de Ca, K, Mg, P y S, siendo
estas concentraciones mayores a 2000 mg metal/ kg de in6culo frente a los 1000 mg metal/ kg de extrusionado
de fresa residual (Tabla 11). Ademas, existen concentraciones elevadas de Al, Fe y Na, siendo especialmente
alta la concentracion de Na con 43.797 mg metal/ kg de indculo (Tabla 11). Los iones metalicos ligeros que
incluyen Na, K, Ca y Mg estan presentes en el influente de los reactores anaerdbicos, esto puede deberse a que
se liberen en la descomposicion de la materia organica o porque se afladan como productos quimicos para
ajuste del pH (Chen et al., 2008). En la Tabla 11 se puede observar que el metal de estudio que presenta una
mayor concentracion con respecto a los otros metales estudiados es el Fe, con una concentracion de 6061,3 mg
metal/kg de in6culo. El hecho de que la concentracion de Fe que se ha obtenido en el indculo sea mas elevada
que el resto de los metales estudiados puede ser porque se haya producido una acumulacion de Fe en el fondo
del reactor anaerobio o porque el reactor presente Fe en su material de fabricacion. Por otro lado, los metales
estudiados que presentan menores concentraciones son Co, Mn y Ni con 10,6; 27,9 y 43,4 mg metal/kg de

inoculo, respectivamente (Tabla 11).

4.2. Digestion anaerobia

En este apartado se estudian la produccion de metano (mL CH4/g SV), la biodegradabilidad, la estabilidad y la
velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual para

las 9 condiciones de estudio ya mencionadas en el apartado 3.4. (Disefio estadistico de Plackett-Burman).

4.21 Caracterizacion analitica de las condiciones de estudio

Para evaluar la valorizacion energética del extrusionado de fresa residual en condiciones anaerobias se ha
llevado a cabo el ensayo de PBM. La estabilidad del proceso ha sido evaluada a través del pH y alcalinidad.
Los valores de pH se han mantenido en un rango cercano al recomendado para una actividad metanogénica
adecuada, entre 6,8 y 7,8 (Wheatley, 1990) (Tabla 12). Aunque, las condiciones 4, 5, 6, 7, 8 y 9 presentan un
pH en torno a 8,1 que puede ser debido a la adicion de los metales (Tabla 12). En la Tabla 12 también se
puede observar que la alcalinidad presenta unos valores en torno a 7000 mg de carbonato/L. de PBM, siendo
esta alcalinidad suficiente para amortiguar cambios de pH. En torno al 60% de los s6lidos totales presentes en
el los PBM son solidos volatiles tras el proceso de digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual

(Tabla 12).
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Tabla 12. Caracterizacion analitica de los efluentes del proceso de digestion anaerobia al finalizar el ensayo de PBM con
sus desviaciones estandar: pH, humedad, soélidos totales, minerales y volatiles de las condiciones de estudio.

Condiion  pH ot emNg PR BB EEA
1 7,6+0,1 8332+40 22.077+9 8449+20 13.627+12
2 7,6+0,1 7751+402 21.783+509 8642+67 13.141+441
3 7,5+0,1 7019197 19.818+140 8292+137 11.526+277
4 8,2+0,1 6885+213 19.784+479 8120+70 11.664+521
5 8,2+0,1 71444211 19.426+560 7414+191 12.011+579
6 8,2+0,1 7030+186 19.294+947 75174676 11.776+271
7 8,1+0,1 6353+544 18.062+2046 7692+988 10.370+1059
8 8,1+0,1 64824271 21.042+305 8866+233 12.176+524
9 8,0+0,1 7205+274 21.786+1794 8380+629 13.405+1325

En la Tabla 13 se puede observar que el valor de DQOg, 1. de las condiciones es en torno a 1200 mg O,/L de
PBM. Por otro lado, el contenido de AGV presenta valores alrededor de 100 mg O,/ de PBM. La condicion 3
es la que presenta mayor contenido en AGV con un valor de 154 mg O,/L PBM, representando un 15% de la
DQOgoupie (Tabla 13). Dado que los AGV se producen fuera del rango optimo de pH para la digestion
anaerobia, tanto en condiciones acidas como basicas, este contenido de acidos puede deberse a que el pH en
algunas condiciones es ligeramente basico. También puede ser por la influencia de los metales afiadidos o
porque los microorganismos metanogénicos presentes en el indculo no estan en condiciones Optimas para
degradar estos acidos. Por tanto, no se degradarian suficientemente rapido los acidos y se produciria su

acumulacion.

En la Tabla 13 también se puede observar que la concentracion de fenoles totales es en torno a 200 mg acido
galico eq/L PBM vy la de fenoles solubles es menor de 100 mg acido galico eq/L PBM en todos los casos.
Estas concentraciones de fenoles solubles son inferiores a las descritas para varios fenoles individuales como

inhibidores del proceso de digestion anacrobia (Borja et al., 1997, 1996; Ghasimi et al., 2016).
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Tabla 13. Caracterizacion analitica de los efluentes del proceso de digestion anaerobia al finalizar el ensayo de PBM con
sus desviaciones estandar: DQOg, 1., AGV, relacion entre AGV 'y DQOgq e, fenoles totales y fenoles solubles de las
condiciones de estudio.

Condicién DQOs (mg AGYV (mg Relaciéon Fgéfgfj;;go ’lTS (mg acido
O,/L PBM) O,/LPBM) AGV/DQOs (%) PBM) galico eq/L PBM)
1 128848 810 6,3 21045 99,4+4.5
2 1215 +90 90+14 7.4 21241 90,5+10,7
3 1027+ 23 154+0 15,0 176x6 85,2+1,5
4 1110£113 63431 5,7 20346 79,8+11,9
5 1313491 80+57 6,1 176x12 92,1£3,5
6 12174111 118£77 9,7 17710 90,3+ 5,9
7 983+127 8027 8,1 155423 66,7+11,6
8 1217+£220 1524115 12,5 15843 77,6+4,0
9 1291£192 149+56 11,5 182+26 86,9+14.6

4.2.2 Produccion de metano experimental para cada condicion de estudio

En las Figuras 10a, 10b y 10c se muestra los graficos correspondientes a las producciones de metano (mL

CH./g SV) de las diferentes condiciones que se han estudiado frente al tiempo de duracién del ensayo (dias).
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Figura 10a. Produccion de metano (mL CH,/g SV) de las condiciones 1, 2 y 3 con sus desviaciones estandar.
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Al principio del ensayo, desde el dia 0 al dia 1, se puede observar que las condiciones 1, 2 y 3 tienen una
produccion exponencial de metano en la primera etapa que puede ser debida a la presencia de compuestos
facilmente degradables por los microorganismos, como son los azicares. Seguidamente, desde el dia 1 hasta el
dia 5 aproximadamente, se puede observar una fase lag (periodo de latencia o adaptacion) debido a que los
microorganismos se estarian adaptando al medio (Figura 10a). Trascurrido este periodo de adaptacion se
observa otra etapa exponencial, desde el dia 5 hasta el final del ensayo, con una produccion maxima de 364,

340 y 303 mL CH,/g SV de las condiciones 1, 2 y 3, respectivamente (Figura 10a).
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Figura 10b. Produccion de metano (mL CH,/g SV) de las condiciones 4, 5 y 6 con sus desviaciones estandar.

Al principio del ensayo, desde el dia 0 al dia 1, se puede observar que las condiciones 4, 5 y 6 tienen una
produccion exponencial de metano en la primera etapa que puede ser debida a la presencia de compuestos
facilmente degradables por los microorganismos, como son los azicares. Seguidamente, desde el dia 1 hasta el
dia 5 aproximadamente, se puede observar una fase lag (periodo de latencia o adaptacion) debido a que los
microorganismos se estarian adaptando al medio (Figura 10b). Trascurrido este periodo de adaptacion se
observa otra etapa exponencial, desde el dia 5 hasta el final del ensayo, con una produccion maxima de 437,

378 y 378 mL CH,/g SV de las condiciones 6, 5 y 4, respectivamente (Figura 10b).
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Figura 10c. Produccion de metano (mL CH,/g SV) de las condiciones 7, 8 y 9 con sus desviaciones estandar.

Al principio del ensayo, desde el dia 0 al dia 1, se puede observar que las condiciones 7, 8 y 9 tienen una
produccion exponencial de metano en la primera etapa que puede ser debida a la presencia de compuestos
degradables por los microorganismos, como son los azucares. Seguidamente, desde el dia 1 hasta el dia 5
aproximadamente, se puede observar una fase lag (periodo de latencia o adaptacion) debido a que los
microorganismos se estarian adaptando al medio (Figura 10c). Trascurrido este periodo de adaptacion se
observa otra etapa exponencial, desde el dia 5 hasta el final del ensayo, con una produccién méaxima de 411,

401 y 389 mL CH4/g SV de las condiciones 7, 9 y 8, respectivamente (Figura 10c).

423 Produccion maxima de metano experimental frente a la biodegradabilidad en cada
condicion de estudio

En la Tabla 14 se muestra el porcentaje de biodegradabilidad que se ha producido tras la digestion anaerobia

del extrusionado de fresa residual en forma de DQO vy el porcentaje de biodegradabilidad que se ha producido

tras la digestion anaerobia del extrusionado de fresa residual en forma de SV con su desviacion estandar. La

Tabla 14 también muestra la produccion méaxima experimental de las diferentes condiciones de estudio con su

desviacion estandar.
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Tabla 14. Valores de biodegradabilidad en DQO, biodegradabilidad en SV y produccion maxima de metano
experimental de las diferentes condiciones de estudio con sus desviaciones estandar.

Biodegradabilidad DQO  Biodegradabilidad SV Produccién max. experimental

Condicion (%) (%) (mL CH/g SV)

1 78,9 81,9+0 363,840

2 74,2 89,7+7,1 34224334
3 65,7 115,60 303,10

4 823 113,448,3 379,9+£29,3
5 81,9 107,949,3 378,2426,1
6 94,9 111,644 437,6+27,3
7 89,9 134,1+£16,9 415,0+12,8
8 85,9 105,2+8,4 396,6+17,9
9 86,9 85,5+¢21,2 400,9+34,6

La Tabla 14 muestra que los porcentajes de biodegradabilidad del extrusionado de fresa residual en forma de
DQO para las condiciones 1, 2 y 3 son menores del 80%, para las condiciones 4 y 5 son en torno del 80% y
para la condicion 6 es del 95%. En las condiciones 7, 8 y 9 los porcentajes de biodegradabilidad son mayores
del 85%, siendo 461 mL. CH,/g SV la produccion teorica para el extrusionado de fresa residual (Tabla 14).
Debido a la deficiencia de algunos metales en la digestion anaerobia, las condiciones 1, 2 y 3 presentan una
biodegradabilidad menor del 80%, siendo especialmente baja en el caso de la condicion 3 con un 66% (Tabla
14). En el caso de los porcentajes de biodegradabilidad del extrusionado de fresa residual en forma de SV se
puede observar que se ha degradado el 100% de la materia organica, exceptuando la condicion 1, 2 y 9 cuyos

valores son en torno al 80%, 90% y 85%, respectivamente (Tabla 14).

En la Tabla 14 también se muestra que la produccion maxima experimental se encuentra entre 437 y 303 mL
CHy/g SV para las condiciones 6 y 3, respectivamente, siendo el valor de la condicion 6 un 30,7% mayor que

la condicion 3.
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4.2.4 Parametros obtenidos del modelo Logistico en cada condicion de estudio

En la Tabla 15 se resumen los parametros obtenidos de la aplicacion del modelo Logistico (Parametro
Sigmoidal 4) a los datos experimentales mostrados en las Figuras 10a, 10b y 10c. También se muestran los
valores de R®, Error (%) y el error estandar de estimacion (c.) para evaluar el ajuste y la precision de los

resultados (Tabla 15).

Tabla 15. Valores de los parametros cinéticos obtenidos con el modelo Logistico (Parametro Sigmoidal 4) de las
diferentes condiciones de estudio.

P (mL CHy/g R,, (mL CHy/g A B, (mL CHy/g Error

R2

Condiciones V) SV d) ) sV) (%) Oest
1 295,83+3,43 55,17+2,48 9,18 60,76 0,9985 1,99 4,49
2 297,86+2,27 59,40+2,26 9,21 42,23 0,9990 0,62 3,81
3 255,37+2,90 49,83+2,38 9,19 47,54 0,9978 0,07 4,77
4 332,87+6,87 46,39+5,49 9,02 30,12 0,9915 4,45 11,84
5 332,1146,18 48,61+5,42 9,07 29,97 0,9927 3,84 11,14
6 417,07+14,45 42,42+725 8,65 4,77 0,9857 5,77 17,09
7 398,86+10,98 48,2247,32 8,32 4,25 0,9889 2,87 15,19
8 403,98+7,79 41,28+3,08 7,42 -12,96 0,9967 1,40 7,45
9 360,97+5,95 52,79+5,31 8,43 29,69 0,9947 2,56 10,06

La Tabla 15 muestra valores de produccion maxima de metano obtenidos en la segunda etapa (P) entre 255 y
417 mL CHy/g SV para las condiciones 3 y 6, respectivamente. Los valores mas elevados de produccion
maxima de metano obtenidos en la segunda etapa son de 417, 403 y 398 mL CH,/g SV d para las condiciones
6, 8 y 7, respectivamente (Tabla 15).

En la Tabla 15 se muestra que los valores mas elevados de velocidad maxima de produccion de metano,
designada por R,,, son de 55, 59 y 53 mL CHy/g SV d para las condiciones 1, 2 y 9, respectivamente, que son
también las condiciones que presentar menor biodegradabilidadad en SV (Tabla 14 y 15). Los valores mas
bajos de velocidad maxima de produccion de metano son de 41 y 42 mL CH,/g SV d para las condiciones 8 y
6, respectivamente (Tabla 15). Es importante mencionar que los valores de velocidad maxima de produccion
de metano se han encontrado entre 41 y 59 mL CH4/g SV d para las condiciones 8 y 2, respectivamente,

siendo el valor de la condicion 2 un 30,6% mayor que la condicion 8 (Tabla 15).
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En la Tabla 15 también se recogen los datos del tiempo de retardo (£) que tiene cada una de las condiciones,
los cuales han presentado valores en torno a los 9 dias para las condiciones 1, 2, 3,4 y 5. En las condiciones 6,
7, 8 'y 9, los datos del tiempo de retardo (£) disminuyen ligeramente a valores en torno a los 8 dias. Se dan
algunos casos en los que la produccién acumulativa de metano al principio de la segunda etapa es muy
pequedia y el modelo da valores de B, negativos (Tabla 15). Los valores altos de R obtenidos, que fueron
superiores a 0,98 en todos los casos, asi como los valores bajos de % error indicaron que los datos

experimentales se ajustan correctamente al modelo propuesto (Tabla 15).

4.3. Correlacion lineal entre los metales y los parametros de estudio

En base al disefio de Placket-Burman y a los parametros cinéticos obtenidos a partir de los resultados
experimentales (Tabla 4 y 16, respectivamente), se ha realizado un estudio estadistico en colaboracion con el
laboratorio de procesos biologicos de la escuela de ingenieria de S3o Carlos (Universidad de Sdo Paulo,
Brasil) para evaluar si la adicion de los metales (Co, Fe, Ni, Cu, Mn y Zn) tiene un efecto individual
significativo sobre la produccion maxima de metano y la velocidad maxima de produccion de metano,

operando con extrusionado de fresa residual como sustrato en el proceso de digestion anaerobia.

Tabla 16. Valores de los parametros cinéticos y duplicados selecionados a partir de los cuales se ha realizado el
estudio estadistico.

Puix (P+By) Rn Prix (P+By) Ru
Condiciones (mL CHy/g (mL CHy/g SV Condiciones (mL CHy/g (mL CH/g SV
SV) d) SV) d)
356,59 55,17 380,17 54,61
! 356,59 55,17 6 401,49 40,98
312,22 67,64 391,32 50,04
2 361,94 68,44 7 393,16 50,37
302,91 49,83 377,7 47,08
3 302,91 49,83 8 383,13 4736
340,54 47,76 427,01 49,36
) 349,81 49,62 ? 414,75 54,7
391,82 42,43
> 364,08 54,05

En la Tabla 16 se muestran los parametros cinéticos obtenidos del modelo Logistico (Parametro Sigmoidal 4)
en base a los que se ha realizado el estudio estadistico para evaluar el efecto de la adicion de los elementos
traza. La produccion maxima de metano del modelo Logistico (Pyx) €s la suma de la produccion maxima de
metano obtenida en la segunda etapa (P) mas la produccion acumulativa de metano al principio de la segunda

etapa (designada por By) (Tabla 15y 16).
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La Tabla 17 es el resumen del modelo estadistico en el que se muestra el efecto de la adicion de los metales
estudiados sobre la produccion maxima de metano del modelo Logistico (Pyix), la Pusx con una re-
parametrizacion y la velocidad méxima de produccion de metano (R,,). También se recogen los valores de R?,
R-ajustado, significancia del modelo y falta de ajuste para la Py, la Py, con re-parametrizacion y la R,,.. En el
presente trabajo se ha realizado una re-parametrizacion del modelo para P,,, eliminando los metales que han
presentado valores menos significativos. La de R2, el R-ajustado, la significancia del modelo y la falta de
ajuste son herramientas para determinar la significancia del modelo estadistico y el ajuste del mismo. Cuanto
mayor es el R? y mas significativo es el modelo (menor p-valor), mejor es el ajuste del modelo. Mientras que

cuanto mas significativa es la falta de ajuste (menor p-valor), peor es el ajuste del modelo.

Tabla 17. Resumen del modelo estadistico en el que se muestra el efecto de la adicion de los metales estudiados
sobre la produccion maxima de metano del modelo Logistico (Pyysx), 1a Prsy con re-parametrizacion y la velocidad maxima
de produccion de metano (R,,). También se recogen los valores de R?, R-ajustado, significancia del modelo y falta de
ajuste para la P, la P4 con re-parametrizacion y la R,..

Modelo estadistico de Plackett-Burman

P max
P max Rm
re-parametrizacion
R? 0,82468 0,81287 0,75573
R-ajustado 0,70195 0,73490 0,62243
Significativo (p-valor:  Significativo (p-valor: Significativo (p-valor:
Significancia del modelo
0,00393) 0,00049) 0,01626)
Significativo (p-valor: No significativo (p-valor: No significativo (p-valor:
Falta de ajuste
0,01722) 0,075428) 0,463752)
Ni (p-valor: Ni (p-valor:
Efecto positivo Zn (p-valor: 0,01643)
0,00009) 0,00009)

Fe (p-valor: 0,02743)
Ni (p-valor: 0,01102)

Efecto negativo - -

La Tabla 17 muestra el efecto de la adicion de los metales estudiados sobre la produccion maxima de metano
y en la velocidad maxima de produccion de metano. Dado que cada metal tiene correlacion lineal con los

parametros estudiados, se usa un modelo lineal para correlacionar los metales estudiados con la P, y 1a Ry,

En el caso de P ¢l p-valor de significancia del modelo es de 0,00393 (menor de 0,05), y por lo tanto es
significativo. Sin embargo, el p-valor de la falta de ajuste es significativo con valor de 0,01722 (Tabla 17). Por
tanto, este modelo es de poca fiabilidad y por ello se ha realizado una re-parametrizacion del modelo,

eliminando el Co y Mn que son los metales que presentan valores menos significativos. Una vez que se ha
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realizado la re-parametrizacion del modelo, se puede observar que el p-valor de significancia del modelo se
hace mas significativo mientras que el p-valor de la falta de ajuste aumenta (ya siendo no significativo), por lo

tanto ya es un modelo fiable (Tabla 17).

En el caso de la velocidad maxima de produccion de metano o R, el p-valor de significancia del modelo es
significativo con un valor de 0,00393 y el p-valor de la falta de ajuste no es significativo con un valor de

0,463752. Por lo tanto se puede decir que es un modelo fiable (Tabla 17).

Diversos autores informaron sobre la mejora del rendimiento del proceso de digestion anaerobia en términos
de produccion de CH, con el suministro de Co, Ni y Fe (Gustavsson et al., 2013; Hinken et al., 2008). En la
Tabla 17 se puede observar que la adicion de Ni en el presente estudio ha tenido un efecto significativamente
positivo sobre la P, con un p-valor de 0,00009. Este valor se ha mantenido tanto antes como después de la
re-parametrizacion del modelo. En varios estudios sobre el proceso de digestion anaerobia, uno operando con
residuo de ensilaje y otro operando con maiz, se demostrd que la suplementacion de Ni mejora el rendimiento
del proceso (Gustavsson et al., 2013; Pobeheim et al., 2010). En otro estudio sobre el efecto de la privacion de
Ni en un reactor UASB (reactor anaerobio de flujo ascendente) alimentado con metanol se observo una clara
limitacion de la actividad metanogénica especifica de los microorganismos (Fermoso, 2008). Kida et al. (2001)
observaron que la actividad metanogénica con acetato como sustrato, asi como las concentraciones de la
coenzima M reductasa (factor Fs;3) en los microorganismos metanogénicos de una planta de tratamiento de
aguas residuales disminuyeron con cantidades decrecientes de Ni** adicionadas. La deficiencia de Ni podria
dar como resultado una cantidad reducida del factor F,, disminuyendo asi la actividad metanogénica
especifica de los microorganismos. Por tanto, se puede confirmar que en el presente estudio existe una
deficiencia de Ni y por ello la adicion de Ni tiene un efecto significativamente positivo sobre la produccion
maxima de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual en el rango de concentraciones
estudiado. En la Tabla 17 también se puede observar que ningun metal ha presentado efectos

significativamente negativos sobre la P .

Varios estudios informaron sobre limitaciones en la digestion anaerobia debido a la falta de Co (Banks et al.,
2012; Fermoso et al., 2008; Gustavsson et al., 2013). Aunque, en el presente estudio, la adicion de Co no ha
tenido un efecto significativo sobre la digestion anaerobia de extrusionado de fresa en el rango de
concentraciones estudiado. En otro estudio se informo6 que la adicion de Cu mejora la produccion de metano
con aguas negras como sustrato (Braga et al., 2017). Aunque, en el presente estudio, la adiciéon de Cu tampoco
ha tenido un efecto significativo sobre la digestion anacrobia de extrusionado de fresa en el rango de

concentraciones estudiado.

Por otro lado, en la Tabla 17, se puede observar que la adicion de Ni ha presentado un efecto
significativamente negativo sobre la velocidad méaxima de producciéon de metano con un p-valor de 0,01102.
Patidar y Tare (2006) observaron que las combinaciones de ciertos elementos traza tienen efectos sinérgicos o

antagonicos en la formacion de metano. Patidar y Tare (2006) evaluaron las combinaciones de Fe / Co, Fe / Ni
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/ Zn, Ni/ Zn / Co y Zn, observando que la adicion de Ni afecta negativamente a la captacion de Co y Zn en
microorganismos metanogenos y sulfato reductores, respectivamente, debido al antagonismo de los iones
metalicos. Este efecto antagonico del Ni sobre la captacion de Co resulta en una actividad metanogénica mas
baja en comparacion con los que no se adicioné Ni (Patidar & Tare, 2006). En un estudio sobre el impacto de
los elementos traza en la digestion anaerobia de acidos grasos volatiles, en modo de operacion discontinuo, se
observo mediante un disefio experimental factorial fraccional que la adicion de 1 mg de Ni/L muestra efectos
inhibitorios moderados sobre la degradacion de los AGV, posiblemente debido a su toxicidad (Jiang et al.,
2017). Por tanto, en el presente estudio la adicion de 1,12-2,25 mg de Ni/L (para el punto central y el nivel
alto, respectivamente) puede presentar efectos antagonicos o inhibitorios, produciendo asi un efecto
significativamente negativo sobre la velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de
extrusionado de fresa residual en el rango de concentraciones estudiado, no siendo asi para la produccion

maxima de metano.

En la Tabla 17 también se puede observar que la adicion de Fe ha presentado un efecto significativamente
negativo sobre la velocidad méxima de produccion de metano con un p-valor de 0,02743.Curiosamente, no se
han encontrado estudios en los que la adicion de Fe sea inhibitoria para el proceso de digestion anaerobia en el
rango de concentraciones estudiado. En muchos estudios se comento el efecto positivo de la adicion de Fe,
s6lo o en combinacion con otros metales traza, sobre la digestion anaerobia (Fermoso et al., 2009; Hinken et
al., 2008; Jiang et al., 2017; Osuna et al., 2008; Patidar & Tare, 2006; Zhang et al., 2003). En un estudio en
modo de operacion discontinuo, se observo que la adicion de 1 mg de Fe/L estimul6 la actividad metanogénica
total (Patidar & Tare, 2006). Sin embargo, en el presente estudio se ha observado que la adicion de 155-310
mg deFe/L (para el punto central y el nivel alto, respectivamente) ha presentado un efecto significativamente
negativo sobre la velocidad maxima de produccién de metano. Algunos autores observaron que la
precipitacion de sulfuros metalicos hacen que disminuya la biodisponibilidad de los metales para los
microorganismos, este es el caso por ejemplo del Fe que aunque suele estar presente en mayores
concentraciones que otros metales puede presentar baja biodisponibilidad para los microorganismos
metanogénicos (Arakaki & Morse, 1993; Fermoso, 2008; Fermoso et al., 2009). Dado que en el presente
estudio no se ha observado concentraciones importantes de azufre en el sustrato o en el indculo (Tabla 11),
puede ser que el Fe esté muy biodisponible y la adicion de este metal haya tenido un efecto significativamente
negativo sobre la velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de

fresa residual en el rango de concentraciones estudiado.

En la Tabla 17, se puede observar que la adicion de Zn ha presentado un efecto significativamente negativo
sobre la velocidad maxima de produccion de metano con un p-valor de 0,01643. Fermoso (2008) estudio el
efecto de la privacion de Zn en dos reactores UASB alimentados con metanol y observo que afadiendo una
solucion completa de metales traza, excepto Zn, la actividad metanogénica especifica de los microorganimos
fue de 3,4 g de CH4,-DQO/g SVd, comparado con 4,2 g de CH,-DQO/g SVd en un medio con una adicion

completa de metales traza (incluido Zn). Posteriormente, Fermoso (2008) adicion6 de forma continua 0,033 y
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0,33 mg de Zn/L en los reactores 1 y 2, respectivamente. Esta continua adicion de Zn se llevd a cabo con el fin
de estudiar si los reactores se recuperaban de la deficiencia de zinc, observandose una acidificacion del reactor
y una inactividad de los microorganismos metanogénicos. En el presente estudio se ha estudiado si la adicion
de 9,1-18,2 mg de Zn/L (para el punto central y el nivel alto, respectivamente) mejora la actividad
metanogénica de los microorganismos, observandose un efecto significativamente positivo sobre la velocidad
maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual en el rango de
concentraciones estudiado. El Zn forma parte de proteinas que catalizan reacciones que intervienen en la
metanogénesis, como por ejemplo la coenzima M metiltransferasa (Sauer & Thauer, 2000). Dado que el Zn es
esencial en varias proteinas que catalizan las reacciones y transformaciones metanogénicas, puede ser que la
deficiencia de Zn ocasione que los microorganismos metanogénicos no degraden correctamente la materia
organica a metano. Sekiguchi et al. (1999) y Fermoso (2008) estudiaron varias poblaciones de
microorganismos en dos reactores diferentes y se observo que en el reactor con una continua adicion de Zn se
formaron grupos densos de microorganismos metanodgenos, pero al reactor al que no se adiciond Zn se
formaron grupos mas pequefios y dispersos de microorganismos metanogenos. Esto sugiere que la adicion de
Zn estimul¢ el crecimiento de los microorganismos metanégenos en grupos. Por tanto, se puede confirmar que
en el presente estudio existe una deficiencia de Zn y por ello la adicion de Zn ha tenido un efecto
significativamente positivo sobre la velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de

extrusionado de fresa residual en el rango de concentraciones estudiado.

Es importante mencionar que, en el presente estudio, la adicion de Ni ha presentado un efecto
significativamente positivo sobre la produccion maxima de metano y a su vez un efecto significativamente
negativo sobre la velocidad maxima de produccion de metano en el rango de concentraciones estudiado para la
digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual (Tabla 17). En sistemas de digestion anaerobia a escala
industrial, la eleccidén entre una mayor produccion maxima de metano o una mayor velocidad maxima de
produccion de metano se debe estudiar para cada reactor especifico. Podria ser interesante mejorar la velocidad
maxima de produccion de metano, ya que se conseguiria un Tiempo de Residencia Hidraulico (TRH) menor y
con ello se podria tratar mas volumen de influente en menor tiempo. Ademas, el TRH afecta al tamafio de
reactor, de forma que un TRH menor conllevaria un volumen del reactor menor y a su vez un coste del reactor

menor.

Como ya se ha mencionado en el presente trabajo, uno de los factores que puede afectar a la digestion
anaerobia son los elementos traza. En reactores anaerobios industriales, es un desafio determinar qué
elementos traza y en qué concentracion hay que adicionar estos elementos traza ya que es muy dificil conocer
el requerimiento de dichos elementos traza en un reactor anaerobio donde hay gran diversidad de
microorganismos con complicadas reacciones biologicas y bioquimicas involucradas. Por lo tanto, es
importante estudiar y comprender los requisitos especificos de elementos traza en la digestion anaerobia de
extrusionado de fresa residual, con el objetivo de afiadir solo aquellos necesarios para mejorar el rendimiento

del proceso y reducir los costes operativos.
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Dado que en el presente estudio la adicion de Ni y Zn ha tenido un efecto significativamente positivo tanto en
la produccion maxima de metano y la velocidad maxima de produccion de metano, respectivamente, puede ser
interesante la adicion de dichos metales en reactores industriales que operen con extrusionado de fresa
residual. Otra alternativa que podria ser interesante estudiar es la co-digestion del extrusionado de fresa
residual con otro sustrato que presente una concentracion elevada de Ni y Zn, sin llegar a ser inhibitoria, con el
fin de mejorar el rendimiento de produccion de metano en el proceso de digestion anaerobia. Ramirez (2012)
evalud la obtencion de biogas en una co-digestion de residuos agroindustriales (torta de pifidn, cascarilla de
arroz y rumen de ganado bovino) con estiércol de ganado vacuno. En ese estudio se observo que la co-
digestion de cascarilla de arroz con estiércol de ganado vacuno presenta una mejora en el rendimiento de
produccion de metano (Ramirez, 2012). La alternativa de la co-digestion presenta ventajas como ahorro en
costes de operacion debido a la no adicion de reactivos, la dilucion de inhibidores presentes en los residuos y la
mejora de la estabilidad del proceso debido a la mayor diversidad de microorganismos. No obstante, es
necesario realizar un estudio en profundidad del efecto de la mezcla de diferentes sustratos con el fin de
mejorar el rendimiento del proceso de digestion anaerobia, asegurar que el proceso sea lo mas rentable posible

y garantizar una correcta gestion y proteccion del medio ambiente.
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5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se ha aplicado un disefio factorial fraccionado y se ha trabajado en modo de operacion
discontinuo para estudiar el efecto de la adicion de seis elementos traza (Co, Ni, Fe, Cu, Mn y Zn) sobre la
digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual. De los resultados se han obtenido las siguientes

conclusiones:

e FEl extrusionado de fresa residual es un sustrato complejo y optimo para el proceso de digestion anaerobia
que ha presentado un rango de produccion maxima experimental de metano entre 303 y 437 mL CH,/g
SV y un rango de velocidad maxima de produccion de metano entre 41 y 59 mL CH,/g SV d,
produciéndose un aumento en el rendimiento de 30,7% y 30,6%, respectivamente, al adicionar diferentes

combinaciones de elementos traza.

e En el estudio de la digestion anacrobia de extrusionado de fresa residual se ha observado que ningin metal
ha presentado efectos significativamente negativos sobre la producciéon méaxima de metano en el rango de

concentraciones estudiado.

e La adicion de Ni ha presentado un efecto significativamente positivo sobre la produccion maxima de
metano para el rango de concentraciones estudiado. Esto se puede deber a la deficiencia de Ni en los
microorganismos metanogénicos, ya que el Ni es un constituyente de la coenzima M reductasa (factor
F40) que interviene en la etapa metanogénica, disminuyendo asi la actividad metanogénica de los
microorganismos. Contrariamente, la adicion de Ni ha presentado un efecto significativamente negativo
sobre la velocidad maxima de produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa

residual para el rango de concentraciones estudiado.

e La adicion de Fe ha presentado un efecto significativamente negativo sobre la velocidad maxima de
produccion de metano en la digestion anaerobia de extrusionado de fresa residual en el rango de

concentraciones estudiado.

e La adicion de Zn ha presentado un efecto significativamente positivo sobre la velocidad maxima de

produccion de metano para el rango de concentraciones estudiado.

e El disefio factorial fraccionado ha introducido un enfoque experimental eficiente para identificar los

elementos traza deficientes en el extrusionado de fresa residual para el proceso de digestion anaerobia.
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En futuras investigaciones en el Instituto de la Grasa (CSIC) se pretende realizar una adicion de metales en
modo de operaciéon semicontinuo como siguiente paso para la mejora del rendimiento de la produccion de

metano en el proceso de digestion anaerobia.
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