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RESUMEN

En este trabajo, se propone estudiar la valorizacion del extrusionado de frambuesa
residual generado en la industria agroalimentaria de frutos rojos en la zona de Huelva
(Andalucia). Para ello, se han aplicado diferentes tratamientos mecanicos, con los que se
pretende estudiar el grado de rotura de los aquenios, que componen aprox. el 95 % del
extrusionado de frambuesa residual, y con ello, liberar y posteriormente extraer
compuestos de alto valor afiadido. También, se ha estudiado la valorizacion del
extrusionado de frambuesa, empleando los mismos tratamientos mecanicos, pero sin
previa extraccién de compuestos de alto valor afiadido, aplicando un proceso de digestion
anaerobia mediante ensayos de BMP (Biochemical Methane Potential) para el estudio de

la biodegradabilidad de este residuo. El tratamiento mecanico produjo la rotura de la



estructura de los aquenios, y con ello, la reduccion del tamafo de las particulas. Los
tratamientos mecanicos con molino de cuchillas (TMC) y la combinacién de este con
mortero (TCM) fueron con los que hubo mayor reduccién. Con los tratamientos TMC y
TCM, mediante la extraccion de compuestos de alto valor afiadido, se obtuvo un 32 %
mas que para el extrusionado de frambuesa residual sin tratar (EFR) de acido elagico
libre, que fue uno de los compuestos de alto valor afiadido mas interesante de los
determinados. Otro compuesto de alto valor afiadido también muy interesante, y que se
ha cuantificado, son las antocianinas cuyo contenido total disminuy6 con el aumento del
namero de particulas. La digestion anaerobia del EFR y de la biomasa generada tras la
aplicacion del tratamiento mecénico condujo a una produccion de metano entre 18 y 236
mL CHa/g SV, una mejora del 1.211 % con TMC respecto al EFR.

ABSTRACT

In this work, it is proposed to study the valorization of residual raspberry extrudate
generated in the berries agri-food industry in the area of Huelva (Andalusia). To this
effect, different mechanical treatments have been applied to study the degree of breakage
of the achenes, which make up approximately 95 % of residual raspberry extrudate, and
thereby release and subsequently extract of high value-added compounds. Also, the
valorization of residual raspberry extrudate has been studied, using the same mechanical
treatments, but without previous extraction of high value-added compounds, applying an
anaerobic digestion process through BMP test (Biochemical Methane Potential) for the
study of the biodegradability of this waste. The mechanical treatment resulted in the
rupture of the achenes structure, and with it, the reduction of the particle size. Mechanical
treatments with a blade mill (TMC) and the combination of this with mortar (TCM) were
the ones with the greatest reduction. With the TMC and TCM treatments, by extracting
of high value-added compounds, 32 % more was obtained than for the untreated residual
raspberry extrudate (EFR) of free ellagic acid, which was one of the most interesting high
value-added compounds determined. Another very interesting compounds of high value-
added compounds, which has been quantified, are anthocyanins, whose total content of
decreased whit the increase in the number of particles. Anaerobic digestion of EFR and
biomass generated after mechanical treatments led to methane production between 18 and
236 mL CHa/g SV, an improvement of 1211 % with TMC as compared to EFR.
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1. INTRODUCCION

1.1. FRUTOSROJOS: DEFINICION Y PRODUCCION

Los frutos rojos, también denominados frutas del bosque o “berries”, son un grupo
de frutas pequefias y carnosas, generalmente comestibles. Los frutos rojos son
caracteristicamente jugosos, de colores brillantes, dulces o agrios, y no tienen hueso,
aungue pueden contener muchas pepitas o semillas, llamadas aquenios. Dentro del grupo
de frutos rojos se pueden incluir: ardndanos, frambuesas, fresas, fresones, grosellas o
moras, entre otros. Ademas, los frutos rojos son una fuente rica de compuestos bioactivos,
como antocianinas, flavonoles, y otros polifenoles, que contribuyen a su actividad
antioxidante y diferentes funciones bioldgicas (Gagneten et al., 2019).

Debido a las propiedades que presentan y, dado su buen sabor y apariencia, la
demanda de este tipo de frutas, por parte de los consumidores, ha ido en aumento
(Gagneten et al., 2019). Segun la base de datos estadisticos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT), la produccion
mundial de frutos rojos desde el afio 2000 hasta la actualidad ha ido creciendo
significativamente (FAOSTAT, 2019). En el siguiente grafico (Figura 1), se observa que
los frutos rojos con mayor produccion son las fresas, aunque en los ultimos afios esta
aumentando la produccién de otros frutos como las frambuesas, arandanos rojos y azules,

grosellas y berries nes (otros frutos rojos no identificados por separado).
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Figura 1. Produccién mundial de frutos rojos 2000-2017 (FAOSTAT, 2019).
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Durante la temporada 2017, se obtuvieron aproximadamente 13 millones de
toneladas de frutos rojos en el mundo, de las cuales un 15,5 % fueron producidas en
Europa. De hecho, de la produccion total de frutos rojos en Europa, un 22,5 % se obtuvo
en Espafia, concentrandose la mayor produccion en Huelva (Andalucia) con un 96,9 %
(FAOSTAT, 2019; MAPA, 2019).

En Huelva, el fruto rojo con mayor produccion es la fresa (349.143 toneladas en
2017). Sin embargo, con el fin de disminuir el monocultivo de fresa y conseguir una
diversificacion en esta industria, los agricultores onubenses decidieron incluir otros tipos
de frutos rojos en sus cultivos, como frambuesas, arandanos o moras, cuyas producciones
han ido aumentando en los Ultimos afios. Estos cultivos suponen, entre otros beneficios,
un aumento de la duracion de la campafia de recogida de los frutos rojos en Huelva, la
cual hoy dia puede considerarse practicamente anual, como es el caso de la frambuesa
(septiembre-junio) (Freshuelva, 2019). De este modo, la produccion de frambuesa deja
de ser estacional y esté disponible practicamente todo el afio.

1.2. COMPOSICION GENERAL DE LA FRAMBUESA

Como se ha sefialado anteriormente, uno de los frutos rojos cuya produccion ha
aumentado significativamente en los ultimos afios en Huelva es la frambuesa (42.534
toneladas en 2017). La frambuesa (Rubus Idaeus) es el fruto del frambueso. Es una fruta
pequefia, con forma cénica o redondeada y aspecto aterciopelado de color rojo o
amarillento. La pulpa es muy aromatica y su sabor es agridulce. La frambuesa es un fruto
complejo del tipo agregado, ya que proviene de una sola flor y se forma a partir de un
gineceo apocarpico que se hace concrescente. Esta compuesto por numerosas drupas (de
ovario supero con una sola semilla (aquenio), exocarpo y mesocarpo carnosos Yy
endocarpo duro) pequefias y redondeadas, agrupandose en un pequefio receptaculo

cénico (Figura 2).
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Semillas o aquenios

Drupas

Receptaculo

Figura 2. Diagrama de la fruta de frambuesa seccionada longitudinalmente (Adaptada de:
Williamson et al., (1992)).

Las frambuesas, como las fresas y el resto de los frutos rojos, son una buena fuente
de compuestos beneficiosos, que incluyen minerales esenciales, vitaminas y &cidos
grasos, asi como una amplia gama de compuestos polifendlicos (flavonoides, acidos
fendlicos, lignanos y taninos). Son ricas en fibra dietética (6,59/1009) y fructosa (> 50 %
de azucares totales) (Bobinaite et al., 2015), y, también, una buena fuente de manganeso
y vitamina C (Rao and Snyder, 2010), y de riboflavina, &cido folico, niacina, magnesio,
potasio, cobre e hierro (Bobinaite et al., 2015).

El contenido de compuestos polifendlicos en los frutos rojos esta determinado por
muchos factores, como el genotipo, las condiciones de cultivo, las condiciones climaticas
la madurez, el tiempo de almacenamiento y las condiciones de almacenamiento
(Bobinaite et al., 2015). Las estructuras polifendlicas se caracterizan por la presencia de
uno o mas anillos aromaticos de seis carbonos, y dos 0 mas grupos fendlicos hidroxilo.
Existen cuatro clases principales de polifenoles: los flavonoides, los acidos fendlicos, los
lignanos y los taninos. Los polifenoles de la frambuesa consisten principalmente en
antocianinas y taninos hidrolizables (Rao and Snyder, 2010). Las antocianinas son los
pigmentos solubles en agua que se encuentran en las flores y las frutas, y que son
responsables de sus intensos colores rojo y azul (Melo et al., 2000). Mas especificamente,
las frambuesas son una fuente particularmente rica de glucoésidos de cianidina y son
unicas entre las “berries” por su alto contenido en elagitanino (Rao and Snyder, 2010). El
acido elagico es un compuesto polifendlico, derivado dimérico del &cido galico, que en
los frutos que lo contienen se puede encontrar en forma libre, glicosilado o como simple

o complejos elagitaninos (ésteres de acido hexahidrosidifénico). La hidrélisis acida o
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béasica de estos Gltimos provoca la liberacion de unidades de hexahidroxidifenilo (HHDP),
las cuales espontaneamente por lactonizacién forman &cido elégico libre (Figura 3). El
acido elagico se encuentra en diferentes tejidos de las frutas (piel, pulpa, semillas,
aquenios en fresas) y a distintas concentraciones (Salinas-Moreno et al., 2014).

Elagitanino HHDP Acido elagico
HO OH HO OH HO OH HO OH
Hidrélisis Lactonizacién
e
HO OH
(0] o HO OH
\ / (o]
Glucosa + Glucosa

Figura 3. Hidrdlisis de elagitanino para formar &cido elagico a través de la produccion de &cido
hexahidroxidifénico (HHDP), que lactoniza espontaneamente al &cido elagico (Hakkinen et al.,
2000).

En los dltimos afios se ha desarrollado un particular interés en determinar el
contenido de compuestos tales como antocianinas y &cido elagico, principalmente, por su
efecto positivo en la salud humana y por sus propiedades fisiologicas, tales como
antitumoral, antiperoxidativo, antioxidante, patdgenos antialimentarios, y actividades
antimutagenicas. Industrialmente, el acido elagico se utiliza en cremas, perfumes y otros
productos cosmeéticos que tienen un efecto de limpieza en la piel (Aguilera-Carbo et al.,
2008). Ademas, el acido elagico ya esta incluido en la Lista de Aditivos Alimentarios
existentes como antioxidante natural en algunos paises, incluido Japén (Tasaki et al.,
2008).

1.3. GENERACION DEL EXTRUSIONADO DE FRAMBUESA RESIDUAL

La mayor parte de la produccién de frutos rojos se vende en el mercado fresco,
pero en los Gltimos afios, una parte importante de esta produccion esta siendo destinada a
la creacién de productos transformados como mermeladas, yogures, helados, zumos, etc.
Estos productos se elaboran principalmente a partir del concentrado de la fruta, que se
obtiene mediante la extrusion de dicha fruta. Debido a su alta tasa de respiracion, los
frutos rojos exhiben una vida poscosecha muy corta. Por esta razon, hay un interés
creciente en el desarrollo de productos transformados de frutos rojos que se puedan
consumir como tales o se puedan incorporar como ingredientes en diferentes tipos de

alimentos (Gagneten et al., 2019).
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Durante el proceso industrial para la obtencion del concentrado de frambuesa, el
fruto es sometido a un tratamiento térmico de inactivacion enzimética a 65 °C y, también,
es extrusionado mediante varios tamices con diferente luz de malla (1,5 y 0,5 mm). Los
tamices retienen una fraccion residual formada por la parte fibrosa y los aquenios,
denominada extrusionado de frambuesa residual (Figura 4). En Espafa, en el 2017,
alrededor de 2000 toneladas de frambuesa, es decir, aproximadamente un 5 % de la
produccion total, se destinaron a la fabricacion de productos transformados segun datos
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA, 2019).

Recepcidn de matenia prima

$

Almacenamiento en frio

¥

Volcado

¥

Lavado y tria ‘ Agua residual

Residuos organicos

Tratamiento Enzimatico

izado ’ EItrusiunm:ltt de
- frambuesa residual
Extraccidn

¥

Concentrado
de frambuesa

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso industrial de obtencidn del concentrado de frambuesa
(Adaptada de: HUDISA (2019)).

El extrusionado de frambuesa residual generado durante el proceso industrial,
deberia ser procesado para maximizar su explotacién. Ademas, la gestion de estos

residuos deberia ser resuelta con el fin de cumplir con las legislaciones pertinentes.
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1.4.  NORMATIVA SOBRE LA GESTION DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

La gestion y el tratamiento de los residuos estan regulados normativamente a todos
los niveles institucionales. En el area de estudio existen tres poderes legislativos
ordinarios referentes al ambito de la gestion de residuos: el comunitario, el estatal y el
autonémico. De acuerdo con el concepto de jerarquia legislativa, las leyes estatales deben
recoger y aplicar las normativas establecidas por la Unién Europea (UE) a través de las
distintas Directivas Marco, que son de obligado cumplimiento para todos los paises
miembros. Dichas leyes estatales podran desarrollar la normativa e incluso aumentar los
niveles de restricciones establecidas por la Unién Europea. En Espafia, la gestion de
residuos esta directamente regulada por la legislacion autondmica, que también debe
recoger los supuestos establecidos por la legislacion comunitaria y estatal.

La Unién Europea comienza regulando los residuos en general en 1975 con la
Directiva 75/442/CEE pretendiendo proteger al mismo tiempo la salud del hombre y el
medio ambiente a través del establecimiento de un régimen juridico comunitario para la
gestion de los residuos. Tres afios més tarde, constatada la especialidad de ciertos residuos
de origen industrial, se empieza a diferenciar del resto de los residuos un determinado
tipo denominado en un primer momento: “residuos toxicos y peligrosos”. En fechas
posteriores, una serie de normas se adentran a regular, cada vez con mayor precision, el
régimen juridico comunitario de los residuos segun sus caracteristicas. De este modo, en
1991 se publica la Directiva 91/156/CEE, conocida como la “Directiva Marco”, relativa
a residuos, por la que se modifica la Directiva 75/442/CEE. El Consejo de las
Comunidades Europeas considera preciso, ademas de garantizar la eliminacion y
valorizacién de los residuos, adoptar todas aquellas medidas encaminadas a la limitacion
en la produccién de residuos. Estas normativas quedan derogadas con la Directiva
2006/12/CE relativa a los residuos, que a su vez fue derogada por la Directiva
2008/98/CE, modificada en gran parte por la Directiva (UE) 2018/851. En la Directiva
2008/98/CE modificada se indican las operaciones de eliminacion y de valorizacion.

El ordenamiento juridico espafiol relativo a la gestion de los residuos sélidos
arranca en 1975 mediante la publicacién de la Ley 42/1975 sobre desechos y residuos
solidos urbanos. No obstante, esta ley, por su antigiiedad, no recoge las disposiciones
emanadas del Consejo de las Comunidades Europeas. Por lo tanto, se elabora la Ley
10/1998 en la que se traspone la Directiva 91/156/CEE, relativa a residuos, derogandose
las leyes nacionales publicadas hasta el momento sobre este tema. Sin embargo, esta Ley

nacional sobre residuos ha sido recientemente derogada por la Ley 22/2011, de 28 de
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julio, de residuos y suelos contaminados, para incluirse en la legislacion nacional a la
nueva Directiva 2008/98/CE sobre residuos. Ademas, el Estado Espafiol ha elaborado
diferentes planes nacionales de residuos (Plan Nacional de Residuos Urbanos (2000-
2006); Plan Nacional de Lodos de Depuradoras de Aguas Residuales (2001-2006); Plan
Nacional Integrado de Residuos (PNIR) (2008-2015)); mediante “la integracion de los
respectivos planes autondmicos en los que se fijan los objetivos especificos de reduccion,
reutilizacion, reciclado y otras formas de valorizacion y eliminacién”. Asi, para el periodo
2016-2022, se ha elaborado el Plan Estatal Marco de Gestion de Residuos (PEMAR),
donde se incluyen los residuos domésticos y comerciales, los industriales, los residuos
con legislacion especifica, los agrarios y los sanitarios.

En el caso de Huelva (Andalucia), en el suroeste de Esparfia, y area objeto de
estudio, la gestion de residuos es competencia de la Junta de Andalucia, por lo que es la
legislacion autonomica la que se aplica en este &mbito. En 1999 la Junta de Andalucia,
cumpliendo con el Decreto 283/1995, de 21 de noviembre, por el que se aprueba el
Reglamento de Residuos de Andalucia, impulso la planificacion de la gestion de residuos
urbanos con objetivos renovados. Se concretd con la aprobacion del Decreto 218/1999,
de 26 de octubre, por el cual se aprobé el Plan Director Territorial de Gestion de Residuos
Urbanos de Andalucia (PDTGRUA) para el periodo 1999-2008. Sobre esta base, se ha
redactado el “Plan Director Territorial de Gestion de Residuos No Peligrosos de
Andalucia 2010-2019”, modificado mediante la Orden de 30 de diciembre de 2016, con
el que se pretende orientar la gestion de residuos no peligrosos hasta el afio 2019,
adaptandola a las tendencias mas actualizadas en relacién con la prevencion en la
generacion y gestion sostenible de residuos. Dicho plan constituye el marco que debera
regir la politica en materia de residuos no peligrosos en Andalucia hasta el afio 2019. Para
ello se han tenido en cuenta, por un lado, las estrategias establecidas por la Unién Europea
para integrar el desarrollo socioeconémico con la conservacion del medio ambiente, asi
como la normativa vigente en materia de residuos en los &mbitos europeo, estatal y
autondmico; y por otro, la situacion real de los residuos no peligrosos en Andalucia. El
Plan aborda la generacion y gestion de los siguientes residuos:

1. Los clasificados por la Ley 10/1998, de 21 de abril, de residuos como los
“generados en los domicilios particulares, comercios, oficinas y servicios, asi
como todos aquellos que no tengan la clasificacion de peligrosos y que, por su
naturaleza o composicién, puedan asimilarse a los producidos en los anteriores

lugares o actividades”. También considera residuos urbanos los siguientes:
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e Residuos procedentes de la limpieza de vias publicas, zonas verdes, areas
recreativas y playas.

e Animales domésticos muertos, asi como muebles enseres y vehiculos
abandonados.

e Residuos y escombros procedentes de obras menores de construccion y
reparacioén domiciliaria.

2. Los residuos no peligrosos que se generan en un proceso de fabricacion,
transformacion, utilizacion, consumo, limpieza o mantenimiento de una
instalacion, industria o actividad, cuya gestion no compete a los entes locales.
Dentro de los grupos anteriores, se distinguen en el presente Plan los siguientes
residuos:

e Residuos de envases.

e Residuos biodegradables.

e Residuos industriales no peligrosos (RINP).

e Neumaticos fuera de uso (NFU).

e Residuos de aparatos electricos y electrénicos (RAEE).

e Residuos agricolas no peligrosos (RANP).

e Residuos de construccion y demolicion (RCD).

e Lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales (LD).

e Pilas y acumuladores que no contienen sustancias peligrosas.

Por tanto, el residuo objeto de estudio en este trabajo se englobaria dentro la
categoria de residuos industriales no peligrosos, extrusionado de frambuesa residual.
Entre los principios rectores del Plan se encuentra la aplicacion del principio de

jerarquia en la gestion de residuos donde se prioriza, en orden descendente, la prevencidn
en la generacion de residuos, la preparacion para la reutilizacion, el reciclaje, otras
recuperaciones como la recuperacion de energia y, finalmente, el deposito en vertederos.
En el caso de residuos agroindustriales, siguiendo la jerarquia anterior, la prevencion es
la mejor opcidén seguida del tratamiento biolégico y la desintegracion térmica, y como
Gltima alternativa, la eliminacion en vertederos. Sin embargo, la deposicidn de residuos
de la industria agroalimentaria en vertederos es un método de eliminacion muy comun en
los paises desarrollados hoy en dia. Es por ello, que se estan probando diferentes

alternativas para aumentar su rentabilidad o gestion (Parthiba Karthikeyan et al., 2018).
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1.5. ALTERNATIVAS PARA LA GESTION DEL EXTRUSIONADO DE FRAMBUESA

RESIDUAL

En lasiguiente tabla (Tabla 1), se recogen algunos métodos de gestion de residuos

alimenticios, asi como algunos datos a tener en cuenta para la seleccion de éstos.

Tabla 1. Métodos de gestion de residuos alimenticios y hechos a considerar para su seleccion

(Adaptada de: Parthiba Karthikeyan et al., (2018)).

Rango de
Opcionesde  Coste impacto del Consideraciones del . .
. L Ventajas/Desventajas
tratamiento (€/t) cambio climatico proceso
(kg CO2-eqft)
- Disefios centralizados o
descentralizados Ventajas
- Compostadores abiertos Reciclaje  de  nutrientes
Compostaie 40- -50 (min.) 0 embarcados esenciales y carbono
posta] 110 850 (méax.) - Aceleracion del proceso Desventajas
mediante afladidos Tiempo de proceso largo y
especiales de cultivos o de  cuidado critico requerido
agentes de carga, etc
- Requisitos previos y Ventajas
posteriores al tratamiento  Reciclaje de materia organica
. . - Procesos de una, dos o en energia y biofertilizantes
Digestion . s .
. 45- -400 (min.) maultiples etapas Desventajas
Anaerobia . - . . .

(DA) 140 400 (max.) - Varlaples operacionales Conocimientos técnicos Yy
por ej. Temperatura, fallos de proceso en
regulaciones de presion, condiciones de
pH, etc funcionamiento deficientes
- Con, 0 sin recuperacion Ventajas
energia/calor - .

. Proceso rapido y destruccion
. - Pre-procesamiento 'y A L X
. . 50- -250 (min.) L masiva; requisitos de espacio
Incineracion . post-eliminacion de .
250 600 (max.) . Desventajas
materiales .
. . Coste y operacion altamente
- Calidad del aire vy e
. cualificada
normativa
Ventajas
. .. Barato y facil de ejecutar;
- Con o sin recuperacion equipos simples
400 (min.) de metano .
Vertederos  40-65 1200 (méax.) - Ingenieria de vertederos Desventajas

o vertidos abiertos

Requerimientos de suelo,
emisiones de GElI vy
contaminaciones ambientales

Es importante destacar que el extrusionado de frambuesa residual, generado tras la

extraccion del concentrado de la fruta, puede contener gran cantidad de los compuestos
de alto valor afiadido contenidos en la fruta (Gagneten et al., 2019; Séjka et al., 2016).
Por lo tanto, una opcion de gestion interesante, que podria ser complementaria con las
opciones mostradas en la Tabla 1, podria ser la extraccion de compuestos de alto valor

afadido del extrusionado de frambuesa residual.
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1.6. VALORIZACION DEL EXTRUSIONADO DE FRAMBUESA RESIDUAL

1.6.1. ESTUDIOS PREVIOS Y POSIBLES PRETRATAMIENTOS

Como se indicd anteriormente, el extrusionado de frambuesa residual generado en
el proceso industrial para la obtencion del concentrado de frambuesa estd formado por
una parte fibrosa y por los aquenios de dicha fruta. En estudios anteriores, se ha
determinado que los aquenios representan casi el 80 % en peso de la torta de prensa (Sojka
et al., 2016). Los aquenios son una materia prima valiosa, ya que contienen una amplia
variedad de compuestos como los aceites etéricos y los &cidos grasos, nutrientes
esenciales para la alimentacion animal, polifenoles, lipidos y lipoproteinas, y tienen
propiedades antioxidantes (Samoraj et al., 2019).

En un estudio anterior, se determind el porcentaje de aquenios presentes en el
extrusionado de frambuesa residual, obteniéndose, aproximadamente, un 90 % en peso
seco. Con el fin de romper la estructura del aquenio, liberar los compuestos de alto valor
afiadido contenidos en ellos y solubilizarlos, se aplicaron al residuo un total de 6
tratamientos hidrotérmicos en un rango de temperatura entre 60 y 210 °C (con un
incremento de 30 °C), aplicandose, ademas, en el caso del pretratamiento a 210 °C, una
explosion de vapor. Como resultado se obtuvo que, aproximadamente, un 94 % en peso
seco de la fase sdlida obtenida estaba compuesta por aquenios. Ademas, como puede
observarse en la Figura 5, los aguenios después de cada tratamiento hidrotérmico tienen
la misma forma y tamafio, mientras que su color es lo Unico que varia. Finalmente, se
concluy6 que los tratamientos hidrotérmicos y el tratamiento hidrotérmico con explosion

de vapor no fueron lo suficientemente severos para romper la estructura de los aquenios.

Figura 5. Aspecto de los aquenios del extrusionado de frambuesa residual sin tratar (Raw RE) y

tras la aplicacion de tratamientos hidrotérmicos a diferentes temperaturas.
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Por tanto, una alternativa interesante podria ser la aplicacion de otro tipo de
tratamiento, como por ejemplo un tratamiento mecénico, con el que poder romper la
estructura del aquenio, y liberar asi los compuestos contenidos en ellos. En estudios
anteriores, donde se aplicaron diferentes tipos de tratamientos sobre residuos ricos en
material celul6sico, como es el caso de este residuo, el tratamiento mecanico fue el mas
efectivo (Bong et al., 2018).

1.6.2. EXTRACCION DE COMPUESTOS DE ALTO VALOR ANADIDO

La extraccion de compuestos de alto valor afiadido, como compuestos
polifendlicos, permitiria considerar el extrusionado de frambuesa residual como un
subproducto, en lugar de un residuo sin ningun valor economico. Como ya se ha
mencionado, los aquenios contienen una amplia variedad de compuestos entre los cuales
se encuentran los compuestos polifendlicos (Samoraj et al., 2019). Resultados de
investigaciones anteriores han demostrado que los componentes principales de la fraccion
polifendlica de los aquenios de fresa y frambuesa son elagitaninos y proantocianidinas, y
que los contenidos de antocianinas y flavonoles son insignificantes en comparacion con
los valores analizados en frutos de estas especies (Kosmala et al., 2015).

Con la finalidad de romper la estructura del aquenio y conseguir liberar los
compuestos polifendlicos contenidos en ellos, una alternativa interesante podria ser la
aplicacion previa de un tratamiento mecanico al residuo generado en la obtencion del
concentrado de frambuesa, para posteriormente aplicar un proceso de extraccion de
compuestos de alto valor afiadido. En estudios anteriores, se ha demostrado que los
procesos de reduccion del tamafio de particulas, como la molienda con bolas y nanobolas
y la molienda ultrafina, aumentan el contenido fenolico extraible con disolventes en los
granos de cereales, principalmente porque aumentan la superficie especifica de los
materiales de las particulas y, por lo tanto, la accesibilidad de los compuestos fendlicos a
los disolventes de extraccion (Wang et al., 2014).

La extraccion de compuestos de alto valor afiadido del extrusionado de frambuesa
residual seria una de las opciones que podrian proponerse para valorizar dicho residuo,
sin embargo, tras su aplicacion seguiria quedando un volumen de residuo, el cual

necesitaria mas tratamiento y estabilizacién.
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1.6.3. DIGESTION ANAEROBIA

A fin de tratar, valorizar y estabilizar la biomasa generada tras el proceso de
obtencion del concentrado de frambuesa, como segunda propuesta se podria implementar
un proceso que permita la obtencion de energia o subproductos de interés, y la
estabilizacién de la biomasa final, como el proceso de digestion anaerobia. La digestion
anaerobia (DA) es un proceso bioldgico en el cual la materia orgénica, en ausencia de
oxigeno, y mediante la accién de un grupo de bacterias especificas, se transforma en
productos gaseosos o “biogas” (CHs, CO2, Hz, H2S, etc.), y en digestato, que es una
mezcla de productos minerales (N, P, K, Ca, etc.) y compuestos de dificil degradacion
(Serrano, 2015). La composicion del biogas depende del material digerido y del
funcionamiento del proceso, pero normalmente tiene un contenido de CHs entre 45-85 %
y 15-45 % de CO2, con otros gases en pequefias cantidades (Hz, H2S, NHs y N2) (Schnlrer
and Jarvis, 2018).

Los estudios bioguimicos y microbiologicos realizados hasta el momento dividen
el proceso de descomposicidn por digestion anaerobia en cuatro fases o etapas principales

(Figura 6): Hidrolisis, fermentacion o acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.

MATERIA ORGANICA COMPLEJA

PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS
1 1 1 Hidraolisis
; s ACIDOS GRASOS DE CADENA LARGA
AMINOACIDOS, AZUCARES ALCOHOLES
\ / Acidogénesis
PRODUCTOS INTERMEDIOS
1 (Propiénico. butirico, valérico, etc.) 1
2 .
Acetogénesis
3
ACETATO H,+CO,

\ / Metanogénesis
CH,+ CO,

Figura 6. Esquema de reacciones y grupos microbianos implicados en el proceso de

digestion anaerobia (Adaptado de: Pavlostathis y Giraldo-Gomez (1991)). Los nimeros indican la
poblacién bacteriana responsable del proceso: 1: bacterias fermentativas o acidogénicas; 2:
bacterias acetogénicas que producen hidrégeno; 3: bacterias homoacetogénicas; 4: bacterias

metanogénicas hidrogenotréficas; 5: bacterias metanogénicas acetoclasticas.
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La primera etapa del proceso de digestion anaerobia es la hidrolisis de particulas
y moléculas complejas (proteinas, carbohidratos y lipidos) que son hidrolizadas por
enzimas extracelulares producidas por los microorganismos acidogénicos o
fermentativos. Como resultado, se producen compuestos solubles mas sencillos
(aminoécidos, azlcares y acidos grasos de cadena larga) que serdn metabolizados por las
bacterias acidogénicas dango lugar, principalmente, a acidos grasos de cadena corta,
alcoholes, hidrégeno, diéxido de carbono y otros productos intermedios. Los acidos
grasos de cadena corta son transformados en &cido acético, hidrégeno y dioxido de
carbono, mediante la accién de los microorganismos acetogénicos. Por Gltimo, en la etapa
final del proceso de digestion anaerobia, la etapa de metanogénesis, los microorganismos
metanogénicos producen metano a partir del acido acético, hidrogeno y didxido de
carbono.

La digestion anaerobia presenta algunas ventajas fundamentales en comparacion
con otras tecnologias de tratamiento, como la posibilidad de trabajar en diferentes rangos
de temperatura (psicrofilico, mesofilico y termofilico), altas tasas de carga organica, alta
eficiencia y, también, el metano producido puede ser utilizado como fuente de energia
para calefaccion y electricidad debido a su valor calorifico (35,793 kJ/m?; a 1 atmy 0 °C),
que equivale a 1 kg de carbdn crudo o 0,76 kg de carbdn estandar (Fermoso et al., 2018;
Serrano, 2015; Wheatley, 1990; Zeng et al., 2007). El uso del biogéas para el suministro
energético reduce la desforestacion, la erosion del suelo y la contaminacion ambiental, y
también puede mejorar la eficiencia energética de varios procesos de produccién debido
a la contribucion energética que proporciona (Bozym et al., 2015). Ademas, después del
proceso de digestion anaerobia, se produce un residuo humedo Illamado digestato. El
digestato es una mezcla de materia organica parcialmente estabilizada, biomasa
microbiana y compuestos inorganicos. Debido a su elevado contenido en carbono,
nitrégeno y fosforo, varios autores han propuesto que el digestato podria emplearse como
fuente de nutrientes para la agricultura (Alburquergue et al., 2012; Fermoso et al., 2018;
Kaparaju et al., 2012; Tsachidou et al., 2019; Vaneeckhaute et al., 2017). No obstante,
existen una serie de parametros ambientales y operacionales que deben controlarse para
que el desarrollo del proceso de digestion anaerobia sea correcto. Estos parametros son:
el pH, alcalinidad, potencial redox, nutrientes, sustancias toxicas o inhibidores,
temperatura, agitacion, tiempo de retencion hidraulica (TRH) o la velocidad de carga
organica (VCO) (Schnurer and Jarvis, 2018).
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El extrusionado de frambuesa residual debe ser tratado y estabilizado. Para esto,
una opcion interesante podria ser la combinacion de un tratamiento mecénico y una
posterior digestién anaerobia, cuyo objetivo seria degradar y estabilizar la materia
organica resultante del tratamiento. El pretratamiento para reducir el tamafio de las
particulas tiene dos efectos: primero, si el sustrato tiene un alto contenido en fibra y baja
degradabilidad, la trituracion del sustrato aumenta la produccién de gas; segundo, puede
conducir a una digestion mas rapida. Las particulas mas pequefias aumentan la superficie
disponible para los microorganismos, lo que resulta en una mayor disponibilidad de
alimentos para las bacterias; por lo tanto, la biodegradabilidad anaerébica aumenta (1zumi
et al., 2010; Jain et al., 2015).

En varios estudios se ha sugerido que un mayor tamafio de particula produce una
menor produccion de metano debido a la disminucion de la degradacion de la demanda
quimica de oxigeno (DQO), lo que significa que el tamafio de particula es inversamente
proporcional a la tasa de utilizacion maxima del sustrato (Esposito et al., 2011; Jain et al.,
2015). En un estudio realizado por Palmowski y Miuller (2003), se trataron varios
sustratos organicos, entre ellos el heno y las semillas de girasol, aplicando molino de
cuchillas y molino de bolas, lo que dio lugar a la reduccién del tamafio de las particulas,
asi como a la solubilizacién de la DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), acompariada de
una mayor biodegradabilidad, sobre todo a partir de sustratos con un alto contenido en
fibra.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo de investigacion se centra en el estudio de la
viabilidad de dos alternativas que permitirian tratar el residuo de frambuesa generado en
la industria agroalimentaria como un subproducto, en lugar de un residuo sin ningtn valor
econdmico: la extraccion de compuestos de alto valor afiadido y la aplicacion de un
proceso de digestién anaerobia, ambas aplicadas tras la realizacion de un tratamiento
mecéanico, con el cual se consiguiese liberar los compuestos contenidos en el interior de
los aquenios para extraerlos o mejorar la digestion anaerobia. Para ello, se han realizado
los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluacién de la rotura de la estructura de los aquenios y de la reduccion del
tamafo de las particulas que conlleva la aplicacion de diferentes tratamientos
mecanicos.

2. Evaluacion del efecto de diferentes tratamientos mecanicos aplicados al
extrusionado de frambuesa residual sobre la extraccion de compuestos de alto
valor afiadido.

3. Evaluacion del efecto de diferentes tratamientos mecanicos aplicados al

extrusionado de frambuesa residual en el proceso de digestion anaerobia.

En la Figura 7 se muestra un esquema general del trabajo que se ha realizado para

alcanzar estos objetivos.

Extrusionado de Frambuesa Residual

\ 4

Tratamientos Mecanicos

|

+ ! v I !
Molino de Molino de Molino de Mortero Molino de cuchillas
bolas (TMB) martillo (TMM)  cuchillas (TMC) (TMO) + mortero (TCM)

\ 4 \ 4

Extraccion de compuestos
de alto valor afiadido

\ 4 4 3 3

CHyy CO, Digestato

Digestion Anaerobia a 37 °C

Acido Elagico Antocianinas

Figura 7. Esquema general de trabajo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.  SUSTRATO

La empresa suministradora del extrusionado de frambuesa residual utilizado en
los ensayos ha sido HUDISA, establecida en Lepe (Huelva), sudoeste de Espafia.
HUDISA la conforman las 19 cooperativas productoras de frutos rojos mas importantes;
procesa y comercializa fruta congelada, purés y concentrados de fresa, frambuesa, mora
y arandano, con origen en la provincia de Huelva.

El extrusionado de frambuesa residual (EFR) (Figura 8), se obtuvo en la campafa
2018-2019, cuya toma de muestra tuvo lugar el 19 de febrero de 2019. En el proceso
industrial, el extrusionado de frambuesa residual fue cribado con un tamiz de 0,5 mm, vy,

ademas, fue sometido a un tratamiento térmico de inactivacion enzimatica a 65 °C.

Figura 8. Extrusionado de frambuesa residual (EFR).

El muestreo se llevd a cabo en las propias instalaciones de HUDISA donde se
encuentra almacenado dicho residuo. Se utilizé el método del cuarteo para obtener una
muestra representativa del sustrato (50 kg), el cual fue trasvasado a bolsas de plastico
herméticas que se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta el dia de su uso, para evitar el
deterioro del producto. Una vez realizados los tratamientos mecéanicos, las fracciones
resultantes se guardaron en una camara frigorifica a 4 °C, para preservarlas y evitar

fermentaciones no deseadas que alterasen de manera significativa su composicion.
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3.2. TRATAMIENTOS MECANICOS

Se llevaron a cabo un total de cinco tratamientos mecénicos diferentes, para los
cuales se utilizaron distintos equipos o sistemas. En cada uno de ellos se trataron 60 g de
sustrato, que se dividieron en tres partes equitativas (aprox. 20 g) con el fin de facilitar el
funcionamiento de los equipos. Los tratamientos realizados, son los siguientes:

1. Tratamiento con molino de bolas (TMB).

2. Tratamiento con molino de martillo (TMM).

3. Tratamiento con molino de cuchillas (TMC).

4. Tratamiento con mortero (TMO).

5. Combinacion: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero (TCM).

En el tratamiento mecanico con molino de bolas (TMB) se utilizd un molino
de bolas planetario Retsch modelo S1 (Haan, Alemania) (Figura 9.A). La muestra fue
vertida en un recipiente de molienda de piedra (50 mL) junto a un total de cuatro bolas
de 1 cm de didmetro del mismo material (Figura 9.B). El recipiente de molienda fue
colocado en el interior del equipo de forma excéntrica sobre la rueda principal (Figura
9.C). La rueda principal gira en sentido contrario que el recipiente de molienda con una
relacion de velocidad de 1:-2. EI movimiento de las bolas dentro del recipiente es afectado
por un efecto Coriolis debido al movimiento giratorio diferente de éstos con respecto a la
rueda principal. La diferencia de velocidad entre las bolas y el recipiente se traduce en
una accion combinada de fuerzas de choque y friccion gque librea gran cantidad de energia
dinamica. La gran interaccion entre dichas fuerzas es responsable del alto grado de
trituracion de los molinos de bolas planetarios. El equipo se puso en funcionamiento
durante 20 minutos a la maxima velocidad (velocidad de giro de la rueda principal: 100
— 650 minY).

Rl

Figura 9. A) Molino de bolas planetario Retsch modelo S1; B) Recipiente de molienda y bolas

utilizados; C) Rueda principal giratoria y espacio para el recipiente de molienda.
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En el tratamiento mecénico con molino de martillo (TMM) se utilizé un molino
de martillo de micro impacto Culatti A, modelo DFH 48 (Steinen, Suiza) (Figura 10.Ay
10.B). La muestra fue colocada en un recipiente de almacenamiento situado en la parte
superior del equipo, que se encuentra separada de la cdmara interna del molino (camara
de molienda) mediante un separador metalico. Cuando el separador es retirado, la muestra
pasa al interior de la camara de molienda, la cual esté constituida por un borde dentado y
unas aspas con terminaciones dentadas (Figura 10.C). El equipo se puso en
funcionamiento durante 30 segundos a la maxima velocidad (velocidad de rotacion
controlable entre 50 y 6.000 min). Pasados los 30 segundos, en un periodo de 10-20
segundos, se fue disminuyendo la velocidad poco a poco hasta detener el funcionamiento
del equipo. El equipo se puso en funcionamiento siguiendo estas indicaciones 3 veces. El
giro de las aspas dentadas alrededor del borde dentado y las fuerzas de impacto y friccion

gue ejerce un aguenio con otro, provocan la rotura de éstos.

Figura 10. A) y B) Molino de martillo de micro impacto Culatti AG modelo DFH 48; C) Interior de

la camara de molienda.

En el tratamiento mecanico con molino de cuchillas (TMC) se utilizé un
molinillo de café de acero inoxidable Taurus modelo Aromatic (Oliana, Barcelona)
(Figura 11.A 'y 11.B). Dos cuchillas afiladas y de acero inoxidable giran en el centro del
contenedor de molienda. El equipo se puso en funcionamiento durante 5 minutos en 3
periodos diferentes, es decir, un total de 15 minutos. Una velocidad preseleccionada que
se mantiene electrénicamente garantiza resultados reproducibles. La reduccion del
tamafo del aquenio en este caso dependera de la velocidad de giro que tengan las

cuchillas, y del corte que estas provocan sobre el aquenio.
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Figura 11. A) y B) Molinillo de café de acero inoxidable Taurus modelo Aromatic.

En el tratamiento mecanico con mortero (TMO) se utiliz6 un mortero de
porcelana con mano de 550 mL de la marca HDN ceramics (Figura 12). El trabajo
manual se realizé durante 10 minutos. Las fuerzas de impacto y friccion ejercidas sobre
los aquenios con la mano y la misma friccion entre un aquenio y otro son las responsables
de la reduccion de su tamafio.

Figura 12. Mortero de porcelana con mano HDN ceramics.

Por ultimo, para llevar a cabo la combinacion de los tratamientos mecanicos
con molino de cuchillas y mortero (TCM) se realizo, en primer lugar, la molienda de la
muestra con el molinillo de café antes descrito y posteriormente, la muestra fue trasvasada
al mortero donde se aplico el trabajo manual. Para ambos tratamientos fueron aplicados

los tiempos descritos en los tratamientos individuales correspondientes.
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3.3.  CUANTIFICACION DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO MECANICO

Con el fin de cuantificar el grado de rotura provocado en el sustrato por los
diferentes tratamientos mecanicos aplicados, se determiné el tamafio de las particulas del
extrusionado de frambuesa residual sin tratar (EFR) y de las muestras obtenidas tras la
aplicacion de los diferentes tratamientos mecénicos, utilizando un contador de colonias
automatico Ultra-HD Scan 4000 (Interscience, Saint Nom (Francia)) (Figura 13). Para
llevar a cabo este proceso, se secO aproximadamente 1 g de EFR y de cada una de las
muestras obtenidas tras la aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos, en una
estufa a 105 °C durante 24 horas. Posteriormente, las muestras secas se distribuyeron
individualmente (0,05 g aprox.), por triplicado, en placas Petri, las cuales contenian una
pequefia cantidad de una solucion semisdlida de agar al 7 %, con el fin de evitar el

movimiento de las particulas.

interscience

Figura 13. Contador de colonias automatico Ultra-HD Scan 4000, versién 8.0.10.0 (Interscience).

El contador de colonias automatico Ultra-HD Scan 4000 detecta particulas con un
tamafo minimo de 0,05 mm, y placas Petri con un didmetro entre 55y 150 mm. El equipo
consta de una camara Ultra-HD con una resolucion de 5 Mpx, realiza el conteo de forma
automatica, pero, ademas, es posible el control manual. Las particulas detectadas se
resaltan y marcan con un cuadrado de color rosa (Figura 14). En este trabajo, se utilizd
un rango de deteccion de particulas de 0 a 3 mm, el namero total de particulas se contd

cada 0,25 mm y se utiliz6 un diametro de deteccion para las placas Petri de 82,6 mm.
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Figura 14. Cuantificacion del namero total de particulas (O mm) con el contador de colonias

automatico Ultra-HD Scan 400 de diferentes muestras: A) Molino de bolas y B) Molino de cuchillas.

3.4. EXTRACCION DE COMPUESTOS SOLUBLES

Para analizar la fraccidn soluble del sustrato sin tratar y de las diferentes fracciones
obtenidas tras la aplicacion de los distintos tratamientos mecanicos, se ha realizado una
extraccion con agua de los compuestos solubles. Para ello, a 20 g de muestra se han
afiladido 160 g de agua destilada, manteniéndose en agitacion durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, el liquido obtenido ha sido centrifugado y filtrado con
microfiltros de nailon de 0,45 pum. Este método permite cuantificar los compuestos
solubles en las muestras solidas de este trabajo y también es ampliamente utilizado para
el analisis de compuestos solubles en materiales compostados (Thompson et al., 2001).
La muestra obtenida se utilizara para la realizacion de las siguientes determinaciones
analiticas: Demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs), azucares totales solubles en

agua y acidos uronicos solubles en agua.

3.5. EXTRACCION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS
3.5.1. MEeTODO 1
La extraccion y posterior fraccionamiento de los compuestos polifendlicos
utilizando el método 1 se ha llevado a cabo de acuerdo con el método descrito por Pérez
et al. (2017), ligeramente modificado.
En primer lugar, para llevar a cabo la extraccién se pesaron 10 g de muestra (dos

replicados por cada muestra) y se les adiciond 20 mL de una mezcla de Metanol/Agua al
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80 % (v/v). Esta mezcla se ha mantenido en agitacion constante durante 24 horas a
temperatura ambiente, y en ausencia de luz con el fin de evitar la degradacion de estos
compuestos que son fotosensibles (Aguilera-Carbo et al., 2008). Transcurrido este
tiempo, la mezcla ha sido filtrada en un embudo Buchner utilizando filtros de microfibra
de vidrio de 47 mm al vacio.

En segundo lugar, para llevar a cabo el fraccionamiento del extracto obtenido, una
alicuota de 5 mL del filtrado se colocé en una miniplaca Petri de vidrio y fueron
evaporados en la oscuridad hasta sequedad en un horno ventilado a una temperatura
inferior a los 40 °C, con el fin de evitar la degradacion de algunos compuestos
polifendlicos que son termosensibles (Struck et al., 2016). El residuo seco se redisolvio
con 1 mL de una disolucion de H.SO4 0,2 N que contenia 0,05 % de EDTA, y se cargd
en una columna SPE Cis (50 mg) (Figura 15) previamente acondicionada con un
volumen de metanol puro (6 mL) y tres volimenes de agua desionizada (Supelco,
Bellefonte, PA). Los pasos de redisolver y carga se repiten tres veces mas, asegurandose
que no queda color en la placa Petri. Las antocianinas y otros compuestos polifenélicos
fueron absorbidos en la columna mientras que los azlcares, acidos organicos y otros
compuestos se eluyeron con hasta 4 mL de la misma disolucion. Después del secado
completo de la columna, los compuestos polifendlicos se eluyeron con 2 0 3 mL de
metanol (dependiendo de la concentracion de estos compuestos en la columna), fraccion
que se considera polifenoles totales. Los extractos fueron filtrados a través de filtros de
nailon de 0,45 um antes de realizar el ensayo colorimétrico de Folin-Ciocalteu, y a través

de filtros de nailon de 0,22 um antes del analisis con HPLC.

Figura 15. Columna SPE Cis (Supelco, 50 mg) utilizada en el fraccionamiento del extracto obtenido

en la extraccion.
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3.5.2. METODO?2

La extraccion de los compuestos polifendlicos utilizando el método 2 se ha
Ilevado a cabo de acuerdo con el método descrito en Garcia et al. (2016) para el aceite de
oliva virgen, ligeramente modificado.

Para la obtencién de la fraccién de compuestos polifendlicos totales, a 10 g de
muestra se han adicionado 20 mL de una mezcla de Metanol/Agua al 80 % (v/v),
manteniéndose durante 1 hora a 70 °C en un bafio de agua. Transcurrido este tiempo, la
mezcla ha sido filtrada en un embudo Buchner utilizando filtros de microfibra de vidrio
de 47 mm al vacio, considerando esta fraccion polifenoles totales. Los extractos fueron
filtrados a través de filtros de nailon de 0,22 um antes del analisis con HPLC.

3.6. ENSAYO DE DIGESTION ANAEROBIA

Para evaluar el potencial de recuperacion de energia en forma de metano mediante
digestion anaerobia se ha realizado un ensayo BMP (Biochemical Methane Potencial),
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 BMP pueden influir diferentes factores (Angelidaki et al., 2009;
Cardenas Cleves et al., 2016; Raposo et al., 2011) que pueden agruparse en cuatro grandes
grupos: los relacionados con el inéculo, con el sustrato, con las condiciones
experimentales y con el procedimiento operativo. A continuacion, se detallan las

condiciones experimentales empleadas durante el desarrollo del presente estudio.

3.6.1. INOcULO
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., que
se encuentra situada en el paraje La Caridad — Cafiada de Pero Mingo, s/n — 41020, Sevilla
(Sevilla). Tras caracterizar dicho indculo, se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla
2):

Tabla 2. Caracterizacion del in6culo.

Solidos Totales Sélidos Minerales Sélidos Volatiles Alcalinidad

pH (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg CaCOs/L)

Indculo 7,3+0,1 63.000 + 820 17.400 £ 470 45.605 + 420 2.73040
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3.6.2. SUSTRATOS
Los sustratos seleccionados para este ensayo han sido: Extrusionado de frambuesa
residual sin tratar (EFR), y las muestras obtenidas tras la aplicacion del tratamiento
mecénico con molino de bolas (TMB), del tratamiento mecanico con molino de martillo
(TMM) y del tratamiento mecéanico con molino de cuchillas (TMC). Estos sustratos, han
sido caracterizados de acuerdo a sus propiedades relevantes y su idoneidad para la
degradabilidad.

3.6.3. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Relacion entre el inéculo y el sustrato (RIS)

Chudoba et al. (1991) expuso claramente que la RIS es uno de los parametros mas
importantes en los ensayos de BMP. Ademas, las unidades utilizadas (ST; Solidos
Totales, SV; Soélidos Volatiles o DQO; Demanda Quimica de Oxigeno) deben ser
claramente indicadas. Las determinaciones de BMP se establecieron resaltando la
importancia de usar una RIS adecuada para controlar el proceso de biodegradacion. 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 conocer la cantidad de sustrato a
introducir en los reactores en el ensayo de BMP, se establece una relacion de solidos

volatiles (SV) entre el in6culo y el sustrato con una ratio de 2 (3:1,5 g de SV).

Condiciones de operacion

Para llevar a cabo el ensayo, 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 mesofilico. Concretamente, se mantuvo
la temperatura entre 35 y 37 °C, utilizando un termostato de inmersioén “Termotronic I1”
(JP Selecta S.A., Abrera (Barcelona)) colocado en el interior del bafio con agua. La
agitacién se ha mantenido constante (300 rpm) en los reactores mediante agitadores
magnéticos para favorecer la transferencia de materia. El tiempo de duracién del ensayo
han sido un total de 33 dias.

En este ensayo, la presencia de oxigeno en el espaciado de cabeza de los reactores
ha sido eliminada mediante una corriente de nitrégeno gaseoso puro al inicio del
experimento.

Los ensayos en discontinuo deben realizarse a valores de pH entre 7,0y 7,8. La

alcalinidad controla la capacidad del sistema para neutralizar los acidos y proporciona
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resistencia a cambios significativos y rapidos en el pH, lo que también se conoce como
“capacidad de amortiguacion”. Un rango optimo de alcalinidad para amortiguar los
cambios de pH producidos por la presencia de acidos grasos volatiles seria entre 2.500 y
5.000 mg CaCOs/L (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
indculo una cantidad conocida (20 mL) de una disolucién 0,6 M de bicarbonato sodico
(NaHCO:s).

Est& bien documentado que todos los procesos microbianos requieren nutrientes
y oligoelementos (metales y vitaminas) durante la biodegradacion organica (Angelidaki
and Sanders, 2004). Sin embargo, no esta claro si en las condiciones normales de un
ensayo de BMP se dispone de suficientes nutrientes del indculo y/o del sustrato organico,
0 si se necesitan suplementos adicionales (Raposo et al., 2011). Por esta razon, la mezcla
de inoculo y sustrato se complemento con un 20 % (v/v) de un medio que contiene micro

y macronutrientes descrita en Raposo et al. (2006) (Tablas 3y 4).

Tabla 3. Disolucion de micronutrientes o elementos trazas.

FeCl2-4H20 2.000 mg/L (NH4)6M07024-4H.0 50 mg/L
CoCl2-6H20 2.000 mg/L H3BOs 50 mg/L
MnCl,-4H.0 500 mg/L ZnCl, 50 mg/L
AICl3-6H20 90 mg/L CuCl2:2H.0 38 mg/L

Tabla 4. Disolucién de macronutrientes (cinco veces concentrada).

NH4CI 1,40 g/L CaCl>-2H20 0,50 g/L
KH2PO4 1,25 g/L Extracto levadura 0,50 g/L
MgSQ4-H,0 1,00 g/L Micronutrientes 5,00 mL/L

Sistema de medicion de gas

En este ensayo, para medir la produccion de metano se han empleado gasémetros
de 0,5y 1,0 L sumergidos en una disolucion de NaOH 2N, por su propiedad de absorber
quimicamente el CO- presente en el biogas (Ec. 1), 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 gasémetros a través de tubos de goma, de modo

que se eviten pérdidas de este o la entrada de oxigeno al sistema.

2NaOH + CO, - Na,CO; + H,0 (Ec. 1)
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3.6.4. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

El sistema BMP a escala laboratorio que se ha utilizado en este ensayo se puede

observar en la siguiente imagen (Figura 16).

Figura 16. Sistema experimental utilizado para el ensayo de BMP (Biochemical Methane

Potencial).

Una vez montado el ensayo, los reactores se mantuvieron durante 24 horas con
una alimentacion de glucosa, es decir, no fue alimentado con el sustrato objeto de estudio,
con el objetivo de asegurar la estabilidad del sistema.

Después de alimentar los reactores, se ha medido diariamente el volumen de gas
generado. Posteriormente, se hicieron 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 de cada muestra y con reactores blancos, sin sustrato, para
obtener la produccién no debida al sustrato. Los volimenes de metano acumulado se
representaron graficamente en funcion del tiempo de digestion.

Cada reactor con volumen final de 240 mL contenia: la cantidad correspondiente
de in6culo y de sustrato, 50 mL de la disolucién de nutrientes, 20 mL de NaHCOs3 y agua

destilada hasta alcanzar el volumen final de 240 mL.
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3.7. ESTUDIO CINETICO

Los parametros cinéticos y el ajuste matematico de los procesos anaerdbicos se
determinaron numéricamente a partir de los datos experimentales obtenidos, mediante
una regresion no lineal utilizando el software SigmaPlot (version 11.0). EI modelo
cinético utilizado ha sido el modelo de Funcién de Transferencia (TF), el cual ha sido
aplicado por otros autores para extrusionados de fresa y frambuesa (Trujillo-Reyes et al.,
2019), asi como para otros residuos agroindustriales (Donoso-Bravo et al., 2010; Pinto-
Ibieta et al., 2016; Serrano et al., 2017), usando la siguiente expresion (Ec. 2):

B = B, * (1 —exp [%:IOD (Ec. 2)

donde B (mL CH./g SV) es la produccion acumulativa especifica de metano, Bm (mL
CHa/g SV) es la produccién maxima de metano, Rm (mL CHa/g SV d) es la velocidad
maxima de produccion de metano, t (d) es el tiempo y A (d) es el tiempo de retardo.
Adicionalmente, R?, error (%) y el error estandar de estimacion (cest) fueron
determinados para evaluar el ajuste y la precision de los resultados. El error fue definido
como la diferencia en porcentaje entre la produccién experimental acumulativa final de

metano y Bm,

3.8. METODOS ANALITICOS
3.8.1. pH
Para la determinacion del pH, se ha utilizado un multimetro portéatil Sension+
MM2150 marca HACH 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 decimales. Diariamente
se ha procedido a la calibracion de este con soluciones tampdn de la marca HACH de pH:
4,01; 7,00y 9,21.

3.8.2. ALCALINIDAD
La alcalinidad de un agua es una medida de su capacidad para amortiguar cambios
de pH. El valor medido puede variar significativamente con el pH del punto final
utilizado. Ademas, es importante en muchos usos y tratamientos de aguas naturales y
residuales porque es funcién fundamentalmente del contenido en carbonatos,
bicarbonatos e hidréxidos, si bien los valores medios de alcalinidad incluyen también la

contribucidn de boratos, fosfatos, silicatos y otras bases presentes en la muestra analizada.
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Para determinar la alcalinidad se ha utilizado un equipo de titracién automatico
Crison modelo pH-Burette 24 1S, constituido por un medidor de pH con bureta de 10 mL.
Se ha tomado un volumen conocido de muestra en un vaso de precipitado, y se le ha ido
afiadiendo lenta y automéaticamente una disolucion de &cido sulfurico 0,02 N, hasta
alcanzar un punto final con pH 4,50. Este punto corresponde a la conversion de la mayor
parte del HCO3 a H,CO5. Se mide el volumen gastado de &cido y el resultado se expresa
en mg CaCOs/L (APHA, 2012).

La alcalinidad de la muestra viene dada por la siguiente expresion:

V-N-50-1000
Vn

Alcalinidad (mg CaCOs/L) =

donde:

V = volumen gastado de acido sulfarico, mL.
N = normalidad del &cido sulfarico (0,02 N).
50 = peso equivalente del CaCOs.

Vm = volumen tomado de muestra, mL.

3.8.3. SOLIDOS TOTALES (ST), MINERALES (SM) Y VOLATILES (SV)
Solidos Totales (ST)

La determinacion de los sélidos totales incluye tanto los sélidos organicos como

los inorganicos presentes en la muestra. Para su determinacion, se pesa 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 seca en estufa
a 103-105 °C hasta alcanzar peso constante. El incremento de peso experimentado por el
crisol representa el contenido en sélidos totales de la muestra. La siguiente formula
permite expresar los resultados en mg/kg (APHA, 2012).

mg) _ (A-B)x10°

ST (—

kg m

donde:

ST = sdlidos 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 la muestra, g.
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Soélidos Minerales (SM)

El crisol con el residuo seco procedente de la determinacion de solidos totales, de
peso conocido, se lleva a un horno mufla a 550 °C donde se calcina 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 (APHA, 2012).

@) _ (A — B)x10°

SM(kg

m
donde:

SM = s6lidos minerales presentes en la muestra, mg/kg.
A = peso de la muestra calcinada mas el peso del crisol, g.
B = peso del crisol, g.

m = masa inicial de la muestra, g.

Sélidos Volatiles (SV)

Los sélidos volatiles se calculan como la diferencia entre los solidos totales y los
solidos minerales. La siguiente formula permite expresar los resultados en mg/kg (APHA,
2012).

SV(mg/kg) = ST — SM
donde:
SV = solidos volatiles presentes en la muestra, mg/kg.
ST = sdlidos totales presentes en la muestra, mg/kg.

SM = sélidos minerales presentes en la muestra, mg/kg.

3.8.4. DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO TOTAL Y SOLUBLE (DQOT1 Y DQOs)

La demanda quimica de oxigeno (DQO) 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 DQO- es el de la oxidacion con
dicromato (K2Cr.07) a reflujo abierto. La muestra se somete a una oxidacion quimica en
caliente (150 °C), por adicion de un exceso de oxidante (K.Cr.0O7) de concentracion
conocida, en un medio &cido fuerte (H2SO4) y con la presencia de un catalizador (Ag2SOa4)
(Ec. 3). Ademas, con el objetivo de reducir interferencias como cloruros, se aflade HgSOa.

Tras el periodo de digestion (2 horas), el exceso de dicromato que no ha reaccionado se
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valora frente a FAS (sulfato de hierro (II) y amonio hexahidratado,
(NHa)2Fe(S04)2-6H20, conocido como sal de Mohr) (Ec. 4), con ferroina como

indicador.

Ag,S0O
CoHyON, + x Cr,02~ + y H* 22300, + 2 Hy0 + ¢ NHF +2x Cr3*  (Ec. 3)

x Cr,02~ + 14H* + 6Fe?t —» 2Cr3* + 6Fe3t + 7H,0 (Ec. 4)

Para cuantificar la cantidad de dicromato afadida y posibles interferencias de
materia organica aportadas con el agua de dilucién a las muestras, se incluye junto a la
muestra, un blanco con agua destilada. Por diferencia con el blanco, se determina la
cantidad de dicromato consumido en la oxidacion de la muestra (Raposo et al., 2008).
Los resultados son expresados en mg O2/Kg.

La siguiente formula permite expresar los resultados en mg O2/Kkg:

(mg 02> _ (B—M) 81000 - Nyg
m

donde:

DQOr = demanda quimica de oxigeno total, mg O2/kg.

B = volumen de FAS gastado en la valoracion del blanco, mL.

M = volumen de FAS gastado en la valoracion de la muestra, mL.
Nras = normalidad exacta del FAS.

m = peso de la muestra, g.

8 = peso equivalente del oxigeno.

Para la determinacion de la DQOs el procedimiento es similar al utilizado con la
DQOr, pero en este caso, se realiza una previa solubilizacion y filtracion de la muestra,
la digestion tiene lugar a reflujo cerrado y el exceso de dicromato se mide
espectrofotométricamente. Tras la digestion de la muestra a 150 °C (2 horas), se mide la
absorbancia en un espectrofotémetro (Thermo electron corporation: Genesys 10 VIS) a
600 nm. Para la obtencion del valor de DQOs, la absorbancia resultante se interpola en
una recta de calibrado realizada previamente. Para la realizacion de la recta de calibrado,
se preparan un cierto namero de disoluciones de ftalato acido de potasio por dilucién de
una disolucion madre cuyo valor tedrico de DQOs es conocido (1,1796 mg O2/kg). El
resultado se ha expresado en mg O2/L (APHA, 2012).
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3.8.5. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES SOLUBLES EN AGUA

Uno de los métodos més cominmente usados para cuantificar azlcares totales es
el de la Antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno). Se aprovechan las propiedades
especificas de los monosacéridos, produciendo la deshidratacién en medio &cido 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 17) (Dische,
Z., 1962; Mokrash, L., 1954; Scaramboni et al., 2015).

o)
CHO

o)

e Cr o

HO——H H,SO, o N |
R — .

H—H—oH HO/V\O o

Antrona
H——OH \ |

CH,OH Hidroximetilfurfural HO
Complejo de color
azul verdoso

D-Glucosa

Figura 17. Reaccion del método de la Antrona.

Para realizar el analisis de las muestras, se han tomado alicuotas de la muestra
diluida por triplicado, se les ha afadido el reactivo Antrona-sulfirico, han sido agitadas
en el vortex y calentadas en un bafio de agua a 100 °C durante 5 minutos. Por ultimo, se
mide la absorbancia a 630 nm en un lector de microplacas Bio-Rad modelo iMark
Microplate Absorbance Reader (Hércules, CA, EE. UU). La absorbancia obtenida se ha
interpolado en una recta de calibrado obtenida a partir de diferentes diluciones de una
disolucion patron de glucosa, cuyo peso exacto es conocido. En este caso, el resultado se

ha expresado en mg glucosa equivalente/L.

3.8.6. DETERMINACION DE ACIDOS URONICOS SOLUBLES EN AGUA

El contenido de acidos urénicos solubles en agua se cuantifica colorimétricamente
segun el método del cromdgeno m-hidroxibifenilo con alguna modificacién (Figura 18)
(Blumenkrantz and Asboe-Hansen, 1974). La presencia de acidos uronicos es una sefial
indicativa de la existencia de carbohidratos acidos o pectinas (Coté and Hahn, 1994), ya

que es el acido galacturénico el componente principal de las pectinas.
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Figura 18. Reaccion del método del cromdgeno m-hidroxibifenilo modificado.

En tubos de ensayo, se dosifica por triplicado la muestra mas un blanco de muestra
con el que se corrigen posibles interferencias de carbohidratos no urénicos. Estos se
colocan en un bafio de hielo, y ya en frio, se adiciona una cantidad conocida de una
disolucién de tretaborato sodico. Los tubos son agitados en el vortex, y a continuacion,
son calentados a 100 °C durante 5 minutos en un bafio de agua. Una vez se enfrian los
tubos, se afiade m-hidroxibifenilo, reactivo sensible y especifico de los anhidridos de los
acidos urénicos. El color desarrollado por agitacion vigorosa se mide a 450 nm en un
lector de microplacas Bio-Rad modelo iMark Microplate Absorbance Reader (Heércules,
CA, EE. UU). Se utiliza &cido galacturénico como patron externo de calibracion. La
absorbancia obtenida se ha interpolado en una recta de calibrado obtenida a partir de
diferentes diluciones de una disolucion patron de acido galacturonico, cuyo peso exacto
es conocido. En este caso, el resultado se ha expresado en mg acido galacturonico

equivalente/mL.

3.8.7. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

Para la determinacion de los polifenoles totales se ha utilizado un método
colorimétrico, conocido como el método de Folin-Ciocalteu. El reactivo principal del
ensayo consiste en una mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfotingstico de color
amarillo cominmente denominado “reactivo de Folin”, y es a partir de la mezcla de
ambos &cidos que se producen iones de molibdato y tungsteno. La reaccién se lleva a
cabo en condiciones basicas (pH 10), con la finalidad de que se genere un ion fenolato
que reduce al reactivo de Folin mediante una reaccién de tipo éxido/reduccion (Figura
19) y genera la formacion de un complejo de Mo(V) que presenta una coloracion azul
intensa, cuya intensidad a 655 nm es la que se mide para evaluar el contenido en

polifenoles (Mufioz-Bernal et al., 2017; Singleton et al., 1999).
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Figura 19. Reaccién entre el acido galico y el reactivo de Folin (Mufioz-Bernal et al., 2017).

Para realizar el andlisis de las muestras, se han tomado alicuotas de la muestra por
triplicado, se ha afiadido carbonato sodico (Na>.CO3) y el reactivo Folin, y se ha dejado
estabilizar durante 10 minutos. Por 0ltimo, se ha medido la absorbancia a 655 nm en un
lector de microplacas Bio-Rad modelo iMark Microplate Absorbance reader (Hércules,
CA, EE. UU). La absorbancia obtenida se ha interpolado en una recta de calibrado
obtenida a partir de diferentes diluciones de una disolucién patron de &cido gélico, cuyo
peso exacto es conocido. En este caso, el resultado se ha expresado en mg acido galico

equivalente/mL.

3.8.8. DETERMINACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS INDIVIDUALES MEDIANTE

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

Los compuestos fendlicos individuales se analizaron de acuerdo con el método de
Gil et al. (1997) ligeramente modificado por Pérez et al. (2017).

La separacion de los compuestos polifendlicos se realizo en un sistema de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) Beckman Coulter equipado con un detector
diodo array 168, un mddulo de bomba 126 y una columna de fase reversa Merk
Superspher RP-18 (250 mm x 4 mm, tamafio de particula 4 um) usando agua acidificada
(&cido férmico al 2,5 %) (disolvente A) y metanol acidificado (&cido formico al 2,5 %)
(disolvente B) como fases mdviles. La deteccion se llevé a cabo a 350 y 510 nm, y el loop

de inyeccion de muestra fue de 20 pL.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTODEL TRATAMIENTO MECANICOEN LA DISTRIBUCION DE PARTICULAS
En este apartado se muestran los resultados obtenidos tras la cuantificacion de
particulas segln su tamafio, realizada en un rango de 0 a 3 mm utilizando un contador de
colonias automatico tanto del extrusionado de frambuesa sin tratar (EFR), como de los
sustratos obtenidos tras la aplicacion de los diferentes tratamientos mecéanicos propuestos.
En la Figura 20 se muestra el namero total de particulas cuantificadas por gramo

de sustrato, obtenidas tras la utilizacion del contador de colonias automatico para EFR y

cada uno de los tratamientos mecéanicos propuestos.

9.000

8.000

HH
——

.,
(=)
=)
=)

6.000

5.000

4.000

3.000

Hi

Numero total de particulas/g

2.000

1.000

EFR T™MB ™M T™C TMO TCM

Figura 20. Numero total de particulas cuantificadas por gramo de sustrato tras la aplicacion de los
diferentes tratamientos mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB:
Tratamiento con molino de bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento
con molino de cuchillas; TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de

cuchillas + mortero).

En la Figura 20, en referencia a la rotura de la estructura del aquenio tras la
aplicacion de los tratamientos mecanicos, pueden distinguirse tres efectos diferentes: bajo
medio y alto. El efecto bajo se observa al comparar el EFR con los tratamientos mecanicos
TMB y TMO, ya que en estos se cuantifica aproximadamente el mismo nimero de
particulas totales por gramo de sustrato, lo que muestra que estos tratamientos no han
tenido efecto significativo en cuanto a la rotura de la estructura del aquenio. El efecto

medio se da al comparar el EFR con el tratamiento mecanico TMM, donde se cuantifica
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aproximadamente dos veces mas el nimero de particulas totales por gramo de sustrato,
es decir, tiene un efecto significativo en cuanto a la rotura de la estructura del aquenio.
Por dltimo, el efecto alto es el que se observa al comparar el EFR con los tratamientos
mecénicos TMC y TCM, puesto que se cuantifica el mayor niamero de particulas totales
por gramo de sustrato, siendo estos tratamientos los que han causado el mayor efecto en
cuanto a la rotura de la estructura del aquenio.

A continuacion, en la Figura 21 se muestra la distribucion de particulas obtenida
tras la cuantificacion realizada, es decir, el niUmero de particulas por gramo de sustrato

cuantificadas por tamafio de particula en un rango de 0 a 3 mm, cada 0,25 mm.
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Figura 21. Distribucion de particulas tras la aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos
(EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de bolas;
TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas; TMO:

Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

En la Figura 21 queda reflejado que la distribucién de particulas en los
tratamientos mecanicos TMB, TMO y TMM es practicamente igual que en el EFR; a
excepcion del TMM, que en el rango comprendido entre los tamafios de 0 y 0,25 mm
tiene mayor nimero de particulas por gramo de sustrato que los ya mencionados. Debido
a esta diferencia, en la Figura 20 puede observarse el doble del nimero de particulas
totales por gramo de sustrato con el TMM. Sin embargo, en los tratamientos mecanicos
TMC y TCM, de los que ya se dijo que provocaban mayor efecto en la rotura de la

estructura del aquenio, se observa que el mayor namero de particulas por gramo de
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sustrato cuantificadas tienen tamafios comprendidos entre 0 y 1,75 mm, siendo el rango
comprendido entre los tamafios de 0,25 y 0,50 mm en el que mayor nimero de particulas
por gramo han sido cuantificadas, el 32 % en TMC y el 42 % en TCM. El hecho de que
las particulas se hayan reducido a tamafios tan inferiores es consecuencia de la rotura de
la estructura del aquenio Yy justifica que aparezcan en la Figura 20 un mayor nimero de
particulas totales por gramo de sustrato en estos tratamientos.

Segun los resultados mostrados en las Figuras 20 y 21, con los tratamientos
mecéanicos TMB y TMO, se deduce que las fuerzas de impacto y friccidén aplicadas no
han sido suficiente para conseguir la rotura de la estructura del aquenio, y su consecuente
reduccién de tamafio. Mientras que, con el TMM, se han observado resultados resefiables,
puesto que el 44 % de las particulas totales cuantificadas, es decir, casi la mitad de estas
particulas, tienen tamafios comprendidos entre 0 y 0,25 mm, mientras que el tamafio de
las particulas restantes es similar a las cuantificadas en el EFR, el TMB y el TMO. Este
hecho se debe a que algunos de los aquenios, por su tamafio y humedad, pueden quedar
retenidos entre la estructura dentada que conforma los bordes de la cAmara de molienda
del molino de martillo, por lo que no se rompen ni muelen en el proceso. El resto de los
aquenios se rompen Yy reducen debido a los impactos y la friccion que se produce entre
ellos provocado por el giro de las aspas dentadas internas. Por altimo, comparando los
resultados obtenidos con el TMC y la combinacion de tratamientos mecanicos (TCM), se
puede observar que con esta Ultima mejora la rotura del aquenio y la reduccion del tamafio
de sus particulas. En ambos casos, TMC y TCM, la accion de las cuchillas ha beneficiado
la ruptura de la estructura de los aquenios, y también la reduccion del tamafio de las
particulas. Ademas, las fuerzas de impacto y friccion aplicadas con el brazo del mortero

en el TCM también han mejorado los resultados.

4.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO MECANICO EN LA COMPOSICION DEL
EXTRUSIONADO DE FRAMBUESA RESIDUAL

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en las determinaciones

analiticas realizadas al extrusionado de frambuesa residual sin tratar (EFR) y a las fases

obtenidas tras la aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos propuestos, con el

fin de analizar el efecto de dichos tratamientos mecanicos en la composicion del

extrusionado de frambuesa residual.
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4.2.1. MATERIA ORGANICA

En la Tabla 5 se muestran los valores de pH, humedad, solidos totales (ST),

minerales (SM) y volatiles (SV), la demanda quimica de oxigeno de los componentes
totales y solubles (DQOT y DQO:s) vy la ratio DQOs/DQOr.

Tabla 5. Caracterizacion analitica de la materia orgéanica tras la aplicacion de los diferentes

tratamientos mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento

con molino de bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de

cuchillas; TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

EER T™MB ™M T™MC T™MO TCM
pH 34+01 35+01 35+01 38+01 35+01 39+01
H“(r(‘]/z’;’ad 431+20 396+02 321+01 371+10 391+03 343+00
ST 569.105  604.060  678.895  628.845  609.330  656.825
(mg/kg) +19.790 +2.215 +615  +10.060 +2.795 +320
SM 9.415 9.995 11.040 10.615 9.915 10.935
(mg/kg) +220 + 455 +270 + 425 + 365 +1.305
Y 550.685  594.065  667.850  618.225  599.415  645.890
(mg/kg) +19575  +2.220 +535 +9.770  +3.145  +1.410
DQO~ 044.090  946.345 1.073.720 1.093.170 1.056.200 1.121.915
(mg Oz/kg)  +12.045 +32115 +9685 +28.355 +18.090 = 15535
DQOs 43315+ 43955+ 63115+ 71340+ 50415+ 74.942 +
(mg O2/kg) 340 600 915 1.040 1.700 685
(DQ(F)?/%%OT) 0,05 0,07 0,05 0,07 0,06 0,05

La Tabla 5 refleja que los valores de pH de las muestras obtenidas tras la
aplicacion de los tratamientos mecanicos, que oscilan entre 3,4y 3,9, varian muy poco en
comparacion con el valor de pH del EFR. Con respecto a los valores de humedad, puede
observarse que el EFR es un sustrato relativamente seco, tiene una humedad baja. Aungue
cuando se aplican los tratamientos mecanicos estos valores disminuyen, y se obtienen
sustratos mas secos, ya que el agua contenida en el interior del aquenio puede haberse
evaporado al destruir su estructura o a causa de la energia aplicada durante el tratamiento.

También, se observa en la Tabla 5 que, en todos los casos estudiados, entorno al
98 % de los sélidos totales son s6lidos volatiles. Comparando los valores de ST y SV
entre los diferentes sustratos, se observa que con respecto al EFR, los tratamientos
mecanicos TMM, TMC y TCM liberan una mayor cantidad de materia organica, un 16,

10 y 13 % respectivamente. Los resultados obtenidos podrian tener relacion con la
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reduccién del tamafio de las particulas, ya que se observa que cuanto menor es el tamafio
de las particulas mayor cantidad de materia organica se ha determinado. Los pocos sélidos
minerales determinados pueden corresponder a sales y/o carbonatos.

Al igual que los s6lidos volétiles, la demanda quimica de oxigeno es una medida
indicativa de la materia organica contenida en una muestra (Tabla 5). La ratio
DQOs/DQOr determinada indica que aproximadamente el 90 % de la materia organica
no es soluble para todos los casos estudiados.

En la Figura 22 se muestran los valores obtenidos en la determinacion de la
demanda quimica de oxigeno de los componentes solubles (DQOs), segln el nimero total
de particulas por gramo de sustrato obtenidas tras la cuantificacion.
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Figura 22. Demanda quimica de oxigeno de los componentes solubles tras la aplicacion de los
diferentes tratamientos mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB:
Tratamiento con molino de bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento
con molino de cuchillas; TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de

cuchillas + mortero).

En la Figura 22, se observa que, tras la rotura de la estructura de los aquenios con
la aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos, ademas de dar lugar a la reduccién
del tamafio de las particulas, también dio lugar a la solubilizacion de la materia organica
que se observa con la medida de la DQOs. Esto mismo ha ocurrido en otros estudios, por
ejemplo, en el realizado por Palmowski y Miller (2003) con materiales con alto contenido
en fibra, heno y semillas de girasol, o en el estudio realizado por Izumi et al. (2010) con
residuos alimenticios. Estos resultados se muestran en la Figura 22 como una tendencia

creciente, puesto que cuanto mayor es el nimero total de particulas por gramo de sustrato,
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es decir, cuanto menor es el tamafio de las particulas, se obtiene mayor solubilizacién de

la materia organica.

4.2.2. AZUCARES TOTALES Y ACIDOS URONICOS

La Figura 23 muestra los datos obtenidos en la determinacion de los azlcares
totales solubles en agua, expresados como miligramos de glucosa equivalente por
kilogramo de extrusionado de frambuesa residual, segun el nimero total de particulas por
gramo de sustrato obtenidas tras la cuantificacion.
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Figura 23. Azlcares totales solubles en agua tras la aplicacién de los diferentes tratamientos
mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de
bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas;

TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

En la Figura 23, al igual que ocurre en el caso de la DQOs, se observa que, tras
la rotura de la estructura de los aquenios con la aplicacién de los diferentes tratamientos
mecanicos, ademas de dar lugar a la reduccién del tamafio de las particulas, también
consigue una liberacion de azucares totales solubles en agua. Del mismo modo, puede
observarse una tendencia creciente: cuanto mayor es el nimero total de particulas por
gramo de sustrato, es decir, cuanto menor es el tamafio de las particulas, se obtiene mayor
cantidad de miligramos de glucosa eq. por kilogramo de EFR. Sin embargo, también se
muestra que en los tratamientos mecanicos TMM, TMC y TCM se obtienen valores

similares, aun teniendo los dos udltimos, TMC y TCM, un mayor numero total de
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particulas por gramo de sustrato. Este hecho puede deberse a que, a partir de cierto tamafio
de particula, la liberacion de azucares totales solubles en agua podria ser insignificante.

Los azUcares totales solubles en agua que han sido liberados tras la aplicacion de
los diferentes tratamientos mecéanicos podrian utilizarse, por ejemplo, como fuente
fermentable para la produccién de vino o vinagre (Hornedo-Ortega et al., 2017), para la
produccion de bioetanol (Goh et al., 2010) o plasticos biodegradables (Cruz et al., 2016),
0 como sustrato biodegradable en el proceso de la digestién anaerobia (Trujillo-Reyes et
al., 2019).

En la Figura 24 se muestran los datos obtenidos en la determinacion de acidos
urénicos solubles en agua, expresados como gramos de &cido galacturdnico equivalente
por kilogramo de extrusionado de frambuesa residual, segun el nimero total de particulas

por gramo de sustrato obtenidas tras la cuantificacion.
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Figura 24. Acidos urénicos solubles en agua tras la aplicacion de los diferentes tratamientos
mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de
bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas;

TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

En la Figura 24, al igual que ocurre en los casos de la DQOs y los azucares totales,
se observa que, tras la rotura de la estructura de los aquenios con la aplicacion de los
diferentes tratamientos mecanicos, ademas de dar lugar a la reduccion del tamafio de las
particulas, también se consigue una liberacién de acidos urdnicos solubles en agua. Del
mismo modo, puede observarse una tendencia creciente: cuanto mayor es el nimero total

de particulas por gramo de sustrato, es decir, cuanto menor es el tamafio de las particulas,
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se obtiene mayor cantidad de gramos de acido galacturonico eq. por kilogramo de EFR.
Sin embargo, a diferencia de lo observado para los azlcares totales, en el caso de los
acidos uronicos (Figura 24) se observa que con el TMM se obtienen los valores mas
altos, es decir, este tratamiento es el mas efectivo para su liberacion, incluso
perteneciendo éste al “efecto de nivel medio” descrito anteriormente. Estos resultados
podrian deberse a que con el TMM se ha obtenido el mayor nimero de particulas por
gramo de sustrato en el rango de tamafio comprendido entre 0 y 0,25 mm.

Como se ha mencionado en apartados anteriores, la presencia de acidos urénicos
es una sefial indicativa de la existencia de carbohidratos &cidos o pectinas (C6té and Hahn,
1994), puesto que el acido galacturénico es el componente principal de las pectinas. Por
ello, la extraccion de estos compuestos podria ser interesante ya que las pectinas son
compuestos que tienen uso en la industria alimentaria como agentes gelificantes y
espesantes (Silva et al., 2008).

4.2.3. POLIFENOLES TOTALES

Los valores obtenidos en la determinacién analitica de polifenoles totales
extraidos mediante el método 1 se muestran en la Figura 25, expresados como
miligramos de acido galico equivalente por kilogramo de extrusionado de frambuesa

residual, segun el nimero total de particulas por gramo de sustrato obtenidas tras la
cuantificacion.
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Figura 25. Polifenoles totales tras la aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos (EFR:
Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de bolas; TMM:
Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas; TMO:

Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).
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En la Figura 25, al igual que ocurre en los casos de la DQOs, azUcares totales y
acidos uronicos, se observa que, tras la rotura de la estructura de los aquenios con la
aplicacion de los diferentes tratamientos mecénicos, ademas de dar lugar a la reduccion
del tamafio de las particulas también aumenta el contenido fendlico extraible con
disolventes en el extrusionado de frambuesa residual; principalmente, porque aumenta la
superficie especifica de los materiales de las particulas y, por lo tanto, la accesibilidad de
los compuestos fendlicos a los disolventes de extraccion. Este hecho también fue recogido
por Wang et al. (2014) para los granos de cereales. Del mismo modo, puede observarse
una tendencia creciente: cuanto mayor es el nimero total de particulas por gramo de
sustrato, es decir, cuanto menor es el tamafio de las particulas, se obtiene mayor contenido
fendlico extraible con disolventes. Con la combinacion de los tratamientos mecanicos con
molino de cuchillas y con mortero (TCM), con el que se han cuantificado mayor numero
de particulas, se obtiene un mayor contenido fendlico extraible con disolvente, un 66 %
con respecto al EFR.

Como vya se ha indicado, los compuestos de alto valor afiadido que se proponen
como objeto de estudio para posteriormente ser extraidos, son los compuestos
polifendlicos. La extraccion de estos compuestos podria suponer una elevada
rentabilidad, debido al alto valor econémico que poseen los mismos ya que pueden
aprovecharse de diversas formas en la industria. Actualmente, estos compuestos son muy
utilizados por su capacidad antioxidante y por sus beneficios para la salud (Banerjee et
al., 2017), también se emplean como aditivos alimentarios para evitar el deterioro
oxidativo de grasas y aceites (Balasundram et al., 2006).

Otro aspecto interesante a tener en cuenta sobre los compuestos polifendlicos es
su efecto en el proceso de digestion anaerobia, ya que una alta concentracion de estos
puede ser inhibitoria para los microorganismos responsables del proceso (Borja et al.,
1997, 1996; Chen et al., 2008).

4.3. EFECTODEL TRATAMIENTO MECANICO EN LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
DE ALTO VALOR ANADIDO

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en el analisis realizado para

identificar y cuantificar los compuestos polifendlicos individuales, mediante HPLC, del

extrusionado de frambuesa residual sin tratar (EFR) y de las fases obtenidas tras la

aplicacion de los diferentes tratamientos mecéanicos propuestos, previamente extraidos

con disolvente, utilizando diferentes métodos de extraccion.
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En la Tabla 6 se muestran las concentraciones (mg/kg muestra fresca) de los
compuestos polifendlicos individuales que han sido identificados, extraidos mediante el
método 1. Estos compuestos han sido: Cianidina 3-soforosido (Cyan-1), cianidina 3-(2-
glucosilrutinésido) (Cyan-2), cianidina 3-soforosido-5-ramndsido (Cyan-3), cianidina 3-
glucosido (Cyan-4), derivado de acido elagico (Derv. Ac. Elagico) y acido elagico libre
(Ac. Elagico libre).

Tabla 6. Composicidn fendlica (mg/kg muestra fresca) tras la aplicacion de los diferentes
tratamientos mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento
con molino de bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de

cuchillas; TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

Derv. Ac.  Ac. Elégico

Cyan-1 Cyan-2 Cyan-3 Cyan-4 Elagico libre

EFR 2269+170 254+050 6,26+045 1,30+0,06 10,64+1,04 9,66+0,53
TMB 1995+0,26 2,03+0,20 5,14+0,21 081+0,12 09,73+0,34 8,91+0,06
TMM 16,95+125 227+011 4,35%+031 060+£003 1025+229 9,74+0,90
TMC 1575+045 334+054 460+0,72 0,73+0,23 13,01+1,27 14,19+0,87
TMO 19,23+0,25 3,89+0,17 542+030 096+010 11,27+0,82 9,90+0,77
TCM 1396+020 2,79+0,17 350+0,08 050+0,03 12,41+0,75 1410+0,91

En la Tabla 6 se observa, tanto para el EFR como para las fases obtenidas tras la
aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos, que las antocianinas mayoritarias y
minoritarias identificadas y cuantificadas son Cianidina 3-soforosido y cianidina 3-
glucésido, respectivamente. Ademas, con respecto al EFR, se observa que, tras la rotura
de la estructura de los aquenios con la aplicacion de los diferentes tratamientos
mecanicos, disminuye la concentracién de las cuatro antocianinas identificadas en todos
los casos, excepto en el caso de la cianidina 3-(2-glucosilrutindsido) para el tratamiento
TMO. Estos resultados podrian deberse a la degradacion térmica de estos compuestos
polifendlicos, los cuales son termosensibles y, por ello, susceptibles a este tipo de
degradacion (Oszmianski et al., 2015). Durante el tratamiento mecéanico aplicado se
suministra una energia y una fuerza que provocan un aumento de temperatura, lo que
podria causarles la degradacion térmica. En cuanto a los datos obtenidos para el derivado
de acido elagico y acido elagico libre, con respecto al EFR, se puede ver cémo, tras la
aplicacion de los diferentes tratamientos mecanicos, se cuantifica mayor cantidad de estos
compuestos en los casos en los que se aplica el tratamiento mecanico con molino de

cuchillas (TMC y TCM), es decir, cuando hay corte.
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El contenido total de antocianina es uno de los principales criterios utilizados para
diferenciar entre las especies de frambuesa roja y negra. Es por esta razon que, para
comparar los resultados que se han obtenido en este estudio con resultados de la fruta de
frambuesa, se calcula el contenido total de antocianina. En las Figuras 26 y 27, se muestra
el contenido total de antocianina y el contenido de &cido elégico libre, respectivamente,
segun el nimero total de particulas por gramo de sustrato obtenidas tras la cuantificacion.
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Figura 26. Antocianinas totales cuantificadas tras la aplicacion de los diferentes tratamientos
mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de
bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas;

TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

Como ya se ha mencionado, en la Figura 26, se puede observar que la
disminucion del tamafio de las particulas en este caso no favorece la extraccion de
antocianinas, ya que con el EFR se cuantifica mayor contenido total de antocianina. Por
otro lado, también se observa que el extrusionado de frambuesa residual sin tratar,
empleado en este trabajo, presenta un contenido total de antocianina de 32,79 mg por cada
kilogramo de muestra fresca (3,28 mg por cada 100 g de muestra fresca), siendo este valor
mucho mas bajo que los encontrados en el fruto de frambuesa. Segun queda recogido en
Bobinaite et al. (2015), en general, el contenido total de antocianina en las frambuesas
rojas suele estar entre 20 y 100 mg por cada 100 g de fruta fresca. Estos resultados tan
bajos pueden venir dados por la aplicacion de temperatura durante la inactivacion

enzimatica que tiene lugar en el proceso industrial donde se genera este residuo.
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Figura 27. Acido elagico libre cuantificado tras la aplicacion de los diferentes tratamientos
mecanicos (EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de
bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas;

TMO: Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

En la Figura 27, como ya se ha indicado, se muestra que la disminucion del
tamafo de las particulas ha favorecido la extraccion del acido eldgico libre, ya que con
los tratamientos mecanicos TCM y TMC (mayor nimero de particulas) se cuantifica mas
cantidad de este acido, 32 % con respecto a EFR. La Figura 27, muestra asi mismo, que
para el EFR el contenido de acido elagico libre es de 9,66 mg por cada kilogramo de
muestra fresca, mientras que para los TMC y TCM el contenido de &cido elagico libre es
de 14,19 mg por cada kilogramo de muestra fresca. Estos valores son superiores a los que
suele contener el fruto de frambuesa. Segun se recoge en trabajos anteriores, el fruto de
frambuesa contiene valores de acido elagico libre comprendidos entre 1,0 y 10 mg por
cada kilogramo de fruta fresca (3,8 a 8,8 mg/kg (Anttonen and Karjalainen, 2005; Salinas-
Moreno et al., 2014), 10,13 mg/kg (Zafrilla et al., 2001) y 1,1 mg/kg (Rao and Snyder,
2010)). Ademas, en una investigacion reciente realizada por Mildner-Szkudlarz et al.
(2019), se ha obtenido que tras el tostado de semillas de frambuesa se ha producido un
aumento en las concentraciones de acido elagico libre, de 5,38 mg/kg a 10,07 mg/kg. El
acido elagico es un compuesto polifendlico fuertemente ligado a las paredes celulares, y
su aumento significativo podria explicarse como un efecto del tratamiento mecanico que
permitié una mayor degradacién de la estructura celular y aument6 su biodisponibilidad.
Esto también podria estar relacionado con la liberacion de acido hexahidroxidifénico de

los elagitaninos, que son transformados en acido elagico (Hakkinen et al., 2000).
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Segun quedd recogido en Zafrilla et al. (2001), el contenido total de &cido elagico
libre se favorece cuando los frutos son procesados para obtener mermeladas, aunque el
contenido de antocianinas se reduce considerablemente. Al igual que ocurre para la
mermelada, tras los resultados obtenidos, se observa que cuando los frutos son procesados
también se favorece y desfavorece el contenido de acido elagico y antocianinas,
respectivamente, en los aquenios. Aunque como ya se ha mencionado, en resultados de
investigaciones anteriores sé demostrd que los componentes principales de la fraccién
polifendlica de los aquenios de fresa y frambuesa son elagitaninos (acido elagico) y
proantocianidinas, y que los contenidos de antocianinas y flavonoles son insignificantes
en comparacién con los valores analizados en frutos de estas especies (Kosmala et al.,
2015).

Debido al particular interés que ha generado en los Gltimos afios la determinacion
del contenido en acido elagico, principalmente por su efecto positivo en la salud humana
y por sus propiedades fisiologicas, y debido a los resultados obtenidos tras la aplicacion
del tratamiento mecanico con molino de cuchillas, se decidio aplicar un nuevo método de
extraccion de compuestos polifendlicos que favoreciera su extraccion y degradase el
contenido en antocianinas. El acido elagico es una molécula altamente termoestable
(Punto de fusién: 450 °C y punto de ebullicién: 796,5 °C (Muthukumaran et al., 2017))
debido a los cuatro anillos de la molécula, los cuales representan la zona hidrofilica. Estas
propiedades del &cido elagico dan como resultado una alta insolubilidad en agua, sin
embargo es soluble en disolventes como metanol, etanol o dimetilsulféxido (Aguilera-
Carbo et al., 2008). Segun queda recogido por Aguilera-Carbo et al. (2008) y por
Bobinaite et al. (2015), para la extraccién de acido elagico es importante utilizar
temperaturas mayores a 60 °C. Por todas estas razones, se aplican las condiciones elegidas
en el método 2, utilizado para la extraccion de la fraccion polifendlica.

A continuacidn, en las Figuras 28 y 29, se muestra los valores del contenido total
de antocianina y acido elagico libre, respectivamente, obtenidos tras la aplicacion de los
métodos 1y 2 de extraccion de la fraccion de compuestos polifendlicos para el EFR y las

fases obtenidas tras la aplicacidn de los tratamientos mecanicos propuestos.
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Figura 28. Contenido total de antocianina cuantificado en las extracciones con los métodos 1y 2
(EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de bolas;
TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas; TMO:

Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).

En la Figura 28 puede observarse que, en casi todos los casos estudiados, el
contenido total cuantificado de antocianina disminuye en la extraccion con el método 2,
con respecto al método 1 (aprox. 20 %). En los casos en los que no se aplica el tratamiento
mecanico con molino de cuchillas, la degradacion es mayor. Como ya se ha sefialado, la
degradacion de este tipo de compuestos polifendlicos se debe a su elevada

termosensibilidad.

OMétodo 1 mMétodo 2

1 B3
10
| H
0
EFR TMB TMM

T™MC T™O TCM

N N
o ol

[uny
(8]

fresca

mg Ac. Elagico libre/kg muestra

Figura 29. Contenido de acido elagico libre cuantificado en las extracciones con los métodos 1y 2
(EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de bolas;
TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas; TMO:

Tratamiento con mortero; TCM: Tratamiento con molino de cuchillas + mortero).
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En la Figura 29, al contrario de lo que se muestra en la Figura 28, se observa que
el contenido cuantificado de acido elagico libre ha aumentado en la extraccién con el
método 2, con respecto al método 1, debido a la mayor extraccion de este compuesto a
temperaturas altas, tales como las empleadas en el método 2 (70 °C).

4.4, EFECTO DEL TRATAMIENTO MECANICO EN EL PROCESO DE DIGESTION
ANAEROBIA

En este apartado se estudian la estabilidad, la produccién de metano (mL CHa/g
SV) y la cinética del proceso de digestion anaerobia del sustrato sin tratar (EFR) y de las
fases obtenidas tras la aplicacion de los tratamientos mecénicos con molino de bolas
(TMB), molino de martillo (TMM) y molino de cuchillas (TMC), un tratamiento
perteneciente a cada uno de los tres efectos descritos en el apartado de distribucion de
particulas.

Para evaluar la valorizacion energética de los diferentes sustratos en condiciones
anaerobias, se llevo a cabo el ensayo de BMP. La estabilidad del proceso fue evaluada a
través del pH vy la alcalinidad, datos mostrados en la Tabla 7. Los valores de pH se
mantuvieron en el rango recomendado para una actividad metanogénica adecuada, que
variaenunrango de 7,3 a 7,8 (Wheatley, 1990). La alcalinidad que se observaen la Tabla
7 ha sido suficiente para amortiguar posibles variaciones de pH, como se puede observar

en los valores finales de pH en el proceso de biometanizacion.

Tabla 7. pH, alcalinidad, produccion experimental y teérica de CHa4 y biodegradabilidad obtenidas
al finalizar el ensayo de BMP(EFR: Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB:
Tratamiento con molino de bolas; TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento

con molino de cuchillas).

EFR TMB TMM TMC
oH 74+01  7,6%01 74%01  74%01
( n?écgggigi‘/du 5378435 5430+68 530949 5595+ 117
L Crg vy pEe B Ame o meed
(mL CHljlrgOg\u/(;:Cki)ggaE(e)oén DQO) o4 009 o1 o7
Biodegradabilidad 3 6 21 35

(%; basado en DQO)
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También, en la Tabla 7 se muestran los datos de biodegradabilidad (basado en
DQO) obtenidos tras la finalizacion del ensayo de BMP. Se observa que los datos de
biodegradabilidad obtenidos con el sustrato de partida sin tratar (EFR) son muy bajos,
apenas el 3 %, es decir, se trata de un sustrato muy poco biodegradable. Sin embargo, la
biodegradabilidad del sustrato aumenta del mismo modo que aumenta el niamero total de
particulas por gramo de sustrato cuantificadas, o lo que es lo mismo, aumenta a medida
que disminuye el tamafio de las particulas. Esto se debe a que las particulas mas pequefias
aumentan la superficie disponible para los microorganismos, lo que resulta una mayor
disponibilidad de alimentos para las bacterias, por lo tanto, la biodegradabilidad
anaerobia aumenta (Bruni et al., 2010; lzumi et al., 2010). Estos resultados tambien
fueron obtenidos por Palmowski y Muller (2003) con materiales con alto contenido en
fibra, heno y semillas de girasol, como es el caso del sustrato de estudio.

No obstante, a pesar de que la biodegradabilidad del sustrato aumenta tras la
aplicacion de los diferentes tratamientos mecéanicos, estos valores no son lo
suficientemente elevados, ya que el maximo de biodegradabilidad obtenido ha sido de un
35 % con el tratamiento mecanico con molino de cuchillas (TMC).

En la Figura 30 se muestra el grafico correspondiente a la produccion de metano

(mL CHa/g SV) frente al tiempo de duracion del ensayo (dias).
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Figura 30. Produccion de metano (mL CHa/g SV) con sus desviaciones estandar (EFR:
Extrusionado de frambuesa residual sin tratar; TMB: Tratamiento con molino de bolas; TMM:

Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento con molino de cuchillas).
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Se puede observar, en las primeras horas del ensayo, una produccién alta en el
caso de todos los sustratos, que puede deberse a la presencia de compuestos que sean
facilmente degradables por los microorganismos. Sin embargo, con el EFR y el TMB, la
produccion de CH4 se mantuvo constante durante todo el ensayo, no superando los 50 mL
CHal/g SV. Este hecho se debe a que en estos casos el tamafio de particula es mas grande,
el tratamiento mecanico con molino de bolas (TMB), como se ha indicado en ocasiones
anteriores, no ha tenido efecto significativo en la rotura del aquenio, de modo que la
reduccién del tamafio de las particulas ha sido muy baja. Como consecuencia a la baja
reduccién del tamafio de las particulas, la superficie disponible para los microorganismos
no ha aumentado, lo que provoca una menor disponibilidad de los alimentos para las
bacterias. Por otro lado, con el TMM y el TMC, se observa un crecimiento exponencial
continuo, siendo en este ultimo méas pronunciado. En los primeros cinco dias se observa
un elevado crecimiento en la produccion con el TMC, alcanzando aproximadamente los
150 mL CH./g SV, siendo con el TMM este crecimiento menos pronunciado, ya que solo
se superan los 50 mL CH4/g SV. Seguidamente puede verse, con el TMM, desde el dia 5
hasta el 14 aproximadamente, una fase lag (periodo de latencia o adaptacion) debido a
que los microorganismos se estarian adaptando al medio tras haber degradado los
compuestos mas facilmente degradables para ellos.

Tras los resultados obtenidos con la aplicacidn de los tratamientos mecanicos, se
observa que con el TMB la trituracion no ha sido efectiva a pesar de que la produccion
ha sido un 94 % mayor que la obtenida con el EFR. Sin embargo, con los otros dos
tratamientos mecanicos, con los molinos de martillo y de cuchillas, se observa una mayor
efectividad en la rotura de la estructura del aquenio, es decir, tamafios de particulas méas
pequefios, que como consecuencia genera una mayor solubilizacion de la materia
organica, como se observé en la Figura 22, lo que viene acompafiado de una mayor
produccién de metano. La produccion de metano con el TMM y el TMC ha sido un 611
% y un 1.211 %, respectivamente, mayor que la produccion obtenida con el EFR.

Sharma et al. (1988) informaron de los efectos del tamafio de las particulas en un
estudio realizado con residuos agricolas y forestales, obteniendo la cantidad maxima de
biogas con el menor tamafio de particula estudiado. En otro estudio realizado por lzumi
et al. (2010) con residuos alimentarios, la reduccién de tamafio mediante aplicacion de
tratamientos mecanicos dio como resultado una produccion de biogas un 28 % mas alta.

De modo que, como se ha sugerido en varios estudios (Esposito et al., 2011; Jain

et al., 2015), y se ha corroborado en este, podria considerarse que el tamafio de particula
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es inversamente proporcional a la tasa de utilizacibn maxima del sustrato por los
microorganismos.

La Tabla 8 resume los pardmetros obtenidos de la aplicacion del modelo Funcién
de Transferencia (TF) a los datos experimentales mostrados en la Figura 30 (en los casos
de los tratamientos mecénicos con molino de martillo (TMM) y molino de cuchillas
(TMC)), asi como también muestra los valores de R?, Error (%) y el error estandar de
estimacion (cest) para evaluar el ajuste y la precision de los resultados. Los valores altos
de R? obtenidos, que fueron superiores a 0,97 en ambos casos, asi como los valores bajos
de error y error estandar de estimacion (oest) indicaron que los datos experimentales se
ajustan correctamente al modelo propuesto. Debido a la baja produccién de metano y a la
consecuente variacion de los datos de la curva experimental, en los casos del EFR y el
TMB, no ha sido posible realizar un ajuste matematico para su estudio cinético debido a

la inexistencia de un modelo que se ajuste adecuadamente a la curva.

Tabla 8. Valores de los parametros cinéticos obtenidos con el modelo Funcion de Transferencia de
los diferentes sustratos estudiados (TMM: Tratamiento con molino de martillo; TMC: Tratamiento

con molino de cuchillas).

Bm Rm d R Error
(mL CH4/gSV) (mL CH./g SV d) (d) (%) Gest
TMM 125+ 4 13,5+0,9 0,25+0,01 0,974 2,1 8,18
TMC 2292 477+15 0,11 +£0,07 0,994 2,4 8,05

Segun la velocidad maxima de produccion de metano designada por Rm, la
velocidad de produccién de metano con el TMC es un 253 % mas rapida que la velocidad
de produccion de metano con el TMM. De igual forma, segun la produccién maxima de
metano designada por Bm, la produccion maxima de metano con el TMC es un 83 %
mayor que la produccion maxima de metano con el TMM. La Tabla 8 también recoge
los datos del tiempo de retardo (£) que tiene cada uno de los sustratos, los cuales pueden
visualizarse también en la Figura 30.

Finalmente, se observa que la velocidad de degradacion aumenta con la
solubilizacion o la reduccion de las particulas de materia organica que se habrian
hidrolizado lentamente, mientras que el grado de degradacion aumenta con la liberacién
0 exposicion de material organico que originalmente era inaccesible para los
microorganismos, o con la transformacion de material que originalmente no era
biodegradable (Carlsson et al., 2012).
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5. CONCLUSIONES

Después del estudio de valorizacion propuesto, extraccion de compuestos de alto
valor afiadido y digestion anaerobia, ambas aplicadas tras la realizacion de un tratamiento
mecénico, que se ha realizado al residuo de frambuesa generado en la industria
agroalimentaria, se ha demostrado que:

La aplicacion del tratamiento mecéanico produjo la rotura de la estructura de los
aquenios, y con ello, el aumento del nimero de particulas por gramo de sustrato. Después
de esto, se distinguieron tres efectos diferentes en cuanto al aumento del nimero de
particulas: bajo (TMB, 0 % y TMO, 8 %), medio (TMM, 57 %) y alto (TMC, 86 % y
TCM, 87 %).

Tras el analisis de los compuestos polifenolicos individuales se ha visto que son
el &cido elagico y las antocianinas los compuestos mas interesantes para su estudio. Al
finalizar la extraccion de estos compuestos, después de aplicar los diferentes tratamientos
mecanicos, se ha obtenido una mejora en la extraccion de 4cido elagico libre para los
tratamientos del efecto alto (aprox. 14,15 mg Ac. elagico libre/lkg muestra fresca) con
respecto a los tratamientos de los efectos medio y bajo (aprox. 9.70 mg Ac. elagico
libre/kg muestra fresca), mientras que el contenido total de antocianinas disminuyo.
Ademas, la aplicacion de temperatura en el método de extraccion de compuestos
polifendlicos mejord la extraccion de acido elagico libre, y degrado las antocianinas.

El proceso de digestion anaerobia aplicado al extrusionado de frambuesa residual
sin tratar (EFR) y a la biomasa generada tras la aplicacion de los diferentes tratamientos
mecanicos, condujo a una produccién de metano entre 18 y 236 mL CH4/g SV. La
produccién de metano mostré una mejora del 1.211 % con el TMC, respecto al EFR. No
obstante, a pesar de estos resultados, el aumento de la biodegradabilidad del sustrato no
ha resultado muy elevado tras la aplicacion de los diferentes tratamientos mecéanicos,
siendo la mas alta para el TMC con un 35 %.

Este proyecto no recoge la comparacion entre las dos posibilidades propuestas,
extraccion de compuestos de alto valor afiadido y digestion anaerobia, pero si demuestra
que ambas podrian ser de utilidad en un futuro, aungque pueda pensarse que, debido a la
baja biodegradabilidad del sustrato, la extraccion de compuestos de alto valor afiadido
seria el camino a seguir para la valorizacién de este residuo. No obstante, el residuo que
genera la extracciébn podria estudiarse con el objeto de intentar mejorar la

biodegradabilidad anaerobia del sustrato.
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO I: LEGISLACION

Union Europea. Directiva 75/442/CEE del Consejo, de 15 de julio de 1975, relativa a los
residuos (Ed. Especial en espafiol, capitulo 15, vol. 1, pp. 129 a 131).

Espafia. Ley 42/1975, de 19 de noviembre de 1975, sobre desechos y residuos solidos
urbanos (BOE nam. 280, de 21 de noviembre de 1975, pp. 24360 a 24364 ).

Union Europea. Directiva 91/156/CEE del Consejo, de 18 de marzo de 1991, por la que
se modifica la Directiva 75/442/CEE relativa a los residuos (DOCE num. 78, de 26 de
marzo de 1991, pp. 32 a 37).

Andalucia. Decreto 283/1995, de 21 de noviembre de 1995, por el que se aprueba el
Reglamento de Residuos de la Comunidad Auténoma de Andalucia (BOJA num. 161, de
19 de diciembre de 1995).

Espafia. Ley 10/1998, de 21 de abril de 1998, de Residuos (BOE num. 96, de 22 de abril
de 1998, pp. 13372 a 13384).

Andalucia. Decreto 218/1999, de 26 de octubre de 1999, por el que se aprueba el Plan
Director Territorial de Gestion de Residuos Urbanos de Andalucia (BOJA num. 134, de
18 de noviembre de 1999).

Unidn Europea. Directiva 2006/12/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 5 de
abril de 2006, relativa a los residuos (DOUE num. 114, de 27 de abril de 2006, pp. 9 a
21)

Unidn Europea. Directiva 2008/98/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 19 de
noviembre de 2008, sobre los residuos y por la que se derogan determinadas Directivas
(DOUE nam. 312, de 22 de noviembre de 2008, pp. 3 a 30).

Espafia. Ley 22/2011, de 28 de julio de 2011, de residuos y suelos contaminados (BOE
nam. 181, de 29 de julio de 2011, pp. 85650 a 85705).

Andalucia. Orden de 30 de diciembre de 2016, por la que se aprueban las modificaciones
del Plan Director Territorial de Residuos No Peligrosos de Andalucia (2010-2019), como

consecuencia de la revision intermedia de 2016 (BOJA nim. 6, de 11 de enero de 2017).
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Union Europea. Directiva (UE) 2018/851 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 30
de mayo de 2018, por la que se modifica la Directiva 2008/98/CE sobre los residuos (DO
L 150, de 14 de junio de 2018, pp. 109 a 140).
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