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RESUMEN

En este trabajo, los biosurfactantes y en concreto, los soforolipidos, son probados
en el proceso de digestidon anaerobia de grasas. Los soforolipidos (SLs) son producidos a
partir del proceso de fermentacion en estado sélido de una mezcla de residuos: residuo
de winterizacién del aceite de girasol (WOC), melaza de remolacha y paja de trigo. Para
conocer el efecto de los SLs en el proceso de digestién anaerobia de grasas se llevan a
cabo ensayos BMP (Potencial bioquimico del metano) de una grasa pura, aceite de oliva
y una grasa residual, WOC y se prueban tres dosis diferentes de SL (0,14, 0,28 y 0,55g).
Ademas, se lleva a cabo la simulacién de la produccidn de metano mediante el modelo
de Gompertz. Finalmente, se concluye que el uso de SLs aumentan la produccién de
metano, con una dosis de 0,14 g de SL, y que los ensayos BMP de grasas a de durar un

minimo de 40 dias.

ABSTARCT

In this project, biosurfactants and, more specifically, sophorolipids, are tested in the
process of anaerobic digestion of fats. Sophorolipids are produced from the process of
solid state fermentation of a waste mixture: winterization oil cake (WOC), sugar beet
mollases and wheat straw. In order to establish the effects of sophorolipid in the
anaerobic digestion of fats, BMP (Biochemical Methane Potential) tests are carried out
on a pure fat, olive oil and a residual fat, WOC, and three different doses are tested
(0,14, 0,28 y 0,55g). In addition, the simulation of methane production is carried out
using Gompertz model. Finally, it is concluded that the use of SL increases the
production of methane, with a dose of 0,14g of SL, and that the BMP test of fats has to

last a minimum of 40 days.
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1. INTRODUCCION

El cambio del modelo lineal de consumo y produccion hacia una economia circular
reune el consenso de organizaciones y autoridades a todos los niveles. Para el
cumplimiento de los objetivos de la economia circular, la reduccién en la generacion de
residuos es imprescindible y por este motivo encontrar formas de valorizar los residuos
es primordial. El uso de residuos como materia prima tiene dos ventajas: se afiade un
valor comercial a estos residuos o subproductos y segundo, se resuelve el problema de

su eliminacion.

Una de las opciones para la valorizacion de residuos orgdnicos biodegradables que
estd cogiendo cada vez mas fuerza es la digestidon anaerobia o metanizacion. A través de
este proceso se evita la eliminacién de este residuo convirtiéndolo en productos de
nuevo: biogds y digestato. Se alcanza tanto una valorizacion energética, a través del

biogas, como una valorizacién agronémica, a través del digestato.

1.1. Proceso de la digestion anaerobia

1.1.1. Fundamentos

El proceso de digestidn anaerobia consiste en la descomposicidn biolégica de la
materia orgdnica en ausencia de oxigeno. En este proceso se obtienen dos productos:
biogds y digestato. El biogas es el producto gaseoso obtenido y esta constituido
aproximadamente por un 65% de metano y un 35% de didxido de carbono. El biogas
puede utilizarse como fuente de energia para la produccién de calor y electricidad. El
segundo producto que se obtiene es el digestato, que es el material solido remanente
gue queda tras el proceso de digestion anaerobia y que puede utilizarse como
fertilizante (Campos & Flotats, 2004). Aun asi, en muchas ocasiones, es necesaria su

estabilizacién mediante compostaje
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Actualmente se valorizan una gran variedad de residuos mediante digestion
anaerobia, algunos con potencial de produccién de metano mas altos que otros (Lora
Grando et al., 2017). Sobre todo, se encuentran buenos resultados en la codigestién
(digestidon de mezclas de residuos en distinta proporcion) de residuos y en la digestién
de grasas (Tablal). En la Tabla 1 se pueden observar algunos datos de produccion de

biogas o metano de diferentes residuos organicos.

Tabla 1: Produccion de biogds o metano en diferentes residuos orgdnicos

Residuo Produccion de %CHs | Referencia
biogds/metano

Lodos 322 ml CHa/g SV (Silvestre et al., 2011)

FORM 252,75 ml CHa/g SV (Abad et al., 2019)

FORM 382 ml CHa/g SV (Ponsa et al., 2011)

FORM + AO 699 ml CHa/g SV (Ponsa et al., 2011)

FORM + Grasa animal 508 ml CHa/g SV (Ponsa et al., 2011)

FORM + Celulosa 254 ml CHa/g SV (Ponsa et al., 2011)

FORM + Proteina 288 ml CHa/g SV (Ponsa et al., 2011)

Aceite de colza 800-900 ml CHa/g SV (Hansen et al., 2004)

Deyecciones terneros 220-300 ml biogas/ g SV | 55-60 | (Campos & Flotats,
2004)

Deyecciones vacas 220-400 ml biogds/ g SV | 55-60 | (Campos & Flotats,
2004)

Deyecciones porcino 300-400 ml biogds/ g SV | 68-70 | (Campos & Flotats,

engorde 2004)

Deyecciones gallinas 350-450 ml biogds/ g SV | 65-70 | (Campos & Flotats,

ponedoras 2004)

Aunque es un proceso muy implementado y bien conocido, los sistemas de
digestion anaerobia pueden sufrir inestabilidad. Esta inestabilidad suele visualizarse a

partir de la caida de la tasa de produccién de metano, del pH y una subida de la
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concentracion de acidos grasos volatiles (AGV). Posibles causas que pueden determinar
el mal funcionamiento del proceso son: sobrecarga de alimento, subcarga de alimento,
presencia de inhibidores y un control inadecuado de la temperatura (Lyberatos &
Skiadas, 1999). La poblacion microbiana es altamente dependiente del sustrato y la
concentracion del producto como también de factores ambientales como pH,

temperatura, etc.

1.1.2. Etapas del proceso de digestidon anaerobia

El proceso de digestién anaerobia consta de varias etapas que se diferencian por la

degradacion del substrato y en las cuales intervienen diferentes microorganismos.

En la Figura 1 se puede visualizar un modelo mas detallado del proceso de digestién

anaerobia.

Materia organica compleja
(carbohidratos, lipidos y proteinas)

HIDROLISIS
(Bacterias fermentativas hidroliticas)

13

Componentes organicos simples
(azicares, Acidos grasos y aminodcidos)

ACIDOGENESIS

Bacteria fermentativa acidogénica

B

Acidos organicos volatiles (cadena larga),
alcoholes, cetonas

ACETOGENESIS
Bacterias acetogénicas productoras de hidrogenc | Bxler‘ianelogemms
& 2
H;, CO; S Acetato
>
I (Bacterias acetogénicas consumidoras de hidrégeno) I
METANOGENESIS aénicas acetoclasice
Metanogénicas hidrogenotréficas Metanogénicas acelacldsioss
CH,, €Oy

Figura 1: Esquema del proceso de digestion anaerobia. Fuente: (Parra, 2015)



En la primera etapa del proceso de digestiéon anaerobia las moléculas organicas
complejas como carbohidratos, grasas y proteinas son biodegradadas, gracias a la accién
de enzimas, en sus mondmeros, moléculas solubles de menor tamafio, para poder ser
utilizadas por los microorganismos como fuente de energia y nutricion (Parra, 2015). La

velocidad de descomposicidn varia segun la naturaleza del sustrato.

Posteriormente, en la etapa acidogénica, los mondmeros son metabolizados por
bacterias originando acidos organicos volatiles como acido butirico, propidénico y acético
ademas de alcoholes. La acumulacion de AGV puede causar un desequilibrio en las

siguientes etapas debido a |la bajada del pH.

En la etapa de acetogénesis los productos que no han sido directamente convertidos
a metano por microorganismos metanogénicos, son convertidos en sustratos

metanogénicos como acido acético, hidrégeno o didxido de carbono.

Por ultimo, en la fase metanogénica, los microorganismos metanogénicos producen
metano a partir de productos intermedios. La produccién de metano en concreto se
lleva a cabo por dos rutas distintas: la hidrogenotréfica, en la que se utiliza diéxido de
carbono e hidrégeno gas como sustratos o la ruta acetocldstica que utiliza acetato como

sustrato. Esta ultima es la ruta predominante.

1.1.3. Factores que influyen en el proceso de digestion anaerobia

Los factores ambientales juegan un gran papel en la evolucién del proceso, por eso
es necesario el estudio de éstos para un mayor entendimiento de los fendmenos que

ocurren dentro del reactor y para una mejor interpretacién.

Uno de los parametros determinantes en el proceso es la temperatura. El proceso de
digestion anaerobia puede llevarse a cabo en un rango mesofilico o rango termofilico.
En el rango termofilico se consiguen tasas mas rapidas de reaccidén que permite una
mayor capacidad de carga y, por tanto, se consigue una mejor productividad. Aun asi,
trabajar en un rango termofilico implica un proceso mas delicado, donde se puede
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ocasionar acidificacién inhibiendo la produccion de biogas, una mayor toxicidad,
susceptibilidad a las condiciones ambientales y conlleva una mayor inversién. Por otro
lado, los sistemas mesofilicos tienen mejor estabilidad y una mayor riqueza microbiana,
pero también se obtienen rendimientos de metano mdas bajos y una menor tasa de

biodegradabilidad (Mao et al., 2015).

Por otro lado, estdn el pH vy la alcalinidad. El rango de pH ideal para el proceso de
digestion anaerobia es de 6,8-7,4, aunque para la metanogénesis el rango mas eficiente

es a un pH de 6,5-8,2 y su pH éptimo es 7 (Mao et al., 2015).

Ademas, la presencia de sustancias tdxicas o xenobidticos pueden alterar el proceso.
Ciertas sustancias pueden causar inhibicién de la actividad microbiana a una
concentracion dada. Aun asi, su capacidad inhibitoria no siempre depende de la
concentraciéon del sustrato sino de factores ambientales como el pH, temperatura o la
concentracion de otras sustancias. Algunas de estas sustancias que pueden causar

efectos toxicos son los AGV, el amoniaco o el H,S (Mata-Alvarez, 2003).

Los xenobidticos son sustancias que son liberadas por las actividades humanas y que
pueden estar presentes en los residuos a valorizar. Algunos ejemplos son los solventes,
alcoholes, acidos orgdnicos y otras sustancias inorganicas presentes en residuos

industriales.

Por ultimo, como se ha nombrado anteriormente, los AGV, son compuestos
intermedios de la descomposicién de materia organica en condiciones anaerdbicas.
Estos compuestos reducen el pH. El aumento de estos es indicativo de posibles

problemas con la fase metanogénica.

1.1.4. Digestion anaerobia de grasas

Los residuos ricos en grasas se han convertido en materiales de gran interés para la
digestidn anaerobia por sus altos rendimiento de produccion de biogas, 1425 ml/gy por

su alto porcentaje en metano, 70% (Rasit et al., 2015).
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Como se muestra en la Figura 1 la materia orgdnica a tratar esta mayoritariamente
compuesta por lipidos, carbohidratos y proteinas. Cada uno de estos componentes es
degradado de forma distinta en el proceso de digestidon anaerobia. La degradacion de
las grasas comienza con la ruptura de los lipidos por bacterias hidroliticas dando lugar a
AGCL (acidos grasos de cadena larga). Estas bacterias rompen el enlace quimico y
facilitan la solubilizacion de los AGCL y el glicerol. A continuacién, los AGCL son
degradados por la ruta B-oxidacién donde estos se convierten en acetato e hidrégeno

(Alves et al., 2009).

La alta biodegradabilidad de los lipidos se debe a la presencia de un catalizador
producido por bacterias acidogénicas. Este catalizador se conoce como la enzima lipasa
extracelulary se activa en la B-oxidacién y da lugar a una alta biodegradaciéon comparado

con la biodegradacidn de los carbohidratos o proteinas (Sousa et al., 2009).

Se ha comprobado que la acumulacién de AGCL en la fase hidrolitica es una de las
principales causas de inhibiciéon de la metanogénesis en la digestidon de residuos con
elevado contenido en grasas. Esta acumulacion puede deberse a una menor
transferencia de masa que se origina por la dificultad de transporte y solubilizacién de

las grasas (Rasit et al., 2015).

1.2. Biosurfactantes

Los surfactantes son moléculas anfipaticas que reducen la tensidn superficial entre
dos fases (aire-liquido, liquido-liquido, sdlido-liquido) (Maeng et al., 2018). Esto reduce
las fuerzas repulsivas entre distintas fases y permite que se mezclen y que los
compuestos que se encuentren en ellas reaccionen mas facilmente al aumentar el
contacto entre fases. Los surfactantes normalmente estdn producidos a partir de
derivados del petrdleo, a través de procedimientos que generan efluentes
contaminantes. Cuando estas sustancias acaban en la naturaleza tras su uso, tienen un
impacto negativo en los sistemas acuaticos debido a su alta toxicidad y baja tasa de
biodegradacion (Knepper et al., 2003).
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Estas moléculas actian como detergentes, agentes humectantes, agentes
espumantes, emulsionantes y dispersantes por lo que son utilizados en una gran
variedad de sectores como el de la cosmética, textiles, industria alimentaria, papeleray

farmacéutica (Van Renterghem et al., 2018).

Se ha demostrado que los surfactantes pueden mejorar el rendimiento de la
digestion anaerobia. Por ejemplo, la adicion de Tween 80 (un surfactante de uso comun)
a la digestién anaerobia de suero de queso, gallinaza y estiércol de vaca aumenté el
contenido de metano de un 62% del control (sin surfactante) a un 70% en el digestor
con surfactante. Por otro lado, se ha visto que altas dosis de surfactantes pueden inhibir

la produccién de metano (Hassan & Nelson, 2012).

Los biosurfactantes, en cambio, son surfactantes producidos por microorganismos,
en los que se incluye bacterias, hongos filamentosos y levaduras. Se presentan como
una alternativa adecuada a los surfactantes obtenidos por via quimica debido a las

siguientes razones (Mukherjee et al., 2006):

1. Son producidos por fermentacion preferentemente con materias primas
baratas o materiales residuales como sustratos.

2. Muestran mejores propiedades espumantes y su actividad es estable a valores
extremos de pH, salinidad y temperatura.

3. Son facilmente biodegradables y tienen una toxicidad baja por los que son mas

favorables medioambientalmente hablando.

Sin embrago, su uso no esta muy extendido todavia, por su poca disponibilidad y
coste elevado de produccion. Actualmente, solo una pequefia fraccion de
biosurfactantes han sido caracterizados y los procesos de produccidn y extraccion siguen
investigdndose. Los biosurfactantes se pueden clasificar en biosurfactantes de bajo peso
molecular compuestos por glicolipidos u oligopéptidos y de alto peso molecular. Entre
los de bajo peso molecular destacan los soforolipidos (SLs) (Jiménez-Peialver et al.,

2019).
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1.2.1. Soforolipidos

Los SLs son biosurfactantes de tipo glicolipido producidos por microorganismos que
constituyen una alternativa amigable a los surfactantes producidos quimicamente.
Ademas, han demostrado tener una baja citotoxicidad y son considerados compuestos
facilmente biodegradables (Jiménez-Pefialver etal,, 2018). Son uno de los
biosurfactantes mas viables dando altos rendimientos (>400g L) y una conversion de
sustrato del 70% y, ademas, son producidos por una levadura no patogénica. La especie
mas estudiada y eficiente es Starmerella bombicola (Jiménez-Penalver et al., 2020). Esta
levadura necesita para sintetizar el soforolipido dos tipos de fuentes de carbono, una
hidrofilica y otra hidrofébica. Para la produccidn de SLs por FES se usa glucosa como la
fuente de carbono hidrofilica y una fuente con un alto contenido de acido oleico como
la fuente de carbono hidrofébica (Jiménez-Penalver et al., 2016). Su produccion se
puede llevar a cabo por fermentacién sumergida (FS) o por fermentacién en estado
solido (FES). La FES muestra ventajas sobre la FS ya que se pueden utilizar sustratos
sélidos hidrofébicos, no cuenta con problemas de viscosidad o presencia de espumay
presenta una mejor transferencia de oxigeno y menos requerimientos de agua, aun asi,
hay menos biorreactores comerciales disponible y las herramientas de seguimiento de

la fermentacidn pueden ser imprecisas (Jiménez-Pefialver et al., 2019).

Los soforolipidos se han utilizado para mejorar la digestion anaerobia en diferentes
ocasiones. En el trabajo de Xu et al. (2019) se utilizaron los soforolipidos para aumentar
la produccion de acidos grasos de cadena corta en la fermentacion anaerobia de lodos
activados. A partir de la investigacién se observd que los soforolipidos aceleraban Ia
biodegradabilidad de las moléculas orgdnicas complejas lo que aumentd el sustrato

biodegradable necesario para la produccién de acidos grasos de cadena corta (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama esquemdtico de la interaccion entre materia orgdnica hidrofébica, moléculas de agua y SL y las
variaciones de tension superficial: Fuente: (Xu et al., 2019)

En el trabajo de Xu et al. (2021) se propuso un pretratamiento con ramnolipidos, un
biosurfactante de tipo glicolipido, para la promocién de produccién de metano en una
digestion anaerobia de dos fases del residuo de lodos activados. La adicidon de este
biosurfactante mejord la hidrélisis y la acidogénesis en la primera fase proveyendo de
mas sustrato para la metanogénesis y aumentando la produccién de metano en la

segunda fase.

1.3. Residuos organicos utilizados para la sintesis de SLs por FES

La produccion de biosurfactantes, y en este caso, de SLs, se lleva a cabo a partir del
proceso de FES donde se requiere, como se ha comentado anteriormente, una molécula
de tipo glucosa como la fuente de carbono hidrofilica y una fuente con un alto contenido
de acido oleico como fuente de carbono hidrofébica. Los residuos expuestos a

continuacion son materiales residuales de posible valorizacion por esta via.
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1.3.1. Residuo de winterizacion de aceite de girasol

En la extracciéon del aceite de girasol algunos compuestos son eliminados para
mejorar la calidad y estabilidad de los aceites comestibles. Uno de estos compuestos
son las ceras. Se eliminan dado que tienden a cristalizar a temperatura ambiente
causando turbidez en aceites refinados. Una de las técnicas para su separacién es el
proceso de winterizacién que consiste en una cristalizacion y separacién por filtros. Para
empezar, el aceite se enfria mediante agitacién mecdnica para provocar la cristalizacion
de las ceras y después se separan los cristales del aceite por filtracién (Schneiter et al.,
1997). El residuo que queda en el filtro se considera un residuo industrial y se llama
residuo de winterizacion de aceite de girasol o “torta”, WOC por sus siglas en inglés,
wintherization oil cake. Este residuo proveniente del filtrado contiene un 50-60% de

contenido en grasa ademas de ceras (Chalapud et al., 2017).

A partir de este producto, se puede recuperar el aceite y las ceras para posteriores
aplicaciones en diversas industrias de las fracciones por separado (Chalapud et al., 2017)
aunque también se ha utilizado en la produccion soforolipidos (Jiménez-Penalver et al.,

2016) o en la produccidon de biogds (Torrijos et al., 2012).

En Espafia la produccién de aceite de girasol es minoritaria a la del aceite de oliva,
63.964 toneladas frente a 961.955 toneladas anuales, respectivamente (INE, 2020). Aun
asi, su produccidn es considerable, al igual que los residuos que se producen en su
extraccién. En 2019, la produccién de tortas y otros residuos sélidos del proceso de
produccién del aceite de girasol fue de 67.685 toneladas (INE, 2019) siendo éste un

producto interesante en cuanto a la valorizacién de su fraccién organica.

1.3.2. Melaza de remolacha azucarera

La remolacha azucarera (Beta vulgaris) es comunmente utilizada para la obtencién
de azucar. La extraccidn de azucar se lleva a cabo mediante una serie de procesos en los

gue, para empezar, se extrae el azlicar con agua caliente formando un producto liquido
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(jugo) que después es purificado con cal para eliminar las sustancias no azucaradas. A
continuacion, se somete al jugo purificado a una evaporacion para espesarlo y, por
ultimo, a una cristalizacién del azucar. Para ser considerado azlUcar comercial, los
cristales se hacen pasar por un centrifuga y finalmente son secados. El azicar que no ha
sido cristalizado se mantiene en forma de miel y a ésta se la denomina melaza. Este
subproducto se utiliza para la produccién de alcohol etilico, dcido citrico o como medio
de cultivo en fermentaciones (Campbell, 2002) y solo en 2019, las toneladas de melaza

de remolacha producidas en Espafia ascendieron a 106.207 (INE, 2020).

1.3.3. Paja de trigo

La paja de trigo es un subproducto agricola que se obtiene de diferentes partes de la
planta de trigo como el tallo o las hojas. La paja se utiliza normalmente como alimento
0 cama para animales, aun asi, su alto contenido en fibras celuldsicas la convierte en
sustrato de gran interés para el cultivo microbiano en aplicaciones como procesos de
fermentacion, piensos, industria de la medicina o para el aumento de la fertilidad del
suelo. En la industria de la fermentacion se puede utilizar como sustrato para la
produccién de enzimas hidroliticas, medicamente, biocombustibles u otros compuestos

(Khan & Mubeen, 2012).

A partir de estos tres residuos se puede llevar a cabo la produccién de soforolipidos.
Esto ha sido probado en reactores de 0,5 L por Jiménez-Pefialver et al. (2016) y mas

adelante, a volumenes mayores, de 22L y 100L, por Rodriguez et al. (2021).

Son diferentes los usos que se le pueden dar a los soforolipidos, aunque un uso

posible de ellos es la mejora del proceso de digestidon anaerobia.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es analizar el efecto de los soforolipidos en el

proceso de digestion anaerobia de grasas.
Para alcanzar este objetivo se establecen los siguientes objetivos parciales:

- Determinar el potencial de produccidn de biogas y su concentracion de metano
utilizando grasa como sustrato.

- Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de soforolipidos en el desarrollo
del proceso de digestidn anaerobia de grasas.

- Contrastar el potencial de produccién de biogds y su concentraciéon de metano
entre una grasa pura y una grasa residual.

- Comprobar el potencial de produccidon de metano del WOC en el proceso de

digestion anaerobia.
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3. MATERIALES Y METODOS

El capitulo se divide en 3 secciones: una se dedica a la produccién de soforolipidos
gue posteriormente se utilizaran en los ensayos de produccidn de biogas, la siguiente
dedicada a las pruebas de produccién de biogds y una ultima que recoge los métodos

analiticos comunes.

3.1. Produccion de soforolipidos

Los soforolipidos fueron producidos en reactores de 22L de capacidad a partir de la
fermentacion en estado sélido de un peso total de 3kg de sustrato que incluye una
mezcla de 0,619 kg paja, 1,012 de WOC y 0,253 kg melaza (Rodriguez et al., 2021). El
WOC proviene de la empresa Lipidos Santiga, S.A (Barcelona, Espafia), la melaza de AB
Azucarera lberia S.L.U. (Madrid, Espaia) y la paja de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Auténoma de Barcelona. Ademas, se aifade el indculo de Starmerella
Bombicola. Starmerella bombicola ATCC 22214 proviene de la “American Type Culture
Collection” (Manassas, Estados Unidos). Para su reactivacién, la cepa es sembrada en
placas de agar que contienen: 5 g/l de peptona, 3 g/l de extracto de malta, 3g/l de
extracto de levadura y 20 g/I de agar durante 48h a 302C. Posteriormente el indculo que
ha crecido se aflade a matraces Erlenmeyer de un litro con 200 ml de un medio de cultivo
que contiene: 10 g/l de glucosa, 5g/| de peptona, 3g/l de extracto de malta y 3g/I de
extracto de levadura. Estos matraces son incubados en un agitador durante 48h a 309C

y 180 rpm.

Dado que se quiere producir un biosurfactante, un compuesto anfipatico, se necesita
un extremo hidrofilico, que en este caso es la melaza y un extremo hidrofébico, que en
este caso es el WOC. La paja sirve como soporte de la mezcla a la que da estructura

permitiendo una correcta distribucién del aire en el reactor.
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Una vez se preparada la mezcla, se esteriliza en autoclave dos veces durante 1,5h a
121°C. Al dia siguiente se le inocula el microorganismo y por ultimo se introduce en el

reactor donde se lleva a cabo el proceso de FES. El FES tuvo una duracién de 4 dias.

El reactor que se utilizé tiene una capacidad de 22 |. Es un reactor cilindrico de acero
inoxidable (70 cm de altura x 30 cm de didmetro) y funciona de forma discontinua, con
aporte de aire de 1200 ml min! y con seguimiento del consumo de oxigeno para el
calculo del consumo especifico de oxigeno, OUR. Este indice muestra la tasa de

respiracion del sustrato y se calcula a partir de la ecuacion 1.

_ (02 inicial— 02 consumido) X Fx 31,98 x 60
22,4 x MS

OUR (1)

EI OUR es expresa como mg 02 g2 MS h; (02 inicial - O2 consumido) €5 la diferencia entre
el contenido de oxigeno del flujo de aire a la entrada y a la salida del reactor a un tiempo
en concreto; F es el flujo de aire volumétrico medido en condiciones normales (1 atmy
273K) en ml min%; 31,98 es el peso molecular del oxigeno en g mol; 60 es el factor de
conversién minutos/horas; 22,4 es el volumen ocupado por un mol de gas ideal bajo
condiciones normales en L y MS es la materia seca de la muestra introducida al reactor

eng.

Antes de introducir todo del sustrato en el reactor se separd una fraccion para
realizar su caracterizacion mediante el anadlisis de diferentes parametros como los
solidos totales, sélidos volatiles, pH y para la extraccidn de soforolipidos iniciales. En la

Tabla 2 se resumen los valores de estos parametros

Tabla 2: Resultados de ST, SV y pH del sustrato inicial.

Parametros Sustrato inicial

Sélidos totales (%) 50,46 £ 0,79

Sélidos volatiles (%sms) | 82,39 + 2,99

pH 5,47

23



3.2.  Produccion de biogas

Para cuantificar el potencial de produccién de biogds de un residuo y la composicidn
de este biogds se han utilizado los ensayos conocidos como BMP, de biodegradabilidad
metanogénica o de potencial bioquimico de produccion biogds. En estos ensayos se
introduce un peso conocido de inéculo y muestra a analizar en un recipiente cerrado y
con un espacio libre de cabeza constante. A partir de aqui, se va midiendo la presién en
el recipiente a distintos tiempos y se extrae muestra para determinar la composicién del
biogas (Angelidaki et al., 2009). En este caso, los ensayos se llevaron a cabo en botellas
de 250 ml y se mantuvieron en una incubadora a una temperatura de 372C. Ademas, se
afiaden pruebas con solo indculo o “blanco” para poder cuantificar también la actividad
del inéculo y de inéculo con celulosa para la comparacion de resultados. (Ponsa et al.,

2011).

El RIS (ratio indéculo sustrato) es un parametro clave en los ensayos BMP. Es
recomendado que la proporcion de sdélidos volatiles aportada por el inéculo sea mayor
qgue la del sustrato para minimizar acidificacién o inhibicién. Los RSI basados en los
sélidos volatiles se recomiendan que estén entre 2 y 4 (Holliger et al., 2016). En este

caso se utilizdo un RSl de 2:1.

Elinéculo a utilizar debe ser fresco y venir de un reactor anaerobio (Angelidaki et al.,
2009). En este caso el inéculo utilizado es de la Estacion Depuradora de Aguas Residuales
Urbanas Riu Sec, en Sabadell. Ademas, el indculo debe ser desgasificado para disminuir
el material organico biodegradable presente. Este acondicionamiento ha de llevarse a
cabo a la misma temperatura que la temperatura del proceso originario y este proceso
deberia durar hasta que no se produzca metano, o sea, de 2 a 5 dias de incubacién
(Angelidaki et al., 2009). El inéculo se dejo por tanto durante 4 dias a una temperatura

de 37°C. En la Tabla 3 se recogen las caracteristicas del indculo utilizado.

24



Tabla 3: Resultados de ST, SV, pH y DA del indculo a utilizar.

Parametros Inéculo

Sélidos totales (g de ST/ml) | 0,0286

Sélidos volatiles (g de SV/ml) | 0,0190

pH 7,96

3.2.1. Ensayos BMP con grasa pura: Experimento 1

En el Experimento 1 se llevan a cabo los ensayos de BMP con una grasa pura. En este
caso se utilizd aceite de oliva puro (AO). Se prepararon 22 recipientes de 250 ml de
capacidad total dejando 150ml de espacio de cabeza en cada una de las botellas,
introduciendo por tanto 100 ml totales de mezcla. Se eligié una relacién inéculo-sustrato
de 2:1 y de ahi se obtuvieron los pesos de celulosa y grasa a afiadir (Tabla 4). El volumen

de aceite se calculd utilizando una densidad de 0,916 (FAO, 1981).

Tabla 4: Peso del indculo y la celulosa y volumen de la grasa a introducir en las diferentes pruebas BM

Sustrato
Inéculo (g)
Celulosa (g) | Grasa (g) | Grasa (ml)
1,52 0,76 0,76 1,2

En cada una de las botellas se introdujo lo indicado en la Tabla 5 segin cada una de
las muestras a analizar. Todas las pruebas se realizaron por triplicado (los casos de
indculo e indculo mas celulosa) o cuadruplicado (para los casos con AO, con o sin SL)).
De esta forma los resultados pueden ser expresados como una media con desviacién

estandar.

Tabla 5: Valores de los pesos a introducir en las botellas del Experimento 1

Muestra Réplicas | Inéculo (ml) | Celulosa (g) | Aceite (ml) | SLs (g) | Agua (ml)
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In6culo 3 80 20
Inéculo + celulosa 3 80 0,76 20
Indculo + grasa 4 80 1,2 18,8
Inéculo + grasa + SLs 4 80 1,2 0,14 18,8
4 80 1,2 0,28 18,8
4 80 1,2 0,55 18,8

3.2.2. Ensayos BMP con grasa residual: Experimento 2

En el Experimento 2 se siguié el mismo proceso que en el Experimento 1, pero se

cambid la grasa pura por una grasa residual, el residuo de winterizacion de la produccién

de aceite (WOC). La relacion indculo sustrato se mantuvo en 2:1 en sélidos volatiles. En

la Tabla 6 se muestran los resultados de sélidos totales y sélidos volatiles del WOC.

Tabla 6: Resultados de ST y SV del WOC.

Parametros WOC
Sélidos totales (%) 84,4 + 0,50
Sélidos volatiles (%sms) | 44,0 + 0,64

A partir de los resultados de sdlidos volatiles del WOC (Tabla 6) se obtuvo el peso del

WOC necesario para los ensayos BMP (Tabla 7).

Tabla 7: Peso del inéculo, celulosa y WOC a introducir

Sustrato
Inéculo (g)

Celulosa (g) | WOC (g)
1,52 0176 1’73

A continuacién, en cada una de las botellas se introdujo lo indicado para cada una de

las muestras (Tabla 8).
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Tabla 8: Valores de los pesos a introducir en las botellas del experimento 2

Muestra Réplicas | Indéculo (ml) | Celulosa (g) | WOC (g) | SLs (g)
In6culo 3 80
Inéculo + celulosa 3 80 0,76
Inéculo + WOC 4 80 1,73
4 80 1,73 0,14
In6culo + WOC + SLs 4 80 1,73 0,28
4 80 1,73 0,55

3.3. Métodos analiticos utilizados

3.3.1. Produccion de soforolipidos

[ ] pH

Para la medicion del pH se realiza una medicién del extracto de la matriz sélida. Para
la obtencion del extracto, se pesan 5g de muestra y se le aflade 25 ml de agua destilada.

Se agita a 200 rpm durante 30 minutos en una incubadora a temperatura ambiente.
= Humedad, sélidos totales, solidos volatiles

Para el cdlculo de estos pardmetros se utiliza el método de desecacion. A

continuacion, se detallan los pasos:

- Pesar en una balanza de precision, de tres decimales, tres capsulas metdlicas o
ceramicas (crisol) y apuntar el peso de cada una. Este peso se denominara Pcrisol.

- Afadir a cada cdpsula 20 g de muestra. El peso del crisol mas la muestra se
denominara Pinicial.

- Introducir las cdpsulas en una estufa a 105 °C durante 24h. A continuacién, volver
a pesary el valor obtenido se denominara Pfinal.

- Se calcula el porcentaje de humedad mediante la ecuacion 2 y los sélidos totales

mediante la ecuacion 3.
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Pinicial — Pfinal

%H =

100 (2)

Pinicial— Pcrisol

%ST = 100 — %H (3)

Para los sdélidos volatiles:

- Pesar de nuevo, en la balanza de precisidn, tres capsulas y apuntar el peso de
cada una. Este peso se denominard Pcrisol.

- Pesar 2 g de muestra desecada en cada crisol. El peso del crisol mds la muestra
se llama Pinicial.

- Introducir las capsulas en la mulfa a 550°C durante 2 horas. Finalizado el proceso,
dejar secar y enfriar en un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente. A
continuacion, volver a pesar y el valor obtenido se denominard Pcenizas.

- Apartir de la ecuacién 4 se calculan los sélidos volatiles

%Sy = Pinicial — Pcenizas %100 (4)

Pinicial— Pcrisol

= Extraccién de soforolipidos

Esa extraccidn se realiza sobre el material obtenido al final del proceso de

fermentacion en estado sdélido o sobre muestras intermedias si se desea monitorizar la

evolucidn del proceso de FES. Se sigue el procedimiento que se detalla a continuacion:

Triturar muestra humeda. Pesar muestra humeda en una relacion 1:10 con el
acetato de etilo. En este caso se elige 20 g.

Poner muestra pesada en un matraz y afiadir 200 ml de acetato de etilo. Tapar
con Parafilm y poner en la incubadora a 25°C a 200rpm durante 1 hora. Pasada
la hora, filtrar para separar el liquido del matraz y afiadir otros 200 ml. Poner de

nuevo en la incubadora durante 1 hora.
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Ill.  Una vez pasada la hora, mezclar las dos fracciones liquidas en un mismo matraz,
agitar y afadir una cucharada de sulfato de sodio. Agitar de nuevo unos 10
segundos.

IV.  Filtrar la muestra con un papel filtrante Wallmann 1.

V.  Colocar muestra en el rotaevaporador a 40°C con una agitacion de 20rpm.

VI.  Una vez se ha evaporado el acetato de etilo, retirar del rotaevaporador y poner
40 ml de n-hexano. Cuando el soforolipido se ha fijado desechar el liquido. Dejar

gue se evapore el n-hexano restante.

3.3.2. Produccion de biogas

= Caracterizacién del biogds

Para la caracterizacién del biogds se utiliza un cromatégrafo de gases, modelo CG
5890 Emp. Este utiliza helio como gas portador a una presién de 4 bares. Para el método
utilizado en la medicién de diéxido de carbono y metano se necesita un volumen de
muestra de 100 pl de biogas extraido con una jeringa Vici. El andlisis tiene una duracién
de 3 minutos y requiere de una temperatura de horno de 70°C, sin rampa de

temperatura.
=  Volumen de metano

Para calcular el volumen de metano producido se utiliza la ecuacién 5.

(PX%CH,) X Vea

(5)

Patm

P: Presion de la botella, medida en bares

Vea: Volumen de espacio vacio de la botella, expresado en ml.
%CHa: Porcentaje de metano en el total del biogds

Patm: Presidn atmosférica, medida en bares

=  Volumen de biogas
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Para calcular el biogas producido se suman los valores de los volimenes de CHsy

CO,, medidos utilizando el método anterior.
= Potencial mdximo de produccién de metano

Para el calculo del volumen tedrico de metano a producir se utiliza la Formula de

Bushwell (1952):

CaHb OcNd + (4a—b—2c+3d)

HZO N (4a+b—26—3d)

CH4 + (4a—b+2€+3d)

CO, + dNH,

= Modelizacién de la produccion de metano (Modelo Gompertz)

El modelo Gompertz se utiliza para simular la generacidon de biogds y metano. La

ecuacion por cual se crea la curva del modelo es la siguiente:
- R. — Em € | —
B = [-exp { exp[ 8 1-1t+ 1]} (6)

Donde B representa la produccion acumulativa de metano simulado (ml CHa g1 SV);
B hace referencia a la producciéon maxima acumulada de metano simulado (ml g SV);
Um, representa la tasa maxima de produccion de metano (ml CHag*SV d1); e equivale a

2,718; A se refiere a la fase de latencia (dia) y t es el tiempo de digestion (dia)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.

El proceso de produccién de SLs se llevd a cabo por FES en un periodo de duracién

de 4 dias. En la Tabla 9 se pueden observar los valores al inicio y final de la fermentacion

ST, SV y pH.

Produccidn de soforolipidos por fermentacion en estado sélido

Tabla 9: Valores de los ST, SV, pH, la concentracion de SL y pH de SL al principio y al final

Parametros Sustrato inicial (Dia 1) | Sustrato final (Dia 4)
Sélidos totales (%) 50,46 £ 0,79 48,87 +0,13
Sélidos volatiles (%) 82,39+2,99 83,34+0,73
pH 5,47 4,18
gSLglMS 1,1 x 10 0,077 + 0,006
pH SL 2,56

Como se observa en la Tabla 9, para un periodo de 4 dias, se alcanzé un valor medio
de concentracién de SL de 0,077 g SL g MS. Este valor es mas bajo comparado con los
resultados obtenidos por Rodriguez et al. (2021) que muestran una produccién de 0,026
g SL gt MS d. En el actual trabajo, al tratarse de un proceso de 4 dias de duracién, se

deberia haber alcanzado aproximadamente, unos 0,104 g SL g* MS.

En la Figura 3 se presenta la evolucién del contenido de oxigeno en el aire a la salida
del reactor (en naranja) y del OUR (en azul). Se observa una alta OUR (Rodriguez et al.,

2021) y un descenso en el nivel de O, que demuestra una alta actividad microbiana.
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Figura 3: Perfil respirométrico de la FES de la mezcla de paja, WOCy melaza

4.2. Evolucion de la produccién de biogas y metano en la digestion anaerobia
de grasa pura (Experimento 1)

En el Experimento 1 se llevaron a cabo ensayos BMP de celulosa, AO y AO con
diferentes cantidades de SL (0,14, 0,28 y 0,55g). Las 3 dosis de SL fueron elegidas a partir
de las utilizados por Zhou et al. (2015). A partir de los resultados, se podra establecer
qué efecto tiene la concentracién de SL en la produccion de metano en la digestiéon de
grasa. Para empezar, se comentaran las diferencias en el contenido de metano y

después se discutird la produccién de metano de las muestras del Experimento 1.

En la Tabla 10 y en la Figura 4 se muestra la produccidon de biogas y metano al final
de un proceso de digestidn anaerobia de 40 dias. Normalmente los ensayos de BMP de
lodos o FORM tienen una duracion de 21 dias, pero al tratar grasas, sustratos mas

complejos y con una degradacidon mas lenta, se requieren mayores tiempos.

El porcentaje de metano en el biogas producido en las pruebas con en el AO es del
62%, un porcentaje menor al que se esperaria de un compuesto graso que suelen
obtener porcentajes de hasta 70% (Rasit et al., 2015). La muestra de AO y SL con un peso
de 0,14g muestra un porcentaje mayor al del AO mientras que las muestras de SL con
0,28 y 0,55 g tienen porcentajes menores por lo que se puede decir que el porcentaje
de metano en el biogas disminuye a medida que aumenta el peso de SL.
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Tabla 10: Produccion final de biogds y metano, con el indculo restado, de las 5 muestras del Experimento 1

Celulosa

AO

SL (0,14)

SL (0,28)

SL (0,55)

Biogas (mlgtsv)

230,1

407,3

2064,4

1161,7

896,9

Metano (ml CH4 g* SV)

128,0

250,5

1328,0

668,3

341,3

% CHq

56%

62%

64%

58%

38%

2500,0

2000,0

" 1500,0

1000,0

500,0

Produccion de hiogas/metano
{mlde biogas/CH, g*SV)

SL (0,14) SL (0,28) SL (0,55)

0,0
Celulosa

M Biogas M Metano

Figura 4: Produccion de biogds y su contenido en metano, con el inéculo restado, de las 5 muestras del Experimento
1

En la Figura 5 se observa el volumen acumulado de metano producido en las pruebas
gue contenian celulosa y en las que contenian AO. El valor se da referido a los sélidos
volatiles que inicialmente tenia la muestra y con el volumen acumulado del metano
producido por el indculo restado en un periodo de 40 dias. Al restar la produccion de
metano del indculo se puede saber el potencial real de producciéon de metano de los
sustratos. En la Figura 5 se puede observar que el potencial de produccién de metano
es mayor en el AO que en la celulosa, el AO consigue una produccion de metano final de
250 ml CH4 g1 SV mientras que la celulosa consigue un valor de 128 ml CH;g*SV. No se
han encontrado resultados de produccién de metano Unicamente de AO, pero si de
aceite de colza y su produccidn alcanza los 800-900 ml CH4 g1 SV a los 50 dias (Hansen
et al.,, 2004). Ademads, segun el calculo tedrico de la producciéon de metano de AO

calculada mediante la ecuacién de Buswell, éste deberia producir 1000 ml CH4 g1 SV por

lo que se esperaria un resultado mucho mayor.
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La celulosa, en este caso, se utiliza como control, para asi comprobar la calidad del
inéculo y su actividad. En el Experimento 1 los resultados finales de produccion de
metano de la celulosa fueron de 128 ml CH4 g1 SV. Segun los resultados de Hansen et al.
(2004), la celulosa alcanzd los 379 ml CHs gt SV a los 50 dias y segun el célculo tedrico
serian 371 ml CHag SV por lo que estd muy por debajo de lo esperado. Los bajos valores

para la celulosa y el AO podrian deberse a una baja actividad del indculo introducido.

Por otro lado, la evolucién en la produccién de biogds que siguen estos dos sustratos
es parecida a la presentada por Ponsa et al. (2011). En ambos casos, a los 11 dias, se
muestra un incremento acentuado en la produccion de metano del aceite vegetal

mientras que la de la celulosa empieza a descender hasta estabilizarse.

Otro aspecto que destacar es el error del ensayo, principalmente para de AO. La
Figura 5 muestra una desviacion de 157,7 ml CHs g SV en el resultado final de
produccién de metano, o sea, un error de 63%. En el cuadruplicado llevado a cabo se
consigue un maximo de produccién de metano de 432,6 ml CHs gt SV, valor que se
acerca a lo esperado por el AO pero que sigue siendo menor al esperado. Segin Hansen
et al. (2004), en la degradacion de grasas puede ocurrir inhibicion de la metanogénesis
por la acumulacién de productos intermedios y esta inhibicién puede resultar en una

produccién de metano muy variable entre los triplicados.
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Figura 5: Volumen acumulado de metano de la celulosa y el AO, por gramo de sdlidos voldtiles, con el indculo
restado, en el Experimento 1

En la Figura 6 se observa el potencial de produccién de metano del AO y del AO con diferentes
cantidades de SL. La adicion de SL muestra mejoras en el potencial de produccién del metano,
aunque éste disminuye a medida que aumenta la cantidad del SL afiadido. Por tanto, el mejor
resultado se obtiene anadiendo a 80 ml de indculo, 0,76g de AO y 0,14g de SL, con una
producciéon de metano de 1328 ml CH4 g-1 SV, cinco veces mayor a la obtenida con solo AO. Un
menor potencial de produccién de metano para las pruebas dénde se afiadieron 0,28 y 0,55 g
de SL puede deberse a una inhibicidon de la metanogénesis de los SLs que ademas se confirma
con los bajos porcentajes de metano del biogds, de 58% y 38%, respectivamente (Tabla 10). Aun
asi, el volumen acumulado de metano es siempre mayor para las pruebas con SL que para el
caso de solo AO. Seguin Xu et al. (2019) la adicién de SLs puede afectar a la degradacion. Con una
presencia de 0,1 g de SL/g ST la tasa especifica de degradacion del acetato, disminuyd y reprimid
la actividad de los metandgenos en un 53,1%. Esta inhibicidn en la actividad de los metandgenos
se puede deber a una reduccion del pH causada por la adicidn de los SLs. Los microorganismos
metandgenos son sensibles al pH y su pH éptimo es alrededor de 7 (Mao et al., 2015). En el caso
de Xu et al. (2019) en el reactor en el que introdujo SLs el pH se redujo de 6,8 a 6. Como se
muestra en la Tabla 9, el pH de los SLs es de 2,56 por lo que podria haber afectado al pH del
proceso, aungue no se tienen datos del pH de las muestras finales. Asi pues, la adicién de una
cierta cantidad de SL al AO parece favorable para el aumento del potencial de produccién de

metano.
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Figura 6: Volumen acumulado de metano del AO y AO con diferentes pesos de SL, por gramo de sdlidos voldtiles, con
el indculo restado, en el Experimento 1

4.3. Evolucion de la produccion de biogas y metano en la digestion anaerobia
de grasa residual (Experimento 2)

En el Experimento 2 se repitié el mismo procedimiento que en el Experimento 1 pero
en vez de probar los diferentes pesos de SL (0,14, 0,28, 0,55g) en AO, se hizo con WOC,
un residuo graso. A partir de este experimento se puede observar si los SLs también
pueden aumentar el potencial de produccidon de metano, en un producto residual como
es el WOC, ayudando a la posible valorizacién de este material por digestion anaerobia.
Esta vez el periodo de medicidn fue de 22 dias en vez de 40 dias por falta de tiempo, por
lo que los resultados pueden ser insuficientes para obtener un resultado claro sobre el

efecto de los SLs en el proceso de digestién anaerobia.

EnlaTabla 11y en la Figura 7 se muestra la produccién de biogas y su concentracién
de metano a los 22 dias. Los resultados que se obtienen son bastantes distintos a los del
Experimento 1 y esto se puede deber a que la produccién de metano al parar el
experimento estaba en el pleno crecimiento. El WOC y SL (0,14g) muestran resultados

muy por encima de los esperado para el biogas lo cual es ventajoso para su valorizacién
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energética. Ademas, se observa que tanto en el Experimento 1 como en este el

contenido de metano disminuye a medida que se aumenta el peso de SL.

Tabla 11: Produccion final de biogds y metano, con el indculo restado, de las 5 muestras del Experimento 2

Celulosa | WOC | SL (0,14) | SL (0,28) | SL (0,55)
Biogas (ml g1SV) 314,3 |519,9| 571,6 | 397,9 | 172,7
Metano (ml CH4 g*SV)| 133,3 |471,9| 482,6 | 272,3 39,9

% CH4 42% 91% 84% 68% 23%

700,0
% 6000
T &
£ ~ 500,0
z 2
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a
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Celulosa SL (0,14) SL (0,28) SL (0,55)
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Figura 6: Produccion de biogds y su concentracion de metano, con el indculo restado, de las 5 muestras del
Experimento 2

Los ensayos con celulosa ademas de servir como control pueden ayudar a comprar
dos experimentos. En este caso, segun la Figura 8, la produccién de metano de la
celulosa era a los 22 dias, de 133,3 ml CH4g ' SV mientras que en el Experimento 1, a los
21 dias, era de 109,05 ml CH4 g* SV. Como ya se ha comentado, seglin Hansen et al.
(2004), la celulosa alcanza 379 ml CHs g SV por lo que los resultados para el
Experimento 2 siguen siendo bajos. Para el WOC los resultados presentan una tendencia
parecida a los del AO. A los 22 dias se alcanzé un valor de 471,9 ml CHag 1SV, claramente
superior que el producido por el AO (250,5 ml CH4 g SV) pero también con un error
considerable, de un 57,5%, que puede deberse, como se ha explicado con anterioridad,
a la acumulacién de compuestos intermedios y que causan la inhibicién de la

metanogénesis, en algunos casos. Torrijos et al. (2012) utiliz6 WOC como cosustrato de
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la digestidon anaerobia de una mezcla de hierba, estiércol de vaca y restos de frutas y
verdura. La digestion anaerobia de estos residuos alcanzé una produccién de metano de
690 ml CH4 g1 SV en 60 dias mientras que el control sin WOC solo alcanzd 410 ml CHa g’
1SV por lo que se supone que, en el caso actual, la produccién de metano deberia seguir
aumentando y alcanzar valores mayores. Ademas, la tendencia de la grafica muestra un
aumento continuado. A partir de la curva que se obtenga del modelo de Gompertz se

podrad comentar su produccién maxima de metano simulado.
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500,0
400,0

Celulosa

300,0 =@ \\VOC

200,0

Produccion de metano (ml CH, g1 SV)

100,0

0,0

Tiempo (Dias)

Figura 7: Volumen acumulado de metano de la celulosa y el WOC, entre los sdlidos voldtiles, con el indculo restado,
en el Experimento 2

En cuanto, a la influencia de la presencia de SL en la digestion anaerobia del WOC, la
Figura 9 muestra resultados distintos a los del Experimento 1. En esta ocasién las
muestras con SL obtuvieron una produccién menor de metano que la que Unicamente
tenia la grasa. Solo es a los 22 dias cuando las muestras con 0,14 g de SL obtienen un
valor mayor de produccién de metano y su trayectoria muestra un aumento continuado.
A partir del modelo de Gompertz se podran analizar mejor los resultados que se
esperarian de haber continuado el experimento. En cuanto a las muestras de 0,28 g de
SL obtiene resultados menores, pero también tiene un aumento pronunciado a partir de
los 14-18 dias de proceso mientras las de 0,55 g obtiene resultados muy bajos durante

todo el experimento y si en algin momento aumentase seria mas adelante. En el
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Experimento 1 se observd un incremento a partir del dia 16. En este Experimento se
puede observar de nuevo la inhibicién en la metanogénesis ya que, aunque se hayan
conseguido altos porcentajes de contenido de metano (Tabla 11), son menores a los

obtenidos por la prueba del WOC solo. Ademas, tienen una fase de latencia mayor.

800,0
700,0
600,0
500,0
=@=\VOC

400,0
—0—>5L (0,14)

300,0 SL(0,28)

200,0 —8—5L (0,55)

100,0
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Produccion de metano (ml CH, g1SV)

Figura 8: Volumen acumulado de metano del WOC y del WOC con diferentes pesos de SL, entre los sélidos voldtiles,
con el indculo restado, en el Experimento 2

4.4. Modelizacidon de los resultados de los ensayos BMP

La produccion de metano fue evaluada utilizando el modelo de Gompertz, un
modelo utilizado frecuentemente para analizar los datos obtenidos en este tipo de
ensayos (Rasit et al., 2015). Este modelo nos muestra la tendencia en la produccion de
metano y calcula pardmetros como la produccion maxima acumulada de metano
simulada, la maxima tasa de produccién y la fase de latencia. En la Tabla 12 se muestran
los valores de estos pardmetros para el Experimento 1y en la Figura 10 la tendencia
segun el modelo de las 5 pruebas (celulosa, AO, SL(0,14), SL(0,28) y SL (0,55)). Bo hace
referencia a la produccién méaxima acumulada de metano simulado (ml g SV); um,
representa la tasa maxima de produccién de metano (ml CHag*SV d) y A se refiere a la

fase de latencia (dia).
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El ajuste de los datos segun el modelo Gompertz fue adecuado ya que se obtuvo un
R2de 0,97 a 0,99 para los 5 ensayos. En cambio, el error de prediccién fue alto para los
sustratos analizados. En el Experimento 1 el error alcanz6 en el peor de los casos el
98,89% y en el mejor el 0,38%. El error fue calculado a partir de la diferencia entre el

resultado experimental y el simulado por el modelo de Gompertz.

Segun la Tabla 12, los ensayos de celulosa, AO y SL (0,14) ya habian alcanzado
practicamente su produccion maxima en el tiempo observado mientras que para los de
SL(0,28) y SL (0,55) aun tenian potencial de produccién de metano, hasta 816,3 ml CH4
g1SVy672,5ml CHag SV, respectivamente. Ademas, se puede observar que el tiempo
de latencia aumenta segun la cantidad de SL afiadida al ensayo, que podria también
explicar la mayor inhibicion observada segun el peso de SL. En el caso de solo AO el
tiempo de latencia es mayor que para casi todos los casos en los que se afiade SL, por lo
que el beneficio de afiadir SL se traduce tanto en mayor produccién como en menos
latencia. Se puede observar también una mayor tasa maxima de produccion de metano

a medida ligada a una menor fase de latencia y a la cantidad de SL afiadido.

Tabla 12:Parametros de la ecuacion de Gompertz para el Experimento 1

Celulosa AO SL (0,14) SL (0,28) SL (0,55)
Bo(ml CH g1SV) 126,7 252,5 1350 816,3 672,5
Um(ml CHsg?SVd?Y)| 6,52 12,74 59,66 20,96 10,18
A (dia) -1,626 4,091 1,599 3,383 4,489
R? 0,98 0,99 0,98 0,98 0,97
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Figura 9: Modelizacion del Experimento 1 con la ecuacion de Gompertz

Los resultados del ajuste al modelo de Gompertz para los datos del Experimento 2 se
pueden observar en la Tabla 13. La duracién del ensayo no se pudo alargar mas de 22
dias, por lo tanto, hay resultados que no se ajustan demasiado bien a las curvas
simuladas, y hubiese sido necesario disponer de mas tiempo para su completo analisis.
Sobre todo, en el ensayo de SL (0,28 g) que estaba en pleno crecimiento y SL (0,55 g)
gue aun no habia arrancado se obtienen valores muy dispares a los del resto de ensayos.
Como en el caso del Experimento 1, el ajuste de datos fue satisfactorio, alcanzando
valores de RZde 0,97 a 0,99. En cambio, como era de esperar, el error de prediccion fue

alto con valores de 0,22 a 1167,15%.

Segun la Tabla 13, la producciéon de metano para la celulosa alcanzaria los 469,9 ml
CH4 g1 SV mientras que en el Experimento 1 solo alcanzaria los 126,7 ml CH4 g1 SV. Los
valores del Experimento 2 se asemejan mas a los valores alcanzados por Hansen et al.
(2004) y Gunaseelan (2004) con valores de produccidon de metano de 379y 419 ml CHa

g1 SV, respectivamente. Aun asi, se podria interpretar que los datos obtenidos por el
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modelo estan sobreestimados en el caso del Experimento 2, por la falta de datos a
tiempo mayores. Ademas, en el Experimento 2, la produccién de metano de la celulosa
empieza a aumentar a los aproximadamente a los 11 dias y como se muestra en la Tabla
13 su fase de latencia es de 9 dias mientras que en el Experimento 1 es a partir de los 11

dias cuando se empieza a estabilizar.

Por otro lado, se obtiene mediante el modelo un valor final de volumen de metano
acumulado para el WOC de 684,2 ml CHag* SV, valor parecido al obtenido por Torrijos
et al. (2012) de 690 ml CH4 gt SV. Aun asi, este dato no es exclusivo del WOC. Ademés,
otro dato a destacar es el valor de produccién maxima de metano para el SL (0,14). El
valor estimado segun el modelo es de 1111,0 ml CH4 g* SV por lo que se obtiene un
efecto parecido al del Experimento 1, un aumento de la produccién de metano en el
WOC al introducir SL en cantidades relativamente bajas. Se obtiene también en este
Experimento una mayor tasa maxima de produccién de metano para el SL (0,14 g)
comparado con el AO, 40,48 contra 34,75 ml CHs g1 SV d%, aunque una mayor fase de
latencia, 9,98 contra 7,47 dias. Para las otras dosis de SL es dificil conocer el efecto en la

produccién de metano.

Tabla 13:Pardmetros de la ecuacion de Gompertz para el Experimento 2

Celulosa WOoC SL(0,14) SL(0,28) SL (0,55)
Bo(ml CH g SV) 469,9 684,2 1.111,0 466.400,0 38,5
Hm(ml CHagSV d?) | 10,28 34,75 40,48 3.305,00 2,86
A (dia) 9,04 7,47 9,98 74,50 -2,88
R? 0,99 0,99 0,99 0,98 0,97
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Figura 10: Modelizacion del Experimento 2 utilizando la ecuacion de Gompertz
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5. CONCLUSIONES

De los resultados conseguidos en los ensayos BMP se pueden observar una serie de

conclusiones.

Para empezar, los biosurfactantes y en concreto los SLs, se recomiendan como una
alternativa a los surfactantes para el proceso de digestion anaerobia. Se ha comprobado
gue el uso de SLs aumenta la produccion de metano y que en dosis bajas se consiguen
mejores rendimientos. Los ensayos con una dosis de 0,14 g de SL son los que consiguen
mejores producciones de metano, 1328 ml CH4g 1SV en el Experimento 1y 482,6 ml CH,
g1SV en el Experimento 2. Esto se considera ventajoso ya que al necesitar menos SL el

coste de su uso es menor.

Por otro lado, se ha comprobado que el WOC es un residuo adecuado para su uso
en digestién anaerobia por su alto contenido en grasa y su alto potencial de produccién
de metano. Tedricamente, la grasa pura, o sea, el AO, deberia haber alcanzado un valor
mayor que el WOC. En general los materiales con un alto contenido de grasa consiguen
altos rendimiento de producciéon de metano, pero tienen tiempos de latencia mayores
y puede haber inhibicién de la metanogénesis por la acumulaciéon de productos

intermedios.

Para futuros ensayos con grasas se recomienda periodos mas largos en los ensayos
BMP, minimo de 40 dias. Ademas, se prueba el pH como un factor importante en el
proceso vy, por lo tanto, se recomienda realizar su seguimiento para comprobar el efecto

del pH de los SLs en el proceso.

Por ultimo, es importante destacar que este trabajo se ha llevado a cabo en el Grupo
de Investigacién de Compostaje de la Universidad Auténoma de Barcelona y estos
resultados servirdn para continuar la linea de investigacion dedicada al uso de

soforolipidos en digestidn anaerobia.
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