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Aunque la concentración de sal de estos efluentes puede ser un problema muy 
grave a la hora de realizar un tratamiento biológico, existen algunos estudios que han 
realizado digestión anaerobia utilizando aguas residuales salinas como sustrato, por 
ejemplo en el de Guo et al. (2023), se realizó una experimentación en la que se evaluó 
la producción de biogás en función del estrés salino, concluyendo en que el aumento 
de la cantidad de sal en el proceso de digestión anaerobia disminuía la producción de 
biogás debido a la inhibición de la etapa metanogénica. 

En el estudio realizado por Che et al. (2022), se realizó la digestión anaerobia 
de aguas residuales salinas sintéticas utilizando biocarbón sintético a base de hierro 
mediante pirólisis a diferentes temperaturas, y se llegó a la conclusión que usando 
este biocarbón en el proceso se mejoró la producción de metano. En otro ensayo que 
realizó Hu et al. (2021) se estudió el efecto de la adición de estos biochar a base de 
hierro en el proceso de formación de biopelículas en el tratamiento anaeróbico de 
aguas con alta salinidad, logrando mayor eficiencia en la eliminación de compuestos 
orgánicos solubles y una mayor producción de metano. 

Por último, varios estudios han probado los efectos en la adición de materiales 
conductores a base de hierro, más concretamente la magnetita, llegando a la 
conclusión de que la magnetita podría aliviar estos efectos negativos causados por 
ambientes de estrés en el proceso de la digestión anaerobia, ya sea por altos niveles 
de amoníaco, sulfato, ácidos volátiles o incluso altas concentraciones de sales. En el 
estudio realizado por Ma et al. (2021) se demostró que el reactor estimulado con 
magnetita logró una mayor eficiencia en la eliminación de la demanda química de 
oxígeno y aumentó la producción de metano entre un 8% y 36,3% en el tratamiento de 
efluentes residuales con alta salinidad. 
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2.- OBJETIVOS 
El objetivo principal de este trabajo de fin de máster consiste en aplicar el concepto de 
biorrefinería mediante la obtención de compuestos de interés y, adicionalmente, 
mediante un proceso de digestión anaerobia biogás en efluentes provenientes de la 
industria de la aceituna de mesa (Figura 2.1). 

Para cumplir este objetivo principal se desarrollarán los siguientes objetivos 
específicos: 
1.- Estudio del proceso de extracción de azúcares y fenoles como compuestos de 

interés industrial en efluentes de la fermentación de la aceituna de mesa. 
2.- Evaluación del proceso de biometanización de las diferentes fases resultantes de 

los procesos de extracción de compuestos de interés. 
 
 

Figura 2.1.- Esquema general del proceso (Elaboración propia). 
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1.- REACTIVOS USADOS 

 
Los reactivos que se han usado para llevar a cabo toda la experimentación son: 

Etanol 96%(v/v) (Panreac); Na2CO3 (Panreac); Reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac); 
Metanol (Panreac); Ácido Gálico (Sigma Aldrich); H2SO4 / AgSO4 10g/L (Panreac); 
Ftalato hidrógeno de potasio (Sigma Aldrich); K2Cr2O7 0,2084 N (Panreac); 
(NH4)2Fe(SO4) (Panreac); K2Cr2O7 comercial 1N (Panreac); DPPH (Sigma Aldrich); 
Trolox (Sigma Aldrich); Ácido Cítrico anhidro para análisis (Panreac); Cloruro de Hierro 
(III) (Sigma Aldrich); Ácido Tricloroacético (Fisher Chemical); 2,2-Bipiridilo (Sigma 
Aldrich); Ácido Sulfúrico 96% (Carlo Erba Reagents); D(+)-Glucosa Anhidra (Panreac); 
Antrona 97% (Sigma Aldrich); Hidróxido de sodio 99% (Honeywell Fluka); Solución 
tampón pH 4 (Panreac); Solución tampón pH 7 (Hach); Solución tampón pH 10 
(Hanna); Patrón estándar de conductividad eléctrica 12,88 mS/cm (Hach). 

3.2.- MUESTREO DE LOS EFLUENTES E INÓCULO UTILIZADOS 
 

El inóculo utilizado para toda la experimentación se obtuvo 5 de junio de 2023 
de la estación depuradora de aguas residuales El Copero (EMASESA) en Dos 
Hermanas (Sevilla). Posteriormente se dejó decantar para eliminar el exceso de agua 
que contenía. 

El agua acidificada y salmuera utilizada para toda la experimentación se 
obtuvieron de la empresa agroalimentaria DCOOP (Sección Aceituna de Mesa en 
Monturque, Córdoba, España) el 23 de mayo de 2023. 

3.3.- EXTRACCIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS 
 

La extracción de los compuestos fenólicos se ha realizado con una columna de 
4,1 cm de diámetro y 92 cm de altura, rellena con 800 mL de una resina comercial 
aniónica fuerte modificada por la que se han pasado 2 litros de efluente. Esta resina 
retiene un gran porcentaje de fenoles (Figura 3.1) ya que contienen polímeros 
altamente reticulados con gran superficie y numerosos poros. 

 

Figura 3.1.- Imagen del procedimiento utilizado para la extracción de compuestos fenólicos de 
los diferentes efluentes (Elaboración propia). 
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3.4.- EXTRACCIÓN DE AZÚCARES 
 

Una vez realizado el tratamiento de extracción de compuestos fenólicos se 
aplica a los diferentes efluentes un procedimiento de ultrafiltración para extraer los 
azúcares (Figura 3.2). En este proceso se pasó 1 litro de muestra con ayuda de una 
bomba peristáltica Masterflex L/S Easy-Load II por una columna de ultrafiltración de 
celulosa (millipore prep/scale-TFF 2.5ft2 cartridge CDUF002LH Ultrafiltration module) a 
una velocidad en la que la presión del sistema alcance un valor aproximado de 1 bar. 
Mediante este procedimiento se obtuvo 0,7 litros de un efluente que contenía solo los 
compuestos que tienen un tamaño inferior a 3000 Daltons como fenoles simples y 
azúcares con bajo grado de polimerización. 

 

Figura 3.2.- Imagen del montaje realizado para la extracción de azúcares de los diferentes 
efluentes (Elaboración propia). 

3.5.- POTENCIAL BIOQUÍMICO DE METANO 
 

Para evaluar la biodegradabilidad anaeróbica y el potencial de producción de 
metano de los diferentes sustratos se ha realizado un ensayo BMP (Biochemical 
Methane Potencial). 

Los sustratos seleccionados para este ensayo han sido efluentes que 
provienen de la industria de la aceituna de mesa: Agua acidificada inicial (AI), Agua 
acidificada sin fenoles (AF), Agua acidificada sin fenoles y sin azúcares (AA) y una 
disolución 75:25, agua acidificada sin fenoles y sin azúcares con salmuera sin fenoles 
y sin azúcares (D). Tanto estos sustratos, como el inóculo han sido caracterizados 
para conocer sus propiedades más relevantes y su biodegradabilidad. 

Algunas de las características generales del inóculo utilizado en el ensayo se 
recogen en la siguiente tabla (Tabla 3.1): 

Tabla 3.1.- Datos de la caracterización general del inóculo utilizado. 
 

 

Muestra 

 

pH 
Conductividad 

Eléctrica 
(mS/cm) 

 
Alcalinidad 

(mg/L) 

 
DQOsoluble 

(mg O2/L) 

 
DQOtotal 

(mg O2/L) 

Fenoles 
totales 
(mg/L) 

Azúcares 
totales 
(mg/L) 

 
Inóculo 

 
7,60 

 
7,18 

5.303,53 

±31,76 

336,0 

±13,2 

32.015 

±1.379 

41,6 

±2,4 

21,6 

±1,2 

DQO: Demanda Química de Oxigeno 

Para conocer que cantidad de inóculo y sustrato que es necesario introducir en 
cada reactor se establece una relación inóculo sustrato de 2:1 en gramos de sólidos 
volátiles (SV) (3 g SV de inóculo). También se le añadió una disolución de carbonato 
de sodio (Concentración 50 g/L) para regular el pH del medio y aportar al medio una 
alcalinidad que asegure su estabilidad. La presencia de oxígeno en el espacio de 
cabeza de los reactores fue eliminada mediante una corriente de nitrógeno aplicada a 
cada reactor al inicio del ensayo. Para llevar a cabo este ensayo se han utilizado como 
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reactores matraces Erlenmeyer de 250mL, de los cuales se ha utilizado un volumen de 
trabajo de 240mL (Figura 3.3). Cada reactor con volumen final de 240 mL contenía: 
123,2 mL de inoculo, la cantidad correspondiente de sustrato previamente 
neutralizado, 10 mL de NaCO3 y agua destilada hasta alcanzar el volumen final de 
240mL. 

 

Figura 3.3.- Montaje general del ensayo de potencial bioquímico de metano (Elaboración 
propia). 

Cada reactor se encontraba sumergido en un baño con agua termostatizada a 
37ºC con la ayuda de un termostato de inmersión Julabo Corio C y con agitación 
constante mediante agitadores magnéticos (IKA RO15) para favorecer la 
homogeneización y transferencia de materia. Para poder medir el biometano producido 
en cada reactor se conectaron mediante mangueras de látex a gasómetros de 1 L, los 
cuales estaban sumergidos en una disolución de NaOH 2N con el objetivo de que el 
CO2 producido en los reactores reaccione con esta disolución permitiendo así la 
medición solo de metano. De esta forma, la cantidad de metano producido por cada 
reactor es posible medirla mediante desplazamiento del volumen de disolución en 
cada gasómetro. 

Tras introducir todos los componentes en los reactores y alimentar se ha 
procedido a medir diariamente el volumen de gas generado mediante desplazamiento 
de la disolución en los gasómetros, para posteriormente realizar las correcciones de 
volumen necesarias para llevar los datos a condiciones normales de presión y 
temperatura (1 atm, 25ºC). Se ha trabajado con triplicados de cada reactor y con 
reactores control en los que no se le ha añadido sustrato, de esta forma se puede 
obtener la producción de metano generado en el proceso de biometanización, sin 
tener en cuenta el biogás producido por el inóculo. Por último, se representan 
gráficamente los resultados del volumen de metano generado por gramo de sólido 
volátil de sustrato en función al tiempo de digestión del ensayo. 

3.6.- ESTUDIO ESTADÍSTICO Y CINÉTICO DEL ENSAYO 
 

Para realizar el estudio estadístico de los resultados obtenidos se realizó una 
prueba estadística ANOVA de un factor de las diferentes producciones finales de los 
ensayos de potencial bioquímico de metano con un intervalo de confianza del 95%. 
Realizando posteriormente una prueba de Tukey para comparar las medias 
individuales de las diferentes muestras provenientes del análisis de varianza para 
determinar cuáles de estas medias poblacionales son diferentes entre sí con un nivel 
de significancia de 0,05. 

Los parámetros cinéticos y el ajuste matemático de la cinética de los procesos 
de digestión anaerobia se determinaron numéricamente mediante una regresión no 
lineal a partir de los datos experimentales obtenidos en este estudio, utilizando el 
software SigmaPlot (Versión 15). Según el comportamiento de los diferentes ensayos 
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en el tiempo se utilizaron dos modelos cinéticos diferentes. Se utilizó un modelo 
cinético de primer orden (Exponential Rise to Maximum; Single, 2 Parameter) (Trujillo- 
Reyes et al., 2022) para el comportamiento de todos los reactores en los primeros días 
de ensayo, de acuerdo con las siguientes expresiones (Ecuaciones [1] y [2]): 

  [1] 

[2] 
 

Donde G es la producción acumulada de metano durante esta primera etapa 
(mL CH4/g SV), Gm es la producción específica final de metano (mL CH4/g SV), k (d-1 ) 
es la constante de velocidad específica o la constante cinética aparente, t es el tiempo 
(d) y Rm es la tasa máxima de producción de metano (mL CH4/g SV ꞏ d). 

Tras ello, los diferentes ensayos comienzan a mostrar un comportamiento 
diferente al de la primera etapa del proceso, empezando a seguir una cinética que 
puede describirse con el modelo sigmoidal de 4 parámetros (Sigmoidal; Sigmoid, 4 
Parameter) (Trujillo-Reyes et al., 2019), de acuerdo con las siguientes expresiones 
(Ecuaciones [3] y [4]): 

 
 

[3] 
 
 

[4] 

Donde B es la producción acumulada de metano durante esta etapa (mL CH4/g 
SV), B0 es la producción acumulada de metano en el inicio de esta etapa (mL CH4/g 

SV), Bm es la producción final de metano (mL CH4/g SV), P es la producción máxima 
de metano durante esta etapa (mL CH4/g SV), Rm es la tasa máxima de producción de 
metano (mL CH4/g SV ꞏ d), t es el tiempo (d) y, por último, λ (d) es el tiempo de retraso. 

También se determinaron los parámetros r2, error estándar de estimación 
(S.E.E) y el error (%) el cual se definió como la diferencia en porcentaje entre la 
producción final de metano acumulada experimental y Gm (exponencial) o Bm 

(sigmoidal). 



Máster Gestión, Tratamiento y 
Valorización de Residuos Orgánicos 

Manuel Hernández Escaño 

17 

 

 

 

3.7.- MÉTODOS ANALÍTICOS 

3.7.1.- CALIDAD DE LAS DETERMINACIONES ANALÍTICAS 
 

Para determinar la calidad de las determinaciones analíticas realizadas en la 
experimentación se ha determinado la función estimación lineal, que consta de varios 
componentes como la pendiente de la recta (b), la desviación estándar de la pendiente 
(Sb), la ordenada en el origen (a), la desviación estándar de la ordenada en el origen 
(Sa), el coeficiente de determinación (r2>0,99), el coeficiente de correlación (r), la 
desviación estándar de la regresión (Sy/x), la suma de los residuales al cuadrado 
(SSres) la suma de los cuadrados de la regresión (SSreg). 

También se encuentran la linealidad (L%) o linealidad online, la cual consiste 
en la desviación estándar relativa de la pendiente y se calcula con la siguiente fórmula: 

 

El límite de detección (LD), nos da un valor de la cantidad o concentración 
mínima de un analito que puede detectarse mediante un proceso analítico con una 
certeza razonable y se calcula con la siguiente fórmula: 

 

El límite de cuantificación (LC), nos da un valor de la cantidad o concentración 
mínima de un analito que puede determinarse cuantitativamente mediante un proceso 
analítico con una cantidad metrológica preestablecida y se calcula con la siguiente 
fórmula: 

 

3.7.2.- DETERMINACIÓN DEL PH, CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA Y 
ALCALINIDAD 

 
Para determinar el pH y la conductividad eléctrica de la muestra se ha utilizado 

un Multímetro portátil HACH Sension+ MM150 para pH, ORP y conductividad provisto 
de un electrodo Multisensor Sension+ 5059 con cuerpo de plástico que se sumerge en 
un volumen adecuado de muestra, dando como resultado una lectura digital que da el 
valor de pH con dos cifras decimales. Diariamente se ha procedido a la calibración de 
este con soluciones tampón comerciales de pH 4,00; 7,00; 10,00 y conductividad 
eléctrica 18,88 mS/cm. 

La alcalinidad de una muestra consiste en su capacidad para amortiguar 
cambios de pH. Este valor es importante en muchos usos y tratamientos de aguas 
tanto naturales como residuales porque depende fundamentalmente del contenido en 
carbonatos, bicarbonatos e hidróxidos, aunque también incluyen la contribución de 
boratos, fosfatos, silicatos y otras bases presentes en la muestra. La determinación de 
este valor se realizó mediante el uso de un titrador potenciométrico HI 901 HANNA en 
el cual se le suministra un volumen conocido de nuestra muestra en un vaso de 
precipitado al que se le añade lentamente una disolución de ácido sulfúrico 0,02 N 
hasta que se alcanza un pH de 4,5. En este punto el aparato nos muestra la 
alcalinidad de nuestra muestra en mg/L correspondiendo a la conversión de la mayor 
parte de HCO3- a H2CO3. 
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 b  a   

 0,0048  ‐0,0446   

Sb  2,18E‐04  0,032  Sa 

R²  0,9821  0,057  Sy/x 

Ssreg  494,094  9  Ssres 

r  0,9910  35,39  LD 

L(%)  99,1  117,96  LC 

 

3.7.3.- DETERMINACIÓN DE POLIFENOLES TOTALES SOLUBLES 

Para la determinación de polifenoles totales se utilizó el método de Folin- 
Ciocalteu en el que se realiza un ensayo colorimétrico cuyo principal reactivo es el 
“reactivo de Folin”, un líquido de color amarillo que consiste en una mezcla de ácidos 
fosfomolíbdico y fosfotúngstico a partir de los cuales se producen iones molibdato y 
tungsteno. Con este método se produce una reacción óxido/reducción entre el reactivo 
de Folin y el ácido gálico (Figura 3.4) que genera un complejo de molibdeno (Mo(V)) 
que posee una coloración azul intensa la cual es posible medir mediante el uso de un 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 655nm, lo que finalmente nos da como 
resultado una medida de la cantidad de compuestos fenólicos presentes en nuestra 
muestra (Singleton & Rossi, 1965). 

 

Figura 3.4.- Esquema de la reacción de la determinación de polifenoles totales (Muñoz-Bernal 
et al., 2017). 

Para la determinación de la cantidad de compuestos fenólicos presentes en 
nuestra muestra se añaden a una microplaca una alícuota de la muestra por triplicado, 
añadiéndole posteriormente carbonato sódico (Na2CO3) y el reactivo de Folin. 
Finalmente se deja estabilizar por 10 minutos para medir la absorbancia a 655nm 
(Figura 3.5) con un espectrofotómetro lector de microplacas iMark Bio-rad Microplate 
Absorbance Reader (Hércules, CA, EE.UU). La concentración de compuestos 
fenólicos presente en la muestra se determina mediante interpolación de la 
absorbancia en una recta de calibrado, obteniendo los resultados en mg equivalentes 
de ácido gálico/L. 

 

Figura 3.5.- Recta de calibrado y estimación lineal de la determinación de polifenoles totales 
solubles. 
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3.7.4.- DETERMINACIÓN DE POLIFENOLES INDIVIDUALES MEDIANTE 
HPLC 

 
Se determinó el perfil de los compuestos fenólicos individuales mediante el uso 

de un sistema de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) Hewlett-Packard 
1100 series (Figura 3.6), equipado con un detector de diodos de matriz y un inyector 
automático Agilent 1200 series que introduce 20 µL de muestra. Se usó la columna 
cromatográfica Teknokroma Mediterranea SEA 18 de 5 µm de tamaño de partícula que 
posee unas dimensiones de 25 × 0,46 de diámetro interno. Como eluyente se utilizó 
acetonitrilo grado HPLC (B) y agua mill-Q 0,01% en ácido trifluoroacético (TFA). El 
caudal fue de 1 ml/min y los cromatogramas se registraron a 280nm. Los compuestos 
fenólicos se separaron utilizando el siguiente gradiente: 0–30 min, 5% B; 30–45 min, 
25% B; 45–47 min, 50% B; 47–50 min, 0% B. La identificación y cuantificación de 
compuestos fenólicos se basó en la comparación de los tiempos de retención (RT) y 
valores de absorbancia de los picos detectados en solventes con los obtenidos por la 
inyección de los estándares puros de cada análisis. 

 

Figura 3.6.- Imagen del HPLC usado en la experimentación (Elaboración propia). 
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 b  a   

 ‐0,0007  0,4646   

Sb  2,51E‐05  0,006  Sa 

R²  0,9914  0,009  Sy/x 

Ssreg  693,349  6  Ssres 

r  0,9957  40,23  LD 

L(%)  96,2  134,10  LC 

 

3.7.5.- DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIRADICAL 
 

Para la determinación de la actividad antiradical se utilizó el método de DPPH 
en el que se realiza un ensayo colorimétrico cuyo principal reactivo es el 2,2-difenil-1- 
picrilhidrazilo (DPPH), un líquido de color violeta. En este método se produce una 
reacción entre el reactivo DPPH, el cual es susceptible a aceptar un protón de un 
compuesto antioxidante y formar la 2,2-difenil-1-picrilhidrazina, la cual deja de tener el 
color violeta y pasa a tener un color amarillento (Figura 3.7). Este cambio de color es 
posible medirlo mediante el uso de un espectrofotómetro a una longitud de onda de 
490nm, lo que finalmente nos da como resultado una medida de la actividad antiradical 
presente en nuestra muestra (Larrauri, 1998). 

 

Figura 3.7.- Esquema de la reacción de la determinación de la actividad radical (Alam et al., 
2013). 

Para la determinación de la actividad antiradical presente en nuestra muestra 
se añaden a una microplaca una alícuota de la muestra por triplicado, añadiéndole 
posteriormente DPPH. Finalmente se deja estabilizar por 30 minutos para medir la 
absorbancia a 490nm (Figura 3.8) con un espectrofotómetro lector de microplacas 
iMark Bio-rad Microplate Absorbance Reader (Hércules, CA, EE.UU). La actividad 
antiradical presente en la muestra se determina mediante interpolación de la 
absorbancia en una recta de calibrado, obteniendo los resultados en mg equivalentes 
de trolox/L. 

 

Figura 3.8.- Recta de calibrado y estimación lineal de la determinación de la actividad 
antiradical. 
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3.7.6.- DETERMINACIÓN DEL PODER REDUCTOR 
 

Para la determinación del poder reductor se utilizó el método colorimétrico con 
FeCl3 y 2,2-Bipiridilo en el que se genera una reacción química que produce un 
complejo de hierro (III) que posee color (Figura 3.9). Este cambio de color es posible 
medirlo mediante el uso de un espectrofotómetro a una longitud de onda de 490nm, lo 
que finalmente nos da como resultado una medida del poder reductor presente en 
nuestra muestra (Makris, 2022). 

 
 

Figura 3.9.- Esquema de la reacción del proceso de determinación del poder reductor 
(Elaboración propia). 

Para la determinación de la actividad antiradical presente en nuestra muestra 
se añaden a una microplaca una alícuota de la muestra por triplicado, añadiéndole 
posteriormente FeCl3. A continuación, se deja estabilizar por 20 minutos a 50ºC para 
posteriormente añadirle el 2,2-bipiridilo y volver a dejar estabilizar 30 minutos a 
temperatura ambiente. Finalmente se mide la absorbancia a 490nm (Figura 3.10) con 
un espectrofotómetro lector de microplacas iMark Bio-rad Microplate Absorbance 
Reader (Hércules, CA, EE.UU). El poder reductor presente en la muestra se determina 
mediante interpolación de la absorbancia en una recta de calibrado, obteniendo los 
resultados en mg equivalentes de trolox/L. 

  
Figura 3.10.- Recta de calibrado y estimación lineal de la determinación del poder reductor. 

 b  a   

 0,0017  0,1202   

Sb  3,53E‐05  0,009  Sa 

R²  0,9973  0,012  Sy/x 

Ssreg  2191,127  6  Ssres 

r  0,9986  22,63  LD 

L(%)  97,9  75,44  LC 
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 b  a   

 0,0113  0,0731   

Sb  2,40E‐04  0,027  Sa 

R²  0,9964  0,046  Sy/x 

Ssreg  2205,570  8  Ssres 

r  0,9982  12,28  LD 

L(%)  99,8  40,94  LC 

 

3.7.7.- DETERMINACIÓN DE AZÚCARES TOTALES SOLUBLES EN AGUA 

Para la determinación de los azúcares totales solubles en agua se utilizó el 
método de método colorimétrico en el que el reactivo principal es la Antrona. En este 
método se produce una reacción entre los grupos hidroxilos de los monosacáridos en 
el que se deshidratan al encontrarse en un medio ácido y caliente, formándose 
compuestos intermedios como el furfural si es una pentosa, o el hidroximetilfurfural si 
es una hexosa (Figura 3.11). Estos compuestos intermedios reaccionan con la 
Antrona formando un complejo que posee un color azul verdoso. Este cambio de color 
es posible medirlo mediante el uso de un espectrofotómetro a una longitud de onda de 
630nm, lo que finalmente nos da como resultado una medida de la cantidad de 
azúcares totales solubles presente en nuestra muestra (Dische, 1962). 

 

Figura 3.11.- Esquema de la reacción del proceso de azúcares totales solubles en agua 
(Mokrash, 1954). 

Para la determinación de los azúcares totales solubles presentes en nuestra 
muestra se añaden a una microplaca una alícuota de la muestra por triplicado, 
añadiéndole posteriormente la disolución de Antrona 0,2% en H2SO4. A continuación, 
se agitan los tubos en un vortex y se deja estabilizar por 5 minutos en un baño de 
agua a 100ºC para posteriormente añadir 200 μL de cada tubo en la microplaca una 
vez que ya están fríos. Finalmente se mide la absorbancia a 630nm (Figura 3.12) con 
un espectrofotómetro lector de microplacas iMark Bio-rad Microplate Absorbance 
Reader (Hércules, CA, EE.UU). Los azúcares totales solubles presentes en la muestra 
se determinan mediante interpolación de la absorbancia en una recta de calibrado, 
obteniendo los resultados en mg equivalentes de glucosa/L. 

 

Figura 3.12.- Recta de calibrado y estimación lineal de la determinación de azúcares totales 
solubles en agua. 



Máster Gestión, Tratamiento y 
Valorización de Residuos Orgánicos 

Manuel Hernández Escaño 

23 

 

 

 b  a   

 0,0003  0,0066   

Sb  4,72E‐06  0,003  Sa 

R²  0,9989  0,005  Sy/x 

Ssreg  5439,219  6  Ssres 

r  0,9994  41,92  LD 

L(%)  98,6  139,74  LC 

 

3.7.8.- DETERMINACIÓN DE SÓLIDOS TOTALES, VOLÁTILES Y 
MINERALES 

 
La determinación de sólidos totales, volátiles y minerales (Bridgewater, 2012) 

se realiza pesando una cantidad de muestra en un crisol el cual previamente se ha 
pesado vacío. Este crisol con la muestra se seca en una estufa JPSelecta modelo 
digiheat-TFT (Barcelona, España) que se encuentra a 105ºC durante 24 horas, 
anotando el peso cuando la muestra esté seca. 

Para la determinación de sólidos minerales se introduce el crisol que 
previamente se ha introducido en la estufa, en un horno mufla a 550ºC donde se 
calcina la muestra un mínimo de dos horas, quedando solo los sólidos minerales para 
finalmente volver a pesar el crisol. 

Con estos datos se calcula la cantidad de sólidos totales (ST), sólidos 
minerales (SM) y humedad de la muestra. La cantidad de sólidos volátiles (SV) que 
presenta la muestra se obtiene realizando la diferencia entre la masa de sólidos totales 
y los minerales. 

3.7.9.- DETERMINACIÓN DE LA DEMANDA QUÍMICA DE OXÍGENO 
SOLUBLE 

Para determinar la demanda química de oxígeno soluble de nuestra muestra 
previamente filtrada para la eliminación de sólidos, se someten a un reflujo cerrado 
con un exceso de reactivo oxidante (K2Cr2O7) en un medio ácido fuerte (H2SO4), 
añadiendo un catalizador (AgSO4). Los compuestos orgánicos oxidables actúan y 
reducen el dicromato Cr+6 a ión crómico Cr+3 permitiendo en este caso medir el exceso 
de dicromato que no ha reaccionado mediante espectrofotometría. Tras añadir los 
reactivos se introducen las muestras en un digestor a 150ºC durante dos horas, para 
posteriormente medir la absorbancia con un espectrofotómetro (Multiparameter 
Photometer HI83399 HANNA) a 600nm (Raposo et al., 2008). 

Para conocer el valor real de la DQOsoluble de nuestra muestra se interpola el 
valor de la absorbancia obtenida en una recta de calibrado (Figura 3.14) obtenida 
mediante disoluciones de ftalato hidrógeno de potasio (FHP) preparadas por la 
disolución de un patrón cuyo valor teórico de DQOsoluble es 1000 mg O2/L, obteniendo 
finalmente el resultado expresado en mg O2/L. 

 

Figura 3.13.- Recta de calibrado y estimación lineal de la determinación de la demanda 
química de oxígeno soluble. 
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3.7.10.- DETERMINACIÓN DE LA DEMANDA QUÍMICA DE OXÍGENO 
TOTAL 

El método utilizado para la determinación de la DQOtotal es similar al utilizado 
en la determinación de la DQOsoluble solo que en este caso la muestra se somete a un 
reflujo abierto y se determina la cantidad de dicromato que no ha reaccionado 
mediante la valoración frente a SAF (Sulfato de amonio y hierro (II) hexahidratado 
0,5N) ((NH4)2Fe(SO4)) con ferroína como indicador. Para cuantificar la cantidad de 
dicromato añadida y posibles interferencias de materia orgánica aportadas con el agua 
de dilución a las muestras, se incluye junto a la muestra dos blancos con agua 
destilada. Para factorizar y cuantificar la normalidad real del SAF realizado, se realiza 
por duplicado una valoración con K2Cr2O7 1N comercial, obteniendo la normalidad real 
mediante la siguiente fórmula: 

Finalmente, por diferencia del volumen consumido de SAF en la valoración de 
las muestras y en la valoración del blanco, se determina la cantidad de dicromato 
consumido en la oxidación de la muestra, obteniendo los resultados en mg O2/kg. 

3.7.11.- DETERMINACIÓN DEL CARBONO ORGÁNICO TOTAL 

El carbono orgánico total es una medida de la cantidad de compuestos 
orgánicos presentes en nuestra muestra, para su determinación se utiliza un 
analizador de carbono orgánico total modelo TOC-L CSN, con automuestreador ASI 
de la marca Shimadzu en el que se introduce una dilución conocida de nuestra 
muestra previamente filtrada para obtener como resultado la cantidad de carbono total, 
carbono orgánico total y carbono inorgánico. 

3.7.12.- DETERMINACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS VOLÁTILES 

Para la determinación de los ácidos grasos volátiles (AGV) se añade una 
alícuota de la muestra junto al patrón interno (ácido etilbutírico y ácido fosfórico al 
30%) para posteriormente centrifugar la muestra y recuperar el sobrenadante el cual 
finalmente se utiliza en la determinación. Durante el estudio se ha analizado el ácido 
acético (C2), el ácido propiónico (C3), el ácido isobutírico (i-C4), el ácido butírico (n- 
C4), el ácido isovalérico (i-C5) y el ácido valérico (n-C5). Estos, se han determinado a 
través de la cromatografía gaseosa con detector de ionización de flama (FID) a 250 
ºC, cuyo modelo es GC-2010, marca shimadzu, equipado con una columna Stabilwax- 
Da (Crossbond Carbowax polyethylene glycol, RESTEK) con unas dimensiones de 
0,25 mm x 30m. La temperatura del horno aumenta gradualmente de 100 a 170 ºC a 5 
ºC/min. Se utilizó nitrógeno (30 mL/min), hidrógeno (40 mL/min) y aire (400 mL/min) 
como gas portador a un caudal de 40,0 mL/min a 504 kPa. 

3.7.13.- DETERMINACIÓN DE IONES MEDIANTE CROMATOGRAFÍA 
IÓNICA 

Los aniones y cationes se determinaron mediante cromatografía iónica con un 
sistema Advanced Compact IC (861, Metrohm) equipado con un supresor de CO2 
(MCS 853, Metrohm) y un procesador de muestras (AG 838, Metrohm). 
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4.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1.- CARACTERIZACIÓN DE LOS EFLUENTES 

4.1.1.- CARACTERIZACIÓN FISICO-QUÍMICA 

En la Tabla 4.1 se muestran los valores de pH, conductividad eléctrica, sólidos 
volátiles (SV) y totales (ST), la demanda química de oxígeno de los componentes 
totales y solubles (DQOTotal y DQOsoluble) de los diferentes sustratos que se han 
utilizado en el ensayo. 

Tabla 4.1.- Datos de la caracterización físico-química de los sustratos utilizados. 
 

 
Sustrato 

 
pH 

Conductividad 
Eléctrica 
(mS/cm) 

ST 
(mg/kg) 

SV 
(mg/kg) 

DQOtotal (mg 
O2/L) 

DQOsoluble 

(mg O2/L) 

Rat. 
DQOsoluble/ 
DQOtotal 

AGV/ 
DQOsoluble 

AGV Totales 
(mg O2/L) 

 
AI 3,6±0,1 10±1 34.600 

±1.458 
28.214 
±1.485 

67.436 
±2.112 

52.050 
±866 

0,77 0,27 14.019±253 

 
AF 

 
3,5±0,1 

 
11±1 225.870 

±438 
19.364 
±199 

59.052 
±153 

47.800 
±1.520 

 
0,81 

 
0,42 

 
20.251±134 

 
AA 3,4±0,1 14±1 222.577 

±280 
17.372 

±75 
52.539 
±1.059 

38.883 
±803 

0,74 0,16 6.290±37 

 
SI 3,8±0,1 99±1 1.107.159 

±1.207 
29.260 
±1.852 

48.252 
±1.488 

32.300 
±661 

0,67 0,14 4.445±46 

 
SF 

 
3,9±0,1 

 
94±1 1.103.945 

±287 
26.025 
±373 

44.613 
±420 

29.883 
±1.664 

 
0,67 

 
0,18 

 
5.353±151 

 
SA 3,9±0,1 93±1 1.101.469 

±603 
27.157 
±1.253 

39.163 
±733 

30.050 
±1.060 

0,77 0,17 5.080±107 

 
D 3,5±0,1 36±1 442.480 

±187 
18.913 
±249 

48.289 
±603 

37.175 
±176 

0,77 0,16 5.910±216 

La Tabla 4.1 refleja que los valores de pH de los diferentes sustratos oscilan 
entre 3,4 y 3,8, teniendo un pH ácido que puede afectar negativamente en el proceso 
de biometanización. Para realizar el estudio de digestión anaerobia se neutralizaron 
los sustratos utilizados en el ensayo a un pH aproximado de 7. Estos valores de pH 
tan bajos son similares en estos tipos de efluentes que provienen de la fermentación 
de la aceituna de mesa como el agua acidificada o la salmuera (Ballesteros-Gómez et 
al., 2023). Los altos valores de conductividad eléctrica en las muestras de salmuera 
reflejan el elevado contenido en sales que contienen este tipo de efluentes, lo cual 
puede afectar negativamente en el proceso de biometanización, produciendo 
plasmólisis celular en los microorganismos encargados del proceso. Para el ensayo de 
biometanización se decidió realizar una disolución 75:25 para reducir la cantidad de 
sales que se introducen en el reactor, consiguiendo reducir su conductividad eléctrica 
a 36 mS/cm. Otros estudios como (Mohamadi et al., 2023) realizaron ensayos con 
efluentes similares en los que obtuvieron valores de conductividad equivalentes debido 
a su alta salinidad. También, se observa que en el caso del agua acidificada en torno 
al 77% de los sólidos totales son sólidos volátiles, sin embargo, este valor disminuye 
en el caso de las salmueras hasta un valor de 26%, indicando que este tipo de 
efluente contiene una menor cantidad de materia orgánica. Al igual que los sólidos 
volátiles, la demanda química de oxígeno es una medida que indica la cantidad de 
materia orgánica contenida en una muestra. El ratio DQOsoluble/DQOTotal determinada 
indica que aproximadamente el 25 % de la materia orgánica no es soluble para todos 
los casos estudiados. Como se puede observar en el ratio AGV/DQOsoluble, la cantidad 
de ácidos grasos volátiles que forman parte de la DQO soluble de los sustratos 
aumenta cuando se someten al proceso de extracción de compuestos fenólicos, sin 
embargo, en la extracción de azúcares ese valor disminuye. 

En la Figura 4.1 se representa la concentración de ácidos grasos volátiles 
presentes en los sustratos en mg O2/L. Se puede observar que los efluentes de agua 
acidificada presentan una mayor concentración de este tipo de compuestos que los 
efluentes de salmuera, contando con una composición mayoritariamente de ácido 
acético (C2) que aproximadamente ocupa el 75% del total, por lo que el bajo pH que 
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muestra este tipo de efluente puede ser debido a la elevada concentración de ácido 
acético que contiene. Se puede destacar que tras el proceso de extracción de 
compuestos fenólicos los ácidos grasos presentes en los diferentes sustratos han 
llegado a aumentar, sin embargo, el proceso de extracción de azúcares provocó su 
posterior disminución. 

 

Figura 4.1.- Concentración en mg O2/L de ácidos grasos volátiles presentes en los sustratos 
utilizados. 

En la Tabla 4.2 se representan los datos obtenidos de las concentraciones de 
iones presentes en los diferentes sustratos utilizados, los cuales se han obtenido 
mediante cromatografía iónica. En ella se puede destacar la alta concentración de 
iones Na+ y Cl- en los efluentes que contienen sales, debido a que el principal 
ingrediente en la elaboración de este tipo de efluentes es el cloruro de sodio (NaCl) 
(Maricel & Lopez Toro, 2020). Se puede observar que, tras los diferentes procesos de 
extracción en el sustrato de agua acidificada, la concentración de los iones Na+ y Cl- 

aumenta en ambos procesos. Sin embargo, en la concentración de este tipo de iones 
en los sustratos que provienen de salmuera disminuye en cada proceso de extracción. 
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Tabla 4.2.- Datos de la concentración de iones en los sustratos utilizados. 
 

Concentración 
Iones presentes 

(mg/L) 

 
I 

 
AI 

 
AF 

 
AA 

 
SI 

 
SF 

 
SA 

 
D 

 

Na+ 50,222 55,922 60,683 164,721 2.990,566 2.963,718 2.834,351 761,888 
 

NH4+ 17,138 *** *** *** 24,941 24,938 24,905 *** 
 

K+ 33,452 281,084 275,658 264,427 176,913 172,446 167,325 225,286 
 

Mg2+ 6,857 17,852 20,502 16,848 51,663 52,678 41,616 32,036 
 

Ca2+ 1,293 13,837 13,677 13,052 12,239 12,282 11,844 12,574 
 

Cl- 125,085 110,944 210,271 219,193 4.222,059 4.061,253 3.950,492 1.167,862 
 

 
- 

NO2 2,072 *** *** *** *** *** *** *** 
 

 
- 

NO3 1,948 *** 1,961 1,941 2,017 2,963 2,938 2,044 
 

 
3- 

PO4 16,771 44,892 30,279 25,22 21,93 30,08 26,774 24,039 
 

 
2- 

SO4 4,297 22,619 8,268 6,568 132,252 233,253 224,052 58,056 
 

4.1.2.- ESTUDIO DE EXTRACCIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS 

En la Figura 4.2 se representa la concentración de compuestos fenólicos 
expresados como mg equivalentes de ácido gálico por litro en los diferentes efluentes 
de aguas ácidas y salmueras que se han utilizado en la experimentación. Se puede 
observar que se ha logrado una eficiencia de extracción de este tipo de compuestos 
de hasta un 49% sobre el total de compuestos fenólicos solubles. 

Estos compuestos fenólicos que han sido extraídos pueden utilizarse en 
multitud de aplicaciones debido a que son muy interesantes ya que poseen 
propiedades antioxidantes y beneficiosas salud (Wang et al., 2019). Además, tiene 
distintos usos en la industria alimentaria actuando como aditivos en algunos alimentos, 
incluso para preservarlos y evitar su oxidación (Banerjee et al., 2017), pudiéndose usar 
para aumentar la calidad y la vida útil de los productos cárnicos y retrasar el deterioro 
microbiológico del pescado (Oliveira et al., 2021). Otra de las características de este 
tipo de compuestos con respecto al proceso de digestión anaerobia es que una 
concentración elevada de éstos puede afectar al proceso ya que puede inhibir 
parcialmente a los microorganismos encargados de llevar a cabo la biometanización 
(Borja et al., 1997). 
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Figura 4.2.- Concentración en mg/L de polifenoles totales presentes en los sustratos utilizados. 
 

En la Tabla 4.3 se muestra la concentración de los compuestos fenólicos 
individuales presentes en los diferentes efluentes obtenidos a lo largo de la 
experimentación, en la que se puede observar el descenso de la concentración de 
este tipo de compuestos tras el tratamiento para su extracción. En el caso del efluente 
agua ácida se consiguió extraer hasta un 48% del total de fenoles iniciales y un 37% 
en el caso de la salmuera. Tras el proceso de extracción de azúcares también se 
consiguió extraer compuestos fenólicos, llegando hasta un 17% en el caso del agua 
ácida y a un 1,6% en el caso de la salmuera. Esto puede deberse a que durante este 
proceso se han podido extraer compuestos fenólicos más complejos o incluso unidos a 
azúcares. Estas interacciones entre polisacáridos y compuestos fenólicos ya han sido 
estudiadas en extractos relacionados con la aceituna, donde se han encontrado una 
fuerte interacción en este complejo de polisacáridos pécticos y fenoles que, además, 
exhibe propiedades antioxidantes y antiproliferativas (Bermúdez-Oria et al., 2023). 

También se obtuvieron los diferentes cromatogramas mediante HPLC-UV a 
280 nm como se puede observar en la Figura 4.3, donde se destaca la presencia de 
algunos de estos compuestos como el Hidroxitirosol, el cual es un catecol derivado de 
la oleuropeína que se puede encontrar en las aceitunas o en el aceite de oliva y tiene 
excelentes propiedades antioxidantes (Erkoç et al., 2003). También se puede destacar 
la presencia del Tirosol, otro compuesto fenólico muy relevante actualmente debido a 
la abundancia de estudios ya que posee propiedades beneficiosas para la salud, a 
causa de sus propiedades cardio y neuro protectoras (Zurob et al., 2020). 
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Tabla 4.3.- Datos de concentración de compuestos fenólicos individuales presentes en los 
diferentes efluentes.  

 
Sustrato 

Concentración de 
Hidroxitirosol 

(mg/L) 

Concentración de Tirosol 
(mg/L) 

AI 1.323,325±16,044 153,260±3,239 

AF 668,700±2,814 85,990±0,820 

AA 502,005±0,771 65,730±0,382 

SI 1.341,175±16,681 112,005±0,742 

SF 567,950±5,756 41,815±0,799 

SA 532,195±6,569 41,295±5,169 

D 368,930±1,768 10,870±0,339 
 
 

 

Figura 4.3.- Cromatogramas de los efluentes iniciales utilizados en la experimentación. 

En la Figura 4.4 se muestran los datos obtenidos sobre el poder reductor 
expresados en mg equivalentes de trolox por litro. Se puede observar que los 
diferentes efluentes muestran una menor capacidad para donar electrones o actuar 
como aceptor de protones tras someterlos al tratamiento para la extracción de 
compuestos fenólicos, disminuyendo su concentración hasta un 50% de media tras el 
proceso. 
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Figura 4.4.- Concentración en mg/L del poder reductor presente en los sustratos utilizados. 

 
En la Figura 4.5 se recogen los valores de la actividad antiradical expresados 

en mg equivalentes de trolox por litro. Se puede observar que de la misma forma que 
ocurre con el poder reductor tras el proceso de extracción de los compuestos fenólicos 
la capacidad de los diferentes efluentes de captar radicales libres es mucho menor que 
antes del tratamiento. Esta reducción de actividad antiradical de los efluentes tras la 
extracción de compuestos fenólicos indica que estos compuestos poseen una gran 
capacidad antiradical. Se puede observar que tras la extracción de azúcares también 
se reduce la actividad antiradical de los efluentes, probablemente debido a la 
eliminación de los compuestos fenólicos que se encuentran unidos a estos azúcares 
retirados. En algunos estudios como en los de Bakirtzi et al. (2016) se llegó a la 
conclusión de que existe una correlación bastante significativa entre la actividad 
antiradical y la concentración de este tipo de compuestos presentes en la muestra. 
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Figura 4.5.- Concentración en mg/L de la actividad antiradical presente en los sustratos 
utilizados. 

4.1.3.- ESTUDIO DE EXTRACCIÓN DE AZÚCARES 

En la Figura 4.6 se representa la concentración de azúcares totales solubles 
expresados en miligramos equivalentes de glucosa por litro en los diferentes efluentes 
que se han utilizado en la experimentación. Se observa que la concentración de 
azúcares del agua acidificada se reduce aproximadamente un 23% tras el proceso de 
extracción de compuestos fenólicos y tras ello el proceso de extracción de azúcares 
consigue retirar un 16% de azúcares restantes. De la misma forma en el efluente de 
salmuera la concentración de azúcares se reduce un 20% en el primer procedimiento y 
tras él se vuelve a extraer aproximadamente un 6% de azúcares. Este descenso en la 
concentración de azúcares totales solubles tanto en el proceso de eliminación de 
compuestos fenólicos como en el de ultrafiltración puede deberse a la eliminación de 
los polisacáridos con un tamaño mayor a 3.000 Daltons que poseen un alto grado de 
polimerización y por la eliminación de azúcares que se encuentran enlazados a 
compuestos fenólicos (Bermúdez-Oria et al., 2023). 

La extracción de este tipo de compuestos puede ser interesante debido a su 
multitud de opciones de uso como suplementos alimenticios o incluso en la industria 
agrícola como aditivo para los alimentos de animales de granja en los que se ha 
estudiado sus beneficios para el desarrollo intestinal y crecimiento de éstos (Ao & 
Choct, 2013). 
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Figura 4.6.- Concentración en mg/L de azúcares totales solubles en agua presente en los 
sustratos utilizados. 
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4.2.- ESTUDIO DEL POTENCIAL BIOQUÍMICO DE METANO 

En este apartado se estudia la producción de metano (mL CH4/g SV) (Figura 
4.7), la biodegradabilidad y estabilidad en el proceso de biometanización del agua 
acidificada inicial (AI), agua acidificada sin fenoles (AF), agua acidificada sin fenoles y 
sin azúcares (AA) y la disolución 75:25 de agua acidificada sin fenoles y sin azúcares y 
salmuera sin fenoles y sin azúcares. 

 

Figura 4.7.- Gráfico de la producción de metano (mL CH4/g SV) del ensayo de potencial 
bioquímico de metano. 

La producción de metano de los reactores que contenían agua acidificada (AI) 
produjeron un total de 789,5 ± 28,8 mLCH4/g SV, logrando llegar a un valor de 
biodegradabilidad de 86,6% (Tabla 4.4) respecto a la cantidad de metano que 
teóricamente debería haber producido. La producción en los ensayos en los que el 
sustrato era agua acidificada sin Fenoles (AF) presentaron la mayor producción con 
949,0 ± 30,5 mLCH4/g SV, llegando a producir un 20,2% más de biometano tras el 
pretratamiento para la eliminación parcial de los fenoles en el efluente, logrando 
alcanzar un 81,5% de biodegradabilidad. Esto puede deberse a que la presencia de 
este tipo de compuestos puede favorecer la inhibición de la ruta metabólica de la 
digestión anaerobia, concretamente la fase metanogénica, por lo que retirando parte 
de estos fenoles se puede favorecer las reacciones que generan el biogás (Borja et al., 
1997). 

En los reactores en los que se usaron como sustrato el agua acidificada sin 
fenoles y sin azúcares (AA) se produjo un total de 910,6 ± 14,9 mLCH4/g SV, un 15,3% 
más que el efluente inicial, aunque la producción en comparación con el mismo 
efluente con azúcares ha disminuido debido posiblemente a que la DQOtotal de este 
sustrato es menor, por tanto, la cantidad de materia orgánica presente también es 
menor. Aun así, se logró un 78,8% de biodegradabilidad con respecto a la producción 
de metano teórica. 

Por último, el reactor que menos cantidad de biometano produjo fue el ensayo 
que se alimentó con un sustrato que consistía en una disolución 75:25 (D) de agua 
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acidificada sin fenoles ni azúcares y salmuera sin fenoles ni azúcares. Se produjo un 
total de 706,9 ± 21,9 mLCH4/g SV llegando a un porcentaje de biodegradabilidad de 
72,5%, sin embargo, la adición del efluente con gran contenido en sales produjo que 
se redujese la producción total un 22,37%, probablemente debido a que las sales que 
contiene han producido la inhibición parcial del proceso de biometanización ya que 
producen la plasmólisis de los microorganismos encargados del proceso de la 
digestión anaerobia. En otros estudios como (Zupančič et al., 2023) también han 
realizado ensayos en los que se utiliza efluentes salinos como sustrato para procesos 
de digestión anaerobia, en el que se han tenido resultados positivos donde los 
microorganismos encargados del proceso han tolerado concentraciones de NaCl de 
hasta 39,4 g/L, llegando a la conclusión de que los choques salinos a corto plazo no 
tienen por qué ser letales para la comunidad microbiana encargada del proceso de 
biometanización. 

La estabilidad de los diferentes ensayos de digestión anaerobia se evaluó 
mediante el pH y la alcalinidad del digestato obtenido tras el final de la 
experimentación. Los valores de pH obtenidos se encuentran en el límite del rango 
recomendado para una actividad metanogénica adecuada, que varía en un rango de 
7,3 a 7,8 (Wheatley, 1990). La alcalinidad final del proceso fue suficiente para poder 
amortiguar los diferentes cambios de pH producidos durante la experimentación, como 
se puede observar en los favorables valores de pH y los altos grados de 
biodegradabilidad. 

Tabla 4.4.- Caracterización de los diferentes reactores tras en el proceso de potencial 
 bioquímico de metano.  

 

BMP AI AF AA D 

pH 7,7±0,1 7,8±0,1 7,8±0,1 7,7±0,1 

Conductividad Eléctrica 
(mS/cm) 

17±1 20±1 21±1 27±1 

Alcalinidad 
(mg/L) 

10.947±400 11.712±588 12.347±304 11.001±188 

SV 
(mg/kg) 

13.166±349 14.299±1641 14.799±179 14.167±250 

ST 
(mg/kg) 

28.568±379 29.974±1650 31.068±1330 355.427±622 

DQOsoluble 
(mg O2/L) 

1.940±96 2.611±775 4.155±114 3.436±230 

TOC 
(mg/L) 

2.718±23 3.303±217 3.600±57 3.144±128 

TC 
(mg/L) 

2.821±14 3.416±218 3.707±64 3.243±127 

IC 
(mg/L) 

104±11 113±12 107±8 99±5 

AGV Totales 
(mg O2/L) 

26±5 895±578 1.332±342 944±455 

mL Exp CH4/g SV 
(mL) 

789,5±28,8 949,0 ±30,5 910,6±14,9 706,9±21,9 

Biodegradabilidad 
 (%) 

86,6±3,2 81,5±2,6 78,8±1,3 72,5±2,2 

En la Figura 4.8 se representa la concentración en mg O2/L de ácidos grasos 
volátiles presentes en los diferentes reactores tras el proceso de digestión anaerobia. 
Se puede observar que en los reactores en los que se utilizaron como sustrato el agua 
acidificada inicial (AI) la concentración de ácidos grasos volátiles es prácticamente nula 
en comparación con el resto de ensayos, en los que la concentración de este tipo de 
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compuestos es mayor, llegando a presentar una mayor concentración en el caso de 
los reactores con agua acidificada sin fenoles y azúcares (AA). A diferencia de los 
ácidos grasos volátiles presentes en los sustratos, el ácido acético (C2) es minoritario, 
siendo el ácido propiónico (C3) el que se encuentra en mayor proporción, ocupando 
aproximadamente un 83% del total. 

 

Figura 4.8.- Concentración en mgO2/L de ácidos grasos volátiles presentes en los diferentes 
reactores. 

4.3.- ESTUDIO DE LA ACUMULACIÓN DE IONES EN LOS REACTORES 

En la Tabla 4.5 se representa la cantidad de iones presentes en los reactores 
tras el proceso de digestión anaerobia en comparación con la cantidad de iones que 
se introdujeron en los diferentes ensayos al inicio de la experimentación. En ella se 
puede destacar la gran diferencia entre los iones Na+, debido a la gran cantidad de 
este tipo de cationes que proporciona la disolución tampón usada en el ensayo de 
biometanización. Se puede observar que la cantidad de aniones Cl- se mantiene 
constante al principio y al final del ensayo, probablemente debido a que la cantidad de 
sales presentes en los sustratos se ha acumulado en el proceso de biometanización. 
También puede destacarse la eliminación parcial de los iones Mg2+ y Ca2+ los cuales 
pueden haberse reducido debido a que los microorganismos encargados del proceso 
de la digestión anaerobia pueden haberlos consumido como macronutrientes durante 
el ensayo, haciendo que no se encuentren solubilizados en el medio. Por último, cabe 
destacar la disminución de la cantidad de iones NO2

- y el aumento de iones NO3
-, 

probablemente debida a la acción de las bacterias nitrificantes quimiolitótrofas 
(Nitrobacter) que pueden encontrarse en suelos y aguas, las cuales oxidan los iones 
nitrito en un proceso denominado nitrificación (García Rodríguez, 2015). 
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Tabla 4.5.- Datos de cantidad de iones acumulados teóricos y presentes en los diferentes 
reactores. 

Cantidad 
Iones 

presentes 
(mg) 

B  AI
 AF AA D  

Teórica Real Teórica Real Teórica Real Teórica Real Teórica Real 

Na+ 6,192 19,214 9,165 73,412 10,893 87,703 20,415 93,954 66,618 128,369 

NH4+ 2,113 2,687 2,113 2,497 2,113 2,424 2,113 2,326 2,113 2,397 

K+ 4,125 4,230 19,068 18,819 25,478 24,427 26,957 26,531 21,992 21,618 

Mg2+ 0,845 0,942 1,795 1,241 2,434 1,211 2,300 1,247 3,386 1,358 

Ca2+ 0,159 0,325 0,895 0,313 1,219 0,437 1,286 0,497 1,157 0,529 

Cl- 15,423 14,487 21,321 21,174 31,711 31,063 34,349 35,114 108,047 113,534 

NO2
-
 0,255 - 0,255 - 0,255 - 0,255 - 0,255 - 

NO3
-
 0,240 0,473 0,240 0,443 0,392 0,429 0,408 0,438 0,402 0,455 

PO4
3-

 2,068 4,159 4,455 5,575 4,413 4,368 4,246 4,299 3,974 4,078 

SO4
2-

 0,530 0,864 1,732 0,882 1,170 0,724 1,097 1,008 5,134 0,935 

4.4.- RESULTADOS DEL ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

4.4.1.- ANÁLISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

Una vez finalizado el ensayo y con los resultados finales del proceso de 
biometanización, se realizó un estudio estadístico ANOVA de un factor (Figura 4.9), 
donde se llegó a la conclusión de que se debe rechazar la hipótesis nula (H0) en la que 
las medias poblacionales son iguales, aceptando por tanto la hipótesis alternativa (H1) 
en la que existe una diferencia significativa entre los diferentes resultados obtenidos 
en al menos dos medias poblacionales. 

 

Figura 4.9.- Gráfico de la producción final de metano (mL CH4/g SV) de los diferentes reactores 
en comparación con la producción media. 

Tras estudiar las medias poblacionales de las producciones de los diferentes 
reactores se realizó un prueba de Tukey, en la que se llegó a la conclusión que no hay 
diferencias significativamente importantes entre los resultados obtenidos en los 
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reactores AF y AA, por lo que se puede llegar a la conclusión de que el proceso de 
extracción de azúcares no afectó significativamente en la producción de biogás de los 
diferentes reactores. Por lo que la extracción de este tipo de compuestos puede ser 
interesante desde el punto de vista industrial ya que se pueden obtener compuestos 
de interés sin afectar negativamente a un posterior tratamiento con digestión 
anaerobia. Sin embargo, tanto la extracción de compuestos fenólicos, como la 
presencia de sales proveniente de la salmuera influyeron significativamente en la 
producción final del proceso de biometanización. Por tanto, la extracción de 
compuestos fenólicos es una alternativa muy interesante a partir de la cual se pueden 
obtener compuestos de interés que pueden tener bastantes usos en la industria y, 
además, la extracción de este tipo de compuestos mejora los resultados de un 
posterior tratamiento de biometanización, que posibilita la obtención de biogás con 
este efluente residual. 

4.4.2.- ESTUDIO DE LA CINÉTICA DEL PROCESO DE BIOMETANIZACIÓN 

En la Tabla 4.6 se representan los datos de los diferentes parámetros 
obtenidos tras realizar el estudio de la cinética de los diferentes ensayos de digestión 
anaerobia realizados en este estudio. 

Tabla 4.6.- Datos de los diferentes parámetros relacionados con la cinética de los reactores de 
biometanización. 

  
AI AF AA D 

Gm Exp mL CH4/g SV 660±23 747±34 744±11 559±9 

Gm mL CH4/g SV 748±11 865±20 825±17 593±7 

k día-1 0,235±0,008 0,190±0,009 0,190±0,009 0,219±0,006 

Rm mL CH4/(g SVꞏdía) 176±28 164±46 156±55 130±21 

r2  0,9944 0,9878 0,9814 0,992 

Error % 13,30 15,81 10,93 6,15 

S.E.E  16,08 27,79 34,93 16,34 

Bm Exp mL CH4/g SV 789±29 949±31 911±15 707±22 

Bm mL CH4/g SV 780±31 924±73 900±46 707±27 

P mL CH4/g SV 132±5 195±12 172±13 160±8 

B0 mL CH4/g SV 648±5 72±9 728±11 547±7 

Rm mL CH4/(g SVꞏdía) 24,25±0,96 31,61±2,49 31,30±1,59 29,03±1,11 

λ día 13,38±0,14 17,07±0,21 17,91±0,23 18,33±0,16 

r2  0,9914 0,9897 0,9932 0,9977 

Error % 1,20 2,64 1,18 0,19 

S.E.E  3,97 7,87 5,08 3,43 

S.E.E: Standard Error of Estimate 
ErrorExp (%): ((Gm Exp– Gm Model)/Gm Exp)ꞏ100 
ErrorSigm (%): ((Bm Exp – Bm Model)/Bm Exp)ꞏ100 

En la Figura 4.10 se observa que las cinéticas generadas a partir de los datos 
experimentales obtenidos siguen una cinética exponencial los primeros días de 
ensayo, llegando a alcanzar valores superiores a 0,99 de r2. Tras ello, los reactores 
empiezan a seguir una cinética sigmoidal (Sigmoidal; Sigmoid, 4 Parameter) en una 
segunda etapa del proceso, alcanzando un valor de r2 superior a 0,99. Los bajos 
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valores de los errores y errores estándar de las estimaciones, nos indican que existe 
un buen ajuste de los datos experimentales a los modelos propuestos para los 
diferentes ensayos. En la etapa en la que se ajusta con un modelo exponencial se 
obtuvieron valores de Rm mayores para los ensayos en los que el sustrato era AI, por 
lo que la velocidad de producción de metano en la primera etapa es mayor en el caso 
de este efluente que en los demás, esto puede deberse a que contienen una mayor 
cantidad de azúcares que son fácilmente asimilables para los organismos encargados 
del proceso. Sin embargo, en la segunda etapa en la que la cinética se ajusta a un 
modelo sigmoidal los Rm de los sustratos AF y AA presentan valores mayores siendo 
por tanto los que mayor velocidad de producción poseen en esta segunda fase del 
proceso. La tabla 4.6 también recoge los datos del tiempo de retardo (λ) que tiene 
cada uno de los sustratos, los cuales presentan valores mayores para el sustrato con 
gran contenido en sales (D) y con los sustratos de agua acidificada aumenta a medida 
que se le extraen compuestos de interés. Este valor puede indicar el tiempo que tarda 
cada reactor en dejar de seguir un modelo cinético exponencial para comenzar a 
.describir un comportamiento que se ajusta más a un modelo cinético sigmoidal. 

 

Figura 4.10.- Gráfico de los modelos cinéticos que se ajustan al comportamiento de los 
diferentes reactores. 
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5.- CONCLUSIONES 
En este trabajo se ha tratado de aplicar el concepto de biorrefinería a distintas 

corrientes residuales que provienen de la industria de la aceituna de mesa. Para ello, 
se han tratado los diferentes efluentes para extraer compuestos fenólicos y azúcares 
con alto grado de polimerización que pueden ser utilizados en la industria como 
compuestos de alto valor añadido, para posteriormente, estudiar el efecto de la 
extracción de este tipo de compuestos en el proceso de biometanización de las 
corrientes resultantes de estos procesos. 

Se ha observado que, a partir de estos extractos, que normalmente se tratan 
como un residuo sin valor, es posible la extracción de compuestos de interés industrial 
como azúcares o compuestos fenólicos como el hidroxitirosol o tirosol que tienen una 
importante actividad antioxidante, a partir de los cuales pueden obtenerse compuestos 
de valor añadido muy interesantes desde el punto de vista de la industria. 

Tras el proceso de extracción de compuestos se ha tratado de evaluar el 
proceso de biometanización de los diferentes efluentes obtenidos, llegando a alcanzar 
una biodegradabilidad del 86,6%, obteniendo que, el proceso de producción de 

biometano está influenciado por la presencia de diferentes factores como pueden ser 
la cantidad de compuestos fenólicos o su concentración salina. Se observó que la 

extracción de compuestos fenólicos aumentó significativamente la producción de 
biometano en los reactores hasta un 20,2%, sin embargo, la extracción de azúcares 

con alto grado de polimerización no produjo una diferencia significativamente mayor en 
la producción de biogás. Finalmente, la adición en el sustrato de un efluente con una 

alta carga en sales produjo un descenso bastante notable en la producción de biogás 
debido a la inhibición de los microorganismos encargados de la producción del biogás. 

Por tanto, es posible obtener compuestos de alto valor añadido como 
compuestos fenólicos o azúcares que pueden ser utilizados en las industrias 

alimentarias o farmacéuticas. Además, el uso de estos efluentes como sustratos en 
procesos de digestión anaerobia son una gran alternativa, ya que puede obtenerse 
biogás que puede ser utilizado como combustible aprovechando subproductos que 

normalmente se desechan y generan problemas medioambientales. 
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