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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE METANO MEDIANTE CO-DIGESTION
ANAEROBIA ALPERUJO-MICROALGA

La presente invencion se enmarca en el sector del aprovechamiento de los
subproductos de la industria alimentaria. Particularmente, el objeto de la presente
invencién es un procedimiento mejorado para la produccion de metano a partir de la co-
digestion anaerobia del alperujo, principal subproducto generado en la elaboracion del
aceite de oliva, mediante el sistema de elaboracién por centrifugacién en dos fases, con

la microalga Dunaliella salina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El alperujo es el principal subproducto resultante de la extraccién del aceite de oliva en
las almazaras, y muestra un alto contenido en agua (56%), un pH acido (5,4) y un
elevado contenido en materia organica (91%), gran parte de ella de naturaleza ligninica
(35%). Ademas, el alperujo presenta un elevado contenido graso (3-4%) y también de
polifenoles hidrosolubles (0,9%), fracciones que le otorgan propiedades fitotéxicas. El
contenido en potasio (K) es relativamente bajo, mostrando también bajos contenidos de
fésforo (P), micronutrientes y metales pesados. Ademas, el alperujo es deficitario en
nitrégeno, por lo tanto, el proceso de digestién anaerobia del mismo lleva asociada una
carencia de nitrégeno que se ve reflejada en el metabolismo de los microorganismos y
por tanto en los rendimientos de producciéon de biogas y metano. En conclusién, el
alperujo es muy problematico tanto por sus caracteristicas (bajos pH, alta carga
organica, alto contenido en azucares reductores, etc.) como por las cantidades en que

se genera (de 2.000.000-4.000.000 t/afio) y su tratamiento se hace muy necesario.

Dentro de los métodos empleados para la valorizacidn de este subproducto se
encuentra su digestién anaerobia, obteniéndose metano de alto poder calorifico, que lo
hace util para distintas aplicaciones como su uso en motores de cogeneracién para

producir calor y electricidad.

Por otro lado, la co-digestion anaerobia del alperujo con un co-sustrato que

complemente esta carencia en nitrogeno puede mejorar los rendimientos de metano
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finales. En este sentido, se ha estudiado la co-digestion anaerobia de distintos
porcentajes de mezcla entre distintas especies de microalgas y el alperujo. Son
conocidos procesos de co-digestidon anaerobia del alperujo con diferentes microalgas
como Scenedesmus quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii 6145, Chlamydomonas

reinhardti cw15, y Dunaliella salina.

Los resultados de la co-digestion del alperujo con estas microalgas en los porcentajes
estudiados no da siempre buenos resultados, de lo que se desprende un interés
creciente por el desarrollo de procesos que permitan un mejor aprovechamiento de
productos como el alperujo para la producciéon de metano con mejores resultados en

cuanto a rendimiento y cinética.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El alperujo, como se ha comentado anteriormente, es deficitario en nitrégeno, por lo
tanto, su proceso de digestidn anaerobia lleva asociada una carencia de nitrégeno que
se ve reflejada en el metabolismo de los microorganismos y por tanto en los
rendimientos de produccién de biogas y metano. La co-digestion anaerobia del alperujo
con un co-sustrato que complemente esta carencia en nitrogeno mejora los rendimientos
de metano finales. Es por esto que en la presente invenciéon se ha estudiado la co-
digestion anaerobia de distintos porcentajes de mezcla entre Dunaliella salina y el
alperujo, lo que permitira a la industria oleicola poder tratar sus subproductos mediante
co-digestion anaerobia obteniendo un beneficio energético extra en forma de metano
que podria emplearse en la propia almazara y supondria un ahorro en los gastos de

energia de las mismas.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencioén se refiere a un procedimiento
de obtencién de metano a partir de alperujo o residuos sélidos de almazara (OMSW),
mediante co-digestion anaerobia de un sustrato que comprende alperujo con microalga,
caracterizado por que la microalga es Dunaliella salina y por que se parte de una

proporcion de alperujo:microalga que esta comprendida entre 85:15y 95:5.

En una realizacion preferida el sustrato comprende una mezcla de alperujo y Dunaliella
salina en una relacién comprendida entre 90:10 y 95:5 en soélidos volatiles, y mas

preferiblemente donde el sustrato consiste en una mezcla de alperujo y Dunaliella salina
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95:5 en sélidos volatiles.

En otra realizacién mas preferida el procedimiento anterior comprende las siguientes
etapas:
(a) adicion de un sustrato que consiste en una mezcla de alperujo y Dunaliella salina
al reactor de digestion;
(b) adicion de inéculo microbiano al reactor de digestién en proporcién en sélidos
volatiles de in6culo:sustrato comprendida entre 3,0 y 0,5;
(c) adicion de una solucién de elementos traza a la mezcla indculo:sustrato de la
etapa (b);
(d) cierre del reactor de digestion y desplazamiento con gas inerte, preferentemente
nitrégeno gas, del aire del espacio de cabeza;
(e) digestion durante un periodo comprendido entre 30 y 50 dias a una temperatura
mesofilica de entre 20y 39 °C, y a una velocidad de agitacion comprendida entre 200

y 500 rpm.

La digestién anaerobia de un sustrato de naturaleza lignocelulésica, como el alperujo,
puede verse limitada en la primera etapa o etapa de hidrélisis-acidogénesis por la
presencia de las estructuras complejas de hemicelulosa, celulosa y lignina. El uso de
algun pretratamiento previo a la digestion anaerobia, digase pretratamiento térmico,
ultrasonidos, o microondas, podria favorecer la rotura de estas estructuras complejas
permitiendo obtener mejores resultados en los rendimientos de metano y las cinéticas

de produccion obtenidas.

Por otro lado, la utilizacién de un in6éculo microbiano adecuado en la etapa (b) del
procedimiento es esencial para el buen desarrollo de estos procesos de digestidon
anaerobia. En una realizacién preferida, el inéculo de la etapa (b) se selecciona de entre
lodos anaerobios procedentes de las plantas o estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDAR), o inéculos microbianos maduros procedentes de reactores de

industrias agroalimentarias.

En una realizacidén mas preferida la proporcién en soélidos volatiles de in6culo:sustrato
es de 2:1. Esta proporcidn en sélidos volatiles se calcula en base a los sélidos volatiles
que contenga tanto el inéculo como el sustrato o sustratos de partida (alperujo y/o

microalga Dunaliella salina o ambos), de acuerdo con el Ejemplo 1 de la presente
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invencion.

Por otro lado, dependiendo del origen del indculo microbiano que se emplee en la etapa
(b), éste puede contener aun restos sin digerir del sustrato alimentado en el reactor de
procedencia. Este es el caso de inéculos procedentes de reactores industriales o de las
EDARs. Si no se eliminan previamente, estos restos, podrian alterar los resultados de
la digestion anaerobia de un nuevo sustrato a tratar mediante digestién anaerobia. Por
lo tanto, en una realizacién preferida, se debe dejar pasar un intervalo de tiempo de
entre 36 a 48 horas desde que se recoge el indculo el in6culo hasta que se afiade en la

etapa (b) del procedimiento de la invencién.

Los diversos microorganismos que componen el inéculo microbiano, preferentemente
bacterias y aqueas, y que participan en el proceso de la digestién anaerobia, tienen unos
requerimientos nutricionales de macro y micro nutrientes para el mantenimiento de su
metabolismo y su reproducciéon. En algunas ocasiones la composicion del sustrato
alimentado a los reactores anaerobios puede cubrir esas necesidades esenciales. No
obstante, para asegurar el buen comienzo y desarrollo de la digestion anaerobia,
inicialmente en el momento de la inoculacion de los reactores anaerobios con los
microorganismos, se puede afadir cierta cantidad de elementos traza para asegurar
que no existe carencia de los mismos y que hay una buena puesta en marcha del
proceso activando los sistemas enzimaticos microbianos. Estos elementos traza juegan
un papel crucial en el crecimiento y metabolismo de los microorganismos anaerobios,
siendo esenciales para muchos procesos bioquimicos y fisiolégicos. Algunos elementos
trazas como Niquel, Cobalto o Molibdeno actuan como co-factores en enzimas
implicadas en el proceso de formacidén de metano. Por otra parte, la bio-accesibilidad de
los elementos traza en las rutas metabodlicas de los microorganismos anaerobios esta
relacionada en la mayor parte de los casos, no con la cantidad total de estos metales,
sino con la fraccién que se encuentra en solucién. Otros factores como el pH del medio
o la temperatura pueden originar la precipitacion y/o quelacién de estos metales traza
reduciendo asi su bio-accesibilidad. Por tanto, el afadir los elementos traza en el
arranque de los digestores tiene como principal objetivo favorecer el metabolismo y la

actividad de los microorganismos implicados en el proceso.

Es por esto que, en otra realizacidn preferida, la solucién de elementos traza de la etapa

(c) comprende sales de elementos metalicos seleccionados de entre hierro, cobre, zinc,
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cobalto, manganeso, molibdeno, niquel, aluminio, selenio, y cualquiera sus mezclas. En
una realizacidn mas preferida las sales metalicas de la solucién de elementos traza se
seleccionan de entre Fe?*, Cu?*, Zn?*, Co?*, Mn?*, Ni?*, Al**, Se** Mo®*; y cualquiera de
sus mezclas; y en una realizacion aun mas preferida la solucion de elementos traza
comprende al menos dos sales que se seleccionan de entre FeCl,-4H,O, CoCl,-6H.0,
MnCl»-4H,0, AICI3-:6H20, (NH4)sMo070,:4H,0, H3BOs, ZnCl,, CuCl,-2H,0, NiCl,-6H20,
Na>SeO3-5H.0, y EDTA.

En una realizacién aun mas preferida, la solucion de elementos traza de la etapa (c)
comprende FeCI2-4H20, COC|2'6H20, MnC|2‘4H20, A|C|3'6H20, (NH4)6M0702'4H20,
HsBO:a, ZnC|2, CUC|2‘2H20, NiC|2'6H20, N828603'5H20 Yy EDTA.

Finalmente, es interesante mencionar que la velocidad de agitacién de los digestores en
la etapa (e) del procedimiento de la invencién debe ser seleccionada cuidadosamente
ya que velocidades muy lentas podrian dar lugar a una baja interaccién o transferencia
inéculo sustrato y por lo tanto dar lugar a la obtencién de bajos rendimientos de metano,
mientras que, por otro lado, velocidades de agitacion muy elevadas podrian dar lugar a
la rotura de los fléculos formados por los microorganismos anaerobios en los digestores
dando lugar igualmente a la obtencién de bajos rendimientos de metano. La eleccion de

una velocidad de agitacién adecuada es esencial para el buen desarrollo del proceso.

En conclusion, mediante el procedimiento de la invencion, para la mezcla de co-
digestion alperujo-microalga con la microalga Dunaliella salina (D. salina) y el porcentaje
de mezcla 95% de alperujo-5% de D. salina, trabajando en condiciones mesoéfilas de
operacién (35°C), se han conseguido:

e Mejoras en el rendimiento de produccién de metano, puesto que los rendimientos
de metano obtenidos fueron de 49111 mL CH./g SV asadidos (SV: sélidos volatiles),
este valor supone un incremento de un 29,2% en la producciéon de metano con
respecto a la obtenida en el proceso de digestidn anaerobia del alperujo por si sélo,
38041 mL CHa/g SV anadidos-

¢ Aumento de la cinética de produccién de metano en un 35%, en términos de mL de
metano producidos/g SV-dia. Pasando de obtenerse 40,6 mL de metano/g SV-dia
para la digestion del alperujo por si solo, a obtenerse 54,7 mL de metano/g SV-dia
en la mezcla de co-digestion sefialada. En el porcentaje de mezcla alperujo-D.salina

que se presenta, si existe una mejora en la cinética. Existe, por tanto, para este
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porcentaje de mezcla tanto una mejora en la cantidad de metano obtenida, o

rendimiento, como en la velocidad en la que se produce, o cinética.

En la presente invencién se entiende por soélidos volatiles (SV) la porcién de la materia
organica que puede eliminarse o volatilizarse cuando una materia organica se quema
en un horno mufla a una temperatura de entre 400 °C a 900 °C. Particularmente, la
proporcion de indculo:sustrato se expresa en SV como medida del contenido en materia
organica de elllos sustrato/s independientemente de la humedad que éstos posean. El
contenido en agua del alperujo, por ejemplo, puede alcanzar entre el 65y el 90% en

peso.

Alo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcidén y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

qgue sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Evoluciéon de la demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs) en los
experimentos de digestion anaerdbica de residuos sélidos de almazara o alperujo
(RSA), RSA que han sido pretratados hidrotérmicamente en condiciones suaves (RSA

PHS) y co-digestién de una mezcla de RSA: Dunaliella salina 95:5 en sélidos volatiles.

Figura 2: Rendimiento de metano obtenido en los experimentos de digestién anaerdbica
en discontinuo de residuos sélidos de almazara obtenidos por el sistema de elaboracion
por centrifugacién en dos fases (RSA), RSA con pretratamiento hidrotérmico suave
(RSA PHS) y co-digestion de una mezcla de RSA: Dunaliella salina 95:5 en sélidos

volatiles.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.
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Métodos analiticos

Todos los analisis se realizaron de acuerdo con los Métodos Estandar de la Asociacion
Estadounidense de Salud Publica (APHA-AWWA-WPCF, 1998. Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 20th Edition, American Public Health
Association, American Water Works Association and Water Environmental Federation,
Washington DC). Se midieron los siguientes parametros: demanda quimica total de
oxigeno (DQO), demanda quimica de oxigeno soluble (DQOs), sélidos totales (ST),
sélidos volatiles (SV), alcalinidad total (AT), pH, nitrégeno total Kjeldahl (NTK) y acidos
grasos volatiles (AGV). Los parametros solubles se determinaron después de la
centrifugacion (Eppendorf, 10.000 rpm, 10 min) y filtraciéon (filtro de fibra de vidrio de 47

mm) de la muestra.

Los ST y SV se determinaron de acuerdo con los métodos estandar 2540B y 2540E,
respectivamente (APHA, 1998); la DQO se determiné mediante el método descrito en
detalle en otra parte (Raposo, F., de la Rubia, M. A., Borja, R. and Alaiz, M.,
2008.Assessment of a modified and optimised method for determining chemical oxygen
demand of solid substrates and solutions with high suspended solid content. Talanta
76(2), 448-453), mientras que la DQOs se determind utilizando la digestién cerrada y el
método estandar colorimétrico 5220D (APHA, 1998). El pH se determiné utilizando un
medidor de pH modelo Crison 20 Basic. La AT se determiné por titulacion de pH a 4,3
(APHA, 1998). EI C y el N se determinaron por medio de un Analizador Elemental LECO
CHNS-932 (Leco Corporation, St Joseph, MI, EEUU). EI NTK se determiné utilizando un
método basado en el 4500-Norg B de Métodos Estandar (APHA, 1998).

Los acidos grasos volatiles individuales (AGV) de C2 a C7, incluidos iso-C4, iso-C5 e
is0-C6, se analizaron utilizando un cromatégrafo de gases (Shimadzu GC 2010)
equipado con un detector de ionizacién de llama (FID) y una columna capilar llena de
Nukol (polietilenglicol modificado por acido nitrotereftalico). Antes de la inyeccién, se
mezclaron 900 pL de la muestra con 150 L de H3PO4 (1:2, vol:vol) para ajustar el pH
por debajo de 2,0 y 150 pL de una solucién de acido croténico (2000 mg/L) como patrén
interno. Esta mezcla se centrifugé para eliminar los sélidos y se transfirié a un vial de
cromatografia de gases de 1500 uL; el volumen de inyecciéon de muestra fue de 1 L.
Las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a 200 °C y 250 °C,

respectivamente, mientras que la temperatura de la columna aumenté de 120 a 160 °C
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a una velocidad creciente de 10 °C/min.

Determinacion de solidos volatiles

Los solidos totales y los sélidos volatiles se determinan por los métodos 2540 B y 2540
E de los Métodos Normalizados (APHA, AWWA, WPCF, 1989), respectivamente. Se
basan en la evaporacién de una muestra de volumen conocido en una capsula de
porcelana tarada tras ser secada en una estufa a 103-105 °C durante 1 hora. Tras la
evaporacion a 103-105 °C, el aumento de peso sobre el de la capsula vacia representa
los soélidos totales (ST), en los que se incluyen tanto los sélidos disueltos como los

so6lidos en suspensién.

Posteriormente se procede a la incineracion del residuo obtenido en la capsula a una
temperatura de 550 £ 50 °C durante 1h. Transcurrido dicho tiempo la pérdida de peso
representa los sélidos volatiles (SV) y los sélidos que aun permanecen en la capsula

constituyen los solidos minerales (SM).

Ejemplo 1. Calculo de las cantidades para conseguir la proporcion en soélidos

volatiles de inéculo:sustrato y alperujo:microalga deseadas

En primer lugar, se determinan los sélidos volatiles del in6culo, del alperujo y de la
microalga Dunaliella salinay, en base a esos sélidos volatiles, se procede a buscar una
relacién indculo sustrato de 2 entre ellos, que no supere en volumen la capacidad del
reactor o digestor que se va a usar en la digestion anaerobia y que deje al menos un

20% de espacio de cabeza en el reactor anaerobio.

Para el ejemplo concreto de una relacién de 2:1 indculo:sustrato, si la determinacién de
SV del in6culo es 0,0209 g SVinscuio/g de indculo y los SV del alperujo son 0,2018 g
SVapenijo/d alperujo, y considerando un reactor de 250 mL, se tendria que dejar un
espacio de cabeza en el reactor de 50 mL. Si se toman 190,15 g de inéculo, equivale a
3,97 g SVinscuo (€s decir 190,15 g inéculo X 0,0209 g SVinscuo/g de indculo=3,97 g
SVinsculo). Para una relacion indculo:sustrato de 2:1 habria que poner la mitad de sélido
volatiles de alperujo, esto es, 3,97/2=1,99 g SVapeo Y como el alperujo tiene un
contenido en sélidos volatiles de 0,2018 g SVaperijo/g alperujo habria que poner un total

de 9,85 g de alperujo (1,999 SV alperujo/0,2018 g SVapenjo/g alperujo=9,85 g de
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alperujo). Con lo cual para una relacién inéculo:sustrato de 2:1 es necesario poner

190,15 g de in6culo y 9,85 g de alperujo que en total suman 200.

Tabla 1. Ejemplo de célculos para una relacion indculo:sustrato 2:1. Cuando el
contenido en sélidos volatiles (SV) es 0,0209 g SVinscuo/g de indculo para el inéculo y

0,2018 g SVapenjo/g alperujo para el alperujo y considerando un reactor de 250 mL,

inoculo a anadir SV inéculo . Alperujo a Total (g)
SV Alperujo =
(9) (@) Perujo (@) afiadir (g)
190,15 | 3,97 1,99 9,85 200

Por otro lado, para el calculo de las proporciones alperujo:microalga se procederia
analogamente, partiendo de un contenido en soélidos volatiles para el in6culo y el
alperujo semejante al anterior y un contenido en soélido volatiles para la microalga

Dunaliella salina de 0,4723 g SVounaiela/ 9 Dunaliella salina.

Para mantener una relacion inéculo:sustrato de 2:1, en un reactor de 250 mL dejando
un espacio de cabeza del 20%, se hace una estimacion de la cantidad de inéculo
necesaria para que el contenido total sean 200 g. Se toman 190,5 g de indculo, esto es
3,98 g de SVinscuio, ¥ 3,98/2=1,99 g de SV sustrato. Como se trata de una co-digestién y
se quiere una relacién 95:5 alperujo: Dunaliella salina, de esos 1,99 g de SV de sustrato,
1,89 g SVaperjo (1,99x 0,95) lo seran de alperujo y 0,10 g SV punaiielia saiina (1,99x0,05) lo
seran de microalga D. salina. Como el contenido de SV del alperujo y de la microalga
son conocidos, a continuacién, se averigua la cantidad de cada sustrato que hay que
afadir: 1,89 g SVappenjo/0,2018 g SVaperjo/g alperujo =9,372 g de alperujo y 0,10 g
SV punatielia saiinal0,4723 g SVounaiiela! 9 Dunaliella salina= 0,211 g del alga Dunaliella salina.

Tabla 2. Ejemplo de célculos para un porcentaje de co-digestién 95% alperujo-5%
microalga Dunaliella salina, manteniendo la relacion indculo:sustrato 2:1. Cuando el
contenido en solidos volatiles (SV) es 0,0209 g SVinecuo/g de indculo para el inéculo y
0,2018 g SVaiperjo/g alperujo para el alperujo y el de la microalga Dunaliella salina 0,4723

g SVb.saina/g D. salina considerando un reactor de 250 mL.
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95% Alperujo 5% D. salina
, D.
Inéculo a SV SV . . . ;
anadir inéculo sustrato* SV alperujo Alﬂper.u joa SV D.salina sa!lna. a Total (g)
(9) anadir (g) (9) anadir
(9) (9) (9) ()
190,5 3,98 1,99 1,89 9,372 0,10 0,221 200

* g SV sustrato=de ambos sustratos en total, tanto alperujo como D.salina

Ejemplo 2. Estudio comparativo entre la co-digestion en condiciones de
proporcion de alperujo:D. salina es 95:5 con otras mezclas conocidas en el estado
5 del arte

Se probaron diferentes combinaciones alperujo/D. salina: 100%. alperujo; 75% alperujo-

25% D. salina; 50% alperujo-50% D. salina; y 25%. alperujo-75% D. salina.

10 Las pruebas del potencial bioquimico de metano (PBM) se llevaron a cabo en un sistema
de reactores multi-batch; el volumen efectivo de los reactores fue de 250 mL, en
agitacién continua por barras magnéticas a 500 rpm y en un bafio de agua termostatico

a temperatura mesofilica (35 + 2 °C).

15 La relacion inéculo:sustrato fue de 2:1 (expresada en sélidos volatiles). Para cada
reactor que contenia 239 mL de in6culo, se agregoé la cantidad de sustrato necesaria
para obtener la proporcidén requerida entre in6culo y sustrato, junto con 239 uL de

solucién de elementos traza.

20 La composicién de la solucién de elementos traza es: FeCl>'4H,O, 2000 mg/L;
CoCly'6H,O, 2000 mg/L; MnCl,-4H.,O, 500 mg/L; AICI3-6H.O, 90 mg/L;
(NH4)6sMo07024-4H,0, 50 mg/L; H3BOs3, 50 mg/L; ZnCl,, 50 mg/L; CuCl,-2H>0, 38 mg/L,
NiCl2-6H20, 50 mg/L, Na,SeO3-5H20 194 mg/L and EDTA 1000 mg/L.
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Tabla 3. Comparativa de rendimiento en metano y velocidad de produccién de metano

para distintas proporciones alperujo:microalga

Porcentaje mezcla Rm
) mL CHa/g o
Microalga sV alperujo-microalga mL CHa/g SV-d
(% en peso*)

Dunaliella salina 132 25-75 18,8
Dunaliella salina 285 50-50 30,1
Dunaliella salina 330 75-25 481
Dunaliella salina 491 95-5 547

* % en peso sobre la relacién indculo:sustrato de 2:1

Ejemplo 3. Sustratos e inoculo

Se utilizaron tres sustratos diferentes: (i) RSA, (ii) RSA, pretratados con un
pretratamiento hidrotérmico suave a 121 °C, 30 minutos y 1,1 bar (110 kPa) (RSA PHS)
y (iii) la mezcla de co-digestiéon de la mezcla RSA: Dunaliella salina de 95:5 en soélidos
volatiles. El pretratamiento a 121 °Cy 1,1 bar (110 kPa) durante 30 min se eligi6é en base
a los resultados previos obtenidos de diferentes pretratamientos hidrotérmicos suaves
realizados en RSA. Se introdujeron 500 g de RSA en una botella autoclavable de 1 litro
y a continuacion se esterilizé en autoclave en las condiciones seleccionadas. La muestra
se enfrié a continuacién a temperatura ambiente y se almacen6 a 4 °C durante menos
de 24 h hasta su uso. La Tabla 4 muestra las caracteristicas principales de los sustratos
y el inéculo utilizado durante los experimentos. El RSA se recogi6 de la almazara
experimental de aceite de oliva ubicada en el Instituto de la Grasa (CSIC), Sevilla
(Espana). Los trozos de hueso de aceituna se eliminaron utilizando una malla de 2 mm.
La Dunaliella salina (D. salina) fue proporcionada como biomasa liofilizada por la
Universidad de Huelva, Huelva (Espafia). Las principales caracteristicas de D. salina se
presentan en la Tabla 4. Los reactores anaerobios se inocularon con biomasa obtenida
de un reactor industrial de flujo ascendente de lodos anaerébicos para aguas residuales

de una cervecera ubicada en Sevilla (Espafia).
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Tabla 4. Caracteristicas principales de los sustratos y el inéculo utilizado durante los

experimentos

Valores de indculo  Valores de RSA*  Valores de D. salina**

Parametros

ST (g/kg) 27,7+18 231,5+23 887,9+7,3

SV (g/kg) 20917 201,8+2,6 4723 £ 8,1

DQO (g de O2/kg) nd 325,1+04 272+ 8

DQOs (g de O2/kg) nd 1444 + 4 1 nd

NTK (g/kg) nd nd 7,907

pH 7102 47+0,1 8,22+0,2(1:20)***
AT (g CaCOa/kg) nd 2,7+0,0 nd

* Concentraciones expresadas como: peso/peso de muestra humeda.
** Concentraciones expresadas como: peso/peso de muestra liofilizada.
*** (p:v) utilizando agua destilada.

ST: sdlidos totales

SV: solidos volatiles

DQO: demanda quimica total de oxigeno

DQOs: demanda quimica de oxigeno soluble

NTK: nitrégeno total Kjeldahl

AT: alcalinidad total

Ejemplo 4. Pruebas del potencial bioquimico del metano (PBM)

Las pruebas se llevaron a cabo en discontinuo en un sistema de reactores multiples con
un volumen efectivo de 200 mL. Los reactores se agitaron continuamente mediante
barras magnéticas a 440 rpm y se pusieron en un bafio de agua termostatico a

temperatura mesofila (35 £ 2 °C).

La relacion inéculo:sustrato fue de 2:1 (en base a los SV). Cada reactor contenia 150
mL de inéculo, la cantidad de sustrato necesaria para proporcionar la relacién requerida

de inéculo a sustrato y finalmente se afiadieron 150 ul de solucién de elementos traza.

La composicion de la solucién de elementos traza fue: FeCly'4H,O, 2000 mg/L;
CoCl'6H,0O, 2000 mg/L; MnCl:4HO, 500 mg/L; AICI3-6HO, 90 mg/L;
(NH4)sMo702:4H.0, 50 mg/L; H3BOs, 50 mg/L; ZnCl,, 50 mg/L; CuCl>-2H,0O, 38 mg/L,

13



10

15

20

ES 2 837 496 B2

NiCl2-6H20, 50 mg/L, Na,SeO3-5H,0 194 mg/L y EDTA 1000 mg/L. Los reactores con
solucién de inéculo y elementos traza, pero sin adicion de sustrato se usaron como
controles.

Los reactores se sellaron desplazando previamente el aire contenido en el espacio de
cabeza con nitrégeno al comienzo del ensayo. El biogas producido se pasé a través de
una solucion de NaOH 3N para capturar el CO;; se supuso que el gas restante era
metano. El volumen de biogas se expres6é en condiciones estandar de presion y
temperatura (273 K, 1 bar (100 kPa). Los experimentos de digestién anaerobia se
realizaron durante un periodo de aproximadamente 34 dias hasta que la produccion de
gas acumulada permanecié esencialmente sin cambios. Se pusieron 10 reactores de
cada experimento y 7 de ellos se sacrificaron para evaluar la evolucién de los diferentes

parametros mediante diferentes analisis.

Ejemplo 5. Evolucién del pH

La Tabla 5 muestra la evolucién del pH, la variacién de la AT y los AGV a lo largo del

tiempo de los tres experimentos.

Tabla 5. Evolucion de acidos grasos volatiles individuales, acidos grasos volatiles totales
(AGV total), pH y alcalinidad total (AT) en los experimentos de digestion anaerébica en
discontinuo de residuos sélidos de almazara (RSA), RSA pretratados mediante
pretratamiento hidrotérmico suave (RSA PHS) y co-digestion de la mezcla RSA:
Dunaliella salina 95:5 en SV.

Sustrato | Dia | Acido | Acido | Acido |Acido | Acido AGV |pH |AT (mg
acético | iso- butirico | valérico | caproico | Total de
(mg/L) | butirico | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) CaCoO3/L)
(mg/L)
RSA 2 NE 422 NE 125 NE 547 7,59 | 434913
4 NE 762 NE 238 NE 1000 | 7,81 | 4481158
6 1710 825 NE 448 251 3226 | 7,81 | 4364102
8 NE NE NE NE NE NE 7,79 | 4528171
11 | NE NE NE NE NE NE 7,88 | 4040154
14 | NE NE NE NE NE NE 7,86 | 4216147
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Sustrato | Dia | Acido | Acido | Acido |Acido | Acido AGV |pH |AT (mg

acético | iso- butirico | valérico | caproico | Total de
(mg/L) | butirico | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) CaCoO3/L)

(mg/L)

21 | NE NE NE NE NE NE 8,08 | 555100
34 | NE NE NE NE NE NE 8,32 | 5190116
Mezcla 2 NE 402 NE NE NE 402 7,49 | 4495+12
RSA: 4 NE NE NE NE NE NE 7,68 | 4182161
Dunaliella | 6 NE 460 NE NE 747 1027 | 7,63 | 4370128
salina 8 NE 578 NE NE 421 999 7,77 | 4818111
955 en |11 |NE NE NE NE NE NE 7,89 | 4812195
S\ 14 | NE NE NE NE NE NE 7,89 | 4799121
21 | NE NE NE NE NE NE 8,13 | 5148152
34 | NE NE NE NE NE NE 8,36 | 569320
RSAPHS | 2 NE 318 NE NE NE 318 7,46 | 3828121
NE 625 477 466 484 2052 | 7,71 | 460817
NE NE NE NE NE NE 7,59 | 3341146
NE NE NE NE NE NE 7,71 | 4595134
11 | NE NE NE NE NE NE 7,54 | 4998147
14 | NE NE NE NE NE NE 7,82 | 4609165
21 | NE NE NE NE NE NE 7,94 | 4986130
34 | NE NE NE NE NE NE 8,30 | 5534176

* NE: no encontrado

La tendencia del pH no mostré fluctuaciones relevantes en ninguno de los experimentos.
Durante la digestion anaerobia (DA) de RSA, el valor minimo de pH fue de 7,6 al
comienzo del experimento y el valor maximo, de 8,1, se alcanzé al final del experimento.
Cuando se realizé la DA de RSA PHS vy la co-digestién, los valores de pH estuvieron
entre 7,5 y 8. Estos valores permanecieron relativamente constantes en todos los
experimentos dentro del rango descrito como 6ptimo para el crecimiento de arqueas

metanogénicas.

La evolucion de los valores de AT a lo largo del experimento de RSA varié de 4349 + 66
mg de CaCOas/L a 5551 + 62 mg de CaCOs/L, durante el experimento de RSA PHS los
valores de AT variaron de 3341 + 74 mg de CaCOzs/L a 5534 + 67 mg de CaCOs/L y de
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4182 + 68 mg de CaCOs/L a 5693 + 82 mg de CaCOs/L para el experimento de co-
digestidon. En los tres casos, el aumento de la alcalinidad en el sistema fue progresivo,
alcanzando el valor de AT mas alto al final del experimento. Este aumento en los valores
de AT coincide con la acumulaciéon de amonio en el sistema debido a la degradacion y
estabilizacion de la materia organica que se hidroliza. Durante la etapa de hidrolisis del
proceso de DA, la materia organica compleja se degradé en moléculas solubles mas
simples que pueden usarse como sustratos para el metabolismo microbiano por
hidrélisis y acidogénesis. A continuacion, los sustratos se consumieron en las fases de
acetogénesis y metanogénesis. A lo largo de los tres experimentos, la concentracion
final de amonio estuvo por debajo del limite establecido como tdxico para la evolucidon
del proceso de DA. Los valores de AT también fueron relativamente estables, y dentro
del rango 6ptimo para el proceso de DA, lo que indica una buena estabilidad del proceso

y capacidad de auto-tamponamiento durante los tres experimentos llevados a cabo.

El contenido de AGV es uno de los parametros mas utilizados para controlar la
estabilidad del proceso de DA. La concentracién de AGV es el factor principal que afecta
la alcalinidad intermedia. La variacion en AGV a lo largo del tiempo se resume en la
Tabla 5. A lo largo del experimento de RSA PHS, la concentracion de AGV fue mas alta
el dia 4. La concentracion de acido isobutirico, acido butirico, acido valérico y acido
caproico en el experimento de RSA PHS alcanzé valores de 625 mg/L, 477 mg/L, 466
mg/L y 484 mg/L, respectivamente. La concentracién total de AGV alcanzada el dia 4
fue de 2052 mg/L. El pretratamiento aceleré la solubilizacién (hidrélisis) de RSA y redujo
el tamafio de particula de modo que se pudo observar una etapa hidrolitica acortada.
Las concentraciones totales de AGV observadas durante la DA de RSA fueron
significativamente mas altas que las obtenidas para los experimentos de RSA PHS. La
acumulacion de AGV de RSA comenzé el dia 2 y alcanzd su nivel mas alto el dia 6. A
continuacioén, la concentracion de AGV disminuyé hasta O el dia 8. El pico maximo de
AGV se observé dos dias mas tarde que el observado durante la DA de RSA de SHP.
La mayor acumulacién de AGV durante la DA de RSA fue el dia 6 y consistio
principalmente en acido acético (1710 mg/L), acido isobutirico (825 mg/L), acido valérico
(448 mg/L) y acido caproico (251 mg/L), alcanzando una concentracion total de AGV de
3226 mg/L. Las bacterias hidroliticas tardaron mas en descomponer el RSA sin tratar o
crudo en sustancias mas simples, y se observé una gran acumulacién de AGV al sexto
dia del experimento, lo que indica que el proceso de DA no es tan directo como en el

caso del pretratamiento. Tanto los RSA PHS como la DA de RSA produjeron una
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acumulacion de AGV por encima del limite establecido por Siegert y Banks (Siegert, |,
Banks, C.J., 2005. The effect of volatile fatty acid additions on the anaerobic digestion
of cellulose and glucose in batch reactors. Process Biochemistry, 40 (11), 3412-3418).
Siegert y Banks (2005) informaron de la inhibicién de la actividad celulolitica y, por lo
tanto, en la tasa de hidroélisis de celulosa cuando la concentracion de AGV era igual o

mayor que 2 g/l, independientemente del pH del sistema.

Durante el experimento de co-digestién, aunque la mayor parte de la materia organica
provenia de los RSA, la contribucion de las microalgas ayud6 a suavizar la etapa
hidrolitica, haciéndola mas uniformemente espaciada con el tiempo, mejorando asi el
proceso de DA. La acumulaciéon de AGV disminuy6é en comparaciéon con la obtenida
para RSA. Las principales concentraciones de AGV fueron acido caproico (747 mg/L),
acido isobutirico (578 mg/L) y acido valérico (421 mg/L) el dia 6, pero se alcanzaron
valores similares el dia 8 (acido isobutirico = 460 mg/L y acido caproico = 747 mg/L). La
acumulacién de AGV comenzé el dia 2 y se observé hasta el dia 8, pero la concentracion
maxima de AGV total fue menor que la observada durante los experimentos de RSA y

RSA PHS y no excedié el limite establecido por Siegert y Banks (2005) como téxico.

La Figura 1 muestra la evolucion de la DQOs a lo largo de los ensayos. La solubilizaciéon
de la materia organica fue bastante diferente a lo largo de los tres experimentos. En el
experimento de co-digestiéon, se observé una concentracién constante de materia
organica soluble. La contribucién de las microalgas al sistema afadié una materia
organica mas facilmente biodegradable que los RSA lignocelulédsicos, manteniendo los
valores de DQOs casi constantes en torno a 5000 mg de O./l. Sélo se observé una
disminucion en la concentracién de materia organica soluble entre los dias 8 y 10, en
los que se alcanzaron valores de DQOs de 3864 mg de O/l y 4328 mg de O/l
respectivamente (Figura 1). Esta concentracion constante de materia organica disuelta
condujo a una sinergia entre los nutrientes y las bacterias involucradas en el proceso de
digestién anaerdbica. La concentracién de la DQOs observada durante la co-digestién
fue mayor que la observada en los experimentos de RSA PHS y DA de RSA. La
concentracion de la DQOs en los experimentos de RSA y RSA PHS a menudo fluctua
considerablemente. El valor inicial de la DQOs en el experimento de RSA fue de 2203
mg de Oz/ly 2771 mg de O,/l para el experimento de RSA PHS. Esta pequefia diferencia
se debe al efecto del pretratamiento térmico sobre el sustrato, que ayudd a romper las

fibras de lignocelulosa y la materia organica solubilizada. También se observé el efecto
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del pretratamiento térmico con el tiempo, ya que en el experimento de RSA PHS se
observaron dos picos maximos de solubilizacion de materia organica, el primero el dia
2y el segundo el dia 14 después del inicio del experimento. Por otro lado, durante la DA
de RSA, solo se observé un pico maximo de solubilizacién de materia organica y se
retrasé en el tiempo, ya que se observo el dia 8. Estas fluctuaciones en la solubilizacién
de materia organica no permitieron una sinergia entre nutrientes y la comunidad
bacteriana. Durante la DA de RSA, se observé que la hidrdlisis era la etapa limitante de
la velocidad. La etapa de hidrélisis es el principal cuello de botella durante la DA de
sustratos con un alto contenido en lignocelulosa debido a la baja biodegradabilidad del
sustrato. El pretratamiento térmico ayudé a romper las fibras de celulosa, hemicelulosa
y lignina (Rincon et al., "Biochemical methane potential of two-phase olive mill solid
waste: Influence of thermal pretreatment on the process Kkinetics". Bioresource
Technology, 140, 249-255, 2013). Sin embargo, la co-digestién, produjo una mejora en
la etapa de hidrélisis observandose el efecto sinérgico positivo de la mezcla de co-
digestiéon para equilibrar los nutrientes en el proceso quedando patente el incremento

del rendimiento en metano producido por los microorganismos.

Se investigaron el efecto del pretratamiento (RSA PHS) y la co-digestién anaerdbica de
RSA y las microalgas D. salina en una proporcion de mezcla del 95 y el 5 %,
respectivamente, en comparacién con la DA de RSA sin procesar. Los rendimientos de
metano para los tres experimentos se muestran en la Figura 2. Después de 34 dias de
DA, la producciéon acumulada de metano mostré la misma tendencia de variacion en
cada experimento. La produccion de metano en toda la prueba crecié exponencialmente
en los primeros 8 dias y entonces se estabilizé. A pesar de ser un sustrato biodegradable
dificil, la producciéon de metano fue inmediata en cada uno de los tres experimentos,
posiblemente porque las bacterias usaron una fraccion interna que era facilmente
degradable, y, por lo tanto, la etapa de hidrélisis pudiera haber comenzado con esta
fraccion mas disponible. En los tres casos, el rendimiento de metano se estabilizé a
partir del dia 22 después del comienzo del experimento. Finalmente, se observaron
mayores producciones de metano para la co-digestion que, para los sustratos
individuales, RSA y RSA PHS. Se determinaron los valores finales de 380 £ 1 mL de
CHo./g de SVapadidos para el RSA, 424 + 2 mL de CH4/g de SVapadides para el RSA PHS y
491 + 1 mL de CH4/g de SVasadidos para la mezcla de co-digestién. Se logrdé un aumento
del 29,2 y el 4 % en el rendimiento de metano para la co-digestiéon y el RSA PHS en

comparacion con el RSA no tratado, respectivamente. El aumento del rendimiento de
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metano obtenido en el RSA PHS en comparacion con el RSA bruto (4 %) fue similar al
reportado por Rincén et al. (2013) para la prueba de PBM de RSA pretratado
térmicamente en comparacién con RSA sin procesar (5 %). Rincén y col. (2013)
informaron de un rendimiento de metano de 373 + 4 mL de CH4/g de SVasaadidos Para la
prueba de PBM de RSA sin procesar y de 392 + 14 mL de CH4/g de SVasadidos para la
prueba de PBM de RSA pretratado a 120 °C durante 180 min.

La produccién diaria maxima de metano de 48 + 8 mL de CH4/g de SVasadides S€ logroé el
séptimo dia para la prueba de PBM de RSAy de 58+ 2y 76 £ 5 mL de CH./g de SVasadidos
el dia 5 para el RSA PHS y la mezcla de co-digestion, respectivamente. Fernandez-
Rodriguez et al. (2014) (Fernandez-Rodriguez et al. "Assessment of two-phase olive mill
solid waste and microalgae co-digestion to improve methane production and process
kinetics". Bioresource Technology, 157, 263-269, 2014) también obtuvieron una mejora
en la produccion de metano a través de la co-digestion de RSA-microalga Dunaliella
salina. Sin embargo, se logré un rendimiento de metano mas bajo con la mezcla del
75 % de RSA-25% de D. salina (330 mL de CH4/g de SVasadidses), Mejorando la

produccién de metano de RSA en sélo un 2,8 %.

Ejemplo 6. Estimacién de los parametros del modelo por modelado cinético

Modelo cinético de primer orden

Para estudiar la cinética del proceso y estimar el rendimiento del proceso en la DAy la
co-digestion de los tres casos estudiados, se utilizd el siguiente modelo cinético de

primer orden:

G= Gm[1—exp (-k1)] (1)

donde G es la produccion de metano especifica acumulativa (mL de CH4/g de SVasadidos),
Gn es la produccion final de metano (mL de CHa/g de SVasadidos), k €s la constante de
velocidad especifica (dias™) y t es el tiempo de digestion (dias). Este modelo cinético
normalmente se aplica para evaluar la cinética de los procesos de DA en discontinuo
para diferentes tipos de sustratos biodegradables. Este modelo se basa en el supuesto
de que la produccion de metano es proporcional a la cantidad de sustrato y no esta

limitada por la masa celular microbiana.
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La Tabla 6 resume los parametros cinéticos obtenidos de la Ecuacion (1) para la mezcla
de co-digestion y los dos sustratos estudiados solos. Los valores situados después de
* representan la desviacion tipica de cada parametro. Como puede verse, se obtuvieron
desviaciones entre los valores experimentales de G, (Figura 2) y los teéricos (Tabla 6)
inferiores al 7,7 % para todos los casos estudiados. Ademas, los bajos valores de las
desviaciones tipicas y los altos valores de coeficientes de determinacién demuestran el

ajuste apropiado de los resultados experimentales al modelo propuesto.

Como se puede ver en la Tabla 6, la produccién final de metano aumenté en un 8,5 %
y un 24 % cuando el RSA se pretratd térmicamente y se codigerié con D. salina (95 %
de RSA-5 % de D. salina) respectivamente, en comparacion al valor obtenido para el
RSA no tratado. Se informd que las pruebas de PBM de mezclas de fuente seleccionada
de FORSM (fraccién organica de residuos sélidos municipales) y lodos de depuradora
mostraron un aumento en la produccién de metano del 18 % al 47 % en comparacion
con la DA de lodos de depuracion unicos (Cabbai, V., Ballico, M., Aneggi, E., Goi, D.,
2013. BMP tests of source selected OFMSW to evaluate anaerobic co-digestion with
sewage sludge. Waste Management 33, 1626-1632). La constante cinética, k, aumento6
en un 12 % cuando el RSA se codigerié con D. salina (95 % de RSA-5 % de D. salina)
en comparacién con los valores logrados para el RSA no tratado y el RSA pretratado

térmicamente (0,17 dias™' en ambos casos).

Tabla 6. Parametros cinéticos obtenidos del modelo cinético de primer orden en los
experimentos de digestion anaerdbica en discontinuo de RSA, pretratamiento
hidrotérmico suave (RSA PHS) y co-digestiéon de la mezcla RSA: Dunaliella salina 95:5
en SV.

Sustrato Gn k *R2? **E.E.E. | ***Error
(mL de CH4/g de | (dias™) (%)
SVanadidos)

RSA 364 +6 0,17 £0,01 | 0,9778 | 22,09 4.1

RSA PHS 395+6 0,17 £ 0,00 | 0,9811 | 22,42 6,3

Co-digestion

de la mezcla 4515 0,19+ 0,00 | 0,9862 | 22,21 7,7

RSA:
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Dunaliella
salina 95:5 en
SV

* R2: coeficiente de determinacion ** E.E.E.: Error estandar de estimacion; *** El error

se defini6 como la diferencia entre los valores de rendimiento de metano medidos y

predichos.

Modelo cinético modificado de Gompertz

Por otro lado, el modelo cinético modificado de Gompertz es una funcién sigmoidea que
se considera como un tipo de modelo matematico para una serie temporal. Por lo tanto,
puede ser una de las mejores funciones para predecir la produccién de biogas en un
proceso de DA en discontinuo. Muchos investigadores han estudiado la aplicacién de
diferentes modelos cinéticos y descubrieron que el modelo de Gompertz modificado
tiene uno de los mejores ajustes para los datos de la produccién de biogas o metano en

funcién del tiempo en procesos anaerébicos realizados en modo discontinuo.

En el modelo de Gompertz modificado, la produccién acumulada de metano esta

relacionada con el tiempo de digestién a través de la siguiente ecuacion:

B = By exp [-exp [(Rn*e/Bm)*(A - f) + 1]] (2)

donde B es la produccién acumulada de metano a tiempo t (mL de CH4/g de SVasadidos);
B es la produccién maxima de metano o el potencial de rendimiento de metano (mL de
CHo./g de SVanadidos); Am es la tasa maxima de produccion de metano (mL de CHa/g de
SVaradidos - d); A €s el tiempo de retraso (d); t es el tiempo de digestion (d) en el que se
calcula la produccion acumulada de metano; y finalmente, e es el exp (1) = 2,7183. Los
parametros By, Rn y A se calcularon para cada uno de los experimentos estudiados
utilizando el enfoque de regresién no lineal con el software SigmaPlot 11.0. La Tabla 7
muestra los valores para los parametros del modelo obtenidos del modelo de Gompertz
modificado para los tres sustratos analizados. De manera similar a lo que ocurrié con
los valores experimentales de produccién maxima de metano, la produccion teoérica
maxima de metano fue un 8 y un 23 % mayor cuando el RSA fue pretratado
térmicamente y cuando se codigirié con D. salina en comparacién con el valor obtenido

para el RSA no tratado. Por lo tanto, se observé un aumento considerable en la
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biodegradabilidad del sustrato cuando el RSA se pretratd o codigirié térmicamente con

D. salina, especialmente en este ultimo caso, en comparacién con el RSA crudo.

Ademas, se encontrd que las diferencias entre los rendimientos de metano medidos y
pronosticados eran solo del 6,7, 10,1y 12,1 % para el RSA no tratado, el RSA pretratado
térmicamente y el RSA codigerido con D. salina, respectivamente. Los valores altos para
los coeficientes de determinacién (R?) y los valores bajos de los errores estandar de las
estimaciones (Tabla 7), muestran nuevamente el excelente ajuste de los resultados

experimentales al Modelo de Gompertz modificado.

Tabla 7. Parametros del modelo de Gompertz modificado para los tres sustratos
estudiados: residuos sélidos de almazara (RSA), RSA pretratamiento hidrotérmico

suave (RSA PHS) y co-digestion de la mezcla RSA: Dunaliella salina 95:5 en soélidos

volatiles.

Sustrato B Rm A *R? *E.E.E. | *Error
(mL de | (mL de | (d) (%)
CH4g de | CHs4/g de
SV) SV d)

RSA 355+ 6 40,6 £2,1 8104 0,9631 | 28,73 6,7

RSA PHS 383+6 449+27 6-10" | 0,9688 | 29,11 10,1

Co-

digestion de | 437 £ 7 54,7 + 4.1 1-108 0,9751 | 30,16 12,1

la mezcla

RSA:

Dunaliella

salina 95:5

en SV

* R2: coeficiente de determinacion ** E.E.E.: Error estandar de estimacion; *** El error
se definid6 como la diferencia entre los valores de rendimiento de metano medidos y

predichos.

La tasa maxima de produccion de metano, R, para la co-digestion del 95 % de RSA-
5% de D. salinay RSA pretratado térmicamente aumenté en un 34,7 y un 10,3 % en

comparacion con los valores obtenidos para el RSA en bruto. Por lo tanto, el
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pretratamiento térmico y la co-digestién de este sustrato con D. salina mejoraron la

velocidad del proceso de DA de RSA, acelerando la velocidad de producciéon de metano.

23



10

15

20

25

30

35

1.

ES 2 837 496 B2

REIVINDICACIONES

Procedimiento de obtencion de metano a partir de alperujo mediante co-digestion
anaerobia de un sustrato que comprende alperujo con microalga, caracterizado por
que la microalga es Dunaliella salina'y por que la proporcion de alperujo:microalga

esta comprendida entre 85:15 y 95:5 en sdlidos volatiles.

Procedimiento segun la reivindicaciéon 1 donde la proporcién de alperujo:microalga

es 95:5 en solidos volatiles.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado

por que comprende las siguientes etapas:

(a) adicion de un sustrato que consiste en una mezcla de alperujo y Dunaliella
salina al reactor de digestion;

(b) adicion de in6culo al reactor de digestién en proporcion en sélidos volatiles
inéculo:sustrato de la etapa (a) comprendida entre 3,0y 0,5;

(c) adicion de una solucidén de elementos traza a la mezcla in6culo: sustrato de
la etapa (b);

(d) cierre del reactor de digestion y desplazamiento con gas inerte del aire del
espacio de cabeza; y

(e) digestion durante un periodo comprendido entre 30 y 50 dias a una
temperatura mesofilica de entre 20 y 39 °C, y a una velocidad de agitacién

comprendida entre 200 y 500 rpm.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, donde la proporcién en soélidos volatiles de

inéculo:sustrato en la etapa (b) es de 2:1.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, donde la solucién de
elementos traza de la etapa (c) comprende sales de elementos metalicos
seleccionados de entre hierro, cobre, zinc, cobalto, manganeso, molibdeno, niquel,

aluminio, selenio, y cualquiera de sus mezclas.

Procedimiento segun la reivindicacién 5 donde las sales metélicas de la solucion de
elementos traza se seleccionan de entre Fe?*, Cu?*, Zn?*, Co%*, Mn%*, Ni2*, Al®*, Se**

Mo®*; y cualquiera de sus mezclas.
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7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6 donde la solucién de
elementos traza comprende al menos dos sales que se seleccionan de entre
FeCl;-4H,O, CoCl,'6H,0, MnCly-4H,0, AICI3-6H,0, (NHs4)sMo702-4H,0, H3BOs,
ZnCly, CuCly-2H,0, NiCl,'6H,0, Na;SeO3-5H.0, y EDTA.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 7, donde la solucién de elementos traza de la
etapa (c) comprende FeCl,4H,O, CoCly-6H,0, MnClx-4H,O, AICI3-6H,0,
(NH4)sM0702-4H,0, H3;BOs, ZnCl,, CuCly'2H,0, NiCl'6H,0, Na;SeO3-5H,0 y
EDTA.
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