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Resumen

Los combustibles fésiles, debido a sus origenes ancestrales y a su disponibilidad finita, presentan
incertidumbres en cuanto a su suministro futuro. Su extraccion y uso tienen importantes
repercusiones negativas sobre el medio ambiente, como la contribucién al cambio climatico,
las emisiones de gases de efecto invernadero vy la lluvia acida, asi como efectos adversos
sobre la salud humana. Por consiguiente, es crucial reducir la dependencia del petrdleo y
garantizar un futuro energético sostenible. Los biocombustibles surgen como una alternativa
prometedora a los combustibles fésiles y se clasifican en cuatro generaciones: Primera
generacion, derivados de aceites vegetales (biodiésel) y de la fermentacion de azlcares simples
de cultivos de azucar y almidén (etanol), incluido el biogas; Segunda generacion, producidos
a partir de biomasa lignocelulésica, residuos agricolas o material vegetal de desecho, que son
materias primas sostenibles no destinadas al consumo humano; Tercera generacion, implica
el cultivo de algas que no requieren tierras cultivables y pueden fijar CO2; Cuarta generacion,
incluye los electrocombustibles y los combustibles solares fotobioldgicos, que no necesitan la
destruccion de biomasa a diferencia de los biocombustibles de tercera generacion. Entre ellos,
el biogas, biocombustible de segunda generacion, se produce mediante digestion anaerobia
(DA) de diversos materiales organicos como lodos de depuradora, residuos zootécnicos,
biomasa agricola y otros productos de desecho. Este proceso no solo ofrece una fuente de
energia renovable, sino que también resuelve los problemas de gestion de residuos. Hacer
hincapié en el desarrollo y la utilizaciéon de biocombustibles, especialmente los de segunda
generacion y posteriores, puede mitigar significativamente los impactos medioambientales y
sanitarios asociados a los combustibles fosiles, al tiempo que garantiza un futuro energético
mas sostenible.
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1. Introduccidn a la digestién anaerobia

Los combustibles fosiles, como su nombre indica, son muy antiguos. Debido a este hecho y
también a la limitada cantidad disponible de estos recursos, su suministro futuro es incierto.
Ademas, la explotacion de estos recursos tiene efectos indeseables sobre el medio ambiente,
en lo que se refiere a cuestiones climaticas, emisiones de gases de efecto invernadero y
formacion de lluvia acida, ademas de los efectos negativos sobre la salud humana. Por ello,
es conveniente reducir la dependencia del petréleo y asegurar el suministro futuro de energia.
En esta linea, los biocombustibles intervienen como alternativa a los combustibles fosiles; se
agrupan principalmente en cuatro generaciones [1]:

- Los biocarburantes de primera generacion son el biodiésel a partir de aceites
vegetales y el etanol a partir de la fermentacion de azlcares simples contenidos en
los cultivos de azucar o almiddn y el biogas;

- Los biocarburantes de segunda generacion se fabrican a partir de biomasa
lignoceluldsica, residuos agricolas o desechos vegetales, es decir, materias primas
sostenibles que no se destinan al consumo humano;

- La tercera generacion de biocombustibles se basa en el cultivo de algas, que no
utilizan tierras cultivables y fijan CO2;

Los biocombustibles de cuarta generacion, a diferencia de los de tercera, no requieren
la destruccion de biomasa e incluyen los electrocombustibles y los combustibles solares
fotobioldgicos.

El biogas es un biocombustible de Segunda Generacion producido mediante el proceso de
Digestion Anaerobia (DA) a partir de diferentes materias organicas, como lodos de depuradora,
residuos zootécnicos, biomasa agricola y otros residuos (Tabla 1.1).

El biogas se compone de metano (50-70%), didxido de carbono (30-50%) y algunas
impurezas, como amoniaco, sulfuro de hidrogeno, siloxano y haluros. El valor calorifico del
biogas depende Unicamente del contenido de metano; el biogas que contiene un 55% de CH4
tiene un valor calorifico de 21,5 MJ/Nm® mientras que el metano puro tiene un valor calorifico
de 35,8 MJ/Nm?® [2]. Por este motivo, el CO2 debe eliminarse y destinarse a otros fines (Figura
1.1).
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Figura 1.1: Desarrollo de la cadena de produccion de biogas [3].



Tabla 1.1: Residuos industriales susceptibles de AD [4].

Rendimiento en biogas CH4 en biogas

Sustrato Ejemplo de sustrato (m® /tonelada de VS) (%)
Aguas residuales 300-550 60-65
Bovino 300-450 60-65
Carne de cerdo 450-550 60-65
Estiércol 200-550 60-65
Bovino 200-300 60-65
Carne de cerdo 450-550 60-65
Ovino 240-500 60-65
Cultivos dedicados 300-650 50-60
Ensilado de maiz 350-550 53-55
Remolacha 450-550 55-60
Hierba 300-500 53-55
Trébol 300-500 50-55
De la elaboracion de zumos 500-600 55-60
Granos de cerveceria 300-400 50-55
Melaza 300-450 50-55
Paja 450-550 53-55
De la destilacion de cereales 400-500 50-55
Residuos 300-850 50-70
foscos s61dos roanos 300-450 50-60
De los servicios 650-800 50-60

alimentarios

El numero de plantas de biogas en Europa practicamente se triplicd en solo 6 afos,
alcanzando el valor de 17.376 plantas de biogas en 2015. Con 1.550 plantas de biogas, Italia
ocupa el segundo lugar después de Alemania, que cuenta con 10.846 (Figura 1.2).
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En Alemania, en 2011 se generaron unos 18.000 millones de kWh de electricidad a partir
de biogas, lo que supone suministrar electricidad a unos cinco millones de hogares [5]. Cuando
el biogas se convierte en electricidad en unidades de cogeneracion, también se produce calor:
con unos 18.000 millones de kWh, se suministra calor a mas de 530.000 viviendas [5]. Ademas,
una vez convertido en biometano, el biogas es un combustible similar al gas natural. Por tanto,
el biometano puede utilizarse como combustible en vehiculos propulsados por gas natural sin
modificaciones técnicas. Casi 200 de las cerca de 900 estaciones de servicio de gas natural
venden combustible que contiene entre un 5% y un 100% de biometano [5].

EVOLUTION OF THE NUMEBER OF BIOGAS PLANTS IN EUROPE

20,000
18.000 15
16.000 11% 6% 2.173
14.000 849

18% 1.415
12.000 69% 1.889

10.000
8.000 % 4.281 16.834

13.812 14.661
397
6.000 0 10.508 12.39
4,000

2.000

42

6.227 6.227

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Existing plants MNew plants

Figura 1.2: Plantas de biogas [6].

1.1 Microbiologia de la digestidn anaerobia

La digestion anaerobia representa un proceso catabdlico, en el que las bacterias degradan el
sustrato utilizando enzimas. Estas son de naturaleza proteica y pueden catalizar reacciones
bioguimicas gracias a sitios activos. Ademas, pueden clasificarse a grandes rasgos como
endoenzimas o exoenzimas; ambas se producen en la célula, pero las segundas se liberan
fuera de ella (Figura 1.3). Para garantizar la presencia de las exoenzimas y endoenzimas
adecuadas para la degradacion de los sustratos se requiere una comunidad bacteriana amplia
y diversa, ya que ninguna bacteria las produce todas por si sola (Tabla 1.2).
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Exoenzyme Endoenzyme

Figura 1.3: Enzimas utilizadas por las bacterias para degradar el sustrato [7].

La actividad bacteriana en la AD puede ser anaerdbica estricta/facultativa (digestion de
lodos) o aerdbica estricta (estabilizacion de lodos). Los aerobios obtienen energia biosintética
y producen metabolitos solo en presencia de oxigeno molecular libre, ya que producen ATP a
través de la respiracion aerébica. Estrictamente

En cambio, los anaerobios son inactivos en presencia de oxigeno molecular libre. Carecen
de ciertas enzimas esenciales para que las bacterias sobrevivan en presencia de oxigeno, ya
que eliminan las especies reactivas del oxigeno. Estas resultan de la reduccién del oxigeno
molecular y causan danos intracelulares. Mientras que el término anaerobio facultativo establece
una condicion de crecimiento ideal para la ausencia de oxigeno, pero, si la presion parcial de
oxigeno aumenta en el medio, no es toxico para estos microorganismos y pueden seguir
creciendo. Ciertas especies, llamadas microaerdfilas, en cambio, crecen mejor en presencia
de bajas cantidades de oxigeno.

Tabla 1.2: Exoenzimas y sustratos [7].

Sustrato Ejemplo  Exoenzima Bacteria Producto ( nl?se g?_iizw/ifg)ta]
Polisacaridos Sacarolitico  Celulasa Cellulomonas  AzUcares simples 0,40
Proteinas  Proteolitica  Proteasa Bacillus Amino&cidos 0,50
Lipidos Lipolitico Lipasa Mycobacterium Acidos grasos 0,85

Elproceso de AD se compone de diferentes etapas (Figura 1.4), como se explica brevemente
a continuacion. Antes de la DA, la materia prima se prepara eliminando contaminantes como
arenilla, metales y otras particulas dependiendo de la fuente especifica del sustrato.
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Figura 1.4: Bioguimica de la EA.

En cada fase, un grupo metabdlico de microorganismos es mas activo que los demas: los
microorganismos que desempefnan un papel clave en las tres primeras etapas de la AD
(bacterias hidroliticas-fermentativas, bacterias acidogénicas) forman parte del dominio
Bacteria, en cambio, en la Ultima etapa, los metandgenos acético-lasticos y los metandgenos
hidrogenotroficos son miembros del dominio Archaea (Figura 1.5).

Hydrolysis ——  Acidogenesis = Acclogrnesis ——= ] 'M'ﬂha.nog{nﬂ.lu>

drofrie
Figura 1.5: Dominio de los microorganismos en las fases de AD.

1.1.1 Hidrdlisis

La primera etapa del proceso, la hidrdlisis, consiste en la desintegracion de la materia prima
operada por bacterias anaerobias facultativas y obligatorias mediante la produccion de
exoenzimas (hidrolitos). Los carbohidratos (como la celulosa) se descomponen en azicares
simples; las proteinas se convierten en aminoacidos individuales; mientras que a las grasas,
ésteres del alcohoal, glicerol y tres cadenas de &cidos grasos, se les eliminan las Ultimas partes
del grupo de cabeza. Cuando el sustrato es complejo, este paso es el que determina la
velocidad.
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1.1.2 Acidogénesis

Durante la segunda etapa, /a acidogénesis, los mondmeros formados en la etapa de hidrdlisis
se convierten en acidos organicos de cadena corta (C1-C5) (acido butirico, acido propidnico,
acido acético), alcoholes, algunos compuestos organicos nitrogenados y organicos azufrados,
junto con hidrégeno y didxido de carbono. También se conoce comUnmente como el primer
paso fermentativo. Un valor de pH inferior a 5,5 induce la producciéon de disolventes (como
alcoholes y acetona); las células entran en la segunda fase, conocida como solvogénesis.

e \ias de degradacion de los azlcares:

O formacién de &cido propidnico por la via del succinato y la via acrilica (degradacion
del piruvato);

O formacion de écido butirico a través de la via del &cido butirico;

e \ias de degradacion de los acidos grasos: B-oxidacion (paso a paso, en cada paso
se libera un acetato).

e Lavia de degradacion de los aminoécidos es la reaccion de Stickland (se desdoblan
dos aminoéacidos a la vez: uno actia como donante de hidrogeno y el otro como
aceptor). Durante el desdoblamiento de la cisteina se libera acido sulfhidrico.

Con el desarrollo del crecimiento bacteriano de pelicula fija en digestores anaerobios,
muchos residuos organicos solubles pueden digerirse rapida y eficazmente [7].

1.1.3 Acetogénesis

El tercer paso, la acetogénesis, o segunda fermentacion, implica la conversion de los acidos
volatiles (AGV) (1.1) [8] y los alcoholes en acido acético y gas hidrdgeno.

CH3 CH2COOH + 2H20 - CH3COOH + CO2 + 3H2  AG = +31,8 kJ-mol' [8] (1.1)

Las bacterias acetogénicas son productoras obligatorias de H2, inhibidas por una
cantidad excesiva del producto (hidrégeno). Entonces, debe existir una relacion sintréfica entre
los acetdgenos y los metandgenos hidrogenotréficos [9]. La sintropia es el fendmeno por el
cual una especie vive de los productos de otra especie [9]. En efecto, las segundas retiran
constantemente del sustrato los productos del metabolismo de las primeras, manteniendo
la presion parcial de hidrégeno a un nivel bajo, adecuado para las bacterias acetogénicas.
Pueden surgir problemas cuando los acetdgenos crean una relacion sintrofica en lugar de con
una especie metanogénica con otros organismos, que compiten con los metandgenos por el
H2. En la tecnologia de aguas residuales, algunos anaerobios facultativos reducen el sulfato
(8042_ ) a sulfuro de hidrégeno (Figura 1.6). En este caso, los metandgenos hidrogenotréficos
forman menos metano (reciben menos alimento) y también se ven afectados toxicamente
por el sulfuro de hidrogeno. Ademas, muchos de los mondmeros (por ejemplo, los azlcares)
pueden ser catabolizados por bacterias homoacetogénicas en acetato, que luego sirve de
sustrato para los metandgenos acetoclasticos que lo convierten en CH4 y CO2.
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Figura 1.6: Competencia entre bacterias reductoras de sulfato
y bacterias formadoras de metano [7].

1.1.4 Metanogénesis
1.1.4.1 Bacterias y reacciones implicadas

Bacterias formadoras de metano, agrupadas en el dominio Archaea (Figura 1.3), que reune
un amplio espectro de microorganismos que viven en ambientes extremos, prohibitivos para
todos los demas organismos (bacterias formadoras de metano, extremadamente haldfilas,
termoaciddfilas, extremadamente termdfilas). Debido al largo tiempo de reproduccion,
se requiere un largo periodo de retencion en el digestor (al menos 12 dias). Las bacterias
formadoras de metano crecen como consorcios microbianos, son anaerobias obligadas y
crecen en un numero limitado de sustratos simples. Obtienen energia y componentes basicos
para la biosintesis a partir de hidrogeno, compuestos 1-C (formiato, metanol, dioxido de
carbono, mondxido de carbono y metilamina) y acetato (2-C). Se distinguen principalmente dos
grupos: los metandgenos hidrogenotroficos y los metandgenos acetoclasticos, que convierten
el hidrégeno y el carbono en acetato Didxido de carbono o &cido acético, respectivamente,
a metano. La produccion de metano se produce, por tanto, a partir de la degradacion del
acetato (1.1) y la reduccion del dioxido de carbono por el gas hidrogeno (1.2) [7]. Se cree que
las segundas vias representan alrededor del 27-30% de la produccion de CH4 en los reactores
de AD.

CH3COOH = CH4 + CO2  AG = -36 kJ:mol” [10] (1.2)
CO2 + 4H2 > CH4 + 2H20  AG = -131 kJ-mol' [10] (1.3)
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1.1.5 Fundamento energético

Si sélo se considera la glucosa como sustrato de la AD (sustancia mas fermentable), la reaccion
de combustion (1.4) liberaria unos 2870 kd, mientras que la reaccion de conversion de glucosa
en metano a través de la AD (1.3) libera sdlo 390 kJ.

CBH1206 + 602 > 6C02 + 6H20 AG = -2,870 kJ-mol' [10] (1.3)
C6H1206 > 3CH4 + 3C02 AG = -390 kJ-mol [10] (1.4)

Los microorganismos aprovechan la energia presente en los enlaces carbono-carbono,
provocando un cambio en el estado de oxidacion de los atomos de carbono de 0 en la glucosa
a -4 en el metano. En el nuevo estado de oxidacion se encuentra la energia, que se almacena
de esta forma en el producto (metano) y no se libera; como muestra claramente la energia
libre de Gibbs de 1,4, inferior a la de 1,3. Esta energia almacenada puede aprovecharse
posteriormente, por ejemplo mediante combustion. Si éste es el caso, el LHV del metano es
de unos 800 kJ/mol y, puesto que se ganan 3 mol de metano, la cantidad de energia obtenida
tedricamente es de unos 2400 kJ/mol, cercana a la energia libre de Gibbs de la reaccion 1.3.
Aungue la |AG| es mayor en la reaccion de combustion, la biomasa puede contener una gran
cantidad de agua que deberia vaporizarse, pero el proceso AD ocurre en presencia de agua.
Ademas, el proceso se lleva a cabo a bajas temperaturas, en un modo de funcionamiento
continuo estable y sin necesidad de luz (garantizando una produccion de 24 horas).

1.2 Consorcios microbianos

Los filos de bacterias responsables de la AD son Firmicutes y Archaea. Las Firmicutes son las
bacterias fermentadoras sintroficas responsables de la digestion de los AGV (véase el capitulo
1.1.3). Debido a la gran disponibilidad de AGV, los Firmicutes son cuantitativamente dominantes
en el digestor. El filo Firmicutes se compone principalmente de dos clases: Clostridia (13%) y
Bacilli (76%) [11].

1.2.1 Clostridios

Los clostridios son una clase de bacterias Gram-positivas, con forma de bastoncillos y
formadoras de endosporas (véase el capitulo 1.2.2). Las endosporas son el “estado latente” al
que pueden reducirse las bacterias en condiciones ambientales estresantes, también durante
periodos muy largos. Ademas, los Clostridios son anaerobios o aerotolerantes y pueden
considerarse los predecesores evolutivos de los Bacilos.

Esta clase de microorganismos incluye organismos saprotrofos (descomponedores),
que viven en habitats anaerdbicos que contienen materia organica, como suelos, sedimentos
acuaticos y tejidos anaerdbicos (como el tracto intestinal de los animales). Como tales, tienen
un metabolismo de tipo estrictamente fermentativo por el que convierten muchos carbohidratos
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simples y complejos (por ejemplo, celulosa), asi como CO2/H2 o CO, (Tabla 1.3) pero también
aminoacidos, proteinas y otras moléculas organicas.

Tabla 1.3: Sustratos que pueden utilizar los clostridios [12]. BW corresponde a residuos de
biomasa (por ejemplo, agricolas) y OW a otros residuos (por ejemplo, lodos).

Materia prima Sustrato Subunidad monomérica Grupo Clostridia
Cultivos Melaza Glucosa, Fructosa Solventogénico
Cultivos Almidon Glucosa Solventogénicos, algunos

celuloliticos

Cultivos, BW Celulosa Glucosa Celulolitico, algunos

Solventogénico
Glucosa, Xilosa, Manosa, Celulolitico
Cultivos, BW Hemicelulosa Galactosa, Ramnosa, N
: Solventogénico
Arabinosa
Cultivos, BW Pectina Acido galacturonico, Celulohtpg,
ramnosa Solventogénico
ow Glicerol Solventogénico
Camino del queso Lactosa Solventogénico
Acidos grasos de cadena
ow corta (acético, butirico, Solventogénico
lactico)
ow Desconocido Celulolitico, Acetdgeno
Cultl\g)\i,/ BW. CO2/H2, CO Acetogen

Los productos pueden ser gases (como CQ2 y H2), alcoholes, acidos carboxilicos,
cetonas de C2 a méas de C8 (Tabla 1.4). Durante el crecimiento, primero se produce la fase
acidogénica, luego, a medida que el pH disminuye debido a la acumulacion de acidos, el
cultivo entra en la fase estacionaria, pasando a la fase solventogénica (ver Figura 1.2). En
efecto, un valor de pH inferior a 5,5 induce la produccion de disolventes, como alcoholes y
acetona (es decir, solventogénesis). En esta fase, cepas como Clostridium acetobutylicum,
Clostridium beijjerinckii, Clostridium butyricum, Clostridium saccharobutylicum y Clostridium
saccharoperbutylacetonicum producen butanol en alta concentracion con acetona (0
isopropanal) y etanol. Este proceso se denomina fermentacion acetona-butanol-etanol (ABE)
[13].
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Los Costridia engloban también muchos acetdgenos que fijan CO2 (utilizando por
ejemplo H2) o CO (solos) y utilizan compuestos de un solo carbono (por ejemplo formiato o
metanol), algunos de ellos son Clostridium ljungdahlii, Clostridium thermoaceticum, Clostridium
carboxidivorans.

Los clostridios celuloliticos digieren la celulosa, como Clostridium thermocellum,
Clostridium cellulolyticum y Clostridium phytofermentans.

Por ultimo, cuando los clostridios crecen sobre aminoacidos o acidos grasos, se producen
compuestos malolientes.

Tabla 1.4: Productos de clostridios [12].

Productos Organismos

gas H2, CO2 Acetdgenos, Solventdgenos,
2-C Etanol, acido acético Celuloliticos

Propanona, Acido propidnico, Propanol,

3-C 1,3-propanediol, Lactato, Acrilato Solventogénico, Propidnico, otros
Acido butirico, Butanol, Acetoina, , ,
4-C Succinato, 2.3-butanodiol Acetégenos, Solventdgenos, otros
5-C Acido pentanoico (Valeric a.) C. scatologenes, C. kluyveri, otros
Acido hexanoico (Caproico a.), Hexanol, C. scatologenes, C. kluyveri, C.
6-C . . . ;
2-hidroxi-4-metilpentanoato butyricum
8-C Acido octanoico (Caprilico a.) C. kluyveri
1.2.2 Bacilos

Los bacilos son una clase de bacterias Gram-positivas, en forma de bastoncillos y formadoras
de endosporas. Los bacilos son aerobios obligados o anaerobios facultativos y pueden
considerarse sucesores evolutivos de los Firmicutes Clostridia anaerobios.

Durante la produccion de H2 por la poblacion bacteriana anaerobia (Clostridia) y facultativa
(Bacilli) en la fermentacion, varias vias metabdlicas pueden estar presentes simultaneamente
durante la produccion de H2. La Figura 1.7 muestra algunas de las vias metabdlicas alternativas.
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Figura 1.7: Via metabdlica de la glucosa por bacterias productoras de hidrégeno en AD [14]. Las

letras indican los organismos que llevan a cabo la reaccion: A, bacterias lacticas (Streptococcus,

Lactobacillus); B, Clostridium propionicum; C, Levaduras, Acetobacter, Zymomonas, S. ventriculi,

E. amylovora; D Enterobacteriaceae (coli-aerogens); E, Clostridia; F, Aerobacter; G, Levaduras; H,
Clostridia (organismos butiricos, butilicos); |, Bacterias del acido propionico.

1.3 Flexibilidad de las materias primas

En ausencia de nutrientes esenciales, el crecimiento del microorganismo se detiene. Por o
tanto, a menudo es necesario suministrar nutrientes esenciales junto con el sustrato. Los
nutrientes esenciales pueden dividirse en macronutrientes (fuente de carbono y fuente de
nitrbgeno) y micronutrientes (oligoelementos). Como fuente de carbono, por ejemplo, el azlcar
se consume muy rapidamente, a diferencia de la lignocelulosa, que, de hecho, esta formada
por tres tipos de polimeros (es decir, celulosa, hemicelulosa y lignina) fuertemente entrelazados
por enlaces covalentes y fuerzas no covalentes. Ademas, los productos intermedios del
metabolismo también pueden tener un efecto limitador o incluso inhibidor.

En general, toda biomasa puede utilizarse como sustrato si contiene carbohidratos,
proteinas, grasas, celulosa y hemicelulosa como componentes principales. Ya se han utilizado
diferentes residuos; la forma va desde solidos, semisoélidos y liquidos, como estiércol o
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subproductos de la industria, granjas agricolas, plantas de eliminacion, etc. El uso de mas de
un sustrato (codigestion) para la produccion de biogas presenta algunas ventajas, entre las
que se incluyen: una tasa de degradacion mas rapida, rentabilidad en términos de formacion
de productos, optimizacion de los contenidos de humedad y nutrientes y reduccion de la
concentracion de compuestos inhibidores [14]. Por ejemplo, hoy en dia en la mayoria de los
biogéas agricolas.

Las plantas de estiércol liquido se fermentan muy a menudo combinadas con diferentes
co-substratos, como los cultivos energéticos [14]. La adicion de residuos organicos solidos al
estiércol liquido puede aumentar la produccion de biogés (por volumen de digestor), gracias al
mayor contenido de sustancias organicas faciimente degradables. El mismo planteamiento es
valido para los lodos de depuradora, cuyos co-substratos consisten en este caso en materiales
flotantes, como los restos de grasa procedentes del sacrificio de cerdos.

1.4 Pretratamiento

Dado que el proceso bioldgico anaerdbico es tan lento, su viabilidad econdmica se vuelve
cuestionable y, por tanto, las instituciones dudan en invertir en cualquier forma de este proceso
potencialmente sostenible [16]. En general, se ha determinado que la hidrélisis es el paso
clave para determinar la velocidad del proceso de digestion, debido a la presencia de matrices
dificiimente degradables en los sustratos. En base a esto, se han llevado a cabo diferentes
métodos de pretratamiento destinados a mejorar la hidrdlisis [17]. El problema radica en los
materiales lignoceluldsicos y su especificidad se refiere al comportamiento de la lignina como
barrera que impide la biodegradacion. Pretratar el sustrato antes de que entre en el reactor
anaerobio significa romper la lignina y la hemicelulosa y reducir la estructura cristalina de la
celulosa. De esta forma, la superficie disponible expuesta al ataque de los microorganismos es
mayor y se promueve una digestion mas rapida. Los pretratamientos aplicables en la actualidad
se clasifican en diferentes categorias:

mecanicos (esmerilado, ultrasonidos, etc.)
térmico
quimica (mediante el uso de alcoholes, acidos, ozono, etc.)

bioldgica (por microorganismos especificos o por enzimas especificas) La clasificacion
se ilustra mas ampliamente a continuacion.

1.4.1 Métodos mecanicos de pretratamiento

El pretratamiento mecanico da lugar a particulas mas pequefias 0 a trozos de sustrato
aplastados. De hecho, el tamano de las particulas puede afectar a la velocidad de la digestion
anaerobia, ya que afecta a la disponibilidad de un sustrato (es decir, a la superficie) para las
enzimas hidrolizantes. Esto es especialmente cierto en el caso de las fibras vegetales; se llevo
a cabo la AD de residuos de fibra de sisal pretratados y no pretratados y el rendimiento de
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metano aumenté en un 23% (de 0,18 m® CH4/kgVS a 0,22 m® CH4/kgVS) cuando el tamano
de lafibra se redujo a 2 mm (de 100 mm) con un pretratamiento de cizallamiento. [18]. Ademas,
la viscosidad en el digestor disminuye como consecuencia de la reduccion del tamafo de las
particulas, lo que facilita la mezcla, ya que el sistema resulta mas homogéneo.

1.4.1.1 Cizalla

Se pueden utilizar molinos de cuchillas o trituradoras para, respectivamente, cortar o triturar
el sustrato. Los molinos de cuchillas se suelen utilizar para materias primas himedas, que se
cortan continuamente hasta que son lo suficientemente pequefias como para pasar por una
criba de clasificacion [19]. Las trituradoras se limitan a biomasa con un contenido de humedad
inferior al 15% [20], pero muchas trituradoras industriales utilizan sustratos con contenidos de
humedad mucho mas elevados.

1.4.1.2 Molienda de bolas

En este pretratamiento, se lanzan perlas de vidrio (medios de molienda) contra las células. Se
obtiene la aceleracion de las perlas:

- agitando todo el recipiente (figuras 1.8 'y 1.9);

Figura 1.8: Fresado de microesferas en el que se agita todo el recipiente [21].
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Figura 1.9: Ejemplo de fresadora de cuentas con 2 contenedores [22].

- mediante un agitador giratorio dentro del recipiente (figura 1.10).

Raw materials

l Inlet

Rotating shaft

Grinding chamber

Figura 1.10: Molienda de microesferas en la que un agitador giratorio acelera las microesferas [23].
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1.4.1.3 Homogeneizacidén a alta presién

La presidon aumenta hasta varios cientos de bares y, a continuacion, la suspension se
homogeneiza bajo una fuerte despresurizacion. La prensa francesa es un ejemplo de
homogeneizador de alta presion. Funciona aplicando primero una presion de 83 MPa sobre el
lodo y liberandola después rapidamente abriendo una valvula de aguja. La disminucion de la
presion crea una fuerza de cizallamiento muy elevada sobre las particulas, haciéndolas estallar.

1.4.1.4 Degradacién rotor-estator

El homogeneizador rotor-estator esta compuesto por un eje metélico giratorio (rotor) dentro
de un tubo estacionario de extremo abierto (estator), éste tiene forma de ranura en el extremo
(Figura 1.11).

Figura 1.11: Rotor y estator [24].

La rotacion del rotor crea un efecto de succién que atrae la muestra hacia el espacio
entre el rotor y el estator, aqui la muestra estéa sujeta a altas fuerzas de cizallamiento debido al
pequefo espacio y se produce la homogeneizacion (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Cizallamiento rotor-estator por €je giratorio, vista interior [25].

1.4.1.5 Ultrasonificacién

Los ultrasonidos pueden aplicarse indirectamente a través de un bafo o directamente mediante
una sonda. La sonicacion directa, al estar la sonda en contacto directo con la muestra, garantiza
un funcionamiento mas eficaz. En efecto, el tratamiento se basa en la utilizaciéon de ondas
acusticas, que son propagadas por la sonda en el liquido en contacto con ella. En particular,
las ondas acusticas son ondas de compresion-descompresion que, cuando se propagan en
un liquido a altas intensidades, generan ciclos alternativos de alta y baja presion. Durante
el ciclo de baja presion, el liquido alcanza la presion de vapor, creando pequefnas burbujas.
Durante la fase de alta presion, las burbujas ya no pueden mantener el equilibrio entre la
presion y las fuerzas de viscosidad e implosionan violentamente. La implosion violenta de éstas
puede alterar las paredes de las particulas del sustrato cercano, lo que podria liberar materia
intercelular que luego puede ser degradada mas facilimente por los microorganismos durante
la AD. La cavitacion es, por tanto, el fendmeno que subyace a la ultrasonificacion y siempre va
acompanada de un intenso calentamiento local, que en algunos casos puede alcanzar hasta
5000 K (Figura 1.13).
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Figura 1.13: Fendbmeno de cavitacion [26].

El equipo de ultrasonidos esta formado por cuatro componentes: generador, convertidor
(o transductor), amplificador y sonda (o bocina o sonotrodo) (Figura 1.14).

Crenerator

Figura 1.14: Equipo de ultrasonidos [27].

El generador transforma la potencia de la linea de CA en energia eléctrica de alta frecuencia
(20 - 100 kHz), que se recibe del convertidor y se transforma en vibracion (la energia eléctrica
se convierte en energia mecanica), gracias al material piezoeléctrico del que esta hecho el
convertidor. El amplificador aumenta la amplitud de las ondas y la sonda propaga finalmente
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las ondas acusticas en el medio. Varios estudios han demostrado que la tasa de degradacion
bacteriana puede acelerarse hasta 4 veces en comparacion con el tratamiento convencional
[28].

También es posible la sonicacion continua de una corriente de entrada (Figura 1.15).
La muestra liquida se bombea a la camara del sonicador a través de la entrada situada en
la parte inferior de la unidad. Mientras pasa, la muestra se somete a sonicacion. El liquido
procesado sale de la unidad por un puerto de salida. Los parametros de sonicacion y el caudal
pueden ajustarse. Dado que la sonicacion genera calor, se dispone de una camisa de agua
para proteger la muestra del sobrecalentamiento. La camisa de agua rodea la camara y en su
interior se recircula agua fria; asi, la camara se enfria desde la superficie exterior.

¢ P_,':. i~ =
) ] product
. = outlet - -
i coolant I
inlet
coolant
J— outlet
—-E-_gl—{':" 1"-—_—' .
—_——

product inlet

Figura 1.15: Sonicacion continua [29].

1.4.2 Térmico

Es uno de los més aplicados a escala industrial para la AD de diversos sustratos. El intervalo de
temperaturas va de 50 a 250 °C, ya que se ha observado solubilizacién de lodos a temperaturas
tan bajas como 50 °C [30]. El tiempo de retencién aumenta claramente con la disminucion de
la temperatura, ya que la cinética de cualquier reaccion se ve favorecida por la temperatura.
El tiempo de retencion notificado varia entre O minutos y 72 horas [31]. El pretratamiento
térmico elimina patégenos, mejora la deshidratacion y reduce la viscosidad del digestato, pero
pueden formarse compuestos inhibidores, especialmente para largos tiempos de tratamiento
térmico. En este sentido, uno de los fendmenos mas conocidos es la reaccion de Mallaird entre
carbohidratos y aminoacidos. Se produce a valores de temperatura superiores a 150°C o a
temperaturas inferiores (<100°C) durante un tiempo mas prolongado y da lugar a la formacion
de sustratos complejos dificiles de biodegradar [30]. El efecto del tratamiento depende de
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todos modos del tipo de sustrato y del intervalo de temperatura [30]. Por ultimo, aunque
el pretratamiento térmico requiere una gran cantidad de energia, los requisitos energéticos
durante la fase de pretratamiento pueden ser cubiertos por la produccion extra de metano con
un retorno neto positivo [32].

1.4.3 Métodos de pretratamiento quimico

Los pretratamientos quimicos consisten en la adicion de sustancias quimicas, como alcalis,
acidos fuertes u oxidantes, para lograr la destruccion de los compuestos organicos, mejorar
la velocidad de hidrdlisis y aumentar la produccion de biogas. La AD requiere generalmente un
ajuste del pH hacia una mayor alcalinidad, por lo que el pretratamiento con élcalis es el método
quimico preferido [33].

Los pretratamientos quimicos no son adecuados para sustratos faciimente biodegradables,
debido a su degradacion acelerada y a la consiguiente acumulacion de AGV [34]. Por el
contrario, el efecto es claramente positivo en sustratos ricos en lignina [35].

1.4.3.1 Pretratamiento alcalino

El tratamiento alcalino provoca altos valores de pH en el sustrato. Es importante subrayar que
una concentracion elevada de sales puede provocar la deshidratacion de las células bacterianas
debido a la presion osmdética [36]. Ademas, los iones de metales ligeros (como el sodio) son
necesarios para el crecimiento microbiano y, en consecuencia, afectan a la tasa de crecimiento
especifica. Mientras que las concentraciones moderadas estimulan el crecimiento microbiano,
las cantidades excesivas ralentizan el crecimiento, e incluso las concentraciones mas altas
pueden causar una inhibicion grave o toxicidad [36]. Este pretratamiento puede ser Util para
sustratos acidos y ricos en lignina que, de otro modo, no podrian digerirse anaerobicamente
[20]. Alrededor del 55% de la materia seca puede descomponerse, especialmente cuando se
utiliza NaOH para saponificar [37]. Pueden utilizarse otros productos quimicos, como cal o
amoniaco, pero los elevados costes de los édlcalis en general hacen que esta tecnologia sea
poco atractiva desde el punto de vista econdmico (Tabla 1.5).

Tabla 1.5: GER de algunos élcalis (Base de datos SimaPro).

Quimica GER (MJ/Kg)
Soda, polvo 5,99
Amoniaco liquido 43,6
Amoniaco, oxidacion parcial, liquido 49,5
Amoniaco, reformado al vapor, liquido 41,8
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1.4.3.2 Pretratamiento acido

El tratamiento acido es el método de pretratamiento convencional mas utilizado para las
materias primas lignocelulésicas a escala industrial [38], aunque la naturaleza corrosiva y toxica
de la mayoria de los acidos requiere un material adecuado para construir el reactor [39]. El
pretratamiento con acidos se puede utilizar en combinacion con calor, pero a temperaturas
elevadas de 60°C a 160°C (las temperaturas superiores a 160°C en combinacién con acidos
muestran un descenso en la produccion de metano) [20], lo que hace que el proceso ya no sea
energéticamente sostenible.

1.4.3.3 Pretratamiento oxidativo

El pretratamiento oxidativo se basa en el uso de radicales. Los radicales se forman durante la
reaccion de oxidacion, es decir, la reduccion del agente oxidante, como el oxigeno, el ozono
(03) y el peroxido de hidrogeno (H202). Mediante el uso de ozono, el sustrato puede volverse
permeable y las macromoléculas insolubles en agua pueden descomponerse en moléculas
mas pequefias solubles en agua.

Las desventajas incluyen la formacion de sustancias toxicas para los metandgenos (por
ejemplo, formaldehido) y el aumento de la cantidad de carbono libre, que no puede degradarse
durante la AD.

Tabla 1.6: GER de algunos oxidantes (Base de datos SimaPro).

Quimica GER (MJ/Kg)
Ozono liquido 174
Perdxido de hidrégeno, 50% en H20 23,8

1.4.4 Métodos biolégicos de pretratamiento

1.4.4.1 TSAD

También llamada preacidificacion, digestion en dos etapas o fermentacion oscura acoplada a
un reactor metanogénico, consiste en separar las dos primeras etapas del proceso (hidrolisis
y acidogénesis) de las dos segundas (acetogénesis y metanogenesis). El valor del pH en el
primer digestor se sitla entre 4 y 6, lo que inhibe la produccién de metano (que se produce a
valores de pH superiores a 6,5) y provoca una acumulacion de acidos grasos volatiles, pero las
enzimas responsables de la degradacion de la celulosa, la hemicelulosa y el almiddn funcionan
muy bien en estas condiciones. En el primer digestor también se forma C0O2, que a pH bajo se
libera en el gas producido en la etapa de preacidificacion. Por lo tanto, en la etapa siguiente la
concentracion de metano es mayor.
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1.4.4.2 Método de pretratamiento enzimatico

Se afiade una mezcla de enzimas distintas de las ya presentes (producidas por los
microorganismos de la DA). La adicion puede producirse en el digestor en el que tiene lugar
la DA, en el primer paso de un proceso de DA en dos fases (véase el capitulo 1.3.4.) o en un
recipiente especifico para el pretratamiento enzimatico. Existen indicios de que las enzimas
afadidas directamente al reactor de biogas se degradan rapidamente tras su adicion [20].
Varios estudios de AD por lotes han indicado que la adicion de enzimas a la primera etapa de
un proceso de AD de dos etapas conduce a una solubilizacion del sustrato ligeramente superior
y @ mayores rendimientos de biogas [20]. La mezcla de enzimas puede incluir diferentes tipos
capaces de degradar especificamente: celulosa, hemicelulosa, pectina y almidon.

1.4.5 Tensidn de cizallamiento inducida en bacterias

Los pretratamientos pueden afectar no soélo al sustrato, sino también a los microorganismos
de la AD en el caso de los procesos de AD humeda, en los que la materia prima fresca se
mezcla con agua. En este caso, la deshidratacion es la primera etapa del tratamiento posterior
a la digestion; la fraccion solida deshidratada se destina a abono y el agua se recicla para
abastecer la planta. En este caso, los microorganismos de la AD se tratan junto con el sustrato.
Evidentemente, el efecto deseado para el sustrato (su rotura) no es deseable tampoco para
los microorganismos, que no deben resultar dafiados para poder impulsar las distintas fases
del proceso de AD. El dominio (véase la figura 1.3) y la evolucion experimentada por el tipo
especifico de microorganismo determinan la facilidad con la que los microorganismos de AD
pueden romperse.

La célula bacteriana Gram-positiva esta contenida en una membrana celular, que sigue
rodeada por la pared celular. La funcién de la membrana no es proteger a la célula del
choque osmdtico, sino que es mas bien elastica, interactiva y semipermeable, ya que esta
formada principalmente por fosfolipidos y proteinas. Aqui, los gradientes de concentracion se
mantienen activamente a través de sistemas de transporte, como la cadena de transporte de
electrones para producir ATP. Entre la membrana celular y la pared celular se encuentra un
espacio periplasmico. La pared celular es fina y rigida; esta formada por peptidoglicano, que
da estructura a la envoltura celular. Su resistencia se debe a su naturaleza de enlace quimico.
La capa de peptidoglicano estd compuesta por residuos de N-acetil-glucosamina y N-acetil-
acido muramico unidos por enlaces B-(1-4)-glucosidicos. Las cadenas estan reticuladas por
un tetrapéptido a través del residuo NAM. Los péptidos se entrecruzan ain mas, y el resultado
es una estructura rigida estricta, que proporciona forma, resistencia a la traccion y proteccion
contra el choque osmatico. Las bacterias Gram-positivas, como Bacillus, poseen una gruesa
pared celular compuesta por un 50-80% de peptidoglicano junto con acido teicoico. En cambio,
las bacterias Gram negativas tienen una pared celular relativamente fina, compuesta por unas
pocas capas de peptidoglicano (aunque éste es el principal responsable de la resistencia
celular), pero rodeada por una segunda membrana bicapa lipidico-proteica, que comprende
proteinas, lipopolisacaridos y fosfolipidos. Los Firmicutes, como los Clostridios y los Bacilos
(véase el capitulo 1.2), y las Actinobacterias se clasifican como bacterias Gram-positivas.
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Las bacterias formadoras de metano, clasificadas en el dominio Archaea (véase la Figura
1.3, Capitulo 1), presentan una pared celular diferente. La pared celular carece de acido
muramico y la membrana celular no contiene un lipido éster como constituyente principal [7]
(Figura 1.16).

Gram-positive bactenial cell wall
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Figura 1.16: Comparacion entre la pared celular de las bacterias y la pared celular de los
metandgenos [40].
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Es posible concluir que los metandgenos se veran mas afectados por las tensiones de
cizallamiento, debido a la constitucion tanto de la membrana celular como de la pared celular,
que carecen de ciertos componentes responsables de la fuerza y la resistencia, que, por €l
contrario, se encuentran en la composicion de la membrana y la pared de las células bacterianas
Gram-positivas.

1.5 Reflexidn laser in situ

El método optico FBRM (método de reflectancia de haz concentrado) se basa en la deteccion
de la luz laser retrodispersada y el tiempo de vuelo (TOF) del haz. Sin embargo, solo pueden
analizarse eficazmente las particulas de forma alargada y no las de forma esférica (bacterias).

Conviene centrarse ahora en una sonda del método de reflectancia optica tridimensional
(BD-ORM) de Sequip S+E GmbH. Esta equipada con un haz de excitacion que puede moverse
en tres dimensiones, lo que abre las puertas al anadlisis de bacterias esféricas. Ademas, la
sonda es termoesterilizable (las piezas electronicas internas pueden desmontarse con este fin)
y puede utilizarse para mediciones in situ. Ademas, devuelve informacion sobre la distribucion
del tamafo celular. A continuacion se describen brevemente los componentes de la sonda
(figura 1.17).

Figura 1.17: Representacion esquematica de la sonda Sequip [41]. Una longitud de enfoque
altamente eficiente

(2) permite escanear con precision las células microbianas, que entran en los multiples
planos focales que rodean la sonda. El haz laser tiene una intensidad inferior a 5 mW. La
entrada del haz laser en la sonda se realiza mediante una fibra monomodo de 12,8 um (6). La
separacion de las sefiales entrantes y salientes se realiza con un acoplador de fibra 6ptica (8).
Gracias al sistema 6ptico giratorio (3) y al enfoque dinamico (7), se obtiene la imagen de una
trayectoria en espiral con un diametro de 8,5 mm. El acoplamiento de las sefiales reflejadas
de la sonda se realiza con la fiora monomodo entrante (6). La pequefia seccion transversal de
dicha fibra (4) garantiza que so6lo se detecten particulas directamente o cerca del punto focal.
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1.6 Distribucion de probabilidades

Una distribucion de probabilidad es un modelo matematico que relaciona los valores de una
variable con la probabilidad de que dichos valores puedan observarse. Las distribuciones de
probabilidad se utilizan para modelizar el comportamiento de un fendmeno de interés en relacion
con la cantidad total de casos en los que el experimentador observa una muestra determinada.
La variable de interés se considera una variable aleatoria cuya ley de probabilidad expresa el
grado de incertidumbre con que puede observarse su valor. Ademas, en las distribuciones
continuas la variable se expresa en una escala continua.

Las distribuciones de probabilidad se expresan mediante una ley matematica denominada
funciones de densidad de probabilidad (FDP). Las funciones de densidad de probabilidad de
interés para este trabajo son las siguientes.

e La distribucion normal, donde la media a y la varianza b2 (0 desviacion tipica b)
de una variable aleatoria (x) son los parametros de mayor interés, ya que expresan
respectivamente la tendencia central y la variabilidad de la variable aleatoria.

(1.5)
1 _x-a)?

= e 2b2
Y \N2mh

e Ladistribucion de Cauchy

1

(50

e Ladistribucion Gamma

(1.7)

1 =

J— a—1,"5
Y ber(a) N

e Ladistribucion logistica

1 x—a _x—a )
y:E(ezb + e zb )_2
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e  Ladistribucion log-normal es la distribucion de probabilidad de una variable aleatoria
cuyo logaritmo tiene una distribucion normal.

(1.9
1 _(lnx—a}2

= —_— 2 bh-
y x+2mITh

e Ladistribucion log-logistica es la distribucion de probabilidad de una variable aleatoria
cuyo logaritmo tiene una distribucion logistica.

(1.10)

E(z) b—1

YT ar@®5He
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