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Resumen

La codigestion anaerobia de los residuos agroalimentarios y ganaderos tiene el
potencial de conseguir una reduccién eficiente de la contaminacion al mismo tiempo
que la ventaja de producir energia y proveer beneficios medioambientales y socio-
econdmicos. Por otro lado, es bien conocido el hecho de que la digestion anaerobia de
residuos ricos en aceites y grasas, como ocurre con muchos de los residuos
agroalimentarios, no siempre es sencilla, dado que los microorganismos anaerobios
son muy sensibles a la materia rica en lipidos a la vez que a los compuestos
intermedios del proceso de degradacion de los residuos grasos. Ademas, los lipidos
ocasionan problemas operacionales en los digestores anaerobios debido a que
producen obstruccion de las tuberias, originan problemas de transferencia de materia
de los sustratos solubles y, puesto que quedan adheridos a la superficie de la biomasa
bacteriana, provocan el lavado de la biomasa activa al facilitar la flotacién de la misma.

Sin embargo, los lipidos son sustratos muy atractivos para la codigestion anaerobia
debido al mayor rendimiento obtenido en este proceso cuando se comparan con
proteinas y carbohidratos, lo que hace a los residuos ricos en lipidos una fuente
potencial de energia renovable. La practica de afadir lipidos a un digestor para
aumentar su produccion de metano es, pues, un enfoque prometedor que debe ser
explorado.

Por otra parte, los sistemas de digestiébn anaerobia en dos fases permiten la seleccion
y enriquecimiento de diferentes tipos de microbiota en cada reactor. En la primera
fase, los contaminantes complejos como las proteinas o carbohidratos, son
degradados por las bacterias acidogénicas a acidos grasos volatiles (AGV), los cuales
son subsecuentemente convertidos a metano y diéxido de carbono por las bacterias
acetogénicas y metanogénicas en la segunda fase. Esta configuracién permite
incrementar la estabilidad de los procesos mediante el control de la fase de
acidificacion con objeto de prevenir sobrecargas y la produccién de compuestos
téxicos para las bacterias metanogénicas. La primera etapa puede actuar como un
buffer metabdlico evitando golpes de pH a la produccion metanogénica. Los
microorganismos acidogénicos y metanogénicos difieren, no solo en términos de sus
requerimientos nutricionales y de pH, sino también con respecto a su fisiologia,
cinéticas de crecimiento y consumo de nutrientes y en su particular capacidad de
soportar cambios medioambientales. Consecuentemente, las condiciones que son
favorables para el crecimiento de las bacterias formadoras de acidos (cortos tiempos
hidraulicos de residencia (THR) y bajo pH) pueden ser inhibidoras de las bacterias
formadoras de metano. Una ventaja afiadida del digestor en dos fases es que sus
condiciones operacionales pueden ser selectivamente determinadas en orden a
maximizar el crecimiento, no solo de los microorganismos precursores de acidos, sino
también el de los precursores de metano.

Teniendo en cuenta las ventajas potenciales de la digestion anaerobia en dos fases, y
continuando con la investigacion en mejorar la codigestion anaerobia de diferentes
residuos, en esta Tesis se ha abordado el desarrollo de un sistema anaerobio de



codigestién en dos fases para el tratamiento, dentro de los residuos ganaderos, de
purin porcino (PM), y dentro de los residuos agroalimentarios con alto contenido en
lipidos, de los residuos generados en el proceso de pretratamiento de aceites
vegetales usados para la produccién de biodiesel (OW). Por lo tanto se estudia el
tratamiento de purines y residuos ricos en lipidos y se proponen soluciones a los
problemas que supone su gestion.

Finalmente se realiza un estudio del cierre del ciclo de aprovechamiento de nutrientes
presentes en los residuos mediante valorizacion del digestato producido en el proceso
de codigestion anaerobia. Para ello se realiza un breve repaso de la legislacion que
afecta al digestato, tanto a nivel europeo como espafiol, asi como también se realiza
un breve analisis de las diferentes tecnologias de precipitacion del fertilizante estruvita
que permiten recuperar de forma simultanea fésforo y amonio de la corriente residual.



Abstract

Anaerobic codigestion of agro-food and livestock waste have the potential to get an
efficient reduction in waste pollution and, at the same time, the advantage to produce
energy and provide environmental and socio-economy benefits. On the other hand, it is
well known that the anaerobic digestion of waste rich in oils and fats, as occur with
many agro-food waste, is not always simple, because anaerobic microorganisms are
very sensitive to lipid rich matter and to the intermediates of the degradation process of
fatty waste. In addition, lipids produce operational problems in anaerobic digesters
because they cause pipes obstruction, create problems of mass transfer of soluble
substrates and, since they adhere to the surface of the bacterial biomass, trigger the
wash of the active biomass by facilitating their flotation.

However, lipids are very attractive substrates for anaerobic codigestion due to the
higher yield obtained in biogas production when they are digested in comparison with
proteins and carbohydrates, what makes waste rich in lipids a potential source of
renewable energy. The practice of adding lipids to a digester to increase the methane
production is a promising approach which should be explored.

Moreover, anaerobic digestion systems with two phases allow a selection and
enrichment of different types of microbiota in each reactor. In the first phase, complex
pollutants, like proteins or carbohydrates, are degraded by acidogenic bacteria to
volatile fatty acids (VFA), which subsequently are converted to methane and carbon
dioxide by the acetogenic and methanogenic bacteria in the second phase. This
configuration enables the increase of stability in the process through the control of the
acidification phase to prevent overloads and production of toxic compounds for
methanogenic bacteria. The first stage could act like a metabolic buffer to prevent pH
hits to methanogenic production. Acidogenic and methanogenic microorganisms differ
not only in nutritional and pH requirement terms, but also with respect to their
physiology, growth kinetics and nutrient consumption and their particular ability to
withstand environmental changes. Consequently, conditions which are favorable for the
growth of acid forming bacteria (short hydraulic retention time, low pH) could be
inhibitors of methane forming bacteria. An added advantage of two-phase digester is
that its operational conditions could be selectively determined in order to maximize the
increase, not only of acid precursor microorganisms, but also of the methane
precursors.

Given the potential advantages of two-phase anaerobic digestion, and keeping on with
the investigation to improve the anaerobic co-digestion of different residues, this Thesis
work has approached the development of a two-phase anaerobic co-digestion system
for the treatment, in the case of livestock waste, of pig manure (PM) and, in the case of
agro-food, waste with high lipids content, of waste generated in the pretreatment
process of used vegetable oils to produce biodiesel (OW). Therefore, the treatment of
pig manure and lipid-rich waste is studied and solutions to the problems involved in
their management are proposed.

Xi



Finally, a closed-loop study of waste nutrients use is carried out by evaluating the
digestate produced in the anaerobic codigestion process. To do this, a brief review of
the legislation affecting the digestate, both at European and Spanish level, is carried
out, as well as a brief analysis of the different precipitation technologies for struvite
fertilizer production, that allows the simultaneous recovery of phosphorus and
ammonium from the waste stream.
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1. Generalidades y motivacién

1 GENERALIDADES Y MOTIVACION

Residuos ganaderos. Generacion y problematica

Desde 1960 hasta 2010, la poblacion mundial se ha duplicado, mientras que el nimero
de animales se ha incrementado en un 50% para los rumiantes, un 200% para el
ganado porcino y un 280% para las aves de corral. En cuanto a la carne que aporta
cada una de las especies, la de cerdo es la que ha aumentado en mayor proporcion,
alcanzando una produccion anual de 45 Mt, seguida con 42 y 29 Mt para el ganado
vacuno y las aves de corral, respectivamente (Garg y Makkar, 2012).

Por otra parte, segun se indica en la Tabla 1-1, el crecimiento simultdneo de la
demanda de productos ganaderos sugiere que desde el afio 2011 y hasta el afio 2020
la produccion anual debera crecer, sélo en el mundo desarrollado, en otras 13 Mt de
leche y 7 Mt de carne. Tal aumento requerird mas que la simple adaptacién de las
practicas actuales de gestion y tratamiento de residuos ganaderos, tal como existen en
los paises desarrollados.

Tabla 1-1. Tendencia en la produccién de varios productos ganaderos, 2011-2020.
Fuente: FAOSTAT 2013

Region/Producto A Produccion (%)  Produccion total (Mt) A Produccion (Mt)
2011-2020 2011 2020 2011-2020
Mundo desarrollado
Ganado vacuno 6,90 29 31 2
Ganado porcino 4,44 45 47 2
Aves de corral 11,90 42 47 5
Carne 5,60 125 132 7
Leche 3,59 362 375 13
Mundo en desarrollo
Ganado vacuno 22,22 18 22 4
Ganado porcino 25,00 48 60 12
Aves de corral 28,13 32 41 9
Carne 24,55 110 137 27
Leche 28,65 171 220 49

Adaptado de Delgado et al. 1999.

Para 2050 se espera que la poblacion mundial sea de mas de 9 mil millones de
personas y esto, combinado con el aumento de los ingresos en el mundo desarrollado,
hace que se prevea una mayor demanda de productos alimenticios que son mas
sensibles al aumento de los ingresos en los paises en desarrollo (como los productos
pecuarios y lacteos, o los aceites vegetales). La demanda de estos productos crecera
més rapidamente que la de los cereales. Por ejemplo, el consumo de productos
lacteos y de carne aumentard en un 74% y 58%, respectivamente (Garg y Makkar,
2012).

El estiércol es un subproducto inevitable de la produccion ganadera y, cuando se
gestiona adecuadamente, puede ser utilizado como una fuente de nutrientes y sirve
para mejorar las propiedades del suelo. Por otro lado, el estiércol manejado
inadecuadamente puede representar una amenaza para el suelo, el agua, la calidad
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del aire y la salud humana y animal. La contaminacion del suelo es un problema
generalizado causado por la insostenible deposicion de exceso de nutrientes,
sustancias quimicas y agentes patdgenos en la tierra en las inmediaciones de las
granjas de cria de ganado. La mala calidad del aire es consecuencia de la liberacion
localizada de cantidades significativas de gases téxicos y sustancias olorosas, asi
como particulas y bioaerosoles que contienen una variedad de microorganismos y
patdgenos para el ser humano. Resultados adversos desde el punto de vista ecoldgico
incluyen la carga excesiva de nutrientes y la eutrofizacién de las aguas superficiales,
dando como resultado zonas muertas pobres en oxigeno en las aguas interiores y
marinas superficiales, donde se repiten las floraciones de algas, muerte de peces, y
una disminucion de las poblaciones de diferentes especies y de la biodiversidad
(Halden y Schwab, 2008).

El ganado es responsable del 64% de las emisiones de amoniaco antropogénico
(NHz), del 37% de metano antropogénico (CH,;) y del 65% del Oxido nitroso
antropogénico (N,O) (Steinfeld et al., 2006). Alrededor del 30% de los gases de efecto
invernadero (GEI) generados por la produccion ganadera se atribuyen a la gestion del
estiércol.

Aceites vegetales usados. Generacion y problematica

So6lo en Espafia, anualmente se consumen unas 850 kt de aceite (MAGRAMA, 2015).
De acuerdo con los actuales habitos culinarios y de consumo, se estima que pueden
generarse unos 150 ML/afio de aceites vegetales usados (AVU) (MAGRAMA, 2015),
procedentes tanto de domicilios (preparacién, cocinado y condimento de alimentos en
las cocinas de los hogares), como de actividades comerciales (preparacion, cocinado y
condimento de alimentos en establecimientos de restauracién y hosteleria: bares y
restaurantes, hoteles, comedores colectivos de empresas, etc.), como de la
Administracion publica (preparacion, cocinado y condimento de alimentos en las
cocinas de centros educativos, comedores sociales, instituciones, etc.). En la Union
Europea se estima que la producciéon de aceites vegetales usados se encuentra entre
0.7 y 1 Mt/afo.

Los AVU recogidos separadamente pueden recibir tratamientos mediante los cuales
se preparan para la produccion de biocarburantes (biodiesel), jabones y otros
productos para la industria quimica (ceras, barnices, otros), reduciendo asi el uso de
recursos procedentes de materias primas e impulsando la actividad econ6mica y
empleos més verdes.

La produccion de biodiesel puro (BD100), a partir de aceites usados comporta un
ahorro de energia fosil del 21% en relacion al uso de aceites crudos y un ahorro del
96% de energia fosil respecto a la produccién del diésel (MAGRAMA, 2015). Cada
kilogramo de aceite recogido se puede transformar en 0,92-0,97 kg de biodiesel. Pero
para que este aceite pueda ser utilizado, después de su recoleccion pasa a un proceso
de pretratamiento para eliminar la humedad y las particulas gruesas, y posteriormente
va a un proceso de refinado para eliminar principalmente los acidos grasos libres. La
gran cantidad de residuos generados, tanto en las etapas de pretratamiento, como en
la de refinado del aceite vegetal usado, crean grandes problemas medioambientales,
por lo que se hace necesaria la busqueda de procesos en los que estas corrientes
puedan servir como materia prima aprovechable.
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Es bien conocido que la digestion anaerobia de esta clase de residuos no es una tarea
facil, ya que los microorganismos anaerobios son muy sensibles tanto a los
compuestos con un alto contenido en lipidos, como a los surfactantes producidos
durante la hidrélisis de los aceites y a los compuestos intermedios generados en los
aceites residuales durante el proceso de degradacion de los mismos (Hidalgo et al.,
2013; Huthan et al., 2009; Neves et al., 2009; Thi 2011; Tokumoto et al., 2012; Zhang
et al., 2010). Ademds, los lipidos pueden causar problemas operacionales en
digestores anaerobios debido a que pueden provocar obstrucciones en las
conducciones, pueden causar problemas de transferencia de materia en sustratos
solubles, ya que pueden ser adsorbidos por la superficie de la biomasa microbiana y
dafiar su membrana celular (Fernandez et al., 2005; Go6blos et al., 2008), y pueden
provocar pérdidas de biomasa activa por lavado al producirse flotacion de la misma al
adherirse la grasa a su superficie (Cirne et al., 2007).

Sin embargo, los lipidos son sustratos atractivos para la digestion anaerobia cuando
son digeridos con otras corrientes (codigestiéon), debido a que comparados con
proteinas o hidratos de carbono producen una gran cantidad de metano. En este
contexto, los residuos ricos en lipidos puede ser considerado como una gran fuente
potencial de energia renovable (Amon et al., 2006; Astals et al., 2011; Astals et al.,
2012; Mobarak-Qamsatri et al., 2012).

A modo de ejemplo, Ahrin (2003) describi6 un aumento significativo
(100%) en el rendimiento de metano cuando se afadi0 aceite de pescado a
un digestor de estiércol. El beneficio de la adicion de lipidos a un digestor
con el fin de mejorar la produccion de metano, por lo tanto, es una
enfoque prometedor que debe ser mejor explorado.

Digestidon anaerobia. Base tedrica

El proceso de digestion anaerobia (DA) consiste en una cadena secuencial de rutas
metabdlicas y acciones de los diferentes grupos tréficos de bacterias anaerobias, que
participan en la conversion de la materia organica compleja en metano y dioxido de
carbono. Debido a la complejidad del proceso, es esencial que exista una relacion
equilibrada y coordinada entre los distintos grupos de bacterias presentes.

El proceso de la digestibn anaerobia se compone de 4 etapas diferenciadas: 1)
Desintegracién e hidrdlisis, 2) Acidogénesis, 3) Acetogénesis y 4) Metanogénesis,
durante las cuales la materia organica va transformandose en distintos compuestos
intermedios hasta convertirse en biogas (metano y diéxido de carbono principalmente)
(Figura 1-1). El proceso posee una microbiologia compleja, en la que intervienen
distintas poblaciones microbianas con una relacion simbiética entre ellas.



1. Generalidades y motivacién

A continuacion se describe cada una de las 4 etapas:

e 1) Hidrdlisis: los microorganismos anaerobios excretan enzimas hidroliticas que
rompen los enlaces de los polisacaridos, proteinas y lipidos que forman el
sustrato, produciendo unidades simples de azlcares, amino&cidos, y &cidos
grasos.

o 2) Acidogénesis: los compuestos son asimilados por algunos microorganismos
y/o fermentados, produciendo una gran cantidad de acidos grasos volatiles. Se
producen también gases como diéxido de carbono, hidrogeno y pequefias
cantidades de amoniaco, acido sulfhidrico y alcoholes, en especial glicerol.

o 3) Acetogénesis: bacterias denominadas acetogénicas de lento crecimiento,
metabolizan los alcoholes y los acidos grasos voléatiles, produciendo &cido
aceético e hidrogeno.

e 4) Metanogénesis: el acetato, hidrogeno, y diéxido de carbono producido, son
transformados por accion de las bacterias metanogénicas, formando metano,
dioxido de carbono y agua.

N
________ ___20% | COMPUESTOS ORGANICOS COMPLEJOS 5%
(carbohidratos, proteinas, lipidos)

HIDR%ISIS
N
35% COMPUESTOS ORGANICOS SIMPLES 10 %
(azucares, aminoécidos, acidos grasos)

ACIDOGENESIS

(acetato, propianato, butirato, etc)

17 % 13 %
A 4 \ 4 ACETOGENESIS 4 \ 4

[ ACETATO (2 carbonos) Hidrégeno gas y didxido de carbono ]

[ ACIDOS GRASOS VOLATILES ]

CHsCOO Hz + CO2

___________ METANOGENESIS—
I 72 % 28 %
v

N
(H2S + COy) 4{ METANO Y DIOXIDO DE CARBONO <

CH4 + CO2

Figura 1-1. Esquema del proceso de digestion anaerobia. Fuente: Silvestre, 2014.

La digestion anaerobia tradicional se desarrolla en “digestores” donde en un mismo
espacio fisico se lleva a cabo todo el proceso biolégico descrito anteriormente,
incluyendo las cuatro etapas, con tiempos hidraulicos de residencia (THR) variables en
funcion de la tipologia de sustrato que se alimenta a los digestores, asi como de otros
factores como la temperatura, velocidad de carga organica, etc. Este tipo de digestion
anaerobia es el mas utilizado en la actualidad debido a su simplicidad de configuracion
y de operacion.
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Una alternativa en auge es la digestion anaerobia en dos fases, que consiste en
separar, de manera fisica, las etapas microbiolégicas: en un primer digestor, el
digestor acidogénico, se llevarian a cabo las dos primeras etapas, la hidrdlisis y la
acidogénesis de la materia organica, y en el segundo digestor, digestor metanogénico,
alimentado con el efluente del digestor acidogénico, tendrian lugar las otras dos
etapas, la acetogénesis y la metanogénesis.

Los microorganismos acidogénicos y metanogénicos no solo difieren en términos de
su capacidad nutricional y de requerimientos de pH, sino también respecto a su
fisiologia, crecimiento y cinética de absorcion de nutrientes, y en su capacidad a
soportar los cambios ambientales. En consecuencia, las condiciones
que son favorables para el crecimiento de las bacterias formadoras de &cidos (THR
cortos, pH bajo), pueden ser inhibitorias para las bacterias formadoras de metano. Una
ventaja de la DA en dos fases es que sus condiciones de funcionamiento pueden ser
selectivamente determinadas para maximizar tanto el crecimiento de las bacterias
formadoras de &cidos como de las bacterias formadoras de metano.

Por tanto, en este tipo de sistemas de DA en dos fases, se dispone de un reactor con
las condiciones ideales (pH, concentracién de substratos y carga organica) para el
desarrollo de las bacterias acidogénicas y otro reactor con las condiciones ideales
para las bacterias metanogénicas.

En la bibliografia puede verse como han sido propuestos sistemas de DA en dos fases
mas codigestiéon (tratamiento conjunto de dos o mas residuos), para el tratamiento de
corrientes de residuos que contienen altos niveles de lipidos, tales como residuos de
cocina (Li et al., 2010 Yang et al., 2013; Zhang et al., 2007), residuos de productos
lacteos (Demirer y Chen, 2005; Ince, 1998), efluentes de fabricas de helados (Borja y
Banks, 1995), residuos de procesamiento de harina de pescado (Guerrero et al.,
1999), residuos de mataderos (Wang y Banks, 2003) o residuos sélidos de almazara
(Beccari et al.,, 1998; Borja et al.,, 2002; Travieso et al., 2008). Estos estudios han
ilustrado las ventajas potenciales de la DA en dos fases sobre sistemas monofésicos
en el tratamiento de sustancias complejas, por ejemplo tiempos de retenciébn mas
cortos, eficiencia de conversion en gas mas elevada y mayor concentracion de metano
en el gas producido (Bouallagui et al., 2005;. Demirer y Chen, 2005; Senthilkumar et
al., 2011; Yu et al., 2002). Ademas, por un lado, puede permitir una reduccion en el
volumen total del reactor (Demirel y Yenigun, 2002; Ince, 1998), y por otro lado, la
codigestion alivia el efecto inhibidor causado por altas concentraciones de grasa en
alguna de las corrientes de alimentacion (Yang et al., 2013).

El sistema de DA en dos fases permite que, en la primera fase, los contaminantes
complejos sean degradados por las bacterias acidogénicas a acidos grasos volatiles
(AGV), para posteriormente ser convertidos a metano y diéxido de carbono por las
bacterias acetogénicas y metanogénicas en la segunda fase. Esta configuracion
también incrementa la estabilidad del proceso mediante el control de la fase de
acidificacion para prevenir sobrecargas y la acumulacion de material toxico para la
fase metanogénica (Demirel y Yenigiin, 2002). Por otra parte, la primera etapa puede
actuar como un bufer metabdlico, previniendo un choque de pH a la poblacion
metanogénica. Con los residuos que contienen altas concentraciones de lipidos, la
primera fase sirve principalmente para solubilizar los sélidos y, por lo tanto, conseguir
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posteriormente mayores velocidad de operacion y de una forma mas estable
(Palenzuela, 1999).

Por otro lado, mediante la codigestibn anaerobia se aprovecha la sinergia de las
mezclas y se compensan las carencias de cada uno de los sustratos por separado,
produciéndose, en muchos casos, un incremento en el rendimiento de la produccion
de metano y de biogas (Jensen et al., 2014; Silvestre et al., 2015).

Por tanto, el tratamiento conjunto de residuos ganaderos (purin de cerdo) y
agroalimentarios (residuos procedentes del pretratamiento de aceites vegetales
usados para la obtencion de biodiesel) mediante codigestion anerobia en dos fases es
un proceso que no se debe desaprovechar y que merece la pena investigar en mas
profundidad en un marco de economia circular como el existente en las politicas
actuales de la Unién Europea, por la abundancia del primero de los residuos, la
previsible tendencia al alza del segundo y su elevado potencial en la produccién de
energia.
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2 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las ventajas potenciales de la DA en dos fases y continuando la
investigacion en la mejora de la codigestion anaerobia de diferentes residuos, el
objetivo general del presente trabajo ha sido profundizar en el estudio de un sistema
de DA en dos fases para la codigestion de residuos ganaderos (purin de cerdo) y
agroalimentarios (residuos procedentes del pretratamiento de aceites vegetales
usados para la obtencion de biodiesel) trabajando en el rango mesodfilo de
temperatura.

Mas concretamente, los objetivos de este trabajo han sido los siguientes:

¢ Ratificar las ventajas de la DA en dos fases frente a la DA en una fase
para el tratamiento de residuos procedentes del pretratamiento de AVU
para la obtencion de biodiesel, con alto contenido en lipidos.

e Disefio y construccion de un prototipo de planta de digestion anaerobia
en dos fases, demostrando la viabilidad técnica del proceso.

e Evaluacion de los valores 6ptimos de produccion de biogas y de
eliminacion de materia organica de los residuos bajo diferentes
condiciones de operacion.

o Andlisis de las sinergias derivadas de la codigestion de mezclas de
residuos en diferentes proporciones.

o Estudio del cierre del ciclo de aprovechamiento de nutrientes mediante
valorizacién del digestato.
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3. Metodologia y Resultados

3 METODOLOGIA Y RESULTADOS

Introduccion

La metodologia de trabajo seguida comprende los siguientes aspectos:

Seleccion y caracterizacion de muestras representativas de purin porcino y
residuos del proceso de pretratamiento de aceites vegetales usados para la
obtencion de biodiesel (PM y OW de sus siglas en inglés). Se realiza una
caracterizacion fisico — quimica de las mismas y se determina el potencial
metanogénico para dos tipos de indculos. Como resultado de este apartado ha
sido publicado el articulo “Effects of inoculum source and co-digestion
strategies on anaerobic digestion of residues generated in the treatment of
waste vegetable oils”.

Estudio comparativo de sistemas de digestion anaerobia en una y dos fases a
escala laboratorio. Se disefian y construyen dos montajes, uno para el sistema
de DA en una fase y otro para el sistema de DA en dos fases, y se realiza un
analisis comparativo a escala laboratorio del comportamiento de ambos
sistemas. El estudio de ambos sistemas se ha realizado en paralelo, con las
mismas condiciones de operacién (tipo de indculo, tipo de residuo, tiempo
hidraulico de residencia total, temperatura, pH y velocidad de carga organica).
Se buscan las condiciones éptimas de tratamiento para el sistema en dos fases
y se analiza su estabilidad frente al sistema en una fase. Como resultado de
este estudio ha sido publicado el articulo “Single-phase and two-phase
anaerobic co-digestion of residues from the treatment process of waste
vegetable oil and pig manure”.

Disefio, construccién y operacién en continuo de una planta piloto de digestién
anaerobia en dos fases. Se evaltan los rendimientos de eliminacion de sélidos
volatiles, generacion de biogas y los parametros de disefio, principalmente
tiempos hidraulicos de residencia y carga organica asimilada por el sistema.
Antes de introducir la alimentaciéon en el digestor, se estudia el sistema de
pretratamiento mas adecuado con el propésito de trabajar con un flujo de
entrada al sistema tan homogéneo como sea posible, en condiciones fisicas
adecuadas y sin elementos extrafios que puedan dafar el sistema. Como
resultado de este punto de la tesis ha sido publicado el articulo “Two-phase
anaerobic co-digestion of used vegetable oils’ wastes and pig manure”.

Estudio del cierre de ciclo mediante valorizacion del digestato. Se recopilan
diferentes técnicas de recuperacion de nutrientes, incidiendo en el
aprovechamiento del fésforo y nitrégeno que contiene el digestato a partir de su
transformacién en estruvita mediante un proceso de cristalizacion.
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En los siguientes apartados se desarrollan estos puntos y se muestran los resultados
obtenidos.

3.2 Seleccion y procedimientos utilizados para la caracterizacion de
muestras representativas de residuos

Para el presente trabajo de tesis se han seleccionado, por las razones indicadas en el
apartado 1 “Generalidades y Motivacién”, y dentro del abanico existente de residuos
ganaderos, el purin porcino, y dentro de los residuos agroalimentarios, los residuos
generados en el proceso de pretratamiento de residuos de aceites vegetales usados
para la produccién de biodiesel.

Las muestras de OW y PM se recogieron semanalmente y fueron almacenadas a 4 °C
en un frigorifico hasta su utilizacion. OW fue suministrado por una empresa de
produccion de biodiesel situada en Madrid y las muestras de PM por una granja de
cria de cerdos situada a 30 km de Valladolid.

Las muestras de OW recogidas de la etapa de pretratamiento de aceites vegetales
usados para la obtencion de biodiesel se componen a su vez de los siguientes
residuos:

- RIF: residuo sélido que se obtiene tras el filtrado de los aceites vegetales
usados en la primera etapa del pretratamiento. Son restos de comida con
alta carga organica.

- DS: residuo sélido sedimentado en el tanque donde se almacenan los
aceites vegetales usados tras su filtracion.

- DDS: residuo liquido procedente del lavado de los tanques donde se
almacenan los aceites vegetales usados tras su filtraciébn, una vez
eliminados los residuos solidos sedimentados.

- DTS: residuo semisélido que se obtiene tras la centrifugacion de los
residuos decantados después del calentamiento de los aceites filtrados.

- OPT: aguas residuales que se obtienen tras la centrifugacion de los
residuos decantados después del calentamiento de los aceites filtrados.

Tangue

almacena Calentamiento y

centrifugadan

vegetales = =

miento
A

71 | |

Figura 3-1. Esquema del pretratamiento de aceites vegetales usados.

RIF

El porcentaje en el que participa cada uno de los residuos que componen el OW es el
siguiente: 40% RIF, 15% DS, 15% DDS, 15% DTS y 15% OPT.
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Para la caracterizacion del PM y del OW se determind la concentraciéon de sélidos
totales y volatiles (ST, SV), la demanda quimica de oxigeno (DQO), el contenido en
grasa, la alcalinidad, el contenido en proteinas, el contenido en nitrgeno amoniacal
(N-NH,), el contenido en fasforo, el pH, la composicién elemental (contenido en C, N,
H, y S), la concentracién de acidos grasos (AG), el contenido en cenizas, y el potencial
metanogénico tedrico. El contenido en oxigeno no se midié de forma directa, sino que
fue estimado asumiendo que en la muestra no habia otros compuestos distintos de C,
H,N,SyP.

A continuacién se explica brevemente como se ha realizado la determinacion de cada
uno de estos parametros:

3.2.1 Concentracion de Sélidos Totales (gL™ ST)

La determinacion de los solidos totales de las muestras se ha realizado mediante un
método gravimétrico, por el cual se determinan los contenidos de materias disueltas y
suspendidas presentes en la muestra. Su determinacién se basa en una medicion
cuantitativa de la variacion de peso que experimenta una capsula, previamente tarada,
tras la evaporaciéon de la muestra y secado a 105 °C, hasta peso constante.

Las referencias seguidas en la determinacién han sido:

o APHA-AWWA-WPCF “Métodos Normalizados para el analisis de aguas
residuales y potables. Sdlidos totales secados a 103-105 °C.

e Norma UNE 77030:2002. “Método de andlisis de aguas industriales. Residuo
Total”. “Calidad del agua”. AENOR.

En la determinacién de la concentracién de sélidos totales se ha empleado una
balanza analitica, marca Sartorius, modelo TE 214S (Figura 3-2) y una estufa marca
Selecta, modelo Digitronic (Figura 3-3).

Figura 3-2. Balanza analitica Figura 3-3. Estufa
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3.2.2  Concentracién de Sélidos Volatiles (gL™ SV)

La medida de concentracion de sélidos volatiles de las diferentes muestras se ha
realizado a partir de un método gravimétrico, en el que se ha determinado la cantidad
de muestra capaz de volatilizarse por el efecto de la calcinacion a 550 °C hasta
pesada constante.

Para ello, se ha utilizado una balanza analitica marca Sartorius, modelo TE 214S
(Figura 3-2), estufa marca Selecta, modelo Digitronic (Figura 3-3) y un horno mufla
marca Carbolite, modelo ELF11/14 1201 (Figura 3-4).

Figura 3-4. Horno mufla

La referencia seguida en la determinacién ha sido:

o APHA-AWWA-WPCF “Métodos Normalizados para el analisis de aguas
residuales y potables. Sdlidos fijos y volatiles incinerados a 550 °C”.

3.2.3 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno es un parametro que mide la cantidad de sustancias
que hay disueltas o en suspensidon en una muestra liquida susceptibles de ser
oxidadas por medios quimicos. Para ello se empled un método titulométrico, en el cual
la muestra se llevo a ebulliciéon en reflujo cerrado en presencia de dicromato potasico y
en medio &cido. La materia organica se oxida de esta forma por el dicromato,
valorando el exceso de este reactivo.

Los equipos necesarios para la realizacién de este andlisis fueron: un digestor marca
Hach, modelo COD Reactor (Figura 3-5) y una bureta digital marca Brand (Figura 3-6).
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Figura 3-5. Digestor marca Hach Figura 3-6. Bureta digital Brand

Las referencias seguidas en la ejecucion del andlisis fueron:

e APHA-AWWA-WPCF “Métodos Normalizados para el analisis de aguas
residuales y potables. 5220C. Reflujo cerrado, método titulométrico”.

e Norma UNE 77-0004:2002. “Calidad del agua. Determinacién de la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO). Método del dicromato”. AENOR.

3.2.4  Contenido en grasa (% Grasas)

La determinacion del contenido en grasa de una muestra se ha realizado mediante
extraccion solido-liquido (extraccion Soxhlet), donde se determinan cuantitativamente
grupos de sustancias con la caracteristica comin de su solubilidad en n-hexano. La
muestra se debe acidificar a pH < 2 para eliminar aceites y grasas en solucion.
Después se aislan por filtracion, se extraen con n-hexano, se evapora el solvente y se
pesa el residuo.

Para ello, se ha utilizado una balanza analitica marca Sartorius, modelo TE 214S
(Figura 3-2), estufa marca Selecta, modelo Digitronic (Figura 3-3), un extractor Soxhlet
(Figura 3-7), y un rotavapor (Figura 3-8).

La referencia seguida en la ejecucion del analisis fue:

o APHA-AWWA-WPCF. “Métodos Normalizados para el Analisis de aguas
residuales y potables”. Parte 5520, aceite y grasa.
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3.2.5 Alcalinidad (mM)

La alcalinidad de una solucién acuosa es su capacidad para neutralizar cidos y es la
suma de todas las bases titulables. Es la cantidad de &cido que se requiere por litro de
solucién acuosa para disminuir el pH a un valor aproximado de 4,3. Esta capacidad se
puede atribuir a la presencia de bases como carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos,
asi como a especies presentes en pequefias concentraciones de silicatos, boratos,
amoniaco, fosfatos y bases organicas. Su valor puede variar significativamente con el
pH del punto final. La muestra se valora con una solucién de acido clorhidrico hasta
pH 8,3 y 4,5. Estos puntos finales determinados visualmente mediante indicadores
adecuados, son los puntos de equivalencia seleccionados para la determinacion de los
tres componentes fundamentales. Con el indicador de fenolftaleina, el pH 8,3 esta
proximo al punto de equivalencia para las concentraciones de carbonato y diéxido de
carbono y representa la valoracion de todo el hidréxido y la mitad del carbonato,
mientras que con el indicador anaranjado de metilo, el pH inferior (4,5) esta proximo al
punto de equivalencia para el i6n hidroégeno y el bicarbonato y permite determinar la
alcalinidad total.

Los equipos necesarios para la realizacion de este andlisis fueron: una bureta digital
marca Brand (Figura 3-5) y un agitador magnético.

La referencia seguida en la ejecucién del analisis fue:

o APHA-AWWA-WEF (2005) Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 21th Edition. New York, 2-27 a 2-29, método 2320.

3.2.6  Contenido en proteinas (% Proteinas)

El contenido en proteinas se ha calculado a partir de la determinacién del nitrégeno
Kjedahl de la muestra y aplicando al resultado un factor de conversién empirico de
6,25, ya que las diferentes proteinas existentes coinciden en una proporcién similar de
nitrégeno organico. La mayor desventaja del método Kjeldah es que no diferencia
entre nitrégeno protéico y no-protéico (NNP) y exiten ciertos productos animales de
desecho los cuales pueden contener cantidades considerables de NNP, como por
ejemplo, la gallinaza seca, pero no es el caso del PM o del OW.

El nitr6geno Kjedahl total determina el contenido de nitrégeno organico de una
muestra después de su mineralizacion. No se incluye el nitrégeno en forma de nitrito o
nitrato. El método empleado ha sido un método titulométrico, por el cual la muestra se
mineraliza en medio acido con &cido sulflurico, sulfato potasico para aumentar el punto
de ebullicion y sulfato de cobre como catalizador. Durante la mineralizacién a altas
temperaturas, el nitrégeno organico, el amoniaco libre y el amonio se convierten en
sulfato amonico. Posteriormente, se destila en medio alcalino recogiendo el destilado
sobre 4cido borico. Finalmente, se valora por desplazamiento el borato amdnico con
acido clorhidrico o acido sulfurico. En los analisis se ha dispuesto de un digestor
marca Selecta, modelo RAT 2 (Figura 3-9), un destilador marca Tecator, modelo 1026
(Figura 3-10) y una bureta digital marca Brand (Figura 3-6).
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Figura 3-9. Digestor Selecta Figura 3-10. Destilador Tecafor

Las referencias seguidas en la realizacion del andlisis son:

e Norma UNE-EN 25663:1994. “Calidad del agua”. “Determinacion de Nitrégeno
Kjedahl. Método de mineralizacién con Selenio”. AENOR.

o APHA-AWWA-WPCF “Métodos Normalizados para el analisis de aguas
residuales y potables. Nitrogeno”.

3.2.7 Nitr6geno amoniacal (gNL™ N-NH,)

Se determina el nitrégeno amoniacal contenido en muestras acuosas mediante el
método titulométrico. La muestra se tampona a pH 9,5 con un tampén de borato para
reducir la hidrélisis de los cianatos y los compuestos organicos nitrogenados. Se
destila, en medio alcalino, recogiendo el destilado sobre una solucién de acido bérico y
se valora con acido clorhidrico o sulfdrico. En los analisis, se ha dispuesto de un
destilador marca Tecator, modelo 1026 (Figura 3-10) y una bureta digital marca Brand
(Figura 3-6).

Las referencias seguidas en la realizacion del analisis son:

o APHA-AWWA-WPCF. “Métodos Normalizados para el Analisis de Aguas
Residuales y Potables”. “Nitrégeno”.

e Norma UNE 77028:2002. “Calidad del Agua. Determinacion del nitrdgeno
amoniacal. Método por destilacion y valoracion o colorimetria”. AENOR.

3.2.8  Fosforo Total (%P)

La determinacion del fosforo total se ha efectuado por espectrofotometria del acido
vanadomolibdofosférico. El fésforo es digerido para liberarlo de la materia organica a
la que pudiera estar unido, convirtiéndose en ortofosfato, que reacciona con molibdato
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amonico y vanadio generando un compuesto de color amarillo, que es proporcional a
la cantidad de fésforo de la muestra.

Los analisis se han realizado en un espectrofotbmetro UV-VIS marca Shimadzu,

modelo UV-1603 (Figura 3-11) y un digestor marca Selecta, modelo RAT 2
(Figura 3-9).

Figura 3-11. Espectrofotémetro UV-VIS

Las referencias seguidas en la realizacién del analisis son:

o APHA-AWWA-WPCF “Métodos normalizados para el analisis de aguas
residuales y potables”. “4500-PC. Método colorimétrico del &cido
vanadomolibdofosforico”.

e Norma UNE-EN ISO 6878 “Calidad del agua”. “Determinacién del fésforo.
Método espectrométrico del molibdato amonico”. 2005. AENOR.

329 pH

La determinacién del pH se ha realizado a partir de un método potenciométrico, con el
cual se cuantifica la actividad de los iones hidrégeno mediante un electrodo indicador y
otro de referencia. Para realizar las medidas se ha empleado un pH-metro marca
Crison, modelo pH25 (Figura 3-12).

La referencia seguida en la medida de pH de las muestras ha sido:

e APHA-AWWA-WPCF “Métodos Normalizados para el analisis de aguas
residuales y potables. Valor de pH”.
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Figura 3-12. pH-metro

3.2.10 Analisis elemental de C, H, N, S (%)

Para la determinacién del contenido en carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre de las
muestras se ha utilizado un analizador elemental Marca LECO, modelo TruSpec
CHNS (Figura 3-13). La técnica esta basada en la completa e instantanea oxidacion
de la muestra mediante una combustion con oxigeno puro a una temperatura variable
entre 100 y 1000 °C. Los diferentes productos de combustion CO,, H,O y SO,, son
posteriormente cuantificados mediante celda de infrarrojo, mientras que en el caso de
N, se cuantifica con una celda de conductividad térmica.

Figura 3-13. Detalle del interior del médulo CHNS del analizador elemental

3.2.11 Contenido de acidos grasos (% AG)

El método empleado en la determinacién de los AG es el Reglamento (CE) n°® 2568/91
de la Comisién. Anexo X. Dicho método recoge las indicaciones para determinar,
mediante cromatografia de gases, la composicion cualitativa y cuantitativa de una
mezcla de 4cidos grasos de una muestra.

Para la realizacion de los analisis se ha utilizado un cromatografo de gases acoplado a
un detector de ionizacion de llama (GC-FID), modelo CP 3800 GC de VARIAN
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(Figura 3-14) equipado con una columna capilar CP -Sil 88 (60 m 0,25 mm, Varian) y
un autoinyector CP - 8410, todo de la marca Varian Inc.

Las condiciones de operacion fueron las siguientes:

Volumen de inyeccién: 2 ul (a 220 °C).

Gas portador: helio (1 ml/min).

Temperatura de detector: constante a 235 °C.

Temperatura de columna: 120 °C durante 1 minuto y luego se aument6 a 170
°C a una velocidad de 3 °C/min, se mantuvo durante 1 min y finalmente
ascendi6 a 235 °C en incrementos de 6 °C/min, quedando finalmente 5
minutos a 235 °C.

La identificacién de los acidos grasos se basd en la comparacién de tiempos de
retencion del patrén, y el area bajo la curva de los picos. Se cuantificé usando el
software de la estacion de trabajo Galaxie.

Figura 3-14. GC-FID

3.2.12 Potencial metanogénico teérico (Boh)

El potencial metanogénico tedrico ha sido calculado segun la ecuacion de Buswell
(Ec.1), a partir de los resultados de los analisis de composicion elemental realizados a
cada uno de los residuos. Esta ecuacién asume una produccion de metano para una
degradaciéon completa de un residuo con una composicion elemental dada, donde
C.H.OuN. representa la formula quimica del compuesto organico biodegradable (el
contenido de S y P no se tiene en cuenta). Segun Buswell, el potencial metanogénico
tedrico, en condiciones estandar de presion y de temperatura, puede ser calculado
segun la ecuacion 1, donde n, a, b y c corresponden a los indices estequiométricos del
C, H, Oy N respectivamente.

a b 3c n a b 3¢ n a b 3c
C,H,Op,N, + (Tl—z—z-l-:)HzO - (E+§_Z_?)CH4+ (E_§+Z+?)C02 + cNH;
b 3
B Grgag)224 | LcH, .
0,Th— |—| Ec. 1. Ecuacion de Buswell.
’ 12n+a+16b+14c gSVv
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3.2.13 Procedimiento para la realizacion de los test de actividad metanogénica

Para determinar la actividad metanogénica especifica de cada in6culo se realizaron
test de actividad a cada uno de ellos, utilizando una mezcla de acido acético, acido
propiénico y acido butirico en la proporciéon 2:0.5:0.5 g-L™?, con lo que se tiene una
carga organica de 2,5 gDQO L™.

El procedimiento seguido para la realizacién de los test de actividad ha sido el

siguiente:

Se adiciona a los digestores una cantidad de agua destilada calculada
previamente para obtener una relacion gas/volumen total del sistema de
0,3.

Para asegurar la ausencia de oxigeno en el medio, se afiade 1 mL-L™" de
disolucién concentrada de sulfuro de sodio (100 g Na,S-9 H,O-L™).

Se afiade la disolucién de macronutrientes y elementos traza (1 mL-L™).

Tabla 3-1. Disolucién de macronutrientes y elementos traza

Disolucién de macronutrientes

NH4CI 170 g-L*"

KH,PO, 38g-L"

CaCly-2H,0 8g-L"

MgSO04-4H,0 9g-L"

FeCls-4H,0 2000 mg-L™"
CoCl,-6H,0 2000 mg-L™
MnCl,-4H,0 500 mg-L*
CuCly-2H,0 30 mg-L*
ZnCl, 50 mg-L™
HsBO3 50 mg-L™"
(NH4)sM07024-4H50 90 mg-L*
NaySeOs-5H,0 100 mg-L™*
NiCl,-6H,0 50 mg-L™
EDTA 1000 mg-L™*
Resorcina 500 mg-L*

Se afade la cantidad de in6culo necesario para obtener una concentracion
de 10,0 g SSVinéculo-L™.

Se afiade como sustrato una mezcla de Acido acético (2,0 g-L™), acido
propiénico (0,5 g-L™) y é&cido butirico (0,5 g-L') para obtener una
DQO =2,5¢g-L™.

Se ajustan todos los ensayos a pH 7,5 + 0.1 con HCl y NaOH.

Se toma una muestra liquida para determinar la DQO al inicio del ensayo.
Se purga el aire de todos los digestores mediante la introduccion de
nitrégeno, y se sellan.

Se colocan los digestores en el agitador orbital, dentro de una camara
termostética (35 £ 2 °C), y se inicia la agitacion (100 rpm).

Se realizan medidas periddicas de la presion en el interior de los reactores
(Figura 3-15).
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- Periédicamente durante el ensayo se analiza la composicién del biogas
segun se indica en el apartado 3.2.14 “Procedimiento para la realizacion de
los test de biodegradabilidad”.

- Al final del ensayo se mide la composicion del biogas, se despresuriza el
sistema y se toma muestra del medio liquido para analizar la DQO y el pH.

3.2.14 Procedimiento para larealizacion de los test de biodegradabilidad

El procedimiento seguido para la realizacion de los test de biodegradabilidad ha sido el
siguiente:

- Se adiciona a los digestores una cantidad de agua destilada calculada
previamente para obtener una relacion gas/volumen total del sistema de
0,3.

- Para asegurar la ausencia de oxigeno en el medio, se afiade 1,0 mL-L™ de
disolucién concentrada de sulfuro de sodio (100 g Na,S-9 H,O-L™). Con el
fin de evitar la acidificacion del ensayo se aflade NaHCO3; como tampoén, en
una concentracion de 5,0 g de NaHCO3-L™.

- Se afiade la cantidad de in6culo necesario para obtener una concentracion
de 5,0 g SSVinéculo-L™

- Se afiade el residuo a tratar, en una relacion S/X = 0,5 gSSVresiduo-gSSV™*
indculo. Se trabaja con ensayos por triplicado para cada residuo, y se
realiza también un conjunto de ensayos de blanco sin residuo (sélo inéculo)
por triplicado, para determinar la produccion de metano endogena.

- Se ajustan todos los ensayos a pH 7,5 £ 0,1 con HCIl y NaOH.

- Se purga el aire de todos los digestores mediante la introduccion de
nitrégeno, y se sellan.

- Se colocan los digestores en el agitador orbital, dentro de una camara
termostética (35 + 2 °C), y se inicia la agitacion (100 rpm).

- Se realizan medidas periédicas de la presion en el interior de los reactores
(Figura 3-15).

- Periddicamente durante el ensayo se analiza la composicion del biogés.

Figura 3-15. Determinacion de presion en el interior de los digestores
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La produccion de biogas fue medida manualmente mediante un transmisor de presion
(Druck, PTX 1400, rango 1 bar) conectado al espacio libre en la cabeza de cada
reactor. Las diferencias de presion eran convertidas a volumen de biogas utilizando la
ley de gases ideales y condiciones normales de presion y temperatura (P = 1 bar y
T = 0 °C). La composicion del biogas fue medida de forma previa a cada liberaciéon
mediante un equipo Varian CP-4900 Micro-GC con detector térmico de conductividad
(Figura 3-16).

Figura 3-16. Micro GC para determinacion de CH,

El método empleado en la realizacion de los analisis del biogas aparece en la Tabla
3-2.

Tabla 3-2. Condiciones del método de analisis de biogas mediante Micro-G

Temperatura de inyeccion 110°C
Temperatura del horno 60 °C
Tiempo de adquisicidn 40 s
Tiempo de inyeccion 10 ms
Presion 10 psi
Gas portador He

3.3 Resultados obtenidos de la caracterizacién de cada uno de los
residuos

En la Tabla 3-3 y Tabla 3-4 se recogen los resultados obtenidos de la caracterizacion
de los residuos seleccionados. Todas las muestras se analizaron por triplicado y la
desviacion estandar para todos los parametros analizados fue menor del 15%.

Tabla 3-3. Caracterizacion de los residuos y de sus mezclas

Residuo Alcalinidad N-NH4 SV SVIST Grasas Proteinas

- % %
RIF 5,0 76 0,2 1.926 968,0 890,6 0,92 41,21 3,40
DS 5,2 30 = 1.185 509,2 469,5 0,92 46,92 2,70
DDS 51 15 0,1 25,6 10,3 6,0 0,97 15 52,99
DTS &9 45 0,2 1710 8428 830,1 0,98 34,68 5,79
OPT 6,5 25 - 48,2 35,5 23,0 0,96 1,2 41,94
PM 7,7 282 4,9 49 45,0 31,0 0,69 8,2 =
ow 51 55 0,1 1010  448,0 350,0 0,78 51,5 17,12
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Los parametros analizados muestran valores contrapuestos para la muestra de PM y
para la muestra de OW, es decir, el resultado del andlisis de un pardmetro
determinado que para la muestra de OW tiene un valor alto, para la muestra de PM el
analisis de ese mismo parametro resulta en un valor bajo en comparaciéon con el
resultado obtenido para la muestra de OW. Esto indica que son dos residuos que se
complementan de forma perfecta para poder realizar codigestién anaerobia de forma
eficiente, ya que generan mezclas con una composicion equilibrada.

El potencial metanogénico tedrico (Tabla 3-4), calculado segun la ecuacion de Buswell
(Ec.1), corrobora el mayor potencial metanogénico del OW respecto al del PM.

Tabla 3-4. Composicion elemental y potencial metanogénico teérico de los residuos y de
sus mezclas.

Potencial
Residuo Composicion elemental ® metanogénico
teorico ©
%C %Cenizas %0° BothmICHs-gSV™
RIF 572 82 21 06 04 7,9 23,6 730
DS 477 65 18 03 0,3 7,8 36,6 535
DDS 71,8 103 66 30 05 2,9 4,9 958
DTS 522 92 23 01 01 15 34,7 618
OPT 69,1 96 59 05 0,1 3,7 11,1 876
PM 345 47 28 04 0,7 32,2 25,3 516
ow 63,1 10,6 1,2 0,2 0,1 4,2 20,6 843

% 9% en peso de materia seca

® 950 estimado

¢ Calculado suponiendo una composiciéon de C,H.OuN. (S y P no se tienen en cuenta al
considerarse poco influyentes dentro de la composicion elemental del residuo)

En la Tabla 3-5 se recoge el contenido en AG de cada uno de los residuos que forman
la muestra de OW, y en la Tabla 3-6 se muestra el contenido en AG de la muestra de
OW.

Tabla 3-5. Contenido en &cidos grasos de cada uno de los residuos que forman la
muestra de OW

Tipo de AG _ ~ Contenido en AG (%) _ |
RIF DS DDS DTS OPT
Acido araquidico 0,47 0,41 - 0,29 -
Acido behénico 0,86 1,07 0,02 0,72 0,01
Acido caprico 0,03 0,01 - 0,01 -
Acido caprilico 0,05 0,02 - 0,08 -
Acido estearico 6,42 6,26 0,15 5,55 0,10
Acido heneicosanoico 0,05 0,02 - 0,01 -
Acido laurico 0,07 0,04 - 0,01 -
Acido lignocerico 0,34 0,43 - 0,01 -
Acido linoleico 35,51 23,47 40,25 40,80 28,17
Acido linolelaidico 0,07 0,07 - 0,17 -
Acido margarico 0,14 0,15 - 0,01 -
Acido miristico 0,57 0,40 0,12 0,73 0,07
Acido oleico 36,05 53,66 49,03 40,24 52,00
Acido palmitico 18,77 13,49 10,25 11,16 19,50
Acido palmitoleico 0,60 0,50 0,18 0,22 0,15
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Tabla 3-6. Contenido en acidos grasos de OW

Acido araquidico 0,45
Acido behénico 0,77
Acido caprico 0,01
Acido caprilico 0,05
Acido estearico 5,92
Acido heneicosanoico 0,01
Acido laurico 0,05
Acido lignocerico 0,25
Acido linoleico 31,76
Acido linolelaidico 0,09
Acido margarico 0,11
Acido miristico 0,46
Acido oleico 46,65
Acido palmitico 13,84
Acido palmitoleico 0,55

En la Tabla 3-5 y Tabla 3-6 se observa como los 4cidos oleico, linoleico y palmitico
son los &cidos grasos de cadena larga mas abundantes en las muestras analizadas.
Estos acidos grasos, incluso a bajas concentraciones, pueden inhibir la produccién de
metano por la bacterias metanogénicas al poder ser adsorbidos por la pared celular de
las bacterias e interferir en la transferencia de materia a través de dicha pared (Pastor
et al., 2013; Pereira et al., 2005). El acido oleico ha sido identificado como el acido
graso de cadena larga mas toxico, produciendo inhibicibn de las bacterias
metanogénicas a concentraciones mayores de 200 mg L™ (Palatsi et al., 2009).

Para algunos autores la inhibicién del proceso de DA es debida a la concentracion en
nitrdgeno amoniacal cuando ésta es superior a 1.500 mg-L™, siendo toxica al alcanzar
los 30.000 mg-L* (Deubleinet al, 2008). Gerardi (2003) establece los siguientes
efectos segun el rango de nitrégeno amoniacal en digestores anaerobios:

Concentracion N-NH," Efecto
50-200 mg/L Beneficioso
200-1.500 mg/L No efectos adversos
1.500-3.000 mg/L Inhibidor a pH > 7

En cuanto al efecto que tiene la alcalinidad del digestor sobre el proceso de DA,
estudios previos han demostrado que valores normales de alcalinidad oscilan entre los
1.000 y 5.000 mg CaCOs-L*, asegurando un buen control del pH y una adecuada
estabilidad del sistema (Montsoriu et al., 1996). Un criterio para verificar si la carga
organica suministrada al digestor es adecuada para el proceso anaerobio, es la
relacion a de la alcalinidad debida a los bicarbonatos entre la alcalinidad total. El valor
de a durante el arranque debera mantenerse por encima de 0,5. Un valor superior a
0,6 muestra una operacion estable e indica que es posible aumentar la carga del
digestor (Speece, 1996).

El resultado de los andlisis realizados a las materias primas muestra indicios de que
los OW podrian ser tratados de forma satisfactoria sin dilucion y sin adicion de
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substancias quimicas si son co-digeridos con sustratos como PM con alto contenido
en nitrégeno amoniacal y elevada alcalinidad para compensar su escasez en este tipo
de residuos.

3.4 Influencia del in6culo utilizado en el potencial metanogénico del
residuo

En esta parte del trabajo se ha estudiado el potencial metanogénico de OW vy sus
diferentes mezclas con PM, teniendo en cuenta la influencia de la procedencia del
in6culo utilizado.

El estudio se ha llevado a cabo en tres etapas:

- Influencia del in6culo en el tratamiento anaerobio de cada una de las
corrientes residuales que componen el residuo OW.

- Influencia del inéculo en el tratamiento anaerobio del residuo OW.

- Influencia del inéculo en el tratamiento anaerobio con codigestion de OW vy
PM en las relaciones OW/PM: 1/0; 1/3; 1/1; 3/1.

Para el estudio de cada una de las tres etapas se han realizado ensayos de
biodegradabilidad con los diferentes residuos y dos tipos de in6culo, uno procedente
de un reactor anaerobio industrial que se alimenta con residuos organicos de hoteles,
restaurantes y catering (HORECA), que tenia una concentracion de 14 gSVL™, y otro
in6culo procedente de una planta municipal de tratamiento de aguas residuales
(MWWTP), que tenia una concentracion de 12 gSVL™. Cada test de biodegradabilidad
se ha realizado por triplicado en reactores de 1 L de volumen total y 300 mL de
volumen efectivo.

La actividad metanogénica del in6culo procedente de mWWTP y HORECA fue de 42,6
y 55,5 mL CH, gVS™* d?, respectivamente. Ademas en los ensayos de actividad de
cada in6culo se determind que el in6culo procedente de mMWWTP comenzaba a
producir metano mucho mas tarde que el in6culo procedente de HORECA, por lo que
se puede afirmar que el in6culo HORECA tenia una concentracion de
microorganismos activos frente a los sustratos empleados mayor que el indculo
mMWWTP.

En la Figura 3-17 se muestra la influencia de cada in6culo en los resultados del test de
potencial metanogénico de cada uno de los residuos que componen el OW.
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Figura 3-17. Produccion acumulada de metano para cada uno de los residuos que componen
OW, y para cada uno de los in6culos: a) inéculo procedente de mMWWTP, b) in6culo procedente
de HORECA

El residuo RIF para el inoculo procedente de mMWWTP y el residuo DS y DTS para
ambos inéculos presentan un elevado tiempo de latencia inicial en la produccién de
metano, que puede ser atribuido a una rapida acumulacién de &cidos grasos de
cadena larga (Salminen et al., 2000), ya que estos residuos, como puede verse en la
Tabla 3-5, son los que tienen un mayor contenido graso.

La velocidad de produccién de metano fue similar para DDS y OPT para ambos
in6culos y superior a la del resto de residuos. Estos resultados concuerdan con los de
Arsova (2010) que encontré altas velocidades de produccién de metano en sistemas
con exceso de proteinas y bajas velocidades de hidrélisis en los ensayos con exceso
de lipidos. Sin embargo, aparecen efectos inhibitorios cuando se realizan ensayos con
exceso de lipidos y exceso de proteinas, debido a la acumulaciéon de &cidos grasos de
cadena larga (LCFA) y nitrégeno amoniacal, respectivamente.

Después de 40 dias de ensayo, la produccion media de metano fue de 585 * 24,
424 + 25,885 + 24, 547 + 19, y 753 + 10 mL CH,-gSV™* para RIF, DS, DDS, DTS y
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OPT, respectivamente, cuando los ensayos de biodegradabilidad se realizaron con el
in6culo procedente de mMWWTP y 694 + 20, 515 + 14,894 + 8, 518 + 15y 807 + 19 mL
CH,4-gSV™?, cuando el inoculo procedia de HORECA. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos a través de la ecuacion de Buswell, aunque los valores experimentales
son en todos los casos algo menores, puesto que Buswell no tiene en cuenta que
parte de la materia biodegradable utilizada por las bacterias para su crecimiento no
contribuye a la produccion de biogas.

El contenido en metano del biogas se encuentra entre el 60,8% vy el 75,6% como se
muestra en la Figura 3-18. En general, los microorganismos procedente de HORECA
producen un biogas de mejor calidad, con un contenido medio en metano del 71,3%
(SD = 2,0), comparado con el 68,8% (SD =5,3) para el caso del inoculo procedente de
mWWTP.

100 B Inéculo mMWWTP
OIn6culo HORECA

RIF DS DDS DTS OPT

Figura 3-18. Contenido de metano en el biogads producido durante los ensayos de
biodegradabilidad para cada uno de los residuos que componen el OW y para cada uno de los
indculos ensayados

A continuaciéon, en la Figura 3-19, se muestran los resultados obtenidos en los
ensayos de biodegradabilidad para la muestra OW y sus mezclas con PM para cada
uno de los in6culos.

En todos los casos se obtienen elevados porcentajes de eliminacion de SV, y para
mezclas OW/PM de 1/0, 1/3, 1/1 y 3/1, los resultados fueron 70% (SD = 5,6),
76% (SD = 5,2), 73% (SD = 3,1) y 71% (SD = 4,6) en los ensayos con inoculo
procedente de mMWWTP y 72%(SD = 0,8), 81% (SD = 1,4), 79% (SD = 2,6) y 74%
(SD = 3,9) para los ensayos con inoculo procedente de HORECA, respectivamente.
En los ensayos donde se ha utilizado PM como co-sustrato, el tiempo de latencia
disminuia de 400 h a 100 h y apenas se apreciaba inhibicién.
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Figura 3-19. Produccion acumulada de metano para el residuo OW vy diferentes mezclas con
PM, para cada uno de los indculos: a) inéculo procedente de mMWWTP, b) in6culo procedente
de HORECA

La velocidad de produccion de metano durante la digestion de OW es menor que
cuando se hace codigestion con PM. Ademas se constata que la cantidad de biogas
producido es mayor en los ensayos con inoculo procedente de HORECA, y que ese
biogas es de mejor calidad, con un contenido medio en metano de 71,1% (SD = 1,6),
comparado con el 69,5% (SD = 1,2) en metano que hay en el biogas obtenido en los
ensayos realizados con in6culo procedente de fango de depuradora.

La mayor velocidad de degradacién, calculada segun la pendiente maxima de las
curvas, se obtiene para una relacion OW/PM = 1/3, obteniéndose como resultado
26,7 +4,3y 42,0+ 1,5 mL CH, gSV* d?, para los ensayos con inéculo procedente de
mWWTP y HORECA, respectivamente. Las otras mezclas tiene velocidad de
degradacion menor, incluso aunque tengan una mayor produccion de biogas
(20,6 + 3,3 and 38,9 + 5,6 mL CH, gSV*' d* para OW/PM:1/1 para ensayos con
inoculo procedente de mWWTP y HORECA respectivamente; y 17,1 £ 23 vy
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32,2 +5,1 mL CH4 gSV* d* para OW/PM:3/1 para ensayos con inoculo procedente de
MmMWWTP y HORECA respectivamente).

En la Tabla 3-7 se muestra una comparativa entre el potencial metanogénico teérico y
experimental para cada uno de los residuos y de sus mezclas.

Tabla 3-7. Potencial metanogénico teérico y experimental de los residuos y de sus
mezclas

Potencial Potencial Potencial
metanogénico metanogénico metanogénico

Residuo tedrico © experimental con experimental con

__in6culo mMWWTP  in6culo HORECA

BO,Th mICH4-gSV' BO,Ex mICH4-gSV' BO,Ex mICH4-gSV'
RIF 730 585 694
DS 535 424 515
DDS 958 885 894
DTS 618 547 518
OPT 876 753 807

PM 516

ow 843 648 702
OW/PM:3/1 742 518 614
OW/PM:1/1 670 438 565
OW/PM:1/3 603 420 502

¢ Calculado suponiendo una composicion de C,H.OpN. (S y P no se tienen en cuenta)

Como era de esperar, las muestras con mayor porcentaje de OW mostraban un mayor
potencial metanogénico, lo cual esta de acuerdo con los resultados obtenidos con el
potencial metandgenico tedrico calculado segun la ecuacion de Buswell (Ecuacion 1),
aunque los resultados experimentales son mas bajos. Esto es debido a que la
ecuaciéon de Buswell asume que toda la materia organica biodegradable es utilizada
para la produccion de biogas y no tiene en cuenta que parte de esta materia (energia)
es utilizada por las bacterias para su crecimiento. De hecho, el propio Buswell, indica
gue durante la digestion de carbohidratos puros, una media del 12% del carbono total
se pierde en el crecimiento celular de los microorganismos, aunque no lo tiene en
cuenta en su férmula.

El trabajo realizado en este apartado de la tesis ha sido utilizado para redactar el
articulo titulado: “Effects of inoculum source and co-digestion strategies on anaerobic
digestion of residues generated in the treatment of waste vegetable oils”, el cual ha
sido publicado en la revista Journal of Environmental Management listada en el JCR
con factor de impacto 3.188 en su afio de publicacién. A continuacion se presenta
dicho documento:
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This work aims at selecting a suitable strategy to improve the performance of the anaerobic digestion of
residues generated in the treatment of waste vegetable oils (WWVO). Biochemical methane potential
(BMP) assays were conducted at 35 °C to evaluate the effects of substrate mix ratio between a mixture of
WVO residues (M) and pig manure (PM) co-digesting by using different inocula. Inoculum from an in-
dustrial digester fed with organic waste from hotels, restaurants and catering leftovers (HORECA)
showed higher methanogenic adtivity (55.5 mLCHg gVS—" d-7) than municipal wastewater treatment
plant {mWW TP) inoculum (426 mL CHygVS~ ! d-1). Furthermore, the results showed that the resistance
b WVO residues toxidty was higher for the HORECA sludge than for the mWWTP sludge. HORECA
inoculum produced more biogas in all the assays. Moreover, the resulting biogas was of better quality,
containing an average of 711% (SD = 16) methane compared to an average of 69.5% (5D = 1.2) methane
for test with mWWTP sludge. The maximum degradation rate occurred at the higher PM mix ratio (M|
PM:1/3), reaching 26.7 + 4.3 mLCH4gVS~1d " for mWWTP inoculum, versus 42,0 + 1,5 mLCH4 g5 d-?
achieved for HORECA inoculum.

A high reduction of volatile solids (between 70% and 813 ) was obtained with both inocula at all MPM
ratios assayed (1/0,1/3,1/1 and 31 v} ) but, bearing in mind the operation of a full-scale anaerobic plant,
the optimal scenario assayed corresponds to the rato M{PM: 13 v v where shorter lag periods will make
it possible to operate 2t lower hydraulic retention times,

© 2014 Published by Elsevier Led.

1 Introduction

Biodiesel has been produced on an industrial scale in the Eu-
ropean Union since 1992, However, the limited availability of
traditional raw materials, such as animal fat or vegetable oils ( both
edible and non-edible) and their high cost limits the wider use of
biodiesel (Math et al, 2010}

For biodiesel producers the cost of feedstock comprises between
75 and 90% of the operating cost of their plants (Mathivazhagan
and Ganapathi, 2011 ). Under these circumstances, waste vege-
table oils (WWVD) are becoming a promising alternative to the use of
edible oils as feedstock as they are low in cost and easily available,

* Corresponding author. CARTIF Technology Centre, Panque Tecnolégion de Boe-
cillo, 47151 Boecillo, Valladolid, Spain. Tel: +34 983 546504; fax +34 983 546521
E-muail address: dolhid@cartifes (D. Hidalgo).

et ' se.doiong 100001 6/j jenvrman 2014 04004
03014797 | 2014 Published by Elsevier Ltd.

When WV is collected, it goes through a treatment process to
eliminate moisture, bulky particulate, free farty acids and other
undesirable compounds before sending it for biodiesel production,
MNowadays, the increasing amount of wastes or residual sub-
products generated by these WVO processing activities repre-
sents a new environmental concem.

According to various surveys carried out along recent years
among WWV0 industrialists on the management of their wastes,
and in light of the changes in the regulation, there is a willingness
to reconsider the current recovering for some types of wastes/by-
products, and anaercbic digestion is one possible solution
(Tornjos et al, 2008)., Furthermore, the WW0 treatment and
refining processes involve the use of steam and the related en-
BMgy consumption is quite significant. In an international context
of fossil fuels rising costs and greenhouse gases emissions
reduction, manufacturers want to reduce the fossil fuels related
energy consumption and biogas recovery can respond to this
desire,

29




3. Metodologia y Resultados

18 D. Hidalga, M Martin- Mamoguin / joumal of Emdronmental Management 142 (2004) 17-22

However, it is well-known that anaerobic digestion (AD) of oil-
rich wastes is not always easy and simple, since anaermbes are very
sensitive to lipid-rich matters as well as to intermediate com-
pounds of oily wastes degradation process (Hidalgo et al., 2012;
Hong, 2011; Meves et al., 2008b). High lipids concentrations can
destabilize anaerobic digesters due to inhibition of methanogenic
bacteria by possible damage to cellular membrane (Giblis et al.,
2008; Femandez et al, 2005). Mevertheless, lipids are attractive
substrates for anaerobic digestion and co-digestion due to the
higher methane yield obtained when compared to carbohydrates,

Different kinds of substrate give different methane production,
which can be evaluated using the biochemical methane potential
(BMP) assay. The BMP assay is a useful tool to determine the biode-
gradability and methane conversion yield of organic substrates
(Angelidaki et al., 2009). Mumerous studies have been carried out in
which the BMP assay of different wastes were measured { Nieto et al,
2013; Ho and Sung, 2010; Labatut et al, 2011 ; Xie etal, 2011) and, in
all of them, the sourceofinoculum played aviml rolein the substrare
degradation efficiency, especially for complex mix of substrates, due
to the different makeup of the microbial consortia within,

The purpose of t his work was to study the anaerobicdigestion of
the residues and by-products generated during the processing of
WWO for biodiesel production, and more specifically, the influence
of inoculum source on methane production, in order to evaluate the
potential of anaembic digestion as an alternative to the conven-
tional management solutions for these streams while reducing the
fossil-origin energy consumption on refinery sites,

2. Materials and methods
21. Waste streams

The processing of WWV0 generates a number of residues, as
shown in Fig. 1. In this study, these wastes were supplied by a
hindiesel company located in Madrid (Spain ).

211, Residues from initial filtering (RIF)

Taken ar the beginning of the treatrment process, it is the solid
residue that remains in the filtering mesh after pouring the WvO
through it. Itis basically a solid residue composed by food leftovers
with a high organic load.

212. Drum sediment (DS)
The storage of WVO (before treatment) leads to the sedimen-
tation of solid particles from the oil, These solids are called “drum
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Fig. 1. Waste vegetable oil treatment steps.

sediments” and remain in the drums used to collect the WVO, after
pouring their content in the reception hopper and the filtering
mesh.

2.13. Draining drum sediments (DDS)

Practically liquid residue resulting from the cleaning of the
drums used to collect the WWO, once the drum sediments have
been removed.

214 Draining tank sludge (DTS)

After heating the filtered oils, water and impurities are located
at the bottom of the draining tanks, obtaining semi-solid sludge
residues after the centrifugation of the decanted oil residues,

215. Residue from oil purifying treatment {OPT)

This residue is the wastewater proceeding from the draining
tanks as a result of the previous heating and centrifugation
treatment.

22 Research scheme
The experimental work has been carried out in three steps:

1) analyzing the anaerobic treatment of the individual waste
Streams;

2) simulating the joint digestion of these wastes (the waste
mixture investigated (M) covered the main scenario of total
waste generation in the WVO treatment industry) and

3) simulating the co-digestion of the mixture of residues from the
treatment process of WVD (M) with pig manure (PM) at
different M/PM rates (1/3, 1/1 and 3/1).

Table 1 shows the content of each waste in the selected mix-
tures, Results are presented on a volatile solids percentage basis.

23. Wastes analysis

Total and volatile solid concentration (TS, V5), chemical oxygen
demand (COD), total Kjeldahl nitrogen (TKN), ammonia nitrogen
(N—MNH4), fat content, alkalinity, P and pH were determined
following Standard Methods (APHA, 2005) recommendations,
Protein content was measured with the Kjeldahl method using a
conversion factor of 6.25. Fatty acids (FA) concentrations were
determined using a gas chromatograph (HP-Agilent) equipped with
a flame ionization detector (AD). C, N, H and S contents were
determined by UNE-CEN/TS 15104 EX with a LECO Truspec CHN(S)
elemental analyzer. Oxygen content was not measured directly but
was estimated assuming that no other elements (apart from the
measured C, H, N, § and P') were present in the wastes,

24 Biomethane potential (BMP) test

In order to study the biodegradability and biomethane potential
of lipid-rich wastes and their mixtures and, at the same time, to

Tahble 1

Composition of the waste mixtures
Miture Waste (£)

KIF D& Do oTs aFr PM

M 40 15 15 15 15 -
MFM:1 3 i 375 375 375 375 75
MPM:1 /1 20 75 15 75 75 50
MFM:3 1 30 1125 1125 1125 1125 25
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Table 2
‘Waste characterisation.

Waste Physico-chemical parameters
pH Alkalinity M—MH4 oop s Vs VETS Fatcontent Protein
- mM gNL™! gL gL gL - % %
RIF 50 76 02 1926 Q671401 8906 L] 411 3.40
s 52 30 - 1.1854 5002 4605 L] 4692 270
DS 51 15 iR} 256 103 [ [iLirg 15 5290
oTs 39 45 02 1710 B2 8 8301 098 3468 5.79
arr 65 25 - 482 355 230 096 12 41.94
M 17 282 49 T4 [ 425 LGE 82 -

compare the biogas production rate with different inoculum sour-
ces, batch experiments were run in glass serum bottles with a liquid
volume of 300 mL | 1000 mL of total volume). All the experiments
were carried out at 35 + 1 *C in a thermostatic room, and contin-
unusly stirred on a shaking-table. After the set-up of each reactor
the head space was flushed with nitrogen for 3 min in order to
remove the oxygen.

Triplicate assays, for all the wastes and conditions, were per-
formed. Substrate/inoculum (5/X) ratios were in the range of 0.45—
0.55 gVswaste gVs 'inoculum for all the samples.

A set of triplicate blank assays without any waste {only inoc-
ulum ) was also performed for endogenous methane production
determination. To avoid acidification of the assay, NaHCO3 was
added as buffer (6 gNaHCO; L), Experiments were finished when
the biogas production rate in waste assays decreased to the same
level as in the blank assays.

Bingas production was measured manually by a pressure
transmitter (Druck, PTX 1400, range 1 bar) in the head space of each
reactor. To avoid reaching overpressure, biogas in the head space
was released periodically. Pressure differences were converted to
biogas volume, using the ideal gas Law and standard temperature
and pressure conditions (STF, P = 1 bar and T = 0 °C). Biogas
composition was measured before each release with a Varian (P-
4900 Micro-GC with thermal conductivity detector. Met methane
production was calculated by subtracting the amount of the
methane produced by the blank assay from the methane produc-
tion of each assay,

Inocula used in this experiment were the anaerobic sludges
taken from two different full scale anaerobic digesters; one from a
municipal wastewater treatment plant { mWWTP), with a concen-
tration of 12 + 1 gVs L' and another one from an industrial
digester fed with organic waste coming from hotels, restaurants

Table 3

Fatty acids in WO residues.
FA Fatty acids content ()

EIF Ds DS ors OFT

Araquid acid 047 041 - 0249 -
Behenic acid 086 107 [iTird Lilrp] 0.
Capric acid 003 Ll - 001 -
Caprilic acid 00s Lilir] - 00g -
Estearic acid 642 626 15 555 0.10
Heneicosanoic acid 0S5 o - LiTinl -
Lawric acid 00T Ll - 001 -
Lignoceric acid 034 043 — o -
Linoleic acid 3551 2347 4025 4080 287
Linolelaidic acid 00T Lilirg - T -
Margaric acid o4 s — o -
Miristic acid 057 040 12 073 0.07
Oleic acid 3605 53.66 49,03 A24 52.00
Palmitic acid 1877 1349 1025 1116 19.50
Falmitoleic acid 060 050 [N 022 0.15

and catering leftovers (HORECA), with a concentration of
14 + 1 gVs L L Different feeds affected the makeup of microbial
consortia in each sludge, The concentration of the inoculum in all
the assays was 5 gL and pH was 7.5,

The specific methanogenic activity (SMA) of both inocula was
determined using a mixture of acetic, propionic and butyric acids in
the proportion 2:0.5:0.5 g L ' to give aloadingof 2.5 gCOD L', The
SMA assays were studied with the same inoculum concentration of
10 gVsL ! The nutrients stock solution and trace elements solution
were supplied to each bottle, which details were described in
Raposo et al. {2011}

3. Results and discussion
3.1. Waste composition

Tables 2 and 3 gather the results obtained from the character-
ization of the selected raw wastes,

Differences in some characteristics were observed not only
among samples, but also among the replicated samples taken in a
specific sampling point. This fact highlights the heterogeneous
character of this kind of residues. However, the range of variation
between the replicates for a particular parameter (<15%) could be
acceptable when considering collected samples as representative of
the residues produced in the WWVO treatment process.

RIF is basically a solid residue with a high organic load and fat
content, DS residue shows acceptable protein content and ahigh rate
of triglyceride component. DDS residues have the highest protein
content but theirfat rate is low. DTS has medium protein content but
it is enriched in fatty acids coming from cooking fats, OPT residues
have a high content of proteins and their fat rate is quite similar to
that obtained from the draining drum sediments, The solids content
in the different samples amalyzed is very variable. Thus, whereas
samples from DDS and OPT have low TS and VS content (from 1 to
4%), solids content in samples from RIF, DS and DTS ranges between
50 and 97% This suggests that these samples with high TS content
must probably be diluted before their use as substrates in the biogas
production process to avoid operational problems,

PM has a high content of ammonia in comparison with the other
wastes Manure possesses a high alkalinity, while the alkalinity of
WO residues is low. In addition, the pH of VWWO residues is low,
and lower than the pH allowing growth for methanogens
[approximately 6.0). On the other hand, WVO residues have a high
content of fats and proteins in contrast © manure. The character-
ization of the wastes indicates that co-digestion with PM could be a
cost effective method to treat WVO residues without the need to
add nitrogen source or chemicals for increasing buffer capacity or
adjusting pH (Zhang et al., 2011 ). Furthermore, lipids concentration
is lowered.

Palmitic, linoleic and oleic are the most abundant long chain
fatty acids (LCFA) in the WWVO residues samples (Table 3), The
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concentrations of the other acids were always much lower. These
three compounds have been identified as inhibitors for metha-
nogens. Even at low concentrations, these compounds can be
adsorbed on the cell membrane interfering with mass transfer
across the membrane (Fastor et al, 2013), However, some adapta-
tion of the micmorganisms responsible for anaerobic digestion is
passible { Chen et al., 2008),

Furthermore, oleic acid has been identified as the most toxic
LCFA with inhibition being observed for concentrations greater
than 200 mg/l(Palats et al., 2009). Reductions of 0% of the activity
of methanogens have been observed in the presence of 50—
200 mg/l of oleic acid { Angelidaki et al., 2002). Pereira et al. {(2005)
found evidence of mass transfer limitation caused by LCFA accu-
mulation onto the anaerobic sludge when oleic and palmitic acids
were anaemobically biodegraded.

The analysis of the elemental compaosition (Table 4) provides
information about the theoretical methane potential (Both) of a
given waste using Buswell's equation (1), This equation assumes
methane production from the complete degradation of a certain
waste with a given elemental composition, where G, H;OpN; rep-
resents the chemical formula of the biodegradable organic com-
pound subjected to the anaerobic degradation process, and the
production of methane considered herein is the maximum stoi-
chiometrically possible (Lesteur et al, 2010), For a C,H 04N, com-
pound the theoretical methane potential (at standard conditions
for temperature and pressure) is:

(3+8-%-¥)224  cu,

Bom = 12n +a + 16b + 14c’ — | z Vs m

where the parameters n, a, b, ¢ refer to the stoichiometry index of C,
H, 0 and N respectively.

32 Effect of inoculum source on the specific methane potential of
the individual wastes

Fig. 2 shows the cumulative methane potential of the wastes
with the two different inoculum sources assayed, All the BMP as-
says were conducted in triplicate and the maximum deviation re-
ported was +25 mlCHs g5V ! for every assay set.

In all the cases, the methane potential is clearly impacted by the
inoculum source used in the experiments, agreeing with Goncalves
et al.{ 2011 ). The methanogenic activity of inoculum from mWwTP
and HORECA were 426 and 555 mL CHy gVs ' d ', respectively,
They were similar to those reported in Ho and Sung (2010) at
51.8 mLCH, gv5 ' d ' and in Neves et al. (2009a) at 37.0-50.0 mL
CH; gv5 ' d ! which measured the sludge from anaerobic mem-
brane bioreactors treating synthetic municipal wastewater and
completely mixed reactor treating cow manure and food waste at

Table 4
Waste elemental com position

Waste Elemental composition® Theoretical methane
potential®
% ¥H XN %P %5  XAsh  %D"  Bym, mLCH gvs™!

RIF 572 B2 21 06 04 T9 M6 T
Ds 417 65 18 03 03 7TE 366 535
Dos 7183 103 66 30 05 29 49 958
OTs 521 92 23 01 01 15 347 618
OPT 621 96 58 05 Q1 37 1 &M
PM 345 47 28 04 07 322 253 516

4 % Dry-matter weight hasis,
%0 estimated.
© Calculated assuming a CiHgOuM: composition (5 and P neglected ).
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Fig. 2 Cumulative specific methane production curves of the wastes with different
inoculum sounces: a) mWWTP inoculum; b) HORECA inocuhim,

different rates, respectively, The HORECA inoculum clearly showed
higher methanogenic activity, Furthermore, initial lag phase of
mWWTFP inoculum was noticeably longer than that of HORECA
inoculum in SMA test

From these results it can be easily deduced that the HORECA
inoculum has higher concentration of active microorganisms while
mWWTP inoculum has lower concentration as exhibited by the
longer lag phase on methane production, according to Dechrugsa
et al. (2013 ),

The methane production pattern observed in Fiz. 2 was similar
to the ones reported by Cirne et al. (2007) for batch degradation of
an oil-rich waste, The methane production rate observed was
similar for DDS and OFT with both inocula, and higher than for the
other wastes. A stronger inhibition was observed for the other tests,
but the process recovered. This agrees with Arsova (2010) that
found faster methanization rates in systems wit h excess of proteins
and lower hydrolysis rates in the assays with an excess of lipids,
However, there were also inhibitory effects observed in the assays
with excess of lipids and excess of proteins due to the LCFA accu-
mulation and ammonium nitrogen, respectively.

The initial lag phase in methane production observed for most of
the tests, but especially for RIF with mWWTP inoculum and for DS
and DTS with both inocula, could be attributed to the rapid build-up
of LCFA, as proposed by Salminen et al. (2000 MNote that RIF, DS and
DTS were the waste streams with higher fat content (Table 2),

Average experimental methane production values obtained af-
ter 44 days were 585 + 24, 424 + 25, BBS5 + 24, 547 + 19, and
753 + 10 mL CH, gVs~ ! for RIF, DS, DDS, DTS and OFT, respectively
when the EMP tests were carried out with mWWTP inoculum and
694 + 20, 515 + 14, 894 + &, 518 + 15 and 807 + 19 mL (H,4 gV5 L
when the test was inoculated with HORECA sludge. Residues with
higher protein content showed higher specific methane potentials,

32




3. Metodologia y Resultados

[ Hidalgo, |.M Martin-Marnoguin fowrnal of Emdmonmental Managemens 142 (2004) 17-2 il

B mWWTR Inoculum
OHORECA inoculum

AIF 07 BRe bR QFT
Fig. 3. Average methane content in the hiogas produced during the BMP test.

This trend is in accordance with the results of the By, calculated by
the Buswell's equation | Table 4). However experimental values are
slightly lower than the theoretical ones because Buswell's equation
overestimates the BMP value, since part of the biodegradable
organic matter, used by the bacteria to grow, does not contribute to
biogas generation (de Lemos, 2007),

Methane content in the biogas ranged from 60.8% to 75.6% as
showed in Fig. 3, It should be noted that the total amount of biogas
produced with both inocula differed slightly. In general, the HORECA
microorganisms produced a biogas with better quality, containing
an average of 71.3% (SD = 2.0) methane compared to an average of
B8.8% (SD = 5.3) methane for the test with mWWTP inoculum,

33 (Co-digestion of WVO residues and pig manune

The cumulative specific methane productions comparng test
inoculated with mWWTP sludge and HORECA sludge at different
M{PM ratios are illustrared in Fig. 4.
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High average VS removal efficiencies were realized with both
inocula at all M/PM ratios {70% (SD = 5.6), 76% (5D = 5.2), 73%
(5D = 31) and 71% (5D = 4.5) with mWWTP inoculum and 72%
(SD — 0.8), 81% (SD — 1.4), 79% (5D — 2.6) and 74% (5D — 3.9) with
HORECA inoculum, at 1/0, 1/3, 1/1 and 3/1 M/PM mixtures,
respectively) and a weaker inhibition was observed for the tests
where PM was added as co-substrate. In this case, the lag phases
decreased from 400 to 100 h. This phenomenon is in line with the
results achieved by Angelidaki et al. (2002) that demonstrated that
the co-digestion of oily wastes with non-oily wastes (as pig
manure) is considered the key factor to prevent inhibition of
methanogenesis since the concentration of lipids and inhibitory
substances is lowered and the buffer capacity is increased,

It was also found that methane production rates during diges-
tion of M alone were lower than the rates achieved when M and PM
were digested together. Furthermore, it should be noted that the
total amount of biogas produced at different M/PM ratios with both
inocula differed, reaching higher productions the assays with
HORECA inoculum.

Taking into account the maximum slopes of the curves shown in
Fig. 4, M{PM:1/3 is the substrate mixture with the highest degra-
dation rate (267 +£4.3 and 42.0 + 1.5 mL CH, gvs ' d ', test with
mWWTP and HORECA inocula, respectively). The other mixtures
had a slower degradation rate even though they showed a higher
biogas yield (20,6 + 33 and 389 + 56 mL CHy Vs ' d- ! at M/
PM:1(1 with mWWTP and HORECA inoculum respectively; and
171 + 2.3 and 322 + 51 mL CHy gv5 ' d! at MjPM:3/1 with
mWWTP and HORECA inoculum respectively). In all the cases, test
with HORECA inoculum produced more biogas, Moreover, it was a
hingas of a better quality, containing an average of 71.1% (SD = 1.6)
methane compared to an average of 69,5% (5D = 12) methane
obtained in the test with mWWTP sludge.

4. Conclusions

Residues generated by WWV0 processing companies could be
successfully treated and degraded in co-digestion with pig manure
in anaerobic reactors without dilution and without adding chemi-
cal substances, with a V5 reduction up to 81%. This makes co-
digestion of WWO residues and swine manure a potential and
economically feasible solution for the treatment of such wastes,
Furthermore, this research has demonstrated that the use of a
microbial consortium acclimated to proteins LCFA compounds
(HORECA sludge) is a promising strategy to accelerate the start-up
of the digestion process, and to improve the overall anaerobic
treatment of real oily waste streams.
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3.5 Estudio comparativo de sistemas de digestion anaerobia en unay
dos fases a escala laboratorio

Aunque existen numerosos estudios que han puesto de manifiesto las ventajas
potenciales de la DA en dos fases frente a los sistemas monofasicos (Goblos et al.,
2008; Ince, 1998; Nasr et al., 2012; Park et al., 2008; Shen et al., 2013; Solera et al.,
2002; Yu et al., 2002), la mayoria de estos trabajados han utilizado efluentes diluidos o
sintéticos.

Hasta la fecha, no existe mucha informacion cientifica disponible relativa a la
comparacion entre el rendimiento de sistemas de DA en una y dos fases para residuos
ricos en lipidos.

En la Figura 3-20 se muestra de forma esquematica cada uno de los reactores
utilizados a escala laboratorio para cada uno de los sistemas empleados y en la
Figura 3-21 se presenta una fotografia de los mismos.

a Recogida AX—)

de bIOQaS Punto de muestreo
57
AN
Punto de muestreo
Punto de muestreo
N
o
o
3
3
Efluente
Residuos o0
b Recogida —XH
de biogas Punto de muestreo
Recogida
de biogas Punto de muestreo
Punto de muestreo Punto de muestreo
C} L 7 §
3
3
g E
g Efluente
3
C——
Residuos 90 mm 160 mm
Reactor acidogénico Reactor metanogénico

Figura 3-20. Esquema experimental: a) sistema monofasico; b) sistema de dos fases
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Figura 3-21. Fotografia: a) sistema monoféasico; b) sistema de dos fases

Cada uno de los sistemas esta formado por reactores de vidrio que disponen de una
entrada para la alimentacién por su parte inferior, aperturas en su parte superior para
la recogida del biogas mediante bolsas Tedlar, y salida para toma de muestra de
digestato mediante una jeringa. El volumen efectivo del reactor es de 5,0 L en el caso
del sistema monofasicoy de 1,0 L y 4,0 L para el reactor acidogénico y metanogénico
respectivamente, en el caso del sistema en dos fases. En el sistema en dos fases, el
reactor acidogénico es 4 veces mas pequefo que el reactor metanogénico, ya que al
ser la velocidad de reaccion en la fase acidogéncia mayor que en la fase
metanogénica se requieren menores THR en ese reactor (Ince, 1998; Wust, 2003).

Con el fin de aclimatar los microorganismos anaerobios al substrato rico en grasas,
antes de comenzar con la experimentacion ambos sistemas estuvieron operando en
discontinuo durante 30 dias. Para ello, el sistema se arranco con la adicién de 0,5 L de
OW en el reactor de una fase, y 0,1, y 0,4 L de OW para el reactor acidogénico y el
metanogénico respectivamente del sistema de dos fases. Seguidamente se inocularon
con un lodo anaer@bico procedente de una planta de tratamiento de aguas municipales
con una concentracion de 12 + 1 g SV-L™ de forma que se adicionaron 2,5 L al reactor
del sistema monoféasico, 0,5 L al reactor acidogénico y 2 L al reactor metanogénico del
sistema de dos fases.

Durante el periodo experimental ambos sistemas operaron en semicontinuo de la
siguiente manera:

El sistema monofasico oper6 como un reactor metanogéncio a pH 7,0 — 7,4 y a un
tiempo hidraulico de residencia de 20 dias.

En el sistema en dos fases el primer reactor oper6 como un reactor acidogénico a un
pH medio 5,5 £ 0,5 y un THR de 2 - 3 dias, y el segundo reactor como un reactor
metanogénico a un pH medio 7,2 + 0,5y un THR de 17 - 18 dias.

En paralelo, para realizar el estudio comparativo entre los sistemas de digestion
anaerobia en una y dos fases, se determiné el potencial metanogénico de diferentes
relaciones de alimentacion de OW/PM (1:0, 1:1 y 1:3 v/v) en ambos montajes. Los
ensayos de biodegradabilidad se realizaron en reactores de 2 L de capacidad,
utilizando un volumen de muestra total de 600 mL. Todos los ensayos se realizaron en
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una sala termostatada a la temperatura de 35 + 1 °C, con agitacién continla sobre una
mesa agitadora orbital ajustada a 125 rpm.

A los reactores utilizados para realizar los test de biodegradabilidad del sistema en una
fase se les afiadi6 como inoculo el fango anaerobio procedente del reactor utilizado
para el estudio del sistema monofdsico a escala laboratorio, el cual tenia una
concentracion de 20 + 2 g SV-L™. A los reactores utilizados para realizar los test de
biodegradabilidad del sistema de dos fases se les afiadi6 como inoculo el fango
anaerobio procedente del reactor metanogénico utilizado para el estudio del sistema
de dos fases a escala laboratorio, el cual tenia una concentracion de 21 + 1 g SV-L™.
La concentracion del indculo en todos los test fue de 6,5 g-L™ y el pH fue de 7,5.

Todos los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado. La relacién sustrato /indculo
(S/X) se mantuvo para todas las muestras en el rango de 0,40 a
0,60 gSVsusiraio' SV tinoculo: También se ha realizado por triplicado una bateria de
ensayos en blanco (sin sustrato, solo indculo) para determinar la produccion
metanogénica endbégena. Para evitar la acidificacién del ensayo se afiadi6 NaHCO;
como buffer (6 gNaHCO3-L™). Los experimentos se finalizaban cuando la velocidad de
produccién de biogds en los ensayos con sustrato decrecia hasta los niveles del
blanco.

La Figura 3-22 muestra la produccion de metano en cada uno de los sistemas para las
diferentes relaciones de alimentacion. Los ensayos se han realizado por triplicado, por
lo que en la grafica se representa la media aritmética de las medidas con el error
estandar para cada punto.
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Figura 3-22. Producciéon acumulada de metano para diferentes relaciones de alimentacion y
con inoculo aclimatado: a) sistema monofésico; b) sistema de dos fases
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El patron de produccion de metano que se produce es similar al obtenido por Cirne et
al., (2007) en procesos de degradacion de residuos ricos en grasas. En todos los
casos se produjo una alta eliminacion de SV (70, 75y 81% en el sistema monofésico y
68, 73 y 78% en el sistema de dos fases, para relaciones OW/PM 1:0, 1:1 y 1:3
respectivamente), pero se encontr6 una gran inhibicién inicial en los ensayos donde
Unicamente se utiliz6 OW como substrato. En este caso la fase de latencia fue de
400 h, aunque posteriormente el proceso se recuperé. Este fenbmeno ya fue
constatado por Palatsi et al. (2009) que demostraron que la inhibicion por acumulacion
de acidos grasos de cadena larga es un fendmeno reversible que posiblemente tiene
gque ver mas con limitaciones fisicas de transporte que con funciones metabdlicas.

El sistema de dos fases produce menor cantidad de biogas, pero de mayor calidad,
con una concentracion media de metano del 67%, frente a un 65% para el sistema
monofésico.

Teniendo en cuenta las pendientes de las curvas que aparecen en la Figura 3-22, se
puede concluir gue la mezcla OW/PM 1:3 es la mezcla de substratos que presenta una
mayor velocidad de degradacién. La corriente residual que Unicamente tiene OW es la
que presenta una menor velocidad de degradacion, aunque es la corriente que
produce una mayor cantidad de biogas.

Los resultados de los test de biodegradabilidad no pueden predecir los resultados que
se vayan a obtener en un digestor anaerobio que opere en continuo, ya que los test de
biodegradabilidad se hacen con una relaciéon S/X en el rango de 0.40 - 0.60 g SV esiduo
.gSV™ insculo, Y €N este intervalo se suelen enmascarar los problemas de inhibicion que
puedan ocurrir (Pastor et al., 2013). Por tanto, y con el fin de evaluar la factibilidad de
tratamiento de este tipo de residuos se han realizado ensayos en semicontinuo para
cada uno de los sistemas a estudiar.

De la Figura 3-23 a la Figura 3-25 se muestra la velocidad de carga organica (OLR), el
porcentaje de SV eliminados y la produccion de metano para cada uno de los sistemas
estudiados. El estudio se ha realizado en ambos sistemas para diferentes relaciones
de alimentacion de OW/PM (1.0, 1:1 y 1:3 v/v), y a tasas de carga organica que van
desde 0,25 a 3,1 kg SV-m=.dia™.

En la experimentacion se observa que la mezcla de OW con PM neutraliza los efectos
negativos de acumulacion de lipidos y produce elevados porcentajes de eliminacion de
SV en ambos sistemas (63 y 71% en el sistema monofasico y 69y 72% en el sistema
de dos fases, para relaciones de alimentacion 1:1 y 1:3 OW/PM, respectivamente).
En las mismas condiciones de operacion, la produccion de metano fue de
030 y 0,22 m® CH; Kg'SVeimnaso para el sistema monofasico y 0,30 y
0,27 m*® CH4-kg™SVeiminado Para el sistema de dos fases. Ademas, el sistema de dos
fases present6 un funcionamiento mas estable y una mayor capacidad de tratamiento.
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inoculo aclimatado: a) sistema monofasico; b) sistema de dos fases
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Como conclusiones de este estudio puede decirse que el sistema en dos fases
produce un efluente de mayor calidad en términos de mayor eliminacion de SV, mayor
estabilidad y mayor produccion de metano que el sistema monofasico.

En el sistema en dos fases no se han producido problemas de operacion, en cambio
en el sistema monofdsico aparecieron problemas de taponamiento de las
conducciones a partir del dia 25 para el primer periodo de ensayos, donde existia un
relacién de alimentacion OW/PM:1/0. Segun Wust (2003), el reactor acidogénico
reduce en un 50% la cantidad aceites y grasas que se cargan en el reactor
metanogénico, lo que hace al sistema de dos fases mas estable que el sistema
monofésico. En los experimentos realizados, la digestion de OW con concentraciones
de grasa mayores del 51,5% inhiben el proceso de degradacion anaerobia.

Durante el segundo y tercer periodo, la mezcla de OW con PM neutraliza el efecto
negativo causado por el alto contenido en lipidos de OW, por lo que se obtienen
mayores porcentajes de eliminacion de SV en ambos sistemas.

El sistema en dos fases es capaz de operar de forma estable a mayores velocidades
de carga organica (3,1 kg SV-m3dia') que el sistema monofasico
(2,6 kg SV-m*.dia?), lo que hace que para un mismo volumen de digestor se pueda
tratar mayor cantidad de residuo, lo cual implica mayor rentabilidad de proceso.

Los coeficientes de variacién (CV) calculados para la produccion de biogas y para la
eliminacion de sélidos, pueden reflejar la capacidad tampén del sistema de digestiéon
para los nuevos sustratos alimentados y la estabilidad del proceso de digestion (Shen,
2013). En la Tabla 3-8 aparecen los CV (%) obtenidos en este estudio.

Tabla 3-8. Coeficientes de variacién calculados para la produccion de biogas y eliminaciéon
de solidos a diferentes relaciones OW/PM.

CV Eliminacién de sélidos CV Produccién de metano

(%) (%)
SP TP SP TP
OW/PM= 1:1 27,6 2,3 17,9 15,8
OW/PM= 1:3 4,4 15 8,6 6,3

Los valores de los CV son mayores a medida que aumenta la cantidad de grasas en la
alimentacion, y especialmente en el sistema monofasico, por lo que se corrobora que
el sistema en dos fases en un sistema mas estable para el tratamiento de este tipo de
residuos.

El trabajo realizado en este apartado de la tesis ha sido utilizado para redactar el
articulo titulado: “Single-phase and two-phase anaerobic co-digestion of residues from
the treatment process of waste vegetable oil and pig manure”, el cual ha sido publicado
en la revista BioEnergy Research, revista listada en el JCR con factor de impacto
3.398 en su afo de publicacion. A continuacion se presenta dicho documento:
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Abstract The co-digestion of residues from the pre-reatment
process of waste vegetable oil (OW) and pig manure (PM) was
performed under different OW/PM feed ratios (1:0, 1:1 and
1:3 v/v) and at organic loading rates rnging from 0.25 0 3.1 kg
VSm " day ' in lab-scale single-phase (SP) and two-phase (TP)
systems. From the experiments, it was observed that digestion
of OW done was inhibitory for the anaerobic degradation.
Mixing OW with PM neutralized the negative effects of lipids
accunulation and high VS removal efficiencies were realized
in both systems (63 and 71 % in SP system and 69 and 72 % in
TP system, at 1:1 and 1:3 OW/PM mixtures, respectively).
Under the same operational conditions, the methane yield was
0.30and 0.22 m’ CHy ke ' VS removed for the SP anaerobic
digester and 0.30 and 027 m” CH, ke ' VS removed for the
TP configuration. Additionally, TP digestion presented more
stable operation and higher treatment capacity.

Keywords Co-digestion - Pig manure - Single-phase
anaerobic digestion - Two-phase anaerobic digestion - Waste
vegetable oil

Introduction
Waste vegetable oils (WV0) are a promising alternative to the

use of edible oils as feedstock for biodiesel production. The
Ewropean Union produces 700,000 to 1 million t a year of
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WVO and most of them are disposed impropery [7, 18].
WVO can produce blockages in pipes and make sewage
treatment more difficult when disposed through the sink.
The EU strongly favors and supports the recovery of WVO
for biofuel production as it fits in the strategy of reducing
dependency on petrol fuels [Y], minimizing greenhouse gas
emissions, and decreasing engine pollution, and at the same
time, it is a way to reduce waste disposal that can contaminate
soils and waters.

When WVO is collected, it goes o a reatment process o
eliminate moisture, bulky particulate, free fatty acids, and
other undesirable compounds before sending it for biodiesel
production. Nowadays, the increasing amount of wastes gen-
erated by these activities means an environmental problem.
Inadequate management and uncontrolled disposal have in-
fluenced both water bodies and nearby communities and have
raised health concerns.

Anaerobic digestion ( AD) of residues from the WV O treat-
ment process has the potential to achieve an efficient pollution
reduction as well as the advantage of conserving energy and
providing opportunities for environmental and sociceconomic
benefits [4]. On the other hand, it is well known that AD of oil-
rich wastes is not always easy and simple, since anaerobes are
very sensifive to lipid-rich matters as well as to intermediate
compounds of oily wastes degradation process [15, 16, 22).
High lipid concentrations can destabilize anaerobic digesters
due to mhibition of methanogenic microorganisms by possi-
ble damage to cellular membrane [10, 14]. Nevertheless,
lipids are attractive substrates for anaerobic digestion and
co-digestion due to the higher methane yield obtained when
compared to proteins or carbohydrates. In this context, lipid-
rich waste can be regarded as a large potential renewable
energy source [20]. Ahrin (2003) [1] described a significant
increase (100 %) in the yield of methane when fish oil was
added to a manure digester.
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AD is considered to take place in several steps, including
the acidogenic and the methanogenic phases. In AD process-
es, the smgle-phase (8P), in which these two steps proceed
simultaneously in one reactor, is commonly used because of
simplicity in configuration and operation. However, the two-
phase (TP) system, which consists of separate aadogenic and
methanogenic reactors, has several advantages over conven-
tional SP systems, such as a shorter retention time, higher gas
conversion efficiency, and higher methane concentration in
the produced gas [32]. This is achieved by optimizing envi-
ronmental condiions for each phase, such as pH, substrate
concentrations, and organic loading.

Little research and scientific information is available
concerning a direct performance comparison between SP and
TP systemns m the application of AD to oil-nch waste. Most of
the research on TP systemns has focused on evaluatmg the
performance, reactor design, and optimal operating conditions
for reating specific industnal wastes or wastewaters, These
studies have llustrated the potential advantages of two-phase
anaerobic digestion over simgle-phase systems [14, 17, 21, 24,
28, 29, 32). However, most of these sudies used synthetic or
diluted effluents. Therefore, taking mto account this fact, and
continuing the research of upgrading the anaerobic co-digestion
of different wastes, the aim of the present work has been to
compare the advintages of 8P and TP anaerobic co-digestion of
residues from the used vegetable il processing industry (OW)
with pig manure (PM) in semi-continuous sequencing digesters
operated at mesophilic temperature.

To obtam fundamental information, lab-scale SP and
TP anaerobic reactors were operated continuously with
once-a-day feeding usmg different OW/PM mixtures.

Treatment performances are discussed in this report, with
the emphasis placed on the evaluation of biogas production
optimal values, stability of the operation and organic matter
removal efficiencies under different OW/PM feed ratios.

Materials and Methods
Wastes Analysis

OW and PM samples were weekly collected. OW was supplied
by a biodiesel company located in Madnd (Spam) and PM
proceeded from a swine-raising farm located nearby the city of
Valladolid (Spain). Enough amounts of OW and PM were taken
for each time in order to guarantee the same sample to be used
for digestion and then gored in a 4 °C fndge.

Total and volatile solid concentration (TS, VS), chemical
oxygen demand (COD), ammonia nitrogen (N-NH,"), fat
content, alkalinity, P, and pH were determined following
standard methods® [2] recommendations. Fatty acid (FA) con-
centrations were determined using a gas chromatograph (HP-
Agilent) equipped with a flame ionization detector. C, N, H,

and § contents were determined by UNE CENTS 15104 EX
with a LECO TruSpec CHN(S) elemental analyzer. Oxygen
content was not measured directly but was estimated assum-
ing that no other elements (apart from the measured C, H, N,
S, and P) were present in the wastes. In all the cases, analysis
was performed just after sampling.

Biomethane Potental Test

In order to study the biodegradability and biomethane poten-
tial (BMP) of different OW/PM mixtures and to compare the
biogas production rate of the SP and TP biomass, batch
experiments were run in glass serum bottles with a higud
volume of 600 mL (2,000 mL of total volume). All the
expeniments were camed out at 35+1 °C in a thermostatic
room, and continuously stirred on a shaking table (adjusted
125 rpm). The SP serum bottles were seeded with anaerobic
sludge from the lab-scale SP reactor, with a concentration of
20=2 g VS L', The TP serum bottles were seeded with
anaerobic sludge from the lab-scale TP methanogenic reactor
with a concentration 0f 21£1 g VS L™, The concentration of
the inoculum in all the assays was 6.5 g L™ and pH was 7.5.
Both the SP and TP BMP tests were run at three different OW/
PM substrate ratios (1:0, 1:1 and 1:3 v/v), and triplicate
assays, for all the waste mixtures and conditions, were per-
formed. Substrate/inoculum (5/X) ratios were in the range of
040 t0 0.60 g VSyuuge £ VS inoeutm for all the samples.

A set of trplicate blank assays without any waste (only
inoculum) was also performed for endogenous methane pro-
duction determination. To avoid acidificadon of the assay,
NaHCOy was added as buffer (6 g NaHCOy L™"). Experi-
ments were finished when the biogas production rate in waste
assays decreased to the same level as in the blank assays.

Biogas production was measured manually by a pressure
transmitter (Druck, PTX 1400, range 1 bar) i the head space
of each reactor. To avoid reaching overpressure, biogas in the
head space was released periodically. Pressure differences
were converted to biogas volume, wsing the ideal gas law
and standard temperature and pressure conditions (P=1 bar
and T=0 °C). Biogas composition was measured before each
release with a Vanan CP-4900 Micro-GC with a thermal
conductivity detector. Net methane production was calculated
by subtracting the amount of the methane produced by the
blank assay from the methane production of each assay.

Experimental Set-Up

In order to study the operational and performance character-
istics of the SP and TP anaerobic digestion when treating a
mixture of OW and PM, completely stimed tank reactors were
employed. The experimental set-up is shown schematically in
Fig. 1. Each system consisted of a glass reactor with ports
down the wall for batch feedmg, using Watson Marow 323
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S/D pumps, and openings in the top for biogas collection in a
Tedlar bag and digestate sampling with a syringe. The effiec-
tive volume was around 5.0 L for the SP digestion, and around
1.0 and 4.0 L for acidification stage and methanogenic stage
of the TP anaerobic digestion, respectively. Typically, in a TP
systemn, the acidogenic reactor 15 much smaller than the me-
thanogenic reactor smee the required hydraulic retention time
(HRT) for acidogenesis is less than for methanogenesis [17,
31]. The temperature was conrolled at 35+1 °C in a thermo-
static room, and reactors were continuously stirred on a shak-
ing table (adjusted 100 rpm).

The systems were started by the addition of 0.5, 0.1, and
04 L of OW i the methanogenic SP, acidogenic TP, and
methanogenic TP reactors, respectively, followed by inocula-
tion with 2.5 L (SP reactar), 0.5 L (acidogenic TP reactor), and
2 L (methanogenic TP reactor) of anaerobic sludge from a
municipal wastewater treatment plant, with a concentration of
12+1 g VS L', Before the experiments were started, the
reactors were operated under batch conditions for 30 days to
set up a stable anaerobic culture acclimated to the oily sub-
strate. In the experimental period, the reactors operating con-
ditions were semi-continuous.

ﬂ Springer
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The SP reactor was operated as a methanogenic reactor
witha pH between 7.0 and 7.4 and a HRT of 20 days. The SP
reactor was fed raw OW/PM mixtures (1:0, 1:1, 1:3 v /v matios
consecutively).

The first reactor in the TP system was operated as an
acidogenic phase and the second reactor was operated as a
methanogenic phase. The pH in the acidogenic phase aver
aged 5.5+0.5 with a HRT between 2 and 3 days. The pH in the
methanogenic phase averaged 7.2+0.5 and the HRT was
between 17 and 18 days.

As illustrated in Fig. 1, the first reactor (acidogenic)
in the TP system was also fed mw OW/PM mixtures
(1:0, 1:1, 1:3 v/v ratios consecutively), and a portion of
the effluent from the first reactor was fed w the second
reactor, whereas a similar portion of the effluent from
the first reactor was wasted in order to maintain effec-
tive volumes constant in the reactor.

The single-phase and two-phase systems used in this study
were fied the same raw influent and were operated in parallel o
study quantitatively the effect of phase separation on the
anaercbic reatment of raw waste mixtures at different
OW/PM ratios.

43




3. Metodologia y Resultados

Bioenerg. Res (2014) 7:670-680

673

Results and Discussion
Waste Composition

Parameters as TS, VS, COD, total organic carbon, and total
nitrogen are the most frequently analyzed since they are the key
when determining treatment optimization. Furthermore, the
analysis of the elemental composition provides information
about the theoretical methane potential (B ,) of a given waste

b

4

n a ic

C,H.OpN 2 2 Vo
aflaOpNe + (mmg— g+ 7 )0 = (743

8

n a b 3c
Bom (E 7 8 )'22'4 . L CHy
™ 12nta+ 165+ l4c e VS

—)cm

using Buswell’s Eq. (1). This equation assumes methane pro-
duction from the complete degradation of a certain waste with a
given elemental composition, where CH,OuN,. represents the
chemical formula of the biodegradable organic compound sub-
jected to the anaerobic degradation process (neglecting S and P
content), and the production of methane considered herein 1s
the maximum stoichiometrically possible [19]. For a C,H,OpN,
compound the theoretical methane potential (at standard con-
ditions for temperature and pressure) is:

n a b 3¢ O NH
3 8+4+8 h + cMH3

where the parameters n, a, b, and ¢ refer to the stoichiometry
index of C, H, O, and N, respectively.

Tables 1, 2, and 3 gather the results obtained from the
characterization of the selected raw wastes and their mixtures,

PM has a high content of ammonia in comparison with
OW. Manure possesses a high alkalinity, while the alkalinity
of OW is low. In addition, the pH of OW is low, and lower
than the pH allowing growth for methanogens (approximately
6.0). On the other hand, OW has a high content of lipids in
confrast to mamre. The chamcterization of the wastes indi-
cates that co-digestion with PM could be a cost effective
method to treat OW without the need to add nitrogen source
or add chemicals for increasing bufler capacity or adjusting
pH [33]. Furthermore, lipids concentration is lowered.

Palmitic, linoleic, and oleic are the most abundant long
chain fatty acids (LCFA) in the OW samples (Table 3). The
concentrations of the other acids were always much lower
These three compounds have been identified as inhibitors for
gram=positive microorganisms. According to Pastor et al.
[25], methanogens are also affected by the LCFA. Even at
low concentrations, these compounds can be adsorbed on the
cell wall interfering with mass transfer across the wall.

However, some adapiation of the microorganisms responsible
for anaerobic digestion is possible [6]. Especially rod-shaped
hydrogenotrophic methanogens seem to have the strong abil-
ity to adapt to new and untypical habitats, being more resistant
to oxic shock, desiceation and other disturbances [12].
Furthermore, oleic acid has been identified as the most
toxic LCFA with inhibition being observed for concentrations
greater than 200 mg L' [23]. Reductions of 50 % of the
activity of methanogens have been observed in the presence
of 50 to 200 mg L' of oleic acid [3]. Percira et al. [26] found
evidence of mass transfer limitation caused by LCFA accu-
mulation onto the anaerobic sludge when oleic and palmitic
acids were anaerobically biodegraded. This is why the co-
digestion of these wastes with non-oily wastes (as pig manure)
is considered the key factor to prevent inhibition of
methanogenesis since the lipids concentration is lowered.

Specific Methane Potential
The cumulative specific methane productions comparing the

SP system and the TP system acclimated sludge samples at
different OW/PM ratios are illustrated in Fig. 2. Values denote

Tahble 1 Waste characterization

Physico-chemical parameters

pH  Alkalinity N-NHS COD TS VS VSTS  Fatcontent
- mM gNL g™t gLt gLt - %
Waste

ow 5l 55 0.1 1010 448 350 0.78 515

PM 77 282 49 49 45 3l 0.69 B2

Misture 1:1 69 175 25 52 252 188 075 292

Misture 13 72 235 3.8 258 150 108 0.72 203
@ Springer
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Table 2 Waste elemental
composition Elanental composition® Theonstical methane potential®
%C W%H %N %P %S %Ash %0" BuymmlCHygVs'
‘Waste

oW 611 106 12 02 01 42 W6 B4
% dry-matter weight basis PM 345 S0 28 05 03 36 283 54
" %0 estimated Mixture /1 502 79 22 04 01 163 29 76
* Caleulated assuming a CH,OpN,, Mixture 13 40.7 57 22 05 02 265 42 604
composition (S md P neglectad)

arithmetic means plus standard errors (error bars) and are
representative of three independent biodegradability assays
conducted in triplicate. The maximum deviation reported
was =25 mL CH, g SV ' for every assay set.

The methane production pattern observed was similar to
the ones reported by Cime et al. [5] for batch degradation of an
oilrich waste. The initial lag phase in methane production
observed for all tests could be atiributed to the rapid build-up
of FA, as proposed by Salminen et al. [27].

High VS removal efficiencies were realized in both sys-
terns at all OW/PM ratios (70, 75, and 81 % in SP system and
68, 73, and 78 % in TP system, at 1:0, 1:1 and 1:33 OW/PM
mixtures, respectively) but a stronger inhibition was observed
for the tests where only OW was added as substrate. In this
case, the lag phases extended to 400 h, but the processes
recovered. This phenomenon agrees with Palatsi et al. [23]
that demonstrated that inhibition by LCFA accumulation was
areversible phenomenon more likely to be related to physical
transport imitations, than to metabolic functions.

Furthermore, it should be noted that the total amount of
biogas produced in both systems differed considerably. In
accordance to Wust [31], the SP system produced more bio-
gas, but the TP system produced a biogas with better quality,

Table 3 Fatty acids in

ow FA Total FA (%)
Amquid acid 0,35
Behenic acid 0.67
Capric acid 0.03
Caprilic acid 0,13
Estearic acid 6.18
Heneicosanoic acid 0.02
Lauri¢ acid 0,05
Lignoceric acid 0.15
Linoleic acid 30.16
Linolelaidic acid 0,05
Margaric acid 0.10
Miristic acid 0.52
Okic acid 47,12
Palmitic acid 14,04
Palmitoleic acid 0.43

'ﬂ Springer

containing an average of 67 % methane compared to an
average of 65 % methane for the SP system.

As expected, mixtures with higher percentage of OW
showed higher specific methane potentials. This trend is in
accordance with the results of the By 1y, caleulated by the
Buswell's equation (Table 2); however, experimental values
are considerably lower than the theoretical (around 30 %)
because Buswell's equation overestimates the BMP value,
since it assumes that all the dectrons donated are exclusively
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Fig. 2 Cumulative specific methang production curves at different OW/
PM ratios with acdimated sludgs from a 5P system; b TP sysiem
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used for metabolic energy. In other words, the Buswell’s
equation does not account for substrate biodegradability,
neglecting cellular synthesis, when in reality, part of the
biodegradable organic matter is used by the bacteria to grow
and does not contribute to biogas generation [8]. In fact,
Buswell reported that during the digestion of pure carbohy-
drates, an average of 12 % of the total carbon fed was lost in
the cell protoplasm, which was not accounted for by their
formula.

Taking into account the maximum slopes of the curves
shown in Fig. 2, OW/PM 13 is the substrate mixture with
the highest degradation rate. The OW/PM 10 mixture had a
slower degradation rate even though it showed ahigher biogas
yield.

Nevertheless, and according to Pastor et al. [25], BMP
results cannot totally predict the results in a continuous oper-
ation mode of the anaerobie digester. The BMP tests are done
with an SX ratio in the mange of 040 to 0.60 g VS,aee £
Vs limﬁ,,um. This ratio usually masks any real inhibition
problem that might occur in the continuous operation mode.
In order to assess the feasibility of oily waste in continuous
operation experiments i semi-continuous mode have been
also camed out.

Single-Phase Digestion Performance

The SP reactor was batch fed raw substrate (OW or OW/PM
mixture) and was operated on a 1-day cycle for a ol of
178 days at a HRT of 20 days The feed volume was deter-
mined based on the desired HRT. Figure 3 represent the
evolution of the different parameters over time, analyzed
during the different periods. Vertical lines represent a new
period.

As showed in Fig. 3a, anacrobic digestion was started
up with OW as only substrate. The organic loading rate
(OLR) was progressively enhanced from 0.25 to 1.5 kg
VS m * day 'after the stable digestion was achieved at
each OLR.

Figure 3b represents the VS removal in the SP reactor over
time. During the first period, the solids accumulate in the
outlet. The batch experiments revealed that the OW starts
being degraded in approximately 15-20days. For that reason,
the solids accumulation at the beginning of the experiment
could indicate that the microorganisms have not totally aceli-
mated to the new substrate.

It could be found that the percentage of VS removal was
increased with the enhancement of OLR during the first
25 days, with a maximum of 35 %. Then, several operational
problems appeared due to clogging and clumping. After-
wards, values of VS removal showed a downward trend.

As described in Fig. 3¢, when anaerobic digestion was
started, it could be found that the biogas production was in
low levels. Afterwards, the OLR was subsequently enhanced

and it could be obviously found that the daily biogas produc-
tion was increased with the enhancement of OLR. The max-
imum hiogas production in this period was 1.06 o kg ' VS
removed, comesponding to a methane production of 0.69 m’
CH, kg ™' VS removed (65 % CH,) (Fig. 3¢).

During the second period, when the reactor was fed with a
mixture of OW/PM 1:1 v/fv, the sysiem recovered from the
operational problems. This could be due to the fact that, while
HR.T was maintamed at a constant level, a lower amount of VS
entered the digester due to the lower percentage of vil added to
the mixture. Afterwards, VS removal gradually increased with
a maximum a the end of the period of 65 %. V5 concentra-
tions start diminishing in a constant marmer on day 80, main-
tining the OLR at 1.5-1.7 kg VSm ™~ day .

During the third operational period, when feeding the
reactor with a mixture OW/PM 13 v/v, the good performance
ofthe process was indicated by the higher effluent VS removal
(71 % average) even when the OLR increased up to 2.5 kg VS
m ™ day™!, which is indicative of a greater degree of
biodegradation.

During the second and third operational periods the biogas
production decreased with respect to the first period but it was
always according to the subsirates mixture composition enter-
ing the system, since mixtures with higher percentage of OW
showed higher methane potentials. The average biogas pro-
duction in the second and third periods was 0.46 and 0,33 m®
kg ' VS removed, corresponding to a methane production of
0.30 (65.5 % CH,) and 0.22 (66 % CH,) m® CH, kg ' VS
removed, respectively. Near the end of the study, the biogas
production of the SP system began to decline.

Torrijos et al. [30] studied the anaerobic digestion of by-
products generated during the production and refining of oil in
SP reactors. Their results also showed that most of the by-
products generated during the production and refining of oil
had quite a high methane potential (465 to 850 ml CHy/g VS),
however, they contined a mixture of rapidly and slowly
biodegradable organic matter and the loading rates had to
remain quite low (0.03 to 0.09 g VS suspended) to prevent
any accumulation of slowly biodegradable solids in the
digesters.

In the case of Ferreira et al. [11], these authors co-digested
wasted sardine oil (WS0) and PM at farm scale in a SP
reactor. The incremental addition of WSO to a composition
(% v/v) 0f 95:5 enhanced the methane productivity four times
atOLR 5.2 kg COD m* day ™', reaching 90 % COD removal
and a methane production of 7.35 kg COD-CH,/day.

Two-Phase Digestion Performance
The objective of the acidogenic reactor was to acidify the raw
substrate in an effort to improve the performance of the

methanogenic reactor by increasing the VS removal efficien-
cies and methane yield. In addition, it was hypothesized that
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Fig. 3 Time course results of SP
system during operation: a OLR;
b VS removal; ¢ CH, production
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the acidogenic reactor may also reduce the effect of shock
loadings to the methanogenic reactor, increasing the stability
of the TP system [24].

@ Springer

The acidogenic reactor was batch fed raw substrate (OW or
OW/PM mixture) and was operated at a HRT of 2-3 days. The
feed volume was determined based on the desired HRT. This
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reactor produced an avemage of 0.5 L of biogas per day, of
which the methane content was insignificant (less than 3 %)
but additional H; production was detected (although not
quantified). This is an important aspect because according to
Nasr et al. [21], the TP digestion would achieve 1.7-19.8 %
more bioenergy recovery than the SP digestion when the Hs
production is considered.

The methanogenic reactor was batch fed acidified substrate
from the acidogenic reactor and was operated ata HRT of 17—
18 days.

The results of the two-phase system were determined by
considering the acidogenic and methanogenic reactors as two
reactors operated in series on a l-day cycle for a totl of
178 days as opposed to two separate reactors.

The process was also started up with OW as the only sub-
strate in the case of the TP systern. The OLR was progressively
enhanced from 0.25 o 1.6 kg VS m ™ day ' during this first
operational period (Fig. 4a). It could be found that the percent-
age of VSremoval was increased with the enhancement of OLR
during the whole experimentation, with a maximum of 42 %.
No operational problems were detected in this case, showing the
TP system a stable performance. The data in Fig. 4b demon-
strate that the removal of volatile solids from the TP reactor was
also very effective (around 65-75 %) while the system was fed
with OW/PM mixture (second and third operational periods)
even when OLR reached 3 kg VS m ™ day .

The biogas production was maximum at the end of the first
period (Fig. 4¢), reaching 0.98 m® kg™' VS removed, corre-
sponding fo a methane production of 0.65 m® CH,4 kg ' VS
removed (66 % CH,). During the second and third periods, the
biogas production decreased which can be attributed to a
decrease in the VS in the inlet. The average biogas production
during the second and third periods was 0.45 and 040 m™ kg™
VS removed, corresponding to a methane production of 0.30
(67.5 % CH,) and 0.27 (67 % CH,) m° CH, kg ' VS
removed, respectively.

No operational problems were observed in the TP system
during the trial at the different quantities of co-substrates
tested.

Comparison on the Performances of Continuous Single-Phase
and Two-Phase Digestion

The performances of SP and TP digestions were compared in
terms of stability (i.e., degree of vanation in biogas production
and organic matter removal when maintaining constant the
main operational parameters), methane production, and treat-
ment capacity. Although the overall average HRT, OLR, and
pH for both systems were approximately the same throughout
the duration of the study, it appears that the TP system pro-
vided a higher quality effluent in terms of VS removal, mare
short- and long-term stability and higher methane yield, than
the SP systemn.

Both the SP and TP systems achieved more than acceptable
VS removal effidencies throughout the study, taking into con-
sideration the high lipids concentration in the inlet substrate.

From the experiments, it was observed that digestion of
OW alone (51.5 % faf) was inhibitory for the anaerobic
degradation. This result agrees with previous studies. Cime
et al. [5] determined that the maximum faf percentage in the
feed mixture that can be used without causing inhibiion was
18 % of the total COD. In another study [10], the maximum
percentage of fat was 28 % of volatile solids. The highest
percentage of fat found to inhibit the anaerobic digestion
process was 35 % over the volatle solids [13].

When fat overloading, the SP system showed the least
stability. The high concentration of lipids during this expen-
mental period led to clogging problems within the SP system
while the TP reactor reached steady state with relatively stable
operation.

According to Wust [31], the acidogenic reactor reduces the
fats, oil, and grease loading to the methanogenic reactor by
greater than 50 %, potentially making the methanogenic reac-
tor and, thus, the TP system more stable to fluctuating waste-
water FOG concentrations as the acidogenic reactor acted as a
FOG trap.

According to Solera etal. [29], the TP system increases the
stability of the process by controlling the acidification phase o
prevent overloading and the build-up of toxic material.

During the second and third operational periods, mixing
OW with PM neutralized the negative effects of lipids accu-
mulation and high V5 removal efficiencies were realized m
both systems (63 and 71 % in SP system and 69 and 72 % m
TP system (averages), at 1:1 and 1:3 OW/PM mixtures, re-
spectively), although the removal efficiencies of the TP sys-
temn were more consistent throughout the study despite chang-
esin raw influent composition. Additionally, TP digestion was
capable of operating at OLR of 3.1 kg VS m * day ' stably,
higher than the OLR of 2.6 kg VS m” day ™" with SP digestion.
Higher OLR implies higher treatment capacity for the same
digester volume, which could bring better economic benefit

By comparing the methane production in the two systems,
it could be concluded that the SP system generally produced
more biogas, but the TP system always produced biogas with
higher methane content so, in terms of methane production (=
biogas volume * % CH, in the biogas), the TP system is also
advantageous, because the final net methane production is
higher.

According to Shen et al. [28], the statistical coefficients of
variation (C ) for biogas production and solids removal can
directly reflect the buffering capability of digestion system to
new-fed substrates and the stbility of digestion performance.
The statistical caleulation results mdicated that the O, for
solids removal and methane production in the stable periods
of the SP system were, respectively, 27.6 and 17.9 % (second
operational period, OW/PM=1:1) and 4.4 and 8.6 % (third
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Fig. 4 Time course results of TP
system during operation: a OLR;
b VS removal; ¢ CH, production

operational period, OW/PM=1:3). These figures were lower
in the case of the TP system: 2.3 and 15.8 % (second opera-
tional period) and 1.5 and 6.3 % (third operational period).
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Thus, it could be deduced again that the anaerobic digestion
tended to be unstable with the increase of fats in the nfluent,
especially in the case of the SP reactor.
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Therefore, based on the results of this study, the TP systemn
achieved better results than the SP system and thus a TP
systern is recommended.

The main advantage of TP systemns is not a reported higher
reaction rate, but rather, a greater biological reliability for
wastes which cause unstable performance in SP systems, as
it is the case of oil-rich streams,

It should be noted, however, that in the context of industrial
applications, even for the challenging treamment of highly
degradable biowastes, preference is still given to technically
simpler SP plants due to the lower investment needed
and the less operational complexity. Industrial applica-
tions have, up to now, displayed little acceptance for TS
systems as these represent only circa 10 % of the
current treatment capacity.

Conclusions

This study shows that the waste generated by used vegetable
oil processing companies can be treated successfully without
dilution and without adding chemical substances if they are
co-digested with substrates containing high levels of ammo-
niumn nitrogen and alkalinity to compensate for their lack in
these wastes, Furthermore, this research has demonstrated that
TP anaerobic digestion has given good performances
conceming VS removal efficiencies and process stability
compared to those given by conventional SP anaerobic
digestion reactors when treating oily waste. Further-
more, comparison of these two systems with methane
production revealed that TP system, overall, presented
higher bioenergy yield than SP.
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3.6 Disefo, construccion y operaciéon en continuo de una planta piloto
de digestion anaerobia en dos fases.

3.6.1 Disefio y construccion

Como punto de partida para el disefio de la planta piloto de digestion anaerobia en dos
fases se han utilizado los resultados experimentales obtenidos durante la realizacién
de este trabajo de tesis en los ensayos previos a escala laboratorio.

En esta parte del trabajo se ha realizado el disefio y construccién de una planta a
escala piloto donde poder estudiar el proceso de DA en dos fases con el fin de cumplir
los siguientes objetivos:

e Validar el estudio a escala de demostracion.

e Operar en continuo de forma automética.

o Mejorar el control del proceso, incluyendo monitorizando en continuo del
pH, temperatura, presion, velocidad de agitacién y volumen de gas obtenido
en cada uno de los reactores, asi como la posibilidad de seguimiento del
proceso de DA de forma remota.

e Conseguir una planta piloto transportable y facilmente operativa con solo
conectar las corrientes residuales a digerir.

e Obtener resultados que permitan el cambio de escala a una planta
industrial.

Con la planta piloto se pretende codigerir residuos de naturaleza y tamafo diferente,
por lo que, previamente a los reactores donde se produce la digestion anaerobia, se
ha incorporado una etapa de pretratamiento de estos residuos mediante trituracion de
los mismos y un tanque de homogenizacion.

La DA en dos fases implica una configuracion del proceso donde se emplean dos
reactores conectados en serie, y como la velocidad de reaccion de la etapa
acidogénica es unas 5 veces superior a la etapa metanogénica, para una operacion en
continuo, el reactor metanogénico se ha disefiado con un volumen 5 veces superior al
reactor acidogénico.

Con el fin de conocer la evolucion de las variables que influyen en el correcto
desarrollo de los diferentes microorganismos que influyen en el proceso de DA, cada
uno de estos reactores incluye los siguientes equipos auxiliares:

¢ Un sensor de presion.

¢ Una camisa calefactora eléctrica con control de temperatura, lo que permite

poder trabajar tanto en el rango mesdfilo, como en el rango termdfilo.

e Un sensor de pH.

¢ Un agitador de velocidad variable.

e Un contador de pulsos del volumen de biogas producido.

Cada una de las etapas se ha conectado a la siguiente mediante conducciones de
acero inoxidable impulsadas por bombas peristalticas, que permiten un control del
caudal, tanto de los residuos a tratar, como de los productos obtenidos en las
diferentes etapas del proceso. Para el disefio propuesto, y para un THR medio de 20
dias, el caudal medio que deben proporcionar la bombas es de 20 L/dia.
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La planta se ha disefiado con un sistema de control y recogida de datos de los
diferentes parametros sensorizados de forma que es posible conocer en todo
momento el estado del proceso.

La planta piloto se ha montado en una plataforma autoportante (dimensiones externas:
Longitud = 4 m, Profundidad = 2 m, Altura = 2,6 m) con 4 patas regulables para
nivelacion. Se ha realizado este disefio debido a que, en ocasiones, no es facil llevar
hasta la planta los residuos a tratar en condiciones Optimas para su procesado, y de
esta forma se facilita el traslado de la planta al lugar donde se encuentran los residuos.
Como la planta piloto se va a ubicar habitualmente en una nave cerrada y existe riesgo
de escape de gases inflamables, y por tanto riesgo de explosién, por cuestiones de
seguridad la planta se ha cerrado con paneles de metacrilato de 4 mm de espesor y se
ha realizado una toma trasera donde se incorpora un sistema de extraccion forzada
del aire interior, conectado a una conduccion de ventilacion exterior. El extractor
seleccionado es capaz de evacuar 500 m*-h™, lo cual equivale aproximadamente a 24
renovaciones de aire por hora de la cabina. Para acceder al interior de la planta de
forma comoda se ha incluido una puerta de doble hoja.

La construccion de la planta piloto ha sido realizada considerando la legislacion
vigente, para lo cual cumple con los requerimientos de las siguientes directivas:

o Directiva 2006/95/ce del Parlamento Europeo y del Consejo de 12 de diciembre
de 2006 relativa a la aproximacion de las legislaciones de los Estados
miembros sobre el material eléctrico destinado a utilizarse con determinados
limites de tension.

¢ Directiva 2006/42/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 17 de mayo de
2006, relativa a las maquinas.

e La Directiva 2004/108/CE del Parlamento Europeo y del. Consejo, de 15 de
diciembre de 2004, relativa a la aproximacién de las legislaciones de los
Estados miembros en materia de compatibilidad electromagnética.

En la Figura 3-26 aparece un esquema de la planta y en la Figura 3-27 una fotografia
de la planta en las instalaciones de Fundacién CARTIF.
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A continuacion se describen los diferentes equipos que conforman la planta piloto de
digestibn anaerobia, asi como las principales caracteristicas técnicas de los
subsistemas e instrumentacion de que se componen:

Sistema triturador con tolva (Figura 3-28)

Consiste en una tolva de entrada de 50 L de capacidad, construida en acero inoxidable
de 3 mm de espesor, con una puerta, una trampilla para vertido de producto sélido o
liguido, y conectado a triturador eléctrico de residuos organicos con arranque y parada
controlado desde el sistema de control. La descarga del triturador se realiza a un
depdsito de residuos de 50 L conectado a una bomba peristaltica Boyser, de caudal
variable controlado desde el sistema de control de 0 a 20 L/h. Esta bomba dispone de
un tubo de 8 mm de diametro interno.

Figura 3-28. Sistema triturador con tolva

Tanque homogeneizador de 500 L (Figura 3-29)

Es un tanque de acero inoxidable con doble mirilla de 200 mm de didmetro que
permite su visualizacion interior y su limpieza. Contiene un agitador en “L” con motor
reductor, y control de revoluciones de 0 a 90 rpm. El elemento de agitacion es de tipo
ancora de 700 mm. La sonda de temperatura es de tipo “T” envainada, de 1 m de
longitud, monitorizada desde el control, con +0,5 °C de precisién de medida. La valvula
de sobrepresion se encuentra tarada a 350 mbar. Hay dos conexiones de %"
accesorias que permiten introducir instrumentacién. Dispone de un orificio de descarga
de 50 mm de diametro con conexién en “T” para descarga inferior del producto a
través de una valvula de bola de 50 mm de diametro. La conexion a la bomba
peristaltica es similar a la anterior.

Figura 3-29. Tanque de homogeneizaciéon
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Digestor acidogénico de 100 L (Figura 3-30)

Es un depdsito de acero inoxidable con doble mirilla de 90 mm de didmetro que
permite visualizar su interior y el acceso para su limpieza. Dispone de un agitador
vertical con reductora, y control de revoluciones de 0 a 90 rpm. El elemento de
agitacion es tipo ancora de 400 mm de didmetro. También tiene una sonda de
temperatura tipo “T” envainada, de 800 mm de longitud, monitorizada desde el control,
con 0,5 °C de precisién de medida. El transductor de presién mide en el rango de
0 — 1 bar, el voltaje de trabajo es de 24 V, la intensidad de medida se encuentra en el
rango de 4 - 24 mA, y esta conectado al sistema de control mediante un lazo de aviso
de alarma de sobrepresiéon. El sensor de indicaciéon de pH mediante transductor de
insercion se encuentra conectado al control permitiendo su monitorizacién. El sistema
de calefaccion es por lazo cerrado de control y agua circulante por una camisa externa
calentada con resistencias eléctricas de 2.000 + 2.000 Watts. La temperatura de
operacién se encuentra controlada desde panel de control entre la zona meso y
termofilica, alcanzando 70 °C como temperatura maxima. La linea de biogas conecta
la parte superior del digestor, mediante tubo de 12 mm de diametro, a un contador
volumétrico basado en el desplazamiento de una columna de agua, para la medida de
biogas en el rango de 0 - 60 L-h™ con una resolucién de 100 mL por pulso, el cual
esta monitorizado desde sistema de control. Ademas, el digestor dispone de dos
conexiones de 2" accesorias para instrumentacion, y una véalvula de descarga de 50
mm de diametro con conexién en “T” para descarga inferior del producto contenido a
través de una valvula de bola de 50 mm de didmetro. La conexion a la bomba
peristaltica es similar a la anterior.

Digestor metanogénico de 500 L (Figura 3-31)

Es un depdsito de acero inoxidable con doble mirilla de 200 mm de didmetro que
permite visualizar su interior y el acceso para su limpieza. Dispone de un agitador
vertical con reductora, y control de revoluciones de 0 a 90 rpm. El elemento de
agitacion es tipo ancora de 700 mm de didmetro. También tiene una sonda de
temperatura tipo “T” envainada, de 1 m de longitud, monitorizada desde el control, con
+0,5 °C de precision de medida. El transductor de presion mide en el rango de
0 - 1000 mbar, el voltaje de trabajo es de 24 V, la intensidad de medida se encuentra
en el rango de 4 - 24 mA, y esta conectado al sistema control mediante un lazo de
aviso de alarma de sobrepresién. El sensor de indicacion de pH mediante transductor
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de insercibn se encuentra conectado al control permitiendo su monitorizacién. El
sistema de calefaccién es por lazo cerrado de control y agua circulante por una camisa
externa calentada con resistencias eléctricas de 4.500 + 4.500 Watts. La temperatura
de operacion se encuentra controlada desde panel de control entre la zona meso y
termofilica, alcanzando 70 °C como temperatura maxima. La linea de biogas conecta
la parte superior del digestor, mediante tubo de 12 mm de diametro, a un contador
volumétrico basado en el desplazamiento de una columna de agua, para la medida de
biogas en el rango de 0 - 60 L-h™ con una resolucién de 100 mL por pulso, el cual
estd monitorizado desde sistema de control. Ademas, el digestor dispone de dos
conexiones de %" accesorias para instrumentacion, y una valvula de descarga de
50 mm de didmetro con conexién en “T” para descarga inferior del producto contenido
a través de una valvula de bola de 50 mm de diametro. La conexion a la bomba
peristéltica es similar a las anteriores.

A

Figura 3-31. Reactor metanogénico

Sistema de control (Figura 3-32)

Consiste en un autdbmata programable tipo PLC de la marca Unitronics, modelo V570,
instalado en un cuadro electrénico anexo a la estructura de planta. La fuente de
alimentacion es de 24 V y 50 W para lazos de sensores y lazos de control. El sistema
SCADA se encuentra conectado a un PC gue permite el almacenamiento de los datos
y puede ser operado por control remoto via Ethernet.

En el display se encuentra representado de forma esquematica el proceso, mostrando
los elementos mas representativos de la planta, los valores de proceso, los puntos de
consigna y los botones relacionados con el control, asi como los botones auxiliares
para acceder a ciertas opciones de control o ayudas.
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Figura 3-32. PLC de control

3.6.2 Operacion en continto de la planta piloto

Para la operacion en continuo de la planta piloto de DA el lodo utilizado como inéculo
en los reactores procedia del digestor anaerobio de una planta de tratamiento de
aguas residuales municipales, previamente adaptado a las mezclas OW y PM, el cual
tenfa una concentracion de 12 + 1 gSV-L™. Antes de cargar los reactores, el lodo fue
lavado para no introducir sustancias extrafias al sistema.

Tomando como base los resultados obtenidos en los ensayos realizados a escala
laboratorio, el reactor acidogénico se alimenté con una mezcla 1/5 de OW/PM, que
previamente habia pasado por el triturador con el fin de obtener un tamafio de
particula menor de 5 mm de didmetro de forma que se posibilitara su circulacion por
las diferentes conducciones de la planta piloto. EI pH en este reactor se mantuvo
dentro del rango 5,5 - 7,0. Transcurrido el THR determinado para esta fase, la mezcla
fue bombeada al reactor metanogénico. En este ultimo reactor el pH se mantuvo
durante todo la experimentacién, sin la adicién de reactivos, a un pH comprendido
entre 6,8 — 7,5.
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Una vez estabilizado el sistema, los parametros que permiten evaluar el rendimiento
del proceso, como la eliminacion de DQO soluble, el pH y la eliminacién de sélidos
totales disueltos en cada fase, se mantenian relativamente constantes, con una
desviacion estandar menor del 15%.

Con el fin de encontrar las condiciones éptimas de operacion para conseguir la mayor
eliminacion posible de DQO soluble, a la vez que se maximizaba la capacidad de
tratamiento de la planta (THR minimo) se realiz6 un experimento consistente en
disminuir en cuatro etapas de forma sucesiva el THR, tanto en el reactor acidogénico,
como en el metanogénico, y por ende el THR total del proceso de DA, segun se
muestra en la Tabla 3-9.

Tabla 3-9. THR ensayados

THR en el reactor THR en el reactor THR total
Etapa 1 4 20 24
Etapa 2 2 18 20
Etapa 3 1 15 16
Etapa 4 0,5 11,5 12

Los resultados obtenidos de esta experimentacion se pueden ver en las Figuras 3-33 a
3-36.
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Como puede observarse en la Figura 3-33 la DQO soluble (DQOs) a diferentes THR
para la mezcla que alimenta el reactor acidogénico (RA) varia entre 17.500 y 19.600
mg-L?, la DQOs para la salida del RA varia de 10.520 a 13.500 mg-L™* y para el
reactor metanogénico (RM) la DQOs varia de 2.550 a 3.500 mg L™. De la Figura 3-34,
se concluye que el porcentaje de eliminacion de DQOs se encuentra en el rango de
31,1 — 44,0% en el RAy 71,3 — 75,9% en el RM para los distintos THR. El mayor
porcentaje de eliminacion de DQOs, 44,0%, se consigue en el RA a los 20 dias de
THR total y en el RM a los 24 dias de THR total con un porcentaje de eliminacion de
DQOs de 79,5%. Para el conjunto de proceso, el mayor porcentaje de eliminacion de
DQOs, 86,4%, se obtuvo a los 20 dias de THR. El bajo porcentaje de eliminacién de
DQOs en la fase acidogénica se debe al complejo estado de la mezcla que se utiliza
como substrato, la cual estd formada por compuestos de cadena larga, como
proteinas, grasas y carbohidratos, mientras que en la fase metanogénica el substrato
entra en forma de moléculas de cadena corta, como alcoholes y &cidos grasos
volatiles, después de haber pasado la mezcla por la etapa de hidrdlisis y acidogénesis
en el RA.

En la Figura 3-35 se observa que la concentracién media de SDT para la mezcla que
alimenta el reactor acidogénico varia entre 10.400 y 11.800 mg-L™, la concentracion
media de SDT para la salida del RA varia de 9.150 a 10.200 mg-L™" y para el RM la
concentracion media de SDT varia de 2.040 a 2.800 mg-L™
La Figura 3-36 muestra que la eficiencia de eliminacion de SDT se encuentra entre el
8,2 — 18,9% en el RA y entre el 69,9 — 77,7% en el RM para los distintos THR
ensayados.

La méxima eficiencia de eliminacion de SDT, 81,8 %, se ha conseguido con un THR
de 20 dias.
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Durante el estudio, los parametros de control utilizados para comprobar la estabilidad
del reactor metanogénico fueron el pH y la alcalinidad.

En la Figura 3-37 se muestran los cambios de pH en el efluente de los dos reactores
para los distintos THR estudiados. El pH de la mezcla utilizada como alimentacion
(después de su acidificacion con H,SO, para alimentar al reactor acidogénico) se
encuentra en el intervalo de 5,42 — 5,86, la salida del reactor acidogénico tiene un pH
en el intervalo 5.96 — 6.78 y la salida del reactor metanogénico tiene un pH
comprendido entre 7,41y 7,88.

Los valores de alcalinidad para el RA varian de 320 a 360 mg-L™, mientras que para el
RM los valores de alcalinidad varian de 520 a 550 mg-L™.

Durante los primeros dias de operacion se observé para todos los ensayos una
acumulacién de oleato y linoleato, pero posteriormente la concentracion de estos
acidos disminuyd, produciéndose una elevacion de la concentracion de palmitato, lo
cual coincide con lo experimentado por Cime et al. (2007). Las
concentraciones de los otros LCFA siempre fueron bajas.
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Figura 3-37. pH a diferentes THR

A la vista de los resultados experimentales obtenidos en la planta piloto se puede
concluir que:
e EITHR mas eficiente para operar la planta es de 20 dias.
e El méximo porcentaje de eliminacion de DQOs y SDT logrado en el sistema es
de 86,4 y 81,9%, respectivamente.
e La produccion de biogas alcanzé un méaximo de 0.65 m® kgSDVeiminado -
(65% CH,) a los 20 dias THR.
e ElpHy la alcalinidad del efluente de los reactores se mantuvo estable a partir
de los 20 dias de THR.

El trabajo realizado en este apartado de la tesis ha sido utilizado para redactar el
articulo titulado: “Two-phase anaerobic co-digestion of used vegetable oils’ wastes and
pig manure”, el cual ha sido publicado en la revista International Journal of
Environmental Science and Technology, revista listada en el JCR con factor de
impacto 1.794 en su afio de publicacion. A continuacion se presenta dicho documento:
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Absiract The purpose of this work was to study the
anaerobic co-digestion of all the by-products generated
during the processing of used vegetable oils (UVO) with the
objective of proposing a solution for the treatment of these
wastes. More specifically, this study investigates the
advantages of two-phase anaerobic digestion for treating a
mixture (1/5 viv) of UVD processing wastes (OW) and pig
manure (PM) using two semi-continuous digesters operated
at mesophilic temperature (37 £ 1 °C). The experiments
were conducted at hydranlic retention time (HRT) of 0.5, 1,
2 and 4 days in the first stage (acidifier) and at HRT of 1 1.5,
15, 18 and 20 days in the second stage (methaniser). The
results revealed that the HRT had a high influence on the
soluble chemical oxygen demand (sCOD) and total dis-
solved solids (TDS) removal. The maximum total sCOD
removal efficiency of 86.4 % and TDS removal efficiency
of B1.9 % was achieved at 20 days of global HRT. The
maximum biogas production of 0.65 m* per klogramme of
volatile dissolved solids (VDS) was removed, correspond-
ing to a methane production of 0,42 m® CH, ke™'. VDS
removed (63 9% CHy) was also achieved at 20 days of HRT.
The two-phase digestion systemn showed good stability,
which was mainly attributed to the strong buffering capacity
with the two-phase system and the high alkalinity from PM
when co-digested with OW. The results obtained from this
study provide fundamental information for scaling up a
high-performance two-phase anaerobic system in the future.
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Introduction

Energy from waste is regarded as one of the most dominant
future renewable energy sources, since it can provide a
continuous power generation (Appels et al. 2011).

Used vegetable oils (UVO) are a promismg altemative
to the use of edible oils as feedstock for biodiesel pro-
duction. The Euwropean Union produces 700,000 to 1 mil-
lion tons a year of UVQ, and most of them are disposed
improperly (Chhetn et al. 2008; Kulkarni and Dalai 2006).

UVO can produce blockades in pipes and make sewage
treatment more difficult when disposed through the sink.
The EU strongly favours and supports the recovery of UVO
for biofuels production as it fits in the strategy of reducing
dependency on petrol fuels (EU 2006), minimising green-
house gas emissions, decreasing engine pollution, and at
the same time, it is a way to reduce waste disposal that can
contaminate soils and waters.

When UVO is collected, it goes to a pre-treatment
process to eliminate moisture and bulky particulate and
then through a refining process to eliminate free fatty acids
and other undesirable compounds before sending it for
biodiesel production. Nowadays, the increasing amount of
wastes generated in this sector as consequence of the pre-
treatment and refining processes means an environmental
problem. Inadequate management and uncontrolled dis-
posal have influenced both water bodies and nearby com-
munities and have raised health concerns (Refaat 2010).

Anaerobic digestion (AD) of residues from the pre-
treatment process and by-products of the refining process

* @ Springer
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have the potential to achieve an efficient pollution reduc-
tion as well as the advantage of conserving energy and
providing opportunities for environmental and socioeco-
nomic benefits { Appels et al. 201 1; Torrijos et al. 2008). On
the other hand, it is well known that oil-rich wastes AD is
not always easy and simple, since anaerobes are very
sensiive to lipid-rich matters, o surfactants producing
during oil hydrolysis as well as to intermediate compounds
of oily wastes degradation process (Hidalgo et al. 2013;
Hong 201 1; Neves et al. 2009; Zhang et al. 2010).

Lipads cause operational problems m anaerobie digesters
due to clogging and may also cause mass transfer problems
for soluble substrates, since they become adsorbed to the
microbial biomass surface. The flotation of biomass due to
adhesion of fat may also produce loss of active biomass
because of washout (Cirne et al. 2007).

MNevertheless, lipids are attractive substrates for AD, and
co-digestion due to the higher methane yield obtained
when compared with proteins or carbohydrates. In this
context, lipid-rich waste can be regarded as a large
potential renewable energy source (Mobarak-Qamsari et al.
2012). Ahrin (2003) described a significant increase
(100 %) in the yield of methane when fish oil was added to
a manure digester. The benefit of adding lipids to a digester
in order to enhance methane production is therefore a
promising approach, which should be better explored.

Two-phase AD systems plus co-digestion have been
suggested for the treatment of waste streams containing
high levels of lipids such as kitchen waste (Li et al. 2010;
Yang et al. 2013; Zhang et al. 2007), dairy waste (Demirer
and Chen 2005; Ince 1998), ice cream factory effluents
(Borja and Banks 1995), fish meal processing waste
(Guerrero et al. 1999), slanghterhouse waste (Wang and
Banks 2003) or olive mill solid waste (Beccan et al. 199§;
Borja et al. 2002; Travieso et al. 2008). These studies have
illustrated the potential advantages of two-phase AD over
single-phase systems when treating complex substances,
e.g. shorter retention time, higher gas conversion efficiency
and higher methane concentration in the produced gas
(Bouallagu et al. 2005; Demirer and Chen 2005; Sent-
hilKumar et al. 2011;Yu et al. 2002). Furthermore, on one
hand, 1t may allow a reduction in total reactor volume
(Demirel and Yenigiin 2002; Ince 1998), and on the other
hand, co-digestion alleviates the inhibitory effect caused by
high fat concentrations (Yang et al. 2013).

The two-phase AD system permits the selecion and
enrichment of different bacteria in each digester; in the first
phase, complex pollutants are degmded by acidogenic
bacteria into volatile fatty acids (VFA), which are subse-
quently converted to methane and carbon dioxide by ace-
togenic and methanogenic bacteria in the second phase.
This configuration also increases the stability of the process
by controlling the acidification phase in order to prevent

v @ Springer

overloading and the build-up of toxic material {Demirel
and Yenigiin 2002). Moreover, the first stage may act as a
metabolic buffer, preventing pH shock to the methanogenic
population; in addition, low pH, a high organic loading rate
and a short hydraulic retention time (HRT) are all factors
that favour the establishment of the acidogenic phase and
preclude the establishment of methanogens. With waste
containing high concenwrations of lipids, the first phase
serves mainly to remove solids and, henee, achieves a more
stable high-rate anaerobic reactor operation (Palenzuela
1999).

Acidogenic and methanogenic microorganisms differ
not only in terms of their nutritional and pH requirements,
but also with respect w their physiology, growth and
nutrient uptake kinetics, and in their particular ability to
withstand environmental changes. Consequently, condi-
tions that are favourable to the growth of acid-forming
bacteria (short HRT, low pH) may be inhibitory to meth-
ane-forming bacteria. An advantage of two-phase digesters
is that their operating conditions may be selectvely
determined in order to maximise not only acid but also
methane-forming bacterial growth. Nonetheless, in the case
of waste with a high content of biorecaleitrant substances, a
certain level of methanogenic activity is permitted in the
acidogenic reactor, since these bactena consume Hs, pro-
duced in the acidogenic phase (Solera et al. 2002).

Furthermore, two-phase AD has given the best perfor-
mance in methane productivity and COD removal effi-
ciency compared with one-phase conventional digestion
(Goblos et al. 2008; Wuast 2003).

Therefore, taking into account the potential advantages
of two-phase AD and continuing the research of upgrading
the anaerobic co-digestion of different wastes, the aim of
the present work has been to assess the performance of
two-phase anaerobic co-digestion of residues and sub-
products from the used vegetable oil processing industry
(OW) with pig manure (PM) in semi-continuous sequenc-
ing digesters operated at mesophilic temperature.

This report discusses a pilot scale research with the
emphasis placed on the evaluation of biogas production
optimal values and organic matter removal efficiencies of
effluents under different HRTs. The research described in
this paper was performed in laboratories of Centro Tec-
noldgico CARTIF, Spain, in 2012-2013.

Materials and methods
Waste streams
The treatment of UVO is intended to yield a product with a

given quality that satisfies the needs of the biodiesel
industries. The treatment process of UVQ involves several
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chemical and physical steps which generate a mixture of
residues (OW) In this study, OW were supplied by a
biodiesel company located 1n Madnd (Spain).

PM proceeded from a swine-raising farm located nearby
the city of Valladolid (Spain).

Wastes analysis

Total and volatile solid concentration (TS, V5), total and
volatile dissolved solid concentration (TDS, VDS), chem-
ical oxygen demand (COD), soluble chemical oxygen
demand (sCOD), fat content, alkalinity, P and pH were
determined following standard methods (APHA 2005)
recommendations.

Fatty acids (FA) concentrations were determmed using a
gas chromatograph (HP-Agilent) equipped with a flame
ionisation detector (FID). C, N, H and S contents were
determined by UNE-CEN/TS 15104 EX with a LECO
Truspec CHN(S) elemental analyser.

Oxygen content was not measured directly but was
estimated assuming that no other elements (apart from the
measured C, H, N, § and P) were present in the wastes.

Biomethane potential (BMP) test

In order to study the biodegradability and biomethane
potential of different OW/PM mixtures, batch experiments
were run in glass serum bottles with a liquid volume of
600 mL (2,000 mL of total volume).

All the experiments were carried out at 37 + 1 °Cin a
thermostatic room, and continuously strred on a shaking-
table. Anaerobic sludge from a municipal wastewater
treatment plant, previously adapted to OW and PM mx-
tures, with a concentration of 12 £ 1 gV§ L_l, was used
as inoculum for the anaerobic test.

The concentration of the inoculum in all the assays was
6.5gL™", and pH was 7.5. In this study, four OW/PM
ratios were selected for the substrate, 140, 1/1, 1/3 and 1/5
viv, and triplicate assays, for all the waste mixtures and
conditions, were performed. Substrate/inoculum (5/X)
ratios were in the range of 0.40-0.60 gVS e 2VSLLoium
for all the samples.

A set of trdplicate blank assays without any waste (only
inoculum) was also performed for endogenous methane
production determination. To avoid acidification of the
assay, NaHCO; was added as buffer (6 gNaHCO, LY.
Experiments were finished when the biogas production rate
in waste assays decreased w the same level as in the blank
a55aYys.

Biogas production was measured manually by a pressure
transmitter (Druck, PTX 1400, range 1 bar) in the head
space of each reactor. To avoid reaching overpressure,

biogas 1n the head space was released penodically. Pres-
sure differences were converted to biogas volume, using
the 1deal gas Law and standard temperature and pressure
conditions (STF, P = | bar and T = 0 °C).

Biogas composition was measured before each release
with a Vanan CP<4900 Micro-GC with a thermal con-
ductivity detector. Net methane producton was caleu-
lated by subtracting the amount of the methane produced
by the blank assay from the methane production of each
assay.

Expenmental set-up

In order to study the operational and performance charac-
teristics of the two-phased AD when treating a mixture of
OW and PM., the pilot plant schematically illustrated in
Fig. 1 was constructed.

The system is comprised of a waste grinder, a homog-
enisation tank (0.5 1'113}, a continuous strred tank acidifi-
cation reactor (AR) 450 mm imner diameter and 700 mm
height, made up of stainless steel with a working volume of
0.1 m*, a continuous stired tank methanogenic reactor
(MR) 800 mm mmner diameter and 1,200 mm height, made
up of stainless steel with a working volume of 0.5 m®, and
a digested effluent tank. The acidogenic and methanogenic
reactors were fabricated with 1:5 volumetrc ratios to
maintain shorter HRT in the AR as comparable with longer
HET in the ME.

The mission of the acidogenic reactor is to acidify the
raw substrate in an effort to improve the performance of the
methanogenic reactor by increasing the SV removal effi-
ciencies and methane yield. In addition, the acidogenic
reactor may also reduce the effect of shock loadings to the
methanogenic reactor, increasing the stability of the two-
phase system.

The source materials were pre-treated by the grinder,
then pumped into the AR and then forced from the AR into
the ME. A check valve connects the AR with the MR,
which was also comected with the digested effluent tank
by another check valve.

Two thermometers and two pH-meters were installed,
one in the acidification reactor and another in the methane
fermentation reactor. A pressure gauge was installed on
the biogas line to monitor head-gas pressure in both fer-
mentation reactors. Biogas generated was measured using
two wet gas flow meters. The exteriors of the acidification
reactor and the methane fermentation reactor were coated
with a 5 em layer of polyurethane foam for heat msula-
tion, and the temperature was maintained at 37 £+ 1 °C by
an electric heating jacket. Several ports were installed on
the walls of the fermentation system for withdrmawing
samples.
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Fig. 1 Experimental set-up

Results and discussion
Waste composition

Lumped parameters as TS, VS, COD, total organic carbon
(TOC) and total nitrogen (TN) are the most frequently
analysed since they are the key when deterrmnming treat-
ment optimisation. Furthermore, the analysis of the ele-
mental composition provides information about the
theoretical methane potential (Bg 1y, ) of a given waste using
Buswell’s equation (1). This equation assumes methane
production from the complete degradation of a certain
waste with a given elemental composition, where
C,H,OuN,. represents the chemical formula of the biode-
gradable organic compound subjected to the anaerobic

Table 1 Waste characterisation

degradation process, and the production of methane con-
sidered herein is the maximum stoichiometrcally possible
(Lesteur et al. 2010). For a CH,OuN. compound, the
theoretical methane potential [at standard temperature and
pressure conditions (STP)] 1s
_G+g-b-3) 224
T In+a+16b+14c

L CHy4

ZVS (1)

Byt |=|
where the parameters n, a, b, ¢ refer to the stoichiometry
index of C, H, O and N, respectively.

Tables 1, 2 and 3 gather the results obtained from the
characterisation of the selected raw wastes and their
mixtures.

PM has a high content of ammonia in comparison with
OW. Manure possesses a high alkalinity, while the

Waste Physico-chemical parameters Protein (%)
pH™ Alkalinity (mM)  N-NHg(gNL™%  TS(gL™% VS@EL™" VS/TS™  Fat content (%)

oW 6.5 30 - 3914 374.1 0.95 49.6 2.7

FM 1.7 282 49 449 30.7 0.68 - -

Mixwre V1 7.0 160 2.5 2255 2124 0.94 24.8 1.4

Mixwre V3 7.1 202 37 141.5 116.6 0.82 12.4 0.7

Mixwre /5 7.2 240 4.1 1156 99.0 0.86 8.3 0.4
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alkalinity of OW is low. On the other hand, OW have a
high content of fats and proteins in contrast to manure. The
characterisation of the wastes indicates that co-digestion
with PM could be a cost-effective method to treat OW
without the need to add nitrogen source or chemicals for
increasing buffer capacity or adjusting pH, in accordance
with Zhang et al. (2011).

Palmitic, linoleic and oleic are the most abundant long
chain fatty acids (LCFA) in the OW samples (Table 2). The
concentratons of the other acids were always much lower.
Lalman and Bagley (2001) reported that palmitic acxd was
the main product detected from oleic and Imoleic acuds
anaerobixe degradation, so their presence in the batch
experiments and in the two-phase reactor 15 expected in this
study.

These three compounds have been identified as inhibi-
tors for methanogens. Even at low concentrations, these
compounds can be adsorbed on the cell membrane

Table 2 Fatty acids in OW

interfering with mass transfer across the membrane (Pastor
et al. 2013).

Previous works (Beccari et al. 1998) on the anaerobic
treatment of oily wastes have shown that the inhibiion of
methane production is mainly caused by the high presence
of hipds, this 15 why the co-digestion of these wastes with
non-oily wastes (as PM) is a key factor to prevent inhibi-
tion of methanogenesis since the lipids concentration is
lowered.

Specific methane potential

Figure 2 shows the cumulative specific methane production
of the wastes at the different mixture ratios assayed. All the
biodegradability assays were conducted m triplicate, and
the maximum deviation reported was +15 mLCH, gSV ™'
for every assay set.

The methane production pattemn observed was similar to
the ones reported by Cirne et al. (2007) for batch degra-
dation of a lipid-rich waste. The initial lag phase in
methane production observed for all tests could be attrib-

FaA %) uted to the rapid build-up of FA, as proposed by Salminen
Araquid acid 045 et al. (2000). The maximum methane production rate
Behenic acid 0.77 observed was similar for tests with mixture of OW and PM
Capric acid 0,01
Caprilic acid 0.05 700 -
Cerotic acid 0.01 —r
Estearic acid 592 . ‘rﬂ‘-
Heneicosanoic acid 0.01 i P
Lauric acid 0.05 E 00 1 e QWP 10
Lignoceric acid 0.25 § 300 1 il
Linaleic acid T L R Bailinbit
Linolelaidic acid 0.09 Bl
Margaric acid 011 102
Miristic acid 0.46 a : : : ; 5
e 200 400 00 800 1000
Oleic acid 45.65 Time [h)
Palmitic acid 13.84
Palmitoleic acid 0.55 Fig. 2 Cumulative specific methane production curves of the waste
mixtures at diferent OW/PM ratios
Table 3 Waste elemental composition
Waste Elemental composition® Theoretical methane potential®
o %H %N %P %S fAsh %0" By (MLCH,-gVS™ ")
ow 64,13 9.6 1.2 0.2 01 4.2 206 B24
PM 345 4.7 2.8 0.4 0.7 36 253 516
Mixture 171 503 7.1 1.8 0.3 04 I8.1 220 670
Mixture I/3 42,09 58 2.3 0.4 0.6 M8 4.1 603
Mixture I/5 40.4 57 2.5 0.4 0.6 26.0 244 577

* % dry-matter weight basis
" 0 estimated
© Calculated assuming a C,H,OpN, composition (§ and P neglected)
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as substrate (in mLCH, L™" h™": 3.3, 3.4 and 5.9 for OW/
PM rates of 1/1, 1/3 and 1/5, respectively) but a stronger
inhibition was observed for the test where only OW was
added as substrate. In this case, the lag phase exiended to
404} h, but the process recovered. This phenomenon agrees
with Pereira et al. (2003) that demonstrated that inhibition
by LCFA accumulation was a reversible phenomenon more
likely to be related to physical transport limitations, than to
metabolic functions.

As expected, mixtures with higher percentage of OW
showed higher specific methane potentials. This trend is in
accordance with the results of the By, caleulated by the
Buswell’s equation (Table 3), however expenmental val-
ues are considerably lower than the theoretical ones (in
mLCH, gVS™": 648, 520, 480 and 415 for OW/PM rates of
/0, 11, 1/3 and 1/5, respectively). This could mean that
the maximum theoretical conversion has not been reached
during the experimentation (that is something usual), but
also that with Buswell's equation neither the use of sub-
strate nor other routes of conversion of organic matter are
taken into consideration for the production of bacterial
biomass (de Lemos 2007).

Part of the biodegradable organic matter, used by the
bacteria o grow, does not contribute to the BMP value.
In other words, the Buswell’s equation does not account
for substrate biodegradability, neglecting cellular synthe-
sis, when in reality, part of the biodegradable organic
matter 15 used by the bactena to grow, and does not
contribute to biogas generation. In fact, Buswell reported
that during the digestion of pure carbohydrmtes, an
average of 12 % of the total carbon-fed was lost in the
cell protoplasm which was not accounted for by their
formula. The Buswell's equation therefore overestimates
the BMP value. Furthermore, it is known that in the
presence of specific inorganic donors (such as nitrate,
sulphate or sulphite) and some by-products of the cellular
metabolism (Zhou et al. 2013) the production of methane
can decrease.

Taking in mind the operation of a two-phase anaerobic
pilot plant, the optimal scenario assayed comesponds to the
ratio OW/PM:1/5 v/v where shorter lag perniods will make
it possible to operate at lower HRT.

During the first days of the assay, methane content in
biogas was low, but it increased until reaching percentages of
70.6,69.2,69.1 and 69.5 for OW/PM rates of 1/0, 1/1, 1/3 and
1/5, respectively. A fact that is observed in all the mixturesis
that the lower the OW/PM ratio is in the batch assay, the
faster the methane content increases in the biogas. The
breakdown of the complex substrate takes place during those
first stages, with its consequent acid-components generation
and buffer consumption (MaHCO3), changing the HCO,™/
05 balance and releasing CO, from the liguid to the gas
phase. Therefore, a substrate more easily degradable will

* @ Springer

Table 4 Experimental HRT

HET acidogenic HRET methanogenic Total HRT
reactor (day) reactor (day) (day)

Run 1 4 20 24

Run 2 2 18 20

Run 3 1 15 16

Run 4 (1] 11.5 12

produce more C0Osz and i consequence a biogas with lower
methane content at the beginning of the assay.

Two-phase reactor behaviour

The sludge used as inoculum in the reactors was the same
used in the biodegradability test. Before loading the reac-
tors, the sludge was clearly washed.

The AR was fed with the waste mixture of oily waste
and PM (after previous grinding) at an optimum mixing
ratio of 1/5 (OW/PM), and pH was controlled within the
range 5.5-7.0 by the addition of H:850,. The mixture was
then pumped into the methane fermentation reactor. No
chemicals addition for pH control was required in this
stage. After stabilizing the reactor, studies were conducted
under the steady state conditions. At the steady state of the
bioreactors, performance parameters like COD, pH and
solids removal were relatively constant [standard deviation
(SD) =15 %].

In order to find the optimum operating conditions for
sCOD and TDS removal, an experiment consisting of four
runs with successively decreasing HRT in acidogenic and
methanogenic reactors, and thus, toml HRT, was per-
formed. The system was operated at the HRT showed in
Table 4. The pH, temperature and biogas producton of
acidogenic and methanogenic reactors were monitored
online using a programmable logic control.

sCOD removal

The results obtained during the process run of different
HRTs are plotted in Fig. 3a. The average sCOD concen-
tration for feed varies from 17,500 to 19,600 mg L™" (min:
14,982 mg L™'; max: 23300 mg L™ SD: 13.8 %), for
AR outlet vares from 10,520 to 13,500 mg Lt (mmin:
8,028 mg L™'; max: 18,150 mg L™'; SD: 7.1 %) and for
MR varies from 2,550 to 3,500 mg L™" {min: 890 mg L™
max: 3,895 mg L™": SD: 4.2 %). From Fig. 3b, it is evi-
dent that sCOD removal efficiency was in the range of
311440 % in the AR and 71.3-75.9 % in the MR at
various HRT. The maximum sCOD removal efficiency of
75.9 % at 24 days of HRT was achieved in the MR, and
44.0 % at 20 days of HRT was achieved in the acidogenic
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phase. The maximum total sCOD removal efficiency of
86.4 % was also achieved at 20 days of HRT. The lower
efficiency of the acidogenic phase is due to the complex
state of the mixture, even after grinding, while in the
methanogenic phase the substrate enters as simple short-
chain compounds after hydrolysis and the fermentation
process in the AR,

TDS removal

The average TDS concentration for feed varies from
10400 to 11,800 mg L~! (min: 7,652 mg L™'; max:
13,528 mg L~% SD: 10.7 %), for AR outlet varies from
9,150 to 10200 mg L' (min: 7925 mg L', max:
12,925 mg L™"; SD: 8.3 %) and for MR varies from 2,040
to 2,800 mg L™" (min: 1,552 mg L™"; max: 3,963 mg L™';
SD: 7.8 %).

Figure 4 shows the TDS removal efficiency of acido-
genic and methanogenic reactors at various HRT.

It is clear that the TDS removal efficiency in the AR is
in the order of §.2-18.9 % for varnous HRT, and in MR,
TDS removal efficiency varies from 69.9 to 77.7 %. The
maximum total TDS removal efficiency of Bl.9 % was
achieved at 20 days of HRT.
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Fig. 5 pH at different HRTs

pH, alkalinity and LCFA concentration

pH changes in the effluent of the reactors at various HRT are
shown in Fig. 5. It is clear that the average pH of the raw
feed (after acidification with H250,), AR oudet and MR
outlet are in the range of 5.42-5.86 (min: 5.18 mg L™";
max: 631 mg L™': SD: 62%), 5.96-678 (min:
550mgL™" max: 7.00mgL™"; SD: 7.8 %) and
741-7.88 (min: 7.20 mg L™'; max: 855mgL™"; SD:
4.9 ), respectively. The alkalinity values for AR vary from
320 to 360 mg L' (min: 286 mg L™"; max: 496 mg L™';
SD: 8.0 %), whereas for the MR the alkalinity values vary
from 520 to 550 mg L™' (min: 420 mg L™'; max:
766 mg L™'; SD: 5.3 %). In this study, pH and alkalinity
values were under control for the stable operation of the MR.

Accumulation of oleate and linoleate was observed
during the first days of operation for all the assays. Then, a
decrease in these acids conmcentration, which comelated
with the accumulation that occurred for palmitate was
observed, in accordance with Cirne et al. (2007). The
concentrations of the other LCFA were always much
lowver.
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Fig 6 Biogas production at different HRTs

Angelidaki et al. (2002) reported inhibition for oleate
concentrations higher than 200 mg L™'. Furthermore,
Salminen et al. (2000) found that palmitate concentrations
were inhibitory during the degradation of solid poultry
slanghterhouse waste. However, this does not seem to have
been the case in the present study. No inhibition of meth-
anogenic bacteria activity has been observed during the
experimentation, even working with pH values in the MR
inlet lower than 6.

Beceari et al. (1998) applied a two-reactor system with
partial phase separation for treating olive oil effluents and
reported that in the conversion between oleic acid and
palmitic acid, the saturation from oleic to stearic was the
limiting step, whereas the first step of P-oxidation (stearic
to palmitic) proceeded quickly.

EBiogas

Biogas production at different HRTs for the whole system
is shown in Fig. 6. The average methane content in the
biogas ranged between 63 and 65 % during the experi-
ments. The average maximum biogas production of
0.65 m® kgVDS ™' removed (min: 0.622 m® kgVDS ™'
max: 0.664 m* keVDS™'; SD: 14.8 %), (65 % CHy) was
achieved at 20 days of HRT, whereas 0.645 m® kgVDS™'
removed (min: 0600 m® kgVDS™'; max: 0,654 m®
kgVDS™; SD: 136 %) for 24 days of HRT,
0.594 m” kgVDS™" removed (min: 0.585 m® kgVDS™";
max: 0621 m* kgVDS™'; SD: 138 %) for 12 days of
HRT and 0545 m® kgVDS™'  removed  (min:
0.538 m® kgVDS™'; max: 0.605 m’ kgVDS™'; SD:
12.8 %) for 16 days of HRT. Biogas production is directly
related to sCOD stabilization, for example without biogas
production minimal sCOD and VDS remowval occurs
(Grady et al. 1999),

* @ Springer

It can be observed that, also here, experimental values
are lower than the theoretical ones obtained by applying
Buswell's equation (Table 3).

According to Shen et al. (2013), the statistical coeffi-
cients of varation (SD) for biogas production can directly
reflect the buffering capability of digestion system to new-
fed substrates and the stability of digestion performance.
The statistical calculation results indicated that the SD for
methane production in the stable perdods of the two-phase
system was always lower than 15 %. Thus, it could be
deduced that the AD was stable under the whole
experimentation.

This study shows that oilly wastes can be treated suc-
cessfully without high dilution and without adding chem-
ical substances (apart from sulphuric acid for pH control) if
they are co-digested with substrates containing high level
of ammonium nitrogen and alkalinity to compensate for
their lack in these wastes.

The same conclusion was previously stated by other
authors (Angelidaki and Ahing 1997; Angelidaki et al
2002; Fezzani and Cheikh 2007).

Coneclusion

A plot scale two-phase semi-contmuous stired tank
reactor was used to treat o1ly waste with PM as co-substrate
(145 wiv) at different HRTs (12, 16, 20, and 24 days). The
experimental results indicated that the most suitable HRT
for an efficient run of the reactor was 20 days. The maxi-
mum removal of sCOD and TDS achieved in the system
was 86.4 and 81.9 %, respectively. The biogas production
reached a maximum of 0.65 m® kgVDS ™! removed (65 %
CH,) at 20 days HRT. The pH and alkalinity of the reactors
effluent were stable under 20 days of HRT.

From the results obtained, it was clear that two-phase
AD system has given good performances concerning
methane productivity, sCOD and TDS removal efficiencies
and effluent quality compared with those given by con-
ventional one-phase AD reactors,

Therefore, two-phase AD could be a very feasible
altemnative, eco-friendly and sustainable treatment system
for the waste generated by used vegetable oil processing
companies and pig farms.

Furthermore, co-digestion of OW and PM on a two-
phase anaerobic system is a promising method for the
recovery of bioenergy.
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3.7 Estudio del cierre de ciclo de aprovechamiento de nutrientes
mediante valorizacién del digestato

Aunque el proceso de DA se lleva a cabo principalmente para el tratamiento de
residuos para la produccién de biogés, también permite obtener como resultado una
corriente liquida y densa llamado digestato, rica en minerales y nutrientes, e ideal para
ser utilizada como fertilizante, aunque su gestion entrafia complicaciones debido a los
elevados costes de transporte que lleva asociada por su elevado contenido en agua.

El aprovechamiento del digestato para la obtencién de productos de alto valor afiadido
cerrara el ciclo de los nutrientes, reduciendo las emisiones de gases de efecto
invernadero, y remediando un problema medioambiental en beneficio del entorno y de
la sociedad, ademas de mejorar de forma importante los resultados econdémicos de las
plantas de biogas.

Las ventajas que presenta el digestato como fertilizante son:

e Si los comparamos con los residuos organicos antes de su digestién, los
digestatos son mas adecuados para uso agricola, puesto que producen menos
olores y tienen una mayor calidad higiénica.

e Puesto que tras la fermentacion anaerobia el nitrégeno y fésforo organico pasa
a mineral, el digestato puede considerarse similar a un fertilizante mineral.

e Puede competir en el mercado de forma ventajosa con los fertilizantes
minerales debido al precio al alza de estos ultimos.

El digestato puede aprovecharse aplicandolo directamente a la tierra, o separandolo
en sus fracciones solida y liquida, normalmente por centrifugacion. La fraccion sélida
suele someterse a un proceso de compostaje para la obtencién de la llamada
“‘enmienda organica compost”,. La calidad de este compost se encuentra regulado por
el RD 506/2013, de 28 de junio. La fraccién liquida del digestato, la cual tiene en
disoluciéon una gran cantidad de nutrientes, nitrégeno y fosforo principalmente, se
utiliza en actividades agricolas como fertilizante organico. Son varias las tecnologias
de recuperacién de nutrientes que han surgido y que en algunos de los casos estan en
fase de desarrollo, entre las que destacan las de recuperacion de nitrégeno mediante
desorcién o stripping (Hidalgo et al., 2004; Lei et al., 2007), y las de recuperacién
conjunta de nitrégeno y fésforo como estruvita (Karakashew et al., 2008; Uysal et al.,
2010). No obstante, mientras que la tecnologia de stripping se aplica practicamente
para la eliminacibn de amonio, la precipitacion de estruvita tiene la ventaja de
recuperar de forma simultdnea amonio y fésforo (Hidalgo et al., 2016), por lo que esta
dltima parte del presente trabajo de tesis se centra en el andlisis de esta tecnologia.

Con el fin de conocer las limitaciones legales existentes para el aprovechamiento del
digestato, antes de profundizar en la valorizacion de esta corriente mediante la
tecnologia existente de obtencion de estruvita se va a realizar un breve repaso de las
regulaciones que afectan al digestato tanto a nivel europeo como espaiiol.
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3.7.1 Usos del digestato. Ambito legislativo

Unién Europea

A continuacion se presenta un listado de la legislacion que afecta al digestato a nivel
europeo:

¢ Reglamento 1069/2009 y Reglamento (CE) n°® 142/2011 (SANDACH).

e Directiva 91/676/CE (Directiva relativa a la proteccion de las aguas contra la
contaminacién producida por nitratos utilizados en la agricultura).

¢ Directiva 2008/98/CE (Directiva Marco de residuos).

¢ Reglamento CEE n° 2092/91 del Consejo de la Union Europea, de 24 de
junio de 1991, sobre la produccidn agraria ecoldgica.

o Directiva 2000/54 de proteccion de los trabajadores contra riesgos
relacionados con la exposicion a agentes biolégicos durante el trabajo.

Reglamento (CE) n° 142/2011

En este reglamento se establecen las disposiciones de aplicacién del Reglamento
(CE) n° 1069/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo por el que se establecen las
normas sanitarias aplicables a los subproductos animales y los productos derivados no
destinados al consumo humano.

Refleja los parametros en el producto final y digestatos de plantas de biogas que
utilizan como sustratos subproductos de origen animal. En la Tabla 3-10 se muestran
los requerimientos relativos al proceso de digestion que deben ser monitorizados por
los operadores de plantas de biogas, mientras que en la Tabla 3-11 se presentan las
condiciones aplicables al estiércol transformado y los productos a base de estiércol
transformado en el caso de su puesta en el mercado.

Se definen como:
e Residuos de fermentacién, los residuos resultantes de la transformacion de
subproductos animales en una planta de biogas.

e Estiércol, todo excremento u orina de animales de granja distintos de los peces
de piscicultura, con o sin lecho.

74



3. Metodologia y Resultados

Tabla 3-10. Requerimientos de residuos de fermentacion (Reglamento (CE) 142/2011)

Residuos de la fermentacién Estandares que debe cumplir |

Residuos de fermentacion (durante o Escherichia coli: n =5; ¢ = 1; m = 1.000;
inmediatamente después del tratamientoen M =5.000en1g
la planta de biogas) Enterococcaceae: n = 5; ¢ = 1; m = 1.000;
M=5.000en1lg
Residuos de fermentacion (durante o en el Salmonella: ausencia en 5 muestras de
momento salida del almacén) 25gcadauna(n=5;c=0;m=0; M=0)
Nota:

n: NUumero de muestras que deben analizarse;
c: Niumero de muestras cuyo contenido bacteriano puede estar entre my M;

m: Valor umbral del nUmero de bacterias; el resultado se considera satisfactorio si el
namero de bacterias en todas las muestras no es superior a m;

M: Valor maximo del nimero de bacterias; el resultado se considera insatisfactorio si el
namero de bacterias en una o0 mas muestras es igual o superior a M.

Los residuos de fermentacion (o digestato) y el compost que no cumplan las
condiciones establecidas en la tabla anterior seran reprocesados; en caso de presencia
de Salmonella seran tratados o eliminados conforme a las instrucciones de la autoridad
competente.

Unicamente se permite producir abonos y enmiendas del suelo de origen orgéanico a
partir de materiales de categoria 2 y 3. Los residuos de fermentacién procedentes de
la transformacion en biogas (digestato) pueden introducirse en el mercado y utilizarse
como abonos y enmiendas del suelo de origen organico. Los requerimientos
especificos se detallan en la Tabla 3-11.

Tabla 3-11. Requerimientos especificos del estiércol transformado para puesta en el
mercado (Reglamento (CE) 142/2011)

Producto Requerimiento/Parametro de producto |

Estiércol transformado para su puesta en Tratamiento térmico: minimo 70 °C - 60
el mercado minutos o equivalente

Tratamiento de reduccién de la presencia
de bacterias esporuladas y toxigenas
cuando hayan sido identificadas como
peligro relevante.

Almacenamiento tras transformacion en
silos cerrados y aislados o en bolsas de
plastico o sacos bien cerrados, de modo
que se minimice su contaminacion o
infeccion secundaria asi como la

humedad
Estiércol transformado para su puesta en Escherichiacoli: n=5;¢c=5 m=0; M =
el mercado (durante o inmediatamente 1000en1lg
después del tratamiento en la planta de Enterococcaceae: n=5¢=5m=0;M=
biogas) 1000 en1g
Estiércol transformado para su puesta en Salmonella: ausencia en 5 muestras de
el mercado (durante o en el momento 25gcadauna(n=5;c=0; m=0; M=0)

salida del almacén)
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El digestato que no cumpla estos requisitos debe ser considerado como “no
transformado” y no puede ser puesto en el mercado.

En Espafa, el Real Decreto 1528/2012 tiene por objeto establecer disposiciones
especificas de aplicacion en Espafia del Reglamento (CE) n.° 1069/2009, del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de octubre, por el que se establecen las
normas sanitarias aplicables a los subproductos animales y los productos derivados no
destinados al consumo humano y por el que se deroga el Reglamento (CE) n.°
1774/2002 (Reglamento sobre subproductos animales), y del Reglamento (UE) n.°
142/2011, de la Comisién, de 25 de febrero de 2011, por el que se establecen las
disposiciones de aplicacion del Reglamento (CE) n.° 1069/2009 del Parlamento
Europeo y del Consejo por el que se establecen las normas sanitarias aplicables a los
subproductos animales y los productos derivados no destinados al consumo humano,
y la Directiva 97/78/CE del Consejo en cuanto a determinadas muestras y unidades
exentas de los controles veterinarios en la frontera en virtud de la misma.

Directiva de Nitratos

Directiva 91/676/CE, de 12 de diciembre de 1991, relativa a la proteccién de las aguas
contra la contaminacion producida por nitratos utilizados en la agricultura.

Tiene por objeto proteger las aguas comunitarias contra los nitratos de origen agrario,
que son la causa principal de la contaminacion de las aguas desde fuentes difusas.
Establece las cantidades méaximas de nitrogeno (210 kg. o 170 kg N-hat-afio™
aplicado con el estiércol en el caso de zonas clasificadas como vulnerables (aquellas
superficies territoriales cuyo drenaje da lugar a la contaminacion por nitratos, para lo
cual sus aguas subterrdneas deben superar una concentracién de nitratos de 50 mg/l y
las aguas superficiales deben estar eutrofizadas o con mas de 50 mg/l de nitratos)), y
se regula la aplicacion tanto de fertilizantes organicos como inorganicos.

Se define como estiércol a los excrementos y residuos excretados por el ganado, solos
o0 mezclados, aunque se hubieran transformado.

En Espafa el R.D. 261/1996, de 16 de febrero, sobre proteccion de las aguas contra la
contaminaciéon producida por los nitratos procedentes de fuentes agraria es
trasposicion de la Directiva 91/676/CE relativa a la proteccién de las aguas contra la
contaminacién producida por nitratos de origen agricola, e impone a los Estados
miembros la obligacion de identificar las aguas que se hallen afectadas por la
contaminacién por nitratos.

Directiva de residuos

Directiva 2008/98/CE, del Parlamento Europeo y del Consejo de 19 de noviembre de
2008 sobre los residuos.

En esta directiva se pide a la Comisiébn Europea que examine la pertinencia de
establecer requisitos minimos para la gestién de biorresiduos y criterios de calidad
para el compost y el digestato procedentes de biorresiduos.
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En Espafia, la Ley 22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados, es la
trasposicion al derecho espafiol de la Directiva 2008/98/CE sobre residuos.

Reglamento sobre agricultura ecoldgica

Reglamento CEE n° 2092/91 del Consejo de la Unién Europea, de 24 de junio de
1991, sobre la produccioén agraria ecoldgica y su indicacién en los productos agrarios y
alimenticios, modificado por ultima vez por el Reglamento CE n°® 2254/2004 de la
Comisién de 27 de diciembre de 2004.

En este Reglamento se indica que entre los fertilizantes y enmiendas del suelo, se
encuentra el grupo ‘residuos domésticos compostados o fermentados”. Entre los
requisitos se encuentran: producto obtenido a partir de residuos domésticos separados
en funciéon de su origen sometido a un proceso de compostaje 0 a una fermentacion
anaerdbica para la produccién de biogas, Unicamente residuos domésticos vegetales y
animales, Unicamente cuando se produzcan en un sistema de recogida cerrado y
vigilado, concentraciones maximas de metales pesados (cadmio, cobre, niguel, plomo,
zinc, mercurio, cromo total, cromo V1), entre otras.

Para poder certificar el compost a partir de digestato y posteriormente poder utilizarlo
en agricultura ecolégica, se debe seguir el procedimiento especificado por la entidad
de acreditacion utilizada. En cualquier caso se debe completar un expediente que
incluye una serie de documentos (registro de fertilizantes o documentacién que
acredita la autorizacion de gestion de residuos ganaderos, protocolo de fabricacion
detallado de los productos, analiticas iniciales segun el referencial, certificados de pro-
veedor y garantia de origen de las materias primas) y posteriormente realizar una
auditoria in situ.

Directiva 2000/54 (proteccion de los trabajadores contra riesqos relacionados con la
exposicidén a agentes bioldgicos durante el trabajo)

Directiva 2000/54/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de septiembre,
sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo.

Se hace referencia a los agentes infecciosos para los humanos presentes en los lodos
residuales o en el estiércol liquido y los residuos organicos.

En Espafa el Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes biolégicos
durante el trabajo establece las disposiciones minimas aplicables a las actividades en
las que los trabajadores estan o pueden estar expuestos a agentes bioldgicos. Este
real decreto transpone al ordenamiento juridico espafiol la Directiva del Consejo
90/679/CEE de 26 de noviembre, posteriormente modificada por la Directiva del
Consejo 93/88/CEE de 12 de octubre y adaptada al progreso técnico por las Directivas
de la Comision 95/30/CE de 30 de junio, 97/59/CE de 7 de octubre y 97/65/CE de 26
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de noviembre y codificada por la Directiva 2000/54/CE del Parlamento y del Consejo,
de 18 de septiembre.

Espafia

Ademas de los Reales Decretos que transponen las Directivas citadas anteriormente,
entre las principales regulaciones espafiolas que afectan al digestato directa o
indirectamente se encuentran:

Real Decreto de fertilizantes

RD 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes.

Establece la normativa basica en materia de productos fertilizantes. Este Real Decreto
se aplica sin perjuicio de las disposiciones del Reglamento (CE) n® 2003/2003 y
viceversa. Se presta una especial atencibn a determinados fertilizantes,
particularmente a los que utilizan materias primas de origen organico, que estan
sometidas a reglamentaciones competentes en materia de vigilancia y control y por
todos los interesados en general, y se establece la obligatoriedad de su inscripcion en
el Registro de productos fertilizantes, actualizandose los requisitos de la comunicacion
al mismo.

Define “residuo organico biodegradable”, como aquel residuo o subproducto de origen
vegetal o animal utilizado como materia prima, cuya descripcion se incluye en el Anexo
IV, susceptible de transformarse por la accion de microorganismos aerobios o
anaerobios y dar lugar a un tipo de enmienda organica. El Anexo IV “Lista de residuos
organicos biodegradables” incluye los denominados “Licores (digestato) del
tratamiento anaerébico”, dentro de los “Residuos de tratamiento anaerébico”.

Todavia no han sido establecidos criterios especificos de calidad exigibles a los
digestatos para su consideracion como productos en esta normativa pese a su
potencial aptitud agrondmica.

Real Decreto 324/2000, normas de ordenacion explotaciones porcinas

Real Decreto 324/2000, de 3 de marzo, por el que se establecen normas basicas de
ordenacién de las explotaciones porcinas.

Su articulo 5-1-B indica que la gestion de los estiércoles de las explotaciones porcinas
podra realizarse mediante la utilizacion de cualquiera de los siguientes procedimientos:
1. Valorizacién como abono 6rgano-mineral.

2. Tratamiento de estiércoles mediante compostaje, secado artificial y otros.

3. Eliminacion de estiércoles mediante vertido.

4. Entrega a centros de gestion de estiércoles.
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Para la utilizacion directa de los purines (opcién 1) la normativa establece requisitos
tales como disponer de balsas de estiércol con unas determinadas caracteristicas,
respetar en la distribucion de estiércol sobre el terreno determinadas distancias
minimas o acreditar ante el 6rgano competente de la comunidad autbnoma, que
disponen de superficie agricola suficiente, propia o concertada, para la utilizacion de
los estiércoles como fertilizantes cumpliendo el Real Decreto 261/1996 el cual limita la
cantidad maxima de estiércoles y discrimina entre zonas vulnerables y no vulnerables.

En relacibn con la valorizacién, la normativa indica que se llevard a cabo
individualmente por cada explotacion. Se podra realizar a través de un programa de
gestion comun para varias explotaciones (BANCO DE PURINES), previa autorizacion
del érgano competente de la comunidad autbnoma.

A pesar de la normativa vigente, todavia hoy en dia el digestato, debido a su elevado
coste de transporte (el 90% es agua), suele utilizarse como fertilizante en terrenos
agricolas cercanos a las plantas de biogas que lo producen, por lo que en muchos
casos, debido a su alto contenido de nutrientes, contamina el suelo y el agua por
eutrofizacion.

3.7.2 Proceso de precipitacion de estruvita

Introduccion

La estruvita o fosfato de magnesio y amonio hexahidratado (MAP) es una sustancia
cristalina blanca que se forma por la combinacion de magnesio, fosfato y amonio en
cantidades molares iguales

. La forma de la estruvita segun la reaccion simplificada es la siguiente:
Mg*2 +NH, +PO,> +6H,0 —> MgNH4PO,4-6H,0

Las propiedades de la estruvita como fertilizante han sido demostradas desde los afios
60. Se han efectuado muchas experiencias acerca de la utilizacién de la estruvita en
diversos cultivos, en EE.UU., Alemania, Inglaterra Japon y Egipto (Greaves et al.,
1999; Bowers, 2004; Zheng et al., 2004; Liu et al., 2011). Se ha encontrado que la
estruvita constituye un buen fertilizante de liberacion lenta y aporta nutrientes
fundamentales como magnesio, nitrégeno y fésforo para la agricultura y la horticultura.
Otro factor que apoya el uso de la estruvita como fertilizante es su baja concentracién
en metales pesados comparado con la roca fosférica usualmente empleada en la
fabricacion de fertilizantes sintéticos. Debido a su lenta liberacion, la entrega de
nutrientes se efectla paulatinamente y la planta los consume de acuerdo a sus
requerimientos evitando asi la lixiviacion de dichos nutrientes y su llegada a las masas
hidricas, como puede ocurrir cuando se aplican fertilizantes sintéticos. Se requiere, por
tanto, menos frecuencia de aplicacién y no se produce “la quema” de la planta, ain a
altas tasas de aplicacion.

Se ha demostrado que 365 kg-afio™ de estruvita es suficiente para fertilizar 2,6
hectareas de tierra arable al afio y dar un incremento de la produccion de trigo de 3,5
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t-ha™-afio® (European Fertilizer Manufacturers Association, 2000). Su aplicacién es
sumamente efectiva sobre todo durante el periodo de crecimiento de los cultivos
(Gaterell et al., 2000).

Hasta el dia de hoy se han llevado a cabo mdltiples estudios para desarrollar una
tecnologia econdmica y efectiva para la obtencion de estruvita a partir de efluentes
residuales de diferente origen. Se ha investigado la precipitaciéon de estruvita en
efluentes residuales diferentes, como por ejemplo: purines (Suzuki et al., 2005),
lixiviados de vertedero municipal (Oztlrk et al., 2003), estiércol bovino (Shuiling y
Andrade, 1999) y vacuno (Demirer et al., 2008), aguas residuales domésticas
(Sanchez et al.,, 2011) o estiércol de aves de corral (Yetilmezsoy y Sapci-Zengin,
2009).

La literatura consultada muestra que la mayoria de los estudios a escala piloto, asi
como las plantas de produccion de estruvita a gran escala, se basan en la utilizacién
de la tecnologia de cristalizacién con el empleo de reactores de lecho fluidizado para
lograr la mayor efectividad del proceso. Pero los reactores de lecho fluidizado son
dificiles de controlar dado que los caudales se deben mantener constantes durante el
proceso de cristalizacion para mantener el lecho en un estado fluidizado. Es por ello
gque algunos autores prefieren el empleo de reactores de tanque agitado por su mayor
flexibilidad y facilidad en el manejo. Otro modelo de reactor es el intercambiador
i6nico, como el proceso REM-NUT, el cual combina un proceso de intercambio idnico,
para la eliminacion simultdnea de iones fosfato y amonio, y un proceso de
precipitacion quimica para la obtencién de estruvita.
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Opciones comerciales para la obtencién de estruvita:

En Espafa no existen plantas de produccién de estruvita a escala industrial, pero si
gue se conocen algunos casos de produccion y comercializacion de estruvita, aunque
no muchos, en otros paises.

En la Tabla 3-12 se detalla una comparacion de las diferentes tecnologias para la
obtencion de estruvita.

Tabla 3-12. Tecnologias utilizadas a escala industrial para la obtencion de estruvita

Tecnologia Ostara Pearl ™ NuReSys Phospaq Crystalactor ® |
~Lecho fluidizado CSTRRCTA RCTA con Lecho fluidizado de
Tipo de reactor de flujo aire flujo ascendente
ascendente difundido
Nombre del producto Crystal Green® BioStru ® Fertilizante Estruvita, Fosfato
recuperado Estruvita de Calcio, Fosfato
de Magnesio
% Eficacia de 80-90% P 45% P 80% P 85-95% P para la
recuperacion / tratamiento  10-50% N estruvita,
(rango) > 90% P para el
Fosfato de Calcio
Comercializacion del Ostara - - Facilitados por
producto / reventa terceros a través de
ProCorp
Localizacién de las Estados Unidos, Bélgica Paises Bajos Estados Unidos
instalaciones a gran Canaday Reino Alemania
escala Unido
Localizacién de plantas Estados Unidos, - - Estados Unidos vy
piloto Europe, Oeste China
de Asia, China'y
Reino Unido

A continuacion se comentan diferentes aspectos de cada una

recogidas en la Tabla 3-12.
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Ostara Pearl

El proceso Pearl de Ostara recupera nutrientes en forma de estruvita en estaciones de
depuraciébn de aguas residuales. Es aplicado sobre el liquido proveniente de la
separacion de fangos del digestato. Este sistema de recuperacion consta de un reactor
de lecho fluidizado que opera de forma continua. La Figura 3-38 ilustra el proceso.

El pH de operacion del reactor estd comprendido entre 7 y 8, dependiendo de las
caracteristicas del influente y del tamafio deseado de los cristales, y es controlado
mediante la dosificacion de hidréxido de sodio. La dosificacion de magnesio se realiza
mediante cloruro de magnesio.

El proceso de cristalizacion asegura la produccién de cristales de estruvita de alta
pureza que se recuperan del reactor una vez han crecido hasta el tamafio 6ptimo para
comercializarlo en forma de fertilizantes bajo el nombre Crystal Green. El didmetro de
dichos cristales puede ser ajustado entre 1,00 y 3,50 mm.

En la actualidad hay 8 Instalaciones de operacion a gran escala:
e Durham AWTP, Oregdn (EEUU)
e Gold Bar WWTP, Canada
e Nansemond WWTP, Virginia (EEUU)
e York WWTP, Pensilvania (EEUU)
e Rock Creek WWTP, Oregén (EEUU)
e Nine Springs WWTP, Wisconsin (EEUU)
e HM Weir WWTP, Canada
e Slough STW, Reino Unido
y 27 Instalaciones piloto en Estados Unidos, Europa, Oeste de Asia, China y Reino
Unido.

L
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Figura 3-38. Representacion grafica del proceso y del reactor de Ostara Pearl. Fuente:
adaptado de Ostara, 2015
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Nuresys

La tecnologia Nuresys (Nutrient Recovery System) es una tecnologia de recuperacion
de fésforo por precipitacion de estruvita y es utilizado en sistemas de depuracion de
aguas residuales, tanto industriales como municipales. El proceso es aplicable a
corrientes provenientes de la digestion anaerobia que contengan concentraciones de
sélidos en suspension menores al 5%, por lo que generalmente se realiza sobre el
liquido obtenido por centrifugacion del digestato, reduciendo la concentracién de
fosforo hasta 15 — 20 mg-L™ p.poa.

Se utiliza un reactor de lecho mezcla completa para la precipitacion. El reactor es
precedido por un reactor aireado que regula el pH por liberacién de CO,, aunque
también cuenta con un sistema de dosificacion de hidréxido de sodio para ajustar el
pH con mayor fiabilidad. El proceso se ilustra en la Figura 3-39.

Typical composition of a
NuReSys installation to
recover P from waste water

NaOH

MEgCly

A 4
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digestién o ® g0 o °
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. % "5 2%s 0 [ ]

Reactor aireado
Estripado de CO;
Estruvita

— Efiuente

Figura 3-39. Esquema representativo del sistema Nuresys de recuperacion de foésforo. Fuente:
adaptado de Nuresys, 2018

En la actualidad hay 7 instalaciones a gran escala centradas en aplicaciones
industriales:

e 4 plantas de procesado de patatas (Bélgica)

e 1 planta de procesado de leche (Alemania)

e 1 industria farmacéutica (Bélgica)

e 1 planta municipal (Bélgica)

e y 2 instalaciones piloto en Bélgica.
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Crystalactor

El proceso Crystalactor se desarrolla en un reactor de lecho fluidizado con materiales,
generalmente arena o minerales, que actian como nucleos de cristalizacion. La Figura
3-40 ilustra el reactor y proceso Crystalactor.

Para concentraciones de 60 — 80 mg-L™ p.p04 en el liquido obtenido por centrifugacion
del digestato que alimenta el reactor se alcanzan ratios de recuperacion del 70 — 80%
(Cornel y Schaum, 2009). Esta corriente entra al reactor por la parte inferior y fluye
hacia arriba con la velocidad necesaria para mantener el reactor en estado fluidizado.
El pH en el reactor es controlado por dosificacion de hidréxido de sodio.

La estruvita cristaliza en la superficie de la arena o mineral utilizados como nucleos de
cristalizacion. Cuando los cristales tienen el tamafio necesario, caen hasta la parte
inferior del reactor y son recogidos periédicamente, a la vez que se aflade mas
material de nucleacién para mantener constante el nUmero de materiales que actdan
como nucleos de cristalizacion.
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Figura 3-40. Esquema representativo del proceso y reactor Crystalactor. Fuente: adaptado de
Crystalactor, 2018

DHYV Crystalactor ® tiene licencia de uso en Estados Unidos a través de Procop.

En la actualidad hay 4 instalaciones de plantas industriales a gran escala en Estados
Unidos:

e Vagueria Alto, Wisconsin (EEUU)

e Procesado de carne WWTP, Ohio (EEUU)

e Vaqueria WWTP, Ohio (EEUU)

¢ Digestor de residuos sdlidos, Florida (EEUU)

e vy 4instalaciones piloto entre EEUU y China.
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Phospaq

El proceso Phospag recupera fésforo por cristalizacibn de estruvita y puede ser
aplicado en sistemas de depuracion de aguas residuales industriales. Paques
Phosphag ™ usa reactores continuos de tanque agitado aireados con un sistema de
separacion de sélidos (ver Figura 3-41) y dosifica una solucién de hidroxido de
magnesio, Mg(OH),. El pH de operacion se encuentra entre 8,0 y 8,5 y es controlado
por liberacién de CO, y la adicién de éxido de magnesio.

Para concentraciones de P-PO, de 60 — 80 mg-L™* del liquido procedente de la
centrifugacion del digestato, el ratio de recuperacion de fosforo es aproximadamente el
75%. El efluente resultante suele tener concentracion de P-PO, comprendida entre
10 — 20 mg-L™.

Los cristales de estruvita generados tienen un tamafo aproximado de 0,7 mm y se
recogen en un sedimentador situado en el interior del reactor.

v

Mg(OH),
LCN !

Solidas

Influente B 1| ‘! Ll \:—&-ﬂ_“» <
Figura 3-41. Esquema del proceso y reactor Phospaq de recuperacién de fésforo. Fuente:
adaptado de Paques, 2018e: adaptado de Paques, 2018

En la actualidad hay 3 instalaciones en Paises Bajos:
e Olburgen STW
e AVIKO Lomm (procesado de patatas)
e AVIKO Steenderen (procesado de patatas)
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Analisis econdmico

Los costes de produccion de estruvita varian de los 140 $/t en Australia, a los 460 $/t
en Japon.

Munch y Barr (2001) establecieron que el beneficio econémico de la produccién de
estruvita varia segun el volumen de produccion; el minimo, para una EDAR de
capacidad de 100 m®.dia™ es de 271 $/afio; el méaximo, de 149.000 $, para una EDAR
con capacidad de 55.000 m®.dia®. Los mismos autores efectuaron un anélisis de
costes de produccién de estruvita para el caso de Oxley Creek (Brisbane, Australia) y
determinaron que el coste operacional de la produccion de estruvita depende de los
siguientes aspectos:

* La concentracion de fosforo en el efluente de partida.

* El coste de la fuente de magnesio.

* El precio de comercializacion de la estruvita, en el caso de Australia entre 198
y 330 $/t.

Desde hace unos afios se esta produciendo un importante encarecimiento de las
materias primas esenciales en la produccién de fertilizantes, especialmente del gas
natural, roca fosférica y potasa, por lo que la valorizacion agronémica de corrientes
residuales como estruvita es de gran importancia. Ademas, se debe tener en cuenta
gue tanto el gas natural como el fosfato roca suponen mas del 60% de los costes de
fabricacion de los abonos nitrogenados y fosfatados respectivamente.

Por otra parte, los fertilizantes estan experimentando un importante incremento de
precio en todos los mercados mundiales debido a la fortaleza de la demanda derivada
de las buenas perspectivas agricolas mundiales y problemas coyunturales de
suministro, lo que esta provocando ciertas dificultades de abastecimiento.

El fésforo, por ejemplo, es un recurso no renovable y un importante macronutriente del
que depende la vida y para el cual no hay sustituto en los seres vivos, nada que pueda
ser sintéticamente creado para reemplazar este componente vital en todos los
procesos de la vida. Debido a esto, el interés por recuperar el fosforo de las aguas
residuales, no solo eliminarlo, esta cobrando cada vez mayor interés entre las
sociedades industrializadas.

La fuente natural de fésforo son las rocas fosféricas, que son aquellas rocas que
contienen de forma natural minerales basados en fosfatos. El 85% de los principales
depdsitos de rocas fosféricas a nivel mundial se encuentran fuera de Europa: en Norte
Ameérica, China, Marruecos, oeste de Africa, Oriente Medio, ex-Unién Soviética y
Sudéfrica.
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4 CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

La tesis que se ha presentado es el resultado de los trabajos realizados por el
doctorando dentro del proyecto de investigacion LIFE 09 ENV/E/000451-VALUVOIL
del programa LIFE + de la Comision Europea.

Dentro de este proyecto el autor se ha centrado en la codigestion de purin porcino y
residuos del procesado de aceites vegetales usados para la produccion de biodiesel
en un sistema de digestion anaerobia en dos fases en condiciones mesdfilas, y mas
concretamente en el disefio, construccidon y operacion de un sistema de digestion
anaerobia en dos fases a escala piloto, tomando como punto de partida los resultados
obtenidos del estudio comparativo a escala laboratorio de un sistema de digestion
anaerobia en una fase, y una sistema de digestion anaerobia en dos fases.

A continuacion se exponen las principales conclusiones y aportaciones y ademas, se
proponen una serie de trabajos futuros a modo de continuacién de la investigacion
desarrollada.

4.1 Conclusiones y aportaciones de la tesis

1) Tras el analisis de los resultados obtenidos de la caracterizacién de los
residuos seleccionados (PM y OW), se puede afirmar que son dos residuos
que se complementan de forma perfecta para ser utilizados en un proceso de
codigestién anaerobia.

2) Como consecuencia del estudio de la influencia del in6culo utilizado para la
determinacion del potencial metanogénico del residuo se constata que la
cantidad de biogas producido es mayor en los ensayos con inoculo procedente
de HORECA, y que ese biogas es de mejor calidad, con un contenido medio en
metano de 71,1% (SD = 1,6), comparado con el 69,5% (SD = 1,2) en metano
qgque hay en el biogas obtenido en los ensayos realizados con indculo
procedente de fango de depuradora. Como no siempre es posible disponer de
fango HORECA, el fango mWWTP es también una opcion viable segun los
resultados obtenidos en la experimentacion realizada.

3) Las muestras con mayor porcentaje de OW muestran un mayor potencial
metanogénico, lo cual estd de acuerdo con los resultados obtenidos con el
potencial metandgenico tedrico calculado segun la ecuaciéon de Buswell
(Ecuacion 1).

4) La velocidad de produccion de metano durante la digestion de OW es menor
gue cuando se hace codigestion con PM.

Durante el estudio comparativo del sistema de digestion anaerobia en una sola fase
con el sistema de digestion anaerobia en dos fases se observa que:

87



4. Conclusiones y Trabajos futuros

5) En ambos sistemas aparece una gran inhibicion inicial en los ensayos donde
Unicamente se utilizd6 OW como substrato. En el sistema en dos fases no se
han producido problemas de operacién, en cambio en el sistema monofésico
aparecieron problemas de taponamiento de las conducciones a partir del dia 25
para el primer periodo de ensayos donde existia un relacion de alimentacion
OW/PM:1/0.

6) La mezcla de OW con PM neutraliza los efectos negativos de acumulacion de
lipidos y produce elevados porcentajes de eliminacion de SV en ambos
sistemas (63 y 71% en el sistema monofasico y 69 y 72% en el sistema de dos
fases, para relaciones de alimentacion 1:1 y 1:3 OW/PM respectivamente).

7) En los experimentos realizados, la digestion de OW con concentraciones de
grasa mayores del 51,5% inhiben el proceso de degradacién anaerobia.

8) La produccion de metano fue de 0,30 y 0,22 m® CH; kg™*SVeiminace para el
sistema monofasico y 0,30 y 0,27 m? CH, Kg'SVeiminado para el sistema de dos
fases, para relaciones de alimentacion 1:1 y 1:3 OW/PM respectivamente.

9) El sistema en dos fases es capaz de operar de forma estable a mayores
velocidades de carga organica (3,1 kg SV m™ dia™) que el sistema monofasico
(2,6 kg SV m* dia™), lo que hace que para un mismo volumen de digestor se
pueda tratar mayor cantidad de residuo, lo cual implica mayor rentabilidad de
proceso.

10) El sistema en dos fases produce un efluente de mayor calidad en términos de
mayor eliminacion de SV, mayor estabilidad y mayor producciéon de metano que
el sistema monofasico.

4.2  Trabajos futuros

A continuacion se exponen algunos de los posibles trabajos futuros que complementan
el estudio realizado en este trabajo de tesis:

(a) Desarrollo e implementacién de un sistema eficiente de obtencion de estruvita a
partir del digestato obtenido en el proceso de digestion anaerobia en dos fases.

(b) Desarrollo e implementacion de sistemas para el pretratamiento de los residuos a
co-digerir de forma que se aumente la produccion de biogads con menores tiempos
hidraulicos de residencia.

(c) Desarrollo e implementacion de sistemas econdmicos de limpieza y purificacion del
biogas que permitan su utilizacion generalizada de forma similar a lo que ocurre en
estos momentos con el gas natural.
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