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Resum

La digestié anaerobica és una tecnologia basada en la
utilitzacié de diferents microorganismes que treballen
conjuntament per transformar grans quantitats de residus
organics en recursos d'alt valor economic, com poden ser
quimics o energétics. Malauradament, una gran part dels
residus organics contenen compostos lignocel-lulosics,
components tipics d'origen vegetal que es troben en plantes o
arbres, que sén dificilment degradables pels microorganismes.
Aixo fa que la transformacié dels residus mitjancant la digestié
anaerobica es vegi limitada, i que afecti negativament la
viabilitat economica de la tecnologia. Per una altra banda, els
microorganismes presents en |'estdmac dels remugants (bous,
ovelles, cabres, etc.) poden degradar els compostos
lignocel-luldsics eficientment. En aquesta investigacid, els
camps de |'enginyeria, la microbiologia i la ciéncia animal
s'ajunten per a l'elaboracié d'un nou tipus de digestor
anaerobic inspirat en el funcionament de I'estémac dels
remugants (rumen). Amb tot, es desitja que, mitjangant un nou
disseny del digestor i |'aplicacié de parametres operacionals
adients, microorganismes tipics dels rumens es desenvolupin
en el digestor per millorar la transformacié dels compostos
lignocel-lulosics, dificilment degradables en els digestors
convencionals.

Aquest nou procés no produeix el tipic producte de la digestio
anaerobica (biogas), sind que produeix productes quimics d'alt
valor economic i d'alt interés per a la indUstria quimica.
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Figura 1. Digestor anaerobi de la
Michigan State University (Lansing,
EUA)
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Figura 2. Procés de la DA simplificat
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Introduccié

El 2010 es van generar 0,5 bilions de tones de la fraccid
organica dels residus solids urbans a 161 paisos. Degut al
creixement de la poblacié mundial, s'estima que el 2025 la
produccié de residus organics urbans sigui d'1,1 bilions de
tones." A Andorra es van generar durant el 2015, 597 kg de
residus solids urbans per habitant, i 34% eren organics. Els
residus organics tenen un alt contingut d'energia quimica. Per
exemple, la quantitat de fraccié organica dels residus
municipals que es genera als Estats Units anualment seria
suficient per generar la poténcia necessaria per a 4,5 milions
de llars.? Una de les tecnologies disponibles per capturar
I'energia dels residus organics és la digestié anaerobica (DA)
(figura 1).2

La DA és un procés en que la matéria organica es degrada
degut a l'accié conjunta de microorganismes per transformar-
la en productes quimics i energétics d'alt valor economic. La
DA s'ha implementat majoritariament per a la generacié de
biogas (una barreja de CH4 i CO2 que es pot fer servir per
produir electricitat) i un solid amb caracteristiques fertilitzants
a través dels residus organics, pero el procés es pot modificar
per obtenir hidrogen o productes quimics d'alt interés
industrial.*

El procés de la digesti6 anaerobica

El procés de la DA esta dividit en tres etapes: hidrolisi,
fermentacio i metanogenesi (figura 2).

Durant la primera etapa, la hidrolisi, la materia organica
particulada és hidrolitzada per I'accié de microorganismes i
enzims i esdevé matéria organica soluble. La matéria organica
soluble és de facil accés per a la resta de les poblacions
microbianes. Aquesta mateéria soluble és llavors fermentada a
acids carboxilics i després aquests es converteixen en biogas
durant la metagénesi. Cada etapa del procés la realitzen
diferents poblacions microbianes i és molt important mantenir
un pH entre 7 i 8 per poder obtenir biogas.® Si es trenca
I'equilibri entre I'activitat de les poblacions microbianes es
poden acumular productes intermediaris com els acids
carboxilics. Aquest desequilibri pot afectar negativament la
produccié de biogas, perque si els acids carboxilics s'acumulen
el pH pot disminuir per sota de 7 i els microorganismes
s'inhibeixen.
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Un repte pendent: |'etapa hidrolitica

La DA s’ha implementat globalment per reduir el volum de
residus organics, produir energia i disminuir les emissions de
gasos d'efecte d'hivernacle. Per exemple, a Europa hi ha
18.000 plantes de DA amb una capacitat de poténcia eléctrica
de 10.000 MW.* A més a més, la legislacié vigent en el
tractament de residus organics i energies renovables
(2008/98/EC i 2009/28/EC) esta promovent la instal-lacié de
més plantes de DA. Malgrat aixo, els components
lignocel-lulosics presents en alguns dels residus organics son
molt dificils de degradar durant el procés de DA, especialment
durant |'etapa hidrolitica.” Els compostos lignocel-lulosics es
componen de polimers de cel-lulosa, hemicellulosa i lignina
enllagats entre si i son dificilment biodegradables, la qual cosa
fa que l'etapa hidrolitica de la DA sigui molt lenta i que
I'eficiencia del procés sigui baixa. Aquests compostos es
poden trobar en molts residus organics, com els residus
de ramaderia o de menjar. Per accelerar |'etapa hidrolitica
s'han estudiat diversos pretractaments fisics, quimics o
biologics que poden trencar |'estructura lignocel-lulosica; pero,
malauradament, la seva implementacié és limitada degut a I'alt
cost energeétic.’

No obstant aixo, la natura té processos capagos de degradar
els compostos lignocel-lulosics en medis anaerobics, molt
similars al medi de la DA’® Per exemple, la comunitat
microbiana de I'estémac dels remugants (rumen) pot degradar
els compostos lignocel-lulosics que es troben en I'aliment del
remugant de manera molt eficient.” El contingut ruminal s'ha
fet servir en experiments de laboratori com a inocul o com a
cosubstrat durant la DA de residus lignocel-lulosics.” Tot i aixi,
encara no és clar quins sén els mecanismes que ha de seguir la
DA per mantenir |'activitat dels microorganismes provinent del
rumen i degradar els compostos lignocel-lulosics.

En aquest estudi s'ha analitzat I'Gs del contingut ruminal durant
la DA de residus lignocel-lulosics per esbrinar quins son els
mecanismes clau per biodegradar els compostos
lignocel-lulosics. Els resultats s'han fet servir per al disseny
d'un nou digestor anaerobi que imita el comportament del
rumen per hidrolitzar de manera eficient els compostos
lignocel-lulosics.
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Figura 3. Dispositiu experimental
per als experiments A i B
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Materials i métodes

Experiment A: Us del contingut ruminal com a inocul durant la
digestié anaerdbica

Durant aquest experiment es van utilitzar dos inoculs. Un
inocul era I'efluent d'una planta de DA que tracta residus de
menjar i fems de vaca a Lansing, Michigan (inocul DA)." El
segon inocul era contingut ruminal obtingut d'una vaca
fistulada (inocul rumen). Com a substrats es van fer servir
Pennisetum purpureum i fems de vaca. La Pennisetum
purpureum és un cultiu lignocel-lulosic energetic de segona
generaci6 collida a Waimanalo Research Station (Waimanalo,
HI, EUA). Abans d'utilitzar la Pennisetum purpureum es va
triturar a una mida de 2 mm i es va assecar fins a disminuir el
contingut d’humitat a un 10%.

Per a I'experiment A es van fer servir com a digestors dos
ampolles de 2 litres (figura 3).

Els digestors es van operar amb una agitacié permanent a 130
rom i a una temperatura de treball de 39 ©C per simular la
temperatura del rumen (gyrotory water bath shaker g76, New
Brunswick Scientific, NJ, EUA).™ Els digestors s'operaven de
manera semicontinua; cada dia s'obrien per treure digestat i
alimentar el substrat. Els dos digestors contenien 1,3 L
d'inocul. El digestor Inoc_DA va ser inoculat amb 1,3 L de
I'inocul DA i el digestor Inoc_R va ser inoculat amb 1,3 L de
contingut ruminal. Ambdés digestors van utilitzar com a
substrat una barreja 30:70 (en pes humit) de Pennisetum
purpureum i fems de vaca.

Per estudiar el rendiment dels digestors es va analitzar la
quantitat d'acids carboxilics (AGV) i el pH i es va mesurar la
quantitat de meta produit. Les analisis es van efectuar seguint
els procediments estandarditzats dels Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater.'3 La comunitat
microbiana dels digestors també es va analitzar mitjancant la
sequienciacié de I’ARN ribosomic 16S a través d'llumina.
Experiment B: Us del contingut ruminal com a cosubstrat
durant la digestié anaerobica

Per a aquest experiment es van operar els digestors de manera
similar a I'experiment A. La diferéncia és que ambdos digestors
es van inocular amb 1.3 L d'inocul DA i els substrats eren
diferents. Per al digestor Co_FR es va utilitzar una barreja
25:60:15 (en pes humit) de Pennisetum purpureum, fems de
vaca i contingut ruminal. Per al Co_R es va utilitzar una barreja
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85:15 (en pes humit) de Pennisetum purpureum i contingut
ruminal. Les analisis quimiques i microbiologiques efectuades
van ser les mateixes que durant |'experiment A.

Experiment C: disseny i operacié d'un digestor que simula
activitat ruminal

En el rumen, la part liquida i la part solida tenen un temps de
retencié diferent (5-20 h per a la part liquida i 20-90 h per a la
part solida).” Aquesta diferencia és deguda a una acumulacié
de particules en el conducte estret que uneix el rumen (primer
estomac) amb el reticle (segon estémac). Aquestes particules
s'acumulen en aquest passatge estret fins que la mida de
particula disminueix degut a la degradacié microbiana.”
L'acumulacié d'aquestes particules entre el rumen i el reticle
crea un biofilm que és ideal per al creixement de poblacions
microbianes que poden degradar la lignocel-lulosa." Per
simular aquest comportament natural, una malla d'acer
inoxidable de 100 um es va instal-lar a la part inferior del
digestor, fet que va permetre el desenvolupament d'un biofilm
(figura 4).

Per crear el biofilm, el contingut del digestor sedimentava
durant 50 minuts sobre la malla. Un cop el biofilm és creat, una
bomba peristaltica succiona el contingut del digestor cap a fora
i a través del biofilm durant 2 minuts. En aquest cas, el biofilm
es comporta com a membrana fent que el digestor operi a
diferents temps de residéncia per al liquid (12 h) i el solid (60 h).
Per evitar la saturaci6 de la membrana, el contingut del digestor
s'agita amb una vareta d'agitacié equipada amb un raspall
durant 8 minuts per trencar el biofilm. El digestor es va inocular
amb 6 L de contingut ruminal i es va alimentar diariament amb
residus de menjar obtinguts al menjador de la Universitat de
Michigan. Per tal de poder mantenir la comunitat microbiana
del rumen, el pH es va controlar a 6,3.” Es van efectuar les
mateixes analisis quimiques i microbiologiques realitzades
durant I'experiment A i B. A més a més, es va analitzar la
quantitat de lignocellulosa a I'aliment i a I'efluent del digestor
per estudiar la degradacio.

Resultats i discussio

Experiment A: els bacteris del rumen acceleren la hidrolisi perd
desapareixen amb el temps

Durant els primers dies de I'experiment A, el digestor
Inoc_Rumen presentava un pH molt baix (5.5-6.5) (figura 5).
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Figura 4. Digestor que imita el
comportament del rumen
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Es va intentar augmentar el pH mitjancant |'addicié
d'NH4HCO3, pero el pH disminuia al cap d'un o dos dies
d'afegir-hi NH4HCO3. Durant aquest periode la produccié de
biogas en Inoc_Rumen era nul-la i la concentracié d'acids
carboxilics era molt elevada (600 g/kg de matéria organica
alimentada), motiu pel qual el pH del sistema disminuia
constantment. El digestor Inoc_. DA no presentava
inestabilitats, el pH era de 7,5, la concentracié d'acids
carboxilics era de només 60 g/kg de matéria organica
alimentada i produia 0,14 L CH4/kg de matéria organica
alimentada. Durant els dies segtients (50-140), el pH al
digestor Inoc_Rumen va augmentar i es va situar en 7,5, i la
concentraci6 d'acids carboxilics va disminuir i la produccié de
biogas va augmentar.

Quan es va analitzar la comunitat microbiana es va poder veure
que Inoc_Rumen tenia microorganismes del rumen durant els
50 primers dies. Entre ells hi havia el bacteri Fibrobacter, un
bacteri important per a la hidrolisi de la lignocel-lulosa. El fet
de tenir bacteris hidrolitics accelerava les etapes d'hidrolisi i de
fermentacid, i les feia més rapides que la metanogénesi. Degut
a aixo, els acids carboxilics s'acumulaven al sistema, fet que
feia disminuir el pH i inhibir la produccié de biogas. Amb el
temps, aquesta poblacié de bacteris hidrolitics va disminuir i va
ser completament substituida per una nova comunitat
microbiana desenvolupada a partir de les condicions del
digestor (diferents de les del rumen) i de I'addicié continua de
fems de vaca i Pennisetum purpureum. Com que ambdds
digestors operaven de manera similar, la comunitat microbiana
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en Inoc_Rumen i Inoc_DA era molt similar i no hi havia la
preséncia de bacteris hidrolitics.

Conclusié: quan el contingut ruminal sutilitza com a inocul, la
hidrolisi s'accelera només durant els primers 50 dies. Després,
els bacteris hidrolitics desapareixen del sistema.

Experiment B: els microorganismes del rumen només s'activen
a pH baixos (6,0)

En aquest experiment el contingut ruminal es va utilitzar com a
cosubstrat per poder incorporar els bacteris hidrolitics i
accelerar la hidrolisi de manera continua. No obstant aixo,
Co_R i Co_FR tenien la mateixa produccié de biogas i no hi
havia indicis d'una acceleracié de |'etapa hidrolitica (figura 6).
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Figura 6. Resum dels resultats de I'experiment B

L'Unica diferencia entre els dos digestors era que el pH a Co_R
disminuia continuament. Per tal de mantenir el pH al voltant de
7 i no inhibir el sistema, s'hi va afegir NH4HCO3 diariament. El
contingut ruminal és un cosubstrat acidic i els fems de vaca s6n
un cosubstrat amb una capacitat de buffer alta que permet
mantenir el pH entre 7 i 8. Per aquesta rad, el pH només
disminuia a Co_R.

Amb les analisis de la comunitat microbiana es va poder veure
que el percentatge de bacteris provinent del contingut ruminal
augmentava en Co_R mentre el pH disminuia. Co_FR tenia un
pH de 7,5, ideal per a la produccié de biogas pero no per al
desenvolupament de bacteris provinent del rumen. El pH del
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rumen és d'entre 5,51 6,5, un pH que no és compatible amb la
produccié de biogas.” Co_R tenia un pH de 7,0, que és molt a
prop del pH optim per als bacteris del rumen. No obstant aixo,
el fet que el pH estigués fora del rang de 5,5-6,5 permetia que
els bacteris hi fossin presents perd no estiguessin actius, i
I'etapa hidrolitica no es va accelerar.

Conclusié: quan el contingut ruminal s'utilitza com a
cosubstrat, els bacteris hidrolitics només acceleren la hidrolisi a
pH si estan al voltant de 6,0.

Experiment C: canvi d'estratégia. Disseny i operaci6 d'un
digestor que simula activitat ruminal per a la produccié de
productes quimics

El fet que els bacteris hidrolitics del rumen necessitin un pH
inferior a 6,5 per créixer fa que no sigui possible utilitzar-los en
un digestor anaerobi per degradar compostos lignocel-lulosics
i produir biogas. Llavors, per poder degradar eficientment els
compostos lignocel-lulosics i recuperar la majoria de I'energia
continguda en els residus organics, és preferible utilitzar la DA
per produir productes quimics com els acids carboxilics.
L'efluent de la DA amb una alta concentracié en acids
carboxilics pot introduir-se en un altre procés per a la
produccié d'acid caproic. L'acid caproic s'utilitza com a agent
antimicrobia, com a additiu alimentari per als animals o per a la
produccié de biocombustibles. Produir acid caproic pot ser
fins i tot més beneficiés que produir biogas perqué els preus
de I'acid caproic sén molt alts (1,88 and 2,09 €/kg).” Amb
motiu d’aquest experiment es va decidir dissenyar un nou tipus
de digestor que imités el rumen per poder fer créixer els
bacteris hidrolitics del rumen i produir un efluent amb una alta
concentracié d'acids carboxilics. El digestor va treballar de
manera semicontinua durant 110 dies. Al voltant del 60% de la
matéria lignocel-lulosica va ser degradada durant el procés, un
valor bastant alt especialment en comparacié amb el rumen en
que un 25-60% de la matéria lignocel-lulosa es degrada.” A
més a més, el 60% de la comunitat microbiana eren
microorganismes que es troben també en el rumen. Un dels
bacteris presents era el bacteri hidrolitic Fibrobacter. Aquestes
condicions van permetre que el 40% de la materia organica es
convertis en acids carboxilics. Altres sistemes de fermentaci6
poden arribar a convertir el 40% de la matéria organica en
acids carboxilics. No obstant aixo, el digestor dissenyat durant
aquest projecte pot fer-ho el doble de rapid gracies a la
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preséncia de bacteris hidrolitics. Aixo implica una disminucié
de costos de capital i que no es requereixi una gran area per a
la instal-lacié d'un digestor, un factor important per a Andorra,
on el terreny és limitat.

Conclusié

La utilitzacié de microorganismes del rumen per accelerar la
hidrolisi i produir biogas en un digestor anaerobi no és
possible. Els microorganismes hidrolitics del rumen només
poden treballar en un pH al voltant de 6,3, condicions que
inhibeixen els microorganismes responsables de la produccié
de biogas. El disseny i operacié d'un digestor que imita el
rumen va permetre la degradacié del 60% de la materia
lignocel-lulosica i la transformacié del 40% de la materia
organica en acids carboxilics. Aquest digestor es pot utilitzar
com a precursor per a la produccié de biogas o d'altres
productes com l'acid caproic, un commodity d'alt interés
industrial. El digestor es va operar amb un temps de residéncia
hidraulic de 12 hores, molt més baix que el de la DA (minim de
15 dies). Per tant, la instal-laci6 del digestor que imita el rumen
necessitaria menys area i presentaria un cost d'instal-lacié6 més
baix que un digestor anaerobi per a la produccié de biogas.

Agraiments

Part d'aquest projecte va ser finangat per la Fundacié Credit
Andorra.
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