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RESUMEN.- Se detectd v midio la produccién de 4dcidos
grasos en la digestién anaerobia mediante cromatografia
gaseosa, Se usd un sistema anaerobic en dos etapas,
constituido de un primer reactor de flujo continuo ¥y mezcla

P

completa (reactor acidogénico), como primera etapa, ¥ un
reactor de flujo ascendente de manto de lodo (UASE)
{reactor metanogénico) como segunda etapa. Los resultados
encontrados revelan que el sistema de tratamiento anaerobio
puede ser monitoreado a través de la produccién y/o
utilizacion de los diferentes dcidos gresos involucrados,
¢omo método para determinar cuando el sistema funciona en
equilibric o cuando el sistema necesita ser controlado y
cambiar sus caracteristicas fisico-quimicas, Se determind que
¢l reactor acidegénico respondié al aumento de la carga
orgdnica con el incremento correspondiente de dcidos grasos
volatiles. pero el reactor metanogénico no respondié
eficientemente a este incremento. Recibide: 14 Noviembre
19935, dceptado: 10 Septiembre 1996,

Palabras claves: Acidos grasos, cromatografia gaseosa,
digestion anaerobia.

MEASUREMENT OF VOLATILE FATTY ACIDS
IN ANAEROBIC DIGESTION BY
GAS CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT.- We measured the production of volatile fatty
acids during anaerobic digestion using gas chromatography.
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A 1two-phase anaerobic system was used. The {irst phase
empleved a continuous flow, complete mixing acidogenic
reactor: and in the second phase. an up flow anaerobic sludge
bed reactor (UASB) as a  methanogenic reactor, The
monitoring of the preoduction and/or utilization of volatile
fatty acids in the anaercbic treatment system serves as a
method  to  determine  when  the system  functions in
equilibrium or when i needs to be controlled by changing its
physical and chemical characteristics.  The acidogenic
reactor responded to an increase in organic matter via a
corresponding increase of volatile fatty acids, but the
methanogenic reactor did not respond effictently to an
increase in organic matter. Received: 14 November 1995,
Accepred: 10 September 1996,

Keyv words:  Fatty acids. gas chromatography. anaerobic
digestion.

INTRODUCCION

En ¢l tratamiento anaerobic de las aguas residuales, las
regcciones quimicas catalizadas por las bacterias especificas ¢n cada
una de sus fases (hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis,
metanogénesis) son de gran importancia va que cada una de estas
etapas va a originar el substrato de las bacterias en las subsiguientes,
por eiemplo sl los productos obtenidos como subproductos de la
hidrolisis se obtienen en cantidades superiores a las capaces de ser
manejadas o utilizadas por las bacterias acidogénicas, estos
subproductos provocarian una inhibicion para las  bacterias
acidogénicas. Esto podria ocurrir en las etapas siguientes, si el
substrato se produce a mayor velocidad que la cantidad a ser
eliminada o utilizada por los microorganismos (Matswi et al. 1993).

En la digestion anaerdbica e! fin dltimo, ademas de obtener
agua residual tratada, €s obtener metano, ¢l cual se¢ utiliza como
energia, ampliamente, en los paises desarrollados y en paises donde
se carece de recursos energéticos 0 son muy costosos. Para que ¢l
metano sea preducido eficientemente es necesario que la etapa que lo
antecede sea cumplida en la forma més eficiente. La forma exacta de
determinar si los acidos grasos volatiles (AGVY) que se estdn
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originando en el tratamiento son los mds adecuados para las bacterias
metanogénicas. ¢s a traves de las determinaciones de los Acidos
grasos individualmente, ya que las bacterias mctanogénicas utitizan
preferiblemente el acido acético y los otros acidos producidos como
¢l propidnico, butitico v valérico. Estos deben ser primero
metabolizados por bacterias acetogénicas para ser transformados a
acetato, lo cual retarda ¢l proceso de metanizacion y la eficiencia del
sistema. Por otra parte, altas producciones de acidos diferentes al
acético indican un mal funcionamiento de los sistemas de tratamiento
lo cual al detectarse podria ser solventado a la mayor brevedad
posible (Hebert ef al. 1994; Fang er af. 1995). La determinacion de
los AGV es muy importante para proveer informacion en [a digestion
anaerobia mas adn en un sisterna de fases separadas (Andrews vy
Pearson 1965), Los resultados obtenidos se pueden usar para
entender el funcionamiento o eficiencia de formacién de los AGV en
la tase acidogénica y proveer una muy buena informacion acerca del
influente y efluente de la fase metanogénica, por giemplo, la carga
orgénica optima para esta fase en términos AGV, Por otro lado, de la
obtencidén de los valores de concentracion de acidos grasos en el
efluente de la fase metanogénica, se pueden hacer deducciones acerca
de como el reactor esta manejando la carga orgénica aplicada.

El propésito de esie estudio es detectar y medir la produccion
de los AGV en la digestion anaerobia utilizando cromatografia
gaseosa.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de las unidades de laboratorio

Se usd un sistema anaerobio en dos etapas. constituido de un
primer reactor de flyo continuo ¥y mezcla completa (reactor
acidogénico}, como primera etapa, y un reactor de {lujo ascendente
de manto de lodo (UASB) (reactor metanogénico), como segunda
etapa. Ambos reactores se construyeron en plexi-glass. El uso de un
reactor en dos fases origind una especial separacion de los
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microorganismos (bacterias) que intervienen en el tratamiento
anacrobio de las aguas residuales,

El reactor acidogénico tenia un volumen vacio de 8,430 L, un
30 % del cual se inoculd con un lodo anaerobio pregranulado y
acidificado, v con agua residual sintética, preparada con almidon
soluble (70 %), obtenido de una digestiéon anaerobia de una fabrica
procesadora de papas. El contenido de sélidos totales de lodo usados
como inoculo fue de 59.2 kg/m’ con 55 kg/m’ de sélidos volatiles.
El lodo se acidificé con una mezcla de acidos grasos (Tabla 1) a fin
de reducir v/o eliminar las bacterias metanogénicas que ¢stuvieren
en ¢l mismo. El reactor se alimentd con un flujo tangencial en la
parte baja de la columna, utilizando para ello una bomba peristaltica

TaBLA 1. Solucién standard de acidos grasos volétiles (AGV)
para acidificacion de lodo en el primer reactor.

AGV Concentracion mg/lL
Acético 1600
Propidnico 500
Isobutirico 500
Butirico 500
fsovalérico 300
Valérico 500
Capridnico 500

Watson-Marlow 100,  El contenido del reactor se mezcld
adecuadamente usando un agitador magnético en el fondo. El
efluente de este reactor se utilizd como substrato para el reactor
metanogeénico.

El reactor metanogénico tenia un volumen vacio de cerca de un
1.3 L. La columna se inoculd con el mismo lodo usado para el
reactor acidogénico (30 %) pero no se acidificéd. Este reactor se
alimenté desde la parie inferior (rata de flujo ascendente} y el
substrato o alimento fue el efluente del reactor acidogénico, el cual
entraba al reactor metanogénico por gravedad. En ¢! fondo de este
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reactor se colocd una pequeiia cantidad de grava (5 mm) a fin de
proveer una distribucion uniforme del flujo. El efluente se neutralizo
antes de entrar al reactor metanogénico mediante la adicion de
NaHCQ,, controlada por un medidor de pH el cual dosificaba la
cantidad, de acuerdo con el pH registrade en el eftuente del reactor
acidogénico, de tal forma que el valor del pH final o de entrada al
reactor metanogénico fuese 2 a68y £a74.

Funcionamiento de los reactores

Después de la inoculacion, los reactores se operaron pot carga
por un periodo de 48 horas, tiempo después, se cambio su operacion
a flujo continuo y se realizaron dos corridas diferentes, utilizando
distintas cargas orgdnicas {Tabla 2). Para la primera corrida, la
carga organica inicial fue de 3.83 kg COD/m - d (Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO) 1150 mg/LL)) v una velocidad de flujo de 5.76.
Esto origing un tiempo de retencion total en el sistema de 7.22 horas,
1.80 horas para el reactor acidogénico y 5.42 horas para el reactor
metanogénico. La temperatura del sistema fue de 37 °C. Estas
caracteristicas fisicas se mantuvieron a lo largo del estudio. Después
de 7 dias la concentracion del residuo en términos de DQO se

TaBLa 2. Cargas orgdnicas aplicadas (COA) al sistema de
reactores de dos fases.

Reactor Acidogénico Reactor Metanogénico Sistema

Dia DQO COA DQO COA COA
gl kgDQOMmM™d &L kgDQOMmMd  kgDQO/m*d

I 115 15.39 1.03 4.56 3.83

7 2.30 30.79 2.07 9.16 7.65
27 4.60 61.59 4.14 18.34 15.30
41 920 123.18 10.00 4430 30.63
51 3.00 40.17 2.95 13.00 10.00
72 4.00 53.56 3.90 17.27 13.31

86 5.00 66.95 5.20 23.36 16.60
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duplico a 2300 mg DQO/L. Cuando las condiciones de estabilidad se

alcanzaron con esta nueva carga organica (7.65 kg DQO/m’-d), la
demanda quimica se duplicé nuwevamente a 4600 mg DQO/L,

riginindose una carga organica en el sistema de 15.3 kg/m’.d.
Finalmente para esta primera corrida. la carga organica se duplicé de
nuevo, alcanzando un valor méximo de 9200 mg DQO/L, lo cual

stgnificé una carga organica de 30.63 kg/m’.d.

Para la segunda corrida, usada en el sistema de dos fases, las
DQO aplicadas fueron de 3000, 4000, y 5000 mg DQO/L, lo cual

equivale a cargas organicas de 10.00, 13.31 y 16.60 kg DQO/m’-d.
Analisis de acidos grasos volatiles

Las determinaciones de los acidos grasos se realizaron usando
un cromatografo de gas marca Packard Becker 417, con una columna
empacada (Zm x 2mm [D} con 10 % AT-1000 como tase estacionaria
sobre Chromosorbe W-AW {80/100). Se uso N, (libre de Oxigeno)
como gas de arrastre. el cual se hizo pasar continnamente a través de
la columna a una temperatura constante de 140 *C y una rata de flujo
de 20 ml/min. Los compuestos que salian de la columna se
detectaron mediante un detector de ionizacién a la llama (FID),
conectado a un integrador electrdnico (Spectraphysic SP 4290). El
cromatografo se calibrd con una solucién standard de acidos grasos
cuyos componentes tienen diferentes tiempos de retencidn (Tabla 1).
Las muestras a ser analizadas se filtraron a través de una membrana
de nitrato-celulosa (0.45 pm de poro). El filtrado se mezcld con un
10 % (v/v) de acido férmico grado analitico (BDH), y 1 pl del
mismo se inyectd en la columna. Tanto las muestras analizadas como
el standard de acidos volatiles se wrataron con acido formico para su
estabilizacion,

RESULTADOS ¥ DISCUSION

Los resultados obtenidos para la primera corrida del sistema se
muestran ¢n la Fig. 1 y Tabla 3. El porcentaje de remocion de AGV
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totales, para las dos primeras concentraciones usadas, fue muy
cercano al 90 %, este valor se medié tomando en cuenta los
AGYV totales producidos por el reactor acidogénico y los AGV totales

AGY
—— HAC
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FIGURA 1. Variacion en la concentracion de los dcidos acético
y propidnico er la primera corrida del reactor acidogénico.

TaBLA 3. Porcentaje de cada acido graso volatil al final de
cada comrida del reactor acidogéncio.

Acido graso volatil Primera corrida Segunda corrida
(*0) (%)
Acético 44 43
Propiénico 22 22
Isobutirico 2
Batirico 24 23,
Isovalérico 2 1
Valérico 2 6
Capridnico 2 3

encontrados a la salida del reactor metanogénico, durante un periodo
de 28 dias aproximadamente (Figs. 1 y 2). Transcurrido este tiempo
la DQO se incrementd en el sistema a 4600 mg/L vy después de
algunos dias en operacién, el porcentaje de remocion de dcidos
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grasos por el reactor metanogénico bajé a un 30 %. Cuandola
carga organica se duplicé por daltima vez a 9200 mg/lL, la
produccion de acidos grasos por parte del reactor acidogénico

AGY

Yoo iy HPr

. 4 % 10 5 0 25 30 35 40 45 =
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Figura 2. Variacion en la concentracion de los dcidos acético y
propionico en la primera corrida del reactor metanogéncio.

aumentd apreciablemente (Fig. 1). Sin embargo, el reactor
metanogénico colapséd v el lodo fue expulsado del reactor, debido a la
ala carga orgénica aplicada al reactor en términos de AGV.

Ef reactor acidogénico respondié al aumento de carga orgénica,
con ¢l incremento correspondiente en la concentracion de acidos
grasos, pero se puede observar que el incremento en acetato,
expresado como un porcentaje de los AGV totales, no variéd
significativamente con ¢l incremento en cargas organicas (de 41 a 44
%) (Fig. 1 y Tabla 3) expresado por Le Huga v Hulshoff - Pol
(1989).

El reactor metanogénico durante los primeros 28 dias de
operacion se mantuvo removiendo los AGVY preducidos por el reactor
acidogénico sin ningin problema. La caantidad total de AGV
enconirados en el efluente del reactor metanogénico fue casi la
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misma, 20 a 30 mg/L de los 590 mg/L producidos durante ese
periodo por el reactor acidogénico, atn cuando la carga organica se
duplicd dos veces durante ese periodo. [La variaciéon en la
concentracion de los AGV puede observarse en la Fig. 2. Después de
28 dias de operacion, el reactor disminuyo su habilidad para usar los
acidos grasos totales producidos por el reactor acidogénico, y
grandes cantidades de buffer se usaron a fin de mantener la capacidad
amortiguadora. Las concentraciones de acidos grasos aumentaron a
SO0 mg/L aproximadamente. presentando inestabilidad el sistema
bajo la carga organica aplicada (Fig. 2).

Cuando se aphico la segunda corrida al sistema, la 1dea fue
encontrar un valor mas acertado de eficiencia para esta segunda
experimentacion. Los valores usados en la primera corrida se
duplicaron pero no se incrementaron sucesivamente, de tal forma que
las DQO usadas en la segundy parte de la experimentacion de 3000,
4000 y 5000 mg/L. originaron cargas en el reactor acidogénico de

40:17. 53.58 v 66.95 kg DQO/m’. d, respectivamente. Durante este
periodo, el reactor acidogénico produjo un AGV promedio de 500 a
696 mg/l., dependiendo de la carga organica aplicada. El porcentaje
de Acido acético (del total de AGV producido) oseild en un rango
de 47 a 57 %, dependiendo de la carga organica aplicada.

La mayor cantidad de AGV producida por el reactor
acidogénico, bajo cualguier carga orgdnica aplicada. correspondié a
los dcidos acético, propidnico y butirico. La Fig. 3 presenta la
variacion en la concentracion de AGV para el perfodo experimental
de segunda corrida en el reactor acidogénico, y la Tabla 3 el
porcentaje al final del mismo periodo.

El comportamiento del reactor metanogénico después de 10
dias en operacion, en esta segunda corrida, fue estable, demostrando
una disminucion en los AGV a la salida (efluente) (Fig. 4). La
menor concentracion de acido graso (4 mg/L) en el efluente de este
reactor se encontré después de 30 dias en operacian, cuando la DQO
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aplicada al sistema se incrementd a 4000 mg/L, esto indica que
la remocion de AGV representd un 98 %, durante esta segunda

corrida (Fig. 4). Cuando se aplico  23.04 kg DQO/m’-d  de carga
organica (6.04 kg VFA/m'.d) al reactor metanogénico, muy alta para

AGY —ip— HA
mgil —— HPr

450-E

ne
15
160
L
g . 4 bbb o

T ? 3 t T T £ 1 ¥

4 5 10 15 28 2% ) R 40 45
Tiempo (dlas}

FIGuRa 3. Variacion en la concentracidn de fos dcidos acético
y propidnico en la segunda corrida del reactor acidogénico.

el reactor, la concentracion total de AGV en el efluente aumento
algunas veces en concentraciones mds altas que el influente, debido a
la acumulacidén de AGV.

Le Huga y Hulshoff - Pol (1989) establecieron que la cantidad
de acidos grasos en términos de dcido acético no debe exceder de
1600 mg/l. en un reactor anaerobio puesto que valores mavores a
estos producen inhibicion a las bacterias metanogénicas.

Gunnerson y Stuckey (1986) establecieron que la cantidad v tipo
de acido graso producido en un sistema anaerobio tenfa dos recorridos
diferentes, uno de los cuales cra €] que beneficiaba al tratamiento,
Segun ellos, un substrato en condiciones normales era transformado
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en CO,+ H, +acetato, y que en condiciones no favorables en
un sistema anaerobio ocwsria la siguiente reaccidon no ideal para
el sistema en la cual el substrato es transformado en propionato
+ butirato + ethanol; estos productos no pueden ser utilizados

AGY iy HAL
mgll w4 HPr

800

7N

&)

500

400

330G

00

o

u >y i ittty

3] 2l§ 3 bt} ] 45 5
Tiempo {dizs)

FiGura 4. Variacidon en la coneentracion de los dcidos acético
y propidnico en la segunda corrida del reactor metanogénico.

directamente por las bacterias metanogénicas y cuando se encueniran
en exceso, resultan toxicos a estas bacterias, Mclnemey ef afl. (1981)
sefialan que la primera reaccion predominaba en un digestor que
poseia baja presion parcial de H,, v que la segunda reaccién es
favorecida a altas presiones parciales de H,.

Segtiin Brown y Tata {1985), las bacterias acetoclasticas
necesitan un tiempo de generacién mayor gque las bacterias
formadoras de 4cido (ejemplo, 2 a 3 dias comparando con 2 a 3 horas
a 35 °C bajo condiciones optimas). Esto indica que los digestores
anaerobios no pueden recibir cargas organicas muy altas, ya que las
bacterias formadoras de acido, produciran los AGV mas rapidamente
que la velocidad de utilizacién de los mismos por las bacterias
acetoclasticas. Andrews y Pearson (1965) reportaron que no sélo es
importante conocer la cantidad de 4cidos grasos ‘producidos, sino
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también la proporcion de cada uno de ellos ya que esto indicara el
funcionamiento de un sistema anacrobio,

El reactor acidogénico respondié al aumento de la carga
organica con el incremento correspondiente de 4cidos grasos
volatiles, pero el reactor metanogénico no respondié6 eficientemente a
este incremento.

Los resultados encontrados en esta investigacién revelan gue el
sistema de tratamiento anaerobio puede ser monitoreado a través de
la produccion y/o utilizacién de los diferentes acidos grasos
involucrados, como método para determinar cuando el sistema
funciona en equilibrio o cuando el sistema necesita ser controlado y
cambiar sus caracteristicas fisicoquimicas.
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