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Introduccién

E1 60% de los productos lacteos elaborados en la regién de Orizaba, Veracruz, México,
son adquiridos por restaurantes asociados a la cdmara nacional de la industria restauran-
tera y de alimentos condimentados (CANIRAC), lo que reitera la calidad de los productos
elaborados dentro de la regién. Pese a esto, la leche es considerada un alimento perecede-
ro, a pesar de contar con altas condiciones de almacenamiento y transporte, es un hecho
inevitable la presencia de lactobacilos fermentativos en cada mililitro almacenado de le-
che, dichos lactobacilos, con el tiempo, provocan acides en el producto lacteo, por lo que
hoy en dia se contemplan mejores métodos de preservacion para su posterior fabricacién.

Produccién de queso

En la elaboracién de queso, la leche es sometida a un proceso de fermentacién, pro-
vocado por el accionamiento de los lactobacilos presentes en el producto ldcteo, en este
proceso la lactosa, es transformada en acido latico, en donde se reduce el pH, se inhiben
agentes patégenos, ademas de aportar protones (H+), encargados de provocar la coagula-
cién que neutraliza la estabilidad de las caseinas, en donde se consume de 10% a 20% de la
lactosa, permitiendo la formacién del queso. La eliminacién de lipidos durante la fabrica-

cién del queso permite la formacién de residuos denominados lactosuero.

Lacto suero

Es una sustancia liquida translucida, producto de la separacion del coagulo de leche en
la produccién de queso. El Lactosuero consta de 5% de lactosa, 93% agua, 0.85% proteina,
0.53% de minerales y 0,36% de grasa. El lactosuero al ser separado de la leche durante la
fabricacién del queso es considerado un residuo contaminante por su alta demanda bioqui-
mica de oxigeno (DBO), esta demanda bioquimica de oxigeno se encuentra en un rango
de 30,000-50,000 mg/L aproximadamente. Los desechos ya no pueden ser empleados para
otra funcién, por lo que se han abordado propuestas de manipulacién y reduccién de resi-

duos, siendo depositados en un digestor anaerobio de flujo ascendente.

Digestor anaerobio de flujo ascendente UASB
Propuesto en 1970, con el objetivo de tratar residuos orgdnicos, el proceso emplea mi-

crorganismos para realizar una degradacion bioldgica sin presencia de oxigeno (O). Esto
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permite transformar la materia bioldgica en gases portadores de contenido energético
como biogds, los componentes dificiles de degradar durante el trabajo del digestor son

denominados lodo. El digestor estd compuesto por tres zonas distintas:

* Lazona de lodo, donde se concentran los microorganismos encargados de degradar
los residuos organicos.
* La zona de dispersion, que alberga los microorganismos del digestor.

* La zona de separacion gas-liquido-solido.

Para lograr una digestiéon adecuada, es esencial cumplir con caracteristicas especificas,
al satisfacer cada uno de los pardmetros, se considera que la digestién obtendrd resultados
Ppositivos.

Temperatura: Es un factor crucial ya que los microorganismos son sensibles a varia-
ciones de temperatura, el promedio de temperatura en digestores es entre 35 °Gy 35 °C.

Homogeneidad: La mezcla de sustratos en el digestor debe ser homogénea, para ga-
rantizar un contacto eficiente entre microorganismos y residuos.

pH: El rango éptimo de pH para la actividad de microorganismos en el digestor anae-
robio es ligeramente acido a neutro, normalmente entre 6.52 y 7.5. es esencial supervisar
y ajustar el parametro segun sea necesario.

Relacién de carbono/nitrégeno: Mantener la proporcién adecuada de carbono y ni-
trégeno en los sustratos ofrece un 6ptimo rendimiento del proceso de digestién, la relacién
de carbono y nitrégeno depende del tipo de residuo a tratar.

Tiempo de retencién hidraulica: El tiempo que el sustrato permanece sumergido
dentro del digestor determina la accién microbiana, un tiempo de retencién adecuado
garantiza la descomposicién total de la materia orgdnica.

Inoculacién inicial: La introduccién de microorganismos anaerobios activos al inicio
del proceso acelera la digestion y mejora la estabilidad de operacion.

Carga organica: Es crucial supervisar la cantidad y calidad de los sustratos orgdnicos,
ya que sobrecargar el sistema puede interrumpir el proceso de digestion.

Recoleccion de biogas: Utilizar tecnologia de recoleccion de gas, asegura el mdximo

empleo de los recursos generados en el digestor anaerobio.

Tratamiento de lactosuero por UASB

Tratar lactosuero mediante la digestién anaerobia de flujo ascendente (UASB) implica,
en primera instancia, depositar el residuo en la parte inferior del reactor. Luego, en la fase
de hidrolisis, la materia organica inicial se descompone por microorganismos, reduciendo
asi los residuos de gran tamano, como los azucares y aminodcidos.

La fase de acidogénesis emplea bacterias acidogénicas que transforma los compuestos
reducidos en acidos organicos, incluyendo el tratamiento de dcidos grasos volatiles, como
acido acético, acido propidnico y acido butirico.

Los acidos grasos voldtiles entran a la fase de acetogénesis y metanogénesis, donde el
agua del digestor fluye de manera ascendente a través de un manto de lodo, constituido

por granulos o microorganismos metanogénicos. Al entrar en contacto el lactosuero con el
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manto de lodo, se inicia la producciéon de gases en condiciones anaerobias, principalmente
metano (CHy) y diéxido de carbono (GOg). Simultaneamente, se provoca una circulacién
interna que permite la formacién de granulos dentro del reactor.

El gas producido dentro del manto de lodo se adhiere a las particulas biolégicas, por lo
que, todo el gas es forzado a ascender hasta la superficie del reactor, es necesario promover
la liberacion del gas adherido a las particulas bioldgicas. Al entrar en contacto estas par-
ticulas con deflectores desgasificadores, las particulas biolégicas son forzadas a ascender
hasta la superficie del manto de lodo. Una vez libre de particulas, el gas se extrae y alma-
cena en una bdéveda de recoleccién de gases, instalada en la parte superior del digestor.
En circunstancias de residuos liquidos con alta concentracién de sélidos, estos se dirigen
directamente a la superficie del manto de lodo mediante deflectores. El objetivo principal
de la digestién anaerobia es transformar la materia orgdnica mediante reacciones bioqui-
micas, para producir biogds con alto contenido en CHy, lo que abre la posibilidad de su

empleo como energia.

Caracteristicas del biogas

Basado en la literatura enfocada al tratamiento de biogds, se menciona que el biogds,
al estar conformado por diversos gases, posee propiedades que lo hacen mas liviano que el
aire. Esta caracteristica establece que el biogas tiende a evaporarse y perder volumen con
el paso del tiempo. Usualmente, el biogas estd constituido por gases como: Metano (54% a
70%), diéxido de carbono (27% a 45%), nitrégeno (1% a 10%), hidrogeno (1% a 10%), mo-
néxido de carbono (0.10%), sulfuro de hidrogeno (0.15%).

El sulfuro de hidrogeno (H) presente en el biogas generado contiene acido sulthidrico
(HoS), el cual es considerado un gas corrosivo para los equipos de laboratorio. Por lo tanto,
lo es necesario eliminarlo para poder utilizar el biogds de manera efectiva.

Existen tecnologias para eliminar la presencia del dcido sulfhidrico, empleando pro-
cesos quimicos y bioldgicos relacionados con la bacteria (Thiobacillus ferrooxidans), o el
uso de reactivos con cloruro de hierro (FeClg). En la purificacién de biogds se busca
reducir la presencia de diéxido de carbono y sulfuro de hidrogeno. En la reduccién de

diéxido de carbono, se aumenta el valor del biogds como combustible, mientras que en
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Figura 1. Tratamiento de lactosuero por tecnologia UASB.
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la reduccién de sulfuro de hidrogeno se reduce el efecto corrosivo en metales que inte-
ractian con el biogds.

Una vez reducidas las impurezas del biogds, por su temprana comercializacion, se em-
plea en mediana escala para cocinar en combustién directa. No obstante, el biogds puede
ser empleado para iluminacién, calefaccién y como combustible en motores de combus-
tién interna, con un poder calorifico promedio de 50% y 70% del gas natural, se requiere
el uso de trampas de limadura de hierro en las lineas de transporte debido a la presencia

de acido sulfhidrico en el biogds, que podria ocasionar corrosién prematura en los equipos
(Valdivia, 2000).

Acidos grasos Volatiles AGV

Los 4cidos grasos volatiles (AGV) operan como intermediarios degradativos en la se-
gunda etapa de degradaciéon dentro de un digestor anaerobio, ademds de ser precurso-
res directos en la formacién de metano (CHy). Se consideran dcidos grasos volatiles a
compuestos organicos acidos generados durante el proceso de fermentacién anaerobia de
materiales organicos, producida por bacterias del sistema digestivo, tanto animales como
en seres humanos. Estos residuos tienden a evaporarse con facilmente en condiciones nor-
males de temperatura y presion.

Para estimar el nivel de composicion de los acidos grasos voldtiles producidos durante la
digestion anaerobia de flujo ascendente, las muestras capturadas son sometidas a métodos
de cromatografia liquida, con el fin de separar y cuantificar los materiales que conforman
al dcido graso en el digestor. A continuacién, se describird el proceso de medicién de AGV
producido en un reactor anaerobio mediante cromatografia liquida.

Cromatografia liquida de alto rendimiento HPLC

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) es una técnica analitica utilizada
para separar, identificar y cuantificar componentes en una mezcla. El método implica
una fase mévil en estado liquido y una fase estacionaria en estado sélido o liquido. La
fase movil lleva la muestra través de la fase estacionaria, donde fuerzas quimicas y fisicas
actian con la mezcla a analizar, y las dos fases determinan la retencién y separacion de
cada componente que conforman la mezcla. Un equipo de cromatografia liquido de alto
rendimiento estd compuesto generalmente por cinco componentes: bomba, inyector, hor-

no (columna), detector y registrador, como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Estructura de un cromatégrafo liquido.
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La bomba es responsable de ingerir la fase mévil del reservorio, haciéndola fluir
por el sistema a una velocidad constante y precisa, normalmente operan a 6000 psi,
dependiendo de factores como el tiempo, tamafio de la columna y composicién de la
fase movil.

El inyector es uno de los componentes cruciales, el volumen promedio de muestras
inyectado varia entre 5 uL. y 5 Ml. Realizar una inyeccién presurizada de manera precisa,
contribuye a una deteccién correcta, ademads de ofrecer repetibilidad en las pruebas.

El horno regula y mantiene la temperatura dentro de la columna, la temperatura estd
directamente relacionada a la propiedad de retencion y selectividad de la columna. El ma-
terial de la columna suele ser acero inoxidable, una longitud promedio de 50 a 300 mm y
se encuentra rellena de fase estacionaria.

El detector captura los cambios en los efluentes de la columna, los convierte en sefiales
eléctricas, las cuales son enviadas al registrador. Existen detectores selectivos que miden
propiedades fisicas o quimicas de los solutos en la mezcla, asi como detectores universales
que miden una sola propiedad fisica de la fase mévil. Finalmente, el registrador procesa y
recolecta las sefiales producidas por el detector, y los transcribe en un cromatograma para

su posterior lectura.

Consideraciones de AGV para cromatografia liquida

El empleo de técnicas de cromatografia liquida en dcidos grasos volatiles producidos en
un digestor anaerobio, permite realizar un analisis de los residuos que conforman los AGV,
ademds de separarlos mediante la tecnologia de cromatografia liquida.

El andlisis de los dcidos grasos volatiles por métodos de cromatografia liquida, requiere
de cumplir con condiciones especificas del equipo, las especificaciones del equipo de cro-
matografia serdn determinadas por el dcido graso voldtil a analizar. Al contemplar estas
caracteristicas se garantiza una correcta separacion y deteccién de los materiales que con-

forman a la muestra:

Solubilidad: El dcido graso volatil debe ser soluble en el solvente designado como fase
movil en el cromatdgrafo. El tipo de solvente depende de la configuracién de cromatogra-
fia liquida utilizada.

Compatibilidad: La fase estacionaria del equipo de cromatografia debe ser compati-
ble con los acidos grasos volatiles a analizar.

Concentracién: La concentracién de la muestra a inyectar necesita estar en el rango
lineal del detector para garantizar una cuantificacién precisa, un volumen adecuado evita
saturar el detector

Pureza: La integridad de la muestra a inyectar influye en la resolucién y deteccién, se
debe someter a filtros para eliminar impurezas que puedan interferir en las pruebas.

Detector: El tipo de detector se selecciona basado en el tipo de cromatografia liquida
incluyendo el tipo de sensibilidad y selectividad requeridas, pueden emplearse detectores
de refraccion, detectores uv y detectores de fluorescencia.

Volumen: El volumen de la muestra a inyectar debe ser preciso. Un volumen de inyec-

cién superior a la requerida sobrecarga la columna, afectando la resolucién de la prueba,
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mientras que un volumen inferior al requerido produce sefiales débiles, lo que conduce a
malas lecturas.

Temperatura: La temperatura es un parametro crucial en la columna del cromatégra-
fo, tiene un impacto directo en las propiedades de separacién de los dcidos grasos voldtiles,
se deben mantener temperaturas estables para garantizar resultados consistentes.

Cumplir con estas especificaciones, aumenta significativamente la posibilidad de rea-
lizar un analisis efectivo de acidos grasos volatiles mediante un cromatégrafo liquido, per-

mitiendo una deteccion y separacion precisa de los compuestos.

Analisis de AGV por cromatografia liquida

Tomando como referencia la literatura existente del tema, el analisis de dcidos grasos
voldtiles mediante cromatografia liquida de alto rendimiento, implica una serie de proce-
dimientos generales para manipular la muestra mediante el equipo de cromatografia, lo
que garantiza resultados consistentes. El ajuste y medidas de los parametros depende de la
naturaleza de los acidos grasos volatiles y del equipo de cromatografia liquida.

En primer lugar, se lleva a cabo la extracciéon de la muestra como se muestra en la Fi-
gura 3, donde el AGV debe ser cumplir con las normativas de cromatografia liquida, y ser
extraido por una jeringa presurizada sin burbujas de aire. La muestra puede ser sometida
a derivatizacion para mejorar su deteccion. Ademds, se eliminan particulas y sedimentos
presentes en la muestra, evitando obstrucciones en la columna del cromatégrafo.

Para configurar el sistema de cromatografia liquida, se selecciona un solvente o una
mezcla de solventes para operar como fase movil en el sistema, la eleccion de la fase mévil
depende de la naturaleza de los dcidos grasos volatiles a analizar.

Se selecciona una columna adecuada al tipo de 4cido graso, y se ajusta la temperatura
del horno que contiene la columna. Ademads, se configura el detector segun las condiciones
especificas del acido graso voldtil, realizando ajustes de onda y sensibilidad dependiendo
del tipo de detector empleado (UV, RID) como se muestra en la Figura 4. Para finalizar la
configuracion del equipo, se establecen condiciones de flujo y presion controladas por la

bomba, garantizando una separacién adecuada en la columna.
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Figura 3. Extraccién de muestra por inyector automdtico.
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Figura 4. Configuracién de columna y detector UV/VIS.

Durante el proceso de inyeccion, la muestra de AGV se carga en la vdlvula de inyeccion
mediante un inyector automdtico, donde la muestra es transportada por una aguja presu-
rizada y colocada automaticamente en la valvula de inyeccién, evitando generar accesos
de aire y asegurando la presurizacién del sistema de cromatografia. Los dispositivos de
inyeccién automdtica modernos ofrecen un alto nivel de repetibilidad al suministrar dosis
dentro de los sistemas de cromatografia liquida. El volumen de inyeccién es proporcional
al rango lineal del detector y la concentracién del 4cido graso.

El proceso de cromatografia comienza con el andlisis cromatografico, donde se super-
visa la separacién de los picos relacionados a los AGV, los cuales quedan registrados en el
cromatograma. Utilizando los datos obtenidos, se procede a cuantificar los AVG presentes
en la muestra depositada, se comparan los tiempos de retencién y las dreas de los picos con
los estandares. Mediante el software del sistema de cromatografia, se generan resultados en
forma de gréficos de cromatograma y de concentraciones de AGV en la muestra.

Para validar el método empleado, se realiza una calibracién empleando estandares co-
nocidos, garantizando precision y exactitud en los anadlisis posteriores. Es crucial verifi-
car la reproducibilidad del método mediante repeticiones del andlisis utilizando diferentes
muestras, pero bajo las mismas condiciones. Después de realizar pruebas pertinentes, se
puede determinar el margen de deteccion y cuantificar el método evaluando su sensibi-
lidad. En ultima estancia, se documentan detalladamente las pruebas del método, inclu-
yendo las condiciones experimentales, procedimientos de preparacion de la muestra y los

datos de validacidn.
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Figura 5. Depdsito y carga de muestra en valvula de inyeccién
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Basado en articulos centrados en la produccién de biogds mediante digestores anaero-
bios, es posible estimar el nivel de concentracién de los AGV producidos durante la gene-
raciéon de biogds. Se identifican tres tipos distintos de acidos concentrados; Acético, pro-
piodnico y butirico, cada uno en proporciones diferentes. El tiempo de retencién hidraulica
(TRH) dentro del reactor anaerobio estd relacionado con la degradacion de los residuos y
la concentraciéon de los AGV, Un TRH de 36 horas tiene una concentraciéon aproximada
de 200-300 mg/L de 4cido acético, 80-100 mg/L de dcido propidnico y 0-20 mg/L de dcido
butirico. En cambio, un TRH de 24 horas ofrece una concentracién de 226 mg/L de acido
butirico, 99mg/L de acido propidnico y 50 mg/L de acido butirico. El minimo TRH de
12 horas, fue crucial en la degradacién de los compuestos, permitiendo ofrecer el maximo
nivel de concentraciéon promedio, el acido acético se increment6 a 706 mg/L, el acido pro-
pidnico a 470 mg/L y el acido butirico a 100 mg/L, aproximadamente.

Se considera que mientras mayor sea ¢l TRH mads se consumen los AGV, por lo que
se concentrarifan en niveles inferiores a comparacién de un TRH donde los AGV se con-
centran en un mayor nivel debido a un menor consumo de dcidos. El empleo de reactores
UASB representa una solucién ecoldgica para la transformacién de residuos ldcteos en
biogds, una fuente de energia sostenible, este enfoque permite aprovechar al maximo los
materiales residuales de la elaboracién de productos lacteos, reduciendo la acumulacién de
desechos dificiles de tratar por otros medios convencionales.

Al emplear tecnologias avanzadas en el proceso de digestién anaerobia, como la croma-
tografia liquida, da paso a nuevas técnicas en el tratamiento de residuos, donde convergen
diferentes tecnologias aplicadas en diferentes procesos durante la digestién anaerobia, la
modernizacién de ciertos métodos durante los procedimientos, aseguran una calidad su-
perior de biogas, reduciendo mérgenes de error variables de medicién y calibracién en
temperatura, tiempo, concentracion, volumen, pureza, entre otras cosas.

La cromatografia liquida es una herramienta vital durante el tratamiento de biogds,
permite realizar un andlisis detallado de la composicién del material depositado en el bio-
digestor, a su vez analiza los AGV resultantes del tratamiento de lactosuero, al realizar
mediciones de la concentracién de los acidos habituales en los AGV, permite estudiar el
comportamiento del reactor en relacién al TRH, buscando el tiempo ideal para una pro-
duccion de biogds y una concentracién de AGV deseados, los resultados de las mediciones
de HPLC favorecen en la creacién de bitdcoras, facilitando el acceso a mediciones pasadas
para una futura comparacién de resultados.

El empleo de multiples tecnologias permite ejecutar de forma segura y repetible el pro-
ceso de digestién anaerobia para la produccién de biogas, procurando las especificaciones
en cada parte del proceso, asegurando la mejor calidad del biogds y concentracién de los
AGV.

No obstante, aun existen muchas consideraciones dentro del digestor UASB y la HPLC
que pueden someterse a nuevas tecnologias, favoreciendo aiin mas la produccién de biogds
por medio de lactosuero, la tecnologia de redes neuronales crece de manera exponencial,
lo que abre un alto margen de aplicacién de algoritmos de inteligencia artificial, como
trabajo a futuro se considera el empleo de redes neuronales para la captura de datos de

medicién, generar una base de datos que facilite la comparacién de resultados, ajustes de
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calibracién automadtica y la supervisién de variables por medio de sensores inteligentes,
ademds de graficar los valores capturados por los sensores como lo son el tratamiento de la
muestra y la composicién del biogas y los AGV en relacién al TRH.

En dltima instancia, este enfoque representa un futuro mds limpio, mds verde y mas
rentable para la produccién de biogds a partir del lactosuero, lo que abre la posibilidad del
empleo de mads residuos contaminantes, ademas de considerar aplicar las nuevas tecno-
logias en desarrollo para mejorar y aprovechar los recursos restantes de la fabricacion de

productos.
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