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DESCRIPCION

Un método y equipo para supervisar relaciones sintréficas en un fluido de proceso biolégico.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método y un equipo para supervisar relaciones sintréficas en un fluido de pro-
ceso bioldgico. Mds especificamente, se refiere a un método para supervisar las relaciones sintréficas entre diferentes
partes del consorcio bacteriano en el fluido de proceso de una planta de procesos bioldgicos, tal como una planta de
gas bioldgico o planta de tratamiento de aguas residuales y un equipo para uso en un método de este tipo.

Antecedentes de la invencion

El incremento de la aplicacion industrial de fluidos de procesos biolégicos, tal como en el tratamiento de aguas
residuales y en la produccién de biogas, ha dado como resultado una necesidad de desarrollo de métodos fiables para
la evaluacién y control del proceso de digestidon anaerdbico.

La supervision del proceso requiere en primer lugar acceder a un pardmetro adecuado que refleje el estado metabo-
lico del proceso. En segundo lugar, se requiere un sistema que proporcione una determinacion fiable de este pardmetro
del proceso con el fin de obtener un control eficiente, con el retraso mdas corto posible entre el fallo del proceso y la
respuesta del operador.

La digestion anaerébica es un proceso complejo que consta de una serie de reacciones microbianas catalizadas por
un consorcio de diferentes bacterias, cada una de las cuales depende de relaciones sintréficas con otras bacterias en el
consorcio. El carbono es el tinico agente reductor disponible durante la digestién anaerébica, y la fuerza de acciona-
miento general del proceso es la divisién de la materia orgdnica en CO, como carbono oxidado y CH, como carbono
reducido. A pesar de la complejidad inherente del proceso, ha tenido éxito una descripcién en tres etapas. En la prime-
ra etapa, se hidrolizan polimeros bioldgicos por enzimas extracelulares de bacterias fermentativas y los mondmeros
y oligémeros resultantes son absorbidos y fermentados adicionalmente en dcidos grasos de cadena larga, alcoholes
y H,/CO,. En la segunda etapa, los alcoholes y 4cidos grasos de cadena larga son oxidados en acetato, formiato y
H,/CO, por las bacterias acetogénicas. En la tercera etapa, el acetato, formiato y H,/CO, se convierten en metano
por las bacterias metanogénicas. La interdependencia mutua de las diferentes bacterias, normalmente referida como
sintrofia o relaciones sintréficas, es un factor clave en el proceso de biogas, y para que el proceso funcione adecua-
damente, el crecimiento interdependiente y la formacién de producto de las diferentes bacterias deben compensarse
de una manera correspondiente. En condiciones de operacién inestable, los productos intermedios tales como acidos
grasos volatiles y alcoholes se acumulan en diferentes tasas en funcidn del sustrato y del tipo de perturbacién causando
inestabilidad (Allison, J. M. 1878, Appl. Environ. Microbiol. 35:872-877; Gujer, W. y A. J. B. Nehnder, 1983. Water
Sci. Tecnol. 15:127-167). En el presente contexto, el término “4cidos grasos volatiles” o “VFA” debe entenderse de
acuerdo con la interpretacion de la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y la Sociedad Quimica
Americana (ACS), como sinénimo de acidos grasos de cadena corta (en oposicion a dcidos grasos de cadena media y
de cadena larga), conteniendo tipicamente los dcidos grasos menos de 6 d&tomos de carbono.

Las perturbaciones mds comunes que provocan desequilibrio son sobrecarga hidrdulica u orgénica, la presencia
de toxinas inorgdnicas u organicas u otras perturbaciones en las condiciones del proceso, tales como cambios de la
temperatura y cambios del sustrato (Switzenbaum, M. S. y col., 1990.. Enzyme. Microb. Technol. 12:722-730. De
acuerdo con ello, una respuesta 16gica del operador a una perturbacién observada que causa desequilibrio seria tratar
de contrarrestar este cambio profundo o interrumpir el flujo de alimentacién o cambiar el perfil de temperatura del
reactor, lo que se hace también realmente en la practica. Sin embargo, la producir la contra reaccién mds beneficiosa
posible a una perturbacién observada, el operador debe tener acceso a un parametro del proceso que refleje el estado
metabdlico del proceso hasta una extension que permita tal respuesta graduada. Este no es el caso con la tecnologia y
los pardmetros de control empleados actualmente.

Varios parametros han sido sugeridos y empleados anteriormente, tales como indicadores de tension para supervisar
procesos de digestion anaerdbica. Las caracteristicas importantes de un buen indicador de proceso son la capacidad
para detectar desequilibrio en una etapa temprana y su capacidad para reflejar directamente el estado metabdlico del
sistema. Ademds, es importante que el cambio relativo del pardmetro que sigue a una perturbacién sea comparado
de una manera significativa con fluctuaciones e incertidumbres de andlisis anteriores. Algunos de los indicadores
mds comtinmente utilizados incluyen la medicién de la produccién de gas, la composicion del gas, el valor pH y la
destruccion de sélidos voldtiles. En general, la mayoria de estos indicadores son adecuados para detectar cambios
graduales. Sin embargo, los cambios en el pH, la reduccién de sélidos voldtiles y la composicién del gas son con
frecuencia demasiado lentos para la deteccién 6ptima de cambios repentinos (Slater, W. R. Y col. 1990, Water Res.
24:121-123, Angelidaki, I. y B. K. Ahring, 1994 Water Res. 28:727-731.

Como se ha mencionado anteriormente, la digestién anaerdbica depende de la formacién y consumo simultineos de
H,, acetato y formiato por diferentes partes del consorcio de bacterias que contribuyen al proceso, es decir, que depende
de relaciones sintréficas. Tanto las bacterias acetogénicas como las bacterias metanogénicas tienden a tener una tasa
de crecimiento mds lenta que las bacterias fermentativas. Ademds, las bacterias acetogénicas parecen ser inhibidas a
altas concentraciones de H, y de 4cidos grasos volatiles, mientras que las bacterias fermentativas en tales condiciones
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producirdn alcoholes y 4cidos grasos voldtiles mds largos, por ejemplo propionato y butirato en lugar de acetato
(Ahring, B. K. Y col. 1990, Energisturelsen). Como una consecuencia, los dcidos grasos volatiles se acumulardn en
condiciones de desequilibrio y la concentracién de dcidos grasos voldtiles en el fluido del proceso es potencialmente
uno de los pardmetros mas importantes para el control exacto de digestién anaerébica (Chynoweth, D. P. y R. A. Mah.
1971, Adv. Chem. Sci. 105:41-53; Fisher, J. R. Y col., 1983, Biol. Wastes, 6: 147-166; Hill, D. T. y J. P. Bolthe, 1989.
Biol. Wastes, 28:33-37; McCarty, P. L. y R. E. McKinney, 1961, J. Water Control. Fed. 33:223-232).

En resumen, los 4cidos grasos volatiles juegan inherentemente un papel central en el proceso de digestion anaero-
bica y su acumulacién refleja un desacoplamiento cinético entre productores y consumidores de dcidos en el proceso
de digestioén anaerdbica, es decir, un desacoplamiento de relaciones sintréficas y es tipico de situaciones de tensién. El
efecto toxico de altas concentraciones de altas concentraciones de dcidos grasos voldtiles sobre el proceso de digestion
anaerdbica ha sido estudiado e informado por varios autores (Ahring, B. K. y P. Westermann, 1988, Appl. Environ.
Microbiol. 54:2393-2397; Gorris L. G. M. y col., 1989. Biotechnol. Lett. 11:61-66; Gourdon, R. y P. Vermande, 1987
13:1-12) y la caida resultante en el pH se considera generalmente como la causa principal de la toxicidad (Hill, D. T.
1982, Trans. ASAE 25:1374-1380; Mosey, F. E. y X. A. Fermandes 1984. Microbiol. Methods Environ. Biotechnol.
159.169). Muchos investigadores han correlacionado la estabilidad del proceso con la concentracién absoluta de 4ci-
dos grasos volatiles en el reactor (Hill, D. T. y col. 1987, Trans, ASAE 40:496-501; Kaspar, H. F. y K. Wuhrman 1978,
Appl. Environ. Microbiol. 36:1-7; Hill, D. T. y R. D. Holmberg, 1988 Biol. Waster 23:195.214; Varel. V. H. y col.
1977, Appl. Environ. Microbiol. 33:298.307). No obstante, a partir de los muchos niveles diferentes de 4dcidos grasos
voldtiles encontrados en diferentes sistemas de reactor, se puede concluir que no es factible definir un nivel absoluto de
acidos grasos volatiles que indique el estado del proceso. Diferentes sistemas anaerdbicos tienen sus propios niveles
normales de 4cidos grasos volatiles, que se determinan por la composicioén de los sustratos digeridos o por las condi-
ciones de funcionamiento (Angelidaki, I. y col. 1993. Biotechnol. Bioeng. 42:159-166), que indica que una medicién
del contenido total de 4cidos grasos volatiles en el fluido de proceso no es factible para realizar una respuesta graduada
a cualquier perturbacién observada.

Un sistema de medicién cromatografica para VFA ha sido propuesto por S. Torp y col. (S. Torp. y col., Febrero de
1994. “Development of an on-line gas chromatographic measuring system for volatile fatty acids (VFA) determination
and automated regulation of biogas reactors with regard to specific VF acids”, Energy Sci Tec). Se ha reconocido la
necesidad de filtrar y acidular la muestra antes del andlisis en un cromatégrafo de gas y se ha utilizado un filtro
cerdmico para filtracién de flujo transversal.

En otro experimento informado por J. W. Paul y col. (J. W. Paul y col. 1989), “Rapid-extraction and andlisis of
volatile fatty acids in soil”, Communications in Soil Science and Plant Andlisis, vol. 20, 1989, pdginas 85-94), se
utilizan filtros de disco. Sin embargo, el aparato utilizado no es adecuado para la medicién continua; por lo tanto,
tampoco para fines de supervision.

Actualmente, las mediciones de dcidos grasos volatiles como tales no se utilizan como un parametro de proceso
en plantas de biogas a escala real. Normalmente, en todo caso, el contenido de 4cidos grasos volatiles en el fluido de
proceso es estimado indirectamente a través de una medicién del contenido total de bicarbonatos y 4cidos volatiles.
Actualmente, principalmente se utilizan dos métodos para estimular el contenido general de dcidos grasos voldtiles en
fluidos de proceso a partir de plantas de biogas a escala real.

De acuerdo con un método basado en Anderson, G. K. y G. Yang, 1992, Water Env. Res. 64:53-59, se toma una
muestra de aprox. 5-10 g desde el suministro del proceso (puesto que el estiércol, el lodo y las aguas residuales
son fluidos viscosos e inhomogéneos, no es posible extraer un volumen exacto). A continuacién, se afiade acido a la
muestra o bien manualmente o bien empleando un titulador automatico hasta que el valor pH alcanza 5,1. Suponiendo
que solamente el contenido de carbonato/CO, y dcidos grasos volatiles de 1la muestra influye en el pH y la mayoria
de los 4cidos grasos voldtiles tienen valores pKa por debajo de 5,1, el contenido de carbonato/CO, en la muestra se
puede determinar entonces indirectamente sobre la base de la cantidad de 4cido afiadido. Puesto que la mayoria de
los acidos grasos volatiles tiene valores pKa por encima de 4,0, el contenido de acidos grasos volatiles en la muestra
se determina entonces sobre la base de la cantidad total de 4cido, que debe afiadirse con el fin de hacer que el valor
pH de la muestra caiga por debajo de 3,5, y mediante la correccién de la cantidad de carbonato/CO, determinada
por la primera etapa de titulacién. Otro método empleado actualmente estd también estrechamente relacionado con
uno desarrollado por Anderson y Yang (lugar citado). Como una primera etapa, comprende el muestreo manual y
como una segunda etapa, la acidulacién de muestras por la adicién de una cantidad de 4cido fuerte. Luego, como una
tercera etapa, se disocia la muestra acidulada con N, o aire con el fin de eliminar cualquier carbonato/CO, presente.
Tal procedimiento de disociacién requiere mucho tiempo y puede tardar aproximadamente 30 minutos. Como cuarta
etapa, se determina el contenido de 4cidos grasos volatiles por re-titulaciéon hasta aproximadamente pH 5-6, y se
compara con una muestra patrén tratada de una manera similar, de tal forma que se determina el contenido total de
dcidos grasos voldtiles en equivalentes (eq.) de la muestra patrén. En ambos métodos, la concentracidn total de dcidos
grasos volétiles en mmol se convierte en equivalentes de acetato (eq.) multiplicando el valor obtenido por 60 g/mol.
En general, el segundo método es ligeramente mds preciso que el primer método, pero debido al procedimiento de
disociacion requiere también mds tiempo.

Varias caracteristicas de la tecnologia disponible actualmente para la medicién de acidos grasos volatiles descrita
anteriormente la hacen inadecuada para uso en plantas de biogas a escala real. Después de cada titulacién, los elec-
trodos y otros equipos deben limpiarse y el electrodo de pH debe calibrarse regularmente. Debido al alto contenido
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de material en particulas y arena en el estiércol y otros tipos de residuos orgénicos, es dificil automatizar totalmente
cualquiera de estos métodos. Tipicamente, se utiliza un titulador automético, pero todas las demds etapas se realizan
manualmente. Ademas, los patrones de carga de lotes secuenciales utilizados en plantas de biogas a escala real, y los
cambios en la composicién de la alimentacion que es suministrada a la planta, cambian las concentraciones especifi-
cas de 4acidos grasos volatiles en cuestién de horas. Por lo tanto, es necesario planificar la frecuencia de muestreo de
acuerdo con la frecuencia de alimentacion y la composicién de la alimentacién, lo que no es factible con la tecnologia
disponible actualmente, puesto que implica la preparacién manual de muestras, que comprende el muestreo y posi-
blemente centrifugacién o sedimentacién. Ademads, los métodos actualmente disponibles han sido desarrollados para
muestran a partir de un reactor de biogas que trata aguas residuales con un contenido muy bajo de material en particu-
las y optimizado principalmente por el uso de muestras construidas/artificiales. De acuerdo con esto, se ha encontrado
anteriormente que la inexactitud inherente de estos métodos se eleva drdsticamente con el incremento de las con-
centraciones de carbonato/CO,, especialmente cuando se analizan muestras de plantas de biogas que tratan residuos
orgdnicos con alto contenido en particulas (M@ller, H. 1997, NNR). Puesto que el contenido de carbonato/CO, en el
fluido de proceso de plantas de biogas que tratan estiércol o lodo varfa tipicamente entre 200 y 300 mM comparado
con menos de 100 mM en las muestras ensayadas por Anderson y Yang, esto es un inconveniente muy serio, cuando
se trata de implementar estos métodos. En conclusidn, con la tecnologia actual se realizan determinaciones utilizando
re-titulacidn inexacta u otros métodos semi-cuantitativos y solamente se pueden obtener mediciones indirectas sobre 1
contenido total de dcidos grasos voldtiles, que estdn sometidos de nuevo a grandes incertidumbres debido al alto con-
tenido de carbonato/CO, en los fluidos de proceso de interés. Ademds, los procedimientos conocidos actualmente son
indirectos, inexactos, laboriosos, costosos e inherente fuera de linea y requieren mucho tiempo, y ni proporcionan un
control eficiente ni una demora corta entre el fallo del proceso y la respuesta del operador. Adicionalmente, adolecen
de la exactitud deseada para determinar el contenido de 4cidos grasos volatiles individuales en el fluido de proceso,
lo que haria ambigua la interpretacién de los datos, y de acuerdo con ello no permiten una respuesta graduada a una
perturbacién observada.

Resumen de la invencion

En general, la presente invencién proporciona un método y un equipo para supervisar las relaciones sintrdficas
entre diferentes partes de un consorcio bacteriano en el fluido de proceso de una planta de procesos bioldgicos, tal
como una planta de gas bioldgico o una planta de tratamiento de aguas residuales, a través de una medicion exacta
del contenido de los 4cidos grados voldtiles individuales en muestras consecutivas del fluido de proceso, empleando
pequeiias cantidades de fluido de proceso. La presente invencidn es particularmente titil en casos en los que el proceso
biolégico es una digestién anaerébica en una planta de gas bioldgico o una planta de tratamiento de aguas residuales.
Mas particularmente, la presente invencién proporciona una solucién a los problemas planteados actualmente cuando
se trata de supervisar el estado del proceso de una digestion anaerébica, por ejemplo en el tratamiento de aguas
residuales y en la produccién de gas bioldgico, a través de un andlisis, que hace posible supervisar las relaciones
sintréficas entre diferentes partes del consorcio bacteriano en el fluido de proceso, a través de una medicién en linea
exacta del contenido de los dcidos grasos volatiles individuales en muestras consecutivas.

Comparada con el andlisis de la técnica anterior descrita mas arriba, la presente invencién proporciona un método
aplicable para la determinacién en linea del contenido de los 4cidos grasos voldtiles individuales en muestras conse-
cutivas de un fluido de proceso a partir de una planta de proceso biolégico y un equipo para uso en dicho método,
evitando

- cualquier muestreo manual,
- centrifugacién, o
- sedimentacidn, y proporcionando al mismo tiempo

- un método inherentemente en linea y que ahorra tiempo,

- datos sobre el contenido de los 4cidos grasos individuales en el fluido de proceso, permitiendo de esta
manera

- una interpretacién inequivoca de los datos y

un control eficiente, con la demora més corta posible entre el fallo del proceso y la respuesta del operador.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un método y equipo fiables para supervisar, evaluar y controlar
procesos biolégicos.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método fiable para supervisar, evaluar y controlar procesos
de digestion anaerdbica.

Todavia otro objeto de la presente invencién es proporcionar un equipo que hace posible una supervision eficiente,
evaluacién y control de procesos de digestion anaerdbica.
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Todavia otros objetos y ventajas de la invencién apareceran a partir de la siguiente descripcion.

En resumen, la presente invencion se refiere a un método para supervisar las relaciones sintréficas entre diferentes
partes de un consorcio bacteriano en el fluido de proceso de una planta de proceso biolégico, que comprende las etapas
de:

1) tomar una muestra de fluido de proceso desde la planta,

ii) afiadir dcido a dicha muestra en una cantidad necesaria para llevar los dcidos grasos volatiles alli a forma
de 4cido libre,

iii)  pasar la muestra acidulada a través de medios de filtracién para eliminar particulas que tienen un tamafio
mayor que el aceptable para separacion cromatografica, caracterizado porque la filtracién es una filtracién
de multiples etapas que comprende una microfiltracién de flujo cruzado seguida por una ultrafiltracién de
flujo cruzado,

iv) determinar el contenido de 4cidos grasos voldtiles en la muestra de la etapa iii) por medio de un procedi-
miento analitico basado en separacién cromatogréfica, y

V) determinar las relaciones sintrdficas entre diferentes partes del consorcio bacteriano en el fluido de proceso,
a través de una evaluacién del contenido de dcidos grasos voldtiles en dicho fluido de proceso determinado
en la etapa iv).

Ademds, la presente invencidn se refiere a un equipo para supervisar las relaciones sintréficas entre diferentes
partes de un consorcio bacteriano en el fluido de proceso de una planta de proceso bioldgico, que comprende:

1) medios para tomar una muestra de fluido de proceso desde la planta,

ii) medios para afiadir 4cido a dicha muestra en una cantidad necesaria para llevar los dcidos grasos volatiles a
forma de 4cido libre,

iii)  medios de filtracién para eliminar particulas que tiene un tamafio mayor que el aceptable para separacion
cromatografica, caracterizado porque la filtracién es una filtraciéon de multiples teas que comprende una
microfiltracion de flujo cruzado seguida por una ultrafiltracién de flujo cruzado, y

iv) medios de separacidon cromatografica para determinar el contenido de 4dcidos grasos volétiles en la muestra.

La presente invencion hace posible realizar muestreo continuo en linea y andlisis, aplicable cuando se miden 4ci-
dos grasos volatiles como indicadores de proceso en fluidos de proceso bioldgico, con preferencia de procesos que
se refieren al tratamiento de estiércol, lodo, residuos industriales orgdnicos, residuos domésticos u otros fluidos de
procesos similares que contienen particulas grandes e inhomogéneas. Puesto que el método y el equipo de la presente
invencidn evita cualquier muestreo manual, centrifugacién o sedimentacion, y es capaz de mediciones continuas ver-
daderas en linea de 4cidos grasos volatiles individuales, en muestras consecutivas de fluidos de procesos bioldgicos
durante periodos de tiempo prolongados, resulta posible un control eficiente, con demora lo més corta posible entre
el fallo del proceso y la respuesta del operador. Ademds, por el método y equipo de la presente invencion es posible
utilizar cantidades muy pequeiias de fluido de proceso para un andlisis individual, y se pueden realizar andlisis repeti-
dos a intervalos cortos. Ademds, todavia la determinacion del contenido de dcidos grasos individuales proporcionada
por el método de la presente invencién posibilita al operador iniciar una respuesta, proporcionando la contra-reaccién
mds beneficiosa a la perturbacién observada. Por lo tanto, el método de la presente invencién proporciona al operador
acceso a un parametro de proceso que refleja el estado metabdlico del proceso hasta una extension que permite una
respuesta mucho mds graduada, que era el caso con la tecnologia empleada hasta ahora.

En el método de acuerdo con la presente invencion, los problemas de obstruccion del filtro, cuando se filtra estiér-
col, aguas residuales o lodo se solucionan empleando una filtracién continua de etapas miltiples que comprende una
microfiltracién de flujo cruzado seguido por una ultrafiltracién de flujo cruzado. Este procedimiento elimina virtual-
mente todas las particulas altamente inhomogéneas presentes en estos fluidos de proceso y hace posible eliminar todas
las particulas que tienen un didmetro mayor que el aceptable para separacién cromatografica, sin emplear grandes
cantidades de fluido de proceso.

Todavia en una forma de realizacién preferida del método de la presente invencién, se afiade un volumen deter-
minado de 4cido a un flujo de un volumen predeterminado de muestra, con preferencia por el uso de una bomba de
desplazamiento comiin, evitando de esta manera la adicién de un patrén interno al dcido.

Todavia en otra forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, los problemas de obstruccion
del filtro cuando se transfiere la muestra a un medio para separacién cromatografica y andlisis se solucionan mediante
reflujo periédico de un fluido de limpieza a través del filtro.
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Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos:
La figura 1 muestra un diagrama de proceso que ilustra la presente invencion.

La figura 2 muestra los resultados de mediciones manuales de la concentracién total de VFA en el fluido de proceso
de una planta de biogas utilizando tecnologia de titulacién de la técnica anterior.

La figura 3 muestra el resultado del andlisis para 4cido acético y 4cido propanoico, en el fluido de proceso de una
planta de biogas, realizado de acuerdo con la presente invencion.

La figura 4 muestra el desarrollo de la temperatura en una planta de biogas.

La figura 5 muestra el resultado del andlisis para dcido acético y dcido propanoico, en el flujo de proceso de una
planta de biogas, realizado de acuerdo con la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Se proporcionard una mejor comprension de la presente invencién con referencia a la figura 1. Con el fin de
conseguir una medicién en linea del contenido de 4cidos grasos voldtiles individuales en el suministro de fluido de
proceso, se toman continuamente muestras de fluido de proceso desde el suministro de fluido de proceso (1) de una
planta de proceso bioldgico en una cantidad que se eleva desde aproximadamente 50 hasta aproximadamente 100 ml
por minuto.

En una forma de realizacién preferida de la presente invencidn, la planta de proceso biolégico descrita anterior-
mente es una planta de gas bioldgico y en otra forma de realizacién preferida, es una planta de tratamiento de aguas
residuales. El tratamiento de fluidos de proceso de tales procesos u otros fluidos de procesos que comprenden particu-
las con un didmetro mayor que aproximadamente 0,2 a 1 mm aproximadamente, plantea problemas especiales cuando
se considera como se toman muestras continuamente, que se pueden analizar, sin perturbar ningiin elemento clave en
el sistema. Uno de los elementos claves es un sistema que proporciona una determinacién en linea o continua de un
pardmetro de proceso es el procedimiento o instrumentos analiticos empleados. No obstante, los instrumentos anali-
ticos basados en separacién cromatografica son sensibles a un contenido alto de particulas en el fluido del proceso.
Los fluidos de proceso que proceden de procesos de digestion anaerdbica, tal como estiércol, aguas residuales o lodo,
tienen un alto contenido de particulas inhomogéneas, lo que hace dificil eliminar todas las particulas con un didme-
tro mayor que el aceptable para separacion cromatografica a través de filtracién continua de una etapa, sin emplear
grandes cantidades de fluido de proceso, lo que volveria a cualquier método antiecondmico. Ademds, estos fluidos de
procesos tienen un alto contenido de fibras organicas, particulas cristalinas y grasas disueltas, proporcionandoles pro-
piedades de trituracion y de obstruccion, que las hace inadecuadas para filtracién de membrana tradicional y adecuada.
Se han ensayado anteriormente varios medios y métodos diferentes para filtracién continua en una etapa de cantidades
factibles de fluidos de proceso a partir de digestiones anaerdbicas. Sin embargo, todos ellos han demostrado que se
obstruyen cuando se accionan de forma continua, limitando de esta manera el tiempo posible en linea. Por lo tanto,
la recuperacion del material filtrado que se puede emplear en el andlisis es uno de los problemas principales en la
construccién de sistemas automaticos de medicién. De acuerdo con la presente invencién, este problema particular se
resuelve combinando una o con preferencia varias etapas de micro y ultra-filtracién continua en una filtracién auto-
matica de voliumenes limitados de fluido de proceso. Por lo tanto, el método de la presente invencién asegura que el
contenido de particulas en el fluido de proceso preparado para andlisis se reduce al minimo antes de pasar a instru-
mentos de medicidn sensibles, tales como cromatégrafos de liquido o cromatégrafos de gas. En funcién del contenido
de particulas en el fluido de proceso considerado se puede tomar alternativamente desde el suministro de fluido de
proceso (1), pasando por unas pocas o ninguna etapa de filtracién y sometiéndolo a procesamiento adicional, es decir,
un tratamiento de muestra.

De acuerdo con la presente invencion, las muestras de proceso son tomadas continuamente desde el suministro
de fluido de proceso (1), son pasadas a través de una unidad de microfiltracién (2), con un tamafio de los poros
desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 100 ym y una zona de filtro desde aproximadamente 20 hasta
aproximadamente 40 cm?, por medio de una bomba (3). En lugar de emplear medios de filtracién convencionales, se
puede emplear una unidad de microfiltracién giratoria de flujo cruzado incorporada en el depdsito.

Aparte de las particulas inhomogéneas, la mayoria de los fluidos de proceso que proceden de procesos de diges-
tién anaerdbica tienden a tener un alto contenido de gas (CH,, CO,, etc.). Con el fin de evitar una acumulacién de
burbujas de gas en el entubado de la presente invencion, el fluido de proceso tomado, con preferencia micro-filtrado
se pasa a través de un medio para desgasificacion (4), antes de ser sometido a procesamiento posterior, que permite la
eliminacién de CO,, por ejemplo y de particulas mayores del fluido de proceso tomado. Con preferencia, este medio
para desgasificacion (4) comprende un eliminador de piedras y una salida a la atmdsfera.

La combinacién ventajosa de varias etapas de micro y ultra-filtracién continua de acuerdo con la presente inven-
cién se obtiene bombeando el fluido de proceso tomado, con referencia micro-filtrado, mas preferentemente micro-
filtrado y desgasificado a través de un ultra filtro (6) con un caudal desde aproximadamente 80 hasta aproximadamente
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100 ml/minuto y a través de entubado con un didmetro interno desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 2
mm. Esto se realiza con preferencia por medio de una bomba adicional (5), que es con preferencia una bomba de
desplazamiento.

El ultrafiltro (6) comprende con preferencia varios ultrafiltros configurados en forma de tubos paralelos, con una
zona de filtro combinada de aproximadamente 400 cm?, y cada uno con un didmetro interno desde aproximadamente 1
hasta aproximadamente 2 mm y un tamafio de los poros menor que aproximadamente 100.000 hasta aproximadamente
200.000 MW. Con el fin de conseguir un flujo adecuado en estos ultrafiltros paralelos miltiples, la ultrafiltracion
depende con preferencia de la recirculacion interna que varia entre aproximadamente 2 y aproximadamente 3 I/minuto
del fluido de proceso con preferencia microfiltrado y mas preferentemente microfiltrado y desgasificado, alrededor del
ultrafiltro (6).Esta recirculacion se realiza por el uso de una bomba, con preferencia una bomba de hélice (7) y de una
manera preferida empleando entubado (8) con un didmetro interno desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente
6 mm entre la bomba de alertas (7) y el ultrafiltro (6). Ademads, se utiliza entubado (9), que tiene un didmetro interno
desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 3 mm que asegura una presiéon adecuadamente alta a través del
ultrafiltro (6), desde el ultrafiltro hasta la bomba de recirculacién (7).

Para reducir al minimo la cantidad de fluido de proceso tomada realmente desde el suministro de fluido de proceso
para cada andlisis, el producto filtrado desde el ultrafiltro (6), cuan do no pasa al tratamiento de la muestra, es retornado
continuamente por el entubado (10), con un didmetro interno desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 2
mm, hasta el fluido de proceso restante tomado, con preferencia microfiltrado y més preferentemente microfiltrado y
desgasificado, que es retornado de nuevo al suministro de fluido de proceso. Puesto que esta conexion entre el filtrado
desde el ultrafiltro (6) y el fluido de proceso tomado posee un posible riesgo de contaminacién, estd formado de una
manera preferida por un colector de gotitas (11). Este colector de gotitas (11) sirve para la doble funcién de actuacién
como un orificio de ventilacion que previene que cualquier fluido de proceso tomado, con preferencia microfiltrado
contamine el fluido de proceso ultrafiltrado, cuan do la bomba de muestreo (12) es conectada, y asegurar una caida
de la presion entre el ultrafiltro (6) y el fluido de proceso tomado, que asegure un flujo uniforme de fluido desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 20 ml/minuto a través del ultrafiltro, cuando la bomba de muestreo (12)
es desconectada. Este flujo uniforme de fluido asegura que el ultrafiltro sea inundado continuamente con fluido de
proceso, lo que previene que se obstruya. De acuerdo con la presente invencidn, el colector de gotitas (11) comprende
de una manera preferida un bulbo de cristal sellado que retiene un tubo de acero configurado en forma de jeringa,
en el que al menos 2/3 del volumen del bulbo estd por debajo del punto del tubo de acero configurado en forma de
jeringa. Por lo tanto, el fluido de proceso ultrafiltrado no estard en contacto directo con el fluido de proceso tomado,
con preferencia ultrafiltrado, incluso cuando funciona a altas presiones.

Cuando no se utiliza, el ultrafiltro descrito anteriormente se puede limpiar con un fluido de limpieza, por ejemplo
con agua caliente, a través del uso de dos orificios de ventilacion (24 y 25) y puede ser limpiado con reflujo con un
fluido de limpieza similar a través del uso de una bomba adicional (26).

Con el fin de utilizar equipo analitico basado en la separacién cromatografica de acuerdo con la presente invencion,
la muestra es acidulada para llevar los 4cidos grasos volatiles a forma de 4cido libre con el fin de obtener mediciones
fiables y exactas de los dcidos grasos volatiles. Por lo tanto, el tratamiento de la muestra del fluido de proceso tomado,
con preferencia micro-filtrado, mas preferentemente micro-filtrado y desgasificado y todavia mas preferentemente
micro-filtrado, desgasificado y ultra-filtrado, es iniciado conectando la bomba de muestreo (12), la bomba de acido
(13) y la bomba de residuos (14), mas preferentemente mientras lo requiera el entubado, con preferencia con un
didmetro interno desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 2 mm, conectando estos flujos al punto de mezcla
(15), para ser inundado con fluido de proceso filtrado nuevamente y 4cido desde el suministro de acido (16).

Cuando se emplea un flujo continuo en linea de muestra para andlisis, es crucial conocer la relacién exacta entre
dcido afiadido y muestra con el fin de poder convertir el valor analitico obtenido en el valor realmente presente en
el fluido de proceso. Esto se puede obtener combinando la bomba de muestreo (12) y la bomba de dcido (13) en
una bomba de desplazamiento compartida, en la que se puede mezclar un volumen predeterminado de fluido de
proceso con un volumen predeterminado de dcido en una relacién predeterminada, con preferencia 1:1 seleccionando
cuidadosamente el entubado de diferentes flujos.

La acidulacién descrita anteriormente de la muestra fuerza inevitablemente el CO, fuera de la muestra y da lugar
a precipitacion adicional. Por lo tanto, antes de transferir la muestra acidulada a un medio para la separacién croma-
tografica y andlisis, deben eliminarse este gas y el producto precipitado. De acuerdo con ello, cuando el entubado que
conecta los flujos de 4cido y el fluido de proceso tomado, mds preferentemente microfiltrado, desgasificado y ultra-
filtrado, hasta el punto de mezcla (15) ha sido inundado con fluido de proceso filtrado nuevamente y acido, la bomba
de residuos (14) estd desconectada y la bomba de rebosadero (21) estd conectada, de manera que el fluido de proceso
mezclado con dcido por entubado es pasado a través de un minifiltro (17), mds preferentemente un filtro de vidrio de
flujo de tap6n con un tamafio de los poros desde aproximadamente 0,4 hasta aproximadamente 10 ym y una zona filtro
desde aproximadamente 0,07 hasta aproximadamente 0,1 cm?.

Cuando se filtra a través del minifiltro, la muestra es pasada a través de una entrada (18), mds preferentemente
formada como una jeringa, hasta un vial de muestra (19) por entubado. Cuando el vial de muestra (19) ha sido inundado
con aproximadamente 2 hasta aproximadamente 3 ml de muestra, se desconectan la bomba de muestra (12), la bomba
de 4cido (13) y la bomba de rebosadero (21). Para prevenir que se forme espuma cuando se libera exceso de CO,
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con pH bajo, como se ha descrito anteriormente, por encima del vial (19) es con preferencia cénico con una altura
desde aproximadamente 15 hasta aproximadamente 20 mm y un didmetro superior desde aproximadamente 6 hasta
aproximadamente 7 mm, lo que ayuda a asegurar un volumen de muestra pequefio con un drea superficial grande
desde aproximadamente 0,3 hasta aproximadamente 0,5 cm?. Ademds, el vial de muestra se llena con preferencia
con muestra hasta que alcanza un tubo de rebosadero (20), que estd conectado a una bomba de rebosadero (21) por
entubado.

Una cantidad adecuada, con preferencia en el intervalo de ul, de la muestra ahora preparada para el andlisis es
tomada desde el vial de muestra (19), con preferencia utilizando una jeringa y el sistema de muestreo automatico
del equipo analitico aplicado en funcién de la separacién cromatogréfica, con preferencia un cromatégrafo de gas.
Alternativamente, la cantidad de muestra preparada para el andlisis puede ser tomada a través de entubado que conecta
el vial de muestra con el equipo analitico aplicado en funcién de la separacién cromatografica. Finalmente, la cantidad
de muestra preparada para el andlisis puede ser tomada directamente desde el minifiltro (17), a través de entubado que
conecta el minifiltro con el equipo analitico aplicado en funcién de la separacién cromatogréfica.

La cantidad de muestra tomada para andlisis es transferida al equipo analitico aplicado en funcién de la separa-
cién cromatografica, con preferencia un cromatdgrafo de gas, y analizada de acuerdo con las condiciones especificas
utilizadas con preferencia, cuando se utiliza el equipo analitico aplicado para determinar el contenido de 4cidos gra-
sos voldtiles en una muestra, lo que serd bien conocido por los técnicos en la materia o se puede determinar por los
técnicos en la materia sin experimentacion indebida.

Dentro de minutos, en funcién del equipo analitico actual y las condiciones reales empleadas, se puede obtener
ahora una determinacién del contenido de acidos grasos volatiles individuales en la muestra, y se puede iniciar una
respuesta adecuada del operador, si se requiere. La respuesta del operador a un desequilibrio observado, es decir, un
desacoplamiento de relaciones sintrdficas, seria con preferencia tratar de contrarrestar esto a través de cambio o parada
del flujo de alimentacién o a través de cambio del perfil de temperatura del reactor.

Como se ha mencionado anteriormente, la acidulacién de la muestra da lugar a precipitacion adicional. Cuando
se emplea un filtro de tapon ordinario para filtracién (17), éste tiene una tendencia a obstruirse cuando se utiliza
continuamente. De acuerdo con ello, la bomba de residuos (14) y una bomba de base (22) estdn conectadas, de manera
que se conduce a reflujo un fluido débilmente alcalino desde un suministro (23), con preferencia con un valor pH desde
aproximadamente 2unidades pH o menos por encima del valor del fluido del proceso, a través del vial de muestra (19)
y el minifiltro (17) por el tubo de rebosadero (21) y la jeringa (18), disolviendo de esta manera los precipitados o sales
atrapados en el minifiltro. Cuando se ha realizado una limpieza adecuada del minifiltro (17), se desconecta la bomba
de base (22) y el vial de muestra (19), la jeringa (18), el minifiltro (17) y el entubado que conduce hasta la bomba de
residuos estan limpios para fluido. Esto junto con la secuencia de inundacién asegura que los sobrantes de las muestras
anteriores no interfieran con muestras posteriores.

Después de la secuencia de vaciado e inundacién descrita anteriormente, el método de la presente invencion per-
mite determinaciones repetidas del contenido de acidos grasos voldtiles en muestras consecutivas y, por consiguiente,
permite supervisar continuamente las relaciones sintréficas entre diferentes partes del consorcio bacteriano en el fluido
de proceso bioldgico. Ademads, por el método y equipo de la presente invencién, es posible utilizar menos que aproxi-
madamente 2 ml de fluido de proceso para un andlisis individual, y se puede realizar un andlisis una vez cada 5 a 15
minutos aproximadamente.

El ejemplo siguiente solamente sirve para ilustrar la aplicabilidad de la presente invencidn, y no se pretende repre-
sentar ninguna restriccion a la invencion.

Ejemplo

Una forma de realizacién preferida del equipo de la presente invencién como se ha descrito anteriormente ha
sido ensayada en una planta de biogas a escala real en Snertinge, Dinamarca. La planta de biogas en cuestion tra-
ta aproximadamente 105 toneladas de estiércol y 25 toneladas de residuos industriales al dia en tres reactores de
1000 m?, teniendo cada uno de ellos un volumen activo de aproximadamente 900 m?.

Ensayo

El equipo de la presente invencién fue colocado en un bucle de recirculacion utilizado para dos de los tres reactores
(reactores 2 y 3), cada uno de los cuales tiene un tiempo de retencién hidrdulica de 13,3 dias. Se utilizé un periodo de
ensayo que dura aproximadamente una semana para optimizar la configuracién del sistema.

Instalacion

Con el fin de tensar al maximo el equipo de la presente invencion, se tomaron mediciones cada 15 minutos.
El sistema de filtros se limpi6é con agua caliente cada dos dias durante un periodo de 1 a 2 horas y se cambiaron
los tabiques y revestimientos en el GC al mismo tiempo. Justo antes del periodo de medicién, el operador de la
planta habia iniciado un incremento lento en la temperatura del reactor para elevar la temperatura desde condiciones
mesofilicas hasta condiciones termofilicas. La planta habia sido funcionada previamente a 51°C (termofilica), pero
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debido a problemas de mezcla, la temperatura del reactor habia caido hasta condiciones mesofilicas durante un periodo
més largo. Era previsible que el fallo del reactor se pudiera producir cuando alcanzase 42-48°C.

Mediciones de la técnica anterior

Normalmente el operador de la planta tomaba muestras desde los reactores 2 y 3 dos veces a la semana para medir
los VFA totales utilizando un método de titulacién, y si el nimero de eq. era mayor que 8.000-10.000 se consideraba
el proceso muy cargado o sobrecargado. Durante el periodo de prueba, las mediciones de VFA totales realizadas
empleando la metodologia y el equipo disponibles actualmente nunca alcanzaron niveles mds elevados que 3.600 eq.
variando entre 2.400 y 3.600, como se muestra en la figura 2. Por lo tanto, utilizando equipo ordinario, el operador de
la planta no consideraria que el proceso se habia sobrecargado durante este periodo.

Mediciones en el reactor 2

El contenido del reactor 2 se midi6 cinco veces cada 24 horas. Las mediciones realizadas durante un periodo de
una semana se muestran en la figura 3 (los dias estdn numerados con referencia a la figura 2).

Todas las fluctuaciones en 4cidos acéticos en el reactor 2 se pueden referir a la alimentacién del reactor con
cargas que contienen alto contenido de 4cido acético. Por lo tanto, las variaciones en el reactor 2 no se consideraban
alarmantes. Como se puede ver a partir de la figura 4 (los dias estdin numerados con referencia a la figura 2), la
temperatura nunca alcanzé el punto de rotura entre mesofilico y termofilico en el reactor 2.

Mediciones en el reactor 3

El contenido del reactor 3 se midi6 cinco veces cada 24 horas. Las mediciones realizadas durante un periodo de
una semana se muestran en la figura 5 (los dias se numeran con referencia a la figura 2).

Las fluctuaciones en los datos son debidas a la conexién y desconexién de bombas en uno de los periodos de
medicién y a la carga de residuos que contienen VFA. Los datos revelan claramente que el reactor 3 estd mas cerca
de la inestabilidad que el reactor 2 y, por lo tanto, posee una temperatura del reactor mucho més alta que alcanza
45°C el tercer dia del periodo (dia 24). La produccién de gas se habia incrementado desde el comienzo del periodo
desde ambos reactores y las mediciones del contenido total VFA se realizaron con metodologia y equipo disponibles
actualmente y o se pudo detectar ningtin incremento de VFA (con referencia a la figura 2) debido a la inexactitud del
método utilizado. Por lo tanto, el operador de la planta no fue capaz de detectar la sobrecarga del reactor 3 con la
metodologia disponible actualmente. Sin embargo, utilizando las mediciones de VFA que estaban disponibles a través
de la metodologia y el equipo de la presente invencion, se detectd la sobrecarga y se decidi6 reducir la temperatura
en el reactor 3 hasta que cantidades suficientes de bacterias termofilicas habian tenido tiempo de desarrollarse a
42°C-45°C antes de elevar de nuevo la temperatura. Un mes mads tarde, el reactor funcionaba de una manera estable a
51°C.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para supervisar las relaciones sintroficas entre diferentes partes de un consorcio bacteriano en el
fluido de proceso de una planta de proceso bioldgico, que comprende las etapas de:

i) tomar una muestra de fluido de proceso desde la planta,

ii) afiadir 4cido a dicha muestra en una cantidad necesaria para llevar los 4dcidos grasos voldtiles alli a forma
de acido libre,

iii)  pasar la muestra acidulada a través de medios de filtracién para eliminar particulas que tienen un tamafo
mayor que el aceptable para separacién cromatografica,

iv)  determinar el contenido de 4dcidos grasos voldtiles en la muestra de la etapa iii) por medio de un procedi-
miento analitico basado en separacién cromatogrifica, y

V) determinar las relaciones sintréficas entre diferentes partes del consorcio bacteriano en el fluido de proceso,
a través de una evaluacion del contenido de dcidos grasos volétiles en dicho fluido de proceso determinado
en la etapa iv).

caracterizado porque la filtracién es una filtracién de multiples etapas que comprende una microfiltracién de flujo
cruzado seguida por una ultrafiltracién de flujo cruzado.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha planta de proceso bioldgico es una planta de gas biolégico.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha planta de proceso biolégico es una planta de tratamiento de
aguas residuales.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la separacion cromatogréfica se realiza por
medio de un cromatégrafo de gas.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra tomada en la etapa i) es filtrada
antes de la acidulacidn.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra es desgasificada antes de dicha
ultrafiltracién de flujo cruzado.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el producto retenido en la ultrafiltracién de
flujo cruzado es recirculado hasta el fluido de proceso.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el 4cido en la etapa ii) es afiadido en una
relacion predeterminada de 1:1 a la muestra.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que el acido es afiadido desde un suministro por medio de una bomba de
desplazamiento que es compartida por dicho suministro de dcido y dicho flujo de muestra, respectivamente.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que se conduce un fluido de limpieza hacia atrds a través de los
medios de filtracién en la etapa iii) para determinaciones repetidas del contenido de dcidos grasos voldtiles en muestras
consecutivas.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que dicho fluido de limpieza tiene un valor pH que va desde O hasta 2
unidades pH por encima del valor pH de dicho fluido de proceso.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las muestras de fluido de proceso son
tomadas periédicamente y aciduladas y filtradas sucesivamente en un conducto.

13. Un equipo para supervisar las relaciones sintréficas entre diferentes partes de un consorcio bacteriano en el
fluido de proceso de una planta de proceso bioldgico, que comprende:

i) medios para tomar una muestra de fluido de proceso desde la planta,

ii) medios para afadir dcido a dicha muestra en una cantidad necesaria para llevar los dcidos grasos voldtiles a
forma de 4cido libre,

iii)  medios de filtracién para eliminar particulas que tiene un tamafio mayor que el aceptable para separacion
cromatografica, y
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iv)  medios de separacién cromatografica para determinar el contenido de 4cidos grasos volatiles en la muestra,

caracterizado porque los medios de filtracién comprenden medios para someter un flujo de muestra de fluido de
proceso a una microfiltracién de flujo cruzado y medios para someter un flujo de una muestra filtrada desde dicha
microfiltracién a ultrafiltracién de flujo cruzado.

14. El equipo de la reivindicacion 13, en el que la planta de proceso bioldgico es una planta de gas bioldgico.

15. El equipo de la reivindicacion 14, en el que la planta de proceso bioldgico es una planta de tratamiento de aguas
residuales.

16. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 14-15, en el que los medios de separacién cromatografica
son un cromatégrafo de gas.

17. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 13-16, caracterizado porque comprende medios de flujo
interconectados desde dicha planta de proceso bioldgico hasta dichos medios de filtracién para tomar continuamente
un flujo de muestra de fluido de proceso.

18. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 13-17, que comprende, ademds, medios para filtracién de
muestras de fluido de proceso cuando se toman desde dicha planta de proceso biolégico.

19. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 13-18, caracterizado porque comprende medios para
desgasificar dicha muestra antes de la ultrafiltracién.

20. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 13-19, caracterizado porque comprende un colector de
gotitas a través del cual una parte de la muestra filtrada de dicha ultrafiltracién es recirculada al fluido de proceso.

21. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 18-20, caracterizado porque comprende medios para
recircular parte del producto retenido desde dicha ultrafiltracién hasta la entrada de dicha ultrafiltracién y parte al
fluido de proceso.

22. El equipo de una cualquiera de las reivindicaciones 16-21, caracterizado porque comprende una bomba de
desplazamiento, que es compartida por dichos medios para afiadir 4cido y dicho flujo de muestra para afiadir dicho
dcido a dicho flujo de muestra.

23. El equipo de la reivindicacion 22, caracterizado porque comprende una un vial de muestra cénico equipado
con un tubo de rebosadero a través del cual se puede eliminar la posible espume y exceso de flujo de muestra, en el
que la muestra es recogida después de haber sido pasada a través de dicho filtro adicional.

24. El equipo de la reivindicacién 23, caracterizado porque comprende medios para inundar un fluido de limpieza

hacia atrds a través de dicho vial de muestra y dichos medios de filtro adiciona en la etapa iii) para determinacion es
repetidas del contenido de 4cidos grasos volatiles en muestras consecutivas.
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