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Glosario

AGYV: Acidos grasos volatiles

AH: Actividad hidrolitica

AME: Actividad metanogénica especifica
AT: Alcalinidad total

CHa4: Metano

COz: Dioxido de carbono

CoDA: Co-digestion anaerobica

DA: Digestioén anaerdbica

DQO: Demanda quimica de oxigeno

EB: Estiércol bovino

fM: Fraccion de mucilago

PBM: Potencial de biometanizacion

R?: Coeficiente de determinacion

RIS: Relacion indculo-sustrato

RMSE: Raiz cuadrada del error cuadratico medio
ST: Solidos totales

SV: Sélidos volatiles
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Resumen

Titulo: Efecto de la dilucion y la co-digestion como tratamientos para la biodegradabilidad anaerdbica del

mucilago de cacao*
Autor: Juan Manuel Navarro Rodriguez, Jessica Paola Nieto Mufioz**
Palabras Clave: Tratamientos, dilucion, co-digestion, mucilago de cacao, estiércol bovino

Descripcién: En este trabajo de investigacion se evalu6 el efecto de los tratamientos de dilucion y co-digestion con
estiércol bovino en el mucilago de cacao sobre su potencial de biometanizacion mediante ensayos de
biodegradabilidad anaerobia en escala batch. La produccion de metano fue medida mediante método manométrico
y cromatografia de gases. Para el tratamiento de dilucion se realizaron experimentos a temperaturas de 25°C y
37°Cy establecieron porcentajes de mucilago de 100%, 75%, 50% y 25%, con un tiempo de experimentacion de
8 dias. Se evaluo la estabilidad del proceso mediante los parametros de AGV, capacidad buffer, pH y % CHa. Se
obtuvo un maximo rendimiento de 92.6+11.044 NL CH4 kg SV a 25°C y una dilucion del 50%, valor que se
encuentra 76% por debajo del PBM tedrico (381 NL CHa4 kg SV) a causa de la inestabilidad del proceso, por lo
tanto, se requiere de un co-sustrato o tratamiento que permita compensarla. Para la co-digestion con estiércol
bovino, el tiempo de experimentacion fue de 43 dias y se realizé un disefio 2° con puntos axiales y punto central
que comprende las temperaturas 21,25, 31,37y 41 °C,RISde 1.3,2,4y 4.7y fM de 0.2, 0.5 y 0.8. Se obtuvo un
méaximo rendimiento de 313+20.64 NL CHs/kg SV a37°C, RIS de 4 y fM de 0.8 y en su mayoria los experimentos
fueron estables al evaluar los pardmetros de AGV 'y capacidad buffer. Por otra parte, se determind la sinergia de los
efectos cinéticos al ajuste del modelo de Primer Orden, donde se obtuvo dos experimentos con sinergias totales

significativas. La CoDA con estiércol bovino resulto ser un tratamiento efectivo para el mucilago de cacao.

*Trabajo de Grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Humberto Escalante Hernandez, Doctor

en Ingenieria Quimica. Co-directores: Liliana del Pilar Castro Molano, Doctor en Ingenieria Quimica; Maria Paula Garay

Jacome, Ingeniera Quimica, Candidata a Magister.
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Introduccion

La industria mundial del cacao produce méas de 4 millones de toneladas anuales de grano seco y América
contribuye aproximadamente con el 17% del volumen total (Arvelo et al., 2016). Como caso particular, Colombia
se destaca por ser el quinto productor de cacao en Latinoamérica. La produccion anual de cacao ha aumentado un
49% desde 2012, pasando de 41.760 toneladas a 62.158 toneladas en 2022 (Fedecacao, 2022) y se estima que
alrededor de 65.000 familias se dedican a la produccion de cacao en el pais (MinAgricultura, 2021). Aunque la
produccion cacaotera trae consigo beneficios sociales y econdmicos, durante el procesamiento del fruto alrededor
del 80% se descarta como biomasa residual, incluidas las céscaras, cascarilla, placenta y mucilago (Vasquez et al.,
2019). Estos residuos no se gestionan de manera correcta y son depositados directamente al suelo ocasionando
acumulaciones (Vésquez et al., 2019) y dafios ambientales como enfermedades en los cultivos y contaminacion
al suelo y agua por la generacion de lixiviados acidos (Franco et al., 2010; Mansur et al., 2014) debido a la
descomposicion mediante procesos fermentacion, lo que resulta en emisiones de gases de efecto invernadero a la

atmosfera contribuyendo al incremento del calentamiento global (Hansen & Cheong, 2019).

La digestion anaerdbica (DA) es una alterativa de gran interés por su potencial para obtener bioenergia
y gestionar los residuos organicos del beneficio del cacao. La DA es un proceso bioldgico donde se descompone
la materia orgénica en ausencia de oxigeno, en dos productos principales: biogés y digerido. El biogés contiene
principalmente CHsy COo, tiene un alto potencial energético para su aprovechamiento como energia térmica o
electricidad. El digerido es un efluente liquido rico en nutrientes, que puede ser empleado como acondicionador
de suelos o agua de riego y segtin su composicion podria facilitar la precipitacion de cristales de estruvita (Castro
etal., 2018; Kovaci¢ et al., 2022; Panuccio et al., 2021). La DA se considera como una tecnologia para la gestion
de residuos agroindustriales, y, una fuente de energia renovable que promueve un modelo de economia circular

(E. Campos et al., 2004; L. Castro et al., 2017a; IDAE, 2007).
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Respecto a la DA de residuos de cacao, la literatura hace referencia principalmente a la degradacion
anaerobia de la cascara de cacao. Por ejemplo, Acosta et al., (2021) estudiaron la co-digestion anaerobica (CoDA)
de céscara de cacao con estiércol bovino (EB) para mejorar el rendimiento de metano producido y la estabilizacion
del proceso demostrando que el EB contrarresta la inhibicion por acumulacion de acidos grasos volatiles (AGV),
logrando estabilizar el proceso. Por su parte, Rodriguez et al., (2017) hicieron una comparacion en la produccion
de metano mediante pruebas de potencial de biometanizacion (PBM) empleando estiércol porcino, residuos
urbanos y céscaras de cacao, obteniendo una baja produccion de CHs al utilizar la céscara de cacao en

comparacion con los demas sustratos.

En la literatura se evidencia la poca investigacion del mucilago de cacao como sustrato en el proceso de
DA, residuo que corresponde aproximadamente al 4.58% obtenido en la etapa del procesamiento del fruto
(Vergara-Mendoza et al., 2022). Este se caracteriza por tener un elevado contenido de materia orgénica (1614 g
SV/kg), representado por carbohidratos que en su mayoria son aziicares simples (Gutiérrez & Gomero, 2020).
Estas caracteristicas bioquimicas hacen del mucilago un sustrato atractivo para ser gestionado a través de DA, pero
a su vez representan un desafio debido a que es un sustrato de répida degradacion, lo cual indica que en este caso,
el proceso anaerobio se ve limitado por factores operacionales como: una baja alcalinidad (pH<4) (Mata-Alvarez
et al.,, 2000), superacion del limite de solidos totales recomendados para la DA (150 g ST/kg) (Park et al., 2018),
alta concentracion de carbohidratos (10.7-68.5%) y azucares reductores que pueden ocasionar acumulacion de
AGYV lo que podria conllevar a la inhibicion del proceso, bajos niveles de proteinas (0.41-0.56%) y lipidos (1.91-
3.54%) (Rangel et al., 2021; Véasquez et al., 2019) y una inadecuada relacion carbono nitrégeno (C/N>30) (Mao
etal., 2015). Por lo anterior, se identifica que se debe realizar un tratamiento al sustrato (mucilago de cacao) con el
fin de obtener condiciones favorables para que se pueda llevar a cabo el proceso de DA. Dos posibles tratamientos

al mucilago de cacao son la dilucion con agua y la co-digestion anaerobia con estiércol bovino (EB).
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El tratamiento de dilucion con agua puede ser aplicado para mejorar la eficiencia del proceso, debido a
que oftece ventajas como: reduccion de costos operacionales, disminuye el impacto de pretratamientos térmicos
y quimicos, asi como también mejora la disponibilidad de nutrientes para la biomasa y atentia el efecto inhibitorio
por acumulacion de AGV (Mendieta et al., 2020). Por otra parte, la CoDA es una estrategia de optimizacion al
proceso, que consiste en el uso de dos 0 mas sustratos para mejorar los rendimientos de biogas (Mosquera et al.,
2020), se emplea para mejorar el equilibrio de nutrientes y disminuir la concentracion de compuestos toxicos,
ademads, se obtienen efectos sinérgicos entre los sustratos, permitiendo una mayor carga de materia organica
biodegradable y mejora la relacion C/N de la materia prima (Mata-Alvarez et al., 2000). La literatura reporta
investigaciones donde se usan diferentes tipos de co-sustratos, siendo los mas usados el estiércol bovino fresco, el
estiéreol porcino, los lodos de depuradora, residuos solidos urbanos, desechos de alimentos, entre otros que han
sido estudiados previamente (Mosquera et al., 2020). La CoDA con estiércol bovino ofrece ventajas como una
mayor produccion de biogas y recuperacion de energia, esto se debe a la capacidad amortiguadora que permite
compensar la acidez y deficiencia de nutrientes en los residuos agroindustriales (Acosta et al., 2021; Jaimes-

Estévez et al., 2022).

Basado en lo anterior, en este trabajo de grado se plante? la siguiente pregunta de investigacion: ;Cudles
son los efectos de los tratamientos de dilucion y de CoDA usando como co-sustrato estiércol bovino sobre la
biodegradabilidad anaerobia del mucilago de cacao? Los resultados de este trabajo de grado contribuyen al
conocimiento cientifico y a la industria cacaotera sobre la gestion y valorizacion anaerobia del mucilago de cacao

dado que se evidencia una notable carencia de investigaciones para su gestion mediante DA.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general
Evaluar en operacion batch a escala de laboratorio la dilucion del mucilago de cacao y su co-digestion con
estiércol bovino como tratamientos mediante ensayos de biodegradabilidad representada por la produccion de

metano.

1.2 Objetivos especificos
Evaluar la dilucion del mucilago de cacao como pretratamiento fisico sobre la produccion de biometano

mediante ensayos de biodegradabilidad anaerobia y la estimacion de los pardmetros cinéticos.

Determinar el efecto de la CoDA de mucilago de cacao con estiércol bovino como tratamiento biologico

sobre el potencial de biometanizacion y la estimacion de los pardmetros cinéticos.
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2. Marco conceptual

2.1. Elcacao
La cadena agroindustrial de cacao tiene como materia prima principal el grano para elaborar productos
como: licor de cacao, manteca de cacao y chocolate (Vergara-Mendoza et al., 2022; Villamizar Jaimes &
Rodriguez Guerrero, 2016). Para el cultivo de cacao se requiere de condiciones calidas y hiimedas para su
desarrollo y en Colombia se recomienda un régimen de temperatura que se encuentre entre los 18 y los 32°C, con

una optima entre los 25 y los 28°C (Arvelo et al., 2016).

El fruto de cacao estd compuesto por corteza rugosa o cascara externa llamada mazorca, que contiene
entre 30 y 40 semillas (grano) alineadas y adheridas a una estructura denominada placenta. Estas semillas estan
envueltas por una cascarilla y rodeadas de una pulpa mucilaginosa aromaética de color blanco, de sabor acido

azucarado y textura pegajosa (Niembro & Vasquez, 2010).

2.2. Digestion anaerdbica

En el proceso de DA se llevan a cabo cuatro etapas metabdlicas: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis. Durante la hidrolisis, las macromoléculas se degradan (carbohidratos, proteinas y lipidos)
mediante bacterias hidroliticas, permitiendo la generacién de compuestos solubles (aziicares, aminoécidos y
acidos grasos) que pueden atravesar la membrana celular de las bacterias fermentativas para ser metabolizados en
la etapa de acidogénesis, transforméandolos en acidos grasos de cadena corta, alcoholes y cetonas. La acetogénesis
es donde se convierten los dcidos grasos de cadena corta, mediante bacterias acetogénicas, en hidrogeno, didxido
de carbono y &cido acético. Finalmente, en la etapa de metanogénesis se produce metano a partir del acido acético
por bacterias acetoclasticas y del hidrogeno y didxido de carbono por bacterias hidrogenotroficas (A. Campos,

2001; Lorenzo & Obaya, 2005).
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2.3. Pruebas de potencial de biometanizacion

Con el fin de determinar la capacidad de produccion de metano de un determinado residuo, se realizan
pruebas de PBM, las cuales permite cuantificar la biodegradabilidad de un sustrato y se define como la cantidad
maxima de metano que se puede generar de un sustrato por masa de materia organica afiadida (Koch et al., 2020).
Las pruebas implican el uso de uno o varios sustratos junto con un indculo activo, bajo condiciones operacionales
definidas a escala de laboratorio en reactores batch y la medicion del volumen de biogés y metano generado en el
tiempo (Bres et al., 2022); el metano generado durante la DA se cuantifica por diferentes métodos de medicion
(Cardenas et al., 2016) (gravimétrico, manométrico, volumétrico o de cromatografia de gases) y se expresa como
volumen de metano producido a condiciones normales (0°C y 1 atm) por unidad de materia organica afiadida en

funcion de solidos volatiles (SV) o en demanda quimica de oxigeno (DQO) (Holliger et al., 2016)

Las pruebas de PBM tienen como objetivo (Bres et al., 2022):

e Observar el comportamiento de dos 0 mas sustratos cuando se co-digestan juntos y definir la
relacion Optima entre el sustrato y el co-sustrato.

e Determinar la incidencia de un pretratamiento (tipo y condiciones) sobre la biodegradabilidad
del sustrato en el rendimiento de metano y evaluar sustancias inhibitorias que se producen
durante el proceso anaerdbico.

e Determinar la cinética de degradacion mediante el uso de modelos matematicos.

En consideracion, se presenta una revision sobre los factores y condiciones que afectan al desarrollo de

las pruebas de PBM:

Relacion inoculo-sustrato (RIS): La relacion indculo (expresado en SV) respecto al sustrato (expresado
en SV) se interpreta como una carga organica y es basico para estimar el potencial de biometanizacion (Hashimoto,

1989). Holliger et al., (2016) recomiendan que la proporcion de SV del inoculo sea mayor que la del sustrato, para
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minimizar problemas de acidificacion o inhibicion. Ademds, sugieren que para sustratos facilmente
biodegradables se debe utilizar una RIS igual o mayor a 4, puesto que la rapida degradacion de la materia organica

induce a la acumulacion de AGV generando problemas de inhibicion.

Acidos Grasos Volatiles (AGV): Los 4cidos son intermediarios del proceso anaerdbico y son los
precursores de la metanogénesis (Lorenzo & Obaya, 2005). Un incremento en la concentracion de AGV en el
sistema se asocia con una reduccion en la produccion de biogés y con efectos de inhibicion. Concentraciones de
AGYV inferiores a 3000 mg acido acético/L. no afectan la produccion de biogas y por encima de 4000 mg acido

acético/L se presentan disminuciones (A. Campos, 2001).

Alcalinidad: Durante la DA se producen acidos organicos que pueden ocasionar una disminucion en el
pH. Por consiguiente, es importante mantener un adecuado nivel de alcalinidad para contrarrestar la acumulacion
de 4cidos y mantener el equilibrio del proceso. La literatura reporta que elevadas concentraciones de alcalinidad

superiores a 6500 mg/L conducen a efectos toxicos para el desarrollo de los microorganismos (Parra, 2015).

pH: Las bacterias metanogénicas metabolizan de manera efectiva en un rango de pH entre 6.5 a 8.2 con
un Optimo en 7.0. Sin embargo, los mayores rendimientos de biogas se encuentran a pH entre 6.5 a 7.5. El pH esta
asociado a efectos de acidificacion y varia por la concentracion de AGV, caracteristicas fisicoquimicas de los

sustratos, alcalinidad del sistema o la fraccion de dioxido de carbono producida (Parra, 2015).

Relacion carbono nitrégeno (C/N): Refleja los niveles de nutrientes de un sustrato, con un rango
eficiente entre 25 a 30 (Mao et al., 2015). Un valor mayor ocasiona una descomposicion lenta de la materia
organica, por lo tanto, el crecimiento microbiano se ve afectado por la falta de nitrégeno, por el contrario, un valor
inferior puede llevar a la formacion excesiva de amonio generando efectos toxicos o inhibicion para el proceso de

DA (Kondusamy & Kalamdhad, 2014; Rodriguez et al., 2017b).
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24. Potencial de biometanizacion teorico
El PBM tedrico (Bo) es una estimacion de la cantidad méaxima de biogas que podria generarse de un
sustrato a partir del proceso de DA. Este se estima mediante la formula reportada por Buswell & Mueller, (1952)

teniendo en cuenta la composicion elemental del sustrato, como se muestra en las ecuaciones (Ec. 1)y (Ec. 2).

_a_b_3d n,a_b_3d n_a,b_ 3d 1
CaHaOpNg + (n=2=2+ 31,0 > 3+ 2= 2= cH, + (-2 +2+35) coptenps (e D)

n a b 3d (Ec. 2)
(z+g-7-7)* 22400

° 12n+4a+ 16b + 14d

2.5. Cinética de produccién de metano

Se han empleado modelos como 7) modelo de Primer Orden (Ec. 3) y 7)) modelo de Gompertz
Modificado (Ec. 4). Estos modelos han sido empleados por diferentes investigadores (Karki et al., 2022; Mao et
al., 2017; Zhang et al., 2021; Zhen et al., 2015) para describir la cinética de produccion de metano y para estudiar
los parametros que caracterizan el proceso de DA. El modelo de Primer Orden es simplificado y la produccion de
metano generalmente sigue un patron de cinética de primer orden, asumiendo que la hidrolisis constituye el paso
limitante del proceso (Wang et al., 2020). El modelo de Gompertz Modificado se fundamenta en la premisa de
que las tasas de produccion de metano se corresponden con las tasas de crecimiento bacteriano, especialmente

cuando se observa inhibicion en el proceso (Karki et al., 2022; Mao et al., 2019; Wang et al., 2020).

PBM = PBM,(1 — e7Kt) (Ec. 3)
Rmaxe
PBM = PBM, e{—e [PBMO A-0+ 1]} (Ec. 4)

Donde: PBM (t): Produccién acumulada de metano [L CHskg"! SV], PBM,: Méxima produccién de metano
del sustrato [L CH4 kg'SV], Rqx: Tasa méaxima de produccion de metano [L CHa kg SV d], A: Periodo de

adaptacion (fase de retraso) [d] t: Tiempo [d], k: Constante de degradacion [d]
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3. Metodologia

Para estudiar la biodegradabilidad anaerdbica del mucilago de cacao, se establecieron cuatro fases
metodoldgicas que permiten dar respuesta a los objetivos planteados. En la primera fase se realizo una revision
bibliografica sobre la DA de residuos de cacao. La segunda fase, permiti6 evaluar la calidad del indculo, asi como
conocer la naturaleza fisicoquimica de cada sustrato. En la tercera fase, se evalud el efecto de la dilucion como
tratamiento y la estabilidad del proceso a partir de pardmetros cinéticos. Finalmente, en la cuarta fase se estimo el
PBM para analizar el efecto de la CoDA sobre el rendimiento de metano durante el proceso, la sinergia y la
influencia de variables operacionales como la temperatura, RIS y fraccion de mucilago. También se determinaron

los parametros cinéticos que describen el comportamiento de la produccion de metano durante la CoDA.

3.1. Fase 1: Revision bibliografica
Se realizd una busqueda bibliografica utilizando los recursos que oftece la Biblioteca Virtual de la
Universidad Industrial de Santander; tomando como referencia estudios relacionados con el efecto del uso de
residuos de la agroindustria cacaotera y de naturaleza similar en el proceso de DA. A partir de la informacion
recopilada, se realizo una categorizacion de la informacion teniendo en cuenta lo siguiente: tipo de tratamiento,
temperatura, tipo de operacion, tipo de indculo, rendimiento de biogés y rendimiento de metano. Ademés, se
realiz6 un cuadro de andlisis cualitativo para determinar el tratamiento mas favorable a implementar en el proceso

DA.

3.2. Fase 2: Evaluacion del in6culo y caracterizacion de los sustratos

3.2.1. Recoleccion de inoculo y sustratos

El mucilago de cacao, empleado como sustrato y el estiércol bovino fresco como co-sustrato para el
proceso de CoDA fueron recolectados de una unidad productora de cacao ubicada en Colombia, que genera 242 t
de mucilago de cacao por aio. El indculo, lodo de estiércol bovino estabilizado, proviene de un digestor doméstico

de bajo costo que trata estiércol bovino desde hace 8 afios, ubicado en la finca Villa Marcella, situada en el
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municipio de Girén, Santander. Los sustratos fueron almacenados en bolsas de plastico selladas y refrigeradas a

temperatura inferior a -10°C.

3.2.2. Caracterizacion del inoculo y sustratos

El inéculo y los sustratos fueron caracterizados de acuerdo con el contenido de materia organica

representada en los solidos totales (ST), sélidos volatiles (SV), demanda quimica de oxigeno (DQO), el pH, la

alcalinidad total (AT) y el contenido de 4cidos grasos volatiles (AGV). En la Tabla 1 se presentan los parametros

determinados y los métodos analiticos aplicados al indculo y/o los sustratos.

Tabla 1.

Meétodos analiticos de caracterizacion para los sustratos e inoculo.

Parametro  Unidades Mucilago Estle_rcol In6culo Método analitico
Bovino
S\ g kg? v v v Termogravimétrico SM 2540
Y% g kg* v v v SME 2450E
DQO gDbQoOL?! v v v SM-5220-D
pH - v v v Potenciometria
AT g CaCO3 L v v v Titrimétrico
AGV g CH3COOH L* v v v Titrimétrico
AH g DQO CH4 L! - - v Manomeétrico y cromatografia
AME gDQO CH4 L? v Manométrico y cromatografia

Adicionalmente, al mucilago se le determind su composicion elemental, contenido de nutrientes, lipidos,

carbohidratos y aziicares (cromatografia liquida- RIS GOMEAZ.01). Para evaluar la calidad del lodo de estiércol

bovino empleado como indculo, se realizo una caracterizacion microbiologica que incluyo la determinacion de la

actividad hidrolitica (AH) y la actividad metanogénica (AME) siguiendo los métodos propuestos por Yap et al.,

(2018) y Astals et al., (2015).

3.3. Fase 3: Evaluacion de la dilucién sobre la biodegradabilidad anaerobia del mucilago de cacao

Con el propésito de identificar el efecto de la dilucion como tratamiento para el proceso anaerobio del
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mucilago, se llevaron a cabo ocho 8 ensayos de biodegradabilidad anaerobia, con tres réplicas cada uno, utilizando
digestores de vidrio de 110 mL. Para asegurar condiciones anaerobias, los digestores fueron purgados con
nitrogeno (N>) y sellados herméticamente con tapones de butilo y agrafes de aluminio. Dada la composicion
bioquimica del mucilago (sustrato de rapida degradacion) se utilizo la RIS de 4 g SVinsauo/g SV sustato, S€ZUN 10
recomendado por Holliger et al., (2016) para sustratos facilmente degradables. Los ensayos se realizaron a
temperaturas de 25°C debido al rango de temperatura 6ptimo de los cultivos de cacao (Arvelo et al., 2016) y 37°C

(condicion de control en procesos anaerobios).

Respecto a la concentracion del sustrato, se establecieron porcentajes de mucilago (%M) de 100%, 75%,
50% y 25% para cada temperatura mencionada anteriormente. El porcentaje restante, corresponde a la cantidad
de agua adicionada para la dilucion. La cuantificacion del volumen de biogés se llevo a cabo mediante el método
manométrico (Hafner et al., 2020) utilizando un transductor de presion y el volumen de biogas se corrigio teniendo
en cuenta la produccion endogena del indeulo y se expres6 en condiciones de presion y temperaturas normales de
acuerdo con la ley de gases ideales. La calidad del biogas, en términos de concentracion de metano, se determind
mediante cromatografia de gases. Ademas, se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica (pH, AGV, ST, AT) al

iniciar y finalizar los ensayos de biodegradabilidad, con el fin de evaluar la estabilidad del proceso.

3.3.1. Cinética de produccion de metano a partir de mucilago de cacao durante el proceso de dilucion
Para realizar el ajuste del modelo cinético para el tratamiento de dilucion de mucilago de cacao se tuvieron
en cuenta los modelos y las ecuaciones (Ec. 3)y (Ec. 4) presentadas en la seccion Cinética de produccion de

metano.
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34. Fase 4. Estimacion del potencial de biometanizacion para la co-digestion anaerobia del mucilago

de cacao con estiércol bovino

34.1. Diserio de experimentos
Para determinar el efecto de la CoDA sobre el rendimiento de metano de mucilago de cacao con estiércol
bovino se implementd un disefio experimental factorial 2° aumentado con punto central en duplicado y puntos

axiales como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2.

Diserio de experimentos para el tratamiento por CoDA.

N° Condiciones
T[°C] RIS fM
1 21 3 05
2 25 2 0.2
3 25 2 0.8
4 25 4 0.2
5 25 4 0.8
6 31 3 0
7 31 3 05
8 31 3 05
9 31 3 1
10 31 13 05
11 31 4.7 05
12 37 2 0.2
13 37 2 0.8
14 37 4 0.2
15 37 4 0.8
16 41 3 05

Los factores para estudiar fueron tres: la fraccion en sdlidos volatiles de mucilago de cacao (fM), la
temperatura y la relacion inoculo sustrato (RIS). Los niveles alto y bajo para las fracciones de mucilago fueron
tM=0.2 y fM=0.8 g SV kg1, la fraccion restante corresponde al co-sustrato (estiércol bovino). Respecto a las
temperaturas, los niveles alto y bajo fueron fijados como 25 y 37 °C debido a que la temperatura promedio de

produccion de cacao y la temperatura dptima del bioproceso es de 37°C. Ademas, con el fin de estudiar el efecto
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de la relacion inoculo-sustrato (RIS), donde se refiere como sustrato a la mezcla de mucilago y estiércol bovino, se

establecieron valores de RIS de 2 y 4 kg SVinscuo/ K€ SV sustrato-

34.2. Ensayos de biodegradabilidad anaerobia para la co-digestion
Se llevaron a cabo experimentos de biodegradabilidad anaerobia por triplicado utilizando digestores de vidrio de
110 mL con volumen de trabajo de 60 mL en modo discontinuo, siguiendo el protocolo propuesto por Holliger et
al.,, (2016). Para la preparacion del montaje, se agregd un volumen de indculo de 40 mL en cada digestor, y la
cantidad de sustrato a afiadido se determind en funcion de la RIS. Para garantizar condiciones anaerobias, cada
botella fue purgada con nitrdgeno (N2), sellada con tapon de butilo y agrafe de aluminio, y sometida a las
condiciones de temperaturas establecidas en el disefio experimental. Ademas, se realizd un experimento
denominado blanco para cuantificar la produccion endogena del indculo y garantizar que la produccion de metano
estuviera asociada a la degradacion del sustrato. Se incluy6 un control positivo con celulosa, el cual se espera que
su PBM se encuentre en el rango de 352 NLCH4 kg'SV y 414 NLCH4 kg''SV, para validar el correcto
funcionamiento del proceso y la calidad del indculo utilizado (Holliger et al., 2016). La cuantificacion del metano
en el biogas se llevd a cabo teniendo en cuenta el procedimiento descrito en la seccion Fase 3: Evaluacion de la

dilucion sobre la biodegradabilidad anaerobia del mucilago de cacao.

3.4.3. Ajuste modelo cinético en el proceso de co-digestion anaerobia del mucilago de cacao
Para realizar el ajuste del modelo cinético para el tratamiento de co-digestion de mucilago de cacao con
estiércol bovino se tuvieron en cuenta las ecuaciones (Ec. 3)y (Ec. 4) presentadas en la seccion Cinética de

produccion de metano.

34.4. Evaluacion de los efectos sinérgicos de las co-digestiones
Las co-digestiones se evaluaron teniendo en cuenta modelos cinéticos empleando el factor de interaccion
sinérgica que considera el rendimiento y la cinética de produccion de metano. Este factor fue calculado siguiendo

la metodologia propuesta por Sanchez et al., (2021) como se observa en la Tabla 3. La relacion entre la sinergia y
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los pardmetros cinéticos permite conocer la interaccion de los sustratos, no solamente en funcion del rendimiento
de metano, sino también, con respecto a su tasa degradacion y su maxima tasa de produccion de metano, logrando
ofrecer un panorama mas completo de la existencia de sinergia entre ambos sustratos para la investigacion de las

mezclas sinérgicas en ensayos de laboratorio en operacion semicontinua.

Tabla 3.

Ecuaciones aplicadas para evaluar los factores sinérgicos en la co-digestion.

Factor sinérgico

Ecuacion Evaluacion
Descripcion Simbolo
B, — B,
L. d
Rendimiento de metano by 5 i
Oesperado Dy Ry 0: Existen efectos sinérgicos
k — kes erado <0: Exi ONi
. : Existen efectos antagonicos
Tasa de degradacion b —_esperado By k,Rinax tag
kesperado By, Ry =0: No afecta el rendimiento de
Tasa maxima de b Rinax — Rmaxesperado los sustratos
i6 Rmax
produccién de metano max esperado

Los factores de interaccion sinérgica fueron calculados a partir de las curvas predictivas de PBM (B,,) de
las co-digestiones, estimadas a partir de las curvas de PBM de los sustratos individuales (B,,,) y suponiendo que la
produccidn de metano en la co-digestion seria la produccion ponderada de los sustratos individuales. Para todas las
mezclas, B,, se calculd como la suma de los productos de la B,,, experimental de los sustratos individuales j por su

respectiva fraccion en SV de la mezcla como se muestra en la (Ec. 5).

n

(Ec.5)
Bp = z Bm, j a 'j
=1
El B, esperado se tom6 como el rendimiento de metano de la curva predictiva, mientras que los

parametros cinéticos esperados, R, v k se obtuvieron a partir del ajuste las curvas de PBM a partir de los

modelos de Primer Orden y Gompertz modificado frente a los valores de las curvas By, predictivas. Los valores de
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B,, k, Rax se calculan a partir de los datos de las curvas de PBM experimentales de cada co-digestion con los

modelos.

34.5. Generacion de superficie de respuesta

Se realizo un analisis estadistico con el proposito de construir una superficie de respuesta para optimizar
el proceso de CoDA, considerando las variables de T, RIS y M. Se tomaron en cuenta tres variables de respuesta:
el PBM, que se busco maximizar para lograr la maxima produccion de metano y la Capacidad Buffer junto con el
contenido final de AGV, que se buscaron minimizar. Una alta Capacidad Buffer indica la inestabilidad del proceso
de digestion y un alto contenido de AGV podria resultar en acumulacion y afectar adversamente el proceso. Como
estadisticos de error se tuvieron en cuenta el R? para verificar el correcto ajuste de las ecuaciones de regresion a los

datos experimentales y la deseabilidad obtenida mediante las condiciones dadas mediante el punto dptimo.
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4. Resultados

4.1. Revision bibliografica

De la revision bibliografica se obtuvieron 36 articulos relacionados con el proceso de DA donde se
emplean residuos de cacao para la produccion de biogas. Las caracteristicas de los articulos fueron: 1)
relacionados con el tema de interés “cacao” y “digestion anaerdbica”, se evidencid que la cantidad de
publicaciones donde se gestiona el mucilago de cacao a través de la DA es limitada (n=0) y las investigaciones
son recientes (2015-2023); ii) la mayoria de articulos han sido publicados en la revista Chemical Engineering
Transactions (n=5), lo cual relaciona a sus altos estandares de calidad e impacto en la investigacion; vy iii) la
afiliacion de los autores de estos articulos esta concentrada en Colombia (n=14), teniendo en cuenta que es un
pais que cuenta con estos cultivos.

En el APENDICE A se detallan los resultados obtenidos de los articulos que reportan operacion en
batch, teniendo en cuenta que es el tipo de operacion implementado para el desarrollo experimental. La
informacion presentada detalla los tratamientos aplicados a los sustratos, temperatura, volumen del reactor,
inoculo utilizado y rendimientos reportados de biogas o biometano. De acuerdo con los resultados obtenidos se
resalta que en la mayoria de los estudios sobre la produccion de biogés a partir de residuos de la agroindustria
cacaotera se emplearon tratamientos de reduccion del tamafio y CoDA, y el rango de temperatura mesofilico
predomina.

En la Figura 1 se presentan, en la ordenada, los rendimientos de biogés y biometano reportados en la
literatura para la DA de residuos de cacao, con valores que oscilan entre 61 a 633 Lkg 'SV para biogas y 60 a
497 L CH4 kg SV para biometano. En la abscisa se muestra el sustrato utilizado en cada experimento,
evidenciando que las investigaciones solo han estudiado el tratamiento de la mazorca de cacao. Se observa que
lamonodigestion de la mazorca de cacao presenta un rendimiento de 382 L CHa/kg SV. Sin embargo, al realizar
CoDA con estiércol porcino y residuos sélidos urbanos el rendimiento se incrementa a 497 L CH4 kg SV;

permitiendo identificar que los cosustratos aportan nutrientes al proceso que la mazorca no posee, ademas de
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ofrecer un efecto buffer durante el proceso. Cabe resaltar que en ambos casos se utilizd como tratamiento la
reduccion de tamafio de particula menor o igual a 0.5 mm

Figura 1.

Rendimientos de biogds y metano para vesiduos en la industria del cacao segun la literatura
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En las investigaciones sobre la DA de residuos de cacao, se observa una brecha en la literatura en relacion
con el tratamiento del mucilago como sustrato, debido al enfoque predominante en mazorca como se evidencia
en la Figura 1. Por lo tanto, en la Tabla 4 se presenta una matriz de decision de analisis cualitativo para determinar
los tipos de tratamientos aplicables en la DA, con el proposito de seleccionar aquellos que son més adecuados para
los ensayos de biodegradabilidad anaerobia del mucilago de cacao. Para ello, se definieron criterios de decision
para cada tratamiento, considerando el costo de implementacion, la complejidad técnica, la capacidad de
escalabilidad en la industria, el tiempo requerido para su realizacion y el potencial de generacion de biometano.
Cada criterio fue evaluado con una calificacion de bajo, medio o alto. Tras evaluar estos criterios junto con las
caracteristicas fisicoquimicas del mucilago, se determiné que los tratamientos mas adecuados para implementar

son la dilucion y la co-digestion.
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Tabla 4.

Matriz de decision para los tratamientos aplicables a la DA de residuos del cacao.

27

Tratamientos aplicables a la DA
. - Costo de Complejidad ~ Capacidad de Tiempo Potencial de
Tipo Descripcion . - o - - generacion de
implementacion técnica escalabilidad Implementacion .
biometano
Uso de hongos Alto Alto Medio Alto Alto
Bioldgico Adicion de enzimas Alto Alto Medio Alto Alto
Co-digestion anaerdbica (CoDA) Bajo Medio Alto Bajo Alto
Adicion de compuesto alcalino Alto Medio Bajo Bajo Medio
Quimico Adicion de 4cidos para aumentar la
degradacion y reducir tiempo de Alto Medio Bajo Bajo Medio
digestion
Dilucion para disminuir concentracion . . . .
de CompUestos toxicos Bajo Bajo Alto Bajo Medio
o Disminucion del tamafio de particula . . . .
Fisico del sustrato Medio Medio Alto Medio Medio
Placas de colision para reducir los . . .
tiempos de retencion hidraulico Alto Alto Bajo Medio Medio
Expasicion a altas temperaiuras y Alto Alto Bajo Medio Bajo
o presion para inducir la hidrolisis
Térmico Dicesiiér en fases de L
Igestion en fases de temperatura en Alto Alto Bajo Medio Bajo
condiciones termdfilas y mestfilas
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4.2. Evaluacion del in6culo y caracterizacion de los sustratos

4.2.1. Caracterizacion del mucilago de cacao (sustrato), estiércol bovino (co-sustrato) y el lodo de
estiércol bovino empleado como inoculo

EnlaTabla 5 se presenta la caracterizacion fisicoquimica del sustrato, co-sustrato utilizados e indculo, asi

como la composicion del mucilago de cacao. También se incluye la caracterizacion microbioldgica del indculo

para evaluar su calidad.

Tabla5s.

Caracterizacion del mucilago de cacao (sustrato), estiércol bovino (co-sustrato) y el lodo de estiércol bovino
empleado como inoculo.

Parametro Mucilago Estiércol In6culo Unidad

SV 161.4 £ 1.613 153.55 +1.144 34.825+0.587 g kgt

ST 174.06 + 0.558 171.68 £3.164 48.737£1.015 g kgt

DQOt 129.333 £6.128 25.667 £0.471 - mg DQO L*
DQOs 70.417 £4.125 2.083 £0.118 - mg DQO L*
pH 3.52+0.01 7.37 7.44+0.07 -

AGV 10240 + 69.282 600 440 £183.3 mg CH3sCOOH L*
AT 3566.67+57.735 1100 3100 mg CaCO; L™!
AGVIAT 2.872 +£0.07 0.55 0.4 mg CH3sCOOH mg CaCO3™
AME - - 0.081 +0.002 g DQO CH,4 L
AH - - 0.086+0.004 g DQO CH,4 L
Proteina cruda 3.75 £ 0.097 - - g kgt

Grasa cruda 2.3+0.133 - - gkg?

Celulosa 16.02 - - g kgt
Hemicelulosa 2.59 - - g kgt
AzUcares reductores 100.82 + 1.56 - - g kgt

Sacarosa 44 +£2.04 - - g kgt

Lignina 18.1 - - g kgt

Cenizas 15.8 £3.375 - - gkg?
Nitrégeno Total 0,6 £0.156 - - g kgt

Fosforo total 0.1+£0.019 - - gkg?

Azufre total 0.1+£0.019 - - gkg?
Humedad 83.8 +0.150 - - % plp

Relacién C/N 72.67 - - -

Formula empl’rica C760.9H14910738.9N - - -

El lodo digerido de estiércol bovino puede ser empleado adecuadamente como inoculo, debido a que los
valores resultantes se sittian dentro de los rangos recomendados y reportados en la literatura. El pH se encuentra en

el rango dptimo de 7-8.5, con un contenido de AGV por debajo de 1000 mg CH;COOH L™, valores recomendados
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segtin Holliger et al., (2016). Ademés, la AME es de 0.081 £0.002 g DQO CHx L™, el doble de lo reportado por
(L. Castro et al., (2017a) y su actividad hidrolitica es de 0.086=0.004 g DQO CHz L. La produccién de metano
del control de celulosa estuvo dentro del rango para la validacion del buen funcionamiento del indculo (352414
NL CHs kg SV), el valor obtenido para el PBM de la celulosa fue de 355.569 £16 NL CHs kg SV. Estos
resultados sugieren que el indculo empleado para el desarrollo experimental es de buena calidad debido a su

capacidad para promover la produccion de biogas (L. Castro et al., 2017b).

El mucilago de cacao utilizado como sustrato presenta un pH de 3.52, similar al reportado por Balladares
etal., (2016), lo cual esté fuera del rango de operacion Gptimo para el desarrollo de la DA (Parra, 2015). Ademés,
el contenido de ST supera el limite recomendado de >150 g kg seglin Park et al., (2018) para este proceso.
Asimismo, se identifica una relacion C/N de 72.67, que estad por encima del rango recomendado (25-30)
(Kondusamy & Kalamdhad, 2014; Rodriguez et al., 2017a). Se destaca la alta cantidad de carbohidratos en forma
de azUicares presentes en el mucilago (Gutiérrez & Gomero, 2020), con valores de azticares reductores y la sacarosa
de 100.82+1.56, g kg y 44 +2.04 g kg™, respectivamente. Ademés, el mucilago de cacao cuenta con un elevado
contenido de AGV de 10240 +69.282 mg CHsCOOH L. Estos resultados muestran que el sustrato no presenta
condiciones apropiadas para el proceso anaerdbico, ya que la alta concentracién de azlicares y el contenido de
AGV en la materia organica lo convierten en sustrato rapidamente biodegradable, lo que podria llevar a la
inhibicion del proceso por acidificacion. Por lo tanto, es esencial aplicar un tratamiento adecuado para garantizar
digestion efectiva del mucilago.

El estiércol bovino utilizado como co-sustrato presenta una cantidad significativa de solidos, con valores
cercanos a los reportados por Castro-Molano et al., (2019), siendo de 171.68+3.164 g STkgy 153.55¢1.144 g
SV kg!. Ademés, su pH es basico, con un valor de 7.37, y muestra una capacidad buffer de 0.55 mg CH;:COOH

mg"! de CaCOs3, indicando una efectiva capacidad amortiguadora al proceso.
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4.3. Evaluacion de la dilucion del mucilago de cacao sobre la produccion de metano

4.3.1. Potenciales de biometanizacion para mucilago de cacao diluido
En la Figura 2 se presentan los rendimientos de produccion de metano para el tratamiento de dilucion del

mucilago a una temperatura de 25°C y 37°C. La experimentacion tuvo una duracion total de 8 dias.
Figura 2.

Potencial de biometanizacion acumulado para dilucion a RISde 4 a Tde 25y 37 °C.
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El tratamiento de dilucién para las dos temperaturas de operacion fue favorable. Todos los experimentos
que utilizaron mucilago diluido reportaron potenciales de biometanizacion superiores al experimento control
(M100%). El experimento con la mayor produccion de metano registré 92.6+11.044 NL CHs kg SV a la
temperatura de 25°C, con mucilago diluido al 50%. Este rendimiento fue 24.13% superior comparado con el
mucilago sin diluir a 25°C, lo que demuestra que la dilucion es un tratamiento efectivo para aprovechar el carbono

presente en el mucilago y transformarlo a metano. Asimismo, la adicion de agua al sustrato mejora la
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biodisponibilidad de nutrientes para la digestion de los microorganismos y permite prevenir la inhibicion del
sistema al disminuir la concentracion de AGV en el proceso (Mendieta et al., 2020). No obstante, este mismo
experimento obtuvo un rendimiento 75.7% por debajo del PBM tedrico del mucilago de cacao (381 NL CHukg
SV), con lo cual se puede inferir que, aunque los rendimientos en el tratamiento de dilucidn son superiores al

control, la dilucion requiere de un co-sustrato que permita mejorar la produccion de biometano.

Los experimentos realizados a temperatura de 37°C presentaron producciones de metano inferiores
respecto a las alcanzadas a temperatura de 25°C. Este comportamiento se atribuye a la relacion directa entre el
aumento de temperatura y la velocidad de fermentacion de los azlicares presentes en el sustrato, lo que conlleva a
la répida produccién y acumulacion de AGV en el sistema, resultando en rendimientos de metano mas bajos. Es
por ello por lo que, al disminuir la temperatura, la capacidad del sistema para transformar en metano los AGV

producidos es mayor, dado que su generacion es mas lenta.

En la Figura 3 se presenta la produccion acumulada de metano en funcion del tiempo para diferentes
mezclas de mucilago a 25°C y 37°C con ajuste de datos experimentales al modelo Primer Orden y Gompertz

Modificado.
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Figura 3.

Produccion acumulada de metano para DA de mucilago a diferentes diluciones.
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Nota. P (Modelo cinético Primer Orden) y G (Modelo cinético Gompertz Modificado).

A 25°C se observa que la produccién maxima de metano se alcanza alrededor del dia 3 para todas las
mezclas, mientras que, a 37°C, dicha produccion maxima se logra en el primer dia, indicando una cinética mas
rapida debido al incremento de temperatura (IMao et al., 2015). Esto se confirma con la constante de hidrolisis

obtenida mediante el ajuste cinético de Primer Orden. A 25°C, el valor de k oscila entre 0.78 a 0.91 d™*, mientras
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que, a37 °C, los valores alcanzan entre 11.11 a 12.66 o, indicando un incremento en la velocidad de degradacion

del sustrato al aumentar la temperatura.

Ademas, la implementacion de los modelos cinéticos a los datos experimentales demostrd un adecuado
ajuste, con coeficiente de determinacion de R? igual a 1 para Gompertz Modificado y 0.98 para Primer Orden, a

temperatura de 25°C. Para la temperatura de 37°C, ambos modelos tuvieron un R? igual a 1 (APENDICE B)

4.3.2. Estabilidad del proceso de dilucion

En la Tabla 6 se presentan los indicadores de falla de un proceso de DA en operacion batch.

Tabla 6.

Indicadores de falla para el proceso de DA en operacion Batch

Parametro Rango optimo  Unidades Referencia

pH 6.5-8.2 - Kondusamy & Kalamdhad, (2014)
AGV <4000 mg CH3COOH L™ A. Campos, (2001)

AT <6500 mg CaCOg3 L* Parra, (2015)

AGV/AT 0.2-0.38 mg CH3COOH mgCaCOs Callaghan et al., (2002)

CHs 50-70 % Lorenzo & Obaya, (2005)

La concentracion de AGV al final de cada ensayo (Figura 4) a 25 °C vari6 entre 2100 a 2880 mg
CH3COOH L1, mientras que a 37 °C esta concentracion oscild entre 2580 a 3360 mg CHsCOOH L™, Estos
valores se sitiian por debajo del limite de falla presentado en la Tabla 6. Se observa que, en los experimentos a
ambas temperaturas, una mayor concentracion final de AGV resulta en una menor produccion de metano. Por
consiguiente, seglin los rangos mencionados, la concentracion final de AGV para los experimentos a 37°C es mas
elevada en comparacion con los realizados a 25°C, lo que conlleva a menores producciones de metano. Estos se

correlacionan con los resultados discutidos previamente.
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Al analizar la relacion entre AGV/AT (capacidad buffer) (Figura 4), los valores finales oscilaron entre
1.05 a 1.27 mg CH3COOH mg* CaCOspara los experimentos a 25 °C, y entre 1.18 a 1.26 mg CHsCOOH mg?

CaCO:s para los experimentos a 37 °C, superando el limite de falla, lo cual indica un desequilibrio en el proceso.
Figura 4.

Comportamiento inicial y final de AGV, Capacidad Buffer y PBM a temperatura de a)25°C'y b)37°C.
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La dilucion logrd ser un tratamiento efectivo pues se obtienen rendimientos de metano superiores al
utilizar el sustrato sin diluir, y concentraciones de AGV por debajo del limite de falla para ambas condiciones de

temperatura. Sin embargo, en el mejor experimento con 50% de mucilago diluido, se observé una capacidad buffer
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de 1.27 mg CHsCOOH mg* CaCOs y un porcentaje de CH, del 34.8% indicando inestabilidad en el proceso.
Estos valores superan del limite critico, resultando en desequilibrios en el sistema por lo que lo que se sugiere
emplear otro tipo de tratamiento como la co-digestion para aumentar la estabilidad y los rendimientos de metano

en el proceso de DA.
4.4. Estimacion del potencial de biometanizacion en la co-digestion.

4.4.1. Andlisis del potencial de biometanizacion en el proceso de co-digestion

La Figura 5 muestra los PBM para las co-digestiones del mucilago con estiércol bovino en diferentes
proporciones de mezcla, temperaturas y RIS. En la abscisa se detallan las condiciones de cada experimento,
mientras que en la ordenada se presenta el PBM obtenido. El periodo de experimentacion tuvo una duracion de 43
dias hasta que la produccion de CHz estuvo por debajo del 1%. Ademas, en el APENDICE C se presentan los

valores obtenidos para las monodigestiones de mucilago de cacao y de estiércol bovino.
Figura 5.

PBM de las CoDA (Mucilago-Estiércol Bovino) a diferentes condiciones de RIS, Ty fM.
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Los resultados obtenidos del proceso de co-digestion respaldan la hipétesis de que sustratos como el
mucilago de cacao (rapidamente biodegradable), requieren que el proceso anaerobio se realice a RIS superiores a
2. Enlos puntos axiales de 1a RIS se obtuvieron los mayores y menores rendimientos CoDA 11 (fM=0.5, T=31°C,
RIS=4.7) y laCoDA 10 (fM=0.5, T=31°C, RIS=1.3) con 339+18.19 y 14+5.74 NL CHs kg SV, respectivamente.
Sin embargo, la literatura recomienda que la maxima relacion indculo/sustrato a evaluar sea de 4 y la minima RIS

de 2 (Raposo et al., 2020). Por lo anterior, se excluyeron estos experimentos del andlisis de resultados.

Los resultados indican que con un valor adecuado de RIS (> 2), el carbono proveniente del mucilago de
cacao es aprovechable eficazmente para transformarse en metano. El mejor rendimiento de metano se alcanzé con
el experimento CoDA 15 (313+20.64 NL CHa kg SV), el cual presenta las mejores condiciones del proceso
anaerobio 37°C, RIS de 4 y fM de 0.8. El rendimiento obtenido estd 17.8% por debajo del PBM teorico,

demostrando que el mucilago de cacao es un sustrato adecuado para ser tratado por digestion anaerobia.

A A2. Estabilidad del proceso en co-digestion

La Tabla 7 presenta las condiciones operativas de cada experimento, incluyendo temperatura, RIS y
fraccidn de mucilago (fM). Ademaés, proporciona el PBM, la concentracion de AGV, la capacidad buffer, el pH'y
el porcentaje de metano (% CHa) en el dia final (dia 43) del proceso. Estos parametros se analizan para evaluar la

estabilidad de los experimentos.



EFECTO DE LA DILUCION Y LA CO-DIGESTION COMO TRATAMIENTOS

Tabla 7.

Pardmetros: AGV, Capacidad buffer, pH, %CH4 y PBM de las co-digestiones a diferentes condiciones experimentales.

37

T

AGV

Capacidad Buffer

ID Mezcla rq RS ™M PBMINLCHIG'SV (i el pmochicootngicaco] P % CH,
CoDA 1 21 3 05 21 640 041 864 5472
CoDA2 25 2 02 215 560 033 776 5523
CoDA3 25 2 8 | x| 3120 123 524 39.44
CoDA 4 25 4 02 188 600 040 79 54.79
CoDA5 25 4 08 236 800 054 785 5357
CoDA8 31 3 05 234 540 036 823 5547
CoDA 10 31 13 05 1320 068 803 6285
CoDA 11 3l 47 05 - 480 034 837 5422
CoDA12 37 2 02 208 720 045 857 5505
CoDA 13 37 2 8 [ 1200 094 833 66.66
CoDA 14 37 4 02 262 640 039 77 5244
CoDA15 37 4 08 313 480 031 816 5436
CoDA 16 41 3 05 127 660 040 735 6360
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Todos los experimentos matuvieron los AGV dentro del rango establecido en la Tabla 6, lo que sugiere
que no hubo inhibicién del proceso por acumulacion de estos. En cuanto a la capacidad buffer, el 85% de los
experimentos obtuvo valores dentro del rango de estabilidad presentado en la Tabla 6, los cuales oscilan entre 0.31
y 0.54 mg CHsCOOH mg* CaCQOs. Unicamente la CoDA 3 y la CoDA 13 obtuvieron un valor por encima del
limite con 1.23 y 0.94 respectivamente, indicando inestabilidad en estos experimentos razon por la cual se
obtuvieron bajos rendimientos de metano. Por lo tanto, estos se excluyen del analisis de los efectos sinérgicos. Por
otra parte, la CoDA 15, que registré el mejor rendimiento de metano (313+20.64 NL CH, kg SV) presento los
menores valores de concentracion de AGV y capacidad buffer con 480 mg CHsCOOH Ly 0.31 mg CHsCOOH

mg CaCOs, respectivamente.

4 4.3. Ajuste cinético de los PBM en co-digestion

Se implementaron los modelos cinéticos de Primer Orden y Gompertz Modificado para caracterizar la
cinética de la co-digestion. En el APENDICE C se proporcionan los detalles de los pardmetros correspondientes a
cada experimento de co-digestion, acompafiados de los indicadores de ajuste: coeficiente de determinacion (R?) y
raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE). Ademas, se incluyen las representaciones graficas de los ajustes

de los modelos a los datos experimentales.

Los valores de R? son cercanos a 1 tanto para el modelo de Primer Orden como para Gompertz
Modificado, lo que sugiere un ajuste satisfactorio de ambos modelos a los datos experimentales. Asimismo, los
intervalos de RSME para el modelo de Primer Orden oscilan entre 0.47 a 24.24, mientras que para el modelo de

Gompertz Modificado van desde 0.47 hasta 25.22.

En la Figura 6 se presenta la curva de produccion de metano y sus respectivos pardmetros cinéticos
empleando el modelo de Primer Orden y Gompertz modificado para la CoDA 15. Esta fue la co-digestion que

mostrd la mayor produccion de metano, con un rendimiento de 313+20.64 NL CHs kg SV. Esta co-digestion
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demostré un ajuste optimo al modelo de primer orden, evidenciado por un coeficiente de determinacién (R?) de

0.97 yun RSME de 16.07. Ademés, present6 una tasa de degradacion (k) de 0.192 d.
Figura 6.

Produccion de metano acumulado y parametros cinéticos para CoDA 15
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44 A. Evaluacion de efectos sinérgicos de las co-digestiones

Para la evaluacion de los efectos sinérgicos cinéticos de las co-digestiones se implement6 el modelo de
Primer Orden puesto a que, este posee un mejor ajuste que el modelo de Gompertz Modificado debido a que el
sustrato no tiene fase de latencia. Los pardmetros obtenidos para calcular los factores sinérgicos cinéticos se detallan
enel APENDICE C. La Figura 7 muestra en la ordenada los efectos sinérgicos en funcién del rendimiento de CHs
(dy) y la tasa de degradacion (¢k), y en la abscisa los experimentos. En cuanto a la sinergia cinética, se observaron
efectos antagonicos en algunos experimentos (lado izquierdo de la Figura 7). No obstante, la mayoria de los

experimentos presenta sinergia total (lago derecho de la Figura 7).
Figura 7.

Efectos sinérgicos de la co-digestion de mucilago y estiércol bovino con ajuste de modelo de Primer Orden
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Los resultados presentados en la figura anterior muestran 2 experimentos (CoDA 4 y 16) presentaron
sinergia parcial, donde uno de los factores dio un efecto negativo. Por otra parte, 7 co-digestiones obtuvieron
sinergias positivas totales (¢, pk>0), con rangos entre 3% a 50% para ¢y y ok entre 5% y 172%. El experimento
CoDA 1 presentd mayor sinergia (50%) en funcion del factor ¢y que corresponde a la sinergia con respecto al
rendimiento de metano y el experimento CODA 8 presentd la mayor sinergia (172%) en funcion del factor ok que
corresponde a la tasa de degradacion. Los porcentajes de sinergia para los factores ¢y y ¢k menores al 10% se
consideran no significativos en el proceso de digestion anaerobica. (Donoso-Bravo et al., 2019). Por lo anterior,
unicamente la CoDA 1, con 50% en ¢y y 13% en ¢k, y la CoDA 8 con 17% en ¢y y 172% en ¢k, obtuvieron

sinergias totales significativas.

4.4.5. Efecto de las variables en la produccion de metano
Se realizaron tres regresiones de superficie de respuesta mediante las cuales se relacionan los efectos
lineales, cuadraticos y de interaccion entre las variables RIS, T'y fM sobre: la produccion de metano en la (Ec. 6).

la concentracion final de AGV en la (Ec. 7)y la capacidad buffer final en la (Ec. 8). Los ajustes cuadraticos (R?)
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de cada regresion fueron de 93.08%, 89.26% y 94.50% respectivamente, indicando que se ajustaron correctamente

a los datos experimentales.

PBM = —76 + 25.7 * T — 15 * RIS — 596 * fM — 0.593 * T? — 19.7 * (Ec. 6)

RIS — 92 % fM? + 3.65 * T * RIS — 0.5 * T * fM + 196.3 * RIS * fM

AGV = 3052 — 101 * T — 1405 = RIS + 6832 = fM + 1.10 * T? + 125 *

RIS? + 3454 % fM? + 30.8 * T * RIS — 169.4 = T x fM — 1250 * RIS * fM

C.Buffer = 0.60 — 0.0156 = T — 0.288 * RIS + 2.39 * fM + 0.00046 * T2 + (Ec. 8)
0.0523 % RIS? + 1.346 = fM? + 0.00282 * T * RIS — 0.0583 * T * fM — 0.469 *
RIS * fM
Mediante las ecuaciones mencionadas, se determinaron las condiciones Optimas a las cuales se maximiza
el PBM y se minimizan los AGV y la capacidad buffer obteniendo un punto éptimo a condiciones de RIS de 4.7,
temperatura de 35.7 °C'y fM de 0.8, el cual tedricamente llega a un rendimiento de metano de 380 NL CH kg'!
SV, AGV de 317 mgCH3COOH L'y capacidad buffer de 0.26 mg CH;COOH mg! CaCOs. Sin embargo, la
literatura recomienda que la méxima RIS a evaluar sea de 4 (Raposo et al., 2020).De acuerdo con lo anterior, se
decidio restringir la RIS hasta un méximo valor de 4 y se obtuvo un nuevo punto 6ptimo a condiciones de RIS de
4, temperatura de 34.4°C'y fM de 0.72 alcanzando una deseabilidad de 0.97, el cual tedricamente alcanza un PBM

de 310 NL CHukg SV, AGV de 418 mgCH3COOH L1 y capacidad buffer de 0.31 mgCH3COOH mg'CaCOs.

En la Tabla § se presentan los puntos dptimos obtenidos descritos anteriormente y sus resultados tedricos.
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Tabla 8.

Condiciones y resultados teovicos del punto optimo

Punto Optimo
T RIS .y AGV AGV/AT PBM
[°C] [mgCHsCOOHL?] [mgCH:COOHmMg*CaCOs] [NLkgiSV]
35.7 4.7 08 317 0.26 380
344 4 0.72 418 031 310

Por otra parte, se generd un diagrama de Pareto como se muestra en la Figura 8, con una significancia de
0.05, con el objetivo de evaluar el efecto lineal, cuadratico y de interaccion entre las variables sobre el proceso de
CoDA. De acuerdo con esto, se pudo observar que la RIS es la variable que mayor efecto tiene sobre el proceso,
ya que es la tinica que supera el punto critico establecido en 3.182. Seguida de esta variable, la interaccion entre
RIS y la fM, contribuye sobre el proceso con un efecto mucho mayor en comparacion con las demas variables o
interacciones, no obstante, la contribucion de esta no sobrepasa el punto critico. Con base en lo anterior, manipular
principalmente la RIS o la interaccion entre la RIS y la M, generan los mayores cambios en el rendimiento de

metano en la CoDA del mucilago de cacao con estiércol bovino.
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Figura 8.
Diagrama de Pareto.
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Efecto estandanzado

Enla Figura 9 se presenta la superficie de respuesta generada mediante la (Ec. 6)y un gréafico de contorno,
ambas manteniendo fija la RIS en un valor de 4. De acuerdo con el comportamiento de la superficie, el aumento de
la temperatura hasta aproximadamente los 35°C ocasiona un aumento en el PBM, por encima de esta, los valores
de rendimiento de metano comienzan a disminuir. Respecto a la fM, se observa que al aumentar se incrementan los
valores de PBM. Por otra parte, en la grafica de contorno se observan las regiones correspondientes a la produccion
de metano en funcion de la fM y la T. La region de mayor produccion esta aproximadamente a una temperatura

entre 30y 37 °C yuna fM entre 0.6 y 0.8.
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Figura 9.

Superficie de respuesta y grdfico de contorno a RIS fija de 4.
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Por otra parte, en la Figura 10 se gener6 una superficie de respuesta y una grafica de contorno manteniendo
un valor fijo de temperatura a 35°C, con el fin de observar el comportamiento del PBM variando tinicamente la fM
y laRIS. De manera general, el aumento de la RIS junto al aumento de la fM afecta positivamente los rendimientos
de metano, asi mismo, al disminuir la RIS y mantener valores altos de fM se puede observar una disminucion
bastante pronunciada en la superficie indicando la poca produccion de metano. Mediante la grafica de contomo, el
rango de produccion de metano mas alto (verde oscuro) se da aproximadamente entre una fM de 0.4 a 0.8 y una
RIS mayor o igual a4 y el menor (r0jo) se encuentra a fracciones menores a 0.4 en conjunto con una RIS por debajo

de2.5.
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Figura 10

Superficie de respuesta y grdfico de contorno manteniendo fija la temperatura
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5. Conclusiones

El tratamiento de dilucion de mucilago de cacao se muestra positivo para mejorar los rendimientos de
produccion de metano en el proceso anaerobio. Los experimentos realizados a diferentes condiciones de
temperatura demostraron que la dilucién incrementa la produccion de metano en comparacion con el uso
del mucilago sin diluir (M100%).

El tratamiento por co-digestion del mucilago de cacao con estiércol bovino mejora la biodegradabilidad
de este residuo, pues permite equilibrar nutricionalmente el sistema y aporta estabilidad al proceso.
Ademias, se identifico que la variable mas influyente en la co-digestion anaerdbica del mucilago de cacao
con estiércol bovino es la RIS.

Los modelos de Primer Orden y Gompertz Modificado permiten describir correctamente los datos
experimentales mediante los parametros cinéticos. Asi mismo, la sinergia obtenida en funcion de estos
permitié conocer si el mucilago de cacao con el estiércol bovino obtiene sinergias de rendimiento de
metano y tasa de degradacion, ofreciendo un panorama general de proceso de co-digestion anaerdbica de
los sustratos. Se obtuvo sinergia total entre el mucilago de cacao y el estiércol en la mayoria de los

experimentos, y significativa a condiciones de 21°C y 31°C,RISde 3y fM de 0.5.
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Recomendaciones
Este trabajo de investigacion sienta las bases para el aprovechamiento del mucilago de cacao, un residuo
actualmente poco estudiado en el proceso de digestion anaerobia (DA). Los hallazgos sugieren la necesidad de
explorar la utilizacion de diferentes co-sustratos con el objetivo de optimizar la eficiencia en la produccion de biogas
a partir del mucilago de cacao, asi como lograr un equilibrio adecuado en el sistema de DA. Adicionalmente, se
recomienda evaluar tanto el punto 6ptimo obtenido mediante la superficie de respuesta, asi como, la viabilidad de

la co-digestion del mucilago con estiéreol bovino en digestores anaerobios semicontinuos.
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APENDICE

Tabla 9.

Revision bibliogrdfica de la DA de residuos de la industria del cacao.

APENDICE A. Revision bibliografica.

56

y mani

T Rendimiento | Rendimiento
Residuo Tratamiento [°C] Operacion Inbculo biogas CHa Referencia
[NL kgSV-Y] | [NL kgSV?]
., ~ Monodigestion De un digestor activo que 432 237
Mazorca Reducc'mn de tamafio Tratamiento 38 Batch operaba con estiércol (Antwi et al., 2019)
de particula a 300 um . 0L . o . 606
hidrotermal bovino y ensilaje de maiz
Adicién de acido
2
(H2S04) 03
':I‘S:I:i'r?g gi(gzr;puesto CoDA con estiércol Batch 633
Mazorca Reduccion de tamano de aves 37 0.25 L De estiércol de aves (Dahunsi et al., 2019)
de particula menor a 321
2mm
CoDA con estiércol de aves 382
L o Monodigestion . 67
Reduccidn de tamafio a — Batch Digestato de lodos
Mazorca 5mm Co[?A con estiércol 35 05 L activados residuales 181 (Acosta et al., 2021b)
bovino
Monodigestion 113
L ~ CoDA con aguacate . 73
Reduccidn de tamafio - Batch Proveniente de una planta .
Mazorca entre 900 y 1000 um CoDA con mani 38 1.8L de produccion de biogas 5 (Rufis etal., 2019)
CoDA con aguacate 61
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Continuacion Tabla 9
T Rendimiento | Rendimiento
Residuo Tratamiento [°C] Operacion In6culo biogas CH4 Referencia
[NL kgSVY] | [NL kgSV]
Lodo efluente de un
Mazorca | Reduccion tamafio particulaa 1.5 mmy 2 mm 35 Batch biodigestor de estiércol 60 (Jay et al., 2016)
05L porcino en estado
estacionario
Monodigestion 382
CoDA con residuos
Reduccion de tamafio de fr_utas y estiércol Batch Se prepard empleando: 497
Mazorca hasta 0.5 mm porcino 36 0.25 L estiércol porcino y agua. (lvan et al., 2016)
' CoDA con paja de ' 200g estiércol:1L de agua
arroz y estiércol 340
porcino
Lodo de un biodigestor de .
Mazorca | Reduccion de tamafio 36 Batch una planta de aguas 200 (Rodriguez etal.,
0.25L . - 2017b)
residuales (Alpina S.A)
CoDA con residuos Lodo proveniente de un
Mazorca Reduccidn de tamafio de frutas v estiércol 30 Batch biodigestor de una planta 349 (Rodriguez et al.,
de los residuos y 0.25L de aguas residuales 2018)

porcino

estabilizado
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Tabla 10.

APENDICE B. Ajuste de modelos cinéticos del tratamiento de dilucion.

Parametros cinéticos del tratamiento de dilucion a temperatura de a) 25°C y b) 37°C.

a)

b)

Parametro Unidades M100% M75% M50% M25%
Modelo primer orden (P)

RMSE [NLCHskgSV'] 5023 3990 4,132 4528
RA2 - 0,963 0,979 0,983 0,975
Go [ NL CHs kgSV] 77,347 82,063 94,846 86,056
k [d] 0,783 0,896 0,912 0,902
Modelo Gompertz Modificado (G)

RMSE [NL CHskgSV?'] 0124 0,099 0,159 0,054
RA2 - 1,000 1,000 1,000 1,000
Go [NL CH, kgSV'] 74,688 80,012 92,654 83,822
Rm [NL CHs kgSV1] 70,110 75,749 81,552 89,837
A [d] 0572 0479 0417 0,550
Parametro Unidades M100% M75% M50% M25%
Modelo primer orden (P)

RMSE [NL CHs kgSV*]  0,00056 0,00080 0,00069 0,00076
RA2 - 1,000 1,000 1,000 1,000
Go [NL CH,kgSV?'] 36,603 51,810 44,867 49,386
k [d7] 11,111 11,251 11,210 12,657
Modelo Gompertz Modificado (G)

RMSE [NL CHskgSV*'] 0,0011 0,0026 0,0010 0,0056
RA2 - 1,000 1,000 1,000 1,000
Go [NL CHskgSV?'] 36,603 51,812 44,868 49,390
Rm [NL CHs kgSV] 171,481 218,624 242,291 272,929
A [d] 0,127 0,135 0,189 0,368
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APENDICE C. Pardmetros cinéticos y curvas de produccion de metano para el tratamiento de Co-DA.

Tabla 11.

PBM y concentracion de AGV para las monodigestiones.

T PBM AGVs
ID Mezcla— oc RIS M [NLkgSV?] [ mgCH3COOH L]
Mono 28 41 3 0 170 +3.80 600
Mono 27 41 3 1 0 %0 3780
Mono 18 37 4 1 319 +14.86 680
Mono 20 37 4 0 192 +7.13 360
Mono 19 37 2 0 214 +20.96 840
Mono 17 37 2 1 24 +2.85 4400
Mono 31 31 47 1 390 +9.95 360
Mono 32 31 47 0 177 +14.42 480
Mono 6 31 0 236 +0.97 660
Mono 9 31 3 1 148 +21.15 720
Mono 30 31 13 0 186 +10.88 540
Mono 29 31 13 1 15 +0.54 5700
Mono 25 25 4 1 233 4254 360
Mono 26 25 4 0 198 +17.17 560
Mono 24 25 2 0 201 +17.21 560
Mono 23 25 2 1 40 +6.39 4640
Mono 22 21 3 0 251 +18.02 560
Mono 21 21 3 1 124 +10.44 1160
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Tabla 12.

Parametros cinéticos experimentales del tratamiento de co-digestion.

60

Primer Orden Gompertz Modificado
e PBM, K R RMSE PBM, Ruax A R? RMSE
[NLCH4/kgSV] [0 [NLCH4kgSV] [NLCH4/kgSV d] [d]
CoDA1 219917 0,093 0,993 5777 207,843 13,748 0 0981 9558
CoDA2 207,268 0,103 0,994 5,364 196,575 14,774 0 0,968 12,152
CoDA3 31,036 46,923 0933 0689 31,559 33613 0,255 0,993 0596
CoDA4 176,602 0,189 0,987 6128 171,776 23,226 0 0,957 1120
CoDAS 243873 0,142 0,967 14931 238520 22,819 0 0,983 10857
CoDAS8 227,291 0,182 0,980 10267 222,348 28,096 0 0981 10069
CoDA 10 14,385 15036 1,000 0,147 14,385 65,194 0,144 1,000 0,147
CoDA11 317,849 0213 0,968 17175 309517 46,499 0 0931 25227
CoDA 12 188,656 0,154 0979 8974 181,003 20,201 0 0,948 14024
CoDA13 17,188 3141 0,99 0255 17,181 33,885 0,156 0,99 0263
CoDA 14 248192 0,121 0973 13708 237,152 20953 0 0,931 21006
CoDA15 294,301 0,192 0971 24244 287,156 37,805 0 0,963 24115
CoDA 16 169,679 0,041 0924 16070 125,988 11,086 5570 0997 3341
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Tabla 13.

Parametros cinéticos esperados para el tratamiento de co-digestion.

Primer Orden Esperado Gompertz Modificado Esperado

Experimento PBMo k R2 PBMo Rwviax /8

[NLCH#/kgSV] [d [NLCH«/kgSV] [NLCH#kgSV d] [d]
CoDA1 146.27 0.08 0.98 13860 792 0.00 0.95
CoDA?2 165.10 0.10 100 156.49 1111 0.00 0.98
CoDA3 66.12 0.29 094 64.64 13.18 0.00 0.89
CoDA4 204.46 0.11 1.00 196.34 1550 0.00 0.99
CoDA5 235.88 0.10 0.96 22813 1553 0.00 0.96
CoDAS8 194.36 0.07 097 17954 8.88 0.00 0.98
CoDA 10 95.29 012 099 91.09 8.16 0.00 097
CoDA11 279.02 0.28 0.99 27568 49.10 0.00 0.96
CoDA12 173.73 0.09 100 161.47 1137 0.00 097
CoDA13 57.02 0.19 092 55.52 737 0.00 0.86
CoDA 14 21552 011 0.99 206.54 16.99 0.00 099
CoDA 15 278.12 0.15 097 27172 271.79 0.00 097
CoDA 16 83.14 011 0.99 79.67 6.38 0.00 097
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Figura 11.

Curvas de ajuste de los modelos cinéticos en co-digestion.
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