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RESUMEN

Los productos biotecnolégicos en el transcurso del tiempo han sufrido unas series
de desarrollos de acuerdo a las necesidades de los diferentes sectores logrando
posesionarse en el elemento crucial en la aplicacion de procesos de manufactura
hasta la remediacién de los recursos aguas/suelos contaminadas por los procesos
extractivos y en especial en el beneficio de oro que emplea la lixiviacion con

cianuro, el cual tiene efectos negativos fauna, flora y en los humanos.

El objetivo del presente trabajo fue disefiar un producto biotecnoldgico a base de
microorganismos autdctonos con potencial degradador de cianuro a través de la
metodologia denominada Biomecatronica, realizando un analisis desde la obtencion

del inoculo hasta la separacion del mismo.

Se analizaron en varias escalas (10L, 100L, 1,000L y 10,000L). Las simulaciones
de los casos objetivos se realizaron en SuperPro Designer version 9, un software
empleado en el modelado, evaluacién y optimizacién de procesos de la industria

biotecnoldgica.

Se evidencié que para los dos primeros casos de estudio (10L y 100L) no son
economicamente rentables; para ellos se analizaron variables como costo de

operacién, tiempo de recuperaciéon de capital.

Para las escalas de mayor volumen de produccion se reduce el costo de operacion.
Determinandose que el costo de venta minimo del inoculante para el proceso de
10,000L es de US$ 4.85 /kg (dolares americanos) . De acuerdo al analisis de costo
de produccién y ventas, podemos decir que, a partir de un volumen de produccién

de 10,000L, el proceso se vuelve econdmicamente factible.
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En el analisis de la evaluacion ambiental se resalta que la mayor produccion de
residuos liquidos (9 L/ kg de biomasa), cero (0) produccion de residuo solidos y
0,000 4 kgCO2/Kg de biomasa, determinandose que es viable y que los impactos

gue se puedan presentar son controlables.

En la fase de desarrollo experimental de las fermentaciones, separacién celular y
prototipado a escala laboratorio se determiné que la velocidad de agitacién optima
es 200 rpm con una produccién de peso seco de 9.878 g de biomasa/L y la velocidad
de centrifugacion de mayor rendimiento fue 3500 rpm por 2 minutos. La formulacion
del prototipo entre las cuatro evaluadas la mas estable fue la que se elabor6 a base
de caolin manteniendo una conservacion del 97.61% y a su vez se establecioé que

la dosis de aplicacién es de 1g/100 ml con un porcentaje de remocion del 95.4%.

PALABRAS CLAVES: PRODUCTO BIOTECNOLOGICO, BIOMECATRONICA,
INOCULANTE, Bacillus spp, INOCULANTE
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INTRODUCCION

En Colombia, el sector minero ha presentado un desarrollo significativo en especial
la explotacién y beneficio del oro debido a su incremento de su precio en los
mercados internacionales, generando un gran interés en el sector aurifero pues
desde el entre 2008 y 2012 la produccion aurifera se situé en promedio en 51.6
toneladas al afio, mientras entre 1990 y 2007 el promedié fue 27.3 toneladas para
2012 reporto un record de mas 66 toneladas/afio ( (FEDESARROLLO-IDB, 2014).

Los cuatro departamentos con mayor produccién aurifera son: Antioquia, Bolivar,
Chocé y Caldas, donde estadn el 77% (3181) de las unidades de produccion minera
de oro (Ministerio de Minas y Energia, 2012) y cerca del 87% de la produccién de
oro del pais en 2012 segun el SIMCO, identificandose que sélo el 25% procesa o
almacena relaves y el 37% los arroja sin ningan tipo de tratamiento ya sea al rio, al

campo o simplemente los entierran.

Con respecto a la uso de productos quimicos para el beneficio del oro, Choco
sobresale por bajos niveles bajos de aplicacion de quimicos con respecto a los
otros tres departamentos. Bolivar tiene la mayor intensidad de uso de mercurio con
el (87%) y cianuro (47%); en Antioquia el 59% de las unidades emplea mercurio en
su produccién y, en Caldas, donde la produccion es mayoritariamente de veta, se
presenta una elevada utilizacion de explosivos (79%) y en contraste, se observa
una baja utilizacion de cianuro (13%) y ausencia de uso de mercurio.
(FEDESARROLLO-IDB, 2014).

La aplicacion del cianuro genera un alto consumo y por su naturaleza toxica y

potencialmente letal termina llegando a las corrientes de aguas y suelos generando

una serie de impactos negativos en la fauna, flora y en los humanos.
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El tratamiento de este contaminante se ha abordado desde diferentes tecnologias
(quimicas Yy fisicas) pero es de gran interés abordarlo desde la biorremediacion a
través de la bioaumentacion, técnica centrada en la utilizacion de microorganismos

autoctonos tolerantes y degradadores del cianuro.

Para este estudio se empledé un microorganismo con potencial de tolerar y
degradar el cianuro y se plantea disefiar un producto biotecnoldgico a base Bacillus
spp (aislado de aguas y suelos contaminados con cianuro) aplicando la metodologia
Biomecatrénica que facilita y organiza el trabajo de desarrollo de productos
mediante el uso de procedimientos simples, herramientas, modelos para determinar
la viabilidad técnica, econdmica y ambiental , finalmente llegando al prototipado del
producto evaluacion su calidad en funcion presentacion ,efectividad y estabilidad

en el tiempo.
Este trabajo de investigacion se va a transferir a los pequefios y medianos mineros

artesanales del Sur de Bolivar con el objeto de mitigar los efectos negativos del

cianuro y contribuir a un beneficio sostenible del oro.
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1. GENERALIDADES DEL PROYECTO

1.1 PRODUCTO BIOTECNOLOGICO

A medida que han evolucionado los productos biotecnoldgicos se han estructurado
diferentes conceptos de lo que es un producto de esta naturaleza, Trevan et al.
(1990) Basandose en los sectores idoneos para desarrollar la biotecnologia resalta
que es la” aplicacion de organismos, sistemas y procesos biolégicos en las

industrias manufactureras y de servicio”.

En México la Reforma de la Ley General de Salud resaltando(1997) determina,
en el capitulo XII, articulo 282 bis, que los productos biotecnolégicos “ son
aquellos alimentos, ingredientes, aditivos, materias primas, insumos para la salud,
plaguicidas, sustancias toxicas o peligrosas, y sus desechos, en cuyo proceso
intervengan organismos vivos o parte de ellos modificados por técnicas

tradicionales o ingenieria genética”.

Garcia & Machinea (2005), establecen que los productos biotecnolégicos son
aquellos que son productos de las aplicaciones de la biotecnologia moderna
incluyendo el desarrollo de nuevos farmacos y proteinas recombinantes, la
produccion de vacunas, insumos bioldgicos agricolas como biofertilizantes y
biopesticidas; nutracéuticos y cosméticos; produccion de cultivos transgénicos, de

enzimas industriales y la producciéon de biocombustibles.

Malacarne (2006) los conceptualiza como el resultado de la aplicacién de técnicas
0 procesos propios de la biotecnologia, y su vez organiza las tecnologias, que por
el uso de organismos vivos o parte de ellos, permiten la obtencion de bienes y

servicios.
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Se puede considerar que los elementos comunes de los anteriores conceptos es
que cada uno gira alrededor de los organismos vivos ( plantas, animales, células
microbianas) y a estos se les aplican una serie de técnicas para obtener un bien o
servicio. Lo fundamental de lo planteado es que se requiere de estudios metddicos
y sistematicos de cada uno de ellos para que tenga el impacto positivo en las

diferentes areas destinos de los productos.

El concepto desarrollado por Garcia & Machinea (2005) considera que los productos
biotecnoldgicos son tan solo aquellos obtenidos a partir de la ingenieria genética.
Sin embargo, de acuerdo con, la opinidon de estos autores se considera que el
concepto es sesgado pues hay productos biotecnolégicos milenarios que han hecho
aportes significativos en la evolucién y desarrollo de la biotecnologia empirica hasta

la moderna.

1.2 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La extraccion minera se ha extendido a casi todo el territorio nacional y se
caracteriza por ser una mineria muy heterogénea tanto en el uso de técnicas de

extraccion como por la gran diversidad de materiales que se obtienen.

En términos generales, los minerales que se explotan en Colombia se pueden
clasificar en cuatro grandes grupos: carbén mineral, minerales concentrados,
minerales metalicos y minerales no metalicos (Quijano Samper & Pardo, 2010). La
mineria es una de las actividades extractivas primaria que mayor impacto generan
sobre el medio ambiente, sea esté a cielo abierto o subterrdnea, en areas rurales

0 urbanas.

En el subsector de la mineria de oro en un solo dia de explotaciéon una mina
mediana procesa 25 mil toneladas de rocas, produce 25 kilos de oro, 50 mil
toneladas de desechos, consume 35.500.000 millones de litros de agua y 4

toneladas de cianuro que son desechados en los recurso agua y suelo.
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La lixiviacion por cianuro en el beneficio del oro es una técnica de bajo costo que
permiten procesar rocas que contienen oro en muy bajas concentraciones. Lo que
gueda en la naturaleza se calcula en 100 mil toneladas y para extraerlo al ritmo
actual, las multinacionales tardarian 40 afios y emplearian alrededor de 15 millones

de toneladas de cianuro.

La cianuracion de la roca mineralizada con oro causa la liberacion de metales
pesados en cantidades mucho mayores que las del propio oro. Por cada gramo de
oro se pueden generar 40 gramos de arsénico, 10 gramos de cromo, 170 gramos

de plomo y 50 gramos de zinc (Garay, y otros, 2013).

Para la Contraloria General de la Republica, considera que la extraccién de
minerales e hidrocarburos puede causar una serie de impactos negativos como la
contaminacion de aguas y suelos, arriesgandose la diversidad, la soberania
alimentaria, pues las especies quimicas téxicas liberadas pueden permanecer por

un largo plazo (Londofio, 2013).

Corantioquia, relacioné que “entre el bajo Cauca y el nordeste antioquefio se estima
alrededor de 35.000 hectareas degradadas por mineria, con diferentes grados de
degradacion, algunas en un estado critico, en donde dificilmente puede volverse a

configurar un suelo” (Pefa, 2013).

Los derrames de cianuro impactan la fotosintesis y las capacidades reproductivas
de las plantas. En cuanto a los animales, el cianuro puede ser absorbido a través
de la piel, ingerido o aspirado. Concentraciones en el aire de 200 partes por millon
(ppm) de cianuro de hidrogeno son letales para los animales, mientras que
concentraciones tan bajas como 0,1 miligramos por litro (mg/l) son letales para
especies acuaticas sensibles (Sacher, 2011). Las dosis letales para humanos son,
de 1 a 3 mg/kg del peso corporal, en caso de que sean ingeridas, de 100-300 mg/kg

en caso de ser asimilados y de 100-300 ppm si son aspirados (Garcia H. , 2011)
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Para los procesos de recuperacion medioambientales de los recursos afectados
por la cianuracion en el beneficio del oro hacen necesario la utilizacion de procesos
de biorremediacion, por lo tanto; es importante disefiar un producto eficaz a base
de microorganismos autdctonos con potencial degradador de cianuro y asi
proporcionar una alta eficiencia de remocion de dicho contaminante a bajo costo y

gue no produzca residuos téxicos como resultado de la biodegradacion.

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 General
Disefiar un producto biotecnoldgico a base de microorganismos autoctonos como
herramienta en procesos de biorremediacion de aguas y suelos contaminados por

la cianuracion en el beneficio del oro.
1.3.2 Especificos
v Definir las especificaciones generales del producto biotecnolégico a través
de generacién y evaluacion de ideas que contribuyan a su aceptacion en el
mercado.

v Valorar la factibilidad técnica y econémica del producto biotecnologico.

v' Formular el disefio preliminar del producto biotecnol6gico contemplando

consideraciones cercanas al proceso de produccion.
v' Generar un prototipo del producto y ensayar su funcionamiento para

determinar las caracteristicas mas importantes que debera presentar en su

estado final.
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1.4 METODOLOGIA

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en este proyecto, se llevdé a cabo

una investigacion proyectiva.

1.4.1 Definicién las especificaciones generales del producto
Se realizo la identificacion de ideas para el disefio del producto a través del analisis

de la demanda y el empuje tecnol6gico y sus componentes como se relacionan en
el cuadro 1.

Cuadro 1 Variables de Analisis para la identificacion de ideas de producto
biotecnolégicos

TIRON DE LA DEMANDA e Clientes
e Mercado
o [|+D

e Proveedores

e Competidores
EMPUJE TECNOLOGICO e Resultados de los

procesos de

investigacion.

Fuente: Villamil & Garcia ,(2003)

Del andlisis se pudo clasificar el disefio del producto en funcion de la novedad del
producto y del mercado de destino, en:

v" Mejoras de productos existentes dirigidas al mercado habitual.

v Productos nuevos en el mercado habitual.

v" Productos en mercados nuevos.
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1.4.2 Seleccion y evolucion de ideas.

Las ideas fueron generadas a partir de la revision de literatura especializada,
opiniones de experto, datos experimentales centrandose en la fermentacién —
separacion del producto biotecnoldgico vy luego fueron sometidas una serie de
valoraciones antes de recibir la aprobacion necesaria para luego iniciar su disefio

y prototipado.

La identificacion de estos es por lo tanto de interés para la evaluacién posterior de
las alternativas de disefio. Esto pudo aumentar la resolucion iterativa de las
especificaciones de los objetivos y proporcionar especificaciones mas cercanas o

claves para la continuacion de los trabajos de disefio.

1.4.3 Diseilo preliminar

En esta fase se especificd los factores de funcionamiento y caracteristicas que tuvo
el producto final. Se defini6 cémo deberia funcionar el producto cuando el cliente
lo emplee, es decir, cual es su tiempo de aplicacion, cudles seran sus funciones,
como debe ser de rapido en su funcién, cuéles son los materiales a emplear, etc.
Mediante la experimentacion se probo el prototipo y de ahi surgié el concepto de
disefio o disefio preliminar. En la figura 1, se encuentran los factores a considerados
al decidir sobre el concepto de disefio:

Figura 1 Factores a considerar al decidir sobre el concepto de
disefio.

IMPACTO
FUNCION COSTOS CALIDAD AMBIENTAL PRODUCCION ACCESIBILIAD

Fuente: Autor, 2016
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e Funcion: se deben identificar claramente las funciones que el nuevo producto

debe desarrollar, estableciendo jerarquias entre ellas si fuera necesario.

e Costos: no deben ser excesivos para el mercado objetivo.

e Calidad: debe ser compatible con el propésito. Un nivel excesivo puede
encarecer el producto en demasia y una calidad insuficiente dara lugar a

reclamaciones o incluso a la falta de aceptacién del producto en el mercado.

e Impacto ambiental: de acuerdo con este aspecto, el articulo no deberia dafar

el ambiente o estar envasado en recipientes peligrosos.

e Produccién: cuando se disefia un producto, se debe considerar como se va

a fabricar simultaneamente.

e Accesibilidad: considerando este aspecto lo que se pretende es conocer

como el cliente va a conseguir el producto o servicio desarrollado.

1.4.4 Prototipado del producto

Esta es una de las fases mas importantes del proceso de investigacion; puesto que
el prototipo pretende reflejar las caracteristicas que el producto deberé presentar
en su estado final, por lo que se elabor6 a partir del concepto de disefio generado
en la fase anterior. Sin embargo, algunas cualidades importantes no pueden ser
recogidas por el prototipo, por lo que éste se considera mas un elemento para la
recogida de informacién adicional que para la toma de decisiones. En la figura 2, se
presentan las diferentes actividades que se van a desarrollar en el proceso de

prototipado.
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Figura 2.Proceso de Prototipado del producto biotecnoldgico

Est.ructuraa.on dela Operacion de los Control de Calidad
ficha tecnica del Fermentadores a )
. . . de prototipo
microorganismo escala laboratorio

L, Generaciéon infome
Determinacion del

. Preliminares del de especificaciones
medio de i
9 producto técnicas del proceso
Produccién
y producto

S Prototipado de la
Simulacion presentacion del
producto

Fuente: Propia del autor.

1.4.5 Diseiio del producto final.

En esta etapa se especificO las caracteristicas del producto definitivo, como
resultado de las pruebas que se realizaron con el prototipo y tomando como base el

disefio preliminar.

1.4.6 Elaboracion y entrega del documento final.

Se documentaron los resultados mas relevantes del proceso de investigacion .
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2. ESTRUCTURAS DE I+D+i EN BIOTECNOLOGIA

Es de resaltar que la biotecnologia a diferencia de otras tecnologias, como la
industria petroquimica y la siderurgica, estad presente en el campo productivo,
comercial y empresarial, comportandose como una red de elementos, cada uno de
los cuales aporta valor al producto, proceso o servicio. La innovacion, el desarrollo
y la investigacion son elementos que han ganado un gran espacio e importancia,
generando la necesidad de la creacidn de grupos de investigacién e innovacién en

las empresas de base biotecnoldgica y biotecnoldgicas.

2.1 I+D+i EN BIOTECNOLOGIA

El pilar del avance en biotecnologia es la innovacion. De acuerdo a la inversion en
I+D+i que realicen los diferentes sectores de un pais (publico, privado) concretara
el progreso de la biotecnologia desde el ambito académico hasta el desarrollo

econoémico y comercial.

A nivel mundial se encuentran cientos de universidades, centros e institutos que
han consolidado grupos académicos de alto nivel, programas de pregrado-
postgrado guiadas por dos fuertes tendencias como lo es la investigacion vy el
desarrollo en biotecnologia o areas afines que terminan materializando productos

0 servicios biotecnoldgicos.

El sector privado promueve el I+D+i contribuyendo a la maquinaria econémica de

la biotecnologia en el mundo.

En la Figura 3, se representan las cuatros redes que constituyen un sistema de

innovacion biotecnoldégico, las cuales son:
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Red de conocimientos y habilidades. Se presenta inversién publica en el sector de
investigacion asi como también la destinada a la formacion de talento humano para
desarrollar procesos de innovacion. En este espacio se plantean estrategias para
promover la transferencia de ciencia, tecnologia y propiedad intelectual, facilitando
la apropiacién de los resultados de la investigacion.

Red de industrias y oferta; conformada por las empresas productoras de bienes y

servicios biotecnoldgicos y las organizaciones no gubernamentales.

Red de desarrollo financiero e industria; se encuentran los instrumentos de
promocion para la creacion de empresas ya que se busca crear vinculos entre la
investigacién académica e industrial que facilitan la adquisicion de tecnologia para

la pequefia, mediana y gran empresa.

Red de demanda y aceptabilidad social; se resalta el vinculo que existe entre
conocimiento, innovacion, tecnologia y sociedad (University of Sussex, Science
Policy Research Unit, 2001).

Figura 3. Redes Claves de un Sistema de Innovacién en Biotecnologia

...................................................................

+ | -consumidores

Ll 1 " ire =
: académica : . | fimas Regulaciones |
: S| inorisas sanilarias .

CONOTIMIENTOS / HABILIDADES % DEMANDA f ACEPTABILIDAD SDCIAL
: =
| Sistema educativo £ | Aceptacion piblica | | ONG
. 2 . v
] = .
B Fondos de o ., 2 = .
[ T § Usuarios Paliticas :
= .
=
—

-procesadores de
alimentos

INDUSTRIA { OFERTA DESARAOLLO FINANCIERD J/ INDUSTRIAL

Spin of-Start u

H ONG | & Agencias
: [ Oferentes | : de desarrollo industrial
Firmas pequefias | +——F
5 | Firmas grandes | Minoristas : - "Mercado de capitales |
* Procesadores . : ’
de alimentos

| Financiamiento |
privado

Fuente: Ministerio de Industria y Energia Uruguay, 2011
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2.2 CARACTERIZACION DE LAS EMPRESAS BIOTECNOLOGICAS

Las empresas de biotecnologia generan diversos niveles de impacto en la cadena
productiva: innovacion, conocimiento y herramientas técnicas; disefio de procesos;
capacidad de manufactura; validacion y prueba; comercializacién y deteccién de
oportunidades de mercado. En el cuadro 2, se presenta la clasificacion de la
empresas de biotecnologia (ASEBIO,2006) :

Cuadro 2.Clasificacion de las empresas de biotecnologia segun la Asociacion

Espafiola de Bioempresas- ASEBIO

Empresas dedicadas Empresas dedicadas Empresas Usuarias de
Completamente a la Parcialmente a la Biotecnologia
Biotecnologia Biotecnologia
Mas del 80% de su|Alguna de sus lineas | Consultoras, asesoras.
actividad es | principales de negocio es | Desarrollo en
biotecnoldgica. biotecnologia, sin llegar a | Bioinformatica.
Méas del 50% de su |presentar un 80% de la | Empresas
facturacion  total es |actividad total de la | comercializadoras de
atribuida a la | empresa. productos
biotecnologia. Una parte de su | biotecnolégicos.
Presentan una  alta | facturacion es debido a la | Otros servicios auxiliares
inversion en investigacion | biotecnologia.
y desarrollo

Fuente: Gonzalez & Otros (2007).

En el cuadro 3, se presenta como el Centro de Investigacién en Biotecnologia
Aplicada (2010), bajo los estudios realizados por Ratledge & Kristiansen (2001);
Lemarié et al (2001) y Shie et al (2002), considera que la actividad productiva que
las empresas de biotecnologia desarrollan en el mundo se podria dar de la siguiente

forma:
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Cuadro 3.Clasificacion de las empresas de biotecnologia segun actividad

productiva

Son empresas que desarrollan patentes, que publican y
gue generan conocimiento; no necesariamente estan
asociadas a una Institucion Educativa. Normalmente este
tipo de firmas, esperan el desarrollo intensivo, activo de
tecnologia, desarrollan Tecnologia y la transfieren.

Empresas de
Innovacion en
Biotecnologia
Empresas de
Innovacion en
Ingenieria

Son empresas capaces de adaptar tecnologia a unidades
de manufactura, escalar procesos, desarrollar ingenieria de
productos finales, ingeniaria basica y de detalle e ingenieria
de aplicaciones de procesos y de productos.

Empresas de
Manufactura de
Productos
Biotecnolégicos

Son empresas que desarrollan o adaptan procesos de
produccion en gran escala y para productos derivados de
innovacion. Suelen ser empresas grandes que se enfocan
en la produccion de compuestos de alto volumen, que
funcionan como ingredientes o insumos de grandes
cadenas de produccion.

Empresas de
Servicios
Técnicos y
Analiticos

En biotecnologia es necesario, para empresas de
innovacion o de soluciones de ingenieria, validar en
pequefa escala los nuevos procesos. Son necesarios por
tanto, los campos experimentales, los invernaderos y
viveros; asi como el andlisis de cientos o miles de muestras
que requieren de equipo analitico en el nivel del estado del
arte.

Empresas
Consumidoras de
Productos e
Ingredientes de
origen
biotecnoldgico.

Aquellas empresas que en gran escala incorporan a sus
productos finales ingredientes bioldgicos o productos
derivados de biosintesis, constituyen el principal motor de
mercado de toda la cadena de produccion de la cadena
biotecnoldgica.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada IPN, (2010).
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En el Cuadro 4, se establecen las diferencias de las tecnologias de la informacion
versus Biotecnologia, resaltdndose que en biotecnologia se requiere de procesos
de investigacion extenso; requiere una estricta proteccion industrial e intelectual;
permanente regulacion juridica y ética de los productos y procesos; convenios de
cooperacion entre grupos de investigacion. De esta forma, las empresas de
biotecnologia suelen generar mas valor en relacion a su tamafio como resultado de
una mayor vigencia en el mercado de los productos desarrollados. Los ciclos
comerciales, las necesidades de gestion de fondos para innovacion y los costos del
desarrollo son también diferencias importantes de la biotecnologia con respecto a

otras tecnologias productivas (Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada

IPN, 2010).

Cuadro 4.Diferencias entre la Industria de la Tecnologia de la Informacién y la

Biotecnologia

CARACTERISTICAS

TECNOLOGIA DE LA
INFORMACION

BIOTECNOLOGIA

Ciclo de vida de producto
Requerimientos
tecnolégicos y
profesionales

Muy corto, un afio.

Largo plazo, hasta 30 afios.

Requerimientos
financieros y materiales

Limitado a costos
laborales, hardware y
Software.

Una industria con
aplicacion intensiva de
capital.

Gestion de fondos

Las empresas nuevas
la mayor parte lanzan
productos sin soporte
financiero.

La gestion de capital es
esencial. Ocupa recursos y
tiempo de los empresarios.

Ciclosde | & D

Muy
colaboracién
virtual de equipos.

corto,

Para desarrollo de producto
1 a 2 afios. Para desarrollos
ligados a descubrimiento
20 a 30 afios.

Requerimientos
regulatorios y legales

El mercado rebasa las
regulaciones juridicas.

Profunda y estrictamente
regulado. Las regulaciones
limitan el desarrollo de
productos y procesos.
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Etica

No determinante.
Aplicacion voluntaria.

Determinante. Esencial en
experimentacion animal o
humana.

Intensidad de 1&D

Ligado a los ciclos de
producto. No intensiva.

Procesos prolongados y de
investigacion intensiva

Vinculaciéon

Entre compafiias e
individuos.

Intensa con institutos,
universidades y centros de
Investigacion.

Crecimiento de pequefas

Innovan y buscan la

Las pequefias firmas

copy rigth de disefo
prevalece

empresas venta de su producto o | innovan y son adquiridas
de la unidad de | por empresas grandes.
negocio.
Desarrollo y lanzamiento | El desarrollo de | ElI desarrollo de producto
de producto producto continla aun | debe ser completado antes
después de su | de su lanzamiento.
lanzamiento al
mercado.
Propiedad industrial Pocas patentes, | Las patente prevaleceny
algunas marcas. El | el control sobre propiedad

es esencial para el éxito de
las compalfiias.

Fuente. Bergeron & Chan (2004)

2.3MODELOS DE [+D+i EN BIOTECNOLOGIA EN EL MUNDO

2.3.1 Estados Unidos

Se centran sus esfuerzos en elevar intensidad en 1+D y apoyar

proyectos que

tengan como fin productos y tecnologias auténticamente innovadores, con gran

impacto en el terreno de la salud humana. Los otros campos de la biotecnologia,

como el instrumental médico, aplicaciones agroalimentarias y salud animal, no han

recabado el interés de los inversionistas (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de Investigacion, Desarrollo e Innovacion Radical en Estados

Unidos.

Centro de
Irvestigacion y -
Universidades
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]
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7
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[
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|e—

Comercializacion
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.
v

Verta empresa ]

e

Fuente: March, I., Soane, R., & Yague, R. (2007).

El modelo representado en la Figura 5 demuestra que se da inicio de un estandar

orientado a estructurar

una nueva tecnologia o instrumental, conocido como

Plataforma tecnoldgica ( protedmicas y metabolomicas) que lograra ingresos a los

3-5 anos desde el inicio de las inversiones en [+D+i.

32




Figura 5.Modelo Creacion plataforma tecnoldgica. Fuerte inversion en 1+D con

resultados en el medio plazo (3-5 afios). Estados Unidos

Centro de LY “»
Investigacion Spin off I+D propia 9[ Patentes
Universidades

“ | [

y
Creacidn de Plataforma

tecnologica
,

o
Inicio Proyecto [+ \ ,
propio [ Inversicn

N

Adquisicion empresa
bipemrgente

Fuente: March, I., Soane, R., & Yague, R. (2007).

La industria de la biotecnologia es un sector en crecimiento en los Estados Unidos
y alrededor de 1,42 millones de personas trabajan directamente en biociencias y
otros 6 millones en actividades relacionadas. El gobierno federal como los estatales
ven a la biotecnologia como un sector estratégico para el crecimiento econémico,

gue genera trabajos cualificados y de salarios altos.

El mayor segmento dentro de la biotecnologia es salud humana (57%), seguido de
agrobiotecnologia (18%), bioprocesos y biotecnologia industrial (12%), salud animal
y marina (8%) y la biotecnologia medioambiental (8%). (Oficina Economica y

Comercial Embajada de Espafia, 2012).

En la tabla 1, se presenta las caracteristicas que posee Estados Unidos para

ostentar el liderazgo mundial en el mayor mercado de la biotecnologia.
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Tabla 1. Caracteristicas del Mercado Biotecnol6gico en Estados Unidos

NUumero de empresas

1.843 empresas.

de
cotizadas en Bolsa

Ingresos empresas

616.000 millones de dodlares (Ernst & Young,
2010).

Tamariio del mercado de

medicinas

307.000 millones de ddlares (IMS Research).

Puestos de trabajo

1,42 millones (Batelle).

Capital riesgo

4.730 millones de délares (Money Report, de
PWC,2011).

Investigaciéon y Desarrollo

mas de 100.000 millones de délares entre gasto

publico y privado.

Patentes

6.601 clases

514(Biofarmacos-Biologia

entre las 424, 435 'y
Molecular y
Microbiologia) que engloban los productos de

biotecnologia (US Patent and Trademarks Office).

Fuente: Oficina Economica y Comercial Embajada de Espafia( 2012).

En la figura 6, se presenta la inversién en Biotecnologia para el 2014 present6 un

promedio trimestral de US$1.491.594.125 millones de délares, evidencidndose una

mayor inversion en el segundo y tercer trimestre, esto lo logra posesionar en el

segundo sector al cual se le inyecta mas capital. En general, las inversiones en el

aflo 2014 en el sector de ciencias de la vida (biotecnologia y Productos Sanitarios

combinados) aumentaron en comparacion con el

afo 2008 con US$ 8.6 mil

millones invertidos en 789 ofertas, un aumento del 29 %, pero una caida del 3% en

comparacion con el afio 2013 (Thomson Reuters, 2015).
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Figura 6.Inversiones trimestrales en la Industria Biotecnolégica 2014- Estados

Unidos

$5.966.376.500

$2.004.909.900

$1.084.043.700

$1.848.259.000

$1.029.163.900

Fuente: Thomson Reuters (2015).

Otro factor determinante en el aumento de las inversiones son las fusiones y
adquisiciones, es una tendencia que se mantenido y continuard o incluso se
acelerara ya que las compafias buscan por un lado aumentar sus lineas de
producto y por otro la expansion en mercados emergentes. (Oficina Economica y

Comercial Embajada de Espafia, 2012).

En la Figura 7, se presenta las condiciones de acceso al mercado biotecnolégico el
cual es complejo y fragmentado. Las empresas deben enfrentar costos y riesgos
para poder ingresar, logrando una distribucién complicada y a su vez una barrera
de entrada efectiva. Se presenta casos de empresas con productos o servicios que
tiene un mercado concreto por ello se recurre a la dinamica de ventas directas o

pago por servicio.
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Figura 7.Condiciones de acceso al mercado biotecnologico de EEUU
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Fuente: Oficina Economica y Comercial Embajada de Espafia. (2012).

Para una empresa extranjera que desee incursionar en este mercado, una de las
tacticas adecuadas es el establecimiento de un acuerdo de colaboracién con una
empresa americana que distribuya o incorpore en su portafolio de productos y

servicios los ofertados por dicha empresa.

Las empresas biotecnoldgicas que promocionan sus productos directamente
cuenta con representantes que no se limitan a presentar los productos, sino a
identificar primero las necesidades de los clientes y asi ofrecerle asistencia para

resolver estas necesidades.

Los contratos de organizacién ofrecen servicios de asistencia en la venta y
marketing de productos y es una figura caracteristica del campo de la salud
(farmacéuticos, productos meédico hospitalarios y ciencias de la vida). Los servicios
pueden ir desde call centers de atencion al cliente hasta contratacion y formacion
de agentes comerciales o gestion de la red de distribucion.
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La apertura de una filial en EEUU se requiere un mayor conocimiento del mercado
y Su vez, mayor inversion inicial. Un acelerador del crecimiento que se ha utilizado
para promover el desarrollo del mercado de Estados Unidos, las empresas
britAnicas y alemanas, entre otras, es la adquisicion de una pequefia empresa del
sector bien establecida ya que aportan una estructura, clientes, ciertos beneficios

y posiblemente socios ya existentes y asi muy bajos costos de implementacion.

2.3.2 Taiwan

Ha implementado programas financieros especificos para apoyar el desarrollo de
nuevos productos en industrias especificas, en la figura 8, se evidencia que los
bancos, los fondos privados, mercado de capitales y capital de riesgo proporcionan

financiacion a las empresas innovadoras y empresas Star-up.

Figura 8. Modelo del Sistema I+D+i de Biotecnologia en Taiwan

—
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Fuente: Wonglimiyarat, J. (2014).
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Los principales programas de apoyo del Estado incluyen desarrollo tecnolégico de
la industria, tecnologia en el sector de servicios, comercializacion de Biotecnologia,

entre otros.

La financiacién por parte de entidades como el Fondo de Desarrollo, el Fondo de
Desarrollo de las PYMES y el Fondo de Garantia de Crédito PYME han ayudado a
estructurar el potencial tecnolégico de las empresas locales privadas y llevar a
Taiwan al nivel de los paises desarrollados (Liu & Wen, 2010).

Los recursos de | + D + i del gobierno estan integrados en diversos programas de
becas de investigacion y desarrollo para apoyar la investigacion en diferentes
etapas: investigacion basica, la investigacién aplicada, el desarrollo tecnologico y
comercializacion, estos programas de | + D se llevan a cabo por diversos
organismos gubernamentales, universidades e institutos de investigacion, asi como
empresas estatales y privadas para fomentar la difusién tecnoldgica y la aplicacion

a través de diversas redes de innovacion (Wong,1999).

Taiwan ha construido con éxito sus economias de innovacién basadas en las
politicas industriales bien planificados y la soélida infraestructura de ciencia y
tecnologia, la cual es apoyo a sus empresas de base tecnoldgica, que desempefian

un papel activo en la economia mundial.

2.3.3 Espafia

La industria biotecnolédgica posee dos promotores principales del conocimiento las
Universidades y Centros publicos de Investigacion. El desarrollo esta sujeto a la
gestion y explotacion de los resultados de la investigacién generada en el sector

publico, mediante su transferencia al sector privado.

En la Figura 9, se presenta los factores clave para garantizar una transferencia
del conocimiento eficaz que permita llevar al mercado productos procedentes de la
investigacién publica (Martin, 2014). Las Universidades y Centros Publicos de

investigacion han evolucionado de la investigacion basica a la traslacional la cual
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‘ha sido definida originalmente como aquella investigacion aplicada y
comprehensiva que pretende traducir el conocimiento cientifico disponible para

hacerlo util a la sociedad” (Cabieses & Espinoza, 2011).

La creacién de entidades como los Organismo Publicos de Investigacién (OPIs) y la
Oficina de Transferencia de Resultados de Investigacion (OTRI) han logrado la
generacion de patentes que protejan los resultados antes de su publicacion y

después agilizar el aprovechamiento de los resultados.

Los Parques Cientificos y Tecnologicos, son administrados por la Universidades,
tienen como objetivo articular la investigacion hasta el entorno empresarial. Las
incubadoras de empresa, brindan: espacio en el que dan comienzo a una nueva
actividad empresarial, instalaciones de uso comun que suponen un gran ahorro en
la inversion inicial necesaria para la puesta en marcha de una empresa de base
tecnoldgica, las empresas incubadas tienen acceso a una serie de plataformas
tecnoldgicas que ofertan servicios cientificos y de asesoramiento que

complementan aquéllos ofrecidos por las OTRIs.

Figura 9.Factores claves en I+D+i de Biotecnologia en Espafia.
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En el cuadro 5, se presenta la organizaciéon del mercado Biotecnolégico en
Espafia denominada Plataforma de Mercados biotecnoldgicos, gue es el
resultado del trabajo de la Asociacion Espafiola de Bioempresas (ASEBIO ) -
Ministerio de Economia y Competitividad (MINECO), y cuenta con la colaboracién
de la Sociedad Espafiola de Biotecnologia (SEBIOT) y la Fundacién Genoma
Espafia, entre otras entidades. El objetivo de esta Plataforma es desarrollar
procesos asertivos de comunicacion entre los distintos agentes del sistema ciencia-
tecnologia-empresa, de modo que se fomente la innovacion biotecnolégica, la

transferencia de tecnologia y su introduccién a la sociedad.

Cuadro 5. Plataforma de Mercados Biotecnoldgicos en Espafia

AREA SECTORES
1. Biotecnologia | Biofarmacos Tecnologia
Roja
2. Biotecnologia | Agricultura Alimentacion
Verde
3. Biotecnologia | Biocombustibles Fabricacion de equipos
Blanca biotech.
4. Servicios Tecnolbgicos Al sector

¢ Bioinformatica o Capital Riesgo

e Desarrollo de kits | e Consultoria

biotecnolégicos e Empresas CRO /CMO
e Gendmica e Formacién
e Metabdlica e Ingenieria
¢ Nanotecnologias ¢ RR.HH

e Protedmica

Fuente:Plataforma de Mercados Biotecnologicos. ( 2010).
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El sector biotecnoldgico resulta muy atractivo para las empresas de capital riesgo,
debido a su alta rentabilidad esperada. De las operaciones de inversion de capital
riesgo llevadas a cabo en Espafia en 2012, un 9,2% se han realizado en
biotecnologia, y como se puede observar en la figura 10, el aumento de la inversién
en biotecnologia ha ido evolucionando paralelamente al desarrollo del sector en
Espafia (Martin, 2014).

Figura 10.Evolucién de la Inversion de capital riesgo en biotecnologia en Espafia
en el periodo 2001-2011
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2.3.4 Chile

Los actores principales en el sector biotecnolégico son: empresas, consorcios
tecnoldgicos, centros de excelencia, entidades gubernamentales relacionadas,
incubadoras, fondos de inversion, universidades y centros de investigacion. Las
empresas (aproximadamente 100) por su actividad, interactian con la totalidad de
participantes que estan representados en la Figura 11. Los consorcios tecnoldgicos
surgen de la union de empresas con universidades y entidades gubernamentales.
Los centros de excelencia internacional, crean espacios de transferencia
tecnolégica de empresas internacionales con gran prestigio y trayectoria con

actores chilenos. En cuanto al financiamiento, las empresas obtienen fondos de
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incubadoras, fondos de inversién, de programas patrocinados por Corporaciéon de
Fomento a la Produccion - CORFO , Comision Nacional de Investigacion Cientifica
y Tecnoldgica - CONICYT y Fondo de Innovacion Agraria (FIA), o bien de capital
propio (DGE Consulting, 2013)

Figura 11.Mapa de relacién de los principales actores de 1+D+i en Chile
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La Asociacion Chilena de Empresas de Biotecnologia (ASEMBIO) asegura que el
sector biotecnologico en Chile ha ido creciendo fuertemente en los ultimos afios y
se espera un crecimiento sostenido del orden del 30% anual, las ventas totales
estimadas del sector son de US US$900 millones al afio y mas de US US$170

millones de inversion extranjera han ingresado en el sector.
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Segun la CORFO, las empresas biotecnolégicas chilenas se distribuyen
principalmente en el sector Agroindustrial (41%), Salud-Diagnéstico Humano (27%),
el 32% restante se distribuye en empresas dedicadas a la acuicultura, alimentos,
bioprocesos, biotecnologia industrial, biomineria y biocombustibles.

2.3.5 Colombia

En la Figura 12, se esquematiza la estrategia nacional de innovacién en Colombia
estructurado sobre tres columnas: capital Humano de Calidad a los diferentes
niveles; la innovacion empresarial y el emprendimiento innovador, manifestado en
la existencia de una masa critica de empresas con rutinas de innovacion y una
dinamica de difusion de mejores practicas de gestion y de una entorno que
promueva el emprendimiento innovador; y finalmente el desarrollo de capacidad
Cientifica y Tecnoldgica relevante para abordar los desafios del desarrollo
productivo, econdmico y social de Colombia. Estos tres requieren plataformas
habilitantes claves y retos sociales para el desarrollo de negocios innovadores en

Colombia. (Bitran, Benavente, & Maggi, 2011)

Figura 12.Estrategia Nacional de Innovacion en Colombia
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El Servicio Nacional de Aprendizaje- SENA creé la Red de Tecnoparque Colombia
gue es un programa de innovacion tecnoldgica dirigido a todos los Colombianos,
gue actua como acelerador para el desarrollo de proyectos de I1+D+i materializados
en prototipos funcionales en cuatro lineas tecnoldgica, que agrupa un conjunto de
areas estratégicas del conocimiento, sustentadas en las tecnologias emergentes,
las oportunidades del sector productivo, las politicas del gobierno y los sectores de
clase mundial, las cuales: Electronica y Telecomunicaciones, Tecnologias Virtuales,
Ingenieria y disefio y Biotecnologia nanotecnologia, que promueva el
emprendimiento de base tecnoldgica. Los Nodos especializados en Biotecnologia
se encuentra en la siguientes ciudades: Bogota, Medellin; Rionegro, Pitalito,

Espinal, Manizales y Cali.

En la tabla 2, se relaciona las empresas en Colombia de base biotecnoldgica ciento

sesenta y siete (167) distribuidas en los siguientes sectores:

Tabla 2.Empresas de Base Biotecnologica en Colombia.

Sector Productos Principales N°
Empresas
Agricola Agente bioldgico para el control de plagas, 97

inoculante biolégico, bioabono, y extractos

vegetales.
Alimentos y Productos lacteos fermentados, bebidas 50
bebidas alcoholicas destiladas y no destiladas
alcoholicas
Biocombustibles Bioetanol, Biodiesel 12
Farmaceéutico Medicamentos biotecnoldgicos 8
Total de Empresas 167

Fuente: Servicio Nacional de Aprendizaje (2012).
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El mercado biotecnolégico en Colombia, no se ha desarrollado por las siguientes
limitantes: la escasa masa critica; el hecho de que no se asignan recursos
financieros suficientes para llevar a cabo proyectos de mediano y largo plazo; el
apoyo a la investigacion en tematicas especificas no constituye una politica de
Estado sino del Gobierno de turno; y la infraestructura fisica y de equipos

especializados es limitada (Cruz, Barrero, Rodriguez, Fernando, & Mestra, 2012).

Los elementos esenciales para alcanzar el éxito en los procesos de inclusion de
nuevos productos en el mercado biotecnoldgico son: vision integral de la cadena
de valor y no un enfoque fragmentado, logrando la comprensién de la creacién de
valor y estructurando logros claros (Gutiérrez, 2014). La Investigacion, desarrollo e
innovacion, debe mantener alianzas cientificas y técnicas que cubran todas las
areas del saber necesarios (Corporacién Andina de Fomento, 2005). El Escalado
Industrial no ha contado con una propuesta de valor demostrable, que garantice el
impacto econémico, social y ambiental para su comercializacion, para disponer de
una estrategia de gestion comercial, obteniendo capitalizacion y participacion clara
de varios actores (Cotes, Cruz, Gonzéalez, Borrero, & Rodriguez, 2012)

En el cuadro 6, se presenta un comparativo a nivel internacional (cinco paises) de
los modelos o sistema de I+D+i, en funcién de cuatro componentes (administracion
publica, Interaccion estado - industria, sistema de financiacion y movilidad de
personal) (Quintana & Benavides, 2004) lograndose definir el desarrollo de los
productos o procesos biotecnolégicos en cada uno de los paises referentes. Se
puede resaltar que papel del estado es primordial para los avances en biotecnologia
ya que lograr acortar los procesos de generacion, transformacion vy

aprovechamiento de la ciencia y la tecnologia.
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Cuadro 6. Comparativo de los modelos de [+D+i

ADMINISTRACIONES | INTERACCION SISTEMA MOVILIDAD
PUBLICAS ESTADO - | FINANCIACION | PERSONAL/SIST
INDUSTRIA EMA DE
EDUCACION
CIENTIFICA
ESTADOS | Ley de patentes de | Proceso de | Poseen una | Empleados
UNIDOS | EE.UU. en relacién | transformacién | gran firman
con la | rapido de los | financiaciébn | acuerdos de
biotecnologia, no | proyectos destinada a la | confidencia
hay exclusion | cientificos a | innovacion. para proteger
estatutaria para | practicas tecnologias
elementos comerciales y en | Créditos especificas.
especificos. la creacién de | impositivos
un nuevo estilo | para Los cientificos
Alta proteccion de | emprendedor incentivar las |y gerentes
la propiedad | innovador. actividades tienen libertad
intelectual. Transferencia de I+D. de movimiento
de para ir de unas
Exigencias  altas | conocimientos empresas a
para la aprobacion | fue canalizada a otras
de “productos | través de
biotecnoldgicos(far | acuerdos de
macos) . colaboracién
formales entre
Universidad vy
empresa.
Establecimiento
de nuevas
pequeias
empresas
dedicadas a la
biotecnologia
(start-up) en
forma de spin-
offs.
Capital  riesgo
tanto publico
como privado
TAIWAN | Programas de | Empresas Start- | Entidades Programas de
apoyo del estado | ups como el | becas de
incluyen desarrollo | Acuerdos de Fondo de | investigacion y
tecnoldgico de la | cooperacion Desarrollo, el | desarrollo para
industria, inter- Fondo de | apoyar la

tecnologia en el

Desarrollo de

investigacion
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sector de servicios, | empresarialen |las PYMES y | en diferentes
comercializacion I+D el Fondo de | etapas:
de biotecnologia. Colaboracion Garantia de | investigacion
entre Credito bésica, la
organizaciones | PYME. investigacion
de aplicada, el
investigacion. desarrollo
tecnolégico vy
comercializacio
n, estos
programas de |
+ D se llevan a
cabo por
diversos
organismos
gubernamental
es,
universidades
e institutos de
investigacion
del estado vy
privados.

ESPANA | Posee entidades | Parques Programas Formacion de
como los | Cientificos y | de personal propio
Organismo Tecnoldgicos, financiacion de la empresa
Publicos de | son por parte del | o fuera de ellas
Investigacion administrados Estado. y  aceptacion
(OPIs) y la Oficina | por la de cientificos
de Transferencia | Universidades, en régimen
de Resultados de | tienen como temporal.
Investigacion objetivo articular
(OTRI). la investigacién

hasta el
entorno
empresarial.

CHILE CORFO ofrece Empresas Star- | fondos de | Centros de
programas de: ups incubadoras, | excelencia
Proteccion de la fondos de | internacional,
propiedad Programa  de | inversion, de | crean espacios
intelectual Desarrollo e | programas de
Inclusion de | Innovacién patrocinados | transferencia
recursos humanos | Tecnolégica por tecnologica de
especializados (PDIT). Corporacion | empresas

(Universidad

de Fomento a

internacionales
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Integracion de la | estado la con gran
innovacion en la | empresa). Produccion- prestigio y
cultura (CORFO) , | trayectoria con
organizacional de | Acuerdos de | Comision actores

la empresay sector | cooperacion Nacional de | chilenos.
publico inter- Investigacion

Difusion de | empresarial en | Cientifica vy

tecnologias y | I+D. Tecnoldgica

conocimientos a (CONICYT) y

diferentes sectores Fondo de

productivos Innovacion

Mejoramiento  de Agraria (FIA).

recursos humanos.

COLOMBIA | Ajustan y | Servicio Fondo Jévenes
actualizan la | Nacional de | Francisco Investigadores
normatividad Aprendizaje José Caldas, | e Innovadores
acceso a los | (SENA) posee | alimentado Estudios de
recursos genéticos | Red de | por los | doctorado en
y sus | Tecnoparque siguientes Colombia y el
derivados(propied | Colombia para | sectores exterior
ad intelectual vy |el desarrollo de | Publicas: Intercambio
patentes) proyectos |+D+i | Presupuesto | internacional

del sector | general de la | de
Promocion de | productivo . Nacion, investigadores
bioincubadoras vy Fondo Movilidad
laboratorios de Nacional de | internacional
investigacion Regalias, de
biotecnolégica. Ministerios, investigadores
Gobernacion | e innovadores
es, etc. Capacitacion
Multilaterales: | de gerentes
Banco innovadores 'y
Mundial, BID | personal
y EU dedicado a
Privadas: actividades de
Empresas +D en el
privadas. exterior.

Fuente: Propia del autor.

En la Figura 13 se presenta la inversion (publica-privada) que han hecho los paises
en las actividades de 1+D+i, notandose en este comparativo que Estados Unidos y
Espafia ocupa el primer y segundo lugar , seguidos en orden Taiwan, Chile y
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Colombia, el motivo principal de inversiones tan altas como es el caso de Estados
Unidos ya que cuenta con politicas soporte a la innovacion, el efecto conjunto sobre
el stock de conocimiento tanto en el sector publico como privado, y sobre el flujo y
transferencia de tecnologia entre universidades y sector productivo, sumado a esto
se ha generado una nueva clase de emprendedor intelectual que combina
dinamismo vy flexibilidad, logrando una rapida transferencia de los avances
cientificos a la industria y un mercado bursatil y de capital riesgo propicio (Quintana
& Benavides, 2004).

Figura 13.Inversion en I+D+i en Biotecnologia 2011-2013
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3. METODOLOGIA DE DISENO DE PRODUCTO

3.1 GENERALIDADES DE DISENO DE PRODUCTO

Con el disefio de productos se busca la mejor solucién a un problema planteado.
En general, los problemas que se presentan son considerados abiertos desde el
punto de vista de la ingenieria, quiere decir que estos admiten multiples soluciones;
a una de ellas se considera la mejor. Por mejor se entiende la que satisface
simultdneamente una serie de restricciones (tiempo, costo, calidad, entre otros) en

cierto modo opuesta, y optimiza un conjunto de criterios de seleccion.

En el 2001, Grech considera que las actividades que se deben realizar en el proceso
de disefio con las siguientes:

= Definicion del problema.

= Establecimiento de los criterios de seleccion.

» Busqueda de informacién pertinente.

= Generacion de la mayor cantidad de soluciones posibles.

»= Analisis y descarte de las soluciones que no son viables

= Seleccion de la mejor solucién entre las que quedaron.

» Especificaciones de la solucion seleccionada para su produccién o

manufactura.

= Comunicacion escrita sobre la solucion seleccionada

En general el proceso de disefio tendra muchas entradas y a lo sumo dos salidas:
la documentacion y un prototipo. Son entradas del disefio las exigencias y
regulaciones aplicables al producto, las cuales deben estar documentadas desde

su inicio. Para evitar requerimientos inconsistentes se hace necesario el uso de
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herramientas que apoyan el proceso de disefio como lo son QFD, FMEAS, DOE y
entre otras (Villamil & Garcia, 2003).

Al final de cada paso del disefio se debe comprobar que los objetivos parciales

comprometidos en esa etapa han sido logrados.

La verificacion del disefio tiene la intencion de proporcionar la certeza de que los
resultados de una actividad de diseiio han cumplido los requisitos de entrada para
esa actividad y puede comprender actividades como: calculos alternativos,
comparar una especificacion nueva de disefio con una especificacion de disefio
similar ya probada, realizar demostraciones incluyendo prototipos, simulaciones o

pruebas y revision de los documentos antes de su emision ( INLAC, 2011).

Los procesos de validacion del disefio permiten confirmar que el producto resultante
puede satisfacer los requisitos para el uso planificado. En los casos posibles, la
validacion concluira antes de la entrega o aplicacion del producto. De no poderse
hacer la validacibn completa antes de la entrega o aplicacion, se realizard, en la
medida de lo posible, una validacion parcial. Las actividades de validacién pueden
incluir: revisiones que involucran a otras partes interesadas, estudios de
modelacion- simulacion y pruebas de aspectos claves de un producto y/o servicio
(Raigorodsky, Torres, & Diaz, 2002).

3.2 INGENIERIA CONCURRENTE (IC)

Carlson (2002), considera que la ingenieria concurrente la han definido por cada
uno de los acercamientos tedricos o practicos que sobre ella se han realizado;
dandole una gran variedad de denominaciones tales como ingenieria simultanea,
ingenieria cooperativa, disefio integrado de procesos y productos, disefio

concurrente, etc.
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Dando sus inicios en 1980 y por vez es definida en 1986 por el Instituto para
Andlisis de Sistemas de Defensa de los EE. UU como “una aproximacion al disefio
concurrente, integrado de productos y a sus procesos relacionados, incluyendo
fabricacion y soporte. Esta aproximacioén pretende que quienes desarrollan el
producto consideren todos los elementos del ciclo de vida del producto desde su
concepcion hasta su desaparicion, incluyendo calidad, costo, tiempo y necesidades

del usuario”.

La ingenieria concurrente, cambia totalmente el enfoque tradicional secuencial de
disefio y fabricacion de producto por una vision simultanea en paralela, logrando
disminuir el nGmero de procesos vinculados en serie. Reduciendo el esfuerzo total
que se invierte en llevar un producto desde su concepto hasta el momento de la
entrega, teniendo en cuenta las necesidades tanto de los consumidores como de

los clientes industriales (Gomez, 2010).

En 1996 Prasad, establecid los principios basicos de la IC permitiendo identificar

las caracteristicas de un proceso inmerso en esta metodologia, los cuales son:

» Trabajo estructurado.

»= Aprovechamiento del conocimiento comun entre los miembros de cada
equipo y entre los equipos de trabajo.

= Estimulacién del trabajo en equipo.

» Toma temprana de decisiones de fabricacion.

= Descubrimiento temprano de problemas.

»= Conservacion del proposito por parte de todo el personal vinculado a los
procesos.

» Sentido de propiedad, en tanto que el proyecto es resultado de la

concertacion.
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En el cuadro 7, se plantea los factores claves para implementacion exitosa

teniendo claro que se debe aplicar la metodologia de forma sistematica en la

empresa u organizacion.

Cuadro 7. Factores del disefio concurrente para el disefio de productos

interna /externa

FACTORES DEFINICION

Cliente Orientacidn hacia la practica de escuchar la voz del cliente

Proceso Mejora del proceso mediante la planificacién del disefio, del
proceso y del producto

Integracion Combinacién del disefio, la fabricacion vy la

comercializacién mediante los requisitos del cliente y las

especificaciones para el proveedor.

Gestion Mejora de la organizacion, mediante las actividades de
disefio, administracién y produccion de un bien.

Produccién Mejora de los medios de fabricacion del producto, mediante
la programacion y el control

Seguridad Garantiza la seguridad en los procesos, el medio ambiente

y el hombre, mediante disposiciones y normativas

Comunicacion

Efectividad del proceso, mediante un plan idéneo de

comunicacion.

Fuente: Adaptado de Kinna (2007).

3.3 DESPLIEGUE DE LA FUNCION DE LA CALIDAD (QFD)
El Despliegue de la Funcion Calidad (QFD- Quality Function Deployment) pretende

lograr un disefio de Productos o Servicios de Calidad escuchando la “Voz del

Cliente” de forma cientifica, y posteriormente garantizar que dicha informacion pasa

a las Caracteristicas del Producto o Servicio.

La mayor parte de técnicas de calidad se ocupan de la Calidad de Conformidad, es

decir, de la eficacia en el cumplimiento de unas especificaciones previamente
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establecidas. El QFD se dirige hacia el disefio de la calidad, ya que permite
establecer desde la Optica del cliente cual es la calidad que necesitan los productos

0 servicios.

El QFD se desarroll6 en Japon durante los afios 60 por el Profesor Yoji Akao.
Actualmente se ha masificado por todo el mundo, con aplicaciones en los distintos

sectores de actividad industrial y de servicios.

Segun Muifios en el 2007, define que el QFD involucra dos principios: el formato y
el comportamiento organizacional. En el formato, se determina que exista una
estructura de trabajo establecida, apoyandose en la generacion de informacién y

documentacién de la misma.

El comportamiento organizacional se debe fundamentar en equipos de trabajo
multidisciplinario que toman decisiones en consenso. Se podria presentar que se
tome una decision en funcion de las recomendaciones de un experto en el tema.

Cabe resaltar que también existe un principio que predomina en esta metodologia
qgue es la capacidad y destreza para el manejo de grupos y de informacién que

facilite las sesiones de trabajo.
En el cuadro 8, presenta los factores del QFD que definen los requisitos y los
procesos de planeacion del disefio con el fin de cumplirle al cliente y aumentar la

productividad.

Cuadro 8. Factores de QFD para el disefio de productos

FACTORES DEFINICION
Requisitos del Necesidades y expectativas manifestadas por el cliente
cliente
Requisitos Caracteristicas relevantes y mesurables del producto
técnicos
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Planeaciéon del
disefo

Traduccion de las especificaciones de disefio del producto

Planeacién del

proceso

Traduccion de las especificaciones de pardmetros de

proceso.

Planeacién del

producto

Traduccién de las especificaciones de caracteristicas de
calidad del producto.

Fuente: Adaptado de Olaya & Otros (2005).

La metodologia de QFD permite ordenar la informacién obtenida del usuario hasta

llegar a definir las caracteristicas de calidad del producto/servicio. Segun Gutiérrez

(2009), las fases en las que se desarrolla QFD son las siguientes:

1. Identificar y jerarquizar a los clientes:

e Comprender a los clientes considerando sus expectativas.

e Seleccionar segmentos de usuarios para realizar el despliegue de

calidad demandada y planificada.

2. ldentificacion de las expectativas del cliente

e Conocer las expectativas del cliente a través de la siguientes

herramientas

Grupos de discusion.

Informes sobre quejas.

Estudios existentes en base a encuestas realizadas.
Informes de responsables de puntos de venta.
Publicaciones y articulos.

Informaciones sobre la competencia.

3. Conversion de la informacion en descripciones verbales especificas

e Los datos obtenidos segun la herramienta son pocos precisas, para

ello debe analizarse y ajustarlas en medidas concretas.
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4. Elaboracion y administracion de la encuesta a clientes.
e Aplicar la encuesta estructurada a los usuarios (que conozcan

también la competencia).

5. Despliegue de la calidad demandada.
e Obtener datos.
e Generar cuadro de la calidad demandada.
e Generar cuadro de la calidad planificada.
e Determinar en qué aspectos hay que comprometer mayor esfuerzo,
que hay que mejorar, en funcion de la situacion actual de la

organizacion y de la competencia.

6. Despliegue de las caracteristicas de calidad
¢ Identificar elementos susceptibles a mejora.
e Elaboracibn de lista de indicadores (hecha por un grupo
interdisciplinar).

e La lista resultante debera ser exhaustiva y consistente.

3.4 CALIDAD DESDE EL DISENO (QbD)

En 1992 Joseph Juran en su libro “On quality by design: the newsteps for planning
quality into goods and service” acufia por primera vez el termino calidad desde el
disefio (Quality by Design —QbD), considerandose como un enfoque sistematico
que pretende la comprension de los procesos y por ende de los productos, ademas
del el control, todo esto se basa en sdlidos principios cientificos y de gestion de

calidad.
La calidad desde el disefio toma elementos desarrollados décadas atras por

diferentes expertos de la calidad y de la gestion del conocimiento compartiendo

principios de metodologias de desarrollo de producto y de gestion de la calidad,
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como lo son ; inspeccién del producto , control de la calidad, aseguramiento de la
calidad, gestion de la calidad, gestion total de la calidad (TQM) y estos han
evolucionado para fortalecer el enfoque holistico de la calidad (Garcia, Vallejo, &
Claudia, 2015).

La International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH), considera QbD como una
metodologia adecuada para el desarrollo farmacéutico, que parte de objetivos
predefinidos, haciendo énfasis en el conocimiento del producto y en la comprension

y el control de los procesos.

En el 2004, la Food and Drug Administration (FDA), planteo a QbD como una
metodologia clave para el aseguramiento da la calidad, ya que concibe construir
la calidad de los producto desde el desarrollo e incluyendo los procesos de
manufactura. Aportando en la cultura de la practica habitual de evaluar la calidad
durante el proceso de fabricacién o en el producto final (QbT, Quality by Testing),
proporcionado argumentos Yy analisis para toma de decisiones acerca de qué

parametros de producto y proceso deben ser controlados. (Fraser & Kerboul, 2012).

Teniendo en cuenta el aporte que significa su implementacion, en términos del
cumplimiento de exigencias como validacion de procesos productivos, el enfoque
de QbD forma parte integral de guias tales como las: Q8, “Desarrollo de productos
farmacéuticos, Q9, “Gestion del riesgo en calidad” y Q10, “Sistema de calidad

farmacéutico” que fueron desarrolladas por el ICH. (Rosas, 2012)

La guia técnica Q8 contiene las directrices para la implementacion de los principios
de QbD , los cuales son (ICH, 2009):
= Definir el perfil del producto objetivo de calidad (QTPP) teniendo en
cuenta calidad, seguridad y eficacia.

= Definir de los atributos criticos de calidad (CQAS).
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= Determinar los (CQAs) que afectan significativamente el producto.
= Seleccion de un proceso de fabricacion apropiada

= Definir la estrategia de control.

En la figura 14, se resume como se debe implementa la calidad desde el disefio,
requiere definir adecuadamente el producto y los objetivos de calidad que se
perseguiran en su disefio. Igualmente, es necesario disponer de un adecuado
conocimiento de los conceptos tedricos y los aspectos practicos asociados al tipo
de producto. Esto servira de base para identificar los atributos criticos de calidad del
producto (CQA, critical quality attribute), los atributos criticos de los materiales de
partida (CMA, critical material attribute) y los pardmetros criticos de control del
proceso (CPP, critical process parameter), para efectuar los analisis de riesgo de
producto-proceso y para planear el conjunto de actividades de desarrollo de
productos que se consideren pertinentes. Sobre esta base se estandariza el proceso
productivo, en donde se estiman los espacios de disefio (DS, design space) para
los diferentes parametros criticos del proceso, entendidos estos como los criterios
de aceptacion de las variables de entrada de cualquier operacién unitaria y que
aseguran el mismo resultado en las salidas. Igualmente, en la estandarizacion del

proceso se definen las estrategias de control (Rocha, Cuadro, & Mora, 2013).
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Figura 14.Metodologia de calidad basada en el disefio QbD para el desarrollo de

productos.
Perfil para el producto Definicion del producto y predefinicion de los objetivos de
objetivo calidad
Resumen del conocimiento cientifico de partida acerca
Conocimiento de partida de activos, excipientes, formulaciones similares y procesos
l similares

Descripcion de las acciones claves y las decisiones orientadas a

Desarrollo del producto y
del proceso

Espacio de diseno para el

obtener nuevo conocimiento cientifico. Valoracion del riesgo
y control del riesgo

Sintesis del entendimiento cientifico del producto y del
proceso. Justificacion y descripcion del espacio de diseno

roducto y el proceso e . .
P yeip multidimensional que asegura la calidad

Definicion de la estrategia de control basada en el espacio de
Estrategias de control disefio como base para el control de calidad y la gestion del
l riesgo subsecuente

Mejoramiento continuo — L —l —

Fuente: Rocha, Cuadro & Mora (2013)

3.5 BIOMECATRONICA

El desarrollo industrial y la fabricacion de productos electromecanicos complejos
abarcan una gran variedad de logros de la ingenieria, que van desde aplicaciones
a gran escala hasta los dispositivos altamente miniaturizados. Muchos instrumentos
y dispositivos biotecnoldgicos son complejos, ya que son incorporados células o

biosensores los cuales al interior del biorreactor se transforman.
En la ingenieria mecéanica, la metodologia de disefio esta bien reconocida y se utiliza

para la formacion en las escuelas de ingenieria en todo el mundo. Los dos

elementos clave son: la generacion de soluciones conceptuales para el problema
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de disefio; y el andlisis de las funciones y estructuras para soluciones alternativas.
Uno de los métodos reconocidos para generar y analizar las soluciones de disefio

es la teoria Hubka-Eder para el disefio conceptual.

Hubka y Eder formularon la teoria en los afios 80, donde solo contemplaron
principalmente el disefio de productos para la industria mecanica, que normalmente
incluye productos de consumo como maquinas de café, automdviles, tornos
eléctricos y camiones pesados. En ese momento, los productos biotecnolégicos no

se consideraron.

Esta teoria puede ser adaptada para los proceso de transformaciones
intermediadas por biomoléculas, enzimas o células. Por lo tanto, los sistemas
biol6gicos podrian ser considerados como partes de los sistemas técnicos, o tal vez
mejor, una entidad propia de sus sistemas. Por ejemplo, un biorreactor de
laboratorio se puede representar en el modelo Hubka-Eder con su transformacion
de nutrientes y medios de cultivo. El in6culo es el sistema biolégico activo y el
recipiente del reactor con las bombas y el impulsor comprenden los sistemas
técnicos. Electrodos y medidores de flujo forman los sistemas de informacion. El
software de control con la interfaz del operador es el sistema de gestién y los

operadores sirven como los sistemas humanos (Mandenius & Bjorkman, 2010).

Esta metodologia facilita y organiza el trabajo de desarrollo de productos mediante
el uso de procedimientos simples, herramientas y modelos (Mandenius C.-F. ,
2012), los cuales se citan a continuacion:

= Establecer de forma concisa la mision de disefo.

» |dentificar las necesidades de los usuarios del producto/proceso del usuario.

Estas se han especificado con los valores objetivos.
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= Con la ayuda de estas especificaciones se construye un diagrama de flujo
de la informacion (mapa Hubka-Eder) que muestra las funciones necesarias
para el cumplimiento de las especificaciones.
Este gréfico busca representar los componentes funcionales abstractos que
se combinan en la mayor cantidad de alternativas (permutaciones) lo cual es
clave en el disefio y es considerada como la generacién de un concepto real.
La generacion del concepto esta apoyada por una matriz de interaccion que
ayuda a determinar la importancia de los efectos entre los sistemas y

funciones.

= Posteriormente, las alternativas conceptuales generadas son evaluadas y

se obtiene las métricas destino.

= Con una o dos conceptos que quedan después de la evaluacion, los

prototipos son construidos y probados a través de pruebas exhaustivas.

En la figura 15, se presenta el flujograma de la metodologia aplicada en el disefio

mediante la Biomecatrdnica.
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Figura 15. Metodologia aplicado en Disefio Biomecatronico
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Target Specifications

Function Interaction Matrix

Hubka-Eder Mapping
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Screening and Scoring
Matrices

Anatomical Charts

Final
Design
Solution

Fuente: Mandenius & Bjérkman(2011).
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4. DISENO MEDIANTE LA METODOLOGIA BIOMECATRONICA DE UN
PRODUCTO BIOTECNOLOGICO A BASES DE MICROORGANISMOS
AUTOCTONOS

La produccion de biomasa (inoculante) con potencial biodegradador, como es el
caso del Bacillus spp, se lleva a cabo por fermentacion liquida obteniendo , por lo
general, buenos resultados. Este tipo de microorganismo transforma las fuentes de
carbono, nitrégeno, fosforo, potasio y microelementos en metabolitos de interés
como lo son: células microbianas, enzimas, polisacaridos y metabolitos
secundarios, los cuales no son esenciales para el crecimiento en el cultivo de
produccion, pero sirven en diversas funciones para la supervivencia en la

naturaleza.

Bacillus subtilis es una bacteria autoctona del suelo que se desarrolla en diferentes
habitas y que ha logrado establecerse debido a las siguientes caracteristicas:
capacidad de producir esporas, crecer en un intervalo amplio de temperaturas,
movilidad por flagelos peritricos, aerobios estrictos en su mayoria, altas tasas de
crecimiento, produccion de enzimas hidroliticas extracelulares y una gran variedad
de antibidticos. Sneath (1986) los defini6 como bacilos Gram positivo, que pueden
estar individualmente u organizados en cadena, con una temperatura de

crecimiento de 15°C a 55°C.

Este microorganismo se puede producir a gran escala en medio liquido, bajo
condiciones de agitacion y aireacion establecidas con anterioridad. Ademas, se
puede hacer crecer en medios liquidos econémicos, donde se logran obtener de
buenos a excelentes rendimientos en funcion de las células o del metabolito de
interés. De acuerdo a la forma de produccion de B. subtilis se pueden obtener

distintos productos: en polvo, metabolitos secundarios, antibiéticos y bioinsecticidas

63



(Ramirez, 2011). B. subtilis, es inocuo, no es considerado patdégeno o toxigénico de
los humanos, animales, o plantas, por lo que el potencial riesgo asociado al uso de
este, en instalaciones industriales es bajo (Giacaman, 2006). Ademas, el género
Bacillus spp es uno de los grupos mas importantes de microorganismos industriales
y se utiliza en varios procesos de fermentacion. (Chen, Tian, Lin, Huang, & Li, 2013).
Por lo tanto, la operacion y el control de la fermentacion es crucial en la obtencién

del producto biotecnolégico de interés.

Para que el proceso de fermentacion se desarrolle de forma adecuada se debe
determinar un medio Optimo para el crecimiento de los microorganismos. Se
considera el establecimiento de parametros como el pH, temperatura, oxigeno
disuelto, entre otros, con el proposito de que el microorganismo se desarrolle y
obtener asi el producto de interés. La produccion del inoculante microbiano de

Bacillus spp se llevaréa a cabo de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Obtencion del in6culo: se desarrolla en la etapa de pre- fermentacion, donde el
cultivo preservado se reactiva inicialmente en cultivo liquido en agitacion, en

condiciones adecuadas para la fermentacion posterior.

Fermentacion batch: el medio de produccion se inocula con el microorganismo de
interés y se controla para que se lleve a cabo la fermentacién en condiciones
optimas y no se adicionan nutrientes ademas del oxigeno y sustancias reguladoras
de pH. Durante este proceso la concentracion de biomasa, el medio de produccion

y la produccién de células cambian como resultado del metabolismo microbiano.

Separacion celular : se recupera la biomasa a través de filtracion o centrifugacién

gue son las dos operaciones tipicas en esta fase.

En la figura 16 se ilustra el esquema del procedimiento en el laboratorio de

investigacion.
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Figura 16.Produccion de Inoculante microbiano ( Bacillus spp) mediante operacion
batch o por lotes.

Activacién de la cepa | Obtencién del inéculo - Fermentacion

Bacillus sp

Biomasa bacteriana - Separacién Celular
Producto =

Fuente: Propia del autor (2016).

4.1 DEFINICION DE ESPECIFICACIONES OBJETIVOS PARA LA
FERMENTACION Y BIOSEPARACION DEL PRODUCTO

Se determinaron las especificaciones objetivos a traves de la revision de literatura
especializada de la produccion de Bacillus subtilis, prevaleciendo consideraciones
técnicas de operaciéon y de calidad, los cuales son vitales en el proceso de escalado
de bioprocesos que incluyen las condiciones medio ambientales (pH, temperatura,
oxigeno disuelto, densidad celular), los criterios de operacion (agitacion, aireacion,
coeficiente volumétrico de masa, estrés por cizallamiento) que estan asociados a
los fendbmenos de transferencia de masa, energia y cantidad de movimiento para
la célula, y por ultimo el control de calidad (tiempo de produccion, concentracion
final de células viables, limpieza y mantenimiento), los cuales se relacionan en la
tabla 3.

Para la bioseparacion solido — liquido (BSL) en la tabla 4 se encuentran definidos
los parametros asociados a las propiedades de salida del medio de produccion
(tamafio de la particula, densidad, viscosidad, etc.) y proceso (flujo y modo de

operacion).
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Tabla 3. Condiciones de operacion para la produccion del inoculante — 100L

PARAMETROS UNIDAD VALORES FUENTE
OBJETIVOS
Ph Unidades 7+1-0.2 (Ramirez 2011)
de pH (Zhang, 2011)
(Ravindar & Elangovan,
2013)
Temperatura °C 33+/-3 (Ramirez 2011)
(zhang, 2011)
(Ravindar & Elangovan,
2013)
(Zhong et al., 2014)
(Meng et al .,2015)
Oxigeno Disuelto mg/L 2 (Ramirez 2011)
Densidad Celular absorbancia = 0.5 (Hernandez, 2003)
Volumen del in6culo % del 1-10 (Zhang, 2011)
volumen de (Ravindar & Elangovan,
trabajo 2013)
(Meng et al .,2015)
Agitacion rpm 150 -200 (Ramirez 2011)
(Zhong et al., 2014)
(Meng et al .,2015)
Tasa de Aireacién VVM 1 (T. Matsumoto et
al.,2000)
L/s 2 (Zhong et al., 2014)
Coeficiente st 0.04-0.08 (Yeh, Wei, & Chang,
volumétrico de masa 2006)
Kla (Fahim et al .,2012)
Estrés por Pa 0.2-0.6 (Mandenius ,2012)
cizallamiento
Tiempo de horas 20-22 por batch (Hernandez,2003)
Produccion (Ramirez ,2011)
Concentracion final UFC/ml 3x10° (Yafiez-Mendizabal,2012)
de células viables (Meng et al.,2015)
Material compatible - Acero (Lydersen et al.,1994)
con el cultivo inoxidable 316L
microbiano
Seguimiento y control - En linea/ Propia del autor
muestreo
frecuente
Limpiezay - Minima (Barrera, 2004).
mantenimiento intervencion

Fuente: Autor, (2016)
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Tabla 4. Pardmetros objetivos para la bioseparacion solido-liquido (BSL)

PARAMETROS UNIDAD VALORES FUENTE
OBJETIVOS
Tamarfio de la pm 0.5a25pumx (Koneman,2001)
particula 1.2-10 pm.
Densidad glcm? 1.0915+/- 0.0215 (Lune-Finkler &
Finkler, 2008)
Viscosidad N-s/m? 2.682x 103 (Tejeda, Montesinos,
& Guzman, Il
Recuperacion del
Producto, 2011)
Velocidad de cm/min 2.9 (Lune-Finkler &
sedimentacion Finkler, 2008)
Porcentaje de solidos % 05-5 (Tejeda, Montesinos,
& Guzman, |l
Recuperacion del
Producto, 2011)
Tipo torta - Compresible (Tejeda, Montesinos,
& Guzman, |l
Recuperacion del
Producto, 2011)
Flujo L/min 8-120 (Tejeda, Montesinos,

& Guzman, Il
Recuperacion del
Producto, 2011)

Descarga de sélidos

intermitente

Propia del autor.

Porcentaje de % 90 Propia del autor.
separacion
Modo de operacion -- Lote Propia del autor.
Limpiezay - Minima (Barrera, 2004).
mantenimiento intervencion
Esterilidad - Si Propia del autor.

Fuente: Propia del autor.
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4.2 ANALISIS Y EVALUACION

DE LAS PROPUESTAS DE LA

CONFIGURACION DEL BIORREACTOR Y LA UNIDAD DE BIOSEPARACION.

El analisis biomecatrénico se inicié con la determinacién de las especificaciones

objetivos para el biorreactor y la bioseparacién sélido-liqguido como se evidencié

anteriormente. A continuacién se determinaron los tipos de fermentadores que

podrian definir la configuracion funcional del biorreactor, teniendo como criterio de

seleccion los mas empleados en los procesos de produccion de biomasa. Las tres

alternativas de los bioreactores fueron: tanque agitado, columna de burbujeo y air-

lift (ver cuadro 9).

Cuadro 9.Caracteristicas de los Bioreactores a evaluar

TANQUE AGITADO

Se utiliza generalmente para cultivos
aerdbicos cuya concentracion del
sustrato tiene un comportamiento
decreciente en el transcurso del tiempo.
Es flexible y adaptable.

Amplia intensidad de mezclado.
Maneja medios de alta viscosidad.

Su hidrodindmica y demas
caracteristicas dependen del
comportamiento de las burbujas
formadas en el difusor.

Simple, no posee partes moviles.

No garantiza un buen mezclado.
Limitado a sistemas de baja viscosidad.

La caracteristica que lo diferencia de
los de columna de burbujeo es que las
corrientes de flujo estan mas definidas
debido a la separaciéon fisica de las
corrientes ascendentes y
descendentes.

Simple, no posee partes moviles.

No garantiza un buen mezclado.
Limitado a sistemas de baja viscosidad.

Fuente: Adaptado de Doran, 1998.
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Se aplicé el mismo procedimiento para el proceso de bioseparacion,
seleccionandose la filtracion y la centrifugacion (ver cuadro 10) puesto que son las

operaciones basicas mas empleadas en la separacion celular.

Cuadro 10.Caracteristicas de los procesos de Bioseparacion solido-liquido a
evaluar.

MICROFILTRACION TANGENCIAL

Coulson y Richardson (2002), Ila
ACLQ!J definen como el liquido que atraviesa
Aﬁ?g% S oveuey® —> la membrana, denominado permeado,
Seleni epe B! e y que contiene los componentes o
particulas de menor diametro. Los
(I T diametros de poro oscilan entre 0.1 y
| 10 micras, segun el tipo de

ﬂ PERMEADO componente que se desee retener. La
alimentacion —fluye paralela a la
membrana.
MICROFILTRACION FRONTAL
ALTMENTACION El liquido que entra en contacto de
ﬂ forma perpendicular con la superficie

de la membrana es forzado a pasar a
través de ella. Algunos solidos y
componentes quedaran retenidos por
la membrana mientras el resto pasara
al otro lado. El liquido gradualmente
experimentara una mayor resistencia a
pasar a través de la membrana, debido
ﬂ a la acumulacion de sustancias.

FILTRADO

CENTRIFUGACION TUBULAR

Consiste en un tubo vertical que gira a
altas velocidades por la accion de un
motor eléctrico o turbina.

Es uno de los métodos mas eficientes
y sencillos.

La operacion es intermitente.

La suspension es alimentada por la
parte inferior y los sélidos sedimentan
en la pared del tubo (Tejeda,
Montesinos, & Guzman,2011).

Fuente: Propia del autor.
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Con esta informacion se genera una matriz de evaluacion donde se confrontan los
parametros objetivos con los tipos de bioreactores y operacion basica segun el
caso, para identificar correlaciones positivas/neutras/negativas entre ellos y esta a
Su vez tiene asociado un puntaje, como se establece en la tabla 5. Esto da como
resultado una clasificacion donde se selecciona como la mejor opcion la que

presente el mayor puntaje de las alternativas de disefio.

Tabla 5.Puntaje correlaciones

PUNTAJE CORRELACION
3 Relacién positiva fuerte
1 Relacion positiva moderada
0 Sin relacion
-1 Relacién negativa moderada
-3 Relacion negativa fuerte

Fuente: Propia del autor.

En la tabla 6, se presenta la evaluacion de los parametros objetivos para las
alternativas de la produccion de biomasa, donde la asignacién de puntaje fue dada
por las experiencias reportadas en literatura especializada. ElI biorreactor tipo
tanque agitado obtuvo el primer lugar dentro de la clasificacion, basandose en las
buenas experiencias reportadas por varios investigadores en la produccién de
biomasa de esta especie bacteriana y que a su vez lograron validar la generacion
de otros metabolitos de interés industrial y con algunas modificaciones en su disefio
(Potumarthi, Ch, & Jetty, 2007; Wu, Chou, & Shih, 2013; Khondeea, et al., 2015;
Rangarajan, Dhanarajan, & Sen, 2015; Santos da Silva, Faria Soares, Silva Lima, &
Costapinto Santana, 2015). Su éxito se debe a su facilidad de ajustarse a cualquier
escala de produccion y para una variedad de procesos sin cambios en el disefio.
En el segundo lugar, se encuentra el bioreactor tipo Airlift para el cual se han
reportado casos exitosos en la produccion de células bacterianas con rendimientos

similiares al tanque agitado, lo cual lo hace una alternativa interesante (Huang,
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Wang, & Wu, 2001; Kunamneni, Taadimalla, Prabhakar, Jyothi, & Ellaiah, 2007;
Chiang & Chiang, 2013). Uno de sus principales problemas es el deficiente
mezclado, dado que las corrientes de flujo son aleatorias (Suh et al.,1992)
produciendo variaciones en las condiciones medioambientales y afectando la
biosintesis de los productos biotecnoldgicos. En el tercer y ultimo lugar, se ubica el
bioreactor columna de burbujeo, el cual se ha empleado en la produccion de
metabolitos diferentes (acido citrico, calcitonina, xilitol) a la biomasa de la especie
microbiana de interés por diferentes investigadores (Tisnadjaja, Gutiérrez, &
Maddox, 1996; Dilsen et al., 2001; Branco et al., 2007). Estos reactores se pueden
aplicar en procesos microbioldégicos que no requieran tasas considerables de
transferencia de oxigeno, por lo que se han sugerido para el cultivo células
vegetales (Guevara, 2004), y su uso se ha masificado en el tratamiento de aguas

residuales.

Tabla 6.Evaluacion de los parametros objetivos para las alternativas de la

produccion de biomasa.

TIPOS DE BIOREACTOR
PARAMETROS TANQUE COLUMNAS DE AIR-LIFT
OBJETIVOS AGITADO BURBUJEO
Ph 3 3 3
Temperatura 3 3 3
Oxigeno Disuelto 3 -3 2
Densidad Celular 1 1 3
Agitacion 3 -3 -3
Tasa de 3 -3 3
Aireacion
Coeficiente 3 1 3
volumétrico de
masa Kra
Estrés de corte -1 3 3
Tiempo de 1 1 1
Produccion
Concentracion 3 3
final de células
viables
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Material 3 3 3
compatible con
el cultivo
microbiano
Seguimiento y 3 3 3
control
Limpiezay 3 3 3
Mantenimiento
SUMA 30 15 25
POSICION 1 3 2

Fuente: Propia del autor.

En la tabla 7, se presenta la evaluacion de los parametros objetivos para las
alternativas de bioseparacion de las células bacterianas, donde la asignacion de
puntaje fue dada por las experiencias reportadas en literatura especializada,
ocupando el primer lugar la microfiltracién tangencial, pues en esta se logra la
separacion gracias al tamafio del poro de la membrana, recuperacion de
macromoléculas, ademas elimina turbidez y los microorganismos, e impide el paso
de particulas coloidales en suspension, lo cual ha masificado su uso en la industria
de alimentos, farmacéutica, biotecnoldgica y tratamientos de aguas (Zhoua, Ni,
Huanga, Zhang, & Jiandong, 2006; Ferreira Albania et al., 2015; Gerardo, Zanain,
& Lovitt, 2015). En el segundo lugar, se ubica la centrifugacion tubular, la cual es
empleada por su disefio sencillo y por su eficiencia, y es capaz de separar particulas
hasta 0.1 um; ademéas cuenta con un sistema de enfriamiento por lo cual es
empleada en el manejo de caldos con enzimas o proteinas (Tejeda, Montesinos, &
Guzman, 2011). En el tercer lugar, se clasifica la microfiltracion fontral teniendo una
baja puntuacion debido a que su aplicacion es limitada por la acumulacién de
particulas sobre la membrana y por la formacién de una torta en la superficie del
medio filtrante, generando que los rendimientos caigan rapidamente y aumentando

la resistencia a la filtracion.
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Tabla 7.Evaluacion de los parametros objetivos para las alternativas de

bioseparacion de las células bacterianas.

PARAMETROS | MICROFILTRACION | MICROFILTRACION | CENTRIFUGA
TANGENCIAL FRONTAL TUBULAR
Tamarno de la 3 3 3
particula
Densidad 3 3 3
Viscosidad 3 3
Velocidad de 3 1
sedimentacion
Porcentaje de 1 -1 3
solidos
Tipo torta 3 -3
Flujo 3 3
Descarga de 3 -3 -3
solidos
Porcentaje de 3 3 3
separacion
Modo de 3 -3 3
operacion
Limpiezay 3 -3 3
mantenimiento
SUMA 31 3 27
POSICION 1 3 2

Fuente: Propia del autor.

4.3 SIMULACION DE LA CONFIGURACION SELECCIONADA

La simulacién del proceso se realiz6 mediante el software SuperPro Designer

version 9.0, el cual es ampliamente empleando pues facilita el modelado, evaluacion
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y optimizacion de procesos integrados en una amplia gama de industrias
(farmacéutica, biotecnoldgica, quimica especializada, tratamiento de aguas

residuales, etc.). Las caracteristicas principales de este simulador son:

e Modelos para mas de 140 operaciones unitarias.

e Modulos rigurosos de reactores.

e Balance de materia y energia.

e Extensa base de datos de compuestos quimicos, equipos Y recursos.
¢ Dimensionamiento de equipos y calculo de costos.

e Andlisis econdmico completo del proceso.

e La programacion de las operaciones por lotes.

e Analisis de rendimiento y formacion de cuello de botella.

e Caracterizacion de flujo de residuos.

e Evaluacién de impacto ambiental.

El uso de este simulador permiti6 en este proyecto minimizar los calculos
complejos propios del proceso de ingenieria reduciendo el tiempo para el
desarrollo, permiti6 evaluar diferentes alternativas del proceso generando el
andlisis de una gran variedad de ideas interactivamente en periodos cortos de
tiempos facilitando la toma de decisiones, ya que los datos arrojados por el software
permiten un analisis metodico del proceso propiciando confiabilidad en los

resultados final de la simulacion.

Una desventaja que se logré evidenciar es su base de datos, esto se debe a que
no es posible tener una base de datos que contenga todos los elementos que se
requieren durante el desarrollo de una simulacién. Se hace necesario agregarlas
en la base de datos para poder asi realizar la simulaciéon. Una vez ingresado el

componente a la base de datos del programa, se deben verificar o actualizar sus
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propiedades termodinAmicas o0 agregar una propiedad no existente y que es

necesaria para la operacion unitaria a simular.

El éxito en los resultados de una buena simulacién depende en gran parte de las
condiciones que el usuario ingrese como datos, ya que estas condiciones
facilitaran o bloquearan las corridas de los modelos. Es vital precisar e ingresar
las especificaciones a cada uno de los equipos, es necesario agregar las
operaciones que realizara cada uno, después de agregarlas se procede a realizar
las especificaciones de cada una de esas operaciones.

Previamente se establecieron las condiciones de operacion de cada una de las
etapas asi como las especificaciones de los equipos del proceso (ver cuadro 11),
para finalmente analizar los reportes arrojados por el software y posteriormente
tener un costo estimado la produccién del inoculante microbiano (producto

biotecnoldgico).

Cuadro 11. Configuracion General de Simulacion

MICROORGANISMO TIPO DE TIPO DE MODO DE
BIOREACTOR | BIOSEPARACION | OPERACION
Bacillus subtilis Tanque Microfiltracion Lote o Batch
agitado — STR tangencial

Fuente: Propia del autor.

En la tabla 8, se presenta la composicién del medio de produccion, el cual aportara
las fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo, potasio, azufre y magnesio, que
posteriormente seran transformados por la accién microbiana en metabolitos,
energia y biomasa. En este caso el medio de cultivo de obtencion del inéculo es el

mismo de produccion.
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Tabla 8.Composicion del medio de produccién adaptado de Giacaman (2006).

COMPONENTE | FORMULA g/L
Melaza - 40
Sulfato de (NH4)2SO4 4.37

Amonio
Fosfato de KH2PO4 1.13
potasio
Extracto de - 10
levadura
Sulfato de MgSO47H20 0.232
Magnesio
Cloruro de CaClz 5
Calcio
Agua H20 944.268
pH 7.0 +/-0.2

Fuente: Propia del autor.

En la figura 17; se presenta el flujograma elaborado con el software Superpro
Designer, segun el cual, al estar en las condiciones proyectadas, el in6culo se
transfiere al bioreactor de tanque agitado, el cual debe estar esterilizado y cargado
con el medio de producciéon. Después de haberse cumplido el tiempo de produccion
en el cual se ha llegado a la maxima concentracion de biomasa bacteriana, se
traslada el medio de produccién a la unidad de microfiltracién donde se separa el

liguido de la biomasa generada en la etapa anterior.
En latabla 9, se relacionan las condiciones de ingreso que se programaron en cada

una de las etapas y en la tabla 10, se presenta el balance estequimétrico de la

simulacion de la fermentacidn en un reactor de 100 litros.
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Figura 17.Diagrama de flujo de produccion de inoculante -100 L

OBTENCION DEL INOCULO

MEDIO DE CULTIV O

Bacillus sp ?

e 19.24 kglbatch

P-3/SFR-101

Shake Flask

INOCULO i
FERMENTACION
m] S-103
+
H 3
MEDIO DE PRODUCCION@——————H §
10169 kgbatch |
S-1024% R )
P-1/FR-101 106.90 kg/batch
Fermentation
S-101

Fuente: SuperPro Designer, (2016)
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101.55 kg/batch

m SALIDA MICROFILTRACION

BIOMASA

L
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Merofilration
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Tabla 9.Condiciones de operacion para la produccion del inoculante — 100L

ETAPA
SECUENCI
A DE
OPERACIO
N

CARGA DE
NUTRIENTE
S

CARGA DE
MORG

Shake Flask

REACCION

TRANSFERI
RAP1

CARGA DE
MEDIO
PROD.

DATOS DE OPERACION

CONDICIONES DE VOLUMEN MANO DE OBRA PROGRAMACION
OPERACION
CANTI TIEMPO TIEMP ) i MAN TIEMP
DAD DE O DE MAXI | MINI | ODE | CANTI UNID SERVI DEPEND O DE
PRERAR PROC MO MO OBR DAD AD CIO ENCIA ENTR
ACION ESO A EGA
opera Labor- Opera
10 L 5 min 5min | 90% | 10% | °P 1 horas/ | “P¢ N.A 11 min
dor . cion
ciclo
opera Labor- Opera | Carga de
1L 5 min 5min | 90% | 10% | °P 1 horas/ | “P¢ 9 21 min
dor . cion | nutrientes
ciclo
24 h
Labor- Carga de
N.A 5 min 2an | 90% | 10% | %P | 1 | horast | ©PE@ | microorga | ,S°7
dor . cion . 16.03
ciclo nismo :
min
24 h
Labor-
10L 5 min 5min | 90% | 10% | °P¢r@ 1 horas/ | ©Pera N.A con
dor . cion 26.03
ciclo :
min
24 h
Labor-
100 L 5min | 24min | 90% | 10% | °P¢"@ 1 horas/ | ©Pera N. A con
dor ciclo cion 48..31
min
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ESTERILIZA
CION

TRANSFERI

p1/FR101 R INOCULO

Fermentation

FERMENTA
CION

TRANSFERI
R A P2

CONCENTR

P-2/ MF-lO AC|ON

Microfiltration

Fuente: Propia del autor.

100 opera Labor- Opera giiﬁg 32 %?)r?
(Kn%h) 5 min 30min | N.A N-A dor hg(r:zlalg/ cion produccié | 23.31
n min
25h
Labor- .
N.A s5min | 5min | 90% | 100 | °Pc"@ horas/ | OPera | Esterilizaci | con
dor ciclo cion on 20.03
min
36°C
Inyecci opera Labar- Opera | Transferir t?)r:]
6n de 5 min 24h | 80% | 15% fj’ horas/ | ~P¢ oladh 03
aire 1 or ciclo cion inoculo 55._
VUM min
51h
Labor-
100L | 60min an | 90% | 10% | P horas/ | ©Pera | Fermentac | con
or ciclo cion ion 20.03
min
54 h
NA 5 min ah NA | na | opera hi?;sr; Opera | Transferir con
) ) ) dor ciclo cion a P2 20.03
min
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Tabla 10. Balance estequimétrico de la fermentacidén en un reactor de 100 litros.

REACTIVOS
COMPONENTE COEFICIENTE PESO
MOLAR MOLECULAR
SULFATO DE
1 132.13
AMONIO
CLORURO DE
1,000 110,983
CALCIO
EXTRACTO DE
1,000 180,160
LEVADURA
FOSFATO DE
1,000 136,077
POTASIO
SULFATO DE
1,000 246,469
MAGNESIO
MELAZA
1,000 218,252
TOTAL MASA

Fuente: Propia del autor.

PRODUCTOS
COEFICIENTE J| COMPONENTE | COEFICIENTE PESO COEFICIENTE
DE MASA MOLAR MOLECULA DE MASA
R
132,1340 BIOMASA 16.29 24,630 401,2786
DIOXIDO DE
110,9830 9,6859 44,010 426,2786
CARBONO
196,5177
180,1600 AGUA 10,9086 18,015
136,0770 - - - -
246,4690 - - - -
218,2520 - - - -
TOTAL MASA 1024.075
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4.4 RESULTADOS DE LA SIMULACION DE LA PRODUCCION DE Bacillus
subtilis

Se realiz6 la simulacion del proceso en Superpro Designer 9.0, de acuerdo a las
condiciones establecidas anteriormente, para finalmente valorar las variables
técnicas, econdmicas y medioambientales de la produccion del inoculante. Las
corridas a diferentes a escalas permitieron visualizar la factibilidad del proceso,
lograndose un comparativo a nivel de tiempo de produccion, materias primas,

evaluacion econémica y generacion de residuos.

Partiendo que un afio tiene aproximadamente 330 dias laborales equivalentes a
7882.15 horas y operando la planta de produccion del inoculante microbiano, con
tres turnos diarios, con 147 batch/afio con un tiempo de produccién 53.44 h por
batch y con produccion anual de 38.87 kg de biomasa (escala 4 L).

Para las escalas de 10L, 100L, 1,000L y 10,000L de volumen de trabajo en el
fermentador las capacidades de cada planta son 233.14, 2251.13, 22605.30 y
222913.84 kg/afo respectivamente. En la tabla 11, se presentan los datos globales
del proceso resaltando que se mantienen las condiciones de operacion para todas

las corridas simuladas.

Tabla 11 .Datos globales de proceso de produccion.

PBs
PBs 10L PBs 100L | PBs 1000L 10000L
Tiempo de
operacion 7902,72h 7918,84 h 7918,57 h 7902,04 h
anual
Produccion | »a3 14 g  2251.13kg | 22,605.30 | 222913.84
Anual kg
Tamafio del
Batch 0.76 kg 7.50 kg 75.35 Kg 753.09 kg
Tiempo por
batch 54.45 h 55.14 h 54.87 h 56.16 h
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T|er:ig|%por 25 8 h 26.30 h 26.30 h 26.59 h
Namero
Batch/afo 305 300 59 2%

Fuente: Propia del autor.

Se evidencia que él, proceso que requiere el menor niumero de batch al afio es la
produccion de 10,000L, debido a que los tiempos de la separacion (microfiltracion)
son mas extensos pues es mayor la cantidad a procesar. El tamafio del batch es la
cantidad de producto que se logra en el proceso, 0 sea en cada batch. Los tiempos
por batch y por ciclo difieren en que un batch es el tiempo total en el que se
desarrolla el proceso de un lote de produccion mientras que un ciclo es el tiempo en
el que se puede empezar un nuevo batch, implicando que los equipos que se
emplean en la etapa final del proceso no son los que se utilizan en la etapa inicial;
es por ello que sin haber terminado el anterior proceso se puede iniciar a operar otro
batch.

En la tabla 12, se relaciona la informacion arrojada en las simulaciones en funciéon
de la cantidad, en kg/afo, de materia prima necesaria y producto generado en cada
escala, observandose que los consumos mayoritarios de materia prima fueron, en
primer lugar el agua, seguida de la melaza y el extracto de levadura En el Anexo 1
se presenta el Informe de materiales y corrientes para cada una de las corridas, tal

como lo arroja el software.
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Tabla 12.Cantidad de materia prima y producto arrojado en la simulacion del

proceso de produccion de Bacillus subtilis (kg/afno).

PBs
PBs 100L | PBs 1000L | PBs 10000L
10L
Materia primas ( kg/afo).
Melaza 116 1,317 13,222 127,990
Extracto de
30 329 3,302 32,578
levadura
Sulfato de
. 15 145 1,454 14,349
amonio
Fosfato de
potasio 3 37 376 3,706
monobasico
Sulfato de
magnesio.
) 8 56 762
Heptahidrata
do
Cloruro de
_ 15 164 1,662 16,394
Calcio
Agua 2,777 31,464 315,869 3,118,106
Inoculo 28 315 3,150 3,1080
Producto (kg/afio).
Biomasa 205,63 2.251.13 22,605.30 222.913.84

Fuente: Propia del autor.

El costo de la materia prima esta supeditado a los requerimientos de produccion y

la tasa de retorno de cada proceso depende de los gastos de compra de materia
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prima y de los ingresos por venta del inoculante. En la tabla 13, se listan los costos

(en dolares americanos) de la materia prima tomados a partir del analisis econémico

de las diferentes escalas simuladas y resaltdndose que las tres materias primas

correspondientes al extracto de levadura (36,32%), el indculo (31,32%) y la melaza

(21,92%) equivalen al 88,73% de los costos de la materia prima.

Tabla 13.Costos materia prima.

COSTO U PBs PBs PBs PBs
MATERIA PRIMA
US$D/kg 10L 100L 1.000L 10.000L
Us$40
Melaza 0.3
US$395 | US$3,967 | US$35,585
Extracto de levadura » 050 US$69
' US$674 | US$6,769 | US$60,716
Sulfato de amonio 0.3 US$0 US$43 | USS$553 | US$3,915
Fosfato de potasio US$4 US$42 | US$427 | US$3,829
monobasico 1.136
Sulfato de magnesio US$0 US$1 us$4 US$49
Heptahidratado 0.07
Cloruro de Calcio Us$2 US$22 | US$220 | US$1,976
0.1325
0.00074 Uss$2 Us$23 US$234 US$2,340
Agua
1.8 US$58 US$55,
In6culo
US$567 | US$5.670 944

Fuente: Propia del autor.
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En la tabla 14, se presenta el resumen de la evaluacibn econdémica arrojada por
Superpro Designer, donde se puede evidenciar el capital total de inversion, el costo
operacional anual y otras variables primordiales para realizar un analisis de

rentabilidad de forma rapida y asi determinar su viabilidad.

El capital total de inversion incluye los costos fijos asociados al proceso de
produccion (ver tabla 15) como lo son la compra de equipos, instrumentacion,
edificaciones, plantas auxiliares (costos directos) y gastos de ingenieria-

construccion (costos indirectos).

En la figura 18, se representa el analisis las variaciones que se presenta por escala
en funcién de ingresos, costo de produccién y precio de venta del inoculante .El
costo operacional anual incluye materia prima, mano de obra, servicios basicos,

consumibles y tratamiento de residuos entre otros (Ver tabla 16).

Los ingresos los establece la venta del inoculante (producto biotecnoldgico), pues
no se ha considerado por el momento el aprovechamiento de la salida de la filtracion
(residuos del medio de produccién). El precio de venta se determiné como la suma
del costo de unidad de produccion mas la utilidad esperada, que en este caso oscild
entre el 50 y el 70% (escalas 10,000L y 1.000L) por lo cual el precio varié entre
US$4.85 y US$131.91 por kilogramo de biomasa, notandose que a mayor escala

de produccién es menor el precio de venta.
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Figura 18. Analisis Ingresos - Costo de Produccion- Precio de venta.

Ingresos por Afio B Costo de Produccion por Afio M Precio de Venta

J $1.622.000
10000 L $535.000
$4,85

) $164.000

1000 L P $135.000

“J $60.000
100L $40.000
$17,66

$31.000
0L $31.000
$131,91

Fuente: Propia del autor.

El margen bruto nos da el porcentaje de los ingresos anuales que es de utilidad
bruta. En las escalas de 10L y 100L se obtendria un porcentaje negativo, indicando
gue no podra generar ganancia o ingreso que cubra el costo operacional anual. Por
otro lado en la escala de 10.000L los ingresos lograrian una utilidad de
US$1,087,000.

La tasa de retorno se utiliza para valorar que tan conveniente es una inversion o
proyecto, y se establece que si esta es mayor, mas rentable sera llevar a cabo el
proyecto. En las escalas de 10L y 100L la tasa de retorno es inferior al 10%. Esto
ocurre habitualmente en estas escalas derivando en que no sean rentables. Para el
caso del bioreactor de 10,000L con una tasa de retorno del 58.59% ( Ver tabla 14)
evidenciandose que es rentable, ya que los ingresos son mas altos y los costos
operacionales anuales son relativamente bajos, en comparacion con las otras

escalas.
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El periodo de recuperacién de la inversion es el tiempo requerido para que se
recupere la inversion inicial de un proyecto, calculado a partir de los ingresos. El
costo de operacion anual para las tres primeras escalas es mas alto que los ingresos
por produccion, lo que genera que no se logre tener un tiempo de reembolso del
capital invertido. Para la ultima escala se contaria con 1,71 aflos  de tiempo de

rembolso, lo cual lo hace rentable.

La tasa interna de retorno (TIR) después de impuestos es la tasa de interés para la
cual el valor presente neto (VAN) de un proyecto es cero. La TIR se representa en
forma de porcentaje por periodo, y se expresa como un porcentaje positivo. Como
se observa para los dos primeros casos no se tiene una TIR dentro del rango

permitido, esto es debido a los altos costos de operacién y los bajos rendimientos.

El valor actual neto es un indicador que mide los flujos de los futuros ingresos y
egresos que tendra un proyecto, para determinar, si luego de descontar la inversion
inicial, nos quedaria alguna ganancia. En términos generales, un VAN positivo
indica que es viable invertir en el proyecto, mientras que uno negativo significa lo
contrario; éste se calcula para una baja tasa de interés, el valor por defecto es del
7%. En el Anexo 2 se presenta el Informe de Evaluacion Econdémica, tal como lo

arroja el software.
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Tabla 14. Resumen Evaluacion Econdémica de los procesos de produccion

simulados
PBs PBs PBs PBs
10L 100L 1.000L 10.000L
Capital total de US US
lainversion US$16.000 US$46.000 US$317,000 | US$1.113.000
Costo
. US$31,000 US$40,000 US$135,000 US$535.000
operacional ~ ~ ~ ~
/afno /ano /afno /ano
anual
Ingresos US$31,000 US$60,000 US$164,000 | US$1.622.000
/afio /ano /afo /ano
., 3,377
Produccion 349.72 K 33,908 334,371
base anual kg Biomag a/aio kg kg
Biomasa/ano Biomasa/afio | Biomasa/afno
Costo unitario US$87.94 US$11.77/ US$4.00 kg US$1.60 /kg
de produccion / kg kg Biomasa Bi
) ) iomasa
Biomasa Biomasa
US$131.91/ US$17.65
Precio de venta kg kg Ugi?ﬁ%(;ékg U;if'ﬁg‘:gkg
Biomasa Biomasa/ano
Margen bruto -0.23% -0.01% 33.41% 67.04 %
Tasa de
retorno 7.14% 8.46% 21.73% 58.59 %
Periodo de
recuperacion 14.01 afios 11.82 afos 4.60 anos 1.71 afos
de lainversién
TIR(después
de impuestos) No aplica No aplica 13.98% 79.92 %
Valor presente
Neto
o(al 7,0% de - US$26,000 - US$37,000 | US$153,000 | US$4,472,000
interés)

Fuente: Propia del autor.
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Tabla 15. Resumen de la estimacion costos fijos

PBs PBs PBs
10L 100L FBs 1000k 10000L
Costo directo total-Planta
Comprade equipos  US$4.000 US$695.000
US$29.000 | US$211.000
Instalacion US$2.000 US$3.000 | US$61.000 | US$219.000
Redes de tuberia -- -- US$2.000 US$7.000
Instrumentacion -- -- US$2.000 US$7.000
Aislamiento - -- US$2.000 US$7.000
Redes eléctricas -- -- US$2.000 US$7.000
Edificaciones -- US$ 1.000 | US$2.000 US$70.000
Mejoras -- -- -- US$7.000
Plantas auxiliares -- -- US$2.000 US$7.000
Costo indirecto total
Ingenieria 0 -- US$3.000 US$10.000
Construccion US$.6000 -- US$3.000 US$10.000
Costo Total Planta ~ US$12000
US$35.000 | US$291.000 | US$1.046.000

Gastos adicionales

Fuente: Propia del autor.

Gastos contratistas -- US$2.000 US$3.000 US$10.000
Contingencia US$ 1.000 US$4.000 | US$3.000 US$10.000
Total
US$13.000 US$41.000 | US$29.600 | US$1.067.000
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Tabla 16.Costos de operacional anual.

Fuente: Propia del autor.

PBs PBs PBs PBs
10L 100L 1000L 10000L
Mano de obra US$27.680 US$28.335 US$28.503 US$28.669
Materias
primas e US$214 US$1..768 US$17.844 US$164.102
insumos
Servicios
o US$3.000 US$8.000 US$69.000 US$141.000
basicos
Servicios
. US$53 US$568 US$5.771 US$56.946
auxiliares
Consumibles
_ US$58 US$38 US$385 US$3.802
varios
Tratamiento
_ Uss$141 US$1.520 US$14.214 US$139.807
de residuos
Total US$31.000 US$40.000 US$135.000 US$535.000

En la tabla 17, se presentan los resultados del analisis ambiental, donde se incluye

la produccion de residuos liquidos, sélidos y emisiones atmosféricas. Se resalta,

que para las cuatro escalas comparadas, hay una produccion de residuos liquidos

(o efluentes) asociada a la salida del proceso de microfiltracién, aportando 9 L de

residuo/kg Biomasa. En relacion con las emisiones atmosféricas estas se estiman

en 0,004 kg de CO2/kg de biomasa. Finalmente, el software no indica produccion de

residuos solidos, debido a que en el proceso de clasificacion de las corrientes, la

salida del sistema de microfiltracién se categorizo como producto principal y este

seria el mayor aportante de residuos soélidos de la produccion de inoculante, por

esta razon la considera 0. En el Anexo 3 se presenta de forma detallada el Informe

de Impacto Ambiental de cada una de las simulaciones.
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Tabla 17. Generacion de residuos segun su tipo

Canti
a.ntldad Cantidad Cantidad
TIPO residuo/kg . . ~
. residuo/Batch residuo/afo
Biomasa
PBs 10 L
Liquido 9.00 L 10.319 L 3.147 L
Sélido B B B
Emisi
mistones 0.003 kg 0.004 kg 1 kg
atmosféricas
PBs 100 L
Liquido
9.00 L 101.301L 30,390L
Sélido
Eral
mistones 0.004 kg 0.042 kg 13 kg
atmosféricas
PBs 1000 L
Liquido 9.00 L 1,017.239 L 305,172 L
Sélido B B B
Emisiones 0.004 kg 0.038 kg 11 kg
atmosféricas
PBs 10000L
Liquido 9.00 L | 10,166.678 L 3,009,337 L
Sélido -- -- --
Emisi
misiones 0.004 kg 4.250 kg 1,258 kg

atmosféricas

Fuente: Propias del autor.
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5. PROTOTIPADO Y DISENO FINAL

La cepa de Bacillus subtilis empleada en el presente trabajo pertenece a la coleccion
de microorganismos del Laboratorio de Biotecnologia del Centro Agroempresarial y
Minero -SENA Regional Bolivar, la cual fue aislada de aguas y suelos contaminados
por la mineria de oro en el Sur de Bolivar. Conservada a una concentracion de 1.5
x108 UFC/ml en agua estéril en mezcla con aceite mineral (crioprotector) a una
temperatura de -19°C y se espera realizar otros estudios para validar su potencial

en otros procesos biotecnoldgicos.

5.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este se llevo acabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro Agroempresarial

y Minero SENA Regional Bolivar, desarrollandose en las siguientes fases.

5.1.1 Fermentacion

Las corridas de fermentacion se realizaron en un fermentador BIOSTAT® A BB-
882200 de Sartorius Stedim biotech, apropiado para el cultivo de microorganismos
y células en procesos tipo batch. El equipo cuenta con sistema de medicion, control
y evaluacion en linea de pH, temperatura y oxigeno. En el cuadro 12, se relaciona

la ficha técnica del fermentador.
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Cuadro 12.Caracteristicas del fermentador

Suministro de Energia

Alimentacion: 100-240 VAC,
50/60 Hz,

Consumo de energia: 8 A

Grado de proteccion: IP 20
Proteccion del aparato: 2 fusibles
del aparato 5,2 + 20 mm, retardo,
250V CA, 8 A/T (UL)

Suministro de agua de
refrigeracion

Tasa de alimentacion: min. 1 I/min
Presion de alimentacion: 0,6
bares

Temperatura: minimo =6 °C
Dureza méax. del agua: 12° dH
Calidad del agua: agua limpia,
libre de particulas

Desague: sin presion

. i

Suministro de gas de proceso

Presion de alimentacion [bares g]:
e Aire comprimido [AIR]:
regulacion previa 1,5 bares

g
e Og2: regulacion previa 1,5

bares g
e No2: regulacion previa 1,5
bares g
e CO:z2: regulacion previa 1,5
bares g
Tasa max. de alimentacion:
e Aire comprimido: 7,5 I/min
e 02 7,5I/min
e N2:0,51/min
e CO2:0,5I/min
Todos los gases: secos y libres
de particulas

\ E BIOSTAT A
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Recipientes de cultivo
Volumen de trabajo: 4L
Volumen total: 7L
Material: vidrio
Temperatura

Temperatura maxima de trabajo:
60°C
(en el manguito calefactor hasta +
95)
Temperaturas minimas de trabajo
(agua de refrigeracion):
4°C.

Fuente: Sartorius (2015)

En el cuadro 13, se presentan las actividades desarrolladas en las corridas

experimentales de las fermentaciones, las cuales se hicieron por triplicado.

Cuadro 13. Actividades del desarrollo experimental de las fermentaciones

Activacion de la cepa

La cepa se retiré de la
crioconservacion,  se
aclimaté a temperatura
ambiente por 30 min y
luego fue incubada a
35+/-2°C durante 2 h.

Después se realizé la
siembra en caldo
nutritivo y se incub6 a
35+/-2°C durante 48 h.
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Finalizado el
procedimiento anterior
se realizd siembra en
agar nutritivo  para
evaluar viabilidad
(recuento en placa )y
pureza de la cepa
(coloracion de Gram y
de esporas)

Obtencién preinéculo
40 ml

Del crecimiento anterior
se realiz6 una
suspension celular en
10 ml de solucion salina
comparandose con el
tubo 5 de la escala
McFarland (15 x108
UFC/ml)y a
continuacion se
transfirié a 30 ml del
medio de produccion.
El preindculo se
mantuvo a 35+/-2°C y
agitacion de 200 rpm
durante 24 h.
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Obtencion indculo
400 ml

Al preinoculo se le
realiz6 prueba de
pureza (coloracion de
Gram y de esporas) y
luego se transfirié a los
360 ml del medio de
produccion (adaptado
de Giacaman) donde
se mantuvo a 35+/-2°C
y agitacién de 200 rpm
durante 24 h.

Fermentacion 4000ml

El inoculo se transfirio a
los 3600 ml del medio
de produccién. Se
programo el
fermentador a las
siguientes condiciones:

* Oxigeno Disuelto: 2

mg/L

* 06 Oxigeno:25 %

*pH: 7-7,2

* Temperatura:
37°C

* Caudal de aire:1 VVM

* Volumen del inoculo:

10% VIV

La agitacion se evalud

en tres velocidades:

200-175-150 rpm.
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Seguimiento

Se realizaron
muestreos, tomandose
50 ml cada uno del
medio de produccion
cada 2 horas para
evaluar la producciéon
de biomasa (peso seco
— recuento en placa)
durante 24 horas (ver
anexos 4y 5)

Fuente: Propia del autor.

5.1.2 Resultados seguimiento y control de las fermentaciones

En las tablas 18,19 y 20 se registran los datos arrojados en las corridas
experimentales en las diferentes velocidades evaluadas. En un estudio anterior
realizado por el autor del proyecto, donde se determind la cinética de Bacillus
subtilis se lleg6 a identificar que a partir de la hora 26 comienza la fase estacionaria.
Dado que el interés es llegar a la fase exponencial, pues es donde se presenta el
mayor crecimiento microbiano, se decidio realizar el seguimiento cinético hasta las
24 horas. El medio de produccion empleado para las corridas experimentales fue el
adaptado por Giacaman (Ver tabla 8), el cual también empleado en las simulaciones
pues este posee melaza de cafia de azlcar y extracto de levadura que se han
validado como fuente de carbono y nitrdgeno adicionalmente son de bajo costo

haciéndolo mas atractivo para su aprovechamiento como medio alternativo.
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Tabla 18.Resultados de las corridas experimentales de las fermentaciones a

escala de 4L para 200 rpm.

Hor UEC /ml Biomasa
a g/L
0 | 30x10°8 0,352
2 | 46 x10° | 0,867 CRECIMIENTO BIOMASA-200rpm
4 | 59xx108 | 1,364 1000 )
6 | 70x10% | 1,856 9,00 A= —o—Log 10
8 | 86x10° | 2,345 8,00 UFC/ml
10 | 10x107 | 2,889 | 7,00 Biomasa
12 | 13 x10’ 3,98 6,00 (s/L)
5,00
14 | 19 x107 4,908 4.00 y = 0,0531x + 1,5245
16 | 28x107 6,234 3’00 R?=0991
18 | 35x107 | 7374 | oo
20 | 40x107 | 7,89 1,00 '
22 | 46 x10” | 8,798 0,00
02 46 81012141618202224
24 | 57 x107 9,878 Tiempo (h)

Fuente: Propia del autor.

Tabla 19.Resultados de las corridas experimentales de las fermentaciones a

24

UFC /ml

25 x108
38 x10°
51 x10°
68 x10°
79 x10°
95 x10°
110x10’
16 x107
21 x107
27x107
33x107
44 x10’

55 x107

escala de 4L para 175 rpm.

Bioma

sa

g/L

0,3 CRECIMIENTO BIOMASA- 175 rpm
0,631 10,00
1,031 || 9,00 —4—Log 10
1,536 8,00 UFC/ml
2,072 7,00 y = 0,0535x + 1,4571

2,7 6,00 R? = 0,9942
3,769 5,00
4,709 4,00
5,936 3,00

7,14 2,00 7‘_‘*&

7,69 1,00 |
8,527 0,00

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24
9,08 Tiiempo (h)

Fuente: Propia del autor.
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Tabla 20.Resultados de las corridas experimentales de las fermentaciones a
escala de 4L para 150 rpm

Hor Bioma
a UFC /ml sa
(©/L) CRECIMIENTO BIOMASA - 150rpm
0|28 x10°% 0,32
2136 x10°% 0,522 1| 10,00
6 9,00
4147 x10 0,821 o 00 Log 10
664 x10° | 1,346 . UFC/ml
8|72 x10% | 1,772| 600 y = 0,0551x + 14353

R2 = 10,9925

1091 x106 | 2,355 500
12|105 x10° | 3572| oo
14150 x108 | 4,431 200 W__ﬁ.ﬁ
16200 x106 | 5,725/ 1,00 §
18289 x10° | 7,156| %%
20(380 x10° | 7,456
22|498 x10° | 7,675
24530 x106 | 8,02

0 2 4 6 8 101214 1618 2022 24
Tiempo(h)

Fuente: Propia del autor.

Se evidencié que la velocidad de agitacion que reportd mayor rendimiento en la
formacion de biomasa fue la de 200 rpm con un reporte a las 24 horas de 57x10”
UFC/ml - 9,878 g de biomasa /L, seguido de la agitacion a 175 rpm con un reporte
de 55x107 UFC/ml - 9,08g de biomasa/ml y finalmente la agitacién a 150 rpm con
una produccion de 530x 10 UFC/ml — 8.02 g de biomasa/L. La agitaciéon es una
operacion muy importante debido a que mantiene constantes las condiciones
fisicoguimicas en el fermentador, suministrando oxigeno de forma eficaz a la
bacteria, la cual es aerobia, promoviendo el incremento de células y por ende

lograndose cultivos mas concentrados.
5.2 BIOSEPARACION SOLIDO -LiQUIDO
En la evaluacion de los parametros objetivos de la bioseparacion (ver tabla 5), la

microfiltracion tangencial ocupé el primer lugar. Sin embargo, debido a que no se

contaba con un sistema piloto en el Laboratorio de Biotecnologia, en la fase
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experimental se evalué la segunda alternativa que fue la centrifugacién tubular. En
el cuadro 14, se relaciona la ficha técnica de la centrifuga 5702 rotor A-4-38 no
refrigerada de Eppendorf ® en la cual se realizaron las corridas de bioseparacion. El
desarrollo de la bioseparacion se realiz6é con las corridas de las fermentaciones de
200 rpm

Cuadro 14. Actividades del desarrollo experimental de las fermentaciones.

Voltaje 110V
Potencia de salida 200 W
Méxima velocidad 4400 rpm
Aceleracion centrifuga
max. 3000 rcf
Carga maxima 4x90 ml
Energia cinética maxima 2280 N*m
Densidad maxima de
centrifugacion 1,2g/ml
Temperatura 2-40°C
Humedad relativa maxima 75%
Max. 2000
Altura de posicion smnm
Dimensiones
Altura 241 mm
Ancho 320 mm
Profundidad 395 mm

Fuente: Eppendorf® (2011)

En la figura 19, se presentan las condiciones bajo las cuales se desarrollaron las
corridas de bioseparacion solido-liquido, las cuales se realizaron por triplicado
mediante centrifugaciones a velocidades de 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, y 4000 rpm, y para cuatro tiempos diferentes, de 2 , 4, 6 y 8 minutos. Para
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cada centrifugaciéon se emplearon tubos de 50 ml con un volumen del 20 ml , se
descart6 el sobrenadante y el sélido separado que quedo en el tubo, se secé en el

horno durante 4 horas a una temperatura de 80 °C.

Figura 19.Condiciones de las corridas experimentales de Bioseparacion solido-
liquido.

FERMENTACION

CENTRIFUGACION

2-4-6-8 min

2-4-6-8min

2-4-6-8 min -4 -6-8 min

Fuente: Propia del autor.

5.2.1 Resultados bioseparacion solido liquido

En la figura 20, se presentan los resultados del proceso de secado de la biomasa
después de los ensayos de centrifugacion a diferentes velocidades y tiempos, donde
se logré evidenciar que a una velocidad de 3500 rpm por 2 minutos se separ0 la
mayor cantidad biomasa (9,90 g/L). La menor cantidad de biomasa obtenida fue de
0,04 g/L para una velocidad de 500 rpm por 2 minutos. A partir de los 2500 rpm se
presenta una tendencia de aumento progresivo de la cantidad de biomasa separada
hasta los 3500 rpm, observando que a los 4000 rpm se presenta un descenso que
puede ser dado por la lisis celular debida a la fuerza centrifuga generada en el
proceso. Se evidencia también que hasta velocidades de 3000 rpm, la cantidad de
biomasa seca obtenida aumenta al aumentar el tiempo de centrifugado, mientras

gue a partir de 3500 rpm el efecto es inverso.
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Figura 20. Tiempo de centrifugacion (rpm) vs Peso seco (g/L).

12,00
11,00
10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Peso seco (g/L)

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
rpm rpm rpm rpm rpm rpm rpm rpm
B 2 min 0,04 2,46 3,81 4,08 6,25 8,13 9,90 9,10
H 4 min 0,83 2,66 4,02 5,32 6,65 8,32 9,75 9,24
¥ 6 min 0,92 2,80 3,12 6,04 6,95 8,58 9,60 8,19
H 8 min 1,01 2,98 3,51 6,24 7,25 9,10 9,53 8,33

Fuente: Propia del autor.

5.3 PROTOTIPADO

Para definir la presentacion del inoculante se determinaron, de acuerdo con la

bibliografia, cuatro formulaciones, las cuales se detallan en el cuadro 15.

Cuadro 15.Actividades del desarrollo experimental de las fermentaciones.

PROTOTIPO | ESTADO COMPOSICION FUENTE
CAOLIN SOLIDO | Caolin ......cccevvvininnnn. 1000 g | (Vidhyasekaran.P
Carbonato de calcio ........ 15¢ & Muthamilan,
Carboximetilcelulosa ...... 10g 1995)
Suspension de Bacillus
subtilis....................l. 400 ml
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HARINA SOLIDO | Harina de trigo ............. 750 g (Valencia &
Dextrosa..........c...co..... 200g | Valencia, 2008)
Caolin........cooooiiiiiii, 50 g
Aceite mineral............. 200 mi
Suspensién de Bacillus
subtilis...................... 400 ml
EMULSION LIQUIDO | Tween 20.................... 4.8 ml (Acevedo,

Aceite vegetal............. 120 ml | Buitrago, Villegas,
Agua destilada............ 280 ml | & Ceron, 2009)
Suspension de Bacillus
Subtilis.............c....... ... 15
mi

SUSPENSION | LIQUIDO | Agua destilada........... 360 ml (Labandera &
Suspension de Bacillus Mayans,
subtilis............ceeen Lo 40 2006)
mi

Fuente: Propia del autor.

En el cuadro 16, se presenta la elaboracion de los prototipos de acuerdo a las

recomendaciones hechas por los autores citados anteriormente, dentro de las

cuales, las principales fueron la calidad microbiolégica de la suspension celular

(pureza — concentracion bacteriana minima 2.4x10° UFC/ml), asepsia y la mezcla

respetando las cantidades establecidas.
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Cuadro 16.Elaboracion de Prototipos.

Prototipo Caolin

Por cada 160ml de suspensiéon bacterial se utilizaron 200 g de caolin, 3 g de
carbonato de calcio y 2g de CMC. El caolin y el carbonato fueron previamente
mezclados y esterilizados a 121 °C a 15 psi por 1 horay el CMC fue esterilizado
de igual forma pero en recipiente separado. Después se mezclaron todos estos
en condiciones estériles con los 80 ml suspension celular y finalizado este
procedimiento se extiende en una bandeja y se sec6 a una temperatura de 40°C
durante 2 dias. Una vez seca se adiciono el CMC .

Prototipo Harina

Por cada 160 ml de suspensién bacterial se utilizaron 200 g de harina de trigo, 53 g
de dextrosa, 13 g de caolin mineral y 107 ml de aceite vegetal. La harina, la
dextrosa y el caolin fueron mezclados previamente y esterilizados en un recipiente
independiente del aceite vegetal. En condiciones estériles, se fueron mezclando los
80 ml de la suspension bacteriana, el aceite y la mezcla de harina. La masa formada
fue extendida en una bandeja y se sec0 a una temperatura de 40°C durante 2 dias.

Prototipo Emulsion Prototipo Suspensién

Se mezclaron 140 ml de agua | Se toma el cultivo celular con una
destilada estéril con 60 ml de aceite | concentracion de 2.4 x10°(tubo 8 - Escala
vegetal y 2.4 ml de Tween 20, | McFarland), se centrifuga 40 ml a 3500
agitandose a 750 rpm por 10 minutos, | rpm por 2 minutos. El sobrenadante fue
obteniéndose la emulsion, luego se | descartado y el pellet fue suspendido en
le adiciona los 15 ml de suspension | los 160 ml agua destilada estéril y es
bacteriana 'y nuevamente es | mezclada a 200 rpm por 3 min.
mezclada por inmersion durante 1
min.
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Fuente: Propia del autor

En el cuadro 17, se presenta una breve descripcion de la presentacion final de los

prototipos desarrollados

Cuadro 17.Descripcion final prototipos.

PROTOTIPO

CANTIDAD

APARIENCIA

CONDICION DE
ALMACENAMIENTO

CAOLIN 280 g

Sélida - Polvo

Lugar seco, fresco y
ventilado No exponerlo
a la luz del sol directa ni
a temperaturas mayores
de 40°C.

HARINA 390 g

Solida
granular

Lugar seco, fresco y
ventilado No exponerlo
a la luz del sol directa ni
a temperaturas mayores
de 40°C.

EMULSION 217 ml

Liquida-
aceitosa

Lugar seco, fresco y
ventilado No exponerlo
a la luz del sol directa ni
a temperaturas mayores
de 40°C.

SUSPENSION 200 ml

Liquida

Lugar seco, fresco y
ventilado No exponerlo
a la luz del sol directa ni
a temperaturas mayores
de 40°C.

Fuente: Propia del autor.

105




5.4 CONTROL DE CALIDAD DEL PROTOTIPOS.

Los prototipos se almacenaron a temperatura ambiente y a las 2 semanas se
realizaron pruebas de pureza (tincion de Gram), viabilidad (diluciones seriadas)
microbiana tomando un gramo o mililitro de cada prototipo (Tabla 21). Se evidencio
que el prototipo de Caolin presento la mayor conservacién, con el 97.61% respecto

a la concentracion inicial, seguido de la emulsion, con un 95,24%. Todas las pruebas

se realizaron por triplicado.

Tabla 21.Control de calidad prototipo

Pureza- prototipo caolin Viabilidad - prototipo caolin

Prototipo Recuentos (UFC/ml o %
UFCl/g) CONSERVACION
T=0 T=SEMANA 2

Caolin 42x107 41x107" UFC/g 97,61%
UFClg

Harina 20x107 18 x107 UFCl/g 90 %
UFClg

Emulsién 21x107 20x107 95,24%
UFC/ml UFC/mi

Suspension 24x107 20x10UFC/ml 83,33%
UFC/ml

Fuente: Propia del autor.

106



Para los ensayos de biodegradacién se selecciond el prototipo de caolin por
presentar el mayor porcentaje de conservacion de células viables y los mayores
recuentos. Para determinar la dosis de aplicacion segun las condiciones citadas en
la tabla 22, estas fueron seleccionadas de acuerdo a la curva de biodegradacion
realizada al microorganismo en el Laboratorio de Biotecnologia en un estudio previo,
realizado por el autor del proyecto donde se logré identificar el pH y concentracion
optima de degradacion por parte de Bacillus subtilis y los parametros fueron fijados

por revision bibliogréafica

Tabla 22. Condiciones de evaluacion de dosis de aplicacion.

pH °T Agitacion | Cianuro | Tiempo
. . Propia °C rpm m horas
Dosis Medio M63 d(el aurt)or) (Ozél,2)010) (O(zgl,2)01 ((Igr%pi)a EOzeI,2)010)
0) del autor)

1. 0,1 g | Porcadalitro:
/100ml

Fosfato de
2. 0,5 | Potasio...... 13,69
g/100ml | Sulfato de

amonio........... 29 R
3. 1 g|Sulfato  de Hiero 10.5 32°C 120 rpm 240 120 h
/100 ml ......0,5 mg Sulfato de

magnesio 0,24 g

Glucosa

.................. 0,449

Fuente: Propia del autor.

En la figura 21, se presenta la evaluacion de la dosis de producto en funcién de la
remocion de cianuro en el tiempo, identificandose que la dosis 6ptima de aplicacion
es 1g/100 ml con un porcentaje de remocion del cianuro del 95,4 lograndose a las
120 horas de aplicacion. La determinacion del cianuro se realizé por colorimetria

(ver anexo 6).
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Figura 21.Evaluacion de dosis de aplicacion

250
200
Z 150
(&)
£
2 100
50
0
Oh 24h 48h 72h 96 h 120h %
Remoci
on
® 01g/100ml| 240 209 198 160 132 123 48,8
[ |
0,5 /100 ml 240 198 162 143 105 70 70,8
[ |
1/100 ml 240 176 110 50 27 11 95,4

Fuente: Propia del autor

5.5 ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL PROCESO

Después de la fase de experimentacion se establecieron las especificaciones de
cada una de las etapas del proceso de produccion del inoculante, la cual inicia con
la obtencion del inéculo, pasando por una serie de alistamientos para llegar al
proceso principal, la fermentacion, donde se obtiene la biomasa en los rendimientos
estandarizados. Finalmente en la etapa de separacion mediante la microfiltracion se
logré una mayor concentracion de la biomasa para su posterior empaque y
almacenamiento (Ver cuadro 18).
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Cuadro 18.Especificaciones técnicas del proceso de produccion del inoculante.

Etapa

Especificaciones

Obtencién

Inoculo

del

El inoculo se obtuvo a partir de cultivos jévenes (48h
max.), asegurando de esta manera una respuesta rapida
de crecimiento y pureza. Este material microbiolégico
constituye el punto de partida para el escalado. La
concentracion del cultivo iniciador debe estar acorde al
tubo 5 de la escala McFarland (15x108). El medio de
cultivo es el mismo que el de produccién para acortar la
fase de adaptacion del microorganismo. El volumen a
producir debe ser el 10% del volumen de trabajo del
fermentador.

Preparacion
medio de produccién

del

El medio de produccidén debe prepararse respetando la
cantidades establecidas en la formulacion (ver tabla 6) y
en especial las fuentes de nitr6geno (extracto de
levadura y sulfato de amonio) debido a que son
favorables para el crecimiento de Bacillus subtilis. El
medio debe ser esterilizado empleando
intercambiadores por los cuales circule vapor de agua a
una temperatura de 156°C durante 30 min y después se
estabiliza a una temperatura de 37°C, seguido se ajusta
el pH a 7+/- 0,2.

Inoculacién

Se trasfiere al fermentador el inoculo, después de
verificar su pureza y su viabilidad, verificandose que
corresponda al 10% del volumen de trabajo de la
fermentacion.

Fermentacion

Su operacion es de tipo batch y manteniendo a través
del control automatico las siguientes condiciones:

* Oxigeno Disuelto:2 mg/L

* 06 Oxigeno:25 %

*pH: 7 +/-0,2

* Temperatura: 37°C

* Caudal de aire:1 VVM

* Agitacion: 200 rpm.

* Tiempo: 24 horas.

* Monitorizacion constante.

El muestreo se realiza cada seis (6) horas verificando
pureza y concentracién microbiana.

Finalizado el proceso se deja sedimentar por una hora el
medio de produccion con el fin de concentrar la biomasa
en la base del fermentador para su posterior separacion.
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Microfiltracion El proceso de bioseparacion sélido-liquido de la salida
del fermentador se realiza con flujo tangencial y
presurizado por medio de una membrana de polisulfona
con un tamafio de poro de 0,45um vy las siguientes
condiciones:

Denaturacion:5%

Tiempo de filtracion: 4 — 12h dependiendo de la escala.

Factor de concentracion:20

Recuperacion: 95%

Temperatura de salida : 35+/-2

Mezclado — Secado La formulacién del producto (caolin) seleccionada debe
estar en las cantidades establecidas (ver cuadro 16) y
estériles antes de realizar el proceso en la tolva de
mezclado vertical con un sistema de doble tornillo el cual
se logra en 8-10 minutos.

Empaque y | El producto se dosifica a través de un tubo. Una vez
almacenamiento empacado, se cierra en su parte superior. Se almacena
en un lugar seco, fresco y ventilado.

Fuente: Propia del autor

5.6 ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL PRODUCTO
En el cuadro 19, se presentan las especificaciones técnicas del producto que son el

resultado del proceso de control y seguimiento de la fermentacién del inoculante

bacteriano.
Cuadro 19.Especificaciones técnicas del producto
Nombre del BIO- CN Degradador de Cianuro
Producto
Contenido Bacillus subtilis 57 x 107 UFClg
microbiano
Caracteristicas Bacteria Gram positiva, de forma bacilar. Sus esporas
microbioldgicas pueden sobrevivir la calefaccion extrema. Forma
colonias de color crema opacas y rugosas.
Ingredientes inertes | Caolin ...................... 1000 g
Carbonato de calcio ........ 159
Carboximetilcelulosa ...... 1049
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Dosis de aplicacion

10 g del BIO-CN/ Litro

Medidas de | Se recomienda usar guantes, tapabocas, gafas de

Proteccion seguridad y lavarse bien las manos después de aplicar.
En caso de presentarse alguna alergia cutanea,
respiratoria o ingestion accidental, consulte a su médico
y muéstrele la etiqueta.

Condiciones de | Mantener en un lugar seco, fresco y ventilado No

almacenamiento exponerlo a la luz del sol directa ni a temperaturas
mayores de 40°C.

Presentacion y | Olor : Mineral

empaque Textura: Polvo
Color: Beige
Presentacion: bolsa por 1Kg

Toxicidad No es patdégeno para animales, plantas y humanos; sin

embargo, puede contaminar los alimentos,
raramente causa intoxicacion alimenticia.

pero

Fuente: Propia del autor.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo permite concluir que el disefio de un producto biotecnolégico
(inoculante microbiano) se puede realizar a través de la Biomecatronica con el
apoyo CAD (disefio asistido por computadora) como lo es el software SuperPro
Designer, permitiendo realizar una evaluacion sistematica de los requerimientos del

proceso de produccion para cada etapa del proceso de disefio.

La metodologia permitio seleccionar el fermentador tipo tanque agitado y la
microfiltracion (bioseparacion solido- liquido) como los procesos 6ptimos para la

produccion de inoculante microbiano.

El informe de materiales y corrientes identifico que las tres primeras materias primas
de acuerdo al consumo masico fueron el agua, la melaza y el extracto de levadura
en orden decreciente, en relacién con los costos, se identifico que las tres materias
primas correspondientes al extracto de levadura (36,32%), el indculo (31,32%) y la

melaza (21,92%) equivalen al 88,73% de los costos de la materia prima.

La evaluacion econdmica determind que a partir de un volumen de produccion de
10,000 litros el proceso es rentable con un costo de venta minimo del inoculante de
US$4,85 por cada kilogramo, con un margen bruto del 67.04%, tasa de retorno del

58,59% y con un periodo de recuperacion de la inversion de 1,71 afios.

El informe de impacto ambiental reporta que hay mayor produccion de residuos
liguidos en la salida de la microfiltracién aportando 9 L de residuo /kg Biomasa,
seguido de emisiones atmosféricas con 0. 004 kg de CO2/kg de biomasa y cero (0)

produccion de residuos solidos.
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En el desarrollo experimental de las fermentaciones a escala de laboratorio se logro
identificar que la velocidad de agitacion que reporté mayor rendimiento en formacion
de biomasa fue 200 rpm con un reporte a las 24 horas de 57x10” UFC/ml — 9.878 g

de biomasa /L.

La evaluacion de la centrifugacion como alternativa de bioseparacién solido liquido,
arrojé que las condiciones 6ptimas fueron 3500 rpm durante 2 minutos.

En la fase de control de calidad de los prototipos se determind que la formulacion
de caolin presento la mayor conservacion de la bacteria con un 97.61% respecto a

la inicial seguido de la emulsion con un 95,24%.

Se estableci6 que la dosis 6ptima del inoculante es 1g/100 ml con un porcentaje de
remocion del cianuro del 95,4% lograndose a las 120 horas de aplicacion.

Para determinar la fiabilidad de la simulacion vs experimentacion se debe

desarrollar la fase de bioseparacion por microfiltracion a escala laboratorio para

realizar un andlisis mas preciso de estos.
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ANEXOS
Anexo 1 INFORME DE MATERIALES Y CORRIENTES

Materials & Streams Report July 17, 2016
for corrida 10 L

1. OVERALL PROCESS DATA

Annual Operating Time 7,902.72h

Unit Production Ref. Rate 349.72kg MP
Batch Size 1.15kg MP
Recipe Batch Time 54.45h
Recipe Cycle Time 25.82h
Number of Batches per Year 305.00

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA'

Materials & Streams Report July 17, 2016
for corrida 100L

1. OVERALL PROCESS DATA

Annual Operating Time 7,918.84h

Unit Production Ref. Rate 3,376.70kg MP
Cost Basis Annual Rate 3,376.70kg UPRF
Batch Size 11.26kg MP
Recipe Batch Time 55.14h

Recipe Cycle Time 26.30h
Number of Batches per Year 300.00

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA'
UPRF = Total Flow of Stream 'BIOMASA'
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Materials & Streams Report July 17, 2016
for corrida 1000L

1. OVERALL PROCESS DATA

Annual Operating Time 7,918.57h

Unit Production Ref. Rate 33,907 .95kg MP
Batch Size 113.03kg MP
Recipe Batch Time 54.87h
Recipe Cycle Time 26.30h
Number of Batches per Year 300.00

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA'

Materials & Streams Report July 17,2016
for corrida 10000L

1. OVERALL PROCESS DATA

Annual Operating Time 7,901.22h

Unit Production Ref. Rate 334,370.76kg MP
Batch Size 1,129.63kg MP
Recipe Batch Time 56.16h
Recipe Cycle Time 26.59h
Number of Batches per Year 296.00

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA'

Ver CD adjunto
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Anexo 2 EVALUACION ECONOMICA DE LAS CORRIDAS

Economic Evaluation Report July 16,2016
for corrida 10 L

1. EXECUTIVE SUMMARY (2016 prices)

Total Capital Investment 16,000 $
Capital Investment Charged to This Project 16,000 $
Operating Cost 31,000 $/yr

Net Operating Cost 30,755 $/yr
Revenues 31,000 $/yr
Cost Basis Annual Rate 349.72 kg MP/yr
Unit Production Cost 87.94 $/kg MP
Net Unit Production Cost 87.94 $/kg MP
Unit Production Revenue 87.74 $/kg MP
Gross Margin -0.23 %
Return On Investment 7.14 %
Payback Time 14.01 years
IRR (After Taxes) N/A

NPV (at 7.0% Interest) -26,000 %

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA'

Economic Evaluation Report July 17, 2016
for corrida 100L

1. EXECUTIVE SUMMARY (2016 prices)

Total Capital Investment 46,000 $

Capital Investment Charged to This Project 46,000 $
Operating Cost 40,000 $/yr

Net Operating Cost 39,746 $iyr
Revenues 40,000 $/yr

Cost Basis Annual Rate 3,377 kg UPRF/yr
Unit Production Cost 11.77 $/kg UPRF
Net Unit Production Cost 11.77 $/kg UPRF
Unit Production Revenue 11.77 $/kg UPRF
Gross Margin -0.01%

Return On Investment 8.46 %
Payback Time 11.82 years

IRR (After Taxes) N/A

NPV (at 7.0% Interest) - 37,000 $

UPRF = Total Flow of Stream 'BIOMASA'
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Economic Evaluation Report July 17, 2016
for corrida 1000L

1. EXECUTIVE SUMMARY (2016 prices)

Total Capital Investment 317,000 $
Capital Investment Charged to This Project 317,000 $
Operating Cost 135,000 $/yr

Net Operating Cost 135,480 $/yr
Revenues 203,000 $/yr
Cost Basis Annual Rate 33,908 kg MP/yr
Unit Production Cost 4.00 $/kg MP
Net Unit Production Cost 4.00 $/kg MP
Unit Production Revenue 6.00 $/kg MP
Gross Margin 33.41 %
Return On Investment 21.73 %
Payback Time 4.60 years
IRR (After Taxes) 13.98 %

NPV (at 7.0% Interest) 153,000 $

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA'

Economic Evaluation Report July 17, 2016
for corrida 10000L

1. EXECUTIVE SUMMARY (2016 prices)

Total Capital Investment 1,113,000 $
Capital Investment Charged to This Project 1,113,000 $
Operating Cost 535,000 $/yr

Net Operating Cost 534,588 $/yr
Revenues 1,622,000 $/yr
Cost Basis Annual Rate 334,371 kg MP/yr
Unit Production Cost 1.60 $/kg MP
Net Unit Production Cost 1.60 $/kg MP
Unit Production Revenue 4.85 $/kg MP
Gross Margin 67.04 %
Return On Investment 58.59 %
Payback Time 1.71 years
IRR (After Taxes) 79.92 %

NPV (at 7.0% Interest) 4,472,000 $

MP = Total Flow of Stream 'BIOMASA’

Ver CD adjunto
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Anexo 3 INFORME DEL IMPACTO AMBIENTAL

Environmental Impact Report July 17,2016
for corrida 10 L

1. WASTE GENERATION BY TYPE

1A. Aqueous Waste

Component kg/kg MP kg/Batch kglYear %
Amm. Sulfate 0.336 0.385 117 373
Biomass 0.086 0.098 30 0.95
CaChloride 0.042 0.049 15 0.47
KH2PO4 0.008 0.009 3 0.09
Magne Sulfate 0.000 0.000 0 0.00
Molasses 0.338 0.387 118 3.75
Water 8.106 9.294 2,835 90.07
Yeast 0.085 0.097 30 0.94
TOTAL 9.000 10.319 3,147 100.00

Environmental Impact Report July 17,2016
for corrida 100L

1. WASTE GENERATION BY TYPE
1A. Aqueous Waste
Component ka/kg UPRF kg/Batch kg/Year %
Amm. Sulfate 0.038 0.423 127 0.42
Biomass 0.087 0.981 204 0.97
CaChloride 0.043 0.484 145 0.48
KH2PO4 0.009 0.099 30 0.10
Magne Sulfate 0.000 0.001 0 0.00
Molasses 0.349 3.932 1,180 3.88
Water 8.388 94.410 28,323 93.20
Yeast 0.086 0.971 291 0.96
TOTAL 9.000 101.301 30,390 100.00

126



Environmental Impact Report July 17,2016
for corrida 1000L

1. WASTE GENERATION BY TYPE

1A. Aqueous Waste

Component ka/kg MP kg/Batch kalYear %
Amm. Sulfate 0.039 4.352 1,306 0.43
Biomass 0.084 9.482 2,845 0.93
CaChloride 0.044 4.977 1,493 0.49
KH2PO4 0.010 1.118 335 0.11
Magne Sulfate 0.001 0.147 44 0.01
Molasses 0.351 39.649 11,895 3.90
Water 8.384 947.622 284,286 93.16
Yeast 0.088 9.892 2,967 0.97
TOTAL 9.000 1,017.239 305,172 100.00
Environmental Impact Report July 17,2016

for corrida 10000L

1. WASTE GENERATION BY TYPE

1A. Aqueous Waste

Component kg/kg MP kg/Batch kglYear %
Amm. Sulfate 0.038 42.442 12,563 0.42
Biomass 0.087 98.102 29,038 0.96
CaChloride 0.043 48.852 14,460 0.48
KH2PO4 0.009 10.046 2,974 0.10
Magne Sulfate 0.000 0.106 31 0.00
Molasses 0.343 387.201 114,611 3.81
Water 8.394 9,482.491 2,806,817 93.27
Yeast 0.086 97.439 28,842 0.96
TOTAL 9.000 10,166.678 3,009,337 100.00

Ver CD adjunto
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Anexo 4 DETERMINACION DE BIOMASA POR PESO SECO

En tres tubos de centrifugacién (previamente pesados) se debe disponer en

cada uno 20 ml de la muestra.

Llevar los tubos a la centrifuga y programarla a 4 000 rpm, por un tiempo de

10 minutos.

Separar el sobrenadante y realizar tres lavados con solucién salina (0.85%)

Descartar el sobrenadante

Llevar las muestras a un horno a 80°C por 24 horas registrando el peso de

los tubos cada 4 horas hasta peso seco constante.

Por ultimo se aplica la siguiente formula:

Peso seco = (Peso tubo +muestra seca) — (Peso inicial tubo)

Volumen de la muestra
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Anexo 5 DETERMINACION DE BIOMASA POR RECUENTO EN PLACA

Tomar 10 ml de la muestra y resuspender en 90 ml de solucién salina al 0.85%.
Preparar diluciones seriadas de 1/10, 1/ 100, 1/ 1.000, 1/ 10.000 ,1/ 100.000,
1/1.000.000 y 1/10.000.000.

Se toma 0,1 ml de las diluciones de 10( 1/1.000.000) y 107/( 1/10.000.000) y
se siembra en superficie en agar nutritivo por triplicado

Incubar a 35+/-2°C durante 48 h.

Realizar el conteo seleccionando las placas que muestren entre 30 y 300

colonias. Reportar en UFC/ml o UFC/ g segun corresponda.

| 1:100 000

Ex30mion en placa ?\
Indculo de los tubos con —— Gf—/\

,,' Las diluciones seriaday /""

|+

we mercla 0,1 ml con
ana 2 wbeeisiiay se .
Coloca on una placs &
Petrd

retitvo soido

_ 225 colontas
-

Cakculo: 225 > 1 000 000 = 225 000 000 1225 midlones o 2.25 x 10% cdblas iml
E Gacsr e dilucin e 1 000 000 y 5o 100 000 | hdd\xo(r\dd(&nnenmntnmu.ldm
porgue s¢ Inoculd oo placa s0jo 0,1 mdilitro, equivalonte a o dducion J G&ino,
Mm«hbdoa-«mfdrmwm o poco probuble que se oblenga un ndmem de
Colonias Idéntico en ambas placan, Incluso Jomaado las muestras cuitdadosanmeote )
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Anexo 6 DETERMINACION DE CIANURO POR COLORIMETRIA

Se realiz6 en el colorimetro multiparametro marca ORBECO MC-500, siguiendo los

siguientes pasos:

1. Llenar una cubeta (24 mm) con 2 ml de la muestra de agua y 8 ml de agua

desionizada, cerrandola a continuacién con su tapa.

2. Colocar el vial en el compartimento de medicion verificando que las marcas

estén alineadas.

3. Pulsar la tecla ZERO.

4. Sacar la cubeta del compartimento de medicion.

5. Afadir 0,5 g del reactivo cianuro-11 en la muestra de agua preparada, colocar

la tapa e invertir el frasco varias veces para mezclar el contenido.

6. Afadir 0,3 g del reactivo cianuro-12, colocar la tapa e invertir el frasco varias

veces para mezclar el contenido.
7. Adicionar 0,15 ml gotas del reactivo cianuro-13.
8. Cerrar la cubeta con su tapa e invertir varias veces para mezclar el contenido.

9. Colocar la cubeta en el compartimento de medicion verificando que las

marcas estén alineadas.

10.Pulsar la tecla TEST. Esperar un periodo de reaccion de 10 minutos.
Después del periodo de reaccion la medicion se inicia automaticamente.

El resultado se muestra en la pantalla en mg / | de cianuro.
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