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PROF. GUIA: IRENE MARTINEZ

EVALUACION TECNICA-ECONOMICA DE LA PRODUCCION DE UN
BIOFERTILIZANTE BACTERIANO

En la agricultura, el abuso de la fertilizacion quimica ha ocasionado importantes repercu-
siones ambientales, lo que ha impulsado el mercado nacional y mundial de insumos agricolas
de origen biologico. Es por esto que el presente trabajo tiene como objetivo general, estu-
diar la pre factibilidad técnico-econémica de instalar una linea de proceso para la produccion
de un biofertilizante basado en microorganismos, para su uso en la industria agricola nacional.

A partir del estudio del mercado nacional, se constata que no existe claridad en cuanto al
numero de empresas y productos comercializados. A pesar de esto, se evidencia un gran volu-
men de importaciones de bioinsumos, 5 veces mayor que las exportaciones, lo que indica que
la demanda nacional no esté siendo cubierta localmente. Con el fin de generar un producto
diferenciador para la industria chilena, se decide producir bacterias del género Azotobacter y
Azospirillum, capaces de fijar nitrégeno y promover el crecimiento vegetal. Se considera una
cobertura del 35 % de los suelos certificados orgénicos proyectados al 2025, més un 10 % de
suelos no certificados, lo que se traduce en una produccién anual de 48,2 [kg| de biomasa.

El proceso de produccién seleccionado consta de tres etapas principales: (1) Propagacién
del microorganismo, realizada en cultivos batch en matraces y reactores de tanque agitado;
(2) Produccién, que corresponde a una fermentacién llevada a cabo en un reactor fed-batch;
(3) Formulacién, que incluye la concentracion y liofilizacién del producto, etapa donde se
conserva una viabilidad del 80 %.

La implementacién de este proyecto, en un escenario pesimista, considera una inversion
inicial para la adquisicién de bienes, equipos e instalaciones de 1,8 millones de délares. Los
costos de operacion se estiman en 334 mil ddlares anuales, mientras que los ingresos, conside-
rando un precio de venta del producto al usuario de 50 [USD /ha|, alcanzan los 14,4 millones
de délares. A partir del andlisis econémico, considerando un horizonte de evaluacién de 10
afnos, se establece que el proyecto es altamente rentable.

El nivel de rentabilidad alcanzado (TIR mayor a 100 %) es puesto en duda, por lo que se
realiza un analisis de sensibilidad para la viabilidad celular y en consecuencia, el nimero de
hectareas a cubrir. Considerando una viabilidad 8 veces menor a la supuesta, se determinan
indicadores realistas y que denotan que el proyecto continua siendo rentable, con un VAN de
mas de 4 millones de délares y una TIR de 46 %. Esto indica que es necesario investigar a
cabalidad la viabilidad alcanzada, para tener resultados de rentabilidad realistas.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Contexto

La agricultura es el producto de un conjunto de actividades y conocimientos desarrollados
por el hombre, destinados a cultivar la tierra, y cuya finalidad es obtener productos vegetales
(como verduras, frutos, granos y pastos) para la alimentacién del ser humano y del ganado,
ademé&s de proveer un ingreso satisfactorio para el agricultor [1].

En la agricultura moderna, la irrigacion, el drenaje, la conservacién y la sanidad son fun-
damentales para una agricultura exitosa. Ademads, se destaca por la continua busqueda de
mejoras en el rendimiento y la productividad de los cultivos, con el fin de responder a las
necesidades del mercado. Para esto, se ha profundizado en técnicas ligadas a la aplicaciéon de
fertilizantes, insecticidas y fungicidas, ademas de la reparacién de suelos, entre otros.

Los fertilizantes, incluidos los de origen mineral, sintético y organico, son insumos im-
portantes y muy utilizados en la agricultura, pues aumentan considerablemente la nutricion
disponible para los cultivos, lo que repercute en que su rendimiento se duplique o triplique
inclusive [1]. Es por esto, que su aplicacién se ha vuelto imprescindible para conseguir la
produccion de alimentos en la cantidad y calidad que la poblacion mundial demanda y con-
tinuarda demandando en el futuro, contribuyendo de este modo, a la seguridad alimentaria
global [2].

Sin embargo, el abuso del uso de fertilizantes quimicos trae consigo repercusiones ambien-
tales, pues su facil lixiviacion favorece la contaminacion de cuerpos acudticos [3], ocasionando
eutrofizacion de las aguas, el crecimiento excesivo de algas y la acidificacién del suelo [4]. Ade-
mas, el exceso de nutrientes también puede ser liberado desde el suelo a la atmosfera a través
de la volatilizaciéon de amoniaco o como emisiones de gases de efecto invernadero de éxido
nitroso [5], donde se establece, que la produccion de fertilizantes, sumados a la industria ga-
nadera, posicionan a la agricultura como responsable de un séptimo de las emisiones totales
de gases de efecto invernadero en el mundo [6].



Estos impactos tienen cada vez mayor relevancia a nivel mundial, lo que ha llevado a la
sociedad a buscar alternativas de produccién mas cuidadosas desde el punto de vista ambien-
tal, encontrandose alternativas sustentables y ecologicas como lo es la agricultura organica,
que presenta un desarrollo creciente, tanto en el &mbito nacional como mundial [7]. Esta agri-
cultura busca eliminar el uso de insumos de origen quimico que generen un dano al medio
ambiente o que afecten la salud humana, por lo que se basa en la realizaciéon de practicas
silvoagropecuarias que no mermen la produccién de los cultivos y que a su vez, restablezcan
los equilibrios naturales [7].

1.2. Motivacion

Los sistemas convencionales de produccion agricola basados en la adiciéon de quimicos,
han creado fuentes de contaminacién que, directa o indirectamente, pueden contribuir a la
degradacién del suelo, del medio ambiente y la destrucciéon de recursos naturales [7]. Es por
esto que surge la necesidad de buscar insumos agricolas amigables con el medio ambiente
y compatibles con el ecosistema en general, pero que mantengan un nivel de eficiencia y
efectividad. Como solucion a esto, se propone el uso de insumos biol6gicos a base de micro-
organismos benéficos, que desde el punto de vista de una agricultura sostenible, el empleo de
productos elaborados a partir de microorganismos con potencial biofertilizante, bioestimu-
lante o biocontrolador, podria ser fundamental para limitar el uso de abonos quimicos [8].

El mercado mundial de bioinsumos estd en aumento, con tasas de crecimiento mayores
a un 15 % anual (bioestimulantes) y ventas anuales proyectadas para el 2020 cercanas a los
USD 1.8 billones (biofertilizantes). Chile tiene una gran oportunidad, pues posee una buena
base cientifica y una fuerza productiva y de mercado que puede favorecer el desarrollo de la
industria de los bioproductos a nivel nacional [9].

El problema a resolver es que en Chile, si bien existe investigacion sobre biofertilizantes,
esta no se ha traducido en una actividad productiva importante, existiendo una tasa muy
baja de producciéon nacional de estos bioinsumos a base de microorganismos. Acorde a lo
sefialado por expertos, esto se debe principalmente a la falta de normativa, capacidad técni-
ca y financiamiento, lo que se traduce en que la demanda nacional sea suplida basicamente
por importaciones [10]. Ante esto surge la relevancia de estudiar la factibilidad de producir
biofertilizantes a nivel nacional, con el fin de suplir en parte, la demanda por estos bioinsumos.



Capitulo 2

Objetivos

Considerando los antecedentes mencionados anteriormente es que se estudiara la pre fac-
tibilidad técnico-econémica de instalar una linea de proceso para la produccién de micro-
organismos para su uso como biofertilizante en la industria agricola nacional. Para esto se
proponen los siguientes objetivos especificos:

= Seleccionar microorganismos para su uso como biofertilizante.

Seleccionar el proceso requerido para su produccion.

Obtener el balance de masa del proceso.

Dimensionar los equipos de la linea de produccién y estimar requerimientos energéticos.

Realizar una evaluacién econémica de la linea de proceso.



Capitulo 3

Marco teorico

3.1. Caracterizacion de biofertilizantes

Los insumos bioldogicos de uso agropecuario se pueden dividir en diferentes categorias,
entre las cuales destacan biofertilizantes, bioestimulantes y biocontroladores.

Los biofertilizantes son insumos formulados con uno o varios microorganismos, los cuales,
de una forma u otra, proveen o mejoran la disponibilidad de nutrientes cuando se aplican a los
cultivos [11]. Como bioestimulante se entiende a microorganismos productores de sustancias
o metabolitos como vitaminas o fitohormonas que estimulen el crecimiento de la planta [11]
y, finalmente, los biocontroladores controlan las poblaciones de otros organismos no deseados
como insectos, dcaros, etc [12].

El término “biofertilizante” a menudo es utilizado erréneamente como sinénimo de una
amplia gama de productos como abonos vegetales o animales, o fertilizantes quimicos con
suplementos organicos [13]. Una definiciéon para “biofertilizante” que ha sido ampliamen-
te utilizada corresponde a: “sustancia que contiene microorganismos vivos que, cuando se
aplica a las semillas, las superficies de las plantas o el suelo, coloniza la rizésfera o la plan-
ta y promueve el crecimiento, al aumentar el suministro o la disponibilidad de nutrientes
primarios para la planta huésped” [14]. Como dentro de esta definicién se interpreta como
consecuencia del uso de biofertilizantes, la promocién del crecimiento en plantas, es decir
bioestimulacion, existe confusion en la literatura respecto a los aspectos que diferencian a es-
tos dos bioinsumos, por lo que generalmente son englobados bajo el nombre de bioinoculantes.

Teniendo en consideracion la definicion anterior, los microorganismos que se utilizan co-
mo bioinoculantes se caracterizan por ser eficientes fijadores de nitrégeno atmosférico, solu-
bilizadores de fosforo, potenciadores de diversos nutrientes o promotores del crecimiento y
desarrollo de plantas. Estos microorganismos son aplicados en el suelo, follaje o directamente
en la semilla, de manera independiente o en conjunto con otros fertilizantes, con el fin de
aumentar su concentracion, acelerando los proceso microbianos y, en consecuencia, incremen-
tando la cantidad de nutrientes que pueden ser asimilados por las plantas, impactando en el
desarrollo y rendimiento de los cultivos [15].



3.2. Microorganismos utilizados como biofertilizantes

Actualmente, existe una gran variedad de biofertilizantes con diversas funciones, donde
lo més difundidos se componen principalmente de hongos micorricicos y bacterias [16] [17].
A continuacion, se presentan los diferentes tipos de biofertilizantes y algunos de los princi-
pales microorganismos utilizados para la fijacién de nitrégeno, la solubilizacion de fosfato, la
estimulacién del crecimiento y por ultimo, la asociacion de micorrizas [18] [19].

Fijacion de nitrégeno

El nitrogeno es uno de los nutrientes mas vitales para el crecimiento y la productividad de
las plantas. A pesar de que el 78 % del aire presente en la atmosfera corresponde a nitrégeno
molecular (V;), esta es una forma no asimilable, es decir, no estd disponible para su uso por
las plantas. Para utilizar el nitrégeno atmosférico, este debe convertirse a amonio o nitratos,
que las plantas pueden asimilar facilmente. Este proceso es llevado a cabo por algunos micro-
organismos mediante el proceso de fijacién bioldgica de nitrégeno (FBN) [20], destacando los
miembros de Rhizobium spp., asociados a plantas leguminosas [21], ademés de Azospirillum
spp., Azotobacter spp., entre otros [22]. Para realizar esto, utilizan un complejo enzimético
conocido como nitrogenasas [23] [24], cuyo mecanismo permite a estas bacterias suplir entre
un 25% y 50 % los requerimientos de nitrégeno en los cultivos tradicionales [25], y entre el
80 % y 100 % para el caso de leguminosas [15] [26].

Solubilizacion de fosfato

Al igual que el nitrégeno, el fosforo es fundamental para el desarrollo de cultivos. A pesar
de la presencia de fésforo en cantidades considerables en el suelo, la mayor parte de este se
encuentra como fésforo inorganico, insoluble para las plantas. Entre los microorganismos que
poseen la capacidad de solubilizar el fésforo inorganico, destacan las cepas de Pseudomonas
spp., Bacillus spp., Rhizobium spp., Achromobacter spp, Agrobacterium spp, Acetobacter spp.,
entre otras [22]. Estos microorganismos, a través de la accion de sus enzimas fosfatasas, pue-
den aportar a las plantas entre el 30 % y el 60 % de su necesidades de este nutriente [27] [28].

Estimulacion del crecimiento

Los microorganismos que cumplen un rol bioestimulante al sintetizar fitohormonas, ami-
noacidos, péptidos y vitaminas, juegan un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de las
plantas [29], estimulando la germinacién de semillas y tubérculos, aumentando la tasa de
desarrollo de xilemas y raices, controlando los procesos de crecimiento vegetativo, entre otros
[30] [31]. Dentro de los microorganismos que destacan por su caracter estimulante, se encuen-
tran bacterias como Rhizobium spp., Azotobacter spp., Azospirillum spp., Pseudomonas spp.,
entre otras [32].



Asociacion de micorrizas

Por ultimo, otros de los microorganismos que han sido vastamente estudiados son las
micorrizas, las cuales corresponden a una asociacion simbidtica entre las raices de una planta
huésped y un hongo. Tanto los hongos como la planta huésped comparten una relacion mutua
en la que la planta proporciona carbohidratos a los hongos, y los hongos proporcionan agua
y micronutrientes a la planta huésped, resultando una asociacién simbidtica beneficiosa para
ambos [33]. La simbiosis micorricica juega un papel importante en la promocién del creci-
miento de las plantas y en la biorremediacion del suelo [34], lo que es avalado por estudios
que han demostrado que los suelos contaminados con metales pesados como As, Cu, Cd, Pb
y Zn pueden remediarse a través de las micorrizas [35]. Adicionalmente, existe evidencia de
que las micorrizas pueden aumentar el rendimiento de cultivos hasta en un 40% [36] [37],
donde las méas estudiadas corresponden a Glomus spp., Scutelospora spp, Acaulospora spp. y
Gigaspora spp. [38].



3.3. Proceso de produccién

Para lograr el uso extensivo de biofertilizantes, los microorganismos deben ser susceptibles
a una multiplicacién masiva y econémicamente rentable con el fin de garantizar la disponi-
bilidad a gran escala. Ademas, los biofertilizantes deben tener estabilidad a largo plazo y
una eficacia constante en condiciones ambientales [39], donde la eficiencia de la aplicacion de
estos productos en la agricultura dependera de su disefio y desempenio [40].

En general, las operaciones que comprenden los bioprocesos a escala comercial se han
dividido en operaciones previas a la etapa de fermentacién (“upstream™) y en operaciones
posteriores (“downstream”). Dentro de las primeras se considera la preparacion del medio,
la esterilizacién y la definicion del funcionamiento del fermentador, y en las segundas, se
incluyen todas aquellas operaciones que permiten la recuperacion y purificacion del produc-
to proveniente del fermentador para su posterior formulacién, las cuales pueden representar
hasta 60 % del costo total de produccién [41] [42].

Teniendo esto en consideracion, el proceso de produccion de biofertilizantes se basa prin-
cipalmente en tres etapas, las cuales se presentan a continuaciéon en la Figura 3.1.

PREPARACION
DEL INOCULO

PROPAGACION ; ) )
DEL CULTIVO FERMENTACION RECUPERACION FORMULACION
PREPARACION
MEDIO DE
CULTIVO

\ J \ J \ J
Y Y Y
Pretratamiento / - Formulacion del
Propagacion Freduccion producto final

Figura 3.1: Etapas principales para la produccién de un biofertilizante.
Elaboracién propia.



3.3.1. Pretratamiento y propagacion

El proceso requiere preparar y propagar el indculo antes de realizar la fermentacion, para
esto es necesario determinar el medio de cultivo y las condiciones de produccion aptas para
el crecimiento de ¢l o los microorganismos seleccionados.

Medio de cultivo y factores fisicoquimicos

El medio de cultivo debe incluir fuentes de carbono, nitréogeno, fésforo, azufre, magnesio,
potasio, micronutrientes y vitaminas. Adicionalmente, es importante considerar factores fisi-
coquimicos como lo son el pH, la temperatura y la aireacion.

La eleccion de un medio de cultivo y de los factores fisicoquimicos se debe basar en
aquellos que presenten una mejor tasa de crecimiento de los microorganismos, con el fin de
asegurar una alta concentracion de biomasa, pero teniendo presente los costos asociados a
los componentes del medio y a la mantenciéon de los parametros.

Preparacion del inéculo

Debido a que el proceso consta basicamente en la fermentacion y posterior formulacién
del biofertilizante, es necesario poseer un banco de células con el fin de disponer de microor-
ganismos cada vez que se inicie la linea de producciéon. Para su elaboraciéon, se deben sembrar
las especies seleccionadas en un medio de cultivo acorde para su crecimiento e incubacion.
Estos cultivos puros y de reciente crecimiento son considerados como pre-inoculos, que pos-
teriormente inocularan el fermentador.

3.3.2. Produccién

La etapa de fermentaciéon es la fase en la que los microorganismos se producen masiva-
mente, es decir, tiene como objetivo aumentar la biomasa inicial. Las fermentaciones pueden
ser realizadas en tres modos de operacion: batch, fed-batch o continua, acorde a las condicio-
nes de crecimiento del microorganismo y las caracteristicas de volumen y concentracion que
se deseen alcanzar.

Cultivo batch

Una fermentacién batch o discontinua puede ser considerada como un “sistema cerrado”.
Al inicio de la operacion se anade el medio de cultivo esterilizado y el indculo, permitiendo
que se lleve a cabo la incubacion en las condiciones 6ptimas de crecimiento de los micro-
organismos. A lo largo de toda la fermentacién no se adiciona ni sustrato ni células, sino
tnicamente oxigeno (en forma de aire), agentes antiespumantes y dcidos o bases para con-
trolar el pH.



La composicion del medio de cultivo, la concentracion de la biomasa y la concentracion de
metabolitos cambia generalmente como resultado del metabolismo de las células, observando-
se las cuatro fases tipicas de crecimiento: fase de latencia, fase logaritmica, fase estacionaria
y fase de muerte [43].

Cultivo fed-batch

En un proceso de fermentacion fed-batch o semi-continuo, el medio de cultivo es alimenta-
do constantemente a medida que progresa la fermentacion, lo que trae consigo una variacién
del volumen del caldo de cultivo dentro del fermentador [43].

En el diseno de plantas de fermentacion batch o fed-batch, se enfrenta el problema de
descifrar la combinacion adecuada del ntimero y tamafno de los fermentadores a usar, para
lograr el esquema de produccién deseado [44] [45] [46].

Cultivo continuo

En la fermentacion continua se establece un “sistema abierto”, donde el medio de cultivo
estéril se anade continuamente al fermentador y una cantidad equivalente que incluye medio
de cultivo utilizado y microorganismos, es retirada simultaneamente del sistema. Este tipo de
fermentacion suele ser mas productiva que el cultivo batch, y es utilizada cuando se requiere
un producto de calidad constante. Como desventaja presenta un incompleto aprovechamien-
to de sustratos, y un mayor riesgo de contaminaciéon y mutaciones debido a los prolongados
tiempos de residencia de los microorganismos en el cultivo [47].

Una vez incrementado el nimero de microorganismos, estos deben ser procesados aguas
abajo para su recuperacion y purificacion. Durante este procesamiento, es importante que el
rendimiento sea alto, pues es la base de la formulacion y dard lugar al biofertilizante final.

3.3.3. Formulacién del producto final

La formulacién de un biofertilizante es un proceso de varios pasos que da como resultado
cepas de microorganismos contenidos en un soporte particular [48]. Un biofertilizante correc-
tamente formulado permite un facil manejo, almacenamiento a largo plazo y puede radicar
en su eficacia [49]. Una formulacion puede diferir segin el uso del biofertilizante, el tipo de
suelo, el tipo de planta, la naturaleza de la aplicacion, la disponibilidad de recursos, etc.
Por lo tanto, la comprensién de la formulacion es necesaria, ya que afecta la cantidad y el
rendimiento de los biofertilizantes producidos.

Dado que el suelo natural proporciona un ambiente hostil a las células inoculantes [50],
se han probado una serie de formulaciones, las cuales se dividen principalmente en cinco
categorias basicas:



Suelos

En esta categoria se incluye: turba, carbon, arcillas y suelos inorganicos. Este tipo
de formulacién es adecuada para una amplia gama de microorganismos, ademaés es
posible ajustar el contenido de humedad para optimizar el crecimiento y sobrevivencia
de las células durante el almacenamiento y la inoculaciéon. Sin embargo, existe gran
variabilidad en la composiciéon y calidad dependiendo del origen del suelo utilizado

[51].

Materiales inertes

Entre estos se encuentran: vermiculita, perlita, geles de poliacrilamida y perlas de al-
ginato. Este tipo de soporte permite un facil almacenamiento y manipulaciéon y es
altamente eficiente en condiciones de estrés ambiental. A pesar de esto, el producto es
voluminoso, incrementando los costos de transporte y almacenamiento [51].

Cultivos microbianos liofilizados

Estas preparaciones pueden incorporarse posteriormente en un soporte solido o pueden
usarse como tales. Permite lograr altos indices de supervivencia y un almacenamiento
por largos periodos a temperatura ambiente. No obstante, durante el proceso es nece-
sario agregar algtin crioprotector, el cual es esencial para proteger la membrana celular
y el citoplasma en contra de la deshidratacién [52].

Formulaciéon liquida

Corresponde al caldo de cultivo con o sin la adicién de agentes estabilizantes. Este
modo de aplicaciéon es de bajo costo, de facil uso por el agricultor y compatible con
las practicas agricolas. No obstante, es un producto voluminoso, y en consecuencia de
dificil transporte y exportacion, incrementando los costos asociados a su manipulacion
y despacho. Ademads, se ha estudiado que muchos microorganismos pierden rapida-
mente viabilidad tanto en el formulado, como en el suelo, y son més susceptibles a la
contaminacién con otros microorganismos [51].

Células encapsuladas

En este tipo de formulacion, los microorganismos son encapsulados en una gran va-
riedad de polimeros. Como ventaja, este tipo de formulacién es apta para todo tipo
de células, otorgandoles proteccion mecanica y en consecuencia una mejor respuesta al
estrés ambiental, caracterizandose ademas, por una liberacion lenta y controlada de los
microorganismos. Sin embargo, este mecanismo conlleva altos costos de produccion y
mano de obra especializada [51].
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Capitulo 4

Estudio de mercado

En esta seccién se revisa el estado de los productos basados en microorganismo benéficos
para la agricultura chilena, considerando su participacién en el mercado. A partir de esto,
se determina la oportunidad de produccién de un biofertilizante bacteriano, para posterior-
mente estimar la demanda potencial de este.

A modo de antecedente, es importante considerar que dentro de los microorganismos
que tienen interaccién con el suelo, existen aquellos que son benéficos, los cuales mejoran la
disponibilidad de nutrientes, promueven el desarrollo y crecimiento de la planta, ademas de
protegerla ante la accion de patogenos y otros microorganismos daninos, que pueden inducir
la aparicién de enfermedades o plagas en la planta [53].

Dentro de los microorganismos benéficos se encuentran innumerables especies, cuyas inter-
acciones con las plantas son sumamente variadas. Estos microorganismos se caracterizan por
realizar funciones como: fijacién de nitrégeno atmosférico, solubilizacion de fésforo insoluble,
descomposicion de residuos organicos, estimulacion del crecimiento vegetativo, desintoxica-
cion del suelo y control de patégenos o microorganismos daninos. Todas estas funciones
radican en una mejora de la calidad del suelo, conservacién de los recursos naturales, incre-
mentos en la produccion y proteccion de los cultivos y, ademas, aportan a una agricultura
mas sostenible y con un menor impacto sobre el medio ambiente [53].

Como se mencioné en el Capitulo 3, para caracterizar a los microorganismos benéficos
utilizados en la agricultura, es posible encontrar diversas clasificaciones en literatura, depen-
diendo de la funciéon que ejerzan sobre los cultivos, destacando biofertilizantes, biocontrola-
dores y bioestimulantes.

La clasificacién mencionada anteriormente no es excluyente, pues existen microorganis-
mos que pueden cumplir mas de un rol, ya sea de manera directa o indirecta. Ejemplo de esto
son aquellos microorganismos considerados como bioestimulantes, es decir, promotores del
crecimiento de las plantas. Estos, generan un fortalecimiento de las plantas y, en consecuen-
cia, las vuelven mas resistentes contra el ataque de plagas y diferentes patégenos, actuando
de manera indirecta como biocontroladores [54].
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4.1. Mercado de bioinoculantes

A finales del siglo XIX se registro la primera patente para inocular plantas con bacterias
del género Rhizobium. Luego, en los anos 1930’s y 1940’s, la inoculacién con bacterias rizos-
féricas asociativas con cepas de los géneros Azotobacter v Bacillus fue utilizada a gran escala
en Rusia y Europa del Este [55] [56].

A pesar de que por casi 100 afios se han producido comercialmente inoculantes a base de
Rhizobium spp., durante la década del 70, el estudio de los biofertilizantes avanzo6 rapidamente
en paises de Europa y Asia; sin embargo, el avance fue menor en paises latinoamericanos [57].

Actualmente, existe una gran variedad de bioinoculantes con diversas funciones, donde
lo més difundidos se componen principalmente de hongos micorricicos y bacterias [16] [17].
A continuacién se presenta una caracterizacién somera del mercado actual de bioinoculantes
en Chile, considerando tanto la oferta nacional como internacional.

4.2. Mercado de bioinoculantes en Chile

Diversos estudios han revelado que ademés de que en Chile existe muy poca informacién
sistematizada, no se conoce el niimero preciso de empresas existentes o el nimero de pro-
ductos comercializados, su nivel de ventas o quiénes son sus usuarios. Esto hace que, en el
ambito legal, los bioinsumos tengan el mismo trato que productos de origen sintético, lo que
aplica también para los bioinsumos importados, que suelen ingresar al pais bajo los mismos
registros que los productos quimicos y muchas veces sin una identificacién correcta [9]. A con-
tinuacion, se analizan estos aspectos y se realiza una recopilacién tanto de la oferta nacional
de bioinoculantes como de sus importaciones.

4.2.1. Oferta nacional

A partir de la informacién presentada por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) res-
pecto a los insumos visados para su uso en la agricultura orgdnica nacional, se realiza una
seleccion de los productos que son fabricados en el pais, los cuales se presentan en la Tabla
4.1, donde se incluyen 10 empresas nacionales como productoras de bioinoculantes, ya sean
biofertilizantes o bioestimulantes. Dentro de este grupo, la empresa Bio Insumos Nativa SpA.
lidera la producciéon nacional con 10 insumos diferentes, basados principalmente en los mi-
croorganismos Bacillus spp. y Trichoderma spp. Como se mencion6 anteriormente, especies
del género Bacillus poseen mas de una funcion, por lo que muchos de estos productos pueden
ser comercializados también por su rol como biocontroladores.

Si se analizan los productos fabricados por las demas empresas nacionales, se evidencia
que la mayorfa basa su produccién en estos mismos dos microorganismos (Bacillus spp. y
Trichoderma spp.), por lo que la oferta nacional no es muy variada, exceptuando algunos
productos formulados a partir de otros microorganismos como Rhizobium spp., Micorrizas,
Pinicillium spp., entre otros. Es importante destacar que a pesar de que los microorganis-
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mos activos son comunes en gran parte de los insumos nacionales visados, la composicion y
formulacién de estos varia, otorgandoles caracteristicas especificas a cada uno de ellos.

Tabla 4.1: Inoculantes formulados a partir de microorganismos benéfi-
cos en Chile.

Nombre comercial Principio activo Empresa
Centeon Max® Trichoderma virens, Bacillus subtilis
Coraza® Hypocrea spp, Bacillus spp, Bionectria spp

Nacillus Hort Pro
Nacillus® 3.01
Nacillus® PRO

Bacillus spp

Bio Insumos

Hefesto-L® Nativa SpA
Mamull® Bionectria spp, Trichoderma spp, Hypocrea spp

‘gfiﬁ;ollgzn Trichoderma spp

Puelche-VTO Trichoderma spp, Bacillus spp

BioLife Expert Metharizium spp, Lecanicillium spp, Beauveria spp

BioLife Foliar Bacillus subtilis, Trichoderma atroviride

BioLife Rhizo Bacillus spp, Trichoderma spp

BioLife Soil Paecilomyces lilacinus Agri Marine Terra
Rhizo Bacter Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis

BioLife Phos Penicillium spp, Benicillium spp, Bacillus spp

BioLife Psychro Bacillus subtilis, Trichoderma atroviride

Biopacific Seed
Biopacific Seed

Trichoderma spp, Bacillus spp

Baciflex Biopacific SpA

Foliflex Bacillus subtilis

Bacinpost

Tribac - Bio Cepas de Trichoderma spp y cepas de Bacillus spp

Tribac bacillus Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis

CONSORCIO SL Cepas de Bacillus spp, Pseudomonas spp, Trichoderma spp AGRO Q - TRAL SpA

Aquam Bacillus spp

Rizofix-Gel Rhizobium spp .

- - - Biogram

BioRoot Trichoderma spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp, algas

Raizfort-M Micorrizas arbusculares IONA Chile

RV-2 Bacterias y actinomicetos Sociedad :Agrllcola
Terragénesis

Bio Bac Humic Bacillus spp Rymsa SpA

ASO71827 Bacterias rizosféricas PGPR Agriservice SpA

Tri-Pantu Trichoderma spp Agrobiologicos

Biotawen SpA
Fuente: Elaboracion propia a partir de la informacién presentada por el Servicio Agricola y
Ganadero (SAG), respecto a los insumos visados para su uso en la agricultura organica
nacional, actualizada al 2020, y la informacion disponible en las paginas web de cada
empresa y etiquetas de cada producto.
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Adicionalmente, existen otras empresas que fabrican bioinsumos, sin embargo estos no
necesariamente estan visados para su uso en la agricultura organica nacional, no obstante,
podrian estar aplicandose en suelos destinados a la agricultura tradicional. Dentro de estas
empresas destaca Bayer, con su linea de biologicos, que incluye gran variedad de herbicidas,
insecticidas y fungicidas [58]. Agroadvance con bioestimulantes y biofertilizantes basados en
el alga marina Durvillaea antdrtica, ademas productos formulados a partir de la bacteria
Agrobacterium radiobacter o con cepas activas de Trichoderma spp [59]. Con menor partici-
pacién se encuentran empresas como UPL, con bioproductos de origen biolégico formulados
a partir de aminodcidos, proteinas, factores de crecimiento, entre otros [60]; luego, empresas
como Symborg, Anasac, Sumitomo y otras.

Al analizar el registro de patentes con pais solicitante Chile, bajo la busqueda de “biofer-
tilizante” e “inoculante”, se registran cinco patentes (no se incluyen aquellas en estado “por
resolver”), donde sélo una de estas estd asociada a un empresa, mientras que las cuatro res-
tantes son solicitadas por universidades (Luigi Ciampi es profesor de la Universidad Austral
de Chile). El contenido de las patentes se basa principalmente en el estudio de la composicién
y el proceso de produccion de biofertilizantes basados en microorganismos, donde sélo una
de ellas hace alusion al proceso de formulacion. El detalle de las patentes mencionadas se
muestra a continuacion en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Resumen de patentes chilenas de bioinoculantes.

N® Patente Titulo Solicitante Afio de
solicitud

CEPA FUNGICA DE BJERKANDERA ADUSTA DENOMINADA BJAD1-
FUB (RGM2142); COMPOSICION BIOFERTILIZANTE QUE LA
COMPRENDE; METODO DE PRODUCCION; METODO PARA Universidad

54805 or ETiZAR SEMILLAS CON LA COMPOSICION BIOFERTILIZANTE; Y Austral de chile Biofertilizante 20 L
USO PARA MEJORAR LA SOLUBILIZACION DEL FOSFORO EN EL
SUELO.
CEPA FUNGICA DE BIERKANDERA ADUSTA DENOMINADA BJAD1-
FUB, (RGM2142); COMPOSICION BIOFERTILIZANTE QUE LA
COMPRENDE; METODO DE PRODUCCION; METODO PARA Universidad ) a0
54809 L i ETIZAR SEMILLAS CON LA COMPOSICION BIOFERTILIZANTE; Austral de chile © ofertilizante 20 3
Y USO PARA MEJORAR LA SOLUBILIZACION DEL FOSFORO EN EL
SUELO.
Universidad de
54342 BIOFERTILIZANTE Y SU PROCESO DE ELABORACION. L sn g Biofertilizante 2013

Universidad de
Talca

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER FERTILIZANTE ORGANICO
BIDESTIMULANTE Y/O BIOCONTROLADOR, QUE COMPRENDE Hloessim i nta
51474 CULTIVAR UN MICROORGANISMO EN UNA CAPSULA DE CULTIVO Biopacific SpA Bioeoitrabadar 2010
CON UN SUSTRATO, PARA PRODUCIR PROPAGULOS EN FORMA DE
POLVO MOJABLE Y MEZCLAR CON FERTILIZANTES ORGANICOS.

FORMULACION CAPSULAR GRANULADA, QUE COMPRENDE
MICROORGANISMOS, TIERRA DE DIATOMEAS,
OSMOPROTECTANTE, PRECURSORES DE ANTAGONISTAS A
44776 PATOGENOS VEGETALES, Y UNA CUBIERTA DE ALGINATO
COAGULADO; METODOS DE PREPARACION; ¥ 5U USO COMO
BIOCIDA PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE PATOGENOS
VEGETALES O PARA AUMENTAR LA FIJACION DE NITROGENO.

Luigi Ciampi Biofertilizante

2000
Panno Biocontrolador

A partir de esto, se evidencia que la fase investigativa o inventiva es llevada a cabo en
gran parte por entidades educativas, y en menor medida por empresas. Sin embargo, durante
los tltimos afios han existido una serie de proyectos ligados al desarrollo de biofertilizantes,
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que no necesariamente se han traducido en la generacion de patentes. En la base de datos de
la Fundacién para la Innovacion Agraria (FIA) existen 18 proyectos de investigacién relacio-
nados con biofertilizantes, de los cuales 14 son en base a bacterias y hongos, mientras que los
restantes son formulados en base a microalgas o enzimas (Tabla A.1, Anexo A).

La mayoria de los proyectos basados en microorganismos ha sido respecto a hongos mico-
rricicos y bacterias solubilizadoras de fosforo, para los cuales no se revelan la cepas exactas
de los microorganismos utilizados. Ademas, destaca la existencia de un solo proyecto ligado
a la fijacion de nitrégeno, el cual considera microalgas para llevar a cabo esta funcion.

Al profundizar en la base de datos, es posible notar que desde el ano 2015 se inici6 la
mayor parte de los proyectos (10 proyectos de un total de 18), existiendo ain algunos en
ejecucion. A partir de esto, es posible determinar que ha existido investigacion respecto al
desarrollo de biofertilizantes en base a microorganismos, sin embargo, al no existir una gran
cantidad de proyectos iniciados durante los dos tltimo afios (2019-2020), es dificil determinar
cémo serd su alcance en el futuro.

A pesar de lo anterior, el hecho de que se destinen fondos publicos al desarrollo de proyec-
tos de investigacion en este rubro, indica que es un tema que se ha vuelto relevante, lo que
supone que el mercado nacional de este tipo de bioinsumos deberia ampliarse en los proximos
anos.

4.2.2. Importaciones

Al analizar las importaciones de biofertilizantes al pais, aparecen una serie de dificultades,
pues en primer lugar no existe un cédigo arancelario especifico para este tipo de productos,
si no mas bien son englobados dentro de la categoria: “Abonos de origen animal o vegetal,
incluso mezclados entre si o tratados quimicamente”, por lo que es sumamente dificil caracte-
rizar el mercado especifico de biofertilizantes formulados a partir de microorganismos, puesto
que se confunden con grupos de abonos de origen vegetal (restos de poda, algas, etc.) o de
origen animal (guano, estiércol de animales, entre otros).

Independiente de lo anterior, la importaciéon de este tipo de abonos, entre los que se
incluyen los biofertilizantes, ha tenido cambios considerables dentro de los tltimos anos. En
la Figura 4.1 es posible apreciar que el monto CIF (Cost Insurance and Freight, en espanol
costo, seguro y flete) en délares ha aumentado notoriamente desde el afio 2002 al ano 2019, en
particular, se observa que a partir del afio 2015 el crecimiento de las importaciones de este tipo
de productos ha sido, en promedio, de un 20 % anual. Ahora bien, las cifras correspondientes
a la exportacion de abonos registrados bajo el codigo arancelario mencionado anteriormente
(no se presentan graficamente), denotan que esta es considerablemente menor respecto de
la importacién, representando entre un 10 % y un 40 % de los movimientos arancelarios de
estos productos, a pesar de esto, existe una tendencia incremental de la exportacién. Esto se
condice con el incremento que ha tenido a nivel nacional y mundial la agricultura organica,
la que se sustenta en el creciente interés por el consumo de productos organicos.
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Figura 4.1: Importaciones de productos incluidos en el cédigo arance-
lario 31010000. Elaboracién propia a partir de los datos proporcionado
por el registro nacional de aduanas.

En cuanto al mercado particular de bioinsumos, se determina que de las empresas que
existen en Chile, un 34 % se declara productora, un 50 % netamente importadoras y un 16 %
se dedica a ambos rubros, segin se evidencia en el levantamiento de informacién guiado por
la Universidad Federico Santa Maria, en colaboracién con la Red de Chilena de Bioinsumos,
ODEPA y empresas productoras y comercializadoras de bioinsumos [9].

Cuando los bioproductos ingresan al pais, lo hacen bajo nombres distintos a los que
aparecen en sus fichas de venta en Chile. Lo anterior se atribuye a que actualmente no existe
normativa que regule las importaciones de bioinsumos, por lo que estos ingresan al pais
bajo nombres generales o inclusive, en la misma categoria que aquellos de origen quimico, lo
que favorece el desconocimiento de su composicion y funcién. Lo anterior se evidencia en la
Figura 4.2, donde un 75 % de los Bioinsumos que ingresan al pais, lo hacen bajo el nombre
de fertilizantes o abono.
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Bioinsumos importados segtin su nombre
de entrada a Chile

5%

mFertilizante mAbono @ Bioestimulante mFungicida mBiofertilizante mOtros

Figura 4.2: Importacién de bioinsumos segin su nombre de entrada
a Chile. Elaboracién propia a partir de la informaciéon recopilada y
publicada en Redagricola [9].

A pesar de lo anterior, dentro del mercado nacional tanto los productos importados como
los fabricados, son comercializados con nombres que evidencian su origen biolégico y su obje-
tivo de uso, es decir como biofertilizantes, bioestimulantes, biocontroladores, bioaceleradores,
biorremediadores, y otros, tal como se presenta en la Figura 4.3.

Bioinsumos segun nombre de venta en
Chile

H Bioestimulante B Biofertilizante ® Biocontrolador

@ Biorremediador m Bioacelerador m Otros

Figura 4.3: Nombre comercial de bioinsumos presentes en Chile. Ela-
boracion propia a partir de la informacién recopilada y publicada en
Redagricola [9].
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Al caracterizar los productos importados, es importante notar que estos provienen de
diferentes paises, donde destacan Espana, USA, Italia, Nueva Zelanda y otros como Alemania,
Dinamarca, India, China y Australia. A pesar de esto, existen paises latinoamericanos con
importante presencia, como lo es Colombia con un 14 %, seguido de México con un 8 %, tal
como se aprecia en el grafico presentado en la Figura 4.4.

Importaciones de bioproductos
H Esparia
m USA
B Colombia

Italia

29%
20%
14% B México
i 12%
o B Nueva Zelanda
i 8% -
6% M Alemania, Dinamarca, India,
| China, Australia
. 2% B Otros

Figura 4.4: Paises de origen de las mayores importaciones de biopro-
ductos a Chile. Elaboracion propia a partir de la informacion recopilada
y publicada en Redagricola [9].

El analisis anterior permite concluir que en la actualidad no existen ntimeros claros y
representativos respecto a la comercializacion de biofertilizantes en el pais, sin embargo, de-
bido al los incrementos en el consumo de productos organicos y a las exigencias en cuanto a
calidad y sanidad de los productos exportados, el uso de insumos que tengan asociados un
menor impacto tanto en su producciéon como en su aplicaciéon a cultivos, ha incrementado
considerable durante los tultimos afios, duplicandose las importaciones al pais durante los 1lti-
mos cinco anos y considerando los ultimos diez afios, esta cifra ha aumentado casi cinco veces.

Por otro lado, la mayor cantidad de los productos comercializados y visados para su uso
en la agricultura orgdnica nacional son importados, correspondiendo a un 60 % del total (cifra
obtenida a partir del registro de insumos visados para su uso en la agricultura organica na-
cional, SAG). Esto se relaciona con la limitada oferta nacional, la cual se basa principalmente
en biofertilizantes formulados a partir de Trichoderma spp. v Bacillus spp. Es por esto que
el estudio y desarrollo de procesos que permitan la producciéon de biofertilizantes con nuevas
caracteristicas a nivel nacional, permitiria reducir en parte, las importaciones de bioinsumos
y cubrir una fracciéon importante de la demanda nacional, evitando y reduciendo los costos
aduaneros y de transporte.
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Capitulo 5

Seleccion de bacterias

El diseno del proceso productivo va a depender del tipo de microorganismos a producir,
de sus condiciones de cultivo y de sus caracteristicas de crecimiento, por lo tanto, es necesario
definir las cepas de microorganismos a utilizar. En particular, se seleccionan microorganismos
que actualmente estén teniendo una participacion importante en el mercado de las importa-
ciones a nivel nacional, con el fin de asegurar la existencia de una demanda insatisfecha por
las empresas productoras de biofertilizantes en Chile. Por otro lado, se consideraran cepas de
microorganismos que hayan sido probados y validada su eficiencia en el territorio chileno, y
asi, garantizar su eficacia de aplicacién en el pais.

Considerando lo anterior, se seleccionan dos especies caracterizadas por su capacidad de
fijar nitrégeno, ademas de producir fitohormonas que estimulan el crecimiento de plantas.
Las cepas seleccionadas corresponden a Azospirillum lipoferum y Azotobacter chroococcum,
las cuales no son producidas actualmente por la industria nacional, si no que estos géneros
(Azospirillum 'y Azotobacter) son importados y utilizados como biofertilizantes principalmen-
te a través del producto TwinN, el cual ha sido probado y validado de manera exitosa en el
territorio nacional.

Ambas bacterias son diazétrofas, lo que indica que son capaces de fijar nitrégeno atmosfé-
rico sin la necesidad de formar una simbiosis con plantas. Ademaés, la utilizacién de insumos
formulados a partir de estos microorganismos, al ser aplicados en combinacién con fertilizan-
tes tradicionales, trae consigo importantes beneficios, entre los cuales destaca la reduccién de
las tasas de lixiviacion de nitratos, tal como se demostré en un estudio realizado en Califor-
nia, donde se evidencié una reduccién del 35 % en nitratos en lixiviados de plantas tratadas
con el producto TwinN (Azotobacter spp. y Azospirillum spp.), en comparaciéon con plantas
no tratadas con este bioinsumo [61].
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5.1. Caracteristicas de las bacterias seleccionadas

Azospirillum spp.

Las bacterias del género Azospirillum se caracterizan por ser Gram-negativas y facultati-
vas de vida libre. Destacan por poseer gran flexibilidad para metabolizar carbono y nitrégeno,
lo que las hace altamente competitivas en el suelo [62], pues pueden hacer uso de diversas
fuentes de nitrégeno como amoniaco, nitrato, nitrito, nitrégeno molecular y aminoécidos, y
fuentes de carbono como acidos orgénicos (malato, piruvato, succinato y fructosa) [63]. Son
capaces de colonizar tanto el interior como la superficie de las raices, asegurando disponibi-
lidad de nutrientes en la region radicular de la planta [64].

Este género se encuentra presente en diversas zonas geograficas, por lo que es ampliamente
conocido y estudiado, destacando las siguientes especies de Azospirillum: A. lipoferum, A.
brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens, entre otras. No obstante, las especies que han
sido estudiadas en mayor profundidad corresponden a A. lipoferum y A. brasilense, las cuales
se encuentran generalmente colonizando regiones adyacente a gramineas y forrajeras [65] [66].
Diversos estudios y ensayos en campo, han demostrado que el uso de A. lipoferum promueve
el crecimiento vegetal, incrementando la productividad de los cultivos [67], principalmente
cuando se asocia a plantas como tubérculos y cereales (maiz, avena y arroz) [68].

Azotobacter spp.

Azotobacter spp. corresponden a bacterias aerdbicas estrictas. Al igual que Azospirillum
spp. son Gram-negativas de vida libre, capaces de realizar fijaciéon bioldgica de nitrogeno vy,
producto de su metabolismo, generar sustancias promotoras del crecimiento vegetal [69]. Adi-
cionalmente, Azotobacter spp. son capaces de solubilizar fosfatos, permitiendo incrementar la
concentracion de fésforo soluble en el suelo [70].

Esta bacteria es regularmente encontrada en diferentes tipos de suelos asociada a la ri-
zosfera, o en las hojas de multiples plantas. Las especies que mas se destacan corresponden
a A. chroococcum, A. vinelandii y A. beijerinckii. Se ha demostrado que la utilizacion de
Azotobacter spp. ha permitido reducir hasta en un 40 % la fertilizacién nitrogenada tradi-
cional, generando ademads, rendimientos de entre 25 % a 50 % en hortalizas, 44 % en maiz e
incrementos menores en zanahoria, arroz y cebada [71]. Ademas, tiene la capacidad de fijar
al menos 10 [mg| de N, por gramo de carbohidrato, sin embargo, su presencia en el suelo esté
fuertemente ligada a la existencia de materia organica, humedad y condiciones especificas de
pH [71].
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5.2. Co-inoculaciéon

La técnica de inoculacion mixta esta basada en el uso de diferentes microorganismos, los
que en conjunto producen un efecto sinérgico, siendo capaces de superar el nivel de produc-
tividad de cultivos comparado al caso de aplicacion individual [72]. En bacterias se generan
interacciones a través del suministro de nutrientes, remocién de productos o por estimulos a
través de mecanismos fisicos o bioquimicos, presentando mayores tasas de éxito, mejorando
la absorcion de nitrégeno, fosforo y otros minerales y, en consecuencia, aumentando la pro-
ductividad de los cultivos [73].

Estudios de co-inoculacion de Azotobacter spp. v Azospirillum spp. en cultivos de trigo,
demostraron el efecto sinérgico de ambos géneros, verificindose una absorcién de nitrégeno
significativamente mayor que las mismas bacterias inoculadas de manera independiente [74].

5.3. Experiencia en Chile

Hasta el momento, en Chile no existen pruebas en campo de la efectividad de inoculacion
con estos microorganismos de manera independiente o conjunta, excepto por las pruebas de
aplicacion del producto TwinN. En la temporada 2015-2016 se realizaron siete ensayos comer-
ciales desde la VII a la IX regiéon del pais, donde se evalu6 la aplicacion de este biofertilizante
en remplazo de 100 [kg] de urea por hectérea y su efecto sobre el rendimiento en cultivos
de trigo. En este estudio se obtuvo que el tamano y peso de las espigas aumenté considera-
blemente, demostrando que la aplicacién comercial de TwinN, es una herramienta eficaz y
medioambientalmente sustentable, para reducir las aplicaciones de fertilizantes nitrogenados,
manteniendo y/o aumentando los rendimientos [75].

Estos estudios han sido realizados principalmente por la empresa AM ecological (dis-
tribuidor del producto TwinN en Chile), mediante investigaciones conjuntas con diversas
universidades (UDEC, UFRO, UST, UCV, UCT). En estos se demostré que el producto ayu-
da considerablemente al desarrollo radicular, y que en cultivos exigentes en nitréogeno puede
ayudar a aportar un 30 % del requerimiento de este nutriente, mientras que en cultivos con
bajos requerimientos de nitrégeno, este valor puede llegar al 50 % [76].

Adicionalmente, investigadores independientes realizaron estudios de efectividad del pro-
ducto durante la temporada 2013-2014 en cultivos de papas de la Regién de La Araucania,
en los cuales se evidencié un incremento significativo en el rendimiento de los tubérculos,
disminuyendo la incidencia de enfermedades. Ante esto se concluye que la adiciéon del bio-
fertilizante TwinN a un cultivo de papa podria reemplazar en parte la fertilizaciéon quimica
nitrogenada, disminuyendo los problemas de toxicidad en el suelo [77].
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Capitulo 6

Capacidad de la linea de proceso

Durante los dltimos anos se ha presentado un creciente interés por el consumo de pro-
ductos organicos, de hecho, la demanda global de este tipo de alimentos ha aumentado
considerablemente, donde el mercado de estos pasé de USD 21.000 millones en 2001 a los
USD 89.700 millones en 2016, lo que representa un crecimiento de 327 % para el periodo
[78]. Los principales consumidores de alimentos organicos son los europeos, quienes a pesar
de producir localmente sus productos, existen épocas del ano y frutas especificas que no son
cultivables en sus tierras, por lo que esa falta de suministro es un mercado potencial tanto
para Chile como para otros productores organicos. Prueba de esto es el incremento en las
exportaciones de ese tipo de productos que s6lo en el 2018 fue de un 16 % respecto al afio
anterior.

Dentro de las repercusiones que ha tenido esta nueva forma de fertilizacion destaca la
aparicion de nuevas regulaciones y exigencias respecto a su uso. En particular, la Unién Eu-
ropea (UE) aprobé el Reglamento 2019/1009, el cual comenzara aplicar en 2022, donde se
explicita la necesidad de utilizar productos organicos para fertilizar [79]. Chile no se ve exento
a esta nueva normativa, ya que como pais exportador, debe estar al tanto en lo que respecta
a normas de importacion tanto de la UE como de EEUU, China, Japén y Corea, que son los
principales importadores (cerca del 50 % de las importaciones del rubro) [80].

Considerando lo anterior, se espera que el producto se certifique organicamente, por lo
que para determinar la capacidad de produccion, se consideran aquellos suelos organicos na-
cionales que se encuentran certificados. Segtin datos del Servicio Agricola y Ganadero (SAG),
la superficie nacional certificada orgéanica corresponde a la mostrada en la Figura 6.1 [81]. En
esta solo se incluyen superficies asociadas a: recoleccion silvestre; frutales mayores; frutales
menores; uva vinifera; plantas medicinales y aromaticas; hortalizas y leguminosas y, cereales
y viveros, excluyendo superficies clasificadas como praderas o sin uso productivo, puesto que
en estas no se realizan procesos de fertilizacion.

A partir de los datos informados por el SAG, es posible analizar de manera general el

comportamiento del sector. Se observa que, entre el ano 2017 y 2018, la superficie organica
bajé un 62 %, es decir de 171.479 [ha] disminuy6 a 65.971 [ha].
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Figura 6.1: Evolucion de la superficie organica. Elaboracion propia a
partir de datos publicados por el SAG.

Esta disminucién se refleja en superficies destinadas a hortalizas, plantas medicinales y
aromaticas, y, cereales y viveros, debido a que el SAG cambié la manera de entregar las esta-
disticas de superficies certificadas. Esto consistio en que desde el ano 2018, s6lo se declara la
superficie fisica certificada como “policultivo”, que anteriormente consideraba la suma de la
superficie cultivada de todo el ano. Por ejemplo, si antes en 1 [ha] se cultivaban dos rotaciones
por ano, la superficie organica certificada era 2 [ha], pero desde el afio 2018 esta fue de s6lo
1 [ha] [81]. A pesar de esta modificacién, se aprecia una tendencia de crecimiento evidente y
constante.

Con el fin de estimar la superficie organica que se desea cubrir con el biofertilizante, se
proyecta la superficie organica nacional para el ano 2025. Para esto, se consideran los datos
actuales del SAG (color verde en la Figura 6.2), es decir con la nueva forma de contar la
superficie organica certificada, pero incluyendo la tendencia historica, es decir, se supone que
la superficie organica se incrementara en la misma razén en que aumentd durante los anos
2014 a 2017. Esta proyeccion se presenta en rojo, a continuacion en la Figura 6.2.

Evolucion de la superficie organica proyectada a 2025 (hectareas)
350000

300000
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Figura 6.2: Evolucion de la superficie organica proyectada a 2025.
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De esta manera, se proyecta que para el 2025 la superficie organica certificada (excluyendo
praderas y suelos sin uso productivo) sera 306.711,8 [hal, lo que corresponde a casi un 15 %
de la superficie nacional cultivable, equivalente a 2.123.943 [ha] [82].

Se considera cubrir en un 35 % la superficie orgdnica proyectada para el 2025, es decir
107.349 [ha]. Adicionalmente, acorde a informacién proporcionada por expertos del area co-
mercial®, se sugiere ofrecer el producto a agricultores que no estén certificados como orgénicos,
puesto que muchos no han iniciado este tramite debido al costo monetario y a las constantes
renovaciones. Es por esto que se determina cubrir ademés un 10 % de los suelos cultivables
no certificados, equivalente a 181.723 [ha]. En resumen, se propone abarcar 289.072 [ha] de
suelos cultivables.

Considerando que 1 hectarea debe ser inoculada con 6 - 10'° [UFC], acorde a la propor-
cién indicada para biofertilizantes fijadores de nitrogeno, y que ademads, se obtiene una mayor
efectividad si esta inoculacién se repite en una segunda aplicacion [83] [84], entonces la pro-
duccién total de microorganismos para el ano 2025 debe ser de 3,47 - 10! [UFC]. Como el
peso seco de las bacterias es igual a 1- 1072 [g], entonces se requiere una produccién anual
de 34,7 [kg] (peso seco).

Ahora bien, si se considera que la efectividad de separacién en el proceso de centrifugado
es igual a un 90 % [85] y que la viabilidad celular de los microorganismos luego de la etapa de
liofilizacién es de un 80 % [86], se determina que la masa anual de bacterias a producir es de
48,17 [kg] (peso seco). De esta forma se asegura que la cantidad de producto final generado
permite inocular el niimero de hectéreas definido.

1 Reunién sostenida con Maria Isabel Guerra, Ingeniera Civil Industrial, Mdster en Gestion y Economia de
la Innovacion, diciembre 2020.
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Capitulo 7

Seleccion del proceso de produccion

El diseno es una parte fundamental del desarrollo de cualquier proceso, asi como también,
la eleccién de las operaciones y tipos de equipos a utilizar. Esto permitird, posteriormente,
realizar los balances de masa y establecer los requerimientos energéticos de cada equipo en
particular. Considerando los objetivos del trabajo y la informacién presentada en los capitulos
anteriores, en esta seccion se estableceran los criterios de diseno del proceso de produccion de
las bacterias Azotobacter chroococcum y Azospirillum lipoferum, junto con sus requerimientos
nutricionales y condiciones de fermentacion. Finalmente, se definiran las etapas posteriores
a la fermentacion, que determinaran el formato del producto final.

7.1. Medio de cultivo

A continuacién, se analizan los diferentes medios de cultivos que pueden ser utilizados
para cada microorganismo, tomando en consideracion las fuentes de carbono, nitrégeno, sales
y otras soluciones nutritivas. La eleccion se basara en el medio diseniado que presente mejores
rendimientos y tasas de crecimiento para cada microorganismo.

7.1.1. Fuente de Carbono

Algunas de las especies del género Azospirillum usan para su crecimiento fuentes de car-
bono especificas, como algunos monosacaridos y disacaridos, ademas de acidos organicos
como el dcido mélico y el succinico [87]. Especies como A. lipoferum y A. brasilense tienen
todas las enzimas de la via Embden-Meyerhof-Parnas (via de glucélisis anaerobia) y de la
via Entner-Doudoroff (via no tradicional que cataboliza glucosa a piruvato), ademds de las
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, por lo que tienen la capacidad de utilizar diferentes
fuentes de carbono [88]. Esto hace que estas especies tengan un metabolismo carbonado y
nitrogenado muy versatil, permitiendo que se adapten y se establezcan de manera competiti-
va en el entorno de las plantas, pudiendo utilizar una amplia gama de sustratos. Ademas, en
condiciones ambientales desfavorables, tales como desecacion y carencia de nutrientes, estas
bacterias pueden enquistar, recubriéndose con una capa de polisacaridos y ademés, acumu-
lando granulos de S-hidroxibutirato, que cumplen un rol de reserva de carbono [89] [90].
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A partir de una recopilacién bibliografica, se determinan las fuentes de carbono que pueden
ser metabolizadas por las principales especies del género Azospirillum, las cuales se presentan
a continuacion en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1: Fuentes de carbono utilizadas por diferentes especies del
género Azospirillum.

Fuent]izpdeem(e]sa\rbono A. doebereinerae A. lipoferum A. brasilense A. halopraeferens A. amazonense
Glucosa +/- + T . T
Glicerol + + T T -
Manitol + + N T -
Ribosa - + N T T
Sorbitol + + N : -
Sacarosa - + T . T

N-acetil glucosamina - + N ND nya

Nota: -, Al menos el 90 % de las muestras no puede metabolizar la fuente de carbono; +, Mas del 90 % de las muestras
pueden metabolizar la fuente de carbono; +/-, Algunas muestras (10 y 90 %) pueden metabolizar la fuente de carbono;

ND, Informacién no disponible. Elaboracién propia a partir de una recopilacién de diversos autores [87] [88] [89] [91].

El género Azotobacter es similar al género Azospirillum, tanto en su funcionamiento como
en sus requerimientos nutricionales y ambientales. Como se mencioné en secciones anteriores,
ambas bacterias son diazotréficas y capaces de metabolizar diferentes sustratos como fuen-
tes de carbono. Particularmente, A. chroococcum es capaz de metabolizar fructosa, glucosa,
sacarosa, manitol, succinato, entre otros [92] [93] [94]. Un resumen de las fuentes de carbono
utilizadas por las principales cepas del género Azotobacter se muestra en la Tabla 7.2.

Tabla 7.2: Fuentes de carbono utilizadas por diferentes especies de

Azotobacter.
Depzeited) A. vinelandii A. beijerinckii A. paspali A. chroococcum
Fuentes de Carbono
Glucosa +/- + + +
Glicerol +/- +/- - +/-
Manitol + +/- - +
Sorbitol + +/- - +
Sacarosa + +/- + +
Fructosa + + + +

Nota: -, Al menos el 90 % de las muestras no puede metabolizar la fuente de carbono; +, Més del 90 % de
las muestras pueden metabolizar la fuente de carbono; +/-, Algunas muestras (10 y 90 %) pueden metabolizar

la fuente de carbono. Elaboracién propia a partir de una recopilacién de diversos autores [92] [93] [94].
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7.1.2. Fuente de Nitrégeno

Azotobacter spp. v Azospirillum spp. son capaces de metabolizar diferentes fuentes de ni-
trégeno como amonio, nitrato, nitrito y aminoacidos. Cuando estos se presentan en bajas con-
centraciones, las bacterias expresan la actividad nitrogenasa, pudiendo captar y metabolizar
el nitrégeno molecular atmosférico [22], el cual se utiliza principalmente para la bionsintesis
de sus proteinas, acidos nucleicos y polimeros de la pared celular [87].

7.1.3. Fuente de Fésforo y Azufre

El fésforo es un elemento esencial para el desarrollo de Azotobacter spp. y Azospirillum
spp., puesto que estimula el metabolismo de carbono y la fijacion de nitrégeno. Es por esto
que, la carencia de este micronutriente puede llegar a inhibir el desarrollo de estos microor-
ganismos [95]. La forma mdas comtn de adicionar fésforo a medios de cultivo es en forma de
4cidos nucleicos y fosfatos (PO;®).

El azufre es utilizado para la sintesis de aminoacidos como metionina y cisteina, y suele
ser incorporado al medio de cultivo en forma de sulfato (SO;?), siendo los mas comunes

MgSO4 y KQSO4.

7.1.4. Micronutrientes y vitaminas

Las bacterias diazotroficas requieren de otros elementos para llevar a cabo la fijacion de
nitrogeno molecular, entre ellos el Mg y el K. Ambos suelen ser incorporados en conjunto
con los sulfatos y fosfatos [96].

Adicionalmente, se requiere la incorporacion de otros micronutrientes, los cuales contribu-
yen al funcionamiento estructural de enzimas. Entre estos se encuentran aquellos utilizados
para el crecimiento, como Ca, Mn, Fe, Co, Cu y Zn y otros escasamente utilizados por el
metabolismo: Na, Al, Si, CI, Cr, Ni, Se, As, Mo, Sn e I. Por lo general es complejo demostrar
el requerimiento exacto de estos micronutrientes, puesto que suelen estar asociados a impu-
rezas de los componentes principales [96].

Las vitaminas suelen actuar como coenzimas y en su mayoria, son sintetizadas por los
microorganismos, particularmente, Azotobacter spp. vy Azospirillum spp. tienen la capacidad
de producirlas por lo que no se requiere su adicién artificial en los medios de cultivo [97].

7.1.5. Factores fisicoquimicos

[ ] pH
Azospirillum spp. presenta un rango 6ptimo de pH entre 6,5 y 7,5, por lo que valores
fuera de este rango podrian desencadenar la inhibiciéon del crecimiento y desarrollo
del microorganismo. Particularmente para A. lipoferum, suelen utilizarse valores entre
7,0 y 7,5 [98], mientras que para A. brasilense suelen considerarse pH entre 6,0 a 7,8
[99]. Por otro lado, Azotobacter spp. pueden crecer desde pH cercanos a 5,5, como A.
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chroococcum y A. vinelandii [100], no obstante, su crecimiento 6ptimo se encuentra en
un pH entre 7,0 y 7,5 [101].

Temperatura

Especies del género Azospirillum presentan condiciones éptimas de crecimiento a tem-
peraturas entre 30 y 37 °C, siendo las més comunes entre 30 y 35 °C [98]. Para el
caso de Azotobacter spp. la temperatura 6ptima se encuentra entre 30 a 32 °C [102], en
especifico, Azotobacter chroococcum alcanza un crecimiento 6ptimo a 30 °C [101].

Aireacion

Para Azotobacter chroococcum, al igual que para otras especies del género Azotobacter,
la aireacién y la agitacién son parametros que influencian positivamente la produccién
de biomasa en sistemas de fermentacién liquida en tanque agitado [103, 104]. Esto se
debe a que A. chroococcum requiere de oxigeno para su éptimo crecimiento y desa-
rrollo celular [105]. Considerando lo anterior, resultados reportados por Pena et al.
[105], aseguran que la aireacién necesaria para bacterias del género Azotobacter en sis-
temas de fermentacion de tanque agitado es de 1 vvm (volumen de aire/volumen de
medio - minuto), mientras que otros estudios indican que a partir de 0,4 vvm se logra
una aireacién suficiente, obteniendo rendimientos similares [106].

Para Azospirillum spp. la aireacion y la agitacion también son fundamentales para el
crecimiento del microorganismo, donde la aireaciéon reportada varia desde los 0,5 vvm
[98] hasta 1,5 vvm (Espana, 1997. Patente N° 2093559).

7.1.6. Seleccion del medio de cultivo

Para Azotobacter chroococcum, la velocidad especifica de crecimiento (u) varfa entre
0,09 [h~1] y 0,12 [h™!], dependiendo de la fuente de carbono y las condiciones de opera-
cién [107]. Para este estudio, se considera un medio de cultivo que utiliza melaza (47,6 %
peso/peso de sacarosa) como principal sustrato, donde el microorganismo alcanza una
velocidad especifica de crecimiento de 0,11 [h~!]. La eleccién de este medio, se sustenta
en que tanto de la velocidad (1) como el rendimiento de sustrato en células (Y;/,) son
conocidos, por otro lado, a pesar de que la bacteria es diazotrofica, la presencia de
nitrégeno en el medio (contenido en la melaza) permite alcanzar la tasa de crecimiento
mencionada anteriormente, sin la necesidad de agregar compuestos nitrogenados adi-
cionales al medio [101].

En este caso, se consideran 40 [g/L] de melaza (19 [g/L] de sacarosa), puesto que con-
centraciones mayores (sobre 30 [g/L] de sacarosa), sumado a un aireacion excesiva,
inducen la produccién de alginato, tal como ocurre con Azotobacter vinelandii [108]
[109], lo que genera una barrera adicional a la transferencia de oxigeno dentro del siste-
ma, teniendo que incrementar el suministro de este durante la operaciéon [110]. Ademas,
este desvi6 de nutrientes (hacia la produccién de alginato) limita la generacién de bio-
masa. Considerando lo anterior, el medio propuesto para el crecimiento de Azotobacter
chroococcum se muestra en la Tabla 7.3.
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Tabla 7.3: Composiciéon medio utilizado para el crecimiento de Azoto-
bacter chroococcum [101].

Componentes Cantidad [g/L]
Melaza 40
MgSO, - TH,O 0,1
NasMnOy - 2H50 0,005
CaCly - 2H50 0,1
KH>PO, 0,1
KoHPO, 0,9
FeSO, - TH,0 0,01

En el caso de Azospirillum lipoferum, la velocidad especifica de crecimiento (u) es si-
milar a las obtenidas para Azotobacter chroococcum [111]. Para este microorganismo,
se considera un medio de cultivo basado en glucosa como principal fuente de carbono,
ademas de la adiciéon de otros compuestos necesarios para el crecimiento del microor-
ganismo [112]. Dentro de la composicién del medio, se descarta la adicién de extracto
de levadura, puesto que durante su consumo no se observa crecimiento del microorga-
nismo, sino sélo acumulacién de PHB [98]. El medio propuesto, cuya composicién se
muestra en la Tabla 7.4 permite alcanzar una velocidad especifica de crecimiento ()
de 0,13 [h™!], levemente mayor que para el caso de Azotobacter chroococcum.

Tabla 7.4: Composicion medio utilizado para el crecimiento de Azos-
pirillum lipoferum [98].

Componentes Cantidad [g/L]
Glucosa 20
MgSO, - TH,O 0,2
NaCl 0,1
NasMnO, - 2H50 0,002
CaCl, 0,02
KHyPOy 0,4
KyHPO, 0,6
FeSO, - THyO 0,01
(NH,)250, 3

Preparacion del medio de cultivo

Para elaborar los medios de cultivo, se deben realizar 2 soluciones. La primera debe
contener la fuente de carbono principal (melaza para el caso de Azotobacter chroococcum y
glucosa para Azospirillum lipoferum) y las sales de potasio, mientras que la segunda incluye
las sales restantes. Lo anterior se realiza con el objetivo de evitar la precipitaciéon de sales.
Una vez esterilizadas ambas soluciones, se procede a la mezcla de estas, desarrollando asi los
medios de cultivo [113].
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7.2. Fermentacion

La fermentacion tiene como objetivo aumentar la biomasa inicial, con el fin de que al
terminar el proceso, se obtenga la cantidad de producto estimada semanalmente. Como se
presenté en la seccion 3.3.2, las fermentaciones pueden ser realizadas en tres modos de opera-
cién principales: batch, fed-batch o de manera continua, acorde a las condiciones de crecimiento
del microorganismo y de la concentracién que se desea alcanzar.

En este caso particular, se requiere llevar a cabo una fermentacién simple, cuyo principal
objetivo es el aumento de biomasa, por lo que se determina la utilizacién de cultivos batch,
excepto por la iltima etapa de la fermentacién, en la cual se incorporara la operacion fed-
batch, con el fin de prologar la fase exponencial del microorganismo, incrementando atin mas
la biomasa generada.

Considerando lo anterior, el proceso de fermentacion se lleva a cabo en dos etapas princi-
pales: la primera de propagacién en matraces de 0,3 litros y luego en fermentadores de 3 litros
de capacidad, y la segunda, consistente en la fermentacion principal realizada en reactores
fed-batch de 30 litros (los valores antes mencionados hacen alusién al volumen de ocupacion
de los reactores con caldo de cultivo).

Como el biofertilizante formulado estard compuesto por ambos microorganismos en igual
proporcion, y como estos tienen requerimientos y caracteristicas de crecimiento y cultivo
diferentes, se opta por el disefio de dos lineas de proceso, una para cada microorganismo, la
linea L1 (cultivo de Azotobacter chroococcum) y L1’ (cultivo de Azospirillum lipoferum.).

7.3. Concentracion de la biomasa

Los tiempos de operaciéon en etapas de posteriores de formulacién pueden oscilar entre las
12 y 24 horas, en productos con una humedad de alrededor del 70 %, por lo que es fundamen-
tal la existencia de etapas de concentracion de la biomasa con el fin de reducir los tiempos
de operacién y en consecuencia, los gastos energéticos asociados.

Como técnicas de concentracion de células del caldo de cultivo, suelen utilizarse la fil-
tracion, microfiltracién y centrifugacion. Cuando el procedimiento requerido busca aumentar
la concentracion celular sin la necesidad de separar las células completamente del medio de
cultivo (como es el caso), es preferible utilizar equipos de centrifugacién [114, 115], dénde
destacan centrifugas tubulares y de disco.

La principal diferencia entre estas centrifugas se basa en el diseno de su tazon o tina, y en
la forma como se descargan los sélidos sedimentados [116]. Las centrifugas de discos constan
de un eje vertical sobre el cual se monta un conjunto de discos en forma de conos, uno sobre
otro. Durante la operacion, los sélidos se depositan en la cara interna de estos, resbalando
hacia la caAmara colectora debido al angulo de los discos. En la mayoria de los casos se obtiene
un sedimento de consistencia lodosa [116].
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Las centrifugas tubulares son eficientes y sencillas, capaces de separar particulas hasta de
0,1 [um]. Como se observa en la Figura 7.1, durante una operacién tipica, la suspension es
alimentada por la parte inferior de la centrifuga y los sélidos sedimentan en la pared del tubo,
mientras que el liquido claro se colecta por rebosamiento en la parte superior. Sin embargo,
la torta tiene que ser descargada manualmente, por lo que su operacion es discontinua. Los
modelos industriales tipicos cuentan con un tubo de 11.5 [cm] de didmetro por 76 [cm] de
longitud, el cual puede girar hasta 15.000 [rpm]|, con capacidad entre 500 y 3.500 [L/h] y una
retencién de sélidos de hasta 4 [kg] por lote [116].

Figura 7.1: Centrifuga sedimentadora de tipo tubular [116].

Se determina utilizar una centrifuga tubular, pues requiere cortos tiempos de operacién
(asociado a las altas revoluciones alcanzadas) y se genera una torta firme (con baja concen-
tracién de agua), que favorece su dep6sito y posterior tratamiento en equipos de formulacién.

7.4. Formulacion

Existen diferentes formulaciones para los biofertilizantes, como soportados en suelos (ar-
cillas, turba, carbdn, etc.), en materiales inertes (perlita, vermiculita, alginato, etc.), encap-
sulados, formulaciones liquidas y cultivos liofilizados (Ver seccién 3.3.3). Para determinar
la formulacion 6ptima para la produccién de este biofertilizante, se considera la opinién de
expertos en el rubro, quienes sugieren que es indispensable que el biofertilizante formulado
permita un facil manejo, un almacenamiento a largo plazo y que ocupe el menor volumen po-
sible para reducir sus costos de transporte y exportacién . Considerando esto, se determina
que el biofertilizante tendré una presentacién liofilizada, puesto que asegura altos indices de
supervivencia (sobre el 80 %) [117], ademés de permitir un almacenamiento reducido y por
largos periodos a temperatura ambiente.

1" Conversacién sostenida con Pablo Nuiiez y Maria Fernanda Flores, Gerente técnico y Gerente de Proyectos
en Agroadvance SpA, respectivamente, noviembre 2020.
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Capitulo 8

Balance de masa

En este capitulo se presentan los balances de masa correspondientes a cada operacion
unitaria del proceso de produccién del biofertilizante, incluyendo los flujos involucrados con
su correspondiente composicién y magnitud.

Tal como se mencioné en el Capitulo 6, para el ano 2025 se requiere una produccién
anual de 34,7 [kg] (peso seco) de biofertilizante. Sin embargo, al considerar las pérdidas de
biomasa en las etapas de centrifugacién y la pérdida de viabilidad luego de la liofilizacion, se
determina una produccion de 48,2 [kg], para asegurar que el producto final a aplicar pueda
inocular el niimero de hectareas definido.

Considerando que la elaboracién de cada lote de producto tendré una duracién estimada
de una semana, entonces la cantidad de microorganismos a producir por lote serd de 926
gramos (peso seco). Como el biofertilizante estard compuesto en igual proporcién por cada
microorganismo, se determina una produccién de 463 gramos (peso seco) a la semana de
Azotobacter chroococcum y la misma magnitud para Azospirillum lipoferum.

El proceso de producciéon disenado considera dos lineas independientes para cada mi-
croorganismo, debido a que estos poseen diferentes tasas de crecimiento y requerimientos
nutricionales, por lo que los rendimientos y condiciones de fermentacién varian. Para la eta-
pa de concentracién, se utilizard la misma centrifuga para ambos microorganismos, la cual
incluira el vaciado y limpieza del tazén antes de realizar el cambio de cepa. Una vez que se
obtiene la biomasa concentrada, esta se posiciona en un liofilizador en bandejas diferenciadas
para cada microorganismo, de esta forma el equipo opera sélo una vez con ambas bacterias
en su interior, reduciendo costos energéticos. Una vez que culmina la liofilizacion, se mezclan
ambos microorganismos en igual proporcion para el desarrollo del biofertilizante. Un esquema
de lo anterior se muestra a continuacion en la Figura 8.1.
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Figura 8.1: Diagrama del proceso productivo. Los Flujos F hacen alu-
sion a Azotobacter chroococcum, mientras que los flujos F7 a Azospiri-
llum lipoferum. La descripcion de cada corriente se incluye en detalle
en las secciones 8.1 a la 8.3.
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8.1. Etapas de fermentacion

8.1.1. Cultivo de Azotobacter chroococcum

La finalidad del proceso de propagacion es aumentar la cantidad de biomasa que se inocu-
lard en el fermentador principal (30 litros). Estas etapas consisten en fermentaciones sucesivas
dentro de las cuales estdn: cultivo en matraz de 300 [ml], cultivo en fermentador de 3 [L] y
cultivo en un fermentador de 30 [L]. Cada uno de estos cultivos es inoculado con el cultivo
anterior y alimentado con el medio de cultivo determinado en la seccién 7.1.6. La Figura 8.2

ilustra el sistema de propagaciéon en fermentadores.
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Figura 8.2: Diagrama de las etapas de fermentacion

Como se mencioné previamente, existen dos lineas de produccion, una para cada mi-
croorganismo, donde la notacién varia con el uso de comillas, por ejemplo S1 corresponde
al preinéculo de Azotobacter chroococcum y S1’ corresponde al preindculo de Azospirillum
lipoferum. Para las siguientes secciones, se ilustraran las imagenes representativas para un
microorganismo (Azotobacter chroococcum), para no ser redundante con la presentacién de

la informacion.

34



a) Propagacién en matraz

Se utiliza un matraz para la generacion del in6culo de Azotobacter chroococcum a partir
de un preindculo (S1) y medio de cultivo (F1).

= Esquema del proceso

En la Figura 8.3 se aprecia el diagrama asociado a la generaciéon del indculo en el

matraz.
—Fl—*
—S1—» —F2—
)
Matraz
Figura 8.3: Diagrama del cultivo en matraz.
» Datos

Para la realizacion del balance de masa, es necesario conocer el valor de los parametros
presentados a continuacién en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1: Datos utilizados para el balance de masa en el Matraz.

Parametros Valor | Unidad Referencia
Velocidad especifica de crecimiento (p) 0,11 [1/h] [101]
Concentracién final de biomasa (zy) 6 lg/L] En este trabajo
Rendimiento de sustrato en células (Y,/,) | 0,413 l9/4] [101]

Ademas, en la Tabla 8.2 se describen los volimenes y su caracterizacion al inicio y
término de la operacién en el matraz.

Tabla 8.2: Descripciéon y volimenes al inicio y término de la operacion
en el matraz.

Nombre Descripciéon Inicio [L]
S1 Prein6culo 0,03
F1 Medio de cultivo 0,27
F2 In6culo 0,3
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= Ecuaciones y supuestos

Para la realizaciéon del balance de masa en el matraz, se consideraron los siguientes
supuestos:

o La velocidad especifica de crecimiento () y el rendimiento de sustrato en células
(Ya/y) corresponden a datos especificos obtenidos para Azotobacter chroococcum
en el medio de cultivo seleccionado, el cual utiliza melaza como fuente de carbono
en una concentracién de 40 [g/L], lo que corresponde a 19 [g/L] de sacarosa.

» Se asume que el preingculo es un 10 % del volumen del inéculo final [101], es decir
30 [mL], y que la concentracién inicial de células es de 0,6 [g/L], 1o que corresponde
a un 10 % de la concentracion final que se desea alcanzar.

» Esta etapa se detiene cuando la concentraciéon de microorganismos alcanza los 6
[g/L]. Es importante tener en cuenta que para conservar el crecimiento exponencial
del microorganismo, no se debe agotar la sacarosa presente en el medio, pero se
debe asegurar que el consumo de esta sea de al menos el 80 %, para minimizar
el aprovechamiento incompleto del sustrato, y por ende, gastos innecesarios en la
adquisicién de este [101].

o El sistema considera una operacion batch, esto indica que no existen flujos de
entrada ni de salida. Ademds se asume una agitaciéon constante, asegurando la
homogeneidad en el caldo de cultivo.

e Se considera que la densidad al inicio y al final de la operaciéon en el matraz es
constante e igual a la del agua, debido a la alta concentracion de esta ultima (sobre
el 98%).

o Por dltimo, se supone el crecimiento del microorganismo en su fase exponencial,

por lo tanto, la muerte celular se asume como despreciable (o = 0).

El balance global en el equipo esta dado por la Ecuacion 8.1.

d(p-V)

Fin . pzn . Fout . pout — pn

(8.1)
Considerado que no existen entradas ni salidas del sistema (F™ = F°“ = ()), se obtiene:

d(p-V) _
dt =0

Tomando en cuenta una densidad constante, se desprende que no existe variaciéon de
volumen, es decir V' = constante.

Considerando esto, al final de la operacion se tendra el mismo volumen que al inicio
) )
que corresponderia a la suma del volumen del preinéculo mas el medio de cultivo.

Va1 + Vi1 = Vg

Considerando los valores indicados en la Tabla 8.2, entonces Vg = 0,3 [L].
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El sustrato es consumido acorde a la generacion de biomasa obtenida, en este caso se
conoce la concentracion inicial y final de microorganismos, por lo que a partir de la
Ecuacion 8.2 es posible estimar la concentracion de sacarosa al finalizar la operacion.

Ax

Yo = A

(8.2)

Considerando los datos de la Tabla 8.1, se obtiene la concentracion final de sacarosa.

_ _Zpoa
Yop = —(sf — s1)
_19[g/L]-0,27 [L] 6 [g/L] —0,6[g/L]
R 7 ST T R

La concentracién de sacarosa remanente es de 4 [g/L], sin embargo, esta continuard
consumiéndose en las siguientes fermentaciones.

Para los microorganismos, a pesar de que se conoce la concentracion inicial y final, se
realiza un balance de biomasa, con el fin de obtener su dependencia en el tiempo, tal
como se muestra en la Ecuacion 8.3.

Células ;, — Células , + Crecimiento cepuiar — Muerte cepyiar = Acumulacion (8.3)

Al reemplazar cada uno de estos términos por su expresion matematica, se obtiene:

d(z -V
F-xm—F-mout—l—,u-:v-V—a-x-V:%t)

Tomando en consideracién que a partir del balance de masa global del equipo, se obtuvo
que el volumen era constante, entonces % = 0. Ademas, tal como se menciona en los
supuestos, al ser una operacién batch no existen corrientes de entrada ni salida (F=0)
y por ultimo, se considera despreciable la muerte celular (a« = 0). De esta forma, la
expresion se reduce a lo siguiente:
d(z)
pozr-V=y. a7

Simplificando el volumen, reordenando términos e integrando, se obtiene la Ecuacién
8.4 que relaciona la concentracién de microorganismos con su tasa de crecimiento y el
tiempo de cultivo. A partir de esta expresion, en el capitulo 9 se obtendra el tiempo de
fermentacion.

T =xo- et (8.4)
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Considerando las concentraciones y volimenes obtenidos previamente, se determinan
las composiciones al inicio y final de la operacién, las cuales se muestran a continuacion
en la Tabla 8.3. Ademads, en el Anexo B, se presentan los resultados del balance en masa,
volumen y concentracion, para los microorganismos, sustratos y medios de cultivo.

Tabla 8.3: Composicién masica y caracterizacion al inicio y término de
la operacion.

Nombre | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
S1 0,18 29,82
F1 - 270
F2 1.8 208,2

b) Propagaciéon en Reactor de 3 litros

Se realiza una propagacion en un reactor de 3 [L] para el crecimiento de los microorga-
nismos, a partir de la biomasa generada en el matraz y la adicién de medio de cultivo.

= Esquema del proceso

La Figura 8.4 muestra el diagrama asociado a la propagacién en el reactor de 3 litros.

—F3-l
F-’-‘I-i—h-

—F 22—

Reactor 3L
Figura 8.4: Diagrama del cultivo en el reactor de 3 litros.

= Datos

Para la realizacion del balance de masa, se utilizan los parametros cinéticos del micro-
organismo, presentados previamente en la Tabla 8.1. En este caso la concentracion final
que se desea alcanzar se presenta en la Tabla 8.4.

Tabla 8.4: Concentracion final en reactor de 3 litros.

Parametros Valor | Unidad Referencia
Concentracién final de biomasa (zy) 7,5 lg/L] En este trabajo
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En la Tabla 8.5 se muestran los volimenes al inicio y término de la operacion en el
reactor de 3 litros.

Tabla 8.5: Descripcién y volimenes al inicio y término de la operacion
en el reactor de 3 [L].

Nombre Descripcion Inicio [L]
F2 Ino6culo 0,3
F3 Medio de cultivo 2,7
F4 Caldo de cultivo 3

= Ecuaciones y supuestos

Para la realizacion del balance de masa en el reactor, se consideraron los mismos supues-
tos que para la preparacion del indculo en el matraz, salvo por la siguiente excepcion:

e Se considera que la concentraciéon de biomasa alcanzada en el reactor es de 7,5
[g/L] [118], pues de esta forma se conserva la fase exponencial del cultivo y la
sacarosa remanente al término de la operacion es baja (Ver Anexo B).

La metodologia utilizada para la estimacion de célculos es andloga a la llevada a cabo
para el matraz, obteniéndose las composiciones al inicio y final de la operacion, las
cuales se muestran a continuacion en la Tabla 8.6.

Tabla 8.6: Composicién maésica y caracterizacion al inicio y término de
la operacion en el reactor de 3 litros.

Nombre | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
F2 1.8 2082
F3 - 2.700
F4 22,5 29775

c) Produccién en Reactor de 30 litros

Se realiza la etapa de produccién en un reactor de 30 litros a partir de la biomasa gene-
rada en el reactor de 3 litros previo, mas la adicion de medio de cultivo. Esta propagacion se
realiza en dos etapas, una inicial batch en donde se alcanza cierta concentracién de biomasa,
y una posterior correspondiente a fed-batch, en la cual se adiciona la fuente de carbono con
el fin incrementar aiin més la masa de microorganismos.

= Esquema del proceso

En la Figura 8.5 se aprecia el diagrama asociado a la etapa de produccién en el reactor
de 30 litros.
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——F4—p —F—»

Reactor 30L

Figura 8.5: Diagrama reactor de 30 litros. F'5 corresponde al ingreso
de medio de cultivo para la operacion batch, y F6 es el flujo de fuente

de carbono adicionado durante la operacién fed-batch.

= Datos

La operacién en el reactor de 30 litros consta de una etapa inicial de caracter batch, la
cual ocupa un volumen de 10 litros. En este caso la concentracion final a alcanzar se

presenta en la Tabla 8.7.

Tabla &8.7: Concentracion final en reactor de 30 litros.

Parametros

Valor

Unidad

Referencia

Concentracién final de biomasa (z) 7.8

lg/L]

En este trabajo

En la Tabla 8.8 se muestran los volimenes al inicio de la operacion batch en el reactor

de 30 litros.

Tabla 8.8: Descripciéon de entradas al inicio de la operacion batch en el

reactor de 30 litros.

Nombre Descripciéon Inicio [L]
F4 Inéculo (proveniente del reactor anterior) 3
F5 Medio de cultivo 7

= Ecuaciones y supuestos

Para la realizacién del balance de masa en el reactor, se consideraron los mismos su-

puestos que para el reactor previo y el matraz, salvo por lo siguiente:

« La operacién batch considera un volumen de 10 litros, donde la concentracién de
biomasa alcanzada en el reactor es de 7,8 [g/L], conservando la fase exponencial
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del cultivo y ademas, asegurando que la sacarosa remanente en el equipo sea baja
(Ver Anexo B), de modo que cuando se inicie la operacion fed-batch, adicionando
el sustrato concentrado, la concentracién de este en el equipo no supere los 30
[g/L] para evitar inducir la generacion de alginato.

Anélogo a los equipos anteriores, se realizan los célculos, obteniéndose las composiciones
al inicio y final de la operacion batch, las cuales se muestran en la Tabla 8.9.

Tabla 8.9: Composiciéon masica y caracterizacion al inicio y término de
la operacion batch en el reactor de 30 litros.

Nombre | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
FA 22.5 2.977 5
F5 - 7.000
Batch 78 9.922

Posterior a la operacién batch, el equipo inicia una etapa fed-batch hasta alcanzar la
biomasa requerida. Para la realizacién del balance de masa en esta etapa, se requieren
los datos presentados en la Tabla 8.10.

Tabla 8.10: Datos utilizados para el balance de masa en operaciéon fed-
batch en el reactor de 30 litros.

Parametros Valor | Unidad Referencia
Volumen inicial (V4) 10 [L] En este trabajo
Concentracién inicial de biomasa (zo) 7.8 lg/L] Tabla 8.7
Masa final de microorganismos (Xy) 463 lq] Base de calculo

= Ecuaciones y supuestos

Para la realizacién del balance de masa, se consideraron los siguientes supuestos:

o El sistema considera una operacion fed-batch, esto indica que existe un flujo de
entrada de fuente de carbono, pero que no existen salidas. Ademas, se supone una
agitacion constante, asegurando una mezcla homogénea.

« Se asume que la alimentacion es estéril, por lo que no ingresa biomasa (x;, = 0).
El ingreso de la fuente de carbono sera exponencial, con el fin de mantener el valor
de la tasa especifica de crecimiento (u) constante durante la operacién. Ademas,
la concentracién de la fuente de carbono en la alimentacién serd de 45 [g/L] de
sacarosa, con el fin de que el volumen adicionado mas el volumen del equipo sean
de alrededor de 30 [L] y de esta forma, se alcancen concentraciones de biomasa del
orden de los 15 - 15,6 [g/L], que corresponden a los valores méas altos reportados
en bibliografia [101].
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e Se supone que toda la fuente de carbono que se alimenta al fermentador es con-
sumida para la produccién de biomasa. Es decir, se desprecian los requerimientos
para mantencion de los microorganismos y se asume que no existe generacion de
productos. Esto ultimo se sustenta en que se mantienen concentraciones de la
fuente de carbono en el medio de cultivo bajas (igual o menor a 30 g/L), por lo
que no se alcanza a inducir la generacién de alginato [101].

e Se asume que la densidad al inicio y al final de la operacién es constante e igual
a la del agua, asociado a la alta concentracion esta (sobre el 99 %).

o Por ultimo, se considera el crecimiento de los microorganismos en su fase expo-
nencial, por lo tanto se asume la muerte celular despreciable (a = 0).

El balance global en el equipo esta dado por la Ecuacién 8.5.

d(p-V)

F@'n . p'm - Fout . pout — n

(8.5)
Considerado que existe una entrada de fuente de carbono, pero no salidas del sistema
(F°“ = 0), se obtiene:

F’LTL . pln — (p )
dt
Se asume densidad constante en el equipo, obteniéndose que el volumen varia con el

tiempo, como se muestra a continuacion:

El balance para la biomasa en el equipo, se presenta en la Ecuacion 8.6, donde la
notaciéon = - V' equivale a X, con z igual a concentraciéon y X igual a la masa de
microorganismos.

d(z-V) dX

F -z - V—a-x-V= -
Tin + 4T a-x 1 1

(8.6)

Considerando los supuestos mencionados anteriormente (o << p 'y x;, = 0), se simpli-
fica la Ecuacién 8.6.

d(z-V) dX
V=2
ot dt at
Considerando X = -V, se obtiene la siguiente expresion, que al ser integrada da origen
a la Ecuacion 8.7.

4x
X = o
a at
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Donde X, es igual a la masa de bacterias al inicio de la operaciéon fed-batch.

Como se conoce la cantidad de biomasa inicial y la final (la que se desea alcanzar),
entonces es posible determinar la duracién de esta etapa.

t = ln(;{) . ;
469,26 [g] 1
=g oo - 6T

Por otro lado, a partir de la Ecuaciéon 8.7, es posible estimar la cantidad de biomasa
que se genera (X,), de acuerdo a la Ecuacion 8.8.

Xp=X, "' =X,+X, (8.8)

La cantidad de biomasa final requerida (Xf) es conocida y determinada en la base
de célculo, mientras que previamente se obtuvieron las condiciones de término del
batch. Con esto, es posible estimar la cantidad de de biomasa que debe generarse en la
operacién fed-batch.

X, =X; - X,
X, = 463,26 [g] — 78 [g] = 385,26 [g]

Si se considera que todo el sustrato adicionado es utilizado para la producciéon de
biomasa, se obtiene la Ecuacién 8.9.

Xy =V 5p Yy, (8.9)
A partir de esta expresion es posible determinar el volumen adicionado durante la

operacion.

v 385, 26 [g]
45 [g/L]- 0,413 [g/g]

= 20,7 [L]

De esta forma el volumen inicial mas el volumen adicionado es igual a 30,7 [L]. Para de-
terminar el flujo al que se debe alimentar el sustrato al equipo, se igualan las ecuaciones
8.8 v 8.9, obteniéndose la siguiente expresion:

X, - (ert—1)

V =
Si Ym/y

= KU . (elj‘t — 1)
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Donde K, es la constante de volumen, equivalente a — .)f/"/ , cuyo valor es: 4,19 [L].
ity /y

Como el flujo dentro del equipo corresponde a la variacién de volumen en el tiempo,
entonces es posible derivar la expresion anterior, obteniendo el flujo.

v X,

Fe—lmypy.— 20
dt H Si')/:c/y

F=p-K,- et
En este caso, la expresion que rige la alimentacion de sustrato corresponde a:

F =0,476 - "' [L/R]

Graficando el flujo de alimentacion de sustrato, se obtiene la curva de alimentacién
exponencial mostrada en la Figura 8.6.

Variacion del flujo de alimentacion en el tiempo
3,5

Flujo [L/R]
-]
A\

0 2 4 6 & 10 12 14 16 18

Tiempo [h]

Figura 8.6: Variacion del flujo de alimentacion de sustrato en el tiempo.

Considerando todos los datos calculados previamente, se obtienen los valores al término
de la operacién fed-batch mostrados en la Tabla 8.11.

Tabla 8.11: Composicion y caracterizacion de las corrientes al inicio y
término de la operacion fed-batch en el reactor de 30 litros.

Corriente | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
Batch 78 9.922
F6 - 20.700
F7 463 30.237
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8.1.2. Cultivo de Azospirillum lipoferum

Para el cultivo de Azospirillum lipoferum se considera un procedimiento andlogo que
para Azotobacter chroococcum pero con los parametros de crecimiento especificos para esta
bacteria, los cuales se presentan a continuaciéon en la Tabla 8.12.

Tabla 8.12: Parametros cinéticos de Azospirillum lipoferum.

Parametros Valor | Unidad | Referencia
Velocidad especifica de crecimiento (u) 0,13 [1/h] 98]
Rendimiento de sustrato en células (Y,/,) | 0,504 l9/9] 98]

A diferencia de Azotobacter chroococcum, Azospirillum lipoferum tiene un rendimiento
mayor de sustrato en células, por lo que es posible alcanzar mayor masa de células por masa
de sustrato. Es por esto que las concentraciones finales alcanzadas en cada etapa para este
microorganismo, difieren de las anteriores. El valor de las concentraciones finales asumidas
en este trabajo se presentan en la Tabla 8.13.

Tabla 8.13: Concentraciones finales alcanzadas en las etapas de fer-
mentaciéon por Azospirillum lipoferum.

Pardmetro Matraz Reactor Reactor
300 ml 3L 30L (Batch)
Concentracién final de biomasa (x¢) [g/L] 6 9,7 10

Para la realizacion del balance de masa, se consideran los mismos supuestos que para
Azotobacter chroococcum, salvo por la siguiente excepcién para la operacion fed-batch:

» Se determina que la alimentacion de la fuente de carbono seré exponencial, con el fin de
mantener el valor de la tasa de crecimiento (u) constante durante la operaciéon. Ademés
la concentracién de la fuente de carbono en la alimentacion sera de 35 [g/L] de glucosa,
con el fin de que el volumen adicionado mas el volumen del equipo sea de alrededor
de 30 [L] y de esta forma, se alcancen concentraciones de biomasa del orden de los 15
[g/L], que corresponden a los valores més altos reportados en bibliografia [98].

Anélogo al caso de Azotobacter chroococcum, se realizan los balances para Azospirillum
lipoferum. En este caso el volumen adicionado es de 20,7 [L], alcanzdndose un volumen final
de 30,7 [L] en un tiempo de 11,9 horas, donde el flujo de alimentacién de la fuente de carbono
es el que se muestra a continuacion.

F=0,73-¢e"" [L/h]

En la Tabla 8.14 se muestra el resultado del balance de masa para las entradas y salidas
de cada una de las etapas de fermentacién.
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Tabla 8.14: Composicion y caracterizacién de las corrientes al inicio y
término de cada una de las fermentaciones de Azospirillum lipoferum.

Corriente | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
S1 0,18 29,82
F1’ - 270
F2’ 2,3 297,7
F3 - 2.700
F4’ 29,1 2.970,9
F5’ - 7.000
Batch’ 100 9.900
F6’ - 20.600
Fr 463 30.137

8.1.3. Esterilizacion

Para el proceso de produccion de bioinoculantes, se considera la esterilizacién de matraces,
reactores de 3 litros con sus medios de cultivo, y fuentes de carbono en un autoclave, por lo
que se determinaran los requerimientos de vapor solo para la esterilizacion de los reactores
de 30 litros con el medio de cultivo para la operaciéon batch en su interior. Se considera
una esterilizacion discontinua dentro de los equipos, para la cual se alimenta vapor con las
caracteristicas mostradas en la Tabla 8.15, procedente de una caldera.

Tabla 8.15: Caracteristicas del vapor de caldera.

Parametro Valor Unidad

Lyap 2.202 [kJ/kg|
Presion 2 bar
Temperatura 121 °C

Para determinar la cantidad de vapor necesaria, es necesario realizar un balance de energia
al sistema, determinando el calor necesario para calentar el medio de cultivo a la temperatura
de esterilizacion y luego el calor requerido para mantener la temperatura dentro del equipo.
El calor necesario para calentar el medio de cultivo se determina con la Ecuacion 8.10

Q=m-C, (Ty —T)) (8.10)
Donde:
= m: Masa de medio de cultivo a esterilizar [kg].
» C,: Calor especifico del medio de cultivo [kJ/kg - °C].
» T;: Temperatura de esterilizacién [°C].

» T;: Temperatura inicial del medio de cultivo [°C].
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Los datos requeridos y el calor necesario para elevar la temperatura hasta los 121 °C se
muestran a continuacion en la Tabla 8.16. Es importante considerar que como el medio esta
compuesto en mas de un 90 % por agua, se utiliza el calor especifico de esta en estado liquido.
Ademas, como la presion que se genera dentro del equipo es mayor a la atmosférica, el medio
puede ser calentado sin cambiar su fase.

Tabla 8.16: Caracteristicas de fluidos a calentar.

Pardmetro R30 R30’ Unidad
C, medio de cultivo 4,18 [kJ/kg - °C]
T; 15 °C
T 121 °C
Masa medio de cultivo 7 7 [kg]
Ovatontamionts 3.101,6 | 3.101,6 [1c]]

Para la etapa de mantencion, se estima que la cantidad de vapor requerida es tres veces
la indicada para la fase de calentamiento [119], para asegurar la esterilizaciéon no sélo del
medio de cultivo, sino que del equipo completo. Una vez que los reactores estan esteriliza-
dos se dejan enfriar a temperatura ambiente con el fin de ahorrar en consumo y gasto de agua.

Para estimar la masa de vapor requerida para el calentamiento y mantencion de cultivos,
se utiliza la ecuacion 8.11.

Q=m" Ly (8.11)

Reemplazado con los valores presentados en las Tablas 8.15 y 8.16, se obtienen el reque-
rimiento de vapor, el cual se presenta en la Tabla 8.17.

Tabla 8.17: Cantidades de vapor requeridas para la esterilizacion.

Parametro R30 R30’ Unidad
Masa vapor calentamiento 1,4 1,4 kg]
Masa vapor mantencién 4.1 4.1 [kg]
Total 11 [kg]
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8.2. Etapa de concentracién del cultivo celular

8.2.1. Centrifuga tubular

A esta etapa ingresan de manera diferenciada los flujos que contienen el caldo de cultivo
de cada una de las lineas de procesamiento, compuestos por los microorganismos y medios
de cultivos usados. El objetivo de esta etapa es disminuir la cantidad de liquido, obteniendo
un sedimento compuesto mayormente por microorganismos, ademas de una corriente de so-
brenadante compuesta casi totalmente por el medio de cultivo usado, y una pequena fraccion
microorganismos que no pudieron ser separados.

= Esquema del proceso

Las corrientes que son parte del proceso se esquematizan en la Figura 8.7.

F8IF8'

=FTIFT —p

= FoIF9"
Centrifuga

tubular

Figura 8.7: Diagrama de la etapa de centrifugado.

= Datos

Para la realizacion del balance de masa en la centrifuga, se utilizan los datos presentados
a continuacion en la Tabla 8.18.

Tabla 8.18: Datos utilizados para el balance de masa de la centrifuga

Pardametro Valor Unidad Referencia
Volumen a tratar (V;n) 30,7/30,6 [L] Seccién 8.1
Humedad de lodo (w) 0,7 ] (120, 121]
Eficiencia de separacién de microorganismos () 0,9 -] [85]
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En la Tabla 8.19 se muestran las corrientes que ingresan y salen de la centrifuga tubular.

Tabla 8.19: Descripciéon de entradas y salidas de la centrifuga tubular.

Nombre Descripcion
F7/FT Caldo de cultivo
F8/F8’ Sobrenadante
F9/F9’ Sedimento

= Ecuaciones y supuestos

Para el balance de masa en la centrifuga se consideraron los siguientes supuestos:

e Cada uno de los caldos de cultivo serd centrifugado de manera independiente,
incluyendo una etapa de descarga del sedimento y de limpieza del equipo, antes
del cambio de microorganismo, con el fin de evitar la mezcla anticipada de estos.

e Se considera que la eficiencia de separacion para las bacterias es analoga a la ob-
tenida por centrifugas tubulares para la separacion de Lactobacillus rhammnosus,
es decir un 90 %. Esto se fundamenta en que los tres géneros Azotobacter, Azos-
pirillum vy Lactobacillus poseen densidades y tamanos similares, los cuales varian
entre 1 y 2 [pm] [122] [123] [124].

e Se asume que el lodo obtenido en la descarga de solidos tiene una humedad del
70 %, correspondiente al valor reportado para centrifugas tubulares tratando mi-
croorganismos, ademas es la humedad caracteristica que se obtiene mediante cen-
trifugacién en levaduras panificadoras [120, 121].

En primer lugar, dado que se considera una separacién de un 90 % para los micro-
organismos, entonces la masa de estos que sedimenta Fy - Zasicroorganismos,9 S€ calcula
mediante la Ecuacién 8.12.

F9 * L Microorganismos,9 — 1] ° F? * T Microorganismos,7 (812>

Reemplazando los valores de la Tabla 8.18, se obtiene lo siguiente:

FQ * T Microorganismos,9 — 07 9-463 {g] = 4167 7 [g]

Por otro lado, se considera una humedad del 70 % para la torta (sedimento), por lo que
la masa de agua en esta se calcula con la Ecuacion 8.13.

w - FQ * L Microorganismos,9

(1—w)

Fy - Tpredioy = (8.13)

Reemplazando con los valores de la Tabla 8.18, se obtiene:
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0,7-416,7
Fy - Tnedioy = T-0,7) 7)[“(]] =972,3 [¢]

Para estimar la composicion del sobrenadante, se realiza un balance para los microor-
ganismos, donde:
F7 * L Microorganismos,7 — F8 * X Microorganismos,8 + F9 * L Microorganismos,9

Reordenando y reemplazando con los valores conocidos, se obtiene la masa de micro-
organismos:

FS : xMicroorganismos,S = 463 [g] - 4167 7 [g] = 467 3 [g]

Se realiza andlogamente para el medio, obteniéndose:

Fy - Taredios = 30.237 [g] — 972, 3 [g] = 29.264,7 [g]

En la Tabla 8.20 se muestra el resultado del balance de masa para Azotobacter chroo-
coccum, incluyendo las corrientes de entrada, sobrenadante y sedimento de la centrifuga
tubular.

Tabla 8.20: Composicion y caracterizacion de las corrientes de la ope-
racion de la centrifuga tubular para Azotobacter chrooccocum.

Corriente | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
F7 463 30.237
F8 46 29.265
F9 417 972

Para el caso de Azospirillum lipoferum, el procedimiento es analogo, obteniéndose las

corrientes presentadas a continuacion en la Tabla 8.21.

Tabla 8.21: Composicién y caracterizacién de las corrientes de la cen-
trifuga tubular para Azospirillum lipoferum.

Corriente | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
Fr 463 30.137
F8’ 46 29.165
F9’ 417 972
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8.3. Etapa de Formulacion

8.3.1. Liofilizador

A esta etapa ingresan los sedimentos obtenidos en las centrifugaciones de los caldos de
cultivo de ambos microorganismos, los cuales pasan a un proceso de congelaciéon y subli-
macion que busca eliminar gran parte del agua presente, con el fin de reducir el volumen,
facilitar el almacenamiento y aumentar la viabilidad del producto [52]. Ambas tortas serdn
posicionadas en bandejas diferenciadas y una vez que el producto esté liofilizado, se procede-
rd a la mezcla (en igual proporcion) de los microorganismos, para dar origen al producto final.

= Esquema del proceso

Las corrientes que son parte del proceso se presentan en la Figura 8.8.

—F9IF9' —

Figura 8.8: Diagrama etapa de liofilizacion.

s Datos

Para el balance de masa en el liofilizador, se utilizan los datos presentados en la Tabla

Fl10

Fll—p

Liofilizador

8.22, ademas de la caracterizacion de las corrientes mostrada en la Tabla 8.23.

Tabla 8.22: Datos utilizados para el balance en la etapa de liofilizacion.

Parametro Valor Unidad Referencia
Masa a tratar (M;n) 2.778 g] Tablas 8.20 y 8.21
Humedad del producto liofilizado (wy) 0,03 ] [125]

Tabla 8.23: Descripcién de corrientes en la operacion del liofilizador.

Nombre Descripcion

F9 + F9’ Tortas
F10 Agua retirada
F11 Producto liofilizado
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= Ecuaciones y supuestos
Para el balance de masa del liofilizador se considera el siguiente supuesto:

e Se asume que una vez realizada la etapa de liofilizacién, el producto generado
tiene una humedad de un 3 %. Esto se sustenta en las especificaciones declaradas
en el documento “Manual de biofertilizantes”, en donde se especifica el contenido
de humedad en bacterias fijadoras de nitrégeno liofilizadas [125].

En primer lugar, sélo el agua es removida desde la torta, por lo que la masa de micro-
organismos (peso seco) que permanece en la bandeja de liofilizacién no varfa. Respecto
a la cantidad de agua en el producto final, se considera una humedad del 3 %, por lo
que la masa de agua (medio), se calcula con la Ecuacién 8.14.

wy - Fll * L Microorganismos,11 (8 14)

(1 — wl)

Fiy * T Medio, 11 =
Reemplazando con los valores de la Tabla 8.22, se obtiene:

0,03 - 833,4 []
(1—0,03)

Fi1 - ZpMedion = = 25,8 [9]

Lo anterior significa que el resto del agua inicial fue retirada de la torta en la corriente
de agua sublimada, es decir:

F9+9' * T Medio,9+9 — Fip - T Medio, 10 + AT L Medio,11
Reordenando y reemplazando, se obtiene la masa de agua en la corriente Fiy:
Fio - Taedioo = 1.944,6[g] — 25,8 [g] = 1.918,8 [g]
Las composiciones al inicio y al finalizar la operacion, se muestran en la Tabla 8.24.

Tabla 8.24: Composicion de las corrientes del liofilizador.

Corriente | Biomasa [g] | Medio de cultivo [g]
F10 833.4 10446
F11 - 1918.,8
F12 8334 25.8

De esta forma, al considerar que la viabilidad de los microorganismos luego de esta
etapa es de un 80 %, entonces se tiene la masa de microorganismos viables requerida
de acuerdo a la base de calculo establecida.
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Capitulo 9
Diseno y seleccion de equipos

En el presente capitulo se disenan los equipos principales del proceso, determinando sus
parametros caracteristicos para la posterior selecciéon de equipos comerciales, determinando
costos y requerimientos energéticos que seran considerados en la evaluacion econémica.

9.1. Equipos principales

9.1.1. Fermentadores

Para la generacién del indculo, se sugieren matraces de un litro de capacidad, donde el
volumen de ocupacion es del 30 %, evitando rebosamientos y facilitando su manipulacién.
Los fermentadores de 3 y 30 litros se dimensionan indicando altura, didmetro e impulsores,
ademas, se establece la aireacion, agitacién y tiempo de operacion de cada equipo.

= Datos

Para dimensionar los reactores se consideran los valores de la Tabla 9.1.

Tabla 9.1: Pardmetros de diseno para los fermentadores.

Pardmetro Valor Unidad Referencia
Volumen 0,003 / 0,03 [m?] Balance
de masa
Factor de Disefio 1,4 - [126]
Velocidad especifica de crecimiento (u)
(Azotobacter chroococcum) 0.1 [1/7] [101]
Velocidad especifica de crecimiento (u)
(Azospirillum lipoferum) 0,13 [1/7] 198}
Relacién altura: : .
didmetro del reactor 1:1/2:1 Adimensional [126]
Relamo.n/ dlamet.ro estanque/ 5 Adimensional 1126]
diametro impeler
Factor de conversion (gc) 9.8 kg -m/kgf - s -
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= Ecuaciones y supuestos

Para el dimensionamiento de los fermentadores, se consideran los siguientes supuestos:

Los equipos utilizados corresponden a reactores con agitacion constante, para los
cuales se considera un factor de diseno de 1,4 [126], con el fin de asegurar que con
la agitacion no se generen rebalses del caldo de cultivo.

Para los fermentador de 3 litros, se considera una relacion altura (H)/didmetro
(D) igual a 1, mientras que para los fermentadores de 30 litros esta relacion es de
2 [126]. Ademas, para todos los fermentadores se utiliza una relacién didmetro del
tanque (D)/didmetro del impeler (DI) igual a 3 [126].

Para los reactores de 3 litros se consideran dos impulsores con paletas, mientras
que para los de 30 litros, se definen tres impulsores equidistantes [127]. La distancia
de los impulsores al final del recipiente (C) sigue una relacién 1:3 con el diametro
del equipo (D), mientras que para la distancia superior (A), la razén es 1:1 con
respecto a el didmetro del impeler (DI) [127].

Para el calculo del niimero de potencia en el diseno del agitador, se asume un
régimen turbulento dentro del equipo, para asegurar una mezcla adecuada para
la reaccién (Reynolds del orden de 10°). Ademaés, se considera un agitador tipo
Turbina Rushton, comiin en producciones bioldgicas [126].

= Tiempos de fermentacion

Para determinar los tiempos de fermentacién durante las operaciones batch, se utiliza
la Ecuacion 8.4 (Capitulo 8), donde z; es igual a la concentracién de biomasa al inicio
de la operacién y u la velocidad especifica de crecimiento de cada microorganismo.

T =x0-e"!

A partir de la expresién anterior, se obtiene la Ecuacion 9.1 para determinar los tiem-
pos de fermentacién en los reactores de 3 [L], y los tiempos de operacion batch en los
reactores fed-batch. Los valores obtenidos (Tabla 9.2) coinciden con los reportados para
medios de cultivo y condiciones de operacion similares [101] [98]. De igual forma, se es-
timan los tiempos de operacién en los matraces, siendo 20,3 y 19,7 [h], respectivamente.

t=In(—)

1
- (9.1)
Lo M

Tabla 9.2: Tiempos de fermentacion batch en reactores de 3 y 30 litros.

Microorganismos Tiempo de operacién batch [h]
Reactor de 3 Litros Reactor de 30 Litros
Azotobacter chroococcum 22,2 10,9
Azospirillum lipoferum 19,8 9,6
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Una vez que culminan las operaciones batch, se da inicio a las operaciones fed-batch,
donde el sustrato es alimentado de manera exponencial a los reactores. El tiempo de
alimentacion del sustrato se determiné previamente en el capitulo 8, y corresponde a
15,7 horas para el caso de Azotobacter chroococcum y 11,9 horas para Azospirillum lipo-
ferum. Considerando esto, el tiempo total de operacién en los fermentadores (operacién
batch mas fed-batch en reactores de 30 [L]), se presenta a continuacién en la Tabla 9.3.

Tabla 9.3: Tiempo total de fermentacién en reactores de 3 y 30 litros.

Microorganismos Tiempo de operacién batch [h]
Reactor 3 Litros Reactor de 30 litros
Azotobacter chroococcum 22,2 26,6
Azospirillum lipoferum 19,8 21,5

Dimensiones de fermentadores
Se determinan las dimensiones de los equipos asumiendo una geometria cilindrica, con:

V;"eactor =T- T2 - h (92)

Trabajando la expresién anterior y considerando las relaciones entre la altura y didmetro
de los fermentadores (Ver Tabla 9.1), se obtiene la Ecuacién 9.3 para los reactores de
3 litros y la Ecuacién 9.4 para los reactores de 30 litros.

3 V;“eactor
= 9.3
r 5 (9.3)
3 V;“eactor
= 9.4
r 1o (9.4)

Para el dimensionamiento se considera el volumen de diseno, el que corresponde al
volumen del caldo de cultivo, multiplicado por el factor de diseno, dando como resultado
fermentadores con un volumen total de 4,2 litros y 43 litros. A partir las Ecuaciones
9.3 v 9.4, y las relaciones anteriores, se obtienen las dimensiones de la Tabla 9.4, cuya
nomenclatura se explicita en la Figura 9.1.

ﬁ??
0D o

— ) —»

Figura 9.1: Nomenclatura para dimensiones del fermentador.

(@
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Tabla 9.4: Dimensiones principales de fermentadores.

Pardmetro Dimensiones [m)]
Reactor 3 Litros Reactor de 30 litros

Altura (H) 0,18 0,6
Didmetro (D) 0,18 0,3
Didametro impeler (DI) 0,06 0,1
Distancia superior (A) 0,06 0,1
Distancia inferior (C) 0,06 0,1
Distancia superior tercer impeler - 0,3

= Agitacion
Para determinar la potencia requerida para alcanzar una mezcla homogénea dentro de
los fermentadores, se utiliza la Ecuacion 9.5.

Py g,
N 0°9

=0 Je (9.5)
P N3 D3 p

Donde:

« Py: Potencia externa entregada por el agitador [£4L™].

kg-m
kgf-s? ] )

« N,: Numero de potencia (adimensional).

 ¢.: Factor de conversién = 9.8|

« N: Velocidad de rotacién de las aspas [rps].

e D,: Didmetro de las aspas [m].

« p: Densidad de la mezcla [24].
El diametro de las aspas se obtiene a partir de las correlaciones mostradas en la Tabla
9.1, el cual equivale a: D, = % La velocidad de rotacion de las aspas sugerida por
bibliografia, es de 205 [rpm]| para los fermentadores de 3 litros y 130 [rpm] para los de
30 litros [126], lo que equivale a 3,4 y 2,2 [rps], respectivamente.

La densidad de la mezcla se asume igual a la del agua (1.000 [%]), considerando que
esta comprende casi el 99% del contenido (Ver capitulo 8). El niimero de potencia
es igual a 5, asumiendo un agitador de tipo turbina Rushton y régimen turbulento
(Reynolds del orden de 10°), el cual es obtenido a partir del grafico de la Figura 9.2.
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Figura 9.2: Correlacién entre el nimero de Reynolds y de Potencia
para (1) Turbina Rushton, (2) Canalete y (3) Hélice marina [127].

Reemplazando en la Ecuacion 9.5, se obtiene la potencia de agitacion para los reactores.

Tabla 9.5: Potencia de agitacién requerida por los fermentadores.

T Potencia requerida
Potencia [kgf/m -s] | Potencia [kW]
Reactor 3 Litros 0,014 1-10°
Reactor 30 Litros 0,053 5,3-10°

= Aireacion
Para determinar la aireaciéon requerida para la fermentacion de los microorganismos,
es necesario estimar las demandas de oxigeno y las tasas especificas de aireacion.

Demanda de oxigeno
La demanda de oxigeno de los microorganismos se define por la Ecuacién 9.6. Donde:

pox
Ny, =——= . 9.6
YO2 q02 x ( )

N,: Velocidad de consumo de oxigeno [mmol/L - h].

x: Concentracién de biomasa [g/L].

do,: Velocidad especifica de consumo de oxigeno [mmol/g - h].

Yo,: Rendimiento de oxigeno en células [g/g].

Para el caso de ambos microorganismos, no se encuentran registradas sus formulas qui-
micas, por lo que no es posible obtener de manera algebraica el valor de Yy,, ademas,
tras una busqueda bibliografica no fue posible obtener un valor de g, especifico para
las condiciones de cultivo. Sin embargo, como se menciona en la seccién 7.1.5, tanto
Azotobacter spp. como Azospirillum spp. tienen requerimientos de aireacién similares,
los cuales suelen ser satisfechos con tasas de aireacion de 1 vvim para voltimenes cerca-
nos a 3 litros y 0,5 vvm para volimenes del orden de los 30 litros [106] [98].
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Tasa especifica de aireacion
La tasa especifica de aireacién, expresada en volumen de aire por volumen de medio de
cultivo por minuto (vvm), se determina a partir de las Ecuaciones 9.7 y 9.8.

Fa
N — 9.7
wm = (9.7)
Na-T-22,4
vom = ¢ ’ (9.8)

1000 - No, - E - 7 - 273 - 60
Donde:

o T: Temperatura de la fermentacion, [K].
« m: Presién atmosférica, igual a 1 [atm].
e Np,: Porcentaje de oxigeno en el aire alimentado, igual a 21 %.

« E: Eficiencia de absorcién de oxigeno (rango establecido 3% - 30 % [127]).

Como se mencion6 previamente, no se dispone de valores que permitan su estimacion
directa, por lo que la demanda de oxigeno sera obtenida a partir de las tasas de airea-
cién utilizadas para estos cultivos. Se considera la temperatura de fermentacion igual
a 30 °C (303,15 K) y la eficiencia, para el caso del reactor de 3 litros, igual a 17 %,
considerando el promedio entre el rango establecido; y para el reactor de 30 litros, al
ser de caracter industrial y tener un mayor control de las variables, se considera del 30 %.

Utilizando la Ecuacién 9.8, se obtiene la demanda de oxigeno para los cultivos, ademas,
a partir de las tasas de aireacion y de los volimenes de cultivo, se determinan los flujos
de aire a alimentar. Lo anterior se muestra a continuacién en la Tabla 9.6, con valores
similares a los esperados. La demanda de oxigeno deberia estar en el rango de 60 a 120
[mmol /L - h] para el reactor de 3 [L] y de 70 a 100 [mmol/L - h] para el de 30 [L] [127].

Tabla 9.6: Demanda de oxigeno de los microorganismos.

Equipo Demanda de oxigeno | Tasa especifica de aireacién Flujo de aire
(Na) [mmol/L - h] (vvm) [1/min] (Fa) [L/min]
Reactor 3L 86 1 3
Reactor 30L 76 0,5 15

A partir de todos los resultados obtenidos anteriormente, se procede a la cotizacién de los
fermentadores, la que se realiz6 por medio de la empresa DILACO, quien ofreci6 orientacién
respecto al equipo mas conveniente para el proceso disenado. Los biorreactores considerados
tienen incorporado un sistema de control de temperatura, pH y espuma, ademés de un con-
trolador para la adicién de aire. Los fermentadores de 3 litros consideran un vaso de vidrio de
6,6 litros autoclavable, mientras que, para los reactores de 30 litros se incluy6 un sistema de
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esterilizacion por vapor, para realizar este proceso in situ, tal como se establecié previamente.

Para hacer efectivos los sistemas de control, es necesario incorporar a la cotizaciéon proce-
sadores de datos. Particularmente se determiné la adquisicion de dos procesadores, cada uno
con dos licencias, para monitorear en cada linea productiva, tanto el reactor de 3 [L] como el
de 30 [L] en un mismo computador, conservando la independencia de las linea de produccién.

Los resultados de la cotizacion se muestran a continuacién en las Tablas 9.7 y 9.8.

Tabla 9.7: Datos biorreactores cotizados.

Modelo Precio Volumen max. Volumen Potencia
[USD] de cultivo [L] total [L] | motor kW]
Biostat B MO 5 [L] 78.216 5 6,6 0,8
Biostat Cplus MO 30 [L] g6 5 30 42 7.2
4 Sist. esterilizacién

Tabla 9.8: Datos software requerido.

Modelo Precio [USD]
BIOPAT MFCS4 + Segunda licencia 12.034

Para el volumen de fermentacion de 3 litros, se consider6 un biorreactor con capacidad de
hasta 5 litros de caldo de cultivo, esta decision se sustenta en que el equipo que precedia tenia
una capacidad maxima de cultivo de 2 litros, valor que seria insuficiente para la fermentacion
diseniada. Por otro lado, este equipo da un margen de incremento en el volumen del caldo de
cultivo, en caso de ser necesario. Para el caso especifico de la fermentacién de 30 litros, las
dimensiones comerciales del equipo coinciden con las estimadas previamente (43 litros). Para
la estimacion de la potencia, se considera la calefaccién del fluido (6 [kW]), més la potencia
intrinseca requerida para la operacién del equipo (1,2 [kW]).

Los valores indicados en ambas tablas, corresponden al precio por equipo y por software,

por lo que para el caso propuesto, estos valores deben multiplicarse por dos, considerando
las lineas de procesamiento de cada microorganismo.
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9.1.2. Centrifuga tubular

Esta etapa busca disminuir la cantidad de liquido presente en los caldos de cultivo pro-
venientes de los fermentadores, obteniéndose como salidas: un sedimento compuesto mayor-
mente por las bacterias con cierta humedad, y un clarificado compuesto casi totalmente por

el medio de cultivo usado, méas una pequena fraccion de bacterias.

= Datos

Para el dimensionamiento de la centrifuga tubular se utilizan los datos de la Tabla 9.9.

Tabla 9.9: Datos a utilizar para el dimensionamiento de la centrifuga.

Parametro Valor Unidad Referencia
Volumen a tratar 0,03 [m?] Balance de Masa

Densidad medio de cultivo 1.000 [kg/m?3] [128]
Densidad bacterias 1.050 [kg/m3 [122]
Diametro medio bacterias 1,75-107 [m] [123]
Revoluciones por minuto (rpm) 15.000 [1/min] [85]
Radio interno centrifuga (R3) 0,0525 [m] [129]

Radio inicio recorrido de particula (R1) 0,02625 [m] Consultado
Largo centrifuga 0,73 [m] [129]
Viscosidad de la mezcla 0,001003 [kg/m - s] [128]
Factor de disefio 1,25 -] [130]
Gravedad 9,81 [m/s?] [131]

= Ecuaciones y supuestos

Para el dimensionamiento de la centrifuga se toman los siguientes supuestos:

e Se considera el radio interno de una centrifuga tubular utilizada para la separacién
de microorganismos de caldos de cultivos y que cuenta con una camara de retencion
de solidos de hasta 4 litros. En este caso se genera casi litro y medio (1,4 [L]) de
sedimento para cada microorganismo, por lo que la eleccién se considera apropiada.
El valor del radio interno de la centrifuga entregado por el proveedor es de 52,5
[mm], considerando que el didmetro interno del equipo es de 105 [mm]|, ademas,
la altura de la cAmara centrifuga es de 0,73 [m] [129].

« El valor del radio menor (R;) desde el cual inician el recorrido las particulas
hasta sedimentar, fue proporcionado por el proveedor y corresponde a 26,25 [mm]
(considerando un didmetro menor de 52,5 [mm)).

o La densidad de las bacterias se asume igual para ambos microorganismo y corres-
ponde a 1.050 [kg/m?] [122]. Ademéds, se estima un didmetro promedio de 1,75
[wm], considerando que este va desde los 1,5 a 2 [um] [123].

« Se estima la densidad y viscosidad de la solucion igual a la del agua a 20°C, al
estar compuesta en un 98 % por esta y al asumir despreciable la produccién de
alginato.

60



Para el dimensionamiento de este equipo, se utiliza la ecuacién de diseno correspon-
diente a la definicién del caudal Q de una centrifuga tubular (Ecuacién 9.9), igual al
producto de la velocidad de sedimentacién de las bacterias v, (Ecuacién 9.10) y del area
proyectada de sedimentacién, denominada como factor ¥, especifico para una centrifuga
tubular (Ecuacién 9.11).

Q = Vg - Ztubular (99)
Para estimar la velocidad de sedimentacion, se utiliza la siguiente expresion:

d2
18- 1

(ps—p)-g (9.10)

Ug:

Donde:

e d: Diametro promedio de la particula.

ps: Densidad de la particula (bacterias).
p: Densidad del fluido.
w: Viscosidad del medio.

o ¢: Fuerza gravitacional.
Reemplazando en la Ecuacion 9.10 los valores indicados en la Tabla 9.9, se obtiene:

(1,75 - 1076 [m])?

9 = 180,001 [kg/m - 5] - (1.050 — 1.000) [kg/m?] - 9.81 [m/s*] = 8,31-107° [m/s]

El area proyectada para una centrifuga tubular, se determina con la Ecuacién 9.11.

2. 0-L-0O%. R
» =27 R (9.11)
g

Donde:

o [L: Largo de la camara de centrifugacion.
e g: Fuerza de gravedad.
e R: Radio caracteristico de la centrifuga, el cual corresponde a:

Ry + Ry

. 2

Donde R3 y Ry se aprecian a continuacién en la Figura 9.3.

e : Velocidad angular de rotacion, la cual corresponde a:

_2-7r-n

0=
60

[rad/s]

Con n igual a las revoluciones por minuto (rpm).
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Figura 9.3: Notacién de radios en una centrifuga tubular.

El radio caracteristico de la centrifuga, considerando 105 [mm] de didmetro interno y la
posicién de inicio de las particulas, equivalente a un didmetro 52,5 [mm], corresponde

a 0,04 [m] (40 [mm)]).

Tomando en cuenta que la centrifuga opera a 15.000 [rpm], se determina la velocidad
angular €2, equivalente a 1.570,8 [rad/s]. Luego, se calcula el valor de ¥ con la Ecuacién
9.11.

5 2.7-0,73 [m] - 1.570,82 [1/s2] - 0,042 m?
tubular — 9,8]. [m/sQ]

= 1,8-10° [m?]

A partir de lo anterior, se determina el caudal de operacion de la centrifuga mediante
la Ecuacion 9.9.

Q = 1,49-107* [m3/s] = 535,7 [L/h]

Se considera un factor de seguridad de 1,25, por lo que el volumen a tratar seria de
0,038 [m?] (considerando 30,7 y 30,6 [L] de caldo de cultivo, respectivamente). Con
esto, el tiempo de centrifugacién de cada microorganismo es aproximadamente 5 [min].

Comparando los resultados con equipos comerciales, se encuentran centrifugas tubulares con-
cordantes con las dimensiones propuestas y con un rango de operacién de hasta 17.000 [rpm],
capaces de tratar entre 300 a 1.600 [L/h], dependiendo de la concentracién de sélidos [129].
Particularmente la centrifuga cotizada posee las caracteristicas mostradas en la Tabla 9.10.

Tabla 9.10: Datos centrifuga tubular modelo Gql05 cotizada.

Marca Precio Didmetro Altura Rotacion Potencia
[USD] | interno [mm] [mm] max. [rpm] | motor kW]
Reyes Machinery 6.980 105 730 17.000 2,2
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9.1.3.

Liofilizador

La etapa de liofilizacién elimina gran parte del agua contenida en el sedimento, dejando
a los microorganismos en fase de latencia, lo que permite su almacenamiento por largos
periodos (anos), conservando una alta viabilidad [52] [117].

= Datos

Para el dimensionamiento del liofilizador se consideran los parametros bibliogréaficos
mostrados en la Tabla 9.11.

Tabla 9.11: Parametros de disenio para el liofilizador.

Parametro Valor | Unidad Referencia
Temperatura de entrada del producto 25 [°C] En este trabajo
Temperatura eutéctica -30 [°C] Estimada [132]
Temperatura minima de la caAmara de secado -50 [°C] [133]
Temperatura maxima sistema de calentamiento 50 [°C] En este trabajo
Temperatura minima del condensador -80 [°C] En este trabajo

Vacio maximo alcanzable 0.01 fmba] Estimada [134]

(Presién minima de la cdmara)

= Supuestos

Los supuestos para el dimensionamiento del liofilizador, se listan a continuacion:

Se requiere procesar alrededor de 2,78 [kg], lo que equivale a 2,65 [L] de producto
(considerando la densidad de las bacterias igual a 1.050 [kg/m?]), sin embargo, pa-
ra dejar un margen de seguridad por si a futuro se decide aumentar la produccion,
al momento de seleccionar el equipo, se buscara uno con una capacidad superior.

La temperatura de entrada del producto (temperatura ambiente), se determiné
acorde a las temperaturas maximas alcanzadas durante el afo 2019 en Santiago
de Chile, lugar donde se espera, se sitte el liofilizador. El valor de la tempera-
tura promedio fue de 25 °C de acuerdo con National Centers for Environmental
Information, Servicio Meteorologico Nacional.

Para bacterias, se sugiere una temperatura minima de congelamiento de -40 °C,
pudiendo variar dependiendo de la especie. En este caso se determina una tempe-
ratura de congelamiento -50 °C, similar a la utilizada en alimentos [133].

La temperatura de congelacion suele ser aproximadamente 20°C por debajo de la
temperatura eutéctica [135], por lo que esta tltima se estima en -30 °C.

Se determina que la temperatura de los condensadores serd de -80 °C (estandar),
para asegurar la retencion total del agua sublimada durante el proceso de liofili-
zacion.

La temperatura del sistema de calentamiento varia dependiendo de la resistencia
del producto al calor, por lo que oscila entre los 30°C a 50°C. Se selecciona una
temperatura de 50°C, pues permite variar y reducirla en caso de ser necesario.
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o De acuerdo a las Tabla de vapor (Anexo C) se observa que a -50 °C y a una presién
de vacio de 0,03 [mbar], el agua comienza a sublimar. Con el fin de garantizar vacio
completo, se selecciona una presién de 0,01 [mbar| [134].

e Se considera la adicion de un agente protector para resguardar la membrana ce-
lular y el citoplasma [52], el cual estd compuesto por 20 % de sacarosa + 10 % de
BSA (S/BSA). Esta eleccién se justifica en que ha sido probado en ambos géne-
ros (Azotobacter y Azospirillum), conservando viabilidades sobre el 80 %, hasta 4
semanas posteriores a la liofilizacién [117].

s Diseno de la camara de liofilizacion
Seleccion del material

Para la seleccién del material de construcciéon, se debe considerar que la camara sera
sometida a bajas presiones. En el caso de la industria biotecnologica, farmacéutica y
de alimentos, suele recomendarse el acero inoxidable, especialmente para las superficies
que entran en contacto con los productos, donde los mas recomendados suelen ser Al-
ST 304 y AISI 316, los cuales presentan propiedades mecénicas y térmicas similares [136].

Forma de la camara

Para determinar la forma de la cdmara, se debe tomar en consideracién la disponibi-
lidad de equipos y la resistencia necesaria para soportar la diferencia de presién [137].
Comercialmente, las camaras suelen ser cilindricas o ciibicas, las primeras tienen como
ventaja una mayor resistencia a la presién exterior (presion atmosférica maxima de
760 [mmHg]) y ademds, consideran una menor drea de material empleado, reduciendo
costos [138]. Es por esto que se selecciona una cdmara cilindrica vertical.

Tamano de la camara de vacio

Para determinar el tamano, se considera la capacidad de la cdmara, las caracteristicas
del producto, y la distribucién de bandejas dentro del equipo. La cdmara debe ser capaz
de liofilizar 2,78 [kg] de torta, considerando una densidad de 1.050 [kg/m?] para las bac-
terias [139], entonces la capacidad serd de 2,65 [L]. Idealmente, se proponia situar a las
bacterias en bandejas diferenciadas, sin embargo, comercialmente los equipos cuentan
con 3 niveles, por lo que se considerara esto y se ofrecera la alternativa de generar una
division dentro de una de las bandejas para evitar la mezcla anticipada de productos.

La camara contard con 3 bandejas, las cuales deberan retener alrededor de 0,93 [kg].
Acorde a bibliografia, espesores cercanos a 1,5 [cm]| tardan alrededor de 24 horas en
liofilizarse [117], por lo que se determina no exceder este valor, para evitar duraciones
excesivas de la etapa. En base esto, se determina una altura de bandejas de 2 [cm],
dejando un margen de 0,5 [cm| para evitar el desborde o derrames de producto. Estos
parametros, indicados en la Tabla 9.12, permitiran dimensionar la cAmara de vacio.
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Tabla 9.12: Parametros para el diseno de la camara de vacio.

Tamano de la cdmara
Parametro Valor [ Unidad
Capacidad de la cdmara 2,78 kg
Volumen asociado a 2,78 [kg] de producto 2,65 [L]
Nimero de niveles 3 -]
Capacidad por nivel 0,93 [kg]
Altura de las bandejas 2 [cm]

Altura y didmetro de la camara

La altura de la cdmara sera de 24 [cm] (0,24 [m]), considerando la altura de las bandejas
(2 [cm]) y un espaciado de 6 [cm] entre los bordes de estas, permitiendo posicionar y
retirar comodamente el producto.

Las dimensiones de las bandejas (cilindrica), se estiman considerando la Ecuacién 9.12,
donde V), es el volumen del producto por nivel y ep es el espesor del producto, obte-
niéndose un didmetro de 0,27 [m].

V, = (ep) -7 (r?)

Considerando un margen de seguridad de un 10 %, para permitir la comoda entrada y
salida del sistema de bandejas en la camara, se determina que el didmetro de la cAmara
serd 0,3 [m].

(9.12)

Considerando las condiciones de cultivo y las estimaciones previas, se procedié a la co-
tizacion de liofilizadores, los cudles debian alcanzar una temperatura de congelamiento
de -50°C y tener una capacidad de al menos 2,65 [L]. El liofilizador recomendado por el
proveedor (marca Labconco) es vendido y distribuido dentro del pais. Posee una cdmara
con una capacidad de hasta 4,5 [L], lo que permitirfa a futuro aumentar la produccion,
sin la necesidad de comprar otro equipo. Las dimensiones de la cdmara son 25,4 [cm]
de didmetro y una altura de 24,9 [cm], valores altamente similares a los estimados.

Junto con el equipo, se cotizaron las bandejas de liofilizacion y los accesorios requeridos
para su funcionamiento, que corresponden a una camara con 8 valvulas y frascos de
600 [mL]. Las caracteristicas del liofilizador seleccionado se muestran en la Tabla 9.13.

Tabla 9.13: Datos liofilizador modelo LABC700401030 cotizado.

Marca Precio Capacidad Temperatura de Material Potencia
[USD] (L] congelamiento [°C] (kW]
Labconco | 14.196 45 -50  Acero 2,76
inoxidable
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El equipo seleccionado tiene una capacidad de remocién de 2,5 [L] de agua en 24 horas,
por lo tanto tardard aproximadamente 18,5 horas en liofilizar el producto hasta las
condiciones de humedad definidas. El proceso de liofilizacion, se sugiere que se lleve a
cabo en las siguientes etapas: 1) -50°C durante 3 [h], 2) -4°C durante 2 [h], 3) 15°C
durante 3 [h], 4) 25°C durante 4 [h] y 5) 30°C durante 6,5 [h] [117]. Se estima que para
la primera etapa, la remocién de calor es de 1.144,4 [kJ] para que el producto alcance
su congelacion (Ver detalles de la estimacién en el Anexo D).

Es importante considerar que el disefio propuesto no es el tnico disponible en el mer-
cado, de hecho existen otras configuraciones que permiten un manejo del producto con
mayor comodidad. Teniendo en cuenta esto, en el Anexo E se propone el diseno com-
pleto de un liofilizador con camara cilindrica de puerta frontal. La propuesta considera
materiales, espesores, aislantes, forma de la cdmara y de las tapas, bomba de vacio, etc.
Inclusive, se realiza un balance de energia para el sistema completo, es decir el calor
que debe ser removido de la caAmara para alcanzar la temperatura deseada, incluyendo
al producto, bandejas, aire y el calor cedido a través de las paredes del equipo. Por
ultimo, se establece el calor que se debe generar en las placas intercambiadoras para
calentar el producto hasta la temperatura deseada.

Seleccion de la bomba de vacio

Para el funcionamiento del liofilizador seleccionado, se requiere de una bomba de vacio,
cuya funcién es evacuar los gases no condensables de la camara, generando la presion
necesaria para que se produzca la sublimacién. Ademas, evitar la presencia de aire pre-
viene la oxidacion durante el proceso. La bomba de vacio debe ser capaz de disminuir
la presion atmosférica hasta la presién de operacion (0,01 [mbar]) dentro de la cdmara.
Para determinar qué bomba utilizar, se considera el volumen de la camara, la presion
de operacion y el tiempo requerido para alcanzarla.

El volumen de la cdmara corresponde a 0,017 [m?], el cual es obtenido a partir del
reemplazo de los valores estimados previamente en la siguiente expresion:

Volumen wimara = 7 - 72+ L

El tiempo requerido para que la bomba reduzca la presion de la cdmara a 0,01 [mbar],
se calcula mediante la Ecuacién 9.13 [140], y se sugiere que no exceda los 20 [min], para
que el producto no corra riesgo de descongelarse en las bandejas.

P

t:2,3~z-log(

< =) (9.13)

Donde:

e V: Volumen en litros.

» S,: Velocidad real de aspiracion [L/min] (Dato entregado por proveedor).
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o Py: Presion inicial (Presién atmosférica de 760 [mmHg] = 1.013,24 [mbar]).
o P: Presién que se desea alcanzar en [mbar].

e t: Tiempo en minutos.

De acuerdo a los requerimientos del liofilizador cotizado, la bomba de vacio debe tener
una capacidad de al menos 98 [L/min] y alcanzar un presién minima de 0,01 [mbar].
Considerando esto y los requerimientos definidos previamente, se realiza una busqueda
y cotizacién de bombas de vacio que cumplan con estas condiciones. Para la estima-
cién del tiempo de operacion, se toma como referencia la bomba recomendada por el
proveedor del liofilizador, la cual pertenece a la marca Labconco, con una capacidad
de 117 [L/min] y que alcanza una presiéon de 0,002 [mbar|. Considerando este equipo,
el tiempo en alcanzar el vacio es de aproximadamente 2 [min].

En la Tabla 9.14 se muestran las caracteristicas de la bombas que cumplen con los re-
querimientos de operacion. Particularmente, se selecciona la bomba Labconco, puesto
que alcanza un vacio final de 0,002 [mbar|, lo que asegura la sublimacién del agua pre-
sente en el sedimento en aproximadamente 2 [min|, tiempo que concuerda con el rango
propuesto anteriormente. Ademas, es importante considerar que el costo de adquisicion
es considerablemente menor comparado con la segunda bomba cotizada.

Tabla 9.14: Especificaciones bombas de vacio.

Marca Modelo Maximo vacio Capam.dad Tler.npo Precio
[mbar] [L/min] [min] $US

Vacuubrand 698143 0,01 165 5) 6.930
Labconco 7739402 0,002 117 2 4.009
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9.2. Equipos adicionales

9.2.1. Dosificadora y envasadora de polvos

Para envasar el biofertilizante generado, se utilizara una dosificadora de polvos de alta
precisién, la cual separa el contenido y lo envasa en sobres de capacidad (volumen) ajustable.
La dosificadora y envasadora de polvos, modelo SPDXDF20 AX puede operar con distintos
films laminados que puedan ser sellados por calor como PE, PE aluminizado, BOPP/PE,
Nylon/PE. La cotizacién fue realizada con la empresa Maspack, quienes recomendaron la
maquina que se muestra en la Tabla 9.16.

Tabla 9.15: Especificaciones del autoclave seleccionado.

Capacidad Potencia Precio

M Model
arca odelo [mi] W] USD]
Maspack SPDXDF20 AX 2-20 1,8 14.124

9.2.2. Autoclave

Los medios de cultivo, los matraces, reactores de 3 litros e implementos de laboratorio
que son faciles de trasladar y manipular, seran esterilizados en un autoclave. En este caso
particular, los materiales y medios a esterilizar son de bajo volumen, por lo que se opta por
un autoclave de mesa con una capacidad efectiva de 25 [L]. La cotizacién fue realizada con la
empresa Autoclave Ltda., quienes recomendaron el equipo que se muestra en la Tabla 9.16.

Tabla 9.16: Especificaciones del autoclave seleccionado.

Capacidad Potencia Precio
Marca Modelo L] W] USD]
Phoenix Luferco AB-25 litros 25 1,8 6.240

9.2.3. Caldera

Como se mencioné en el capitulo 8, para la esterilizaciéon de los reactores de 30 litros
con el medio de cultivo en su interior, se requiere de 11 [kg] de vapor a 121°C, por lo que
el equipo se selecciona de acuerdo a estos requerimientos. A pesar de que en el mercado es
posible obtener calderas que generen bajos flujos de vapor, se determina cotizar una de mayor
capacidad, considerando una posible futura expansién de la planta. Las caracteristicas de la
caldera seleccionada, de la marca H. Y. Boiler Vessel Co. y vendida por Servitec, se muestran
a continuacion en la Tabla 9.17.

Tabla 9.17: Especificaciones de la caldera seleccionada.

Generacion de vapor Potencia : Precio

Modelo Operaciéon
[kg/h] AL USD]
LDR0.05-0.7-YQ 50 36 Eléctrica 2.074
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9.2.4. Compresor

Para determinar las caracteristicas del compresor, es necesario conocer los requerimientos
totales de aire en el proceso. A continuacion, en la Tabla 9.18, se identifican todos las etapas
que requieren de aireacion.

Tabla 9.18: Requerimientos de aire comprimido.

Etapa Tiempo Flujo Volumen del cultivo
(] [L/min] L]
Reactor 3L 222 3 3
Reactor 3L’ 19,18 3 3
Reactor 30L 26,6 15 30
Reactor 30L’ 21,5 15 30
Total 36 66

A pesar de que las etapas de fermentacion en reactores de 3 y 30 litros no estan organizadas
para llevarse a cabo en simultaneo, ante eventuales imprevistos, se seleccionara un compresor
que sea capaz de alimentar simultaneamente las fermentaciones. Como el flujo requerido por
lote es de 36 [L/min], se opta por un equipo que pueda operar a mayores caudales, el cual se
muestra en la Tabla 9.19 y esta disponible en tiendas como Easy o Sodimac.

Tabla 9.19: Especificaciones del compresor seleccionado.

Caudal méax. Potencia Precio
Marca Modelo e o] W] USD]
Einhell TC-AC 190/50/8 110 1.5 180

9.2.5. Bombas

Se requiere el uso de bombas para el trasvasije del caldo de cultivo desde los reactores
de 3 litros hasta los de 30 litros, ademas, en estos ultimos, se considera la alimentacion de
los sustratos de manera exponencial. Para la operacién de la centrifuga se requiere de un
flujo mayor de 540 [L/h]. Los requerimientos de bombeo de cada operacién se muestran a
continuacion en la Tabla 9.20.

Tabla 9.20: Etapas que requieren de bombeo.

Operacién Flujo Volumen | Tiempo
[L/h] L] []
Trasvasije en reactores de 3L a 30L 10 3 0,3
Alimentacion exponencial en R 30L 0,5-3,0 20,7 15,7
Alimentacion exponencial en R 301’ 0,7-34 20,6 11,9
Alimentacion a centrifuga 540 31 0,06
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Para la alimentacion de los sustratos a los reactores de 30 litros, se consideran bombas
peristalticas de flujo programable, de esta forma se asegura que este sea exponencial en los
intervalos deseados. Con el fin de reducir costos, se utilizaran las mismas bombas para el
trasvasije desde los fermentador de 3 litros hasta los de 30 litros, puesto ambas operaciones
no son simultaneas. Considerando los datos de la tabla anterior, se opta por una bomba con
las caracteristicas mostradas en la Tabla 9.21.

Tabla 9.21: Especificaciones bombas peristalticas para flujo exponen-

cial.
Caudal Potencia Precio
Marca Modelo (L)1) W] USD]
Lambda instruments Lambda Maxiflow 0,002 - 10 1 1.635

Para la alimentacion de la centrifuga, se utilizara una bomba centrifuga capaz de alcanzar
el caudal deseado (540 [L/h]). Ademds, como los caldos de cultivo se centrifugardn de manera

diferenciada, se considera una bomba para ambos, cuyas caracteristicas se muestran en la
Tabla 9.22.

Tabla 9.22: Especificaciones de bomba para alimentacion de centrifuga.

Marca, Modelo Caudal maximo Potencia Precio
[L/h] [kW/h] | [USD]
Cole Parmer EW-75505-71 4.000 1 1.270
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Capitulo 10

Programacién de operaciones

Tal como se presenté en el capitulo 6, se requiere una produccién anual de 48,17 [kg] de
biomasa (peso seco), compuesta en igual proporcién por Azotobacter chroococcum y Azospi-
rillum lipoferum, especificamente 24,09 [kg] de cada bacteria.

La produccion de un lote contempla tres etapas principales: propagacion, produccion y
formulacién. La etapa de propagacion que consiste en propagar en serie el pre-inéculo en
un matraz y posteriormente en un reactor de tres litros, y tiene una duracién de 43,2 [h]
para Azotobacter chroococcum y 39,8 [h] para Azospirillum lipoferum (Ver capitulo 9). A esto
se suma el tiempo destinado a la carga y descarga de los equipos, estimado en 20 [min]. La
fermentacién principal tiene una duracién de 26,6 [h] y 21,5 [h], respectivamente, mientras que
la etapa de formulacion considera 1 [h] para centrifugacién (incluyendo descarga y limpieza)
y 18,5 [h] para la liofilizacion.

10.1. Planificacién y organizacion del proceso

Para tener un control del funcionamiento de ambas lineas de proceso, se propone la or-
ganizacion de las diferentes tareas asociadas a la producciéon del biofertilizante en una Carta
Gantt. Se considera como un lote de produccién, desde comienzos de la etapa de propagacion
hasta el término de la formulacién. La distribucién de los tiempos asignados a cada tarea se
pueden apreciar en la Figura 10.1.

Es importante considerar que, si en algiin momento, alguna de las etapas de la linea
de proceso sufre algin inconveniente, la programacion casi no considera actividades los dias
viernes, por lo que es posible flexibilizar los tiempos en caso de ser necesario, o incluir durante
esos dias, las mantenciones programadas de equipos y/o revisiones técnicas, las que se estiman
deben ser al menos unos 20 dias al ano. Por ultimo, a pesar de que no se indica en la
planificacion, tanto el proceso de propagaciéon como el de produccion tienen asociado un
control de calidad, donde se toman muestras durante y al término de las fermentaciones para
asegurar la calidad y esterilidad de los cultivos.
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Figura 10.1: Diagrama con distribucién temporal de actividades asociadas a la produccion.




Capitulo 11

Evaluacion econémica

La evaluaciéon economica de la linea de produccion del biofertilizante bacteriano, considera
en el flujo de caja: la inversion, los costos de produccion y las ganancias. La unidad monetaria
utilizada corresponde al ddlar (USD), para esto se consideran los indicadores econémicos al
dia 01 de marzo de 2021, donde el valor del délar es de $723 y el del euro de (EUR) $870.

11.1. Costos de inversion

El CAPEX (capital expenditure o gasto en capital) es el gasto que una compania o in-
dustria realiza en la adquisicién de bienes, equipos e instalaciones necesarias en la planta
[141]. De este modo, se transforma en un factor de prioridad para cualquier empresa, pues
supone un indicador de ciclo de vida, es decir, establece las condiciones bases y transversales
de produccion, a través de la calidad de los equipos adquiridos para el funcionamiento nor-
mal de la compania durante un cierto horizonte de tiempo. Los costos de inversion incluyen
costos directos e indirectos, dentro de los costos directos se encuentran el costo de equipos
y su instalacion, instrumentacion y control, piping, entre otros. Los costos indirectos estan
asociados a labores de ingenieria y supervisién, gastos de construccion y contingencias [142].

11.1.1. Costos directos

Costo de los equipos

La estimacion tiene como primer paso una aproximacién de costos asociados a la com-
pra de los equipos que componen el proceso, tomando como referencia los resultados de su
dimensionamiento y los precios entregados por proveedores. La mayoria de las cotizaciones
son de proveedores dentro del pais, sin embargo, en el caso de equipos cotizados en el extran-
jero, el precio reportado es del tipo FOB (free on board), por lo que no considera los costos
asociados al transporte y seguro de embarque. En estos casos, se determina el costo CIF,
el cual incluye el costo de la mercancia, el flete de traslado y la prima del seguro, y cuyo
valor es generalmente un 10 % mayor al costo FOB [141]. Sumado a esto, se considera que
las importaciones estan afectas al pago del derecho ad-valorem que se calcula como un 6 %
adicional a su costo CIF.
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Ademas, se debe considerar el costo de instalacién, el cual se puede estimar como un 35 %
del costo efectivo del equipo (considerando el rango de 25 % a 55 %) [142]. Los resultados de
las cotizaciones, se presentan en la Tabla 11.1, donde en la columna “Costo total”, se incluye
el derecho ad-valorem (cuando corresponda) y el niimero de equipos.

Tabla 11.1: Costos de equipos.

Costo Costo Costo Costo Costo
Equipo N° FOB FOB CIF total instalado Proveedor
[CLP] [USD] | [USD] | [USD] [USD]
Matraces 2 5.704 8 8 16 21 Bloqun.mca‘cl
Chile
Reactores 3 L 2 56.550.000 78.216 78216 | 156432 | 211.183 %‘ET;
Dilaco
Reactores 30 L ¢ 2 152.250.000 210.581 210.581 421.162 568.568 Chile
Centrifuga 1 5.046.540 6.980 7.678 8.139 10.987 Reyes Machinery
tubular China
o b OF Quimica
Liofilizador 1 13.162.900 18.206 18.206 18.206 24.578 Chile
Equipos secundarios
Envasadora y Maspack
dosificadora de polvo 1 10.212.000 14.124 14.124 14.124 19.068 Chile
Bomba 2 1.182.105 1.635 1.799 3.813 5.147 Lambda Lab.
peristaltica Espana
Bomba Cole-Parmer
centrifuga 1 918.210 1.270 1.397 1.481 1.999 Estados Unidos
Compresor 1 130.140 180 180 180 243 Sodimac
Chile
Caldera 1 1.499.502 2.074 2.281 2.418 3.265 Servitec
Espana
Autoclave 1 4.511.520 6.240 6.240 6.240 8.424 Aum%z‘feuda'
Otros © - 2.810.500 3.887 3.887 4.168 5.627 Chile
Total 248.279.121 343.401 344.597 636.378 859.111

“: Incluye software, °: Incluye bomba de vacio, ¢: Mas detalles en Tabla F.1 Anexo F.

Costo directos adicionales

Tal como se mencion6 previamente, se incluyen: instrumentacién y control, equipamiento
y materiales eléctricos, piping y construcciones. Estos costos pueden ser estimados como un
porcentaje asociado al costo de los equipos entregados (sin considerar la instalacién). En
plantas de procesos, estos porcentajes suelen ser los que se muestran en la Tabla 11.2 [141].

Tabla 11.2: Porcentajes para estimacion de costos directos.

Componente del costo

Porcentaje del costo del equipo

Instrumentacién y control 8-50 %
Piping 16-80 %

Equipamiento y materiales eléctricos 10-40 %
Servicios de construcciéon y edificios 45-68 %
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Como el proyecto propuesto corresponde a una linea de procesos y no al diseno de una
planta nueva, se omite la seccion de costos asociados a la compra y mejoramiento del terreno.
Los demas componentes, se estiman considerando los porcentajes mostrados en la Tabla 11.3,
los que corresponden a valores generales utilizados para industrias quimicas pequenias [141].
Ademas, para el caso de los costos de construccion y edificios, se utiliza el porcentaje sugerido
para industrias que s6lo incorporan nuevas lineas de proceso [141].

Tabla 11.3: Valor asociado a los costos directos adicionales.

Componente del costo Porcentaje del costo del equipo | Valor [USD]
Instrumentacién y control 26 % 165.458
Piping 31% 197.277
Sistemas eléctricos 20 % 127.276
Servicios de construccién y edificios 29 % 184.550
Total 674.561

De esta forma, los costos directos totales corresponden a los mostrados en la Tabla 11.4.

Tabla 11.4: Costos totales directos.

Componente del costo Valor [USD]
Equipos 636.378
Instalacion 222.732
Costos directos adicionales 674.561
Total 1.533.671

11.1.2. Costos indirectos

Los costos indirectos corresponden a gastos que no estan directamente relacionados con
el material y la mano de obra de la instalacion de la linea [141], y suelen estimarse a partir de
los costos directos totales. En la Tabla 11.5 se muestran los valores tipicos y los seleccionados.

Tabla 11.5: Costos totales indirectos.

Componente del costo % comunes % seleccionado | Valor [USD]
Ingenieria y supervisién 8% 8 % 122.694
Servicios de construccién 8-10% 0% 0
Costos legales 1-3% 3% 46.010
Honorarios de contratistas 1,5-6 % 0% 0
Contingencia 5-15% 10% 153.367
Total 322.071

Como el proyecto considera sélo la adicién una nueva linea de proceso, se omiten los
servicios de construccion y honorarios de contratistas, y se asume que todos los costos aso-
ciados a construccion, se consideran dentro de los costo directos “Servicios de construccién y
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edificios” definidos previamente. Para la contingencia, se consideré un valor sugerido de 10 %
[141], mientras que para los costos legales, se asumio el peor de los escenarios (3 %).

11.1.3. Costo total de inversion

En la Tabla 11.6 se resumen los costos de inversion del proyecto.

Tabla 11.6: Resumen costos de inversion.

Costos de inversiéon | Valor [USD]
Costos directos 1.533.671
Costos indirectos 322.071
Total 1.855.742

11.2. Costos de capital de trabajo

El capital de trabajo hace alusion a los costos asociados a la puesta en marcha de la planta
y al abastecimiento de materias primas e insumos para el primer mes de funcionamiento. En
este trabajo se considera como un 20 % del costo total de inversion [141], es decir 371.148
[USD], puesto que la mayor parte de reactivos se compra al inicio de la operacién y pueden
tener una duracion de varios meses.

11.3. Costos de operaciéon

El OPEX (operational expenditure o gasto operacional) es el gasto asociado a la operacién
de la planta, es decir, aquel que permite su funcionamiento. Se descuenta anualmente a lo largo
del horizonte de evaluacion del proyecto, e incluye los costos de insumos, agua, electricidad,
mano de obra, entre otros [141]. E1 OPEX estd compuesto por costos fijos y variables.

11.3.1. Costos fijos

Los costos fijos se caracterizan por ser constantes y no sufrir variacién asociada a la
produccién. Dentro de estos, se encuentran la mano de obra y los gastos generales fijos.

Mano de obra

El costo de la mano de obra depende del personal requerido para el funcionamiento de la
linea de proceso. Como el proyecto incluye sélo la adicién de una nueva linea de produccion,
se consideran 3 operadores, 2 a cargo de las lineas de propagacién y fermentacién (uno para
cada microorganismo), ademés de un tercer operador a cargo de las etapas de separacién y
formulacién del producto final. Junto con esto, se contara con un/a jefe de area, a cargo de la
supervision del proceso, una persona responsable del control de calidad, tomando muestras
intermedias y realizando seguimientos, y otra persona encargada del aseo del recinto.
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Para la determinaciéon de los sueldos, se obtuvo un valor estimado del sueldo bruto para
cada cargo, obtenidos de la base de datos de la fundacién Wagelndicator, quien recopila
informacion salarial desde el ano 2008 en Chile. Lo anterior se presenta en la Tabla 11.7,
donde se consideran 12 meses pagados durante el afio.

Tabla 11.7: Costo anual de mano de obra.

Cargo Sueldo liquido Sueldo bruto Total mensual Total anual
mensual [CLP] | mensual [CLP] [CLP] [USD]
Jefe/a de area 730.000 900.000 900.000 14.940
Operarios 530.000 650.000 1.950.000 32.364
Control de calidad 650.000 800.000 800.000 13.284
Personal de aseo 400.000 500.000 500.000 8.304
Total 68.892

Costos fijos adicionales de produccion

Dentro de estos costos se encuentran los servicios de administracion, distribucion y mar-
keting, y el financiamiento para I + D (Investigacién y Desarrollo). Los primeros se estiman
como un 25% de los costos de mano de obra [141], es decir, 17.223 [USD]. Los costos de
distribucién y marketing son indispensables para un ingreso exitoso al mercado, por lo que
se suponen un 20 % del OPEX total (el rango general va desde el 2% al 20 %), mientras que
I4+D corresponde a un 5% de este [141]. Considerando los datos de las siguientes secciones,
se estiman en 65.000 [USD] y 16.500 [USD], respectivamente.

Considerando lo anterior, los costos fijos totales se resumen en la Tabla 11.8.

Tabla 11.8: Costos fijos de produccion.

Componente del costo | Valor [USD]
Mano de obra 68.892
Costos fijos adicionales 98.723
Total 167.615

11.3.2. Costos Variables

Los costos de producciéon variables incluyen los gastos directamente asociados a la ope-
racion de la linea de proceso, es decir se incurren solo cuando la planta opera. Este tipo de
costo implica gastos de materias primas, mantenimiento y reparacién de equipos, suministros
operativos, catalizadores, solventes, etc [141].

Materia prima

Para estimar el costo de las materias primas utilizadas en el proceso, se considera el precio
de los reactivos y los requerimientos de los cultivos, tal como se presenta en la Tabla 11.9.
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Tabla 11.9: Costo de materias primas.

Materia prima Consumo Precio Total anual
[Kg/ano] [USD/Kg] [USD]
Melaza 63,86 7,4 474
Glucosa 31,82 37,1 1.180
MgSOy - TH50 0,48 96,3 46
NasMnOy - 2H50 0,01 1.424.6 16
CaCly - 2H50 0,16 92,9 15
KHyPO, 0,80 86,0 68
KyHPOy 2,39 122,5 293
FeSO4-TH50 0,03 167.4 )
NaCl 0,16 101 16
CaCl, 0,03 185,3 6
(NHy4)2504 477 167,4 799
Total 2.918

Los costos de los reactivos fueron obtenidos a partir de una cotizacién en Sigma-Aldrich,
para la cual se considerd el formato que mas convenia considerando el consumo anual, inde-
pendiente de si existian productos envasados en mayor cantidad. Esto con el fin de asegurar
su consumo durante el afio y evitar de esta forma, riesgos de vencimiento o pérdida de esta-
bilidad del producto al permanecer abierto durante mucho tiempo.

Suministros basicos

Para la operacion de la linea de proceso, se utiliza principalmente electricidad y agua.
En la Tabla 11.10 se resumen los costos asociados al consumo de agua [m?/afio] y energia
[kW — h/ano]. El consumo de agua considera el volumen utilizado para los medios de cultivo,
ademas del lavado de los equipos, para el que se estima un requerimiento hidrico equivalente
al 20 % del volumen de éstos [143]. Para la centrifuga tubular, se considera un volumen de
agua igual al del medio de cultivo, el cual se deja circular por el equipo. Los detalles de las
estimaciones se presentan en las Tablas F.3, F.4, F.5, Anexo F para el caso del suministro
eléctrico, y en la Tabla F.2, Anexo F para el caso del suministro hidrico.

Tabla 11.10: Costo asociado a suministros bésicos.

Suministro Consumo anual | Valor de consumo | Costo [USD/ano]
Agua 30,6 [m?] 1.193 [CLP/m?] 51
Electricidad 34.822 [kW-h] 78,79 [CLP /kW-h)] 3.794
Total 3.845

Las tarifas de luz y agua fueron obtenidas a partir de la informacion oficial publicada por
la Comisién Nacional de Energia y por la Superintendencia de Servicios Sanitarios.
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Costos variables adicionales

Adicionalmente, se tienen costos asociados a mantenciones y reparaciones de equipos; a
suministros para la operacion, que corresponden a lubricantes, productos quimicos de prueba,
entre otros; y finalmente costos de laboratorio. Los costos variables adicionales son calculados
considerando un porcentaje de alguna estimacién anterior [141] en un escenario desfavorable,
tal como se muestra en la Tabla 11.11.

Tabla 11.11: Costos adicionales de produccién variable.

Componente del costo Valores tipicos % seleccionado [Uglgs/:)ﬁo]
Mantemm.lento y 2-20 % ' 20% 197 976
reparaciones del costo de equipos
- - 15%
Suministros de operacién del costo de mantenimionto 15% 19.091
: 10-20 %
Costos de laboratorio del costo de mano de obra 20 % 13.778
Total 160.145

Resumiendo lo anterior, los costos de produccion variables se presentan en la Tabla 11.12.

Tabla 11.12: Costos variables de produccion.

Componente del costo Valor [USD]
Materia prima 2.918
Suministros basicos 3.845
Costos variables adicionales 160.145
Total 166.908

11.3.3. Costos totales de operacion

En la Tabla 11.13 se resumen los costos totales de operacion de la linea de proceso.

Tabla 11.13: Resumen costos de operacion.

Costos de operaciéon | Valor [USD]
Costos fijos 167.615
Costos variables 166.908
Total 334.523
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11.4. Ingresos

Para determinar los ingresos, es indispensable definir el precio de venta del biofertilizante.
Se toma como referencia el producto TwinN y otros productos relacionados, con un valor de
65 [USD/hectarea] por aplicacién [144], sin embargo, con el fin de ingresar competitivamente
al mercado, se decide apuntar a un valor menor, del orden de 50 [USD /hectareal, precio que
se encuentra dentro del rango especificado por expertos del rubro!. Ahora bien, la venta de
biofertilizantes suele realizarse por medio de distribuidores, por lo que el precio de venta para
estos debe ser de al menos un 40 % del precio de venta al usuario. Ademads, se debe conside-
rar el costo asociado al despacho del producto, el cual se supone como un 10 % adicional al
valor anterior?. De esta forma, el precio de venta del producto se reduce a 25 [USD/hectérea).

Como se indica en el Capitulo 6, una hectdrea debe ser inoculada con 6 - 10" [UFC].
Considerando que si todos los microorganismos generados en el proceso fuesen viables, esto
equivaldria a 6 - 1072 [g producto/hectérea], sin embargo, como en la etapa de liofilizacién
se pierde un 20 % de la viabilidad, entonces se requiere una aplicaciéon mayor, equivalente a
7,5-1072 [g de producto/hectdrea]. Considerando el valor definido por hectarea, se obtiene el
precio por kilogramo de producto, el cual se muestra en la Tabla 11.14 junto con la cantidad
de producto generado anualmente® y los ingresos asociados a la venta de este.

Tabla 11.14: Ingresos por venta.

Produccién [kg/ano] | Precio de venta [USD/kg] | Ingresos por venta [USD /afio]
43,36 333.333 14.453.613

11.5. Flujo de caja

Tomando en consideracion la informacién expuesta anteriormente, se procede a realizar
una proyeccion del flujo de caja, el cual se presenta la Tabla 11.15, y que incluye efectos tribu-
tarios como: depreciacion, impuestos, valores residuales, etc. Para su desarrollo, se considera
un horizonte de evaluacién para el proyecto de 10 anos. El Impuesto a la Renta de Primera
Categoria es de 27 %, de acuerdo al circular N° 52, 10.10.2014 del Servicio de Impuestos In-
terno (SII) [145]. La tasa de descuento se estima en un 12 % considerando un riesgo medio con
el proyecto, pues solo abarca la adicion de una nueva linea de proceso en una planta existente.

La depreciacion para los equipos es de 15 afios, excepto para las bombas y el compresor
donde se consideran 10 afos, de acuerdo a la Resolucién N°43, de 26-12-2002 del SII [146].
De esta forma, estos ultimos estaran desvalorizados al finalizar el horizonte de evaluacién,
mientras que los demés equipos se valorizardn considerando un precio de reventa de un 20 %
sobre el valor libro. El detalle de las depreciaciones se presenta en la Tabla F.6, Anexo F.

1 Conversacién sostenida con Pablo Nufiez y Maria Fernanda Flores, Gerente técnico y Gerente de Proyectos
en Agroadvance SpA, respectivamente, noviembre 2020.

2 Estimaciones entregadas por Maria Fernanda Flores, Gerente de Proyectos en Agroadvance SpA, abril 2021.

3 Considera la pérdida del 10 % de la biomasa generada (48,18 [kg]) en la etapa de centrifugacion.
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Tabla 11.15: Flujo de caja del proyecto.

Factores ANO
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(+) Ingresos por ventas - 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613 14.453.613
(-) OPEX - -334.523 -334.523 -334.523 -334.523 -334.523 -334.523 -334.523 -334.523 -334.523 -334.523
(+/-) Ganancias/pérdidas
de Capital ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 41782
(-) Depreciaciones - -42.330 -42.330 -42.330 -42.330 -42.330 -42.330 -42.330 -42.330 -42.330 -42.330
() Pérdidas - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q](%I'(:l(il() anterior
<:>dg;ﬁ$iz$§tes 0 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.076.760 | 14.118.542
(-) Impuesto (27 %) - -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.800.725 -3.812.006
(=) g:iﬁ;i;if;pue% 0 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.276.035 10.306.536
(+) Depreciaciones - 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330
(-/+) Gana‘ncm‘us/ pérdidas ) ) ) ) ) i ) ) ) ) 41782
de Capital
(+) Pérdida - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ejercicio anterior
(=) Flujo Operacional 0 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.307.084
(-) Inversiones (CAPEX) -1.855.742 - - - - - - - - - -
(-) IVA de la inversién -352.592 - - - - - - - - - -
(+) Recuperacion aro £
IVA de inversién ) 352.592 ) ) ) ) ) ) ) ) )
(+) Valor Resniual . . . . . . . . . . 950,694
de activos
(-) Capital de trabajo -371.148 - - - - - - - - - -
(+) Recuperacion
Capital de Trabajo ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 371.148
(=) Flujo de Capitales -2.579.482 352.592 0 0 0 0 0 0 0 0 621.842
Flujo de caja Neto -2.579.482 10.670.957 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.318.365 10.928.926
VAN ANUAL -2.579.482 9.527.639 8.225.737 7.344.408 6.557.507 5.854.917 5.227.605 4.667.504 4.167.414 3.720.906 3.518.822
VAN (USD) 56.232.976
TIR 411%
Payback 1




11.5.1. Indicadores econémicos

Para evaluar si es conveniente o no invertir en este proyecto, es fundamental analizar al
menos, los tres indicadores de viabilidad mas importantes: Valor Actual Neto (VAN), Tasa
Interna de Retorno (TIR) y Recuperacion de la inversion (payback).

El valor actual neto proyecta el flujo de dinero, actualizdndolo a su valor presente. Si
el valor del VAN para el proyecto es superior a cero (0), entonces se determina que vale la
pena invertir [147]. La tasa interna de retorno, corresponde a la tasa de descuento que hace
que el flujo de caja tenga un VAN igual a cero (0). Una TIR alta indica que el proyecto es
altamente rentable, y si es superior al valor de la tasa de descuento considerada, entonces se
recomienda invertir [147]. El payback indica cuénto tiempo tardan las utilidades en cubrir la
inversion inicial, mientras menor sea el plazo, mas atractiva serd la oferta, dependiendo de
la realidad financiera y las expectativas de cada inversor [147].

Los resultados de estos indicadores, incluidos en la Tabla 11.15, denotan que el proyecto
presenta valores de rentabilidad positivos, con un VAN de mas de 56 millones de ddlares y
una TIR superior al 400 %. A pesar de que pueden existir proyectos que posean una rentabi-
lidad tan alta (TIR superior al 100 %), este valor puede ser puesto en duda.

Al analizar el flujo de caja, se observa que los ingresos son los que desencadenan los
resultados anteriores, puesto que la estimacion de costos de operacion e inversion fueron co-
tizados de manera especifica para el proyecto, y concuerdan con los de proyectos similares.
Considerando los ingresos, si se analiza el precio de venta por hectarea, este es similar a
los productos que se comercializan actualmente, por lo que se prevé que la estimacion de la
demanda, y en consecuencia la produccion, es excesiva, y que por ende, no sea posible cubrir
un 35 % de la superficie nacional orgdnica ni un 10 % de la superficie sin certificacién orgénica.

Por otro lado, los supuestos utilizados para el disefio del proceso, determinan que el pro-
ducto generado tenga una viabilidad de 8 - 10 [UFC/g], valor 8 veces superior al registrado
para productos similares [144]. Es por esto que se determina realizar un andlisis de sensibi-
lidad, considerando que dentro del proceso se pierde al menos un orden de magnitud en la
viabilidad de los microorganismos. De esta forma, se obtendrian 1- 10" [UFC/g], con lo que
la dosis de aplicacién seria de 0,6 [g/hectérea], concordante con la del producto TwinN [144].

Modificaciones en la viabilidad celular

Considerando una viabilidad alcanzada igual a 1-10'" [UFC/g] y dos aplicaciones por hec-
tarea, entonces, con la produccion estimada previamente seria posible cubrir 36.134 hectareas,
valor correspondiente a un 13 % de las 289 mil hectareas a cubrir estimadas. Considerando
este nuevo supuesto, el cual no genera variaciones en el disefio del proceso, puesto que la masa
de microorganismos producida es la misma, solo que la viabilidad se ve reducida, entonces se
realiza un nuevo flujo de caja el cual se muestra en la Tabla 11.16. En este nuevo escenario
se observa que el proyecto sigue siendo altamente rentable (VAN de 4.068.733 [USD] y TIR
46 %), pero ahora con valores realistas para los indicadores econémicos.

82



€8

Tabla 11.16: Flujo de caja del proyecto, considerando pérdida de viabilidad.

Factores ANO
0 1 2 3 4 5 6 % 8 9 10
(++) Ingresos por ventas - 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702 | 1.806.702
(-) OPEX - 334523 | -334.523 | -334.523 | -334.523 | 334523 | -334.523 | -334.523 | -334.523 | -334.523 | -334.523
(+/-) Gananc@s/perdulas i i i i i ) i i i i 41,789
de Capital
() Depreciaciones B 42.330 42330 42330 42330 42330 42.330 42.330 42330 42330 42330
() Pérdidas - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
€Jerciclo anterior
(=) Utilidad antes 0 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.420.849 | 1.471.631
de Impuesto
() Impuesto (27 %) - T386.059 | -386.059 | -386.059 | -386.059 | -386.050 | -386.050 | -3%6.059 | -336.050 | -386.059 | -397.340
=) g‘f%ﬁgiciizp“es 0 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.043.790 | 1.074.201
(++) Depreciaciones - 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330 42.330
(-/+) Gananmés/perdldas i i i i i ) i i i i 41789
de Capital
(+) Pérdida - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ejercicio anterior
(=) Flujo Operacional 0 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.074.839
(-) Inversiones (CAPEX) -1.855.742 - - - - - - - - - -
(-) IVA de la inversién -352.592 - - - - - - - - - -
(+) Recuperacién
IVA de inversién ) 352.592 ) ) ) ) ) ) ) ) )
(+) Valor Besxlual i i i i i ) i i i i 950,694
de activos
(-) Capital de trabajo -371.148 - - - - - - - - - -
(+) Recuperacion
Capital de Trabajo ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 371148
(=) Flujo de Capitales | -2.579.482 | 352.502 0 0 0 0 0 0 0 0 621.842
Flujo de caja Neto 2.579.482 | 1.438.712 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.086.120 | 1.696.651
VAN ANUAL 2.579.482 | 1.284.563 | 865.848 773.078 690.249 616.293 550.262 491.305 138.665 391.666 546.236
VAN (USD) 1.068.733
TIR 6%
Payback 2




Capitulo 12

Discusion y Conclusiones

12.1. Discusion

A partir de la busqueda de informacion realizada para el estudio de mercado, se evidencia
que no existe claridad en cuanto al ntimero de empresas ni de productos comercializados,
debido a que actualmente no existe normativa especifica, mas que el etiquetado, que permita
su contabilizacién, siendo incluso importados en algunos casos bajo el mismo cédigo aran-
celario que fertilizantes quimicos. Considerando esto, se estima necesario realizar un estudio
detallado y en profundidad tanto de importaciones como de la producciéon nacional de bioin-
sumos, lo que significa amplios esfuerzos para lograr una recopilacién representativa de datos.

Particularmente, para analizar la produccion nacional de bioinsumos, se seleccioné la in-
formacion considerando sélo aquellos productos que se encuentran certificados para su uso en
la agricultura organica nacional, informacién que no evidencia la realidad actual, puesto que
se excluyen aquellas empresas que comercializan bioinsumos y que no cuentan con una certi-
ficacién para su uso en la agricultura organica, ya sea por motivos econémicos o burocraticos.

La informacion nacional recopilada es escasa en términos numéricos, por lo que no se
conocen las capacidades productivas ni niveles de comercializacion de los productos mencio-
nados. La adquisicién de estos datos es fundamental para realizar una estimacion real de
la capacidad de una planta, con el fin de competir con productores nacionales con niveles
similares de produccion, rendimiento e incidencia en el mercado, al menos para una etapa
inicial del proyecto.

Acorde a lo anterior, el nivel de produccion debiese ser estimado considerando la demanda
nacional de bioinoculantes formulados a partir de microorganismo, y no tomando como base
las posibles hectareas cultivables a cubrir, como se realiz6 en este trabajo, puesto que esto
puede llevar a una sobreestimacion de la capacidad de produccién establecida. Particular-
mente, el cubrir un 35 % de los suelos certificados para produccién organica mas un 10 % de
los suelos no certificados, puede ser un escenario dificil de alcanzar, no por la factibilidad
técnica, si no por que son productos que aun no se han masificado y por ende, la venta total
de la produccién puede ser improbable.
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El diseno propuesto, a pesar de que considera pérdidas de viabilidad en la etapa de lio-
filizacién, no es representativo de la realidad productiva actual. Dentro de los productos
existentes, las viabilidades mds altas reportadas son del orden de 1- 10" [UFC/g|, 8 veces
menor a la alcanzada en este diseno. Por otro lado, la venta de bioinsumos suele no ser
constante, sino més bien estacionaria, teniendo un auge en periodos previos a la floracion
o en el inicio de las plantaciones. Considerando esto, es relevante analizar la pérdida de
viabilidad, y por ende de efectividad, durante los periodos de almacenamiento de los produc-
tos, o en su defecto, modificar la programacién de las operaciones para evitar su acumulacion.

El proceso se considera técnicamente factible con los equipos y operaciones seleccionadas,
las cuales permiten un control exhaustivo en las etapas de fermentacion (T °, pH, espuma,
aireacién) y consideran una formulacién que garantiza una alta viabilidad de los microor-
ganismos. Sin embargo, se debe evaluar la aplicabilidad de los parametros de fermentacion
considerados para el diseno, puesto que estos fueron obtenidos a partir de condiciones de
laboratorio, y por lo tanto, pueden diferir en equipos de escala piloto. Ademaés, se toma como
supuesto que las concentraciones de sustrato se mantienen bajas durante las fermentaciones,
con el fin de evitar la produccion de alginato, el que puede mermar el rendimiento del sus-
trato en biomasa. Lo anterior estd sujeto a las condiciones de homogeneizacion de los cultivos.

El proceso disenado puede ser escalable para otros microorganismos, siempre y cuando, el
microorganismo seleccionado se ajuste a los equipos del proceso. Podria evaluarse el cultivo
de otras bacterias y de esta forma diversificar la gama de productos que pueden ser generados
en la misma linea de proceso.
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12.2. Conclusiones

Se desarrollo un estudio de mercado que incluia principalmente microorganismos con fun-
ciones bioinoculantes. A partir de la informacion recopilada, se determina que la produccién
nacional es escasa comparada con las importaciones y que por ende, el mercado chileno tiene
un gran potencial para ser explotado al corto y mediano plazo. Considerando esto, se deter-
miné abarcar un 35 % de los suelos organicos certificados estimados al 2025, més un 10 % de
suelos sin certificacién orgéanica.

Para el desarrollo del bioinsumo, se seleccionaron dos microorganismos: Azotobacter chroo-
coccum 'y Azospirillum lipoferum, los cuales tienen un rol biofertilizante, al tener la capacidad
de fijar nitrogeno atmosférico y proporcionar este elemento al suelo en formas asimilables por
plantas y arboles.

El proceso de produccién del biofertilizante considera tres etapas principales: propaga-
cion, produccion y formulacion. La primera consiste en una serie de fermentaciones tipo batch
que buscan incrementar la masa de microorganismos; la segunda considera un biorreactor en
operaciéon fed-batch, en el cual se adiciona exponencialmente el sustrato hasta alcanzar la
masa de microorganismos requerida. Finalmente, para llevar a cabo la formulaciéon del pro-
ducto, se considera la concentracion de la biomasa mediante centrifugacion, y luego una etapa
de liofilizaciéon que reduce considerablemente la humedad y el volumen del producto final,
favoreciendo su envasado y transporte.

Para el diseno del proceso, se realizd un balance de masa que consider6 una eficiencia de
separacién para las bacterias en la centrifuga del 90 % y una pérdida de viabilidad del 20 %
durante la liofilizaciéon. Teniendo en cuenta la masa y el volumen a procesar en cada equipo,
se procedi6 a su disefio a partir de ecuaciones caracteristicas, donde los valores obtenidos
coinciden con equipos comerciales utilizados para este tipo de procesos.

Desde un punto de vista técnico, es factible instalar la linea de proceso para la produc-
cion de un biofertilizante bacteriano, pues considera todos los equipos requeridos tanto para
las fermentaciones como para la formulacién. Ademaés, el analisis considera la presencia de
personal competente en el area, junto con una supervision y control de la calidad constante.

A partir de la evaluacion econémica del proceso, se determina que con un precio de venta al
usuario de 50 [USD /ha] el proyecto es altamente rentable, recuperando la inversién al primer
ano de funcionamiento y teniendo un VAN superior a los 56 millones de doélares. Debido a la
baja confiabilidad de estos valores, se realizé un andlisis de sensibilidad que consideraba una
mayor pérdida de viabilidad de los microorganismos dentro del proceso, por lo que la superficie
capaz de abarcar disminuia considerablemente ( 13 % de la superficie estimada inicialmente).
Con estos nuevos valores, el proyecto sigue siendo rentable, con valores obtenidos para el
VAN (4 millones de délares) y la TIR (47 %) realistas. Se determina que la viabilidad del
producto y por ende, la capacidad de cobertura de hectareas estaban sobreestimadas en el
disenio original.
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12.3. Recomendaciones

Se propone evaluar la efectividad del producto en cultivos en que se pueda sustituir total
o parcialmente la fertilizacion quimica, con el fin de ampliar la cantidad de pruebas de campo
efectivas y de esta forma, evidenciar su eficacia y competitividad con los métodos tradicio-
nales.

Se recomienda evaluar la viabilidad celular dentro del proceso completo, enfatizando en
las etapas criticas como la centrifugacion o liofilizacion. Ademas, se sugiere estudiar la pérdi-
da de viabilidad del producto almacenado, con el fin de predecir la eficacia del producto en su
aplicacion, considerando que la comercializacion de bioinsumos tiene un comportamiento mas
bien estacionario dentro del pais, por lo que podrian generarse meses en donde el producto
se mantenga almacenado.

Adicionalmente, se recomienda incorporar una unidad especializada en marketing para
este tipo de productos, buscando llegar a un mayor nimero clientes y de esta forma, incre-
mentar y masificar el uso de bioinsumos para una producciéon agricola mas sustentable.

Para estudios futuros, se recomienda evaluar el proceso para la produccion de otros mi-
croorganismos que tengan potencial bioinoculante. El proceso puede ser generalizable en tres
grandes etapas, lo que permite conservar la infraestructura, variando los microorganismos a
cultivar y en consecuencia, los requerimientos de la operacién como: medio de cultivo, tem-
peratura, pH, aireacién, etc.
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A. Proyectos financiados por la Fundacion para la Innovacién Agraria (FIA)

Tabla A.1: Proyectos ligados a biofertilizantes, financiados por la FIA.

uso de Nutrientes Fosforados en
el Trigo y Cebada

Ciencias Agrarias

A'n.o .de A/no 'de Proyecto Ejecutor Objetivos
1n1Cc10 término
Desarrollar y evaluar
biofertilizantes para el cultivo
de arroz, en base a microalgas
1993 9002 Desarrollo de Biofertilizantes Universidad de fijadoras de nitrégeno.
para el Cultivo de Arroz en Chile Talca Desarrollar y transferir
paquetes tecnologicos
compatibles con el uso de
biofertilizantes en arroz.
Universidad de la
Biofertilizantes Microbianos : Frontera, Facultad de
9007 9010 Pr'epar.ac.ién de Inoculagtes Inger.lie'ria, C'i/encias y
Micorricicos sobre Matrices Administracion,
Porosas Inertes Depto. de Ingenieria
Quimica
Detectar, establecer y
. . bioformular cuatro nuevos
Biofertilizantes en Base a ) ) : , .
Rizobacterias para disminuir el UHIVQI“Sldad Austral tipos de bacterias solubilizadoras
2010 2014 de Chile, Facultad de de fosforo, evaluarlas en pruebas

de campo y aplicarlas como
prototipos funcionales para
cultivos de trigo y cebada.
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Nuevos Biofertilizantes

Empaquetar la tecnologla para
producir un nuevo biofertilizante

2010 2012 U 1S.A.
Psicrofilos xha psicrofilo en base a bacterias
antarticas.
Generacion de un biofertilizante ) .
. . Generar un biofertilizante para
mediante el uso de genémica y .
microencapsulacion para contribuir al desarrollo
0 P P .. Corporacion Centro de competitivo y sustentable del
contribuir al desarrollo competitivo , . .. . : .
2012 2015 . . Genomica Nutricional cultivo de lupino amarillo de alto
y sustentable del cultivo de lupino , .. )
. . Agroacuicola - CGNA rendimiento proteico en la
de alto rendimiento proteico en la , . ,
. . . agricultura familiar campesina
agricultura familiar campesina del )
. del sur de Chile.
sur de Chile
Implementar una planta piloto
para la producciéon masiva de
, bacterias solubilizadoras de
Agricola, Forestal y fosforo, que permita la
Desarrollo de biofertilizantes y Comercial Rédulo formulz;c?én Se un producto
2012 2016 creacion de Planta Piloto de Enrique Rodén - P

Producciéon

BIOAGROTEC
EIRL

microbiano de fosfobacterias
autoctonas de las regiones del
centro y sur de Chile con cardcter
comercial de uso agricola y
forestal.




Elaboracién de un plan de
negocios, el plan de trabajo
para la ejecucion de
actividades de
emprendimiento y la
Biofertilizante en Base a Hongos . . formalizacion de un acuerdo

. ., . . Universidad Mayor ) .
Micorrizogenos Antéarticos sobre propiedad intelectual
del proyecto y conformacion
del emprendimiento
contemplado en el marco del
proyecto entre las partes
involucradas.

2014 2015

¢01

Elaboracién de un plan de
negocios, el plan de trabajo para
la ejecucion de actividades de
emprendimiento y la
Bioglomo: Biofertilizantes en Base ) ) formalizacion de un acuerdo
Universidad de ) )

2014 2015 a Hongos Glomeromycetes para la ., sobre propiedad intelectual

. . Concepcién -
Agricultura Nacional del proyecto y conformacién
del emprendimiento
contemplado en el marco
del proyecto entre las partes

involucradas.

Biofertilizante en Base a Hongos

2015 2016 Micorrizégenos Antarticos (Etapa II)

Universidad Mayor

Bioglomo: Biofertilizantes en Base
2015 2016 a Hongos Glomeromycetes para la
Agricultura Nacional

Universidad de

Concepciéon




€01

Validaciéon técnica y comercial de

Universidad de

Producir un prototipo tecnologico
comercializable de un
biofertilizante enzimatico y un
acondicionador de suelo
formulados en base a

2015 2017 nuevos biofertilizantes formulados ., . B
_ , Concepciéon nanobiotecnologia y
en base a nanobiotecnologia S .
revalorizacion de residuos
agropecuarios para ser
introducidos al mercado de los
biofertilizantes.
Rescatar y valorizar la préactica
. . patrimonial del uso del alga
Rescate patrimonial del uso del alga )
) Lamilla (Ulva lactuca L.) como
Lamilla (Ulva lactuca L.) como . s .
. e . biofertilizante en el cultivo de
biofertilizante en el cultivo de papa Lauauen Mabu apa (Solanum tuberosum L.)
2015 2017 (Solanum tuberosum L.) mediante q P paps o '
1 . de Catruman mediante su validacion
su validacién agronémica en la , )
. .1 agronémica en la comunidad
comunidad indigena Lauquen Mapu .,
o, indigena Lauquen Mapu de
de Catruman, Chiloé .
Catruman, obteniendo un
producto estabilizado.
Produccién de un Biofertilizante en Universidad de
Vi
2016 2016 Base a Biocarbén Proveniente de

Pir¢lisis de Residuos Agro-Industriales

La Frontera
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Probatura y evaluacién de un
biofertilizante en base a una cepa de
levadura muerta para el cultivo de

Universidad Austral

Evaluar el Efecto del
Biofertilizante en Base a la
Cepa de Levadura Muerta
Kazachstania Exigua Sobre la
Biomasa y la Estimulacion de

2017 2017 Crecimiento Mediante el
hortalizas (tomate y pimentén) hasta de Chile recmn'en © e. e ©
, ., Contenido de Fitohormonas y
el estado de plantulas y obtencion de :
. ) del Precursor del Etileno en
sus frutos en condiciones de vivero , .,
Plantulas y en la Obtencién
de Frutos de las Hortalizas
(Tomate y Pimentén).
Desarrollar un Inoculante Con
e . Base en Bacterias Nativas del
Utilizacion de cepas nativas de , oo
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B. Resumen balance de masa

A continuacion se presentan tablas restiimenes con la composicién de las corrientes al inicio
y término de cada operacion.

Tabla B.1: Operaciéon en matraz - cultivo de Azotobacter chroococcum.

Flujos
Nombre Descripciéon Entrada Entrada Entrada ... .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente (g] (L] [g/L]
994 Medio de cultivo sin sacarosa 29,82
S1 Preinéculo 30 0,03 Sacarosa 0
[ Microorganismos 0,18
F1 Medio de cultivo 270 0.27 981 Medio de cultivo sin sacarosa 264,87
19 Sacarosa 513
Nombre Descripciéon Salida Salida Salida . . .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente (g] (L] [g/L]
6 Microorganismos 1,8
F2 Caldo de cultivo 300 0,3 4 Sacarosa 1,2
990 Medio de cultivo sin sacarosa 297
Tabla B.2: Operacion en matraz - cultivo de Azospirillum lipoferum.
Flujos
Nombre Descripcion Entrada Entrada Entrada . ., .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] [L] [g/L]
994 Medio de cultivo sin sacarosa 29,82
ST Preinéculo 30 0,03 Glucosa 0
6 Microorganismos 0,18
- — — , —
F1 Medio de cultivo 270 0.27 980 Medio de cultivo sin glucosa 264.,6
20 Glucosa 5,4
Nombre Descripcion Salida Salida Salida . ., .
. . Composicion [g] en corriente
corriente corriente [g] [L] [g/1L]
7.6 Microorganismos 2,28
F2’ Caldo de cultivo 300 0,3 4,1 Glucosa 1,23
988,3 Medio de cultivo sin glucosa 296,5
Tabla B.3: Reactor de 3 litros - cultivo de Azotobacter chroococcum.
Flujos
Nombre Descripcién Entrada Entrada Entrada L., .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] L] [g/L]
[§ Microorganismos 1,8
F2 Caldo de cultivo 300 0,3 4 Sacarosa 1,2
990 Medio de cultivo sin sacarosa 297
F3 Medio de cultivo 2,700 2.70 981 Medio de cultivo sin sacarosa 2.648,7
19 Sacarosa 51,3
Nombre Descripcién Salida Salida Salida L., .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] L] [g/L]
7,5 Microorganismos 225
F4 Caldo de cultivo 3.000 3 0,8 Sacarosa 2,5
991,7 Medio de cultivo sin sacarosa 2.975
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Tabla B.4: Reactor de 3 litros - cultivo de Azospirillum lipoferum.

Flujos
Nombre Descripcién Entrada Entrada Entrada A .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente (g] L] [g/L]
7,6 Microorganismos 2,3
F2’ Caldo de cultivo 300 0,3 4,1 Glucosa 1,2
988,3 Medio de cultivo sin glucosa 296.,5
P Medio de cultivo 9700 270 980 Medio de cultivo sin glucosa 2.646
20 Glucosa 54
Nombre Descripcién Salida Salida Salida .. .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] L] [g/L]
9,7 Microorganismos 29,1
F4 Caldo de cultivo 3.000 3 0,7 Glucosa 2
989,6 Medio de cultivo sin glucosa 2.968,9
Tabla B.5: Operacion batch en Reactor 30L - Azotobacter chroococcum.
Flujos
Nombre Descripcion Entrada Entrada Entrada L. )
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente lg] (L] [g/L]
7,5 Microorganismos 22,5
F4 Caldo de cultivo 3.000 3 0,8 Sacarosa 2,5
991,7 Medio de cultivo sin sacarosa 2.975
F5 Medio de cultivo 7000 7 981 Medio de cultivo sin sacarosa 6.?67
19 Sacarosa 133
Nombre Descripcion Salida Salida Salida L. 3
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] (L] [g/L]
7.8 Microorganismos 78
Batch Caldo de cultivo 10.000 10 0,1 Sacarosa 14
992,1 Medio de cultivo sin sacarosa 9.920,6
Tabla B.6: Operacion fed-batch Reactor 30L - Azotobacter chroococcum.
Flujos
Nombre Descripcién Entrada Entrada Entrada ... .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente (g] L] [g/L]
7,8 Microorganismos 78
Batch Caldo de cultivo 10.000 10 0,14 Sacarosa 1,4
992,06 Medio de cultivo sin sacarosa 9.920,6
45 Sacarosa 931
F6 Fuente de carbono 10.000 20,7 955 Agn 19759
Nombre Descripcion Salida Salida Salida Composicién 1] o eosftans
corriente corriente [g] (L] [g/L] L& .
15,1 Microorganismos 463
F7 Caldo de cultivo 30.690 30,7 0,04 Sacarosa 2
984,86 Medio de cultivo sin sacarosa 30.225
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Tabla B.7: Operaciéon batch en Reactor 30L - Azospirillum lipoferum.

Flujos
Nombre Descripcién Entrada Entrada Entrada A .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] L] [g/L]
9,7 Microorganismos 29,1
F4 Caldo de cultivo 3.000 3 0,7 Glucosa 2
989,6 Medio de cultivo sin glucosa 2.968,9
, P . 980 Medio de cultivo sin glucosa 6.860
F5 Medio de cultivo 7.000 7 30 CTcom 10
Nombre Descripcién Salida Salida Salida . . .
X . Composicién [g] en corriente
corriente corriente [g] L] [g/L]
10 Microorganismos 100
Batch’ Caldo de cultivo 10.000 10 0,1 Glucosa 1,3
989,9 Medio de cultivo sin glucosa 9.898,7
Tabla B.8: Operacién fed-batch Reactor 30L - Azospirillum lipoferum.
Flujos
Nombre Descripcion Entrada Entrada | Entrada Chsriryoesfiein 5] em cmmets
corriente corriente [g] (L] [g/L]
10 Microorganismos 100
Batch’ Caldo de cultivo 10.000 10 0,1 Glucosa 1,3
989,9 Medio de cultivo sin glucosa 9.898,7
, 35 Glucosa 721
F6 Fuente de carbono 10.000 20,6 965 Agua 9579
Nombre Descripciéon Salida Salida Salida A .
. . Composicién [g] en corriente
corriente corriente (g] L] [g/L]
15,1 Microorganismos 463
F7 Caldo de cultivo 30.593 30,6 0,04 Glucosa 2
984,86 Medio de cultivo sin glucosa 30.128
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C. Tablas de vapor

A continuacion, en la Tabla C.1 se muestran los valores de la presién de vapor del hielo
a diferentes temperaturas.

Tabla C.1: Presién de vapor del hielo [148].

Temperatura | Presion Presion | Temperatura | Presion Presion | Temperatura | Presion Presion

[°C] [Pa] [mbar] [°c] [Pa] [mbar] [°C] [Pa] [mbar]
0,0 611,150 6,112 -15,0 165,300 1,653 -30,0 38,010 0,380
-1,0 562,670 5,627 -16,0 150,680 1,507 -31,0 34,240 0,342
-1,5 539,770 5,398 -16,5 143,820 1,438 -31,5 32,490 0,325
-2,0 517,720 5,177 -17,0 137,250 1,373 -32,0 30,820 0,308
-3,0 476,060 4,761 -18,0 124,920 1,249 -33,0 27,710 0,277
-3,5 456,390 4,564 -18,5 119,150 1,192 -33,5 26,270 0,263
-4,0 437,470 4,375 -19,0 113,620 1,136 -34,0 24,900 0,249
-5,0 401,760 4,018 -20,0 103,260 1,033 -35,0 22,350 0,224
-5,5 384,920 3,849 -20,5 98,410 0,984 -35,5 21,160 0,212
-6,0 368,730 3,687 -21,0 93,770 0,938 -36,0 20,040 0,200
-7,0 338,190 3,382 -22,0 85,100 0,851 -37,0 17,960 0,180
-7,5 323,800 3,238 -22,5 81,040 0,810 -37,5 16,990 0,170
-8,0 309,980 3,100 -23,0 77,160 0,772 -38,0 16,070 0,161
-8,5 296,700 2,967 -23,5 73,450 0,735 -38,5 15,200 0,152
-9,0 283,940 2,839 -24,0 69,910 0,699 -39,0 14,370 0,144
-9,5 271,680 2,717 -24,5 66,520 0,665 -39,5 13,590 0,136
-10,0 259,900 2,599 -25,0 63,290 0,633 -40,0 12,840 0,128
-10,5 248,590 2,486 -25,5 60,200 0,602 -45,0 7,202 0,072
-11,0 237,740 2,377 -26,0 57,250 0,573 -50,0 3,936 0,039
-11,5 227,320 2,273 -26,5 54,430 0,544 -55,0 2,003 0,021
-12,0 217,320 2173 -27,0 51,740 0,517 -60,0 1,080 0,011
-12,5 207,730 2,077 -27,5 49,180 0,492 -65,0 0,540 0,005
-13,0 198,520 1,985 -28,0 46,730 0,467 -70,0 0,261 0,003
-13,5 189,690 1,897 -28,5 44,390 0,444 -75,0 0,122 0,001
-14,0 181,220 1,812 -29,0 42,160 0,422 -80,0 0,055 0,001
-14,5 173,090 1,731 -29,5 40,040 0,400
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D. Calor a retirar del producto

Calor cedido por el producto

La carga asociada al producto, hace referencia al calor que debe ser eliminado para que
la temperatura del producto baje hasta el valor deseado [149]. En este caso el producto es
congelado a una temperatura inferior a su temperatura de congelacion, por lo que su carga
de enfriamiento se calcula en tres partes:

1. Calor cedido por el producto al enfriarse desde la temperatura de entrada hasta la
temperatura de congelacion (25 °C a - 3 °C).
Para estimar este valor, se utiliza la siguiente expresion de calor.

lem-cp-AT

Donde:

= m: Masa del producto.
» (),: Calor especifico del producto.

= AT': Diferencia de temperaturas.

La masa del producto considerada para el diseno es de 2,78 [kg], tal como se establecid
previamente. Por otro lado, la capacidad calorifica del producto, que se compone por
bacterias y medio de cultivo, se estima mediante la Ecuaciéon D.1 [150].

Op Mezcla:XA'CpA+XB'CpB+~--- (D1>

Para estimar el calor especifico C'p de las bacterias, se utiliza la regla de Kopp, repre-
sentada en la Ecuacién D.2 [135], para un microorganismo de férmula C, H3O, Nj.

Cp [J/m0l~K]Za'Cpc—i-ﬁ'OpH-i-V'Cpo-i-(;-OpN (D.Q)
El valor de los calores especificos atéomicos se presenta a continuacion en la Tabla D.2.

Tabla D.2: Capacidades calorificas atémicas [135].

Capacidad calorifica
Elemento en estado solido
[J/atomo K]
C 7524
H 9,614
O 16,720
P 22 572
S -
Otros 25,916
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Se considera la férmula general para bacterias igual a C'Hj 66600270 No,200 [151]. Utili-
zando la Ecuacion D.2 y los Datos de la Tabla D.2, se obtiene la capacidad calorifica
de las bacterias.

CPBact [J/mol-K] = 1.7, 52441, 666-9, 614+0, 27-16, 72+0, 2-25, 916 = 33, 24 [.//mol- K]

Ademas, tomando en consideracién que la masa molar de las bacterias es igual a 25,5
[g/mol] [152], se obtiene el siguiente valor para el Cp:

33,24 [J/mol - K]
25,5 [g/mol]

CP Bact = =1,303 [J/g- K]

Por otro lado, el agua tiene un Cp igual a 4,18 [J/g - K], por lo que, al utilizar la
Ecuacién D.1 y las composiciones al inicio (obtenidas mediante el Balance de Masas),
se obtiene el calor especifico de la mezcla a liofilizar.

Cp Mezcla — 07317303 [J/gK]+07747 18 [J/gK] = 3,32[J/QK] = 37 32 [k']/kgK]

Finalmente, considerando que la diferencia de temperaturas AT es igual a 28 °C (25°C'—
(—3°C)), al reemplazar los valores en la ecuacion de calor cedido por le producto, se
obtiene:

Q1 = 2,78 [kg] - 3,32 [kJ/kg - K] - 28°C = 258, 4 [k.J]

. Calor cedido por el producto durante su solidificacion o congelacién

Para determinar cuanto calor cede el producto durante su congelacion, se utiliza la
siguiente expresion:

Q2:m>\f

Donde m es la masa del producto y A corresponde al calor latente de fusién. En este
caso particular, la masa fue determinada con anterioridad (2,78 [kg]) y el calor latente
de fusién se estima considerando alimentos que presenten una humedad similar a la
de la mezcla (70 %), puesto que no se encuentran datos especificos para bacterias. En
este caso, el valor de A; utilizado es 235,5 [kJ/kg| [134]. Reemplazando en la ecuacién
anterior se obtiene:

Qs = 2,78 [kg] - 235,5 [kJ/kg] = 654, 7 [kJ]

. Calor cedido por el producto para enfriarse desde su temperatura de congelaciéon hasta
la temperatura final

Para determinar el calor cedido para reducir la temperatura desde -3 °C a -50 °C se
utiliza la siguiente expresion:
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Q3 =m-Cpy- AT

Donde la masa m corresponde a 2,78 [kg|, Cpy la capacidad calorifica del producto
bajo el punto de congelacion y AT es igual a 47°C (-50°C - (-3 °C)). El valor de Cp,
se obtiene a partir de alimentos que tengan un porcentaje de agua similar al producto
a (70 %), en este caso se considera 1,77 [kJ/kg] [134].

Reemplazando se obtiene:

Qs = 2,78 [kg] - 1,77 [kJ/kg) - A7°C = 231, 3 [kJ]

De esta manera, el calor total a retirar del producto es:

Q Producto — Ql + Q2 + QS
Q Producto = 258,4 [kJ] 4+ 654,7 [kJ] + 231, 3 [kJ]

Q Producto = 114474 [k‘]]
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E. Diseno alternativo de liofilizador.

Es posible disenar otros modelos de liofilizadores, los cuales tienen un acceso frontal a las
bandejas. A continuacién, se propone un disenio alternativo para el equipo.

E.1. Esquema del proceso

El diagrama que define la entrada y salidas del equipo se aprecia en la Figura E.1.

F10

— FOIF9'— F1l—p-

Liofilizador

Figura E.1: Diagrama liofilizador.

E.2. Datos

Para el dimensionamiento del liofilizador se consideran los mismo parametros que el Ca-
pitulo 9, como se observa en la Tabla E.3.

Tabla E.3: Pardmetros de diseno para el liofilizador.

Parametro Valor | Unidad Referencia
Temperatura de entrada del producto 25 [°C] En este trabajo
Temperatura eutéctica -30 [°C] Estimada [132]
Temperatura minima de la ciAmara de secado -50 [°C] [133]
Temperatura méaxima sistema de calentamiento 50 [°C] En este trabajo
Temperatura minima del condensador -80 [°C] En este trabajo
Va.c,lo HHAIHo alcanze}xble 0,01 [mbar] Estimada [134]
(Presién minima de la cAmara)

E.3. Justificacion de eleccion de parametros

Los supuestos considerados para el dimensionamiento del liofilizador, son los mismo pre-
sentados en el Capitulo 9, salvo por la siguiente excepcion:

= Tal como se presenta en el Capitulo Balance de Masa, se requiere procesar alrededor
de 2,65 litros de torta, equivalente a 2,78 [kg] (considerando la densidad de la torta).
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Para dejar un margen de seguridad por si en futuro se decide aumentar la produccion,
se propone que el liofilizador tenga una capacidad de 4 [kg].

= La temperatura de las placas de calentamiento, varia dependiendo de la resistencia del
producto al calor, por lo que oscila entre 30 °C a 50°C. Se selecciona una temperatura
de 50°C, pues permite variar la temperatura y reducirla en caso de ser necesario.

E.3.1. Diseno de la cAmara de liofilizacién
Seleccion del material

Para la seleccién del material de construccién, se debe considerar que la camara serd
sometida a bajas presiones. En el caso de la industria biotecnolégica, farmacéutica y de
alimentos, suele recomendarse el acero inoxidable, especialmente para las superficies que
entran en contacto con los productos, donde los mas recomendados suelen ser AISI 304 y
AIST 316. Ambos materiales tienen propiedades mecénicas y térmicas similares [136], sin
embargo se diferencian en que el acero AISI 304 es atacado por los acidos citricos y lacticos,
los cuales suelen generarse en medios biolbgicos, mientras que el acero AISI 316 suele ser mas
resistente a estos ataques corrosivos. Es por esto que, se determina que la cAmara de vacio
considerara acero AISI 316 para su construccion.

Forma de la camara

Para determinar la forma de la camara, es necesario tomar en consideracion la resistencia
necesaria para soportar la diferencia de presion, la disponibilidad de material con la geome-
tria requerida y por tltimo, la facilidad para su construccién y unién de partes [137].

Comercialmente, las principales geometrias de cdmaras son cilindricas y ctbicas. Las
cilindricas tienen como ventaja una mayor resistencia para soportar la presion exterior, igual
a la presién atmosférica méxima (760 [mmHg]). Ademads, esta geometria significa una menor
area de material empleado, y dado que tiene una mayor resistencia a la presion, entonces
requiere un menor espesor. Esto se traduce en una reducciéon en el costo de volumen de
material empleado y en consecuencia, en una reduccién en el peso final de la cdmara [138].
Es por esto que se determina que la camara tendra una geometria cilindrica.

E.3.1.1. Tamano de la cAmara de vacio

Para determinar el tamano, es necesario tener en consideracion los siguientes aspectos:

Capacidad de la caAmara y nimero de niveles

Densidad del producto a procesar

Espesor del producto

Espacio entre placas

Espesor de las placas
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La capacidad de la cdmara se definié previamente para 4 [kg| de torta, ademds, se consi-
dera una densidad de 1.050 [kg/m?] para las bacterias [139]. Esto significa que la capacidad
méaxima a liofilizar de la cAmara de vacio vendra dada al considerar 4 [kg| de microorganismos
con la densidad antes mencionada, lo que es equivalente a 3,8 [L].

Se determina ademas que la cAmara contara con 5 niveles, los cuales tendran una capaci-
dad maxima de retencién de 0,8 [kg], de esta forma permiten el procesamiento de 4 [kg| de
torta. Ademas, cada nivel cuenta con una placa intercambiadora de calor donde circulara el
fluido de transferencia (para la etapa de congelacién del producto) y ademaés, estas contaran
con resistencia para suministrar calor para las etapas posteriores a la congelacion.

La torta a liofilizar se dispondré en las bandejas con un espesor de 1 [cm], esto conside-
rando que es un proceso que requiere bastante tiempo, donde el espesor del producto tendra
incidencia directa en la duracién de la etapa. Acorde a bibliografia, espesores cercanos a 1
[cm] tardan entre 10 a 12 horas en secarse, por lo que se determina no incrementar mas el
espesor, para evitar duraciones excesivas de la etapa. Considerando lo anterior, la altura de
las bandejas serda de 1,5 [em], esto incluye el espesor del producto (1 [cm]) y un margen de
0,5 [cm] para evitar el desborde o posibles derrames de producto.

Las placas estaran espaciadas por 6 [cm], considerando la altura de la bandeja. Esto de-
jando un margen de 4 [cm] para el posicionamiento cémodo del producto y 2 [em] adicionales
para permitir el flujo libre de vapor dentro la caAmara. Por 1ltimo, las placas intercambiado-
ras de calor tendrdn un espesor méaximo de 2 [cm], de modo que permitan la circulacién de
refrigerante por su interior.

Un resumen de los parametros definidos se presenta a continuacién en la Tabla E.4.

Tabla E.4: Parametros para determinar el tamano de la camara.

Tamano de la cdmara
Parametro Valor [ Unidad
Capacidad de la cAmara 4 [kg]
Densidad del producto (bacterias) 1,05 [kg/L]
Volumen méximo para 4 [kg] de producto 3,8 (L]
Nimero de niveles 5 -]
Capacidad por nivel 0,8 kg]
Volumen de producto por nivel 0,76 (L]
Nimero de placas 5 -]
Espacio entre placas 6 [cm)]
Altura de las placas intercambiadoras de calor 2 [cm]
Altura de las bandejas 1,5 [cm]
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Altura de la estanteria

La altura que tendra la estanteria, que corresponde a la regién en donde se sitian las
bandejas y placas, se determina mediante la Ecuacion E.3.

NUMero pracas - Fspesor pracas + NUMero picqs - Espacio entre placas (E.3)

5-2 [em]+5-6 [em] =40 [em] = 0,4 [m]

Didmetro de la cAmara

Considerando la altura de la estanteria, y dejando un margen de 5 [cm] entre la pared
de la cdmara y los vértices de la estanteria (arriba y abajo), se determina el didmetro de la
estructura mediante la Ecuacién E.4.

Altura gstanteria + 2 - Margen de espaciado (E.4)

40 [em] +2 -5 [em] = 50 [em] = 0,5 [m]

Ancho de las placas intercambiadoras

Para establecer el ancho de las placas intercambiadoras de calor, se emplea el teorema
)
de Pitagoras, donde “a” es la altura y “c” es el didmetro de la camara, de esta forma, el
ancho de las placas corresponderia a “b”. Los tramos asociados al teorema, se presentan a
continuacion en la Figura E.2.

i

-
C b A

Figura E.2: Determinaciéon de ancho de placas intercambiadoras de
calor.

De esta manera, se utiliza la Ecuacién E.5 para estimar el ancho de las placas.

_ P 2 2
Ancho piaeas = \/ Diametro®cymara — AlUTC g gyanteria (E.5)

Ancho piacas = \/50 [em]? — 40 [em]? = 30 [em] = 0,3 [m]
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Dimensiones de las bandejas

Ancho de las bandejas
Para permitir un facil desplazamiento de las bandejas dentro de la cdmara, se le resta 1
[cm] al ancho de las placas, como se muestra en la Ecuacién E.6.

Ancho Bandejas = Ancho pigeas — 1 [cm] (E.6)
30 [em] — 1 [em] =29 [em] = 0,29 [m)]

Longitud de las bandejas
Para determinar el largo de las bandejas, se utiliza la Ecuaciéon E.7, donde V), es el volumen
del producto por nivel y ep es el espesor del producto.

V, = (ep) - (Ancho pandeja) - (Longitud pandeja) (E.7)
Reordenando la expresion y reemplazando se obtiene:
Vo
(6]9) ' (ATLChO Bandeja)

0,00076 [m?]
(0,01 [m]) - 0,29 [m]

Longitud pandeja =

Longitud pandeja =

= 0,26 [m)]

Longitud de la caAmara
Para estimar la longitud de la cdmara, se proporciona un margen de seguridad de 10 % a
la longitud de las bandejas, tal como se muestra en la Ecuacién E.8.

Longitud csmara = Longitud pandeja - 1,1 (E.8)

Longitud cgmara = 0,26 [m] - 1,1 =0,29 [m)]

E.3.1.2. Forma y espesor de las tapas del liofilizador

Para determinar la forma de las tapas del liofilizador, se considera el costo y peso que
involucran tapas de gran tamano, por lo que econémicamente es mas conveniente utilizar
tapas del tipo hemisféricas o elipsoidales [138]. Considerando esto, se determina que la forma
elegida serd la elipsoidal.

Las tapas, al igual que la caAmara de vacio, seran sometidas a una presiéon externa de 760
[mmHg] (14,7 [Ib/in?]), correspondiente a la presién atmosférica en Santiago de Chile, segtin
la Direccion Meteorologica de Chile, Servicios Climéaticos. Para el calculo del espesor de las
tapas, se considerard una presién un 25 % mayor la presién maxima externa [138], y se utiliza
el siguiente procedimiento [138]:

1. Suponer un valor para t y calcular el valor de A usando la Ecuacién E.9.

0,125
A= g (E.9)

t
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2. Con el valor de A, utilizar la Grafica “Calculo del espesor de tapas. Valores para el
factor B” (Figura E.5), y obtener el valor de B.

3. Calcular la presion maxima permitida mediante la Ecuacion E.10.

B

Ro
t

P, = (E.10)

Donde: t es igual al espesor de pared minimo requerido y, A y B son factores de determinacion
de espesor.

Se debe asegurar que el espesor seleccionado, permita una presiéon maxima igual o mayor
a la estimada, correspondiente a 18,4 [Ib/in?].

Para la profundidad de las tapas, se considera la geometria mostrada en la Figura E.3.

Figura E.3: Representacién de la profundidad de la cdmara, h [137].

Donde:
= R,=0,9-D, (Radio exterior para la forma elipsoidal [138]).
= Se utiliza la ecuacién de la circunferencia: R = X2 + Y2,

» Para Y = %; h =R, — X, por lo tanto

D,

:—27
h= R, =[R2~ (5

o= (%)

De esta forma, se proponen las medidas de espesores ya estandarizadas para el acero
inoxidable 316. Donde se determina que a partir del calibre 16 (espesor de 1,52 [mm]), la
placa serd capaz de soportar la presion externa. Sin embargo, se busca que el espesor de
las tapas sea igual al de la lamina de la camara de vacio, por lo que se evaluaran ambos al
momento de decidir el espesor final.
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E.3.1.3. Espesor de la lAmina al interior de la cAmara de vacio

Para determinar el espesor de lamina al interior de la caAmara, es necesario considerar la
presion externa a soportar, el diametro y longitud del cilindro, y por ultimo, la resistencia del
material a las temperaturas de operacién. En este caso, se considera la notacion presentada
en la Figura E.4.

rlh

e

Figura E.4: Diagrama de un recipiente cilindrico [138].

Donde:

D, = Diametro interno + t (Didmetro exterior).

L=1L.+ % - h (Longitud del recipiente considerando las tangentes de las tapas mas un
tercio de profundidad de las mismas).

L. (Longitud de la camara).

t (Espesor de pared minimo requerido).

Considerando un casco cilindrico, la presion méaxima permitida es la que se presenta en la
Ecuacion E.11 [138].

P, = ;é) (E.11)
Ahora, para determinar el valor de B se realiza el siguiente procedimiento:
= Suponer un espesor (t) y determinar los valores de L/D, y D,/t.
» Con el valor de L/D,, utilizar la grafica presente en la Figura E.6, y determinar A.
= Con el valor de A obtenido, utilizar la Figura E.5 y estimar el valor de B.

Analogo al caso anterior, se prueba con los calibres conocidos para el acero inoxidable 316
y se evaliia que la presion maxima sea mayor o igual que la presion de trabajo permitida.

En la Tabla E.5 se muestran los valores obtenidos para el calibre 11, donde se estima
la profundidad de las tapas y el espesor tanto de las tapas como de la camara, ademas de
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la presion maxima de trabajo permitida. Es importante considerar que la presion elegida
es superior a la requerida (28,27 [Ib/in? en comparacién a 18,4 [Ib/in?]), esto asegura que
soportara la presion externa ejercida en condiciones de vacio. Los datos del espesor de calibre
11 para el acero inoxidable 316 fueron obtenidos a partir de un catalogo de Distribuidora
Metalica S.A [153].

Tabla E.5: Célculos asociados al espesor de las tapas y de la cdmara.

Parametros para espesor de camara de vacio
Parametro Valor Unidad
Calibre 11 -]
Espesor de lamina y tapa 0,304 [cm]
Profundidad de la tapa 7.63 [cm]
Presién maxima de trabajo | 28,27 | [lb/in?]

E.3.1.4. Espesor de las bandejas

Las bandejas que contendran el producto, deben ser fabricadas de un material resistente
a corrosion y oxidacion, por lo que se selecciona como material al acero inoxidable AISI
316. Cada bandeja dentro de la cAmara estard sometida a la presion ejercida por el peso del
producto que contienen. En este caso, cada nivel cuenta con una bandeja que debe soportar
0,8 [kg| de microorganismos a liofilizar. De esta manera, el espesor de las bandejas se calcula
segin la Ecuacién E.12 [154].

P&
t2

Ty = (E.12)
Donde:

s 7,4 Esfuerzo de diseno.

t: Espesor del material de las bandejas.

d: Ancho de las bandejas = 29 [cm)].

P: Fuerza maxima a la cual estan sometidas las bandejas

0,8 [kg] - 9,81 [m/s2]
pP=
0,29 [m]-0,5 [m]

= 93,64 [N/m?] = 0,013 [Ib/in?]

Empleando un factor de seguridad de 1,8, el esfuerzo de diseno 7, corresponde a

Tt/1,8

7;: Resistencia a la traccién: 660 [MPa| [136].

660 [MPd]

= MP
x 366,7 [M Pa

Td
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Entonces despejando t de la Ecuacion E.12, se tiene:

t= J 93, G4IN/m?) - 0. 2%1m2] _ (005 ] = 0,5 [mm]

366, 7 [M Pa]

El calibre més cercano al espesor obtenido es el 24, con un espesor de 0,61 [mm] [153], lo
que permitira soportar el peso de 0,8 [kg].

E.3.2. Seleccién de la bomba de vacio

La utilidad de la bomba de vacio es evacuar los gases no condensables de la camara,
generando la presién necesaria para que se produzca la sublimacién. Ademas, evitar la pre-
sencia de aire previene la oxidaciéon durante el proceso. La bomba de vacio debe ser capaz
de disminuir la presién atmosférica hasta la presiéon de operacién (0,01 [mbar]) dentro de la
camara. Para determinar qué bomba utilizar, es necesario tener en consideracion: la presion
de operacion, el volumen de la camara y el tiempo requerido para alcanzar la presion.

Presion de operacion

Esta presion determina el tipo de bomba a utilizar. En este caso la presion propuesta es de
0,01 [mbar], con el fin de asegurar el maximo vacio, considerando que a una temperatura de
-50°C se requiere una presion de al menos 0,03 [mbar| para que el agua comience a sublimar.

Volumen de la camara

El volumen de la cdmara va a influir en la capacidad de la bomba, pues debe ser capaz
de disminuir la presion en toda la cdmara en un cierto intervalo de tiempo. Se determina con
la siguiente expresion:

Volumen cgmara = 7+ B>+ L + 2 - Volumen Tapa

Para estimar el volumen de las tapas, se considera que este corresponde a la mitad del
volumen de un cilindro, es decir:

71 Altura ropa
2

VTapa =
Reemplazando,
7-(0,29/2)? [m?] - 0,076 [m)]

2
Considerando lo anterior, el volumen de la camara es:

V Tapa = = 0,00749 [m?]

Volumen cgmara = - (0,29/2)? [m?] - 0,29 [m] +2-0,00749 [m?]

Volumen gmara = 0,072 [m?®] = 72 [L]
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Tiempo para alcanzar la presion

El tiempo para que la bomba reduzca la presién de la cdmara a 0,01 [mbar| se sugiere
que sea inferior a 20 [min], para evitar el riesgo de descongelamiento del producto [137]. El
tiempo requerido para vaciar un volumen V, se calcula con la Ecuacién E.13 [140].

\%4 P,

s V: Volumen en litros.

S,: Velocidad real de aspiracién [L/min] (Dato entregado por proveedor).

P;: Presion inicial (Presién atmosférica de 760 [mmHg] = 1013,24 [mbar]).

P: Presién que se desea alcanzar en [mbar|. t: Tiempo en minutos.

Para determinar el tiempo de operacion, es necesario obtener parametros especificos de
bombas de vacio, por lo que se procedera con la seleccion de la bomba.

Seleccion de bomba de vacio

Acorde a los requerimientos definidos previamente, se realiza una busqueda y cotizacién
de bombas de vacio, que alcancen la presion de operacion requerida en la camara. Para
la estimacién del tiempo requerido para la operacion, se toma como referencia la bomba
de vacio CPS, modelo V2PD Pro-Set. La capacidad de esta bomba es de 56,6 [L/min] y
alcanza una presioén de 0,013 [mbar], acorde a la informacién proporcionada por el proveedor.
Reemplazando estos valores en la Ecuacién E.13, se obtiene lo siguiente:

72 L)
56,6 [L/min]

1013, 24 [mbar]
0,013 [mbar]

t=2,3 log(

) = 22,7 [min] = 14 [min] y 15 [seg]

En la Tabla E.6 se muestran bombas de vacio que alcanzan presiones cercanas a la presion
de operacion y que a su vez, se caracterizan por poseer distintas capacidades. Particularmente,
se selecciona la bomba CPS V2PD Pro-Set, puesto que alcanza un vacio final de 0,013 [mbar]
en aproximadamente 15 [min|, tiempo que concuerda con el rango propuesto anteriormente.
Ademas, es importante considerar que el costo de adquisicién es considerablemente menor
comparado con las demas bombas especificadas.

Tabla E.6: Especificaciones bombas de vacio. Proveedor: Cole Parmer,
Empresa distribuidora de instrumentacion industrial y cientifica.

Marca Modelo Maximo vacio Capaci‘dad Tierppo Precio
[mbar] [L/min] [min] $US
Vacuubrand 698143 0,01 165 5 6930
CPS VP12D Pro-Set 0,013 339,8 2.4 1290
Uniweld HVPS 0,002 228 3,5 725
CPS VP2D Pro-Set 0,013 56,6 14,3 338
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Figura E.5: Calculo espesor de las tapas. Valores del factor B que se
emplean en las formulas para recipientes sujetos a presion externa.

123



LDy

Ak
12577

P
r

a0 L1
so |4 ~%1 -} -
1]

Byt B —

L 64_1
e

1

L]

o=

5

|

T

I'_.

.

| |
1

B4

1

e

B S |
|

|

11

o
D
I}I.l
1 Jﬂ
4a
[4)
(]
[
Oy

%0 |—

+

1

T
[
1

Hne
ao

160 -—% 4

140

i

120

100
5l
an

1o

80

%0

“F
P

P

’_J
=
2 !F
A

o
-
=
g -
P

-
=

%%

]

i

L

1

G |

.

>,

J 1
7Jof|

A
h
A
g
o 1
o
]
F
1"‘/..-'
P
L
- 4
%
s

ol
-
r 1~

SR
7

0 P

I.

| = I3
ITTT ] R B :
& 789 . i 04 8 6L A W 2 3 4 5 E7T@R9
oo o

FACTOR A

Figura E.6: Calculo espesor de lamina. Valores del factor B que se
emplean en las férmulas para recipientes sujetos a presién externa.

124



E.4. Calculo Sistema de Refrigeracion

El Sistema de Refrigeraciéon es indispensable para el funcionamiento del liofilizador, pues
es el encargado de disminuir la temperatura del producto bajo su punto eutéctico, es decir
a -50°C, ademas de enfriar los condensadores hasta una temperatura de -80°C con el fin de
asegurar la condensacion de todo el vapor de agua.

Para disenar el sistema de refrigeracion, es necesario determinar la carga de enfriamiento,
que corresponde a la cantidad de calor a retirar necesaria para alcanzar la temperatura
requerida.

Cargas de enfriamiento

Para el caso de un liofilizador, la carga de enfriamiento del equipo corresponde a la suma
de todas las cargas térmicas en la que estan involucradas diferentes fuentes, en este caso las
fuentes de calor que suministran carga de enfriamiento son las siguientes:

1. Calor cedido por el producto.

2. Calor cedido por el aire de la camara.

3. Calor cedido por las bandejas.

4. Calor que ingresa a través de las paredes.

Calor cedido por el producto

Siguiendo el proceso analogo al mostrado en el Anexo D, pero considerando una masa de
4 [kg] de biomasa, se obtienen los siguientes valores para los calores cedidos por el producto:

Q1 =4 [kg] - 3,32 [kJ/kg - K] - 28°C = 371,51 [kJ]
Qs = 4 [kg] - 235,5 [kJ/kg] = 942 [k.J]
Qs =4 [kg] - 1,77 [kJ/kg] - 47°C = 332,76 [k.J]

De esta manera, el calor total a retirar del producto es:

Q Producto = Ql + QQ + Q3

Q Producto = 371,51 [kJ] + 942 [kJ] + 332,76 [kJ] = 1.646,27 [k.J]

Calor cedido por el aire presente en la camara

El aire presente dentro de la camara entrega calor cuando este es enfriado durante la
etapa de congelaciéon. El célculo del calor cedido se realiza mediante la siguiente expresion:

Q Aire = T gire * (UQ - Ul)
Donde:
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» Uy: Energfa interna del aire a 25 °C = 213,04 [kJ/kg] [148].
» U: Energfa interna del aire a -50 °C = 152,17 [kJ/kg] [148].

= M 4. Masa de aire presente en la camara en kg. Este valor se calcula de la siguiente
forma:

v
Ve

m aire =

Donde

e V: Volumen del cdmara = 0,072 [m?].

e V.: Volumen especifico del aire al inicial el proceso en [kg/m?], el cual se estima
con:

R-T
P-Mm

v, =
Con:
« R: Constante universal de los gases = 8,314 [m® - Pa/mol - K].
e T: Temperatura inicial = 25 °C = 298,15 K.

o P:Presion 760 [mmHg| = 101.325 [Pa].
o Mm: Masa molecular del aire = 0,029 [kg/mol] [134].

Con estos valores, se obtiene el volumen especifico del aire al iniciar el proceso de congelacién:

8,314 [m?® - Pa/mol - K| - 298,15 [K]|
101.325 [Pa] - 0,029 [kg/mol]

Posteriormente, se realiza el calculo de la masa de aire presente en la cdmara:

V., = = 0,843 [m*/kg]

0,072 [m?]
0,843 [m?/kg]

Con esto, el calor cedido por el aire corresponde a:

= 0,085 [kg]

m aire =

Q aire = 0,085 [kg] - (213,04[kJ /kg] — 152,17[kJ/kg]) = 5, 14 [kJ]

Calor cedido por las bandejas

El calor cedido por las bandejas, se determina a partir de la siguiente expresion:
Q Bandejas — M - Cp316 - AT

Donde:

» Cps1e: Capacidad calorifica del acero AISI 316 = 0.461 [k.J/kg - °C] [136].

s AT Diferencia de temperaturas de 25°C a -50 °C = 75 °C.
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= m: Masa de las bandejas en [kg], la cual se determina mediante la siguiente férmula:
m=V,-0
Donde:

« 0: Densidad del acero AISI 316 = 8.030 [kg/m3] [136].

e V,: Volumen de la bandeja = V; + Vo + V3.

Para determinar el volumen de las bandejas se calcula de manera diferenciada la
superficie (V1) y los bordes (V4 y V3). Recordar que el espesor de las bandejas
habfa sido determinado previamente y corresponde a 0,61 [mm] (6,1-10~* [m)]).

W1, Super ficie = Largo - Ancho - Espesor

VA Super ficie = 0,29 [m] - 0,29 [m] - 6,1-10"* [m] = 5,11 - 107° [m?]

Vo = Largo - Altura - Espesor - 2
Vo =0,29 [m]-0,015 [m]-6,1-10"* [m] -2 =5,29-107°% [m?]

Vi3 = Ancho - Altura - Espesor - 2
Vs =0,29 [m]-0,015 [m]-6,1-10"* [m]-2=5,31-10"° [m?]
De esta forma, el volumen de la bandeja es igual a:
Vi =5,11-107° [m?®] +5,29-107° [m®] + 5,31 - 107° [m?]
Vi =6,17-107° [m?]

El valor para la masa de las bandejas es:
m =6,17-107° [m?] - 8.030 [kg/m?®] = 0,5 [kg]
El calor cedido por cada bandeja, es entonces:

Q Bandeja — 07 5 [kg] ' 07 461[kJ/kg : OC] ' 75[00]
Q Bandeja — 177 13 [kJ]

Puesto que el equipo cuenta con 5 bandejas (1 por cada nivel) como se determiné previa-
mente, entonces el calor total a retirar es:

Q Bandejas — 17; 13 [kJ] 5= 85768 [k’J]
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Calor que atraviesa las paredes de la camara

La magnitud del calor que atraviesa las paredes de la camara, depende de tres factores
relacionados de la siguiente manera:
Q=A-U-AT
Donde:
» Q: Cantidad de valor transferido en [kJ].

= AT': Diferencia de temperatura entre las paredes.

= A: Area de la superficie de la pared externa en [m], considerando que el area superficial
de las tapas es la mitad de la de una esfera.

Area Exterior — Area Tapas + Area Céamara

AreaExteriorzZ'ﬂ"R2+2'7T'R'L

Area Exterior — Oa 85 [m2]
» U: Coeficiente total de transferencia de calor en [kJ].

L1, X, X 1
v fi Ki K, 0 f,

Los coeficientes de convecciéon de las paredes internas y externas (fL y f—lo) se consideran
7

despreciables, ya que la velocidad del aire en ambas es minima. Los demas parametros

corresponden a:

e 11: Espesor del aislante en metros.
o z5: Espesor de la lamina AISI 316 metros = 0,003048 [m] (Tabla E.5).
¢ kq: Conductividad térmica del aislante.
o ko Conductividad térmica del acero = 13,8 [W/m - K].
Se determina un aislante y espesor estandar para camaras liofilizadoras, correspondiente

a poliuretano con un espesor de 3 [cm]. La conductividad del poliuretano es 0,017
(W/m - K] [136].

Con esto:

1 0,03 [m] 0,003048 [m] )
L —1.76 KW
U~ 0017 [W/m - K] 138 (W/m-K] KW

U=0,57 [W/[m?- K]

Con esto, el calor que atraviesa las paredes corresponde a:
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Q Paredes — O; 85 [mQ] : O, 57 [W/[??’LQ . K] .75 [K]
Q Paredes — 35,98 [W] = 129, 52 [kj]

Para lo anterior se considera el tiempo de congelamiento igual a 1 hora.

Para obtener el calor total cedido por el sistema correspondiente a la cAmara de vacio, se
realiza la sumatoria de todas las cargas de enfriamiento.

Q Total — Q Producto + Q Aire T Q Bandejas + Q Paredes
Q Totar = 1.646, 27 [kJ] + 5,14 [kJ] + 85,68 [kJ] + 129,52 [kJ]
Q Totar = 18.866, 61 [k.]]
E.5. Calculo Sistema de Calefaccion

Para determinar la potencia de las resistencias eléctricas, se requiere conocer la tempera-
tura de calentamiento de estas y el tiempo de trabajo. Como se mencioné anteriormente, la
temperatura maxima de calentamiento es de 50°C y la temperatura eutéctica es de -30°C.

Se considera para las resistencias barras de cobre de 5 [mm]|. Para calcular la potencia
de diseno es necesario conocer la masa de cobre, para ello, se consideran un largo de 6,5 [m]
(sugerido) y se acude al software de la empresa GUTMANN;, con el que se estima una masa

de cobre de 1,138 [kg], considerando el espesor y la longitud indicada.

La capacidad calorifica del cobre C,, es de 385 [J/kg- K] [134]. Por lo que el calor a generar
se determina con la siguiente ecuacion:

Q=m-C, AT
Q = 1,138[kg] - 385[J kg - K] - (323,15 — 243, 15)[K]

Q = 35,05[k.J]
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F. Evaluacion economica

Estimacion de costos adicionales a equipos

Dentro de la estimacién de costos, se presenta la categoria “Otro”, la cual hace alusion a
los activos mostrados a continuacion en la Tabla F.1.

Tabla F.1: Descripcién de categoria “otro”, en costos de equipos.

Costo Costo Costo Costo Costo
Equipo N° FOB FOB CIF total instalado

[CLP] [USD] [USD] [USD] [USD]
Balanzas 2 78.000 108 108 216 291
Refrigerador 1 800.000 1.107 1.107 1.107 1.494
Agitadores 2 125.000 173 173 346 467
Instrumentacion - 361.500 500 500 500 675
Empaques - 361.500 500 500 500 675
Demaés - 1.084.500 1.500 1.500 1.500 2.025
Otros 2.810.500 3.887 3.887 | 4.168 5.627

Estimacion de consumo eléctrico e hidrico

A continuacion en la Tabla F.2 se presenta el detalle del consumo de agua dentro de la

linea de proceso.

Tabla F.2: Consumo de agua en el proceso.

Operacién Consumo [Lt] Consumo total [Lt] | Consumo total [m3]
m.o.1 m.o.2

Medio de cultivo 30,6 30,7 61,3 0,0613
Esterilizacion 5,5 5,5 11 0,011
Lavado de reactores 6,78 6,8 13,58 0,014
Lavado de centrifuga 30,6 30,7 61,3 0,061
Lavado de bandejas 20 40 0,04
Gastos de lavad9 Fie utensilios 400 400 04
+ Consumos adicionales

Total [m3/lote] 0,59
Total [m3/ano] 30,57
Total [USD/ano] 51

A continuacién en la Tabla F.3 se muestra el consumo energético para la linea de Azoto-
bacter chroococcum (m.o.1) y Azospirillum lipoferum (m.o.2). Es importante considerar que
para la centrifuga se consideran 5 [min| de operacién, més 5 [min] de operacién para lavado.
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Tabla F.3: Consumo energético de equipos.

, , Tiempo |h Potencia Consumo

Equipo Cantidad | EHY rr[u]) o | pw [KWh]
Matraces 2 20,25 19,7 0,025 0,998
Reactores 3 L 2 22,2 19,8 0,8 33,6
Reactores 30 L 2 26,6 21,5 7,2 346.,3
Centrifuga tubular 1 0,17 0,17 2,2 0,73
Liofilizador 1 18,5 2,76 51,06
Envasadora - dosificadora 1 0,03 1,8 0,06
Equipos secundarios
Bombas peristaltica 2 15,7 11,9 1 27,6
Bomba centrifuga 1 0,17 0,17 1 0,33
Compresor 1 488 41,3 1,5 135,15
Caldera 1 1 1 36 72
Autoclave 1 0,5 0,5 1.8 1,8
Total [kWh/ciclo] 669,7
Total [kWh/afo] 34.822
Total [USD/ano] 3.795

A continuacién en la Tabla F.4 y F.5, se muestra el detalle del consumo energético de la
caldera y del compresor.

Tabla F.4: Consumo energético de la caldera por lote.

Operacién Vapor Potencia | Tiempo Consumo
Kg | [kw] ] (kW]
Esterilizacion R30L 11,86 36 1 36
Esterilizacion R30L’ 11,82 36 1 36
Total 72

Tabla F.5: Consumo energético por lote para el compresor.

Operacién Tiempo Potencia Consumo
[b] (kW] [kWh]
Fermentador R3L 22,2 1,5 33,3
Fermentador R3L’ 19,8 1.5 29,7
Fermentador R30L 26,6 1,5 39,9
Fermentador R30L’ 21,5 1,5 32,25
Total 135,15
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Depreciacién de equipos

Los valores asociados a la depreciacién de los activos se muestra a continuacién en la
Tabla F.6, donde para estimar el valor de reventa, se considero que este era un 20 % superior
al valor libro del ano 10.

Tabla F.6: Detalle de depreciacion de activos.

. L. Valor de Depreciacion Valor libro Valor de
. Vida 1util oy ~
Activos s adquisicion anual ano 10 reventa
[USD] [USD/ano] [USD] [USD]
Matraces 15 16 1 5 6
Reactores 3 L 15 156.432 10.429 52.144 62.573
Reactores 30 L 15 421.162 28.077 140.387 168.465
Centrifuga 15 8.139 543 2.713 3.255
tubular
Liofilizador 15 18.206 1.214 6.069 7.282
Bombas | 10 3.813 381 0 0
peristaltica
Bomba 10 1.481 148 0 0
centrifuga
Compresor 10 180 18 0 0
Caldera 15 2.418 161 806 967
Autoclave 15 6.240 416 2.080 2.496
Envasadora - 15 14.124 942 4708 5.650
dosificadora
Total 42.330 208.912 250.694
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