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RESUMEN

En este trabajo de final de grado se ha estudiado la viabilidad de una planta industrial de
produccidén de &cido kojico y se han comparado dos escenarios de organizacion para obtener la
mayor rentabilidad posible. Se ha buscado y contrastado informacion cientifica para la
seleccion adecuado de microorganismo, materias primas, equipos y procesos. La eleccion ha
sido el hongo Aspergillus oryzae, en un sustrato compuesto de glucosa pura como fuente
principal de energia y extracto de levadura como fuente de nitrégeno, en unas condiciones de
crecimiento de pH 5 y a una temperatura de 30 °C. El escalado se ha aplicado a los volumenes,
dimensiones de reactores, agitador y a la cantidad de materias primas, para obtener la
produccion deseada. La viabilidad de la planta se ha comprobado mediante técnicas como el
VAN, el TIR y el Pay-Back, permitiendo comparar las dos opciones propuestas al inicio y saber

cual ofrece mas beneficio.

Palabras clave: Acido kéjico, Aspergillus oryzae, fermentacion, escalado, produccion.



RESUM

En aquest treball de final de grau s'ha estudiat la viabilitat d'una planta industrial de produccio
d'acid kdjic i s'han comparat dos escenaris d'organitzacio per a obtindre la major rendibilitat
possible. S'ha buscat i contrastat informacid cientifica per a la seleccio adequada de |
microorganisme, materies primeres, equips i processos. L'eleccid ha sigut el fong Aspergillus
oryzae, en un substrat compost de glucosa pura com a font principal d'energia i extracte de
Ilevat com a font de nitrogen, en unes condicions de creixement de pH 5 i a una temperatura de
30 °C. L'escalat s'ha aplicat als volums, dimensions de reactors, agitador i a la quantitat de
materies primeres, per a obtindre la produccié desitjada. La viabilitat de la planta s'ha
comprovat mitjangant técniques com el VAN, el TIR i el Pay-Back, permetent comparar les

dues opcions proposades a I'inici i saber quina ofereix més benefici.

Paraules clau: Acid kdjic, Aspergillus oryzae, fermentacid, escalat, produccio.
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ABSTRACT

In this final degree project, the feasibility of an industrial plant to produce kojic acid has been
studied and two organizational scenarios have been compared to obtain the highest possible
profitability. Scientific information has been sought and contrasted for the proper selection of
microorganisms, raw materials, equipment and processes. The choice was the fungus
Aspergillus oryzae, in a substrate composed of pure glucose as the main energy source and
yeast extract as the nitrogen source, under growth conditions of pH 5 and at a temperature of
30 °C. Scaling has been applied to the volumes, dimensions of the reactors, stirrer and the
number of producer goods, to obtain the desired production. The viability of the plant has been
verified using techniques such as the NPV, the IRR and the Pay-Back, allowing the two options

proposed at the beginning to be compared and to know which one offers the most benefit.

Keywords: Kojic acid, Aspergillus oryzae, fermentation, scale-up, production.
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Disefio del bioproceso productivo del acido kdjico 4

1 Introduccion

1.1 ¢Qué es un bioproceso?

Un bioproceso es cualquier operacion que involucre la transformacidn en un producto, de cualquier
materia prima, bioldgica o no bioldgico, mediante la accion de microrganismos, cultivos de células
animales o vegetales o por materiales derivados de los mismos como las enzimas. No son nuevos,
han acompafado el desarrollo humano desde los albores de la civilizacion (fermentacion del pan
o0 la cerveza) y en la actualidad estan ganando cada vez mas atencion debido a su enorme potencial
para la obtencidn de valiosos productos, tienen un alto interés industrial en sectores como el
medico (medicamentos y vacunas), el alimentario (alcoholes), el material (polimeros) o el

cosmético (componentes para cremas u otros).

Los bioprocesos pueden ser una gran alternativa a los procesos quimicos en la industria, en general
son reacciones mas lentas que los procesos quimicos, ademas su rendimiento depende mucho de
los factores ambientales que rodeen a los microorganismos, si no se controlan correctamente
parametros como la temperatura, el pH, la agitacion o la concentracion de oxigeno, puede que el
microorganismo no crezca adecuadamente o que incluso mueran. Sin embargo, estas
biorreacciones también tienen ventajas frente a sus equivalentes quimicas, normalmente son
econdmicamente méas rentables, sobre todo a la hora de producir moléculas complejas. Tienen

mayores rendimientos y no producen subproductos nocivos para el medio ambiente.

Estos se dividen en etapas, la primera etapa conocida por upstream o etapa de tratamiento previo,
donde las materias primas deben ser preparadas de manera que puedan crecer adecuadamente. Le
sigue el corazon del bioproceso, la etapa de biorreaccion involucra la transformacion de sustrato
en biomasa o en biomasa y algin producto bioquimico o enzima. Por ultimo, la etapa de
downstream o de tratamiento de los productos, consiste en operaciones predominantemente fisicas,

mediante las cuales se obtiene la concentracion y purificacion deseada de los productos.
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UPSTREAM PROCESSING——FERMENTATION BIOPROCESS——DOWNSTREAM PROCESSING
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lustracion 1. Esquema etapas bioproceso

Existen dos tipos de operaciones para los bioprocesos, la operacion por lotes o discontinua, que es
la més utilizada, donde el biorreactor es alimentado al principio con el sustrato y con los
microorganismos que nos interesan, permitiendo el crecimiento de estos por el tiempo necesario
hasta obtener el producto deseado, finalmente se abre el recipiente y se extrae el producto
generado. La operacion continua consiste en alimentar con sustancias nutritivas continuamente e
ir extrayendo los productos de forma simultanea, controlando asi la velocidad de muerte celular
del microrganismo. Existen operaciones que combina estas dos técnicas, conocidas como
operaciones semicontinuas, se opera como por lotes, pero se va cosechando e introduciendo medio
nuevo cada cierto tiempo. Las operaciones semicontinuas tienen especial interés cuando los
microorganismos presentan inhibicion por sustrato o se necesita de un promotor para generar el

bio-producto deseado.

Actualmente la sociedad esta en contacto un sinfin de bioproductos que incluso son utilizados dia
a dia, en la tabla 1 hay varios ejemplos de los miles que existen, mas cuando se descubren nuevos
bioprocesos continuamente, los aditivos alimentarios son muy conocidos y los potenciadores de
sabor son bioproductos tipicos, destaca uno como es glutamato monosodico. En farmacia también
muchos medicamentos y principios activos son bioproductos, de los mas famosos es la penicilina

por ser el primer antibiotico. También en cosmética hay principios activos y componentes que
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proceden de bioprocesos como el caso del &cido hialurénico, también en la tabla se destacan

grandes industrias que se benefician mucho de los bioprocesos, buscan cada vez mas usar

bioproductos en su catalogo o buscar un alternativa menos contaminante y problematica, es el caso

de los plasticos, de las sustancias quimicas o de los fertilizantes.

BIOPRODUCTOS

Aditivos alimentarios
(antioxidantes, conservantes, etc.)

Aditivos
zootécnicos

MERCADO

Alimentaciéon humana,
nutricion animal, cosmética

Nutricion
animal

Ejemplos

Extracto de romero, extracto de
semilla de uva, extracto de aceituna

Extractos vegetales, aceites
esenciales, prebidticos

Ingredientes alimenticios con
propiedades saludables

Alimentacién humana e industria
complementos alimenticios

Extractos vegetales
estandarizados, prebiéticos

Ingredientes activos
farmacéuticos

Industria
farmacéutica

Extractos vegetales y
compuestos purificados, con
calidad farmacopea europea

Ingredientes
cosméticos activos

Industria
cosmética

Extractos y
compuestos purificados

Biofertilizantes, bioestimulantes

Agroquimico

Bioproductos

Celulosa, hemicelulosa, almidoén,
azucares, quitina, quitosano, aceites

Papel St
naturales y grasas vegetales, lignina, caucho
natural, terpenos
Biochar y Catalisis, adsorcion Catalizadores

carbon activado

(industria quimica)

Descontaminantes

Bioplasticos de
origen biotecnolégicos

Alimentacién

PHAs

Monomeros

Industria quimica,
pinturas,

Monoetilenglicol, acido lactico,
acido succinico, 1,4 BDO
(1,4 butanodiol), 2,3 BDO
(2,3 butanodiol), 1,3 propanodiol,
IBMC (isosorbida bis-metil carbonato),
acido levulinico, 1,3 propancodiol, xilitol

Polimeros

Disolventes

Industria quimica, pinturas,
adhesivos, recubrimientos,

Industria
quimica

Poliésteres, poliolefinas, poliuretanos,
poliamidas, epoxidos

Etanol, MEK
(metiletilcetona, ésteres de lactato)

Tabla 1. Bioproductos més destacados

El &cido kojico es de aquellos que por tradicion es producido industrialmente en su totalidad

mediante un bioproceso y no existe una opcion quimica para su procesado. Desde hace bastantes

siglos se utilizaban microorganismos con el fin de obtener este producto, afiadiendo diferentes

tipos de sustratos para producir alimentos como la salsa de soja o el miso, entre otros.
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1.2 Importancia de los bioprocesos

La biotecnologia tiene grandes potenciales para explorar, la investigacion en esta area resulta
prometedora para cientificos en todo el mundo. Sin embargo, varias aplicaciones son utilizadas en
diferentes empresas y muchas mas son investigadas en laboratorio con el fin de llevarlas temprano

a la industria por su gran eficiencia y versatilidad.

En la industria alimentaria se ha utilizado para obtener alimentos, aditivos, nuevos sabores,
texturas y aromas. Desde 1970 se aplica la biotecnologia en el sector de la alimentacién con el
objetivo de mejorar sus caracteristicas organolépticas, funciones nutricionales y productividad.
Actualmente hay dos funciones basicas en la industria alimenticia para los bioprocesos, iniciadores

en fermentaciones y en la fabricacion de ingredientes.

En la agroindustria destaca la utilizacion en los dltimos afios de los bionematicidas, se ha
investigado mucho sobre bioprocesos para formar compuestos con actividad pesticida,

principalmente herbicida, insecticida y nematicida.

En la industria quimica la sintesis de diferentes productos quimicos y la generacién de
biocombustibles ayudan a resolver el problema de la gran dependencia en los combustibles fosiles.

También tiene un papel importante en la tecnologia medioambiental, ya que existen procesos

enzimaticos biodegradables para el tratamiento de residuos.

En medicina los bioprocesos adquieren funciones muy especificas, control bioldgico de
enfermedades, produccién de vacunas, antibiéticos y productos terapéuticos como hormonas o

biomateriales.

En farmacia también destaca por la produccion a gran escala de un gran numero de productos de
interés, como anticoagulantes, proteinas, anticuerpos o antigenos. Incluso diferentes técnicas de
ingenieria de proteinas, ayudando a determinar relacién estructura-funcion de proteinas y a la

comprension de reacciones del sistema inmune.

En la industria de los materiales la aplicacion de técnicas biotecnolégicas ha permitido gran
variedad de biomateriales, que a estar producido por microrganismos pueden actuar en sistemas

bioldgicos, destacan los biopolimeros biodegradables y biocompatibles.
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Por ultimo, son una alternativa para la produccion de biosensores, estos integran microorganismos
con un transductor fisico para generar una sefial medible proporcional a la concentracion de
analitos, lo que permite una deteccion rapida y precisa de los objetivos de analisis en diversos

campos, como medicina, monitoreo ambiental, procesamiento de alimentos y otros. [14]

= Salud humana
= Alimentacion
= Agricultura
Salud animal y acuicultura
= Medioambiente
= Industria

lustracion 2. Grafica empleo de bioprocesos

1.3 Caracteristicas del compuesto

El 4cido kojico se trata de un acido organico, cientificamente OH
conocido como 5-Hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona. Como se
ve en la ilustracién 3, posee el grupo oxo en la posicién 4, es
sustituido por un grupo hidroxilo en la posicion 5y por un grupo ‘ ‘
hidroximetilo en la posicion 2. Su férmula semidesarrollada es

CeHeO,. HO

Su nombre comun, proviene del hongo ‘Koji’, designacion o
japonesa que se utiliza para referirse al hongo Aspergillus

o o lustracion 3. Estructura quimica
oryzae, ya que es un hongo muy utilizado en la cocina japonesa, 4cido kéjico

utilizado para fermentar los alimentos de forma natural a través de los siglos y de las generaciones.

El acido kdjico es, a temperatura ambiente, un sélido cristalino en forma de agujas prismaticas
incoloras, ya que tiene un punto de fusién entre 151 y 154°C. Es un compuesto soluble en agua,
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etanol y acetato de etilo, pero insoluble en éter, cloroformo y piridina. Posee un peso molecular de
142.11 g/mol y tiene un pico maximo de absorcion en la region del ultravioleta, entre los 280 y los
284 nm.

Se clasifica dentro de las pironas, tiene propiedades débilmente acidas y es reactivo en todas las
posiciones del anillo pudiendo obtener varios productos de alto valor en la industria quimica.
Destaca su comportamiento como agente quelante, capaz de formar complejos con iones de
metales pesados, a partir de los enlaces formados con el grupo hidroxilo y con el grupo oxo.
También, el grupo hidroxilo actia como un acido débil, siendo capaz de formar sales con algunos

metales, como sodio, zinc, cobre, calcio, niquel y cadmio. [16, 19]

lustracion 4. Cristales de acido kéjico

1.4 Biocatalizador del acido kéjico

La biodiversidad de los biocatalizadores, asi como la naturaleza Unica y las capacidades
biosintéticas en condiciones ambientales especificas hacen que sean candidatos para resolver
problemas de escases de alimentos, control de plagas o descomposicion de basura sin compuestos
nocivos para la naturaleza. Existen infinidad de bacterias, enzimas, células u hongos entre otros
gue ofrecen caracteristicas unicas que son Utiles en miles de procesos y las que quedan por

descubrir por el ser humano.

Los biocatalizadores en la mayoria de los bioprocesos son microorganismos, ya que existen una
gran variedad y con capacidades metabolicas amplias siendo Gtiles en muchas aplicaciones

diferentes, su rapido crecimiento y su facil manipulacion son otras de sus ventajas.
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También se puede utilizar enzimas en estos procesos como biocatalizadores, son proteinas en las
que entra el sustrato y toma lugar la reaccion para producir un producto. Pueden ser desde enzimas

animales, vegetales 0 microbiano.

En el caso del &cido kdjico se utiliza un microorganismo, un hongo microscopico, a partir de varias
especies de hongos podemos obtener &cido kojico, los hongos a pesar de que muchas veces se
asocien a algo desagradable tiene aplicaciones realmente sorprendentes en los bioprocesos que son

utilizadas a diario por muchisimas personas.

En alimentacion desde el siglo XIX, los hongos han participado en la fermentacion de bebidas, la
elaboracion de quesos e incluso la panificacion. La levadura Saccharomyces cerevisiae para el
pan, quesos como el Brie o Camembert utilizan Penicillium camemberti o la fermentacion del

zumo de uvas para vino con Saccharomyces ellipsoideus son algunos ejemplos.

En la industria farmacéutica se han utilizado hongos para la obtencion de distintos medicamentos.
Los antibidticos son metabolitos secundarios producidos, principalmente, para la defensa del
organismo producidos particularmente por hongos. La penicilina es producida por Penicillium

notatum y fue el primer antibiotico utilizado ampliamente en medicina.

En agricultura los hongos pueden actuar como biofungicidas, el género Trichoderma, actian como
antagonicos de bacterias y hongos patégenos de plantas, ayudandoles en su crecimiento y
desarrollo. [3]

1.5 Historia del acido kojico

Tradicionalmente se ha usado la fermentacion en los paises orientales, a pesar de que hasta el siglo

pasado estas operaciones eran totalmente empirico y realmente no se sabia que ocurria.

En China durante muchos siglos, los granos de cereales o el arroz, se convirtieron en bebidas
alcohdlicas utilizando una fermentacion iniciada por un hongo. En el siglo VII, los sacerdotes
budistas aparentemente trajeron sus metodos de China a Japon, donde el in6culo fungico, a

menudo Aspergillus oryzae, se hizo conocido como koji.

El proceso del koji es un ejemplo muy temprano de una fermentacion en estado sélido, actualmente

las fermentaciones en estado solido ahora tienen un considerable interés industrial para la
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produccion de una variedad de enzimas, &cidos orgénicos, metabolitos secundarios y

biocombustibles, entre otros.

Hace mas de 100 afios, se consiguio aislar el acido kojico como producto residual de la
fermentacion de arroz cocido por Aspergillus oryzae, pero no fue nombrado ni identificado en ese
momento. Fue descubierto en 1907 por Kendo Saito, eminente micologo japonés y pionero en el
uso de hongos en procesos industriales, sin embargo, no muy conocido fuera de Japon.

En 1912, Teijiro Yabuta, investigador en la facultad de agricultura de la Universidad Imperial de
Tokio, con arroz al vapor e inoculando Aspergillus oryzae, consiguié extraer de 15 kg de arroz, 50
g de acido que denominé &cido koji. Més tarde, en 1916, Yabuta rehizo el articulo en japonés,
cambiando el nombre por acido kéjico, establecié su férmula molecular y observé la formacion

de &cido kéjico por algunas otras especies de Aspergillus (A. albus, A. candidus, A. nidulans).

En los siguientes afios, varios investigadores descubrieron diferentes métodos para obtener este
acido, consiguiendo en algunos casos mayores rendimientos. Algunos ejemplos son la produccion
de acido kojico por A. glaucus a partir de sacarosa, glucosa, fructuosa y glicerina; o por A. oryzae

a partir de xilosa. [1]

1.6 Aplicaciones industriales del acido kojico

El desarrollo del acido kéjico fue obtenido industrialmente por primera vez en 1955, sin embargo,
en ese momento no habia una demanda destacable de esta materia prima, ha sido recientemente
que el interés por el acido kojico esté creciendo exponencialmente en industrias relacionadas con

sus aplicaciones.

La industria cosmética se aprovecha del beneficio mas llamativo que tiene este acido, es el
compuesto principal para el blanqueamiento de la piel en cremas, lociones, jabones e incluso en

productos de higiene dental.

Es un inhibidor leve de la formacion de pigmentos, suprime la hiperpigmentacion en la piel
humana al restringir la formacion de la melanina, inhibiendo la formacion de la enzima responsable

de este proceso, la tirosinasa.
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Su crecimiento se debe entre otros factores a su eficacia en productos para controlar pecas u otras
manchas en la piel combinado con algun alfa-hidroxiécido, ademas su capacidad de actuar como
protector ultravioleta, por ello también es usado en lociones protectoras solares. Un compuesto
similar para el aclarado gradual de manchas en la piel es la hidroguinona, sin embargo, ha sido
prohibido en la Unidn Europea, en Estados Unidos y en algunos paises en Asia, esto se debe a que
se sefiala como un posible compuesto cancerigeno, el papel del acido kojico destaca como un

remplazo més estable y no dafino para la salud.

Existen también otras industrias que también aprovechan el potencial industrial el acido kojico,
como por ejemplo en el campo médico, donde destacan sus propiedades antibiGticas contra
microorganismos gramnegativos y grampositivos, incluso existen derivados kéjicos con una alta
actividad fungicida y antibacteriana, como es el caso del acido kdjico 7-yodo. Al ser de origen

natural, el acido kdjico no tiene problemas de biodegradacion en el cuerpo humano.

Dentro de la industria agricola, muestra cierta actividad contra algunas especies de insectos, es
utilizado como agente quelante para la produccion de insecticidas, acta el inhibiendo el

crecimiento de larvas y posteriormente induce esterilidad a los individuos.

En la industria quimica es usado como reactivo para la determinacion analitica de hierro en
minerales, como agente quelante de hierro u otros iones metalicos que tiene la ventaja de
proporcionar una liberacién controlada de estos y también es utilizado en la sintesis de la 2-metil-
4-pirona.

Otra industria importante, en aplicaciones, es la industria alimentaria. El acido kojico esta presente
naturalmente en la comida tradicional japonesa, como el miso, la salsa de soja o el sake. También,

actla como precursor de potenciadores de sabor, como el maltol y el etilmaltol, utilizados en

o]
P o
OH
MnO, oH OH OH
‘ | CH5Cl H*
- 1] = [ |
Q o \‘
\I 0 Hy cOo- O CH,
H HO "

lHustracion 5. Sintesis maltol a partir de acido kéjico
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perfumes y en sabores, se utiliza en la produccion del acido coménico, que es un intermedio para

la sintesis del maltol.

También existen aplicaciones para el almacenamiento y el procesado de alimentos, el acido kojico
tiene efecto inhibidor sobre la enzima polifenol oxidasa, interfiere en la captacion de oxigeno
necesario en el pardeamiento que se da en cierto tipos de alimentos, como fideos, hongos,
manzanas, patatas o crusticeos, este caracter antioxidante permite una mayor duracion de los
alimentos. [15]

Sector Aplicacion

Inhibidor de la tirosinasa

Cosmeético Protector ultravioleta

Sustituto hidroguinona

Antibacteriano

Médico
Antifungico
Agricola Activador de insecticidas
Reactivo para determinacion de hierro
Quimico Agente gquelante
Sintesis de 2-metil-4-pirona
Miso, salsa de soja, sake
Alimentacién Potenciadores de sabor

Antioxidante

Tabla 2. Aplicaciones acido kdjico

1.7 Produccion del acido kéjico

El bioproceso que genera acido kojico es una fermentacion, que es un proceso catabolico que
transforma las moléculas mediante una oxidacién incompleta, dando como resultado un compuesto

organico y la generacién de energia quimica.
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La fermentacidn tiene varias aplicaciones, hace uso de la accion controlada de microorganismos
seleccionados para modificar la textura, aroma o sabor de los alimentos, conservarlos y producir

acidos o alcohol.

En el caso del acido kojico se produce a partir de una fermentacidn aerobia, el microrganismo se
trata de un hongo, utilizando varias especies, entre las que destacan el género de Aspergillus ssp y
Penicillium ssp, con variedad en fuentes de carbono, como glucosa, sacarosa y almidon, y varias

fuentes de nitrégeno como extracto de levadura, peptona y licor de maiz, entre otros.

lustracion 6. Aumento de Aspergillus oryzae

Las fermentaciones son la gran mayoria de veces son llevadas a cabo en reactores discontinuos,
que tienen grandes ventajas como fécil operabilidad y gran confiabilidad en las operaciones, sin

embargo, existe inestabilidad genética que provoca una calidad no uniforme en los productos.

Existen varias técnicas de fermentacion que dependen del tipo de producto que se quiera y del
material que se disponga, eligiendo el més conveniente se puede aumentar el rendimiento y reducir

el costo. Son conocidas como:

e El cultivo en superficie es la técnica donde se cultivan los mohos en un medio so6lido o
liquido sin agitar el recipiente de cultivo.

e El cultivo sumergido los nutrientes se encuentran forma liquida y los microorganismos se
desarrollan flotando libremente en el volumen de medio de cultivo o formando agregados

méas 0 menos esféricos.
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e El cultivo liquido de superficie de membrana es un sistema donde los cultivos crecen en la
superficie de unas membranas microporosas que tiene una parte expuesta al aire y su lado
opuesto en contacto con el medio liquido.

e El sistema de células resuspendidas es un método que consiste en extraer las células
mediante centrifugacion y resuspenderlas en un tampon de carbohidratos ara formar acido
kojico.

e El sistema celular inmovilizado consiste en inmovilizar las esporas del hongo utilizado en
perlas de alginato de sodio, que permite tener gran cantidad de células y trabajar en

condiciones mas suaves.

El &cido kojico es relativamente caro y causa un gran aumento en el precio de los productos finales
que lo llevan, esto debido a que la demanda es muy alta y que el rendimiento suele ser menor a
escala industrial, ya que es mas dificil tener un control de un gran nimero de factores, tales como

la composicidn del medio, concentracion de oxigeno y pH, entre otros.

Por ello se busca constantemente mejorar cada una de las etapas llevadas a cabo, desde la
formulacién del medio de cultivo hasta los procesos posteriores a la fermentacion, para mejorar la

cantidad de acido kdjico obtenido.

El rendimiento es la variable mas importante en este tipo de procesos, por ello se investigan
diferentes tipos de microorganismos y sustratos para encontrar que combinacién produce mas
cantidad de producto. En la tabla 3 se muestran ejemplos de varias combinaciones investigadas y
con buen rendimiento, en el caso del Aspergillus oryzae, la mayor produccion de acido kojico se
obtuvo con glucosa como fuente de carbono, sin embargo, como materia prima tiene un valor muy
alto y econémicamente el almidon o el etanol es preferible pero no llegan a los mismos niveles de
rendimiento , por otro lado, otras en fuentes carbono como la fructosa o la xilosa no son

recomendables por la poca cantidad de producto que generan.

Las caracteristicas y los rendimientos de cada sustrato pueden diferir si cambiamos el
microorganismo, pero en pequefia medida ya que al tratarse del mismo género de hongos no hay
diferencias destacables, por ejemplo, el Aspergillus candidus se prefiere la sacarosa antes que la
glucosa, pudiendo llegar a una produccion de 0.5 g/L, duplicando a la glucosa y justo al contrario
ocurre en el Aspergillus parasiticus siendo la Gnica opcion viable la sacarosa como fuente de

carbono. En el caso del Aspergillus flavus existen algunas fuentes de carbono que causan
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inhibicion de la produccion de &cido kojico que para el Aspergillus oryzae si que son

recomendables.

En general, segun estudios la glucosa, la sacarosa y la melaza de remolacha como almidén, son
buenas fuentes de carbono para los hongos Aspergillus ssp y Penicillium ssp, obteniendo una

generacion de &cido kdjico aceptable. [15]
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Microorganismo F. carbono F. nitrégeno | Fosfatos Minerales
Etanol
Glicina
Acido tartarico
(NH4)ZSO4
Glucosa
0
A.oryzae Almidon KH,PO, MgS0, - 7H,0
Extracto de
Maltosa
, levadura
Acido shikimico
1,3-dihidroxi-2-
propanona
Acetato de sodio
i NH,NO,
Arabinosa
0
A flavus Glucosa KH,PO, | MgSO, - 7H,0
Extracto de
Sacarosa
levadura
Almidon
Glicerol
A.tamarii Fructosa NaNO; KH,PO, MgS0, - 7H,0
Sacarosa
_ Extracto de
A.candidus Sacarosa KH,PO, | MgSO, - 7H,0
levadura
Peptona
-, . o
A.parasiticus Glucosa KH,PO, MgS0, - 7H,0
Extracto de
levadura

Tabla 3. Ejemplos sustratos sintesis acido kojico
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Por la parte de la fuente de nitrogeno, todas las investigaciones se centras en dos o tres
posibilidades, generalmente las fuentes de nitrégeno organico son mejores que las inorgénicas para
la fermentacion, ya que tienen un buen sistema de amortiguacion, algunas fuentes de nitrégeno
inorganico reducen excesivamente el pH e inhiben el crecimiento. El extracto de levadura es la
fuente de nitrégeno organico mas favorable para la produccion de &cido kojico en comparacion
con la peptona y la polipeptona, debido a que contiene vitaminas y oligoelementos que
desempefian un papel importante en la mejora de la produccion de acido kojico. Algunos hongos,
como el Aspergillus tamarii son resistentes a la reduccion del pH que se puede dar con fuentes
inorganicas y al ser mas baratas, se utilizan para favorecer la viabilidad econémica del proceso,
incluso para Aspergillus oryzae y flavus se han estudiado mezclas de fuentes de nitrogeno
organicas e inorganicas, esto evita una fuerte reduccion del pH y un coste menor, pero se reduce

la eficiencia.

En los minerales, el fosfato es un nutriente importante y el mas usado es el fosfato monopotéasico
(KH,PO,), la concentracion de este tendréd gran influencia en la generacion del producto. Otros
minerales extra que se afladen en pequefias concentraciones en el sustrato, ya que ayudan en buen
crecimiento y una produccion sustancial, son el sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO, -
7H,0), el sulfato de hierro heptahidratdo (FeSO, - 7H,0), el cloruro de potasio (KCI), el nitrato
de sodio (NaNOs), incluso se pueden afadir medios prefabricados que aportan todos estos

minerales, como es el caso del medio Czapek-Dox. [15]
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2 Objetivo

El principal objetivo de este Trabajo Final de Grado es el disefio de un proceso de bioproduccién

industrial de &cido kdjico. Para ello, se han de cumplir los siguientes objetivos especificos:
e Seleccion del microorganismo y las condiciones de trabajo
e Seleccidn del tipo de reactor y el modo de operacion
e Escalado del proceso
e Dimensionado del proceso
e Estudio de viabilidad econémica

Este trabajo se desarrolla con la intencién de mejorar el medio ambiente, por ello se han aplicado
objetivos de desarrollo sostenible (ODS), dos de esta lista de objetivos cobran especial

importancia:

e 9. Construir infraestructuras resilientes, promover la industrializacion sostenible y

fomentar la innovacion.

e 12. Garantizar modalidades de consumo y produccién sostenibles.
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3 Metodologia

3.1 Descripcion del microrganismo

En el proceso de produccion del acido kojico existen varias opciones a la hora de elegir un
microorganismo valido. Hay varios candidatos dentro del género de Aspergillus ssp. y Penicillum
spp., entre estos dos géneros el m&s comun para la produccién es el primero, ya que dentro de esta
hay gran variedad de especies que producen &cido kojico como metabolito con diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno, como pueden ser A.oryzae, A.flavus, A.parasitacus, A.candidus, A.tamarii,

A.luteo-viescens y A.albus son los més conocidos.

En este caso se ha escogido el hongo Aspergillus oryzae, por motivos econémicos, ya que los
medios donde puede cultivarse son baratos, ademas al tratarse de uno de los precursores del
asilamiento del acido kojico y el hongo con el que tradicionalmente se han llevado a cabo las
fermentaciones para alimentacion, existen ya mutaciones de este hongo que mejoran la produccion

casi 100 veces respecto al original con las mismas condiciones de trabajo.

Aspergillus oryzae es un hongo microscépico, de la clase Ascomycetes. Como en el género de los
Aspergillus, este hongo esta formado por una red de filamentos hialinos de diametro fino y regular,
septados y ramificados. Sobre estos filamentos surgen filamentos verticales que terminan en una
vesicula sobre la que se disponen células que forman esporas, estas son producidas por division
mitotica y aseguran la reproduccion asexual del hongo. Se puede cultivar facilmente en varios

medios naturales (zanahoria, cereal, arroz, etc.) o sintéticos (liquido de Raulin, etc.).

Aspergillus oryzae produce varios metabolitos secundarios que se sabe que son toxicos para los
seres humanos segun su dosis letal media (LDs, = dosis que causa la muerte del 50% de una

poblacion animal en mg/kg):

e El &cido ciclopiazénico anula la funcion del reticulo sarcoplasmico. (LDs,(ratén) = 64)

e El 4cido kdjico no es peligroso a las dosis presentes en los alimentos. (LDs,(ratén) =
250)

e La aspergilomarasmina tiene efectos inhibidores sobre la enzima convertidora de
angiotensina ACE. (LDgq(ratén) = 160)

e El4cido 3-nitropropionico conduce a la disfuncion de las mitocondrias. (LDgo(rata) = 67)
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La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estado Unidos reconoce el hongo
Aspergillus oryzae como seguro o generalmente reconocido como seguro. [8, 16]

Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Subfilo Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Genero Aspergillus
Especie A. oryzae

Tabla 4..Clasificacion taxonémica del microorganismo

3.2 Descripcion materias primas

La formulacion del medio es una etapa esencial en el disefio de fermentaciones a nivel laboratorio,
piloto e industrial. Los constituyentes del medio deben satisfacer los requerimientos esenciales
para la produccién de biomasa y metabolitos deseados y debe haber energia suficiente para
mantener a las células y para la biosintesis. Por lo que el medio inicial debe tener una fuente de
carbono y energia, una fuente de nitrégeno y otros requerimientos, como sales, para producir

biomasa, productos y subproductos.

3.2.1 Fuente de carbono

El carbono es la principal fuente de energia de los seres vivos, permite un correcto crecimiento y
desarrollo. Se puede utilizar una gran variedad de sustratos que contengan carbono como medio
de cultivo para la fermentacion del acido kéjico, desde almiddn, sacarosa, maltosa, glucosa,

fructosa, manosa, galactosa, xilosa, arabinosa, sorbitol, acetato, etanol, glicerol y arabinosa.

La eleccion en este caso ha sido la glucosa, ya que ofrece el mayor rendimiento a la hora de

producir acido kojico por Aspergillus oryzae segun la investigacion que se ha hecho con diferentes
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fuentes de carbono en el articulo 15. En la mayoria de las fuentes de carbono los hongos crecen
bien, sin embargo, no todas sirven para producir &cido kéjico posteriormente, la glucosa es la

mejor precursora para la sintesis de este producto.

Sin embargo, la glucosa pura es bastante cara y hay opciones méas baratas como el almidon de
maiz, ademés de que al ser un residuo de algunas industrias favorece la economia circular. El
almidon el problema que tiene es que estd formado por moléculas de amilosa y amilopectina
formadas en grandes cantidades por glucosa, pero con largas cadenas de grandes grados de
polimerizacion, entonces se depende para el crecimiento de una etapa previa de hidrolisis para

romper en moléculas que los hongos puedan sintetizar. [11, 12]

3.2.2 Fuente de nitrégeno

El nitrégeno es uno de los componentes quimicos principales de las proteinas, que desempefian un
papel importante en el organismo de los seres vivos, desde el mantenimiento de érganos y tejidos,

hasta la formacion de hormonas, enzimas o anticuerpos.

Para un medio de cultivo donde se quieren inocular hongos Aspergillus destacan como fuentes de
nitrégeno el extracto de levadura, las polipeptonas, las peptonas y algunas sales de amonio
[NH,NOs,(NH,),S0,]. La eleccion en este caso ha sido el extracto de levadura, es un producto
con alto contenido en vitaminas y aminoacidos ademas de ser un residuo del proceso de

elaboracion de cerveza y un muy buen nutriente para un gran nimero de microorganismaos.

El extracto de levadura es considerado la mejor fuente de nitrégeno para la produccién de acido
kojico, sin embargo, hay que controlar la cantidad que se agrega al medio, ya que, a mayor
cantidad, mayor crecimiento celular y por lo tanto menos sustrato se convierte en el producto que

queremos.

La relacién carbono-nitrégeno es lo que se debe controlar, ya que puede conducir a una inhibicion
de la sintesis, si la relacion C/N no es adecuada, o conseguir una mejora en la produccion de acido
kojico, si la relacion C/N es la éptima. Lo ideal para la produccién, es que la fermentacion esté
limitada por el nitrogeno, ya que una gran cantidad de carbono debe estar disponible durante la

fase de produccion para la conversion en acido kojico por las enzimas unidas a las células. [12,

15]
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3.2.3 Fuentes minerales

Los minerales estan presentes como sales en los liquidos celulares, donde tienen la funcion de
mantener la presién osmotica, entre otras. La ausencia de estos puede limitar la actividad del
microorganismo, reduciendo el rendimiento de la reaccion. En la mayoria de los procesos de

produccion de &cido kojico se utiliza el sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0, - 7H,0).

Por otra parte, el fosfato es un nutriente importante para el crecimiento de la mayoria de los hongos.
Se incorpora en moléculas como acidos nucleicos o fosfolipidos; y juega un papel esencial en el
metabolismo energético. La concentracion de fosfato en el caldo de cultivo es determinante a la
hora de obtener un rendimiento aceptable. Como fuente de fosforo, se utiliza en la mayoria de los

procesos de produccion de acido kdjico el fosfato monopotésico (KH,P0,). [5, 15]

3.2.4 Inhibidores y estimulantes

Algunos componentes en un medio de fermentacion, solo se afiaden para regular la produccion de

productos en lugar de apoyar el crecimiento de microorganismos.

Los inhibidores manipulan el progreso de la fermentacidon, impide la accion de la enzima encargada
de producir acido kojico, provocando que se produzca menos cantidad segln la cantidad de
inhibidor que se afiada. Para Aspergillus oryzae existen inhibidores que son metabdlicos como el
fluoruro de sodio, 4cido monoyodoacético, arseniato de sodio, malonato, cianuro de potasio, azida
de sodio, dinitrofenol y pentaclorofenol, entre otros. Se suelen afiadir en pequefias concentraciones

(1072 0 10~* M) para controlar la cantidad de acido kojico producido.

En cambio, los estimulantes tienen la accion contraria a los inhibidores, puede actuar sobre
distintos factores de la fermentacion para mejorar la produccion de &cido kdjico. Por ejemplo, el
metanol (CH;OH) reduce el tamafio de la burbuja en el fermentador del tanque agitado y aumenta

la tasa de transferencia de oxigeno, esto hace que mejore el rendimiento. [15]
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3.3 Descripcion de las condiciones de trabajo

3.3.1 Temperatura

La temperatura es uno de los parametros ambientales mas importantes que condicionan el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos; la combinacion de bacterias y hongos los

hace capaces de sobrevivir en un rango de temperatura de 0 hasta 65°C en un tiempo prolongado.

El intervalo de temperaturas 0ptimo para la fermentacion kojica esté entre los 29 y los 35°C, para
las especies Aspergillus oryzae se utilizan valores alrededor de los 30°C para maximizar la
produccidn, incluso a veces puede hacerse bajas la temperatura hasta 25 °C, 5 dias después de que

fermente a una temperatura méas elevada, obteniéndose un aumento del rendimiento. [12]

332 pH

El pH es un factor importante que influye sobre el crecimiento de los microorganismos, los hongos
pueden crecer en medios con pH hasta de 8.5, pero la mayoria de ellos prefieren un pH &cido y
tienen la capacidad, como ocurre con algunas de las bacterias, de alterar el pH de un medio no

amortiguado por los productos que generan durante su crecimiento.

En el caso de la produccion del acido kdjico mediante Aspergillus oryzae existe un intervalo, ya
que el pH 6ptimo de crecimiento depende en gran medida de los tipos de carbono o nitrégeno
utilizados. Para la fase de crecimiento el pH mas usado es cercano a 5, aunque el hongo siga
creciendo a pH mas bajos, el metabolismo del hongo se desvia hacia la produccién de acido kojico
y no interesa hasta que el microorganismo crezca lo suficiente. Por ello el pH dptimo de
crecimiento del Aspergillus oryzae, no es el mismo que el pH 6ptimo de produccién de é&cido
kojico. [5, 19]

El mejor pH para la produccion de acido kéjico es un intervalo de pH de 2 a 5, para la glucosa, se
estudio utilizar el pH 6ptimo para la fermentacion y el mejor rendimiento de acido kojico se dio a
un pH de 2.4. Pero a un pH muy cercano (2.2) la sintesis se reduce significativamente, por ello se
recomienda usar un pH mas alejado de este limite, un pH alrededor de 3 es el mas adecuado para
tener margen. [12, 15]
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3.3.3 Agitacion y aireacion

Una de las variables mas importantes en una fermentacion aerdbica y ademéas como la mayoria de
los hongos requieren de oxigeno para su correcto desarrollo y crecimiento, la aireacion es

fundamental.

Las fermentaciones de acido kdéjico a escala piloto e industrial generalmente se realizan utilizando
fermentadores de tanque agitado, esta agitacion facilita la transferencia de oxigeno, la mezcla de

los nutrientes y mantiene la fermentacién homogénea.

La mejor forma de aireacion estd en funcion del oxigeno disuelto en el medio y no es constante en
toda la fermentacion. Para fomentar el crecimiento del microorganismo se requiere mucho
oxigeno, debido a la respiracion celular y la formacion de las enzimas que son responsables de la
formacion del &cido kojico, es por ello por lo que el crecimiento éptimo se dio con un nivel muy
alto de tension de oxigeno disuelto (DOT), sobre un 80% de saturacion, 6.4 ppm. Sin embargo,
cuando el crecimiento ya se detiene y empieza a formarse &cido kojico se debe disminuir bastante
la DOT a un 30% de saturacion, 2.4 ppm, asi se evita una degradacion excesiva del acido kojico a

otros compuestos.

Respecto a la agitacion, las revoluciones dptimas dependen del tamafio del reactor, teniendo en
cuenta que homogenice el contenido del fermentador y que sea rentable econdmica y
energéticamente llegar a ciertas revoluciones. Para una planta piloto se indica una agitacién entre
500 y 700 rpm para un fermentador de 3 litros e industrialmente, una agitacion de 240 rpm para
un tanque de 300 litros. Se recomienda, ya que los hongos filamentosos sufren mucho de estrés

por tensién cortante producido por algunos agitadores, el uso de agitadores de hélice tipo Rushton.

[12]

lHustracion 7. Agitador Rushton
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3.3.4 Técnica de fermentacién

A la hora de realizar la fermentacion existen diferentes técnicas para llevar a cabo la produccion

de &cido kdjico segin como estén las células de Aspergillus oryzae en el medio.

No se recomienda el cultivarlo en una superficie ya que es muy dificil de controlar parametros
fundamentales para el proceso, como el pH, la temperatura o la tension de oxigeno disuelto. El
cultivo liquido con membrana es interesante ya que ofrece un ahorro de energia al no tener
agitacion y una aireacion mas suave, pero existen problemas economicos y logisticos con el

escalado a la hora de inocular esporas, extraer células y esterilizar material.

En sistemas con células resuspendidas tienen la ventaja de que producen acido kojico libre de
pigmentos y facilita la purificacion, sin embargo, requiere materias primas y equipamiento extra
para la resuspension. Con células inmovilizadas permiten tener mas concentracion de
microrganismo, pero tiene la desventaja que el rendimiento depende mucho del tamafio de la perla

y se necesita una aireacion mucho mayor que en otros métodos

Finalmente se escogi6 el cultivo sumergido para esta fermentacion por la facilidad a la hora de
controlar parametros limitantes en la fermentacion, facilidad para manipular los productos y las
materias primas al estar suspendidas en liquido, facil escalado y es el mas econémicamente
rentable. [15]

3.4 Descripcion del proceso

La fermentacion de produccién de acido kéjico por Aspergillus spp. se puede dividir en dos fases,
primero ocurre la fase de crecimiento, donde el principal cambio en el medio es la reproduccién
del microorganismo, y después ocurre la fase de produccion, que normalmente inicia cuando el

crecimiento microbiano llega a una fase estacionaria y empieza la produccién de acido kojico.

En esta primera fase se empieza en el laboratorio, generalmente en un tubo liofilizado o congelado
donde se conserva la cepa o una colonia de Aspergillus oryzae previamente seleccionada, el
objetivo es aumentar la cantidad de este mediante sucesivos pasajes en frascos de volimenes
crecientes que estaran en agitadores en camaras de cultivo. Posteriormente, el material obtenido
se siembra en un tanque de indculo de escala menor al que se usard posteriormente a escala

industrial.
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Después en la segunda fase, del tanque del indculo se pasa al fermentador industrial cuyo volumen
variard dependiendo de la concentracion que se quiera obtener. Sin embargo, previamente a la
etapa del tanque del indculo y a esta, se debe preparar y estilizar correctamente los medios que van

a ser utilizados, ademas de reponer las materias primas utilizadas en el sustrato.

Con lo obtenido en la fermentacion, se realiza un proceso de separacion y purificacion de los
productos, primero se filtra lo obtenido para separar la materia insoluble, sin embargo, los licores
de fermentacion son dificiles de filtrar y se usan coadyuvantes. Posteriormente se busca purificar
el producto, mediante una cristalizacion, el proceso inicia a partir de una solucion concentrada,
homogénea y caliente proxima a su limite de saturacion, la cual es enfriada lentamente en un
ambiente libre de contaminacién hasta que unos pequefios cristales aparecen. Por Gltimo, se le
realiza un secado, para que no gueden nada de humedad en el producto final, haciendo que sea

mas facil de manejar, reduce costes de transporte y puede ser almacenado de manera mas practica.

Con todo esto el &cido kdjico obtenido es aislado y embalado. Sin embargo, es importante tener
en cuenta los efluentes de subproductos que se puedan obtener, hay que controlar la calidad de

estos y si es necesario tratarlos antes de que sean enviados a un curso de agua. [6]

Propagacion - ., . -,
. »1 Inocular +*] Fermentacion Filtracion
de los cultivos I
y ‘
I Tratamiento
de efluentes
Esterilizacién
v
. Cristalizacion
Preparacion
de medios
h

3

Producto

Materias
primas

lustracion 8. Diagrama resumen proceso
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3.5 Descripcion del equipo

3.5.1 Fase de crecimiento

Para el crecimiento del microorganismo, lo inicial y mas importante sera la seleccién de la cepa
que se quiere hacer crecer, en este caso el microorganismo del cual queremos producir &cido
kojico, Aspergillus oryzae, tienen un par de cepas, se ha escogido la cepa CECT 2094T segln la
coleccidn espariola de cultivos tipo o la ATCC 1011 segun la American Type Culture Collection,
cientificamente se conoce como Aspergillus oryzae var. oryzae (Ahlburg) Cohn 1884 y es

suministrado como un cultivo liofilizado.

Los recipientes donde Ilevar a cabo el crecimiento del cultivo del cultivo serédn varios, para llegar
al volumen necesario para la produccion del acido kojico, se realizaran diversos pasajes de
recipientes para aumentar la cantidad de cultivo aumentando el volumen de los recipientes

escalonadamente.

Inicialmente el cultivo es depositado en un Erlenmeyer de volumen segun escala industrial sobre

un agitador de vaivén dentro de una camara de cultivo para mantener la temperatura optima.

llustracién 10. Agitador de vaivén con Erlenmeyer llustracion 9. Camara de cultivo

Posteriormente se pasan a recipientes muchos mas grandes, si sobrepasan los 10L se recomiendan
no usar matraces Erlenmeyer, utilizar reactores tipo piloto con agitacion y una camisa para regular
la temperatura. Todo este tipo de material ademas debera estar correctamente esterilizado para que

no estén presentes otros compuestos 0 microorganismos que puedan interferir en el crecimiento,
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por ello necesitaremos a parte una autoclave, para esterilizar matraces Erlenmeyer y las partes del
reactor piloto. El crecimiento del cultivo serd de aproximadamente 13 dias

llustracion 12. Reactor de lustracion 11. Autoclave
crecimiento

Antes de preparar el inoculo para pasar el microorganismo al tanque de fermentacion se debe hacer
un barrido de esporas, midiendo la absorbancia en un espectrofotometro de 500 a 600 nm, esto
permitird saber la concentracion de esporas que se tiene en un mililitro de la disolucion de
crecimiento mediante una curva de calibracidn, este proceso es fundamental para pasar el indculo

en el momento exacto, con la mejor concentracion para la fermentacion. En la ilustracion 14 e
ilustracién 15 se pueden ver ejemplos. [17]
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lustracion 13. Espectrofotometro
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llustracion 15. Barrido de concentracion

3.5.2 Fase de produccién

llustracién 14. Curva de calibrado

Para la parte principal y fundamental del todo el proceso, serdn necesarios varios fermentadores

refrigerados, con control de temperatura y con agitacion. EI namero exacto de fermentadores y su

volumen vendra determinado de la produccion y el estudio econémico.

Si no se encuentran refrigerados, se instalard un intercambiador de calor para mantener siempre el

rango de temperaturas éptimo a pesar de la disipacion que se pueda dar en la propia fermentacion.

lustracion 16. Biorreactores para la fermentacion
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Pero estos equipos de mayor tamafio también se deben esterilizar entre diferentes lotes de
fermentacion, es por ello que con un autoclave es insuficiente y se deberia instalar un sistema de

vapor de agua para poder esterilizar complemente el equipo.

Para ir controlando la produccion de acido kojico existen varios métodos para comprobar que el
proceso va correctamente, el &cido kojico absorbe en el ultravioleta lejano, sobre unos 280-284
nm, sin embargo, en el caldo fermentativo hay més compuesto que absorben en estas longitudes

de onda y esta forma de medir el &cido kojico no seria del todo exacta.

Otra opcion es la resonancia magnética o la cromatografia liquida (HPLC), esta segunda es mas
practica, muchos laboratorios tienen un equipo de estos ya que son Utiles para muchos analisis y
sera la que se utilice para el proceso y poder determinar si hay una buena produccién, ya que la

resonancia magnética, son equipos mas complicado y poco préacticos de utilizar. [13, 17]

lustracion 17. Equipo HPLC

3.5.3 Fase de separacion y purificacion

Para conseguir un producto lo més puro posible y que sea facil de manipular para el envasado y el
transporte después del proceso principal de fermentacion se llevara lo obtenido a una fase final

para dar un valor afiadido al producto.
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Primero se deberé filtrar el caldo fermentativo obtenido para separar los sélidos, se pasara por un
sistema de filtros de un solo flujo que recorrera varios filtros y desecharé los sélidos separados

como residuo.

llustracion 18. Sistema de filtrado

Posteriormente se pasard aun cristalizador para formar cristales con el &cido kdjico, al tener
cristales y tener el producto en estado solido, la facilidad logistica a la hora de manejarlo,
transportarlo le dara n valor afiadido y ahorrara costes para poder vender el producto. Se utilizaran

varios cristalizadores de un flujo de 10-30 L/h.

llustracion 19. Cristalizador
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Por Gltimo, se debera deshidratar los cristales obtenidos mediante un secador continuo de soplado
de aire, al eliminar el agua mejorarnos la vida util del acido kéjico al tener baja humedad y es
importante para comercializar el producto. Con un secador que trabaje en continuo con un flujo de

600 kg/h es suficiente para trabajar con lo que se quiere producir. [6]

Ilustracion 20. Sistema de secado continuo

3.5.4 Fase de tratamientos de efluentes

El reglamento Directiva 91/271/CEE del Consejo de las Comunidades Europeas, de 21 de mayo
de 1991, es el referido a las aguas residuales industriales y se destaca los siguiente, las aguas
residuales industriales normativa, deben pasar por procesos de saneamiento antes de verterse,

deben tener ciertas caracteristicas en cuanto a su composicion quimica para considerarse aptas.

El montaje deberd incluir un equipo que pueda tomar con una arqueta muestras de forma libre, con

la finalidad de hacer analisis quimicos que determinen la viabilidad de vertido de las aguas.

Sin embargo, al tratarse de un bioproceso no hay grandes peligros en los subproductos que
obtenemos de la fermentacién del &cido kojico, pero al trabajar con microorganismos hay que

tratar el agua, aunque en este caso el Aspergillus oryzae sea bastante seguro.

Lo mas practico es un tratamiento bioldgico, la materia organica es degradados por otras bacterias
en un tanque bien aireado, produciendo diéxido de carbono, agua y compuestos nitrogenados como

subproductos.
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Lo esencial aqui es verter las aguas residuales con el microorganismo restante muerto, para que
sea materia organica que las bacterias puedan degradar, se puede hacer esto con un cambio brusco
de pH o temperatura. Si no se matan, los hongos pesan poco y su area superficial es grande y por

lo tanto sedimentan mal, causando problemas de espuma en las depuradoras.
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4 Calculos

4.1 Base de calculo

Para poder empezar con la parte experimental tenemos que saber cuanto vamos a querer producir
para disefiar el proceso de produccion de &cido kojico. Es importante saber cuanto es consumido

para poder hacer una aproximacion de cuanto se podria vender.

Sin embargo, informacion sobre el consumo, sobre todo en cosmética, del acido kojico es bastante
escasa, los proveedores de este producto a las empresas responsables de la fabricacidn de cremas
o lociones son muy pocas y no publican los datos de sus ventas, ya que las empresas mas

importantes de este mercado se sitdan en China.

Desde el sector hay mas informacion del consumo que tienen los alimentos que contienen acido
kojico en los grandes paises, aunque es orientativo, muchos alimentos el acido kdjico lo obtienen
por fermentacion natural, por ello no se suele utiliza cido kojico puro como materia prima. Estos

datos hay que manejarlos con cuidado y analizar la situacién actual adecuadamente.

De la informacion encontrada en el articulo 2, sabemos cuanto se consume de alimentos
fermentados tradicionalmente japoneses en dos paises claves, EE.UU pais de cultura occidental y

Japon pais oriental, las diferencias son destacables en el consumo de estos alimentos por tradicion.
e Consumo EE.UU =500 ml/persona/afio
e Consumo Japon = 9800 ml/persona/afio

Con la poblacién de cada pais al inicio de 2022 podemos calcular cuanta cantidad se consumio en
todo un afio natural. Después pasandolo a metros cubicos se tienen cantidades que se pueden

manejar mas facilmente.

Consumo personal anual - Poblaciéon = Consumo total anual (4.1.1)
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ml
ml
EE.UU 500 2E55M 399500000 personas = 1.6475 - 101 —
ml
o ml
Japon 9800 2E7591 | 125800000 personas = 1.2328 - 1012 —

ano

Siendo consumido en metros cubicos cada afio, 164750 en EE.UU y 1232840 en Japon. Ademas
de media los alimentos fermentados japoneses que contienen &cido kojico poseen una
concentracion de 24 mg/ml se este compuesto o lo que es lo mismo 24000 g/m?3. Con estos datos

podemos obtener la masa que se consume de acido kdjico en estos paises.

Consumo total anual - Concentraciéon = Consumo a. kéjico (4.1.2)
m3 ton
EE.UU 164750 —— - 24000~ = 3.95 - 10° —9— = 3954 ——
afo m afo ano
, m3 ton
Japon 1232840 —- 2400013 =2.95-10"—L = 29588
afo m ano ano

Sabiendo que la planta industrial se situara en Espafia y su poblacion sera los consumidores
objetivos, utilizaremos como referencia a EE.UU sabiendo que es un pais culturalmente
occidental, por lo tanto se consumiran estos alimentos de forma parecida a Espafia y sabiendo que

el pais norteamericano tiene un poblacion 7 veces mayor que Espafia.

Para la decision de la base de célculo, se ha considerado todo lo anterior ademas de tener en cuenta
que las cantidades calculadas hacen referencia solamente a al sector de la alimentacion, teniendo
todo esto en cuenta se ha decidido utilizar una cantidad para la produccion de 10 toneladas cada

afio de acido kojico.
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4.2 Calculo del tamario de los reactores

Ahora es necesario calcular el nimero de ciclos necesarios para cumplir el objetivo de produccion
de 10 toneladas en un afo, sabiendo que la duracion de cada fermentacion puede llevar de 12 a 15

dias se va a disefiar una planta industrial que esté en funcionamiento todo el afio.

Con la intencion de maximizar la produccion, se van a tener en cuenta todos los dias del afio, no
solo los dias laborales, teniendo una plantilla de trabajadores que se dividiran por turnos para tener
las horas de trabajo establecidas, ademas para facilitar los calculos se utilizara el calendario

comercial, donde se considera que todos los meses son 30 dias.
Dias funcionamiento planta = 360 dias/afo
A estos 360 dias se les descontara 15 dias de mantenimiento, limpieza, revisiones u otras labores.
Dias funcionamiento planta = 360 — 15 = 345 dias/afio

Como se ha comentado antes cada fermentacion puede durar de 12 a 15 dias hasta que se complete
y no produzca mas &cido kojico, se utilizard como tiempo de ciclo 15 dias, se considera el maximo
tiempo posible en caso de prevision frente averias, imprevistos y se afiaden también los tiempos

de carga y descarga de los reactores.
Tiempo del ciclo = 15 dias

Con todo esto se puede calcular el namero de ciclos que nos haran falta para cumplir la produccion
que queremos en un afo, dividiendo los dias de trabajo que se tienen en un afio entre el tiempo de

ciclo para cada fermentacion.

Dias de funcionamiento

Numero de ciclos = Tiempo de ciclo (4.2.1)

, . 345 dias/ano . .
Numero de ciclos = —————— = 23 ciclos/afio
15 dias

Para calcular el tamafio de los reactores que se necesita para cumplir estos ciclos y conseguir 10
toneladas al final del afio, hay que tener en cuenta el volumen que hay que tener para producir la

cantidad de acido kojico que se quiere.
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De este proceso se obtendria, segun el articulo 5, supuestamente un rendimiento de 20 g/L de acido
kojico al final de la fermentacion, es decir con 1 litro de caldo fermentativo después de que se dé
el proceso se obtienen 20 gramos de &cido kojico, entonces se puede saber el volumen que se

requiere para conseguir 10 toneladas de acido kojico.

Gramos de producto

Litros necesarios = Rendimiento (4.2.2)
) _ 10-10%g s
Litros necesarios = ———=5-10°L = 500 m3
20 g/L

Lo ultimo para saber el tamafio de los fermentadores principales, con el volumen total que
necesitamos y el nimero de ciclos que se tienen, se sacan los litros por ciclo y se puede estimar el

tamafio del reactor.

Litros necesarios

Litros por ciclo = (4.2.3)

Numero de ciclos

5-10°L

—3 = 21739 L/ciclo = 21.73 m3 /ciclo

Litros por ciclo =

Este seria el volumen del fermentador que deberia haber si queremos la produccion estimada, sin
embargo, un solo reactor de 22 m? seria poco practico, en caso de averia la produccion

automaticamente se pararia, 1o que equivaldria a grandes pérdidas econémicas.

Es mas conveniente optar por una serie de reactores, en este caso se ha pensado dos opciones, 4
reactores con un volumen de 6 m3 cada uno o 11 reactores con un volumen de 2 m3 cada uno, se
estudiarén la viabilidad econémica de cada una de estas opciones més adelante, ya que en la
primera opcién son menos reactores, pero el volumen total es mas alto que el que hemos calculado,
por otro lado, la segunda opcion es la inversa, hay muchos mas reactores pero se ajusta mas al

volumen con el que queremos trabajar.

No obstante, los volumenes de los que se ha hablado son voliumenes operativos, es necesario
calcular los volumenes reales de los fermentadores, que son los voliumenes con los que se deberan

comprar los reactores. EI volumen operativo hace referencia a todo lo que debe ser ocupado por
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liquido, pero se necesita mas volumen en el reactor que no esté ocupada por liquido, por ejemplo,

al estar aireado, si no hay espacio suficiente para el aire liberado puede llegar a reventar.

En las plantas piloto se trabaja con una relacion de volumen real del reactor—volumen operativo
de 2:1.35 litros. Sabiendo el volumen operativo de escala industrial se puede calcular el volumen

real de los fermentadores de escala industrial.

( Volumen real )
P

( Volumen real )
Volumen operativo

Volumen operativo/ (4.2.4)

( 2 Litros ) _( X )
1.35 Litros /p  \6000 Litros /¢

x =8888.8L ~ 9m?3

( 2 Litros ) _ ( y )
1.35 Litros /p ~ \2000 Litros /¢
X = 296296 L ~ 3m?3

Ahora ya se sabe el volumen real que deben tener los fermentadores de las dos opciones de las que
se hablado anteriormente, se deben comprar 4 reactores con un volumen de 9 m3 o 11 reactores

con un volumen de 3 m3.

4.3 Célculo del didmetro y de la altura de los rectores industriales

Para llevar un procedimiento a la industria después de haber sido probado en el laboratorio, hay
que escalar el proceso partiendo de la planta piloto utilizada para pruebas a pequefia escala pasando
al disefio de los reactores industrial, mediante similaridad geométrica, ya que es sencilla, precisa

para las dimensiones del fermentador.

Anteriormente, se ha calculado el volumen que se necesita, ahora con el apoyo de un estudio de
laboratorio donde se produce acido kojico con caracteristicas similares y con una planta piloto
detallada, esto nos permitira que el reactor industrial mantenga similitud geométrica con la planta

piloto. Los datos de la planta piloto, facilitados en el articulo 12, son los siguientes:
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Diametro del agitador 7 cm

Diametro del recipiente 25cm
Rpm del agitador 350 rpm
Volumen del reactor 20 litros

Tabla 5. Datos de la planta piloto

Para realizar el escalado, se ha de mantener la relacion altura-diametro de la planta piloto con el
reactor industrial, de los datos de la planta piloto se tiene que calcular la altura mediante la formula

del volumen del cilindro, forma de la planta piloto.

Ver. (E) H (4.3.1)

Siendo V el volumen del reactor en metros ctbicos (m?), D hace referencia al diametro del rector
en metros (m) y por ultimo H es la altura del reactor en metros (m). Con todos los datos, se resuelve

despejando la altura de la planta piloto.

0.25\2
0.02=n-<—) ‘H
2
H=0.41m
H—410—164 H = 1.64D
D 250 o

Ahora con el conocimiento de la relacion altura-diametro que tiene la planta piloto, se puede
trasladar a los fermentadores industriales. En la férmula usada anteriormente, no se conoce ni la
altura ni el didmetro, asi que debemos sustituir algunos de estas dos incognitas por la relacion

altura- diametro. Para la opcion de 4 reactores de un volumen de 9 m3y despejando, se obtiene:

2

D
9= T[(E) -1.64D

D=19m H=164-19=311m
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Los fermentadores de esta opcion deberan tener unas dimensiones de 1.9 metros de didmetro y
3.11 metros de altura. Para la otra opcién de 11 reactores de 3 m3 y despejando, se obtienen lo
siguiente:

2

= (%) o
=T > .

D=132m H=1.64-132=216m

Los 11 fermentadores de esta opcidn tendran unas dimensiones de diametro iguales a 1.32 metros
y de altura igual a 2.16 metros. Hay que tener en cuenta que estas medidas son aproximadas, a la
hora de adquirir estos reactores las medidas no seran exactas y se buscara la mayor similitud

posible.

4.4 Calculo del diametro y de la velocidad del agitador industrial

Para el escalado de la parte del agitador se usa las formulas de similaridad dinamica, en este caso
es recomendable esta forma de escalado antes que por similaridad geométrica, ya que esta no se
ajusta correctamente al agitador. Se mantendra la potencia por unidad de volumen mediante la
siguiente formula, los subindices P e | hacen referencia a la planta piloto y a la escala industrial

respectivamente.

©),- ) an

Sabiendo la siguiente igualdad que sirve para este caso, ya que es la potencia por unidad de
volumen en un reactor de tanque agitado, se puede sustituir la anterior expresion. Siendo p la
densidad del medio en kg/m3, N el nimero de revoluciones por minuto (rpm) y Da corresponde
al diametro del agitador medido en metros (m). Se obtiene la igualdad que se muestra en la

expresion 4.4.3.

P p-N3-Da°
v = —Dar (4.4.2)
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p-N®-Da®\  (p-N®.Da’
Da3 P - Da3 , (4.4.3)

Se anulan las densidades ya que le medio sera el mismo en el interior de ambos reactores, ademas
se puede simplificar mas la expresion si dividimos los didmetros de agitacion entre ellos,

obteniéndose lo siguiente:
(N®-Da*)p = (N* - Da?), (4.4.4)

Una vez obtenida la expresion se puede dar paso al calculo del diametro del agitador industrial y
de la velocidad que tenga este, se hara uso del diametro del reactor previamente calculado y de los
datos de la planta piloto expuestos en el apartado anterior. Para la primera opcion de 4
fermentadores de 9 m3, primero calcularemos el didmetro del agitador a escala industrial y después

sustituiremos en la férmula anterior;

(Dreactor) — (Dreactor)
Da ), Da ), (4.4.5)

025 1.9

0.07 Da

Da = 0.532m
(3502 -0.07%) = (N3 - 0.5322)
N =90.54 rpm

Los fermentadores de 9 m? deberan tener un agitador de didametro 532 mmy una velocidad de giro
sobre las 91 rpm, si redondeamos. Ahora se repiten los mismos calculos anteriores para la opcién

de 11 reactores de 3 m3 ;

0.25 1.32
0.07 Da
Da = 0.3696 m
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(3503 -0.07%) = (N3 - 0.3696%)
N = 11543 rpm

Si utilizdramos esta opcion, se necesitarian adquirir unos agitadores de un didmetro 370 mm

aproximadamente y utilizarlos a una velocidad de giro de unos 115 rpm.

4.5 Calculo del escalado de tanques de crecimiento

El crecimiento de los cultivos se realiza normalmente en el laboratorio y comienza generalmente
en un tubo liofilizado o congelado donde se conserva la cepa de interés o de una colonia del

microorganismo previamente seleccionada.

Se deba aumentar la cantidad del microorganismo para poder producir la cantidad de acido kojico
deseado, se suelen hacer sucesivos pasajes de recipientes de volumen creciente segun la escala
industrial que se usara posteriormente. Usando de referencia el volumen operativo calculado los
recipientes de crecimiento debe tener una relacion respecto a la escala industrial de 1000, 500, 50

a 1 segun el articulo 6, de menor a mayor volumen hasta que pasa al fermentador.

Estos recipientes incluyen desde matraces Erlenmeyer en agitadores de vaivén para los volumenes
mas pequefios hasta tanques con agitadores rotatorios para los volimenes mas grandes.
Recordando las opciones que teniamos se puede calcular los volimenes necesarios para el
crecimiento, 4 reactores con un volumen operativo de 6 m® o 11 reactores con un volumen

operativo de 2 m3.

Relacién 6 m3 2m3
Recipiente 1 1:1000 6L 2L
Recipiente 2 1:500 12L 4L
Recipiente 3 1:50 120 L 40L

Tabla 6. Calculo volumen tanques crecimiento
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4.6 Balance de materia

Para obtener la cantidad que se quiere producir de &cido koéjico debemos hacer crecer el
microorganismo en un sustrato muy bien controlado, para después la fermentacion se lleve a cabo

correctamente y con la produccion que se ha trabajado.

La reaccién principal ocurre dentro del fermentador, aqui entran en juego las materias primas que
se han escogido previamente, teniendo en cuenta que para el Aspergillus oryzae no se he
encontrado formula quimica y se ha optado por utilizar la del Aspergillus niger, un hongo de su
mismo género, también se podria haber optado por la formula del microorganismo promedio,
sabiendo esto y que la reaccién que se da en los bioprocesos es la siguiente:

Fuente de C + Fuente de N + 0, = Biomasa + Productos + CO, + H,0

Fuente de carbono Glucosa Ce¢H1206

Fuente de nitrégeno | Extracto delevadura | CH;¢10056No.16

Biomasa Aspergillus oryzae CH;1510052Ng21

Productos Acido kéjico CeH0,

Tabla 7. Componentes balance materia fermentacion

Ahora, se puede determinar cudl es el balance de materia que se da en el interior del fermentador,
es importante recalcar que se trabajara con la formulacion quimica en relacion carbono-mol (C-
mol), ya que facilita la cinética a la hora de trabajar con microorganismos y las relaciones

estequiométricas.

El agua se descarta del balance de materia, al trabajar en un cultivo sumergido, es decir en una
disolucidn de agua, este elemento esta presente tanto como reactivo como producto, por lo tanto,

carece de importancia a la hora de tenerlo en cuenta. Quedandose asi la reaccion:

CH;0 + CH; 6109 56Ng.16 + O2 2 CH;510052Ng21 + CHOg 6+ CO,
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Para ajustar este balance de materia, se hizo uso de los rendimientos del Aspergillus oryzae y del
acido kojico por C-mol de glucosa, estos rendimientos se encontraron en el articulo 18 y en el

articulo 9, respectivamente.

CH;0 +a CHy,610056No.16 + b 0O, 2 yx/s CHy510052No21 + yp/s CHOg 6+ yco,/s CO,

Yx/s 0.36

Yp/s 0.50

Tabla 8. Rendimientos bibliograficos

Para el ajuste, se deben calcular el resto de los coeficientes estequiométricos, con los balances de
materia del nitrogeno y del carbono como elementos, se pueden calcular el rendimiento de didxido

de carbono generado y la cantidad de extracto de levadura gastado.

Nitrogeno a-0.16 = yxs - 0.21 (4.6.1)

Carbono 1+a=yx/sYps - Ycoz/s (4.6.2)

a-016=0.36-0.21

a=04725

1+0.4725 =0.36-0.5 - ycoz/s
YCOZ/S = 06125

Con estos valores solo faltaria calcular el coeficiente del oxigeno, para ello es necesario plantear

el siguiente balance de energia:

Ys —4b = yx/s-vx + Yp/s - Yp (4.6.3)
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En este balance de energia, se hace uso de los grados de reduccion del sustrato, de la biomasa y
del producto, que hacen referencia a los electrones disponibles que tienen estos compuestos, son

sencillos de calcular al saber las formulas quimicas de cada uno.
Ys=4-1+1-2-2-1=4
yx=4-1+1-151-2-052-3-0.21 =3.84
Yyp=4-14+1-1-2-06=3.8
Sustituyendo y despejando se obtiene el coeficiente estequiométrico del oxigeno.
4—4b= 0.36-3.84+ 0.5-3.8
b =0.1794

Con todos estos datos calculados hasta el momento, se puede incluso calcular la cantidad de

oxigeno que se ha usado durante la fermentacion, mediante la formula del consumo de oxigeno.

0C = b/yys (4.6.4)

_0.1794

0C
0.36

= 0.4983 moles consumidos de O,

Finalmente nos quedaria un balance de materia ajustado con los siguientes coeficientes

estequiométricos:

CH,0 + 0.4725 CHy ¢100.56No 16 + 0.1794 05 = 0.36 CH; 5100 52Np21 + 0.5 CHOg ¢+ 0.6125 CO,

4.7 Calculo de las cantidades necesarias de sustrato

A continuacion, se van a calcular las cantidades necesarias de todos los componentes que necesita
el sustrato para que tanto el crecimiento como la fermentacion se dé correctamente y se generen

la cantidad deseada de acido kojico.
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Una vez realizado el balance de materia, con la misma produccion usada a la hora de disefiar el
reactor y que nos indican en el articulo 5 (20 g/L), se procede al calculo de la cantidad de glucosa

necesaria para cada reactor, para un ciclo y para la produccion total de acido kojico.

Como se ha calculado hasta el momento, se va a comparar las 2 opciones que se han disefiado,
también para la cantidad de sustrato, ya que este depende en gran medida de el volumen de los
rectores que se usen. Primero se calcula la produccion final de acido kojico de 1 reactor, para las

opciones de volimenes operativos de 6 m3 y de 2 m3.

6 m3 Produccién al final del proceso de 1 reactor = 20 - 6000 = 120000 g

2m?3 Produccion al final del proceso de 1 reactor = 20 - 2000 = 40000 g

Sabiendo el rendimiento de acido kdjico respecto a la glucosa (yp,s = 0.5) y la produccion de un

reactor, es facil sacar la cantidad de glucosa que nos hara falta en ese reactor para obtener esa

cantidad de acido kojico.

Produccion de 1 reactor

Rendimiento = 2 de glucosa (4.7.1)

6 m3 2 m3
120000 40000
= — 05=—7-—7—
g de glucosa g de glucosa
g de glucosa = 240000 g = 240 kg g de glucosa = 80000 g = 80 kg

Esta es la cantidad de glucosa necesaria para un reactor, ahora para buscar la cantidad total es

necesario tener en cuenta todos los rectores y todos los ciclos.

6 m3 2m3
Glucosa 1 ciclo = 240 -4 = 960 kg Glucosa 1 ciclo = 80-11 = 880 kg
Glucosa total = 960 - 23 = 22080 kg Glucosa total = 880 - 23 = 20240 kg
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Primero multiplicando por el nimero de reactores y después por el nimero de ciclos se tiene la
cantidad de glucosa total que se necesitara para obtener las 10 toneladas de &cido kojico que se

quieren al afio.

Kg glucosa 6 m3 Kg glucosa 2 m?3
1 reactor 240 80
1 ciclo 960 880
Total 22080 20240

Tabla 9. Resumen cantidad glucosa

En el mismo articulo 5 donde se podia encontrar la produccién, también se indica la composicién
del sustrato utilizado, a nivel de laboratorio, para llegar a esa produccidn. Con esta informacién se
tienen las relaciones con los otros compuestos y se pueden calcular las cantidades que se necesitan
para escalar esta productividad a escala industrial. El sustrato indicado tiene los siguientes valores:

Glucosa 100 g/L
Extracto de levadura 5g/L

KH,PO, 1.5g/L

MgSO0, - 7H,0 0.5g/L

Tabla 10. Composicion sustrato planta piloto

En este proceso la glucosa es el componente mayoritario con mucha diferencia sobre el resto, esto
se debe a la importancia de que la fuente de nitrégeno sea el reactivo limitante, ya que en a la
fermentacidn o es necesario, sin embargo, el carbono sigue siendo fundamental para producir acido

kojico. Por ello, el extracto de levadura tiene una racion pequefia respecto a la glucosa de 0.05.
6 m3 2 m3

Ext.levadura 1 reactor = 240-0.05 = 12 kg Ext.levadura 1 reactor = 80 -0.05 = 4 kg
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Ext.levadura 1 ciclo = 960 - 0.05 = 48 kg Ext.levadura 1 ciclo = 880 - 0.05 = 44 kg

Ext.levadura total = 22080 - 0.05 = 1104 kg Ext.levadura total = 20240 - 0.05 = 1012 kg

Kg ext. levadura Kg ext. levadura
6 m3 2m3
1 reactor 12 4
1 ciclo 48 44
Total 1104 1012

Tabla 11.Resumen cantidad extracto de levadura

La fuente de fosfato, en este caso el fosfato monopotasico, no destaca por su gran concentracion,
pero su papel es fundamental durante el crecimiento, los hongos con capaces de crecer
correctamente con concentraciones no muy altas, si se aumentard mucho mas la cantidad de

fosfatos el crecimiento aumentaria considerablemente pudiendo afectar a la fermentacion
posterior. Tiene una relacion con la glucosa de 0.015.

6 m3 2 m3

KH, PO, 1 reactor = 240 -0.015 = 3.6 kg KH,PO, 1 reactor = 80 -0.015 = 1.2 kg

KH,PO, 1 ciclo = 960 - 0.015 = 14.4 kg KH,PO, 1 ciclo = 880 - 0.015 = 13.2 kg

KH,PO, total = 22080 - 0.015 = 331.2 kg KH,PO, total = 20240 - 0.015 = 303.6 kg

Kg KH,PO, 6 m® | Kg KH,PO, 2 m3

1 reactor 3.6 1.2
1 ciclo 14.4 13.2
Total 331.2 303.6

Tabla 12. Resumen cantidad fosfato monopotésico
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Los minerales también son fundamentales en el crecimiento, en este caso el sulfato de magnesio
heptahidratado, ayudan a las células y a los 6rganos a desempefiar sus respectivas funciones, pero
incluso se necesita menos cantidad que la fuente de fosfato para que los hongos crezcan

adecuadamente, tiene una relacion con la glucosa muy pequefia, de 0.005.

6 m3 2m3
MgSO, - 7H,0 1 reactor = 240 -0.005 = 1.2 kg MgSO, - 7H,0 1 reactor = 80 - 0.005 = 0.4 kg
KMgSO0, - 7H,0 1 ciclo = 960 - 0.005 = 4.8 kg MgS0, - 7H,0 1 ciclo = 880 - 0.005 = 4.4 kg
MgSO, - 7H,0 total = 22080 - 0.005 = 110.4 kg MgS0, - 7H,0 total = 20240 - 0.005 = 101.2 kg
Kg MgSO, - 7H,0 | Kg MgSO, - 7H,0
6 m3 2m3
1 reactor 1.2 0.4
1 ciclo 4.8 4.4
Total 110.4 101.2

Tabla 13. Resumen cantidad sulfato de magnesio heptahidratado

Por Gltimo, en el articulo 15, se hace hincapié en que el metanol es un estimulante de uso bastante

comun en la produccion de acido kéjico, sin embargo, en los articulos

cientificos no se suele incluir en el sustrato, pero para escala industrial tiene un gran interés ya que
mejora el rendimiento. Este compuesto se afiade en una cantidad minudscula para que no tenga
interfiera en el crecimiento y solo afecta en el tamafio de la burbuja en la aireacion, comunmente
se afiade en una concentracion de 10~2 mol/L.

_,mol g

107 ——-32.04— =0.3204 g/L
L mol g/

Con la masa molecular del metanol obtenemos los gramos que debe haber por litro, es una cantidad

muy pequefia que tiene una relacion respecto a la glucosa de 0.003204.
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3 3

6 m 2m
Metanol 1 reactor = 240 - 0.003204 = 0.77kg  Metanol 1 reactor = 80 - 0.003204 = 0.26kg
Metanol 1 ciclo = 960 - 0.003204 = 3.07 kg Metanol 1 ciclo = 880 - 0.003204 = 2.82 kg

Metanol total = 22080 - 0.003204 = 70.74 kg  Metanol total = 20240 - 0.003204 = 64.85 kg

Kg metanol 6 m® | Kg metanol 2 m3

1 reactor 0.77 0.26
1 ciclo 3.07 2.82
Total 70.74 64.85

Tabla 14. Resumen cantidad metanol

4.8 Calculo ajuste pH para la fermentacion

Uno de los factores que diferencia la fase de crecimiento y la fase de produccion, es el pH. Para
gue el microorganismo no siga reproduciéndose y empiece a utilizar el sustrato restante para
generar las enzimas que produzcan el acido kojico, el pH debe reducirse a uno mas acido para

favorecer este cambio.

Normalmente para reducir el pH de una mezcla se afiade cierta cantidad de un acido fuerte, por
facilidad para adquirirlo comercialmente y ser un &cido monoprotico que facilita los calculos para

saber el volumen necesario, se ha elegido el acido clorhidrico (HCI).

Se saben segun las referencias del articulo 5 y del articulo 15, los pH éptimos de cada fase del
proceso, 5 para la fase de crecimiento y 3 para la fase de produccion, el pH se define como el
logaritmo negativo en base 10 de la actividad de los iones hidrogeno, utilizando esta expresion se
puede calcular que concentracion de protones debe haber en cada fase para corresponderse al pH

que se quiere.

pH = —log [H*] (4.7.1)
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5 = —log [H*] 3 = —log[H*]

mol mol
[H+] = 1 . 10_5T [H+] = 1 . 10_3T

La diferencia de la concentracion nos indicara la cantidad de moles protones que debemos afadir

para reducir el pH, al tratarse de un &cido monoprotico, la cantidad de &cido a afiadir sera la misma.
mol
A[H*]=1-10"3-1-10"°= 0'00099T

Hay que tener en cuenta que la cantidad de moles calculada es por litro, por ello con los volimenes
operativos necesarios para la cantidad de acido kéjico que se quiere, se calcula la cantidad de

moles total para las dos opciones trabajadas.

3 mol
6 m 0.00099 0T 60001 = 5.94 moles HCI

3 mol
2m O.OOO99T -20001 = 1.98 moles HCI

Se necesitarian este nimero de moles para afiadir a cada fermentador, si se utilizara una disolucion
1M HClI seria la misma cantidad de litros los que habria que afiadir. Sin embargo, comercialmente
y en cantidades industriales el acido clorhidrico no suele venderse en esas concentraciones, lo mas
econdémicamente rentable por precio y cantidad es una disolucion al 35 % de HCI en agua, por lo

que deberiamos recalcular los volimenes.

Pureza 0.35
Densidad disolucién 1.174 kg/|
Peso molecular 36.458 g/mol

Tabla 15. Caracteristicas disolucion HCI
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1174% -0.35 = 411%

— 5 11.27 —
36.458 -2 1
mol
5.94 mol 1.98 mol
11'27T 11'27T

Estos volumenes serian los que habria que afadir en cada fermentador si se utilizara la disolucion
anteriormente nombrada en cada fermentador, el volumen total sera teniendo en cuenta todos los

fermentadores de las diferentes opciones, 4 reactores con un volumen operativo de 6 m® o 11

reactores con un volumen operativo de 2 m3.
6 m3

HCl 1 ciclo = 0.527 -4 = 2.1081

HCl total = 2.108 - 23 = 48.481

2 m3

HCl 1 ciclo = 0.176 - 11 = 1.9361

HCl total = 1.936 - 23 = 44.531

HCI (L) 6 m?3 HCl (L) 2 m3
1 reactor 0.527 0.176
1 ciclo 2.108 1.936
Total 48.48 44.53

Tabla 16. Resumen cantidad HCI
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5 Estudio economico

Para este analisis econdmico se va a trabajar como se ha hecho anteriormente, comparando las dos
opciones vistas, 4 reactores con un volumen real 9 m3 y 11 reactores con un volumen total de
3 m3. Este punto sera fundamental a la hora de decidir la alternativa mas rentable, ya que las 2

tienen la misma produccion.

5.1 Presupuesto de inversion

El presupuesto de inversion se trata de una operacion donde se reflejan todas las inversiones de
financiacion iniciales, es decir se trata de las sumas de los costos de toda la maquinaria, el equipo
y el terreno necesarios para el comienzo y desarrollo del proceso. Estos valores se han obtenido

en base a equipos similares a través de catalogos y paginas de venta online.

Equipos Unidades Precio unidad (€) Precio total (€)
Instrument;;;/azijrcl)?zs%?;z:g, basculas, 1 1500 1500
Espectrofotémetro 1 940 940
Céamara de cultivo 1 1597 1597
Reactor de crecimiento 120 L 4 2477 9908
Fermentador 9 m3 4 14718 58872
Sistema de filtrado 1 30023 30023
Cristalizador 4 147255 589020
Secador 1 29452.5 29452.5
Autoclave 1 547 547
Sistema de vapor de agua 1 12000 12000
pH-metros, oximetros y termometros 1 1000 1000
Nave industrial 1 200000 200000
HPLC 1 24515 24515
Total 959374.5

Tabla 17. Presupuesto de inversion para 4 fermentadores

Para esta opcion habra que desembolsar una cantidad cercana al millén de euros para tener las

herramientas necesarias y comenzar la produccion.

Presupuesto de inversion para 4 reactores = 959374.5 €
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Equipos Unidades Precio unidad (€) Precio total (€)
Instrumen’;c;sit\;zr(ljc:s('n;?;;i:i;, basculas, 1 1500 1500
Espectrofotometro 1 940 940
Camara de cultivo 1597 1597
Reactor de crecimiento 40 L 7 990 6930
Fermentador 3 m3 11 8665 95315
Sistema de filtrado 1 30023 30023
Cristalizador 3 147255 441765
Secador 1 29452.5 29452.5
Autoclave 1 547 547
Sistema de vapor de agua 1 12000 12000
pH-metros, oximetros y termémetros 1 1000 1000
Nave industrial 1 200000 200000
HPLC 1 24515 24515
Total 845584.5

Tabla 18. Presupuesto de inversién para 11 fermentadores

Esta otra opcion se necesitaria menos cantidad para invertir inicialmente y poder comenzar la

produccidn, seri también cercana al millén de euros, pero menos cantidad que la primera opcién.

Presupuesto de inversion para 11 reactores = 845584.5 €

De los precios mas significativos se van a detallar las caracteristicas que se han seguido para

obtener un precio orientativo:

e Para los reactores de crecimiento y fermentadores se ha tenido en cuenta las dimensiones

y el volumen que se han calculado con anterioridad para buscar el producto mas similar,

ademas se han buscado que incluyeran sistema de aireado, agitacion con los agitadores

requeridos, calefactados y con monitoreo para control de temperatura y pH.

e Los cristalizadores incluidos son funciones de evaporador de vacio y concentracion a baja

temperatura para que la purificacion del acido kdjico sea del 99%, también tiene pantalla

de monitoreo para el control de los parametros que afectan a la cristalizacion.
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e En el sistema de filtrado continuo se incluye en el precio recambios en los filtros para un

afio, el precio se ha estimado segun el tipo de filtrado, por fujo horizontal.

¢ De la misma manera el secador para eliminar el agua restante tiene el precio medio de los

secadores por soplado de aire de flujo horizontal.

5.2 Presupuesto de explotacion

Un presupuesto de explotacion es una prevision para estimar los costes que lleva mantener la

produccion durante un afio. En este presupuesto se tienen en cuenta varios costes y se representa

como la suma de los salarios de los empleados, el coste de materias primas, energia 'y agua, ademas

del mantenimiento y la amortizacion de la maquinaria.

Para poder realizar un presupuesto de explotacién con mayor exactitud, los costes exactos seran

conocidos una vez realizado el primer afio de produccion, en este caso se utilizaran valores

aproximados para poder tener un valor para poder estimar.

Los costes mas importantes son los costes de las materias primas, como se sabe la cantidad

necesaria para lo que se quiere producir de acido kojico que se ha calculado con anterioridad solo

se ha buscado el precio por kilo o por litro.

. . . Precio Precio total afo
Materias primas Cantidad unidad/Kg/L (€) €
Glucosa 22080 kg 3.52 77721.6
Extracto de levadura 1104 kg 4.04 4460.16
KH2PO4 331.2 kg 2.74 907.488
MgS04-7H,0 110.4 kg 2.76 304.704
Metanol 70.74 kg 1.68 118.8432
HCI 48.48 L 1.4 67.872
Aspergillus oryzae 46 unidades 87 4002
Total 87582.6672

Tabla 19. Costes materias primas para 4 fermentadores
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De la primera opcion todo lo que necesitamos de reactivos para poder producir &cido kéjico en un

afo cuesta cerca de los cien mil euros.

Costes materias primas para 4 reactores = 87582.67 —

ano
Materias primas Cantidad unid:;lilgo/L (€) Precm(tg)tal ano
Glucosa 20240 kg 3.52 71244.8
Extracto de levadura 1012 kg 4.04 4088.48
KH2PO4 303.6 kg 2.74 831.864
MgS04:7H,0 101.2 kg 2.76 279.312
Metanol 64.85 kg 1.68 108.948
HCI 44,53 L 14 62.342
Aspergillus oryzae 69 unidades 87 6003
Total 82618.746

Tabla 20. Costes materias primas para 11 fermentadores

Muy parecido al total de la opcidn anterior, el coste de las materias primas se acerca a casi los cien

mil euros anuales.

Costes materias primas para 11 reactores = 82618.75 o

En este caso las materias primas hay algunas en unidades de cantidad distintas, la mayoria se ha
trabajado en kilogramos ya que forman parte del sustrato y se ha mantenido la relacion de gramo
de materia prima por litro de sustrato. Sin embargo, otras materias primas de gran importancia
como el microorganismo esta por unidades, es debido a que se vende por cepas, en tubos de ensayo
liofilizados, teniendo en cuenta el nimero de ciclos y los tanques de crecimiento que se tiene para
cada una de las dos opciones se necesitan diferente nimero de tubos, a méas reactores de

crecimiento mas cepas necesitamos en cada opcion.

Por otro lado, esta el &cido clorhidrico que esta en litros ya que aparte de ser una disolucion al 35

%, se afiade al fermentador previamente al inoculo para hacer descender el pH.

Los precios se han obtenido de diferentes empresas proveedoras de reactivos quimicos, para
compuesto existe un rango bastante amplio de precios y esto es donde méas puede variar segun la

empresa que te los proporcione.
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Lo siguiente son los gastos que vienen de los sueldos de los trabajadores que estan encargados del
control y correcto funcionamiento de la planta. Se contrataran un jefe de planta para la supervision
y organizacion, y operarios para las diferentes tareas de la planta, los sueldos se han estimado por

el sueldo medio de un ingeniero quimico en estos cargos en Espafia.

Personal Unidades Salario anual (€) | Total anual (€)
Jefe de planta 1 28776 28776
Operarios de planta 6 17484 104904
Total 133680

Tabla 21. Salarios trabajadores para 4 fermentadores

Salarios para 4 reactores = 133680 —
afio

En este caso se han supuesto seis operarios de planta, si se organiza correctamente el inicio de las
fermentaciones y del crecimiento con dos operarios se puede realizar todo el trabajo de planta, sin
embargo, la planta esta en funcionamiento las 24 horas entonces por turnos de 8 horas se

necesitaran minimo 3 turnos.

Personal Unidades Salario anual (€) Total anual (€)
Jefe de planta 1 28776 28776
Operarios de planta 9 17484 157356
Total 186132

Tabla 22:Salarios trabajadores para 11 fermentadores

Salarios para 11 reactores = 186132 —
afno

Entre las 2 opciones hay una diferencia destacable en los costes de los salarios esto es debido a
que, a mayor nimero de fermentadores, aunque sean de menor cantidad haran falta mas operarios
para poder controlarlos todos, en este caso se han supuesto 9 operarios, es decir como se ha

explicado anteriormente 3 operarios por turno.

Uno de los gastos anuales mas destacable es junto a las materias primas, los gastos energéticos
sobre todo al tratarse de una planta industrial de un tamafio considerable y tener fermentadores de
unos volimenes considerables y estar trabajando las 24 horas del dia durante méas de semana en

cada ciclo.
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a a a a a - ~ ~ costes
Equipos Unidades | kW/unidad | kW | h/ciclo | ciclos/afio h/afio kWh/afio | €/kWh (€/afio)
Cdmara de 1 0.35 035 | 104 23 2392 8372 | 019 | 159.068
cultivo
Reactor de
crecimiento 4 3.7 14.8 104 23 2392 35401.6 0.19 6726.304
120 L
Fem;er?lgador 4 26.4 105.6 | 360 23 8280 874368 | 0.19 | 166129.92
Sistema de 1 2.8 28 | 360 23 8280 23184 | 0.19 | 4404.96
filtrado
Cristalizador 4 22.5 90 200 23 4600 414000 0.19 78660
Secador 1 45 45 40 23 920 41400 0.19 7866
Autoclave 1 2 2 5 23 115 230 0.19 43.7
Energia extra 1 4.6 4.6 8760 40296 0.19 7656.24
Total 271646.192
Tabla 23. Costes energéticos para 4 fermentadores
Costes energéticos para 4 reactores = 271646.19 o
. . . . . o ~ ~ costes
Equipos Unidades | kW/unidad | kW | h/ciclo | ciclos/afio h/aiio kWh/afio | €/kWh (€/afio)
Cdmara de 1 0.35 035 | 104 23 2392 8372 | 019 | 159.068
cultivo
Reactor de
crecimiento 7 1.23 8.61 104 23 2392 20595.12 | 0.19 3913.0728
40 L
Fe"ge;t:d“ 11 8.8 96.8 | 360 23 8280 801504 | 0.19 | 152285.76
Sistema de 1 28 28 | 360 23 8280 23184 | 0.19 | 4404.96
filtrado
Cristalizador 4 22.5 90 200 23 4600 414000 0.19 78660
Secador 1 45 45 40 23 920 41400 0.19 7866
Autoclave 1 2 2 5 23 115 230 0.19 43.7
Energia extra 1 4.6 4.6 8760 40296 0.19 7656.24
Total 266230.626

Tabla 24. Costes energéticos para 11 fermentadores

Costes energéticos para 11 reactores = 266230.63 o
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Se ha utilizado una tarifa de 0.19 €/kWh que corresponde a un plan de empresas de Iberdrola, y
aun teniendo un plan adaptado para empresas los costes energéticos son altos en las dos opciones,
por el motivo de estar en funcionamiento muchos dias seguidos y grandes volimenes y

maquinarias que requieren mucha potencia.

Se ha incluido el gasto energético (Energia extra) que pueda necesitar la nave industrial para las
luces, otros gastos del laboratorio, zona de comida y cena de los trabajadores, entre otros,

incluyendo 4.6 kW que es lo que se usa de media en un dia en una casa u oficina.

Los gastos de agua en contra son bastante menores que los energéticos ya que no hay tanta
maquinaria que utilice agua, sin embargo, para la actividad principal, crecimiento y fermentacion,

el agua es fundamental.

Equipos Unidades | L/unidad L/ciclo ciclos/afio L/afio Coste (€/L) | Coste(€/afio)
Reactor de 4 100 400 23 9200 0.0019 17.48
crecimiento 120 L
Fermentador 9 m3 4 5940 23760 23 546480 0.0019 1038.312
Total 1055.792
Tabla 25. Coste agua para 4 fermentadores
€
Costes agua para 4 reactores = 1055.79 o
Equipos Unidades L/unidad L/ciclo |ciclos/afio| L/afio | Coste (€/L) | Coste(€/afio)
Reactor de 7 30 210 23 4830 | 0.0019 9.177
crecimiento 40 L
Fermentador 3 m3 11 1990 21890 23 503470 0.0019 956.593
Total 965.77

Tabla 26. Coste agua para 11 fermentadores

Costes agua para 11 reactores = 965.77 —

ano

Suponemos el coste medio en Espafia de agua, segun la comunidad varian los precios, pero se
utilizara la tarifa media, en este caso 0.0019 €/L. El agua no supone un gran desembolso anual
para ninguna de las dos opciones, pero hay que tenerla en cuenta porque es necesaria para la
produccidn de acido kajico, pero en el downstream ya no lo es tanto y por ello no se usa en tanta

cantidad. Hay que tener en cuenta que, aunque los reactores tengan un volumen de 9 m3y 3 m3,

Carlos Company Doménech



Disefio del bioproceso productivo del acido kdjico 61

su volumen operativo es de 6 m3 y 2 m3 respectivamente, que es el volumen hasta donde puede ir

el fermentador lleno de liquido.

En el presupuesto de explotacion hay que tener también en cuenta el presupuesto de inversion con
el mantenimiento de la maquinaria adquirida para poder iniciar la produccion, antes posibles
averias, limpieza, cambios de piezas o paradas para revision de todas las herramientas, se tienen

en consideracion un 10% de los gastos de inversion para hacer frente a estas actividades.

% Presupuesto de inversion Total (€/aiio)

Coste de mantenimiento de la maquinaria 10% 95937.45

Tabla 27. Coste de mantenimiento para 4 fermentadores

Costes mantenimeinto para 4 reactores = 95937.45 o

% Presupuesto de inversion Total (€/afio)

Coste de mantenimiento de la maquinaria 10% 84558.45

Tabla 28. Costes de mantenimiento para 11 fermentadores

Costes mantenimeinto para 11 reactores = 84558.45 e

El ultimo coste que se tiene en cuenta para el presupuesto de explotacion son los costes de
amortizacion, que son los costes reservados a amortizar el presupuesto de inversion en cierta
cantidad de tiempo. La amortizacién por afio se considera igual a la depreciacién sufrida ese mismo afio,

pero para mantener flujos de caja iguales todos los afios se usa el método de la depreciacion lineal.

D=— (5.2.1)

De esta expresion es necesario saber la inversion inicial (V,) o el presupuesto de inversion, los
afios de vida til que tienen la maquinara (n) o los afios en los que los quieres amortizar, con estos

dos parametros se obtiene la depreciacion (D).
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Equipos Inv. Inicial (€) VIda,‘, util Depreciacion(€/afio)
(afo)
s varios (matraces, basculas,
II’IStrumenfaogitadores(, pipetas)l 1500 > 300
Espectrofotometro 940 5 188
Cémara de cultivo 1597 5 3194
Reactor de crecimiento 120 L 9908 5 1981.6
Fermentador 9 m3 58872 5 11774.4
Sistema de filtrado 30023 5 6004.6
Cristalizador 589020 5 117804
Secador 29452.5 5 5890.5
Autoclave 547 5 109.4
Sistema de vapor de agua 12000 5 2400
pH-metros, oximetros y termémetros 1000 5 200
Nave industrial 200000 5 40000
HPLC 24515 5 4903
Total 191874.9

Tabla 29. Coste amortizaciones para 4 fermentadores

€
Costes amortizacion para 4 reactores = 191874.9 o

Equipos Inv. Inicial (€) Vida util (afio) | Depreciacion(€/afio)
Instrumentos varios (matraces, basculas,
e Zogsitaiiores(, pipetas) 1500 > 300
Espectrofotometro 940 5 188
Camara de cultivo 1597 5 3194
Reactor de crecimiento 40 L 6930 5 1386
Fermentador 3 m3 95315 5 19063
Sistema de filtrado 30023 5 6004.6
Cristalizador 441765 5 88353
Secador 29452.5 5 5890.5
Autoclave 547 5 109.4
Sistema de vapor de agua 12000 5 2400
pH-metros, oximetros y termémetros 1000 5 200
Nave industrial 200000 5 40000
HPLC 24515 5 4903
Total 169116.9

Tabla 30. Costes amortizacion para 11 fermentadores

Costes amortizacion para 11 reactores = 169116.95
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Para este caso se han supuesto 5 afios de vida util, pero no haciendo referencia a que los equipos
en cinco afos vayan d dejar de funcionar o se queden obsoletos, sino méas bien en que se quiere

amortizar el gasto inicial invertido a 5 afios vista y a partir de ahi poder obtener beneficios.

Finalmente conociendo todos estos gastos podemos obtener el presupuesto de explotacion total

anual de la planta con la suma de los diferentes costes.

Presupuesto de explotacion = Costes materias primas + Costes
de salarios + Costes energéticos + Costes de agua + Costes (5.2.2)

mantenimiento + Costes de amortizacion

Presupuesto de explotacion (€)

9m3 781777

3m3 789622.49

Tabla 31. Presupuesto de explotacion total

5.3 Analisis de rentabilidad

Para realizar el analisis de rentabilidad se va a emplear el VAN, TIR y el Pay-Back. Es necesario
conocer el desembolso inicial, el cual sera el presupuesto de inversion, asi como el flujo de caja,

el cual se puede calcular con lo anteriormente obtenido.

Lo primero es decidir el precio de venta de nuestro producto, cuantos euros costara un kilogramo
de &cido kdjico, se han buscado precios de varios catalogos y existe un rango amplio de precios,

desde los 75 € hasta los 150 € dependiendo del proveedor. En este caso se ha elegido un precio

intermedio.
Producto
A. kéjico (kg/afio) |Precio (€/kg) |Total (€/afio)
10000.00 100 1000000.00

Tabla 32. Precio de venta del acido kdjico
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Con el total obtenido de las ventas y el presupuesto de explotacion, el flujo de caja anual se obtiene
a partir de la siguiente expresion:

Flujo de caja = Ventas — Presupuesto de explotacion (5.3.1)

Flujo de caja (€/aiio)

9m3 218223

3m3 210377.51

Tabla 33. Flujo de caja

Con la cantidad de acido kojico que producimos cada afio. y el presupuesto de explotacion, se
puede saber cuanto nos cuesta a nosotros fabricar un kilogramo de &cido kojico, mediante la

siguiente formula:

.. Presupuesto de explotacion
Coste fabricacion = Kg fabricados (5.3.2)

Coste de fabricacion(€/afo)

78.18
3m3 78.96

Tabla 34. Coste de fabricacion del acido kojico

531 VAN

El VAN es el valor actual neto, lo que se traduce como un criterio de inversion con el que conocer
cuanto se va a ganar o perder con la inversion. Se puede calcular mediante la siguiente expresion,

Donde D, es el desembolso inicial, F el flujo de caja, t es el valor de periodos, en este caso cada uno
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de los afios lo mismo para n y k hace referencia al tipo de descuento o tipo de interés exigido en la

inversion.

n
F
VAN = —D, + Zm (5.3.1.1)
t=1

e UnVAN>0 es el objetivo puesto que se generaran beneficios.
e Un VAN=0 se traduce en que la inversion no generara ni pérdidas ni beneficios.

e Un VAN<O significara que se pierde dinero por lo que esta opcion no interesa en absoluto.

La inversion inicial corresponde al presupuesto de inversion, el nimero de periodos se mantienen
los 5 afios en los cuales se busca amortizar la inversion inicial, mientras que el tipo de interés se

encuentran entre un 5% y un 100%, para buscar el caso mas desfavorable se utilizara un 5 %.

VAN (€)
3
s 131740.49
3
I 65240.01
Tabla 35. VAN

Como el VAN>0 en los dos casos, la inversion generara beneficios en el periodo propuesto.

532 TIR

La tasa interna de retorno (TIR) es la rentabilidad que ofrece una inversion. Es decir, es el
porcentaje de beneficio o pérdida que tendrd una inversién para las cantidades que no se han

retirado del proyecto.

Se ha indicado con anterioridad que el tipo de interés suele encontrarse entre un 5% y un 100%,
ya que ofrecen los valores mas reales, esto es debido que para considerar que la inversion es
rentable este tiene que estar entre esos valores, una cantidad menor al 5%, tendra un margen de riesgo
frente a beneficios demasiado bajo y, por otro lado, valores mayores al 100% tendrian un beneficio

descomunal y no se ajustan a la realidad.
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La férmula del TIR genera un VAN igual a 0. Entonces la siguiente expresion consiste en
despejar el tipo de interés (k) de la misma expresion del VAN, pero igualada a 0. Comparando

las dos tasas de interés obtenidas se pueden llegar a conclusiones sobre la inversion.

= F
0= —D, + Zm (5.3.2.1)

e Sikypr> kyan, lainversion puede llevarse a cabo ya la tasa de rendimiento que se obtiene

es superior a la tasa minima de rentabilidad exigida a la inversion.
e Sikyr = kyan, estariamos en una situacién similar a cuando el VAN era cero.

e Sikqr <Kkyan, €l proyecto no debe llevarse a cabo puesto que no se alcanza la rentabilidad

minima.
TIR
9 m? 4%
3m? 8%
Tabla 36. TIR

En los dos casos el valor de TIR calculado, la tasa de rendimiento obtenida es mayor que la tasa

de rentabilidad minima del VAN (5%), por ello la inversion es valida y puede llevarse a cabo.

5.3.3 PAY-BACK

El pay-back o plazo de recuperacién es un criterio para evaluar inversiones que se define como el
periodo de tiempo requerido para recuperar el capital inicial de una inversion. Es un método

estatico para la evaluacion de inversiones. Se calcula mediante la siguiente expresion:

T==2 (5.3.3.1)
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Donde T indica el nimero de afios que se tarda en recuperar el desembolso inicial, F es el valor

del flujo de cajay D, es el desembolso inicial.

Pay-Back (afos)

4.39

4.02

Tabla 37. Pay-back

El desembolso inicial se recuperard en las dos opciones en menos de los 5 afios previstos

inicialmente, en los casos cerca de los 4 afos.
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6 Conclusiones

A modo de cierre de este proyecto, se puede afirmar que se han cumplido los objetivos que se
habian planteado y se ha logrado el disefio de un proceso para la obtencion de &cido kdjico a nivel
industrial. Durante su realizacién, se ha han trabajado y adquirido los siguientes conocimientos:

e Se ha comprobado el uso de los bioprocesos como alternativa sostenible a los procesos
quimicos para la sintesis de gran variedad de productos, dando posibilidad a la economia

circular.

e A partir de los articulos de referencia, se ha buscado, comparado, estudiando y
seleccionado diferentes alternativas para la realizacion del bioproceso, condiciones
externas, reactivos, equipos y procesos, justificando los parametros elegidos mas

apropiados segun la informacion seleccionada.

e Mediante el proyecto se ha conseguido escalar una planta industrial capaz de producir 10
toneladas de acido kdéjico anuales a partir de una planta piloto de laboratorio, utilizando
reglas de similaridad geométrica y similaridad dinamica.

e Se han comparado dos posibles escenarios de organizacién para la produccion a escala
industrial, mediante el analisis econémico con datos de catalogos online y estimando la

viabilidad con técnicas como el VAR o el TIR.

e Se ha observado la similitud entre las dos opciones de organizacion, la que mas interesa es
la que mayor rentabilidad nos ofrezca, el escenario de utilizar 4 reactores de 9 m3 es la
mejor alternativa, ya que a largo plazo nos ofrece méas beneficio a pesar de tener una

inversion mayor.

Sin embargo, para llevar aplicar el proceso a la industria actual, se debe seguir trabajando en la
evaluacion y analisis econémico continuado del disefio y desarrollar otros factores que pueden
afectar al disefio, ya que en este proyecto se ha trabajado con una simplificacion para determinar

que puede ser viable llevar este proceso para una produccion mayor.

Por ltimo, con este trabajo de final de grado se resume en una sintesis de conocimientos, actitudes

y habilidades integrados a lo largo de los cuatro cursos académicos, en los que se ha trabajo el
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estudio del bioproceso, seleccion del microorganismo y otros pardmetros, determinacion de
cantidad de materias primas a partir del balance de materia, el escalado o el anélisis de la viabilidad

econdmica.
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