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RESUMEN

Este proyecto de grado evalu6 técnica y econ6micamente el uso de la vinaza de cafia
de azucar proveniente del proceso de produccion de levadura de panaderia como
fuente de carbono y nitrdgeno para la produccién de &cidos grasos de origen microalgal
para ser usados como materia prima para biodiesel a través de una aproximacion
tecnolégica por medio del software SuperPro Designer. Se determind
experimentalmente el rendimiento de la produccion de acidos grasos por parte de la
microalga Chorella vulgaris empleando el método colorimétrico de Fosfo-vainillina
dando como resultado un méximo de 15 % p/p referido a la biomasa algal base seca.

En cuanto a la evaluacion econdmica, se encontré que no es financieramente viable la
implementacion del proceso planteado en este proyecto debido a los altos costos de las
instalaciones. Por ultimo, se desarrollé un analisis de sensibilidad variando el precio de
venta de los acidos grasos, la produccion de biomasa, y el porcentaje de &cidos grasos
en la microlaga; encontrando que la variable que mas afecta a la viabilidad del proyecto
es la produccién de biomasa.

Palabras claves: Microalga, Acidos grasos, Fosfo-Vainillina, SuperPro Designer,
Vinaza.



1 Introducciéon

La vinaza es un co-producto liquido con una alta carga organica contaminante
proveniente de la produccion de levadura y etanol a partir de las mieles o jugos de cafia
de azucar. Este co-producto en un importante contaminante por su bajo pH (4.0 — 4.60),
alta temperatura (92 — 98 °C) y elevado contenido de materia organica; si el etanol es
producido a partir de jugos la demanda quimica de oxigeno (DQO) de las vinazas esta
entre 15 a 35 Kg DQO/m3, y si es producido a partir de mieles la DQO de la vinaza
aumenta a valores de 60 a 80 Kg DQO/m?3. (Dania Alonso Estrada, Enero-Marzo, 2016)

La vinaza esta compuesta de manera general por: sustancias inorganicas insolubles
(como el K, Ca y SOa4), alcoholes (etanol y glicerol) y azucar residual (C5), sustancias
organicas insolubles y volétiles, entre otras. Debido a estos componentes la vinaza
tiene potencial de ser utilizada como medio nutritivo para el cultivo de microorganismos
(hongos y microlagas) de interés industrial (Tsz Him Kwan, 2015).

Entre los usos industriales que se les puede dar a las microalgas se encuentra la
remocion de metales pesados y nutrientes de aguas residuales (K. R. Pérez-Silva, oct.
2016), ademas de la generacidon de moléculas de interés para la industria farmacéutica,
alimentaria, y de biocombustibles, como lo son los &cidos grasos para la formacion de
biodiesel. Las microalgas tienen la capacidad de acumular cantidades significativas de
lipidos, es decir que tienen potencial para ser una fuente de materia prima para la
elaboracién de biodiesel. (Gemma Vicente, 2017)

Debido al impacto ambiental producido por la vinaza y el alto volumen que se produce
en la destilacion de etanol y en la produccién de levadura, es necesario buscar
alternativas para su degradacion. Por lo anterior, en este proyecto se implementara un
medio nutrido con vinaza para el crecimiento de microalgas con el fin de generar &cidos
grasos necesarios para la elaboracion de biodiesel.

Este proyecto se enfoco en dos aspectos: el primero fue, evaluar experimentalmente el
potencial de la vinaza en la produccién de &cidos grasos, los cuales seran cuantificados
por medio de técnicas analiticas colorimétricas. Y segundo, realizar un analisis de
sensibilidad a un proceso de transformacién de vinaza, por medio del software Super-
Pro Designer®; con el fin de tener una aproximacion tecnoldgica de la valorizacion de la
vinaza en la produccion de acidos grasos de origen microalgal.



1.1 Contexto, Justificaciéon y Formulacion del Problema

1.1.1 Contexto

En Colombia el sector azucarero esta representado actualmente por 13 ingenios
(Cabafa, Carmelita, Manuelita, Maria Luisa, Mayaguez, Pichichi, Risaralda, Sancarlos,
Tumaco Riopaia-Castilla, Incauca y Providencia) de los cuales, desde el 2005, los
ingenios Incauca, Manuelita, Providencia, Mayagiez y Risaralda, cuentan con
destilerias anexas para la produccién de alcohol carburante (etanol). (Asocafa, 2017)

Colombia es el tercer pais productor de etanol en América Latina, después de Brasil y
Argentina, con una producciéon anual de aproximadamente 456 millones de litros en
2015. (Asocafa, 2017) De acuerdo a la federacion nacional de biocombustibles de
Colombia, la produccion de etanol de cafia ha crecido desde el 2010 donde se
produjeron 291.28 millones de litros de etanol hasta el 2016 donde se produjeron
434.43 millones de litros; (FedeBiocombustibles, 2017) este incremento en la
produccién de etanol implica un incremento en la produccién de vinaza debido a que un
litro de etanol, en promedio ocasiona la produccién de 9 a 14 litros de vinaza (Raquel
Rezende dos Santos, 2016).

En Colombia se encuentra la empresa Levapan, especializada en la produccion de
levaduras, actualmente esta compafiia exporta a 90 paises, entre los cuales se
encuentra Estados Unidos, México, Inglaterra, Espafia, Italia, Holanda, Espafia, Corea,
Vietham y Nueva Zelanda, entre otros. Esta empresa proyectd un aumento del 23% en
la venta de su portafolio de producto con su planta en Tulua en el 2017. En ese mismo
afo la produccién de la planta era 50 000 toneladas de levadura de las cuales 25 000
estaban destinadas para exportacion. La produccion de la empresa y su proyecciéon en
aumento en ventas indica una mayor produccién de la vinaza asociada a la produccion
de levadura. (PORTAFOLIO, 2017)

1.1.2 Justificacion

Es necesario buscar alternativas para la vinaza debido a que el impacto ambiental
producido por esta es alto, debido su bajo pH (4.0 — 4.60), alta temperatura (92—98 °C),
elevado contenido de materia organica, y su alta demanda quimica de oxigeno (60 a 80
Kg DQO/m3). Adicionalmente la exploraciéon de alternativas para la vinaza puede
generar beneficios econdmicos para las destilerias productoras de etanol y empresas
productoras de levadura.

1.1.3 Formulacion del Problema

¢La produccion de acidos grasos a partir de microalgas cultivadas en medios nutridos
con vinaza es significativa y econdmicamente viable para ser usados como materia
prima en la produccion de biodiesel?



2 Objetivos

2.1 Objetivo del Proyecto

Evaluar los aspectos técnicos econdmicos de una aproximacion tecnologica de la
valorizacion de la vinaza de levadura mediante la produccion de acidos grasos de
origen microalgal.

2.2 Objetivos Especificos

1.

221

Evaluar experimentalmente el potencial de la vinaza para la bioaumentacion de
biomasa microalgal con alto contenido de acidos grasos.

Esquematizar y resolver los balances del proceso de trasformacion de la vinaza
en biomasa microalgal con alto contenido de &cidos grasos.

Analizar la pre-factibilidad técnico-econémica del proceso obtenido para la

valorizacion de la vinaza.

Entregables
Céalculo de la produccién de biomasa y acidos grasos, y protocolo validado para
la medicion de &cidos grasos en microalgas cultivadas con vinaza.

Reporte del balance de materia y energia completo para el esquema del proceso
de trasformacion de la vinaza en biomasa microalgal con alto contenido de
acidos grasos.

Andlisis técnico econémico del proceso de valorizacion de la vinaza.
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3 Marco de Referencia

3.1 Antecedentes o Estudios Previos

A continuacion se presenta una lista de estudios similares o estudios relacionados con
este proyecto. Se buscaron estudios relacionados con el analisis tecno-econémico en
cultivos de microalgas, cultivo de microalgas con medios nutridos con vinaza,
produccion de lipidos en microalgas y métodos de cuantificacion de lipidos en
microalgas.

El primer estudio similar al realizado en este proyecto se titula “Techno-economic
analysis of a food waste valorization process via microalgae cultivation and co-
production of plasticizer, lactic acid and animal feed from algal boimas and food waste”
realizado por Tsz Him Kwan, Daniel Pleissner, Kin Yan Lau, Joachin Venus, Aude
Pmmeret y Carol Sze Ki Lin. De la escuela de energia y ambiente, de la universidad de
Hong Kong. (Tsz Him Kwan, 2015)

Seguido de los articulos relacionados con el cultivo de microalgas, “Protein production
in Spirulina platensis biomas using beet vinasse-suplemented culture media” realizado
por Monica Coca, Victor Barrocal, Susana Lucas, Gerardo Gonzéales-Benito y Maria
Teresa Garcia-Cuero del departamento de ingenieria quimica y tecnologia del medio
ambiente de la universidad de Valladolid. (Monica Coca, 2015) . Y el articulo
“Cultivation of microalga, Chlorella vulgaris under different auto-hetero-mixo trophic
growths as raw material during biodiesel production and cost evaluation” realizado por
Panida Rattanapoltee y Pakawadee Kaewkannetra del departamento de biotecnologia,
facultad de tecnologia de la universidad de Khon Kaen Tailandia. (Kaewkannetra, 2014)

Los articulos “Cultivation of Spirulina maxima in médium supplemented with sugarcane
vinasse” realizado por Raquel Rezende dos Santos, Ofélia de Queiroz Fernandes
Araujo, Jose Luiz de medeiros y Ricardo Moreira Chaloub de la escuela de quimica de
la universidad federal de Rio de Janeiro. (Raquel Rezende dos Santos, 2016) Y “Lipid
Producition optimization and optimal control of heterotrophic microalgae fed-batch
bioreactor” realizado por Javad Abdollahi y Stevan Dubljevic del departamento de
quimica e ingenieria de materiales de la universidad de Alberta, Canada. (Dubljevic,
2012) Tienen informacién sobre el cultivo de microalgas con medios nutridos con vinaza
y la produccién de lipidos en microalgas.

Finalmente el articulo base para la cuantificacién de acidos grasos fue el siguiente. “A
high throughput Nile red method for quantitative measurement of neutral lipids in
microalgae” realizado por Wei Chen, Chengwu Zhang, Lirong Song, Milton Sommerfeld
y Qiang Hu, del departamento de ciencias bioldgicas aplicadas de la universidad estatal
de Arizona, Estados Unidos de América. (Wei Chen, 2009)
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3.2 Marco Teodrico

Se identificaron los siguientes pilares de conocimiento o temas utiles que contribuyen al
buen desarrollo del proyecto. El primero de estos es el analisis técnico econdmico,
debido a que es necesario tener conocimiento de como realizar un correcto analisis
técnico-econdmico para implementar adecuadamente el andlisis de sensibilidad a la
produccion de acidos grasos por medio de microalgas y obtener resultados correctos.

Para este proyecto también fue necesario conocer coOmo y de qué manera la vinaza
contribuye al aumento de biomasa microalgal y la produccion de &cidos grasos, asi
como también se debe tener en cuenta a que concentracion genera el mayor aporte al
aumento de la biomasa y las maneras adecuadas de realizar un cultivo y tener mejores
resultados. Por esta razén el segundo pilar es el cultivo de microalgas y uso de la
vinaza para el aumento de biomasa microalgal y produccién de acidos grasos

El tercer pilar es la medicién de la produccion de acidos grasos, puesto que fue
necesario tener informacién sobre las diferentes posibles metodologias para la
medicion de &cidos grasos en las microalgas debido a que para este proyecto se
requirio establecer la produccion de acidos grasos en las microalgas. De igual manera
es importante realizar un correcto analisis de sensibilidad, por lo que se esquematizo el
proceso de manera detallada junto con sus balances de materia, es decir que el cuarto
y altimo pilar es la esquematizacion y balance de procesos productivos.

Para realizar una mejor estructuracion del aporte de los estudios previos al proyecto, se
clasifico la informacion encontrada en estos 4 pilares de conocimiento previamente
nombrados:

Andlisis técnico econdmico: Este pilar se relaciona con el estudio realizado por Tsz Him
Kwan, Daniel Pleissner, Kin Yan Lau, Joachin Venus, Aude Pmmeret y Carol Sze Ki Lin
(2015). En este estudio se realizé un andlisis técnico-econdémico sobre la valorizacién
de los desperdicios de comida implementados para el cultivo de microalgas en Hong
Kong, donde se evidencia una creciente problematica en los desperdicios alimenticios.
Este estudio sirve de base para el analisis técnico econdmico en la valorizaciéon de la
vinaza, debido a que se realiza un andlisis similar para la producciéon de microalgas
nutridas con desperdicios de comida por medio del software Supero-Pro Designer®.

El analisis economico en este estudio se realizé en dos escenarios y se determing por
medio de la estimacion del costo de capital, el costo de operacion, la utilidad generada
y un analisis de sensibilidad. En este documento se manifiesta como se realizé la
estimacion de los aspectos econdmicos mencionados anteriormente. (Tsz Him Kwan,
2015)

Asi mismo el estudio realizado por Monica Coca, Victor Barrocal, Susana Lucas,
Gerardo Gonzéles-Benito y Maria Teresa Garcia-Cuero (2014), se relaciona con este
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pilar de conocimiento, debido a que en este articulo se menciona que gran parte de los
costos de produccién de lipidos a partir de microalgas proviene del costo de cosecha y
de extraccion de lipidos. Esto depende considerablemente de la densidad de células y
el alto contenido lipidico; la alta densidad celular reduce el costo de cosecha y el alto
contenido de lipidos reduce la extraccion de lipidos. Visto de otra forma el costo de
cosecha depende el volumen de las colonias y el costo de extraccién depende del peso
de la microalga (Monica Coca, 2015).

Cultivo de microalgas vy uso de la vinaza para el aumento de biomasa microalgal y
produccién de acidos grasos: La relacion entre este pilar y el estudio realizado por
Monica Coca, Victor Barrocal, Susana Lucas, Gerardo Gonzales-Benito y Maria Teresa
Garcia-Cuero, radica en que este estudio muestra que se puede usar la vinaza de
remolacha como medio nutritivo para la cianobacteria Spirulina platensis y se evalla la
bioaumentacién de la S. plantesis en este medio. Adicionalmente en este estudio se
manifiesta que existen pocos reportes enfocados en el cultivo de microalgas a partir de
vinaza.

Otro aporte de este estudio es que la productividad de Ila biomasa fue calculada
comparando la concentracion de biomasa inicial (xo) y al final de un tiempo determinado

. . T . . X=X .z
(xt). Esta diferencia se dividi6 entre los dias de cultivo P, = =2, la concentracion de

biomasa fue determinada por medio de la densidad 6ptica a 750 nm. De este estudio
también se establece que a mayor exposicion de luz hubo una mayor produccién de
biomasa. También es prudente tener en cuenta que la concentracion de la vinaza fue
de 1g/L, y fue agregada después de alcanzar una concentracién constante de la
biomasa cultivada en 75% del medio de Schosser (SM). 10 dias después de la
suplementacién con vinaza se aprecié un incremento de la concentracion de la biomasa
de aproximadamente 3.4 +0.3 g/L. (Monica Coca, 2015)

De igual manera el estudio realizado por Raquel Rezende dos Santos, Ofélia de
Queiroz Fernandes Araujo, Jose Luiz de medeiros y Ricardo Moreira Chaloub (2016),
aporta a este pilar, debido a que en este estudio se evalué la viabilidad de la vinaza de
cafia de azucar como suplemento (fuente organica de carbono) en el medio de cultivo
de Spirulina maxima, se realizaron diversos medios de cultivo y se llegd a la conclusion
de realizar un cultivo ciclico de dos etapas (CTSC) con condiciones autotréficas durante
la fase de luz del fotoperiodo (12 horas, 70-200 umol fotones m? st) y condiciones
heterotréficas durante la fase oscura (12 horas, 3.0% v/v de vinaza). Esta estrategia di6
como resultado un aumento de la concentracion de biomasa entre 0.495 g/L y 0.609
g/L, ademas de alto contenido proteico (entre 74.3% y 77.3% p/p) en el séptimo dia de
cada ciclo. (Raquel Rezende dos Santos, 2016)

Ademas, en este articulo se manifiesta que la manipulacién de las condiciones de
crecimiento de la microalga puede alterar tanto las caracteristicas de crecimiento como
la composicion quimica de las células causando una localizacion del carbono en lipidos,
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carbohidratos y proteinas dependiendo de las condiciones aplicadas. A lo anterior se
aflade que el crecimiento del microorganismo fue monitoreado por la medicion de la
densidad Optica a 750 nm. Para evitar la interferencia, la densidad Optica fue corregida
en funcién de la concentracion de vinaza afiadida. La curva de crecimiento fue
construida con los valores de peso seco. (Raquel Rezende dos Santos, 2016)

Por otra parte el estudio realizado por Panida Rattanapoltee y Pakawadee
Kaewkannetra (2014), aporta informacion a este pillar, puesto que en este articulo se
cultivd la microalga Chorella vulgaris TISTR 8580 en el medio basal Bold bajo tres
diferentes condiciones de cultivo, autotroficas (AC), heterotréficas (HC) y mixotroficas
(MC) en bioreactores de 20 L. la mayor produccion de lipidos (32.9%) se presentd en
las condiciones heterotroficas pero la menor produccién de proteina (14.5%). El sistema
de produccién mas eficiente en cuanto a produccion de lipidos y consumo de energia
fue el MC. El crecimiento de la célula fue monitoreado diariamente por medio de la
medicion de la absorbancia a 540 nm. (Kaewkannetra, 2014)

Asi mismo el articulo escrito por Javad Abdollahi y Stevan Dubljevic (2012), provee
informacion sobre la optimizacién computacional para la regulacion en tiempo real de la
operacion de los bioreactores de microalgas. Este estudio dio como resultado que los
cultivos heterotroficos de microalgas requieren menos agua y tierra, ademas de una
tasa de crecimiento alta a comparaciéon de otros cultivos de microalgas. (Dubljevic,
2012)

Medicién de la produccién de acidos grasos: El estudio realizado por Raquel Rezende
dos Santos, Ofélia de Queiroz Fernandes Arauljo, Jose Luiz de medeiros y Ricardo
Moreira Chaloub (2016), es relevante para este pilar debido a que la extraccién de
lipidos en este estudio se logr6 por medio de una mezcla de solvente
cloroformo:metanol (2:1) asistido por ultrasonido. Se usaron 0.5g de masa seca por
cada 36 mL de la solucion, esta mezcla se sometié a un bafio de ultrasonido a 40 kHz a
temperatura ambiente por 20 minutos. Después se centrifugé (2607 g a 20°C por 10
min), la fase organica se recolect6 y deposité en otro tubo donde se afiadieron 9 mL de
KCI 0.88%. Después de remover la parte superior con una pipeta, la parte superior fue
lavada por duplicado con la adicion de 4.5mL de cloroformo:metanol:agua (3:48:47). La
fase organica fue colectada y secada en un horno a 40 °C para finalmente determinar el
contenido de lipidos por gravimetria. (Raquel Rezende dos Santos, 2016)

Por otro lado en el articulo elaborado por Panida Rattanapoltee y Pakawadee
Kaewkannetra (2014), los lipidos intracelulares en la biomasa microalgal fueron
extraidos usando la extraccion de n-hexano Soxhlet. El porcentaje de lipidos fue
determinado por medio de la division entre el peso de los lipidos extraidos y el peso de
la microalga seca. (Kaewkannetra, 2014)

También cabe sefalar el estudio de Wei Chen, Chengwu Zhang, Lirong Song, Milton
Sommerfeld y Qiang Hu (2009), debido a que este articulo trata de como el reactivo
14



Rojo de Nilo permite realizar la cuantificacion de lipidos dentro de las microalgas de una
manera rapida y sin necesidad de realizar un proceso de extraccion, por medio de un
analisis de fluorescencia. (Wei Chen, 2009)

Esquematizacion y balance de procesos productivos: En el articulo de Tsz Him Kwan,
Daniel Pleissner, Kin Yan Lau, Joachin Venus, Aude Pmmeret y Carol Sze Ki Lin
(2015), se ilustran diagramas del proceso junto con los balances de materias en el
proceso de produccion de microalgas junto con un andlisis de sensibilidad que
considera dos diferentes escenarios para la valorizacion de la vinaza. (Tsz Him Kwan,
2015)

3.3 Contribucién Intelectual o Impacto del Proyecto

Se estudi6 una alternativa para la valorizacibn de la vinaza de Levapan. Esta
alternativa es el cultivo de microalgas empleando este coproducto como fuente nutritiva
con el fin de producir &cidos grasos. La contribucion de este proyecto se da a través de
un estudio técnico-econémico de este proceso a diferentes escalas productivas, e
implementando un método diferente a gravimetria para evaluar el contenido de &cidos
grasos en las microalgas.
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4 Metodologia

1. Evaluar experimentalmente el potencial de la vinaza para la bioaumentacién de
biomasa microalgal con alto contenido de acidos grasos.

1.1. Definir el protocolo para la medicion de acidos grasos.

Para la parte analitica se partié del protocolo para la cuantificacion de &cidos grasos
intracelulares en microlagas, propuesto por el departamento de ingenieria bioquimica
de la University Collage London (UCL) (London’s Global University).

El protocolo consiste en la preparacion de una curva de calibracion con estandares de
aceite de canola, DMSO 25% v/v, y el colorante Rojo de Nilo. Los estandares que
deben ser preparados cada vez que se busque realizar una medicion de una muestra
de &cidos grasos, y se preparan por medio de diluciones de aceite de canola con
DMSO al 25% vl/v; posterior a su preparacion, y en el menor tiempo posible, se debe
servir en un microplate de 96 pozos de fondo plano, 10 yL de cada estandar de canola
con 310 pL del reactivo Rojo de Nilo, usando como blanco DMSO al 25% vi/v.

El microplate se debe incubar a 40°C por 15 minutos a 500 rpm en un termomixer,
evitando el contacto con la luz. Pasados los 15 minutos se mide inmediatamente la
fluorescencia en un lector de platos con el parametro de emision a 530 nm y excitacion
580 nm.

De acuerdo al protocolo de la UCL para la cuantificacion del lipidos en microalgas se
debe tomar 1 o 2 mL del cultivo microalgal y se centrifuga a 10000 rpm por 10 min,
descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet con 1 0 2 mL de DMSO al
25%. De la dilucién anterior se toma 10 pL junto con 310 pL del reactivo de Rojo de
Nilo, y se realiza la medicion de la fluorescencia al igual que con los estandares de
canola.

La validacion del protocolo se realiz6 con los mismos reactivos que se manejan en el
documento de la UCL pero con un lector de platos diferente al usado por la universidad
de Londres. Al realizar este protocolo repetidas veces los resultados obtenidos no
fueron consistentes ni coherentes con los estandares suministrados para la curva de
calibracion. Esto puede deberse a que el Rojo de Nilo es fotosensible lo que hace
complicado y cuidadoso su manejo, como también a diferencias con el equipo lector de
platos empleado.

Por lo anterior se decidié implementar el método colorimétrico con Sulfo-Fosfo-vainillina.
Este método se simplifica en cuatro (4) pasos: el primero es la preparacion del reactivo
de Fosfo-vainillina, segundo, la adicién de acido sulfurico concentrado a la muestra
junto con calentamiento, tercero, la adicion del reactivo de Fosfo-vainillina a la muestra
y finalmente medir absorbancia a 530 nm (Sanjiv K. Mishra, 2014).
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1.2.Realizar la curva de calibracion con estandares de aceite de canola.
1.2.1. Preparacion de colorante.

La preparacion del reactivo de Fosfo-vainillina consistié en pesar 0.3 g de vainillina y
disolverlos en 5 mL de etanol absoluto con agitacion continua. Una vez esta disuelto se
afladen 45 mL de agua desionizada y 200 mL de &cido fosférico concentrado (70%),
todo lo anterior con agitacion constante. Este reactivo debe ser preparado poco tiempo
antes de su uso y debe ser almacenado en la oscuridad.

1.2.2. Preparacion de estandares.

Para la curva de calibracién se prepardé una solucibn madre estandar con aceite de
canola a una concentracion de 1 mg/mL, pesando 10 mg de aceite que fueron diluidos
en 10 mL de cloroformo. Con esta solucién madre se prepararon los estandares para la
curva de calibracién tomando 10uL, 20 pL, 30 pL, 50uL, 60 pL, y 70 uL. para tener
puntos con 10ug, 20 ug, 30 ug, 50ug, 60 pg, y 70 pug de acidos grasos. Las alicuotas
tomadas de la solucion madre fueron adicionadas en tubos de ensayo limpios y dejadas
por 10 minutos a bafio maria para la evaporacién del solvente. Posteriormente se
afiadieron 50uL de agua en cada tubo de ensayo.

1.2.3. Medicion en lector de platos.

A cada tubo de ensayo se le afiadié 1 mL de acido sulfurico concentrado (98%) y fueron
llevados a bafio maria por 10 minutos a 100°C para ser posteriormente enfriados en un
bafio de hielo por 5 minutos. Después se adiciona 2.5 mL del reactivo de Fosfo-
vainillina previamente preparado y se homogeniza con agitador vortex por minimo 30
segundos. Inmediatamente se sirven 100uL en un plato de 96 pozos y se incuba por 15
minutos a 37 °C y 300 rpm en un thermomixer para finalmente medir la absorbancia a
530 nm en el lector de platos.

1.3. Cultivo a nivel de laboratorio de Chlorella vulgaris sobre vinaza de cafia de
azucar.

Se realizaron dos ensayos con la cepa Chorella vulgaris, uno mixotrofico (condicion de
iluminacién) a 30°C con agitacion en shaker y uno heterotréfico a 26°C con aireacion. El
termino mixotrofico indica que la microalga estd obteniendo energia metabdlica por
medio de fotosintesis, es decir de forma autotrofa fijando el CO2 producido del
metabolismo heterotréfico, y de forma heterétrofa por medio del consumo de una fuente
de carbono y energia organica en el medio (aportado por la vinaza).

Se inicié con un pretratamiento a la vinaza original el cual consiste en realizar una

dilucion de 1:10 con agua tipo 1, para una posterior centrifugacion a 4000 rpm por 15

minutos con el fin de retirar los sélidos mas grandes que estén suspendidos en el medio
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y que puedan generar interferencia con las mediciones de absorbancia para determinar
la concentracion de microalgas.

Después de centrifugar se adiciona hidréxido da calcio al 0.15% p/p con el fin de que
facilitar la precipitacion de contenido organico y otros solidos disueltos no deseados.
Para realizar bien este proceso se debe dejar en agitacion constante por 45 minutos.
Seguido de una nueva centrifugacion a 4000 rpm por 15 minutos, recuperando el
sobrenadante al cual se le ajusta el pH a 8 y asi se obtiene la solucién stock que
llamaremos vinaza al 100%.

El stock de vinaza al 100% se diluyo con buffer fosfato 0,05 M a pH 8 hasta que quede
a una concentracion del 58% a la cual se le afiaden micronutrientes (2%),
macronutrientes (2%), antibiotico (0.1%), Tween 80 (surfactante hidrofilico) (2%) y
carbonato de sodio (2%) solo si el crecimiento es en mixotrofia. La dilucién con los
componentes previamente mencionados son el medio de cultivo base al cual se van a
exponer las microalgas, se debe inocular de tal manera que la concentracién inicial en
el bioreactor sea de aproximadamente 1 g/L con el fin de que ambos tratamientos
inicien con la misma concentracién de biomasa y se pueda evidenciar cual método de
crecimiento es mas viable.

Periédicamente a ambos cultivos se les tomaron 1,5 mL de los cuales se usaban 0,5 mL
para tomar absorbancia a 630 nm con el fin de estimar la concentracién de biomasa en
el cultivo, y el volumen restante era usado para hacer la medicién de acidos grasos por
el método de la Fosfo-vainillina.

1.4.Evaluar el contenido de acidos grasos en la muestra.
1.4.1. Preparacion de colorante.

La preparaciéon del reactivo de Fosfo-vainillina consistio en pesar 0.3 g de vainillina y
disolverlos en 5 mL de etanol absoluto con agitacién continua. Una vez esta disuelto se
afiaden 45 mL de agua desionizada y 200 mL de acido fosforico concentrado (70%),
todo lo anterior con agitacion constante. Este reactivo debe ser preparado poco tiempo
antes de su uso y debe ser almacenado en la oscuridad.

1.4.2. Medicion en lector de platos.

Se implemento el método de la Sulfo-Fosfo-Vainillina tomando una alicuota de 50uL de
muestra en un tubo de ensayo y afiadir 1 mL de acido sulfarico concentrado (98%) y
someterlo a bafio maria por 10 minutos a 100°C, luego enfriarlo en un bafo de hielo por
5 minutos. Después se adiciona 2.5 mL del reactivo de Fosfo-vainillina y se
homogeniza con agitador vortex por minimo 40 segundos. Inmediatamente se sirven
100uL en un plato de 96 pozos y se incuba por 15 minutos a 37 °C y 300 rpm en un
thermomixer para finalmente medir la absorbancia a 530 nm en el lector de platos.
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2. Esquematizar y resolver los balances del proceso de trasformacion de la vinaza en
biomasa microalgal con alto contenido de acidos grasos.

Para este objetivo se realiz6 de manera experimental y a menor escala el proceso de
transformaciéon de la vinaza en biomasa microalgal, como se menciond anteriormente,
para calcular la proporcion de materia prima, asi como las entradas y salidas de cada
parte del proceso, para el balance de materia. Se realizaron estudios de porcentaje de
sélidos y densidad de la vinaza para determinar la proporcion de desperdicios y la
cantidad de materia prima que se esta utilizando y, adicionalmente, se tomaron en
cuenta los resultados de produccion de &cidos grasos y las curvas de crecimiento.
Definiendo los siguientes pasos.

2.1.Realizar el proceso de transformacion de las vinazas a biomasa microalgal con
alto contenido de 4cidos grasos.

2.2.Realizar esquema del proceso de trasformacion.

2.3.Establecer los balances de materia y energia del proceso.

Para el desarrollo de los balances de materia se consideraron dos volumenes de vinaza
asociados a: (i) la generacion de vinaza derivada del proceso de produccion de
levadura y a (ii) la produccion de etanol a partir de cafia de azlcar. Estos volumenes a
tratar fueron de 1246,5 kg/batch de vinaza en el caso de vinaza de levadura y 62500
kg/batch para la vinaza de destileria.

3. Analizar la pre-factibilidad técnico-econémica del proceso obtenido para la
valorizacion de la vinaza.

3.1.Levantamiento de datos de maquinaria requerida segun las especificaciones de
la planta.

3.2.Realizar los calculos asociados al sistema productivo.
3.2.1. Horas hombre
3.2.2. Desperdicio
3.2.3. Consumo de materiales directos e indirectos.
3.2.4. Tiempos de produccion.
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3.3.Alimentar el software Supero-Pro Designer®. Para generar el analisis
econdmico.

En este objetivo se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones econémicas para
la generacion de los reportes de costos, materiales, equipos y finalmente el reporte
econdémico. Los precios de las materias primas estan basados de los datos brindados
por las péaginas web www.sigmaaldrich.com, y www.quiminet.com. Para el costo
operacional de horas hombre, se decidié enfocarse en los operarios requeridos para el
funcionamiento de la planta, los cuales seran determinados por el programa segun las
horas necesarias para llevar a cabo la produccién en el sistema planteado, a los
operarios se les asigno un salario de $ 1'500.000 pesos.

En cuanto al costo de los equipos se usoO la base de datos y regla de calculo dada por
SuperPro Designer, asumiendo un porcentaje de mantenimiento del 5% y de instalacién
del 10% referente al costo de compra del equipo. Adicionalmente se realizaron
estimaciones para los costos directos basados en porcentajes del costo total de compra
de equipos, los porcentajes fueron los siguientes, para tuberias 25%, instrumentacion
10% aislamiento 3%, instalaciones eléctricas 10%, construccion 30% e instalaciones
auxiliares 10%. Del mismo modo se establecieron parametros para los costos indirectos
basados en porcentajes del costo directo, para ingenieria se definié el 10% y para
construccion el 20%. Ademas se implementd la tasa de impuestos locales del 33%.

El costo de la energia eléctrica y agua fue establecido como 0.15 USD*kW/h y 1,75
USD/m? de acuerdo a las empresas locales. En cuanto al precio de venta del aceite de
origen microalgal se tomd como base el precio del aceite de palma debido a que este
seria su principal competencia, el precio del aceite de palma a nivel nacional es
regulado por el ministerio de agricultura y desarrollo rural, por lo que el precio tomado
fue de $ 2.103 pesos por kg de aceite lo que es equivalente a 0.7474 USD/kg.

Adicionalmente se le dio un valor de venta de 0.25 USD/kg a la biomasa resultante de
la extraccion asumiendo que podria tener un uso similar al afrecho de raps como fuente
de proteina para ganado, el afrecho de raps tiene un precio cercano a 250 USD por
tonelada. (Campusano, 2008)

Los parametros de evaluacion economica del proyecto fueron los siguientes, un periodo
de construccion de 8 meses con un periodo de inicio de 3 meses, una duracién del
proyecto de 20 afios, una inflacién del 3,46 % y una tasa de descuento del 10%. A esto
se le agrego una depreciacion de 15 afios para todos los equipos implementados y se
establecid que la planta trabajaria al 100% de su capacidad.
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3.4.Realizar analisis de sensibilidad.

Para el analisis de sensibilidad se vari6 por separado las siguientes variables: el
porcentaje de 4cidos grasos que contiene la microalga fue planteado como el 15% p/p,
este valor se cambi6 a 37% p/p y 50% p/p; por otro lado se vario el precio de venta del
aceite que fue tomado originalmente como 0,7474 USD/Kg a los valores de 1,49
USD/Kg y 3,74 USD/Kg; la ultima variable evaluada fue la produccion de biomasa en el
reactor, que paso de ser aproximadamente 6 g/L a 12 g/L, 18 g/L y 24 ¢g/L. para cada
cambio se realizo el reporte econdmico y se observo como se veia afectado el VPN y el
porcentaje de retorno de la inversion (ROI).

3.5. Realizar andlisis técnico-econdmico del proceso.

5 Resultados

5.1 Discusioén de resultados

5.1.1 Evaluacién experimental

Inicialmente se busco evaluar experimentalmente el potencial de la vinaza como agente
nutritivo para la bioaumentacién de biomasa microalgal con alto contenido de &cidos
grasos Para desarrollar este objetivo se tomaé inicialmente como base los reportes de
Juan David Jimenez, en su proyecto de grado “Estudio de la produccion de biomasa de
Chlorella vulgaris crecida heterotréficamente sobre vinazas de la cana de azucar”, que
indicaba las condiciones de cultivo de la alga en estudio sobre la vinaza obtenida en
Levapan (David, 2017).

En la curva de calibracion realizada por el método de la Sulfo-Fosfo-Vainillina se
tomaron 6 repeticiones de cada estandar para tener en cuenta la desviacién del equipo
en la toma de datos. A continuacidén se presenta la curva de calibracién realizada con
una correlacion lineal de 0.9984.
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Curva de Calibracion con Sulfo-Fosfo-vainillina
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Figura 1. Curva de calibracion con Sulfo-Fosfo-vainillina

Con el protocolo de medicion de acidos grasos validado se procedié con la
determinacién de acidos grasos en los ensayos implementados para evaluar el
potencial de la vinaza para la bio-aumentacién de biomasa microalgal con alto
contenido de acidos grasos.

Como se mencionod anteriormente en este proyecto se cultivaron las microalgas en dos
condiciones, heterotrofia a 26°C con aireacion y mixotrofia a 30°C en agitacion continua
por medio de un agitador mecénico. Las diferencias en las temperaturas de cultivo
fueron determinadas como las mas 6ptimas para cada tipo de cultivo en estudios
realizados previamente. (David, 2017)

Periddicamente a ambos cultivos se les tomaron 1,5 mL de los cuales se usaban 0,5 mL
para tomar absorbancia a 630 nm con el fin de estimar la concentracion de biomasa en
el cultivo, y el volumen restante era usado para hacer la medicién de &cidos grasos por
el método de la Fosfo-vainillina. A continuacion se muestran las curvas de crecimiento
obtenidas durante el experimento.
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Curva de crecimiento microalgal
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Figura 2. Curva de crecimiento para ensayos mixotrofico y heterotrofico.

En la figura 2 se aprecia que la mayor concentracion de biomasa se presenta en el dia
6 para ambos ensayos, con una mayor concentracion en el ensayo heterotroéfico (5.89
g/L) que en el ensayo mixotréfico (5.68 g/L) lo que indica una productividad de biomasa
0.98 gL'd! y 0.94 gL'd! respectivamente. En ambos ensayos se evidencia la
capacidad de la vinaza para la bio-aumentacion de la biomasa microalgal aumentando
la concentracion de 1 g/L hasta aproximadamente 6 g/L.

Una vez determinada la capacidad de la vinaza para la produccion de biomasas se
procedi6 a determinar la cantidad de &cidos grasos producidos durante los
experimentos por medio del método de la Sulfo-Fosfo-vainillina. A continuacion se
presentan las graficas asociadas a la cantidad de pg de acidos grasos encontrados en
las muestras de cada ensayo y el porcentaje p/p de acidos grasos respecto a la
concentracion de biomasa microalgal.
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Figura 3. pg de acidos grasos en 50 pL en el ensayo heterotréfico
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Figura 4. ug de acidos grasos en 50 L en el ensayo mixotréfico
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Figura 5. %p/p de &cidos grasos en ensayo heterotrofico.
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Figura 6. %p/p de acidos grasos en ensayo mixotrofico.

En las figuras 3 y 4 se aprecia una buena produccion de acidos grasos con maximos de
aproximadamente 16ug en 50 pL pero al hacer el porcentaje peso a peso (%p/p) entre
los pg de acidos grasos y pug de biomasa presentes en los 50pL, encontramos que para
ambos casos disminuye drasticamente del dia cero al dia 1 (del 14 % al 5 %
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aproximadamente en cada ensayo) y se mantiene estable hasta por unos dias para
luego aumentar la proporciéon de acidos grasos.

Este comportamiento puede deberse a que inicialmente las células vienen de una pre-
adaptacion de vinaza al 2% y ya han pasado su etapa de crecimiento por lo que
comienzan a almacenar energia en forma de acidos grasos, por esta razon el %p/p de
estos esta alrededor del 14%. Pero al ser inoculadas en una concentracion menor
(1g/L) a la que estaban en la pre-adaptacion y en un medio con nuevos nutrientes
vuelven a entrar en etapa de crecimiento lo que causa la generacion de nuevas células
y por ende se observa una disminucion en el contenido total de acidos grasos.

El aumento del %p/p de &cidos grasos finalizando los ensayos puede deberse a que se
termina la fase de crecimiento celular, posiblemente por escases de nutrientes
(posiblemente nitrégeno) o estrés respecto al medio en que se encuentran, esto
provoca la acumulacién de acidos grasos en forma de reservas energéticas.

De acuerdo a lo reportado en el estudio de productividad de lipidos y composicion de
acidos grasos del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de cuba la cepa
Chlorella vulgaris tiene un porcentaje de lipidos del 27.8% p/p y una productividad de
biomasa de 0.150 gL*d! (Yatali Montero Sanchez, 2012).

Lo que indica que en los ensayos realizados en este proyecto fueron inferiores en el
porcentaje de acidos grasos pero superiores en cuanto a la productividad de biomasa.
Esto posiblemente sugiera la necesidad de revisar el nivel de limitacion de la fuente de
nitrégeno (en este caso urea), la cual normalmente se asocia a la sintesis de lipidos.

Adicionalmente se enviaron muestras de los dos ensayos junto con sus respectivos
controles al laboratorio de servicios analiticos del CIAT, para analisis de carbono (COT)
y nitrdgeno (N), y muestras a Levapan, para andlisis de demanda quimica de oxigeno
(DQO). Reportando los siguientes resultados.

Tabla 1. Reportes DQO, COTy N

Muestra DQO (mg/L)| COT (g/L) N (g/L)
Ensayo Heterotrofico 13262 7,61 0,809
Control Heterotrofico 20630 11,08 0,850

Ensayo Mixotrdéfico 16210 9,29 0,871
Control Mixotroéfico 20303 10,70 0,914

En la tabla 1 se aprecia que ambos ensayos redujeron la DQO, al igual que el contenido
de carbono y de nitrogeno, lo que indica que las microalgas en ambos ensayos
consumieron la fuente de carbono (vinaza) y de nitrégeno (urea). Pero el ensayo
heterotroéfico fue el que logro asimilar una mayor cantidad de carbono, esto se aprecia
en el cambio de concentracion de 11.8 g/L a 7.61 g/L; al igual que obtuvo el mayor
consumo de nitrégeno y la mayor disminucion de la DQO.
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5.1.2 Esquemadel proceso.

El segundo objetivo especifico consisti6 en esquematizar y resolver los balances del
proceso de trasformacion de la vinaza en biomasa microalgal con alto contenido de
acidos grasos. Para el cual se debe generar un reporte del balance de materia y
energia completo para el esquema del proceso de trasformacion de la vinaza en
biomasa microalgal con alto contenido de acidos grasos.

Para este objetivo se realiz6 de manera experimental y a menor escala el proceso de
transformaciéon de la vinaza en biomasa microalgal, como se mencion6 anteriormente,
para calcular la proporcion de materia prima, asi como las entradas y salidas de cada
parte del proceso, para el balance de materia. Se realizaron estudios de porcentaje de
sOlidos y densidad de la vinaza para determinar la proporcién de desperdicios y la
cantidad de materia prima que se esta utilizando y, adicionalmente, se tomaron en
cuenta los resultados de produccion de acidos grasos y las curvas de crecimiento
(figura 2, 3y 4).

Con base en los resultados mencionados anteriormente se decidié hacer el montaje
industrial en condiciones heterotroficas, teniendo en cuenta que obtuvo una mayor
asimilacion de carbono y su curva de crecimiento presenté una mayor produccion de
biomasa (5,68 g/L en 6 dias) y se tomd el porcentaje maximo de &acidos grasos (15%
p/p) para el desarrollo del modelo.

El proceso industrial inicia con la introduccién de la vinaza en un mezclador junto con
hidréxido de calcio a una proporcion de 1.5 g/L. Esta solucion es mezclada por 90 min y
posteriormente es sometida a una decantacion para separar los solidos presentes en la
vinaza. La vinaza tratada pasa a ser mezclada con buffer fosfato, micronutrientes, y
macronutrientes, dando un medio con vinaza al 58%.

El biorreactor implementado es un Air Lift el cual realiza su agitacién por medio de aire y
suministra oxigeno al cultivo, en este reactor se adiciona suficiente inoculo para tener
una concentracion inicial de 1 g/L de biomasas. Dentro del reactor ocurre el crecimiento
microalgal por 5 dias hasta una concentracion aproximada de 6 g/L.

Posterior al reactor se realiza de nuevo un proceso de separacion de biomasa y
solucién por medio de un decantador. De este equipo sale biomasa humeda que sera
sometida a un proceso de secado en un secador rotatorio en cual deja la biomasa seca
y lista para realizar la extraccion con hexano. En el proceso de extraccion los acidos
grasos se solubilizan en el hexano lo que permite una separacion por fases. Los lipidos
van a ser disueltos en el hexano, mientras que los demas componentes de la biomasa
salen en una corriente diferente (Juan J. Jaramillo, 2012).

Finalmente se hace un proceso de purificacion en el cual se calienta la solucion de
hexano y acidos grasos a 68 °C para evaporar el hexano, el cual es recuperado y re
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utilizado en el proceso de extraccion de acidos grasos. A continuacion se muestra el
diagrama de proceso realizado en el software SuperPro Designer.

Ca(0H)2 Selution
P15 o/l ca(oH)2

8.02 Libatch

11901.37 Libatch

11460.14 Libatch

5-105
P-4/ MX-102

Mixing

P-2/W-102
Decanting

P-1/W-11

P-3 7 MX-101

Y¥+

Mixing Blending / Storage

o
{11128.01 Libatch ) L e Y b
Sludge P-12{ AFR-102

Vinasse

b4

Air Lift Fermentation

{1205.29 Ubatch|}
Aire

Nufrientes Indculo

709343 Libatch

Buffer fosfato

5-108

5112 Lipidos

5-106

P65 V=104 ¥ b
Decanti e 5-110 7
ecanting P-15 / RDR-101 Y7 s 118 5-113 P-7 / GBX-101
Rotary Drying P-8/BGBX-101 Generic Frocedure

Batch Generic Box

Air

] Biomasa

P10/ SMSX-101
Leaching S-111

5104
P-5 / MX-103

Mixing

Hexano
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5.1.3 Analisis economico y de sensibilidad.

Finalmente el tercer objetivo especifico del proyecto es analizar la pre-factibilidad
técnico-econdmica del proceso obtenido para la valorizacion de la vinaza. De este
objetivo se debe obtener el andlisis técnico econdmico del proceso de valorizacion de la
vinaza.

Los parametros implementados se consideran poco exigentes para el proyecto y se
utilizaron de esta manera para determinar si es posible la rentabilidad en estas
condiciones favorables. Los resultados de la evaluacion economica para los
tratamientos de 1246,5 kg/batch y 62500 kg/batch de vinaza de levadura y de destileria,
respectivamente, con un porcentaje de acidos grasos del 15% p/p respecto a la
biomasa microalgal fueron los siguientes. Los reportes estan presentados en dolares.

Tabla 2. Resumen econémico

EXECUTIVE SUMMARY 1246,5 kg/batch | 62500 kg/batch
Total Capital Investment 572,000 $ 1,000,000 S
Capital Investment Charged to This Project 572,000 $ 1,000,000 S
Operating Cost 294,000 S/yr 589,000 $/yr
Main Revenue 873 S/yr 4,000 $/yr
Other Revenues 1,679 S/yr 8,217 S/yr
Total Revenues 3,000 $/yr 12,000 $/yr
Cost Basis Annual Rate 1,168 kg MP/yr 5,712 kg MP/yr
Unit Production Cost 251.81S/kg MP  103.14 S/kg MP
Net Unit Production Cost 251.815/kg MP  103.14 S/kg MP
Unit Production Revenue 2.19 $/kg MP 2.19 $/kg MP
Gross Margin -11,419.51% -4,618.21%
Return On Investment -44.57 % -51.74%
Payback Time N/A N/A

IRR (After Taxes) N/A N/A

NPV (at 10.0% Interest) - 2,848,000 S - 5,582,000 S

Como se aprecia en el resumen economico, los valores presentes netos son negativos
para ambos escenarios ($ - 2°'848.00 USD, y $ - 5582.000 USD), al igual que los
porcentajes de regreso de la inversion (ROI) con valores de —44.57% y -51.74% para
los escenarios de 1246,5 kg/batch y 62500 kg/batch respectivamente. Esto indica que
ninguno de los dos escenarios es econdmicamente viable a pesar de los parametros
favorables introducidos en el programa. Esto se debe a que para los dos escenarios el
costo de producciéon por unidad es muy elevado (252,81 USD/Kg y 103,12 USD/Kg) a
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comparacion de

los

ingresos

por

Kg de aceite producido (2.19 USDI/KQ).
Adicionalmente se genero el reporte de equipo y el resumen de costos.

Tabla 3. Reporte de Equipos

12462,5 kg/batch 62500 kg/batch
Name Type Size (Capacity) |Units |Purchase Cost (S/Unit) |Size (Capacity) |Units |Purchase Cost ($/Unit)
V-101 Blending Tank 13,223.74 L 1S 50.000,00 |66,317.66 L 1S 80.000,00
V-102 Decanter Tank 1,273.13L 1 s 8.000,00 |14,297.96 L 1S 30.000,00
MX-101 |Mixer 12,481.19kg/h 1S - 62,593.75 kg/h 1 S -
MX-102 |Mixer 40,479.94 kg/h 1S - 173,566.54 kg/h 1S -
SMSX-101 |Mixer-Settler Extractor |268.30 L/h 1 s 5.000,00 |1,690.40 L/h 1 S 15.000,00
AFR-102 | Air-Lift Fermentor 7,471.56 L 1 s 60.000,00 (31,874.68 L 1S 70.000,00
V-104 Decanter Tank 159.49 L 1 s 6.000,00 [1,137.29L 1S 7.000,00
RDR-101 |Rotary Dryer 29.46 m2 1 $ 45.000,00 |76.78 m2 S 100.000,00
S 174.000,00 S 302.000,00
Tabla 4. Resumen de Costos
12462,5 kg/batch 62500 kg/batch
Costltem | S/kg MP $/batch  $/year % $/kg MP  S/batch  $/year %
Materials 1.66 30 1,941 0.66 1.19 105 6,798 1.15
Facility 219.64 3,945 256,433 87.23 77.17 6,782 440,825 74.82
Labor 2.46 a4 2,871 0.98 0.50 a4 2,859 0.49
Lab/QC/QA 0.25 4 287 0.10 0.05 4 286 0.05
Utilities 27.80 499 32,457 11.04 24.22 2,129 138,377 23.49
TOTAL 251.81 4,523 293,989 100.00 103.14 9,064 589,145 100.00

Se aprecia un mayor costo de equipos en el escenario de 62500 kg/batch, como es
esperado por el aumento de la cantidad de vinaza a ser utilizada. En el resumen de
costos se observa que para ambos escenarios el mayor porcentaje de los costos esta
asociado a las instalaciones, seguido del costo de los servicios publicos. Esto quiere
decir que los costos mas altos estan asociados con la depreciacion de los equipos, la
infraestructura, los gastos de operacién y mantenimiento.

Con los resultados obtenidos se decidio realizar el analisis de sensibilidad variando por
separado las siguientes variables: el porcentaje de acidos grasos que contiene la
microalga fue planteado como el 15% p/p, este valor se cambi6 a 37% p/p y 50% p/p;
por otro lado se vari6 el precio de venta del aceite que fue tomado originalmente como
0,7474 USD/Kg a los valores de 1,49 USD/Kg y 3,74 USD/Kg; la ultima variable
evaluada fue la produccion de biomasa en el reactor, que paso de ser
aproximadamente 6 g/L a 12 g/L, 18 g/L y 24 g/L. para cada cambio se realizo el reporte
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econdmico y se observdé como se veia afectado el VPN y el porcentaje de retorno de la
inversion (ROI).

Tabla 5. Valores del analisis de sensibilidad

12462,5 kg/batch 62500 kg/batch
Parametro Valor VPN ROI VPN ROI
Porcentaje 15% -$2.848.000,00 -44,57% |-$5.582.000,00 -51,74%
de acidos 37% -$2.841.000,00 | -44,42% |-$5.546.000,00 | -51,32%
grasos 50% -$2.837.000,00 -44,33% |-$5.525.000,00 -51,07%
Precio de 0,7474 USD/Kg|-$2.848.000,00 -44,57% |-$5.582.000,00 -51,74%
aceite 1,49 USD/Kg |-52.841.000,00 -44,41% |-$5.545.740,96 -51,31%

3,74 USD/Kg |-$2.818.000,00 | -43,95% |[-$5.435.880,05 | -50,01%

6g/L -$2.848.000,00 | -44,57% |-$5.582.000,00 | -51,74%
Produccidn 12g/L -$2.841.000,00 | -44,08% |-$5.555.000,00 | -50,41%
de biomasa 18g/L -$2.826.000,00 | -43,60% |[-$5.525.000,00 | -49,31%
24g/L -$2.811.000,00 | -43,13% |[-$5.475.000,00 | -48,22%

Con los valores presentados en la tabla 4 se realizaron las gréaficas del porcentaje de
variacion de cada variable respecto al valor dado del valor presente neto y la tasa
interna de retorno para cada escenario, con el fin de evidenciar cual de estas variables
es la que mas afecta a la rentabilidad del modelo, las graficas se muestra a
continuacion.

Analisis de sensibilidad 12462,5 kg/batch
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Figura 8. Analisis de sensibilidad del VPN para 1246,5 kg/batch
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Figura 9. Analisis de sensibilidad del ROI para 1246,5 kg/batch
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Figura 10. Analisis de sensibilidad del VPN para 62500 kg/batch
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Analisis de sensibilidad 62500 kg/batch
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Figura 11. Andlisis de sensibilidad del ROI para 62500 kg/batch

En las figuras 8 y 9 se aprecia que la variable que mas afecta al VPN y al ROI, en el
escenario donde se trata 1246,5 kg/batch de vinaza, es la produccién de la biomasa
seguida por el precio de venta del aceite. Por otro lado para el escenario donde se trata
62500 kg/batch de vinaza, la variable que mas afecta al VPN es el precio de aceite
seguido de la produccion de biomasa; pero al analizar la figura 11, se encontré que la
variable que mas afecta al ROI en el escenario de 62500 kg/batch de vinaza, es la
produccién de biomasa.

El precio del aceite podria aumentarse para favorecer la viabilidad el modelo pero al
competir con el aceite de palma para la produccion de biodiesel su atractivo seria
menor y probablemente no sea utilizado por las empresas fabricantes de biodiesel. Por
otro lado la produccién de la biomasa es una variable que podria aumentarse
cambiando el sistema de produccién o por otras alternativas de intensificaciéon del
bioproceso.

El modelo esta planteado con un sistema en Batch, el cual limita el crecimiento de la
microalga al consumo de los nutrientes presentes en el medio que se introduce al inicio
del cultivo. Este sistema de produccion es viable para fermentaciones pero no para
crecimiento excesivo de microorganismos; considerando este aspecto se podria
cambiar la producciébn a un sistema Fed-batch en el cual se adiciona sustrato
periodicamente para mantener a los microorganismos en la etapa de crecimiento lo que
aumentaria la produccion de biomasa.
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En el estudio realizado por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia sobre la
composicién de acidos grasos en cinco especies de microalgas, encontraron que estos
microorganismos tienen un porcentaje de lipidos que puede variar desde 51% p/p hasta
13% p/p dependiendo de la cepa implementada. Concretamente se identificd que la
cepa Nannochloris sp. Tiene un porcentaje de lipidos del 51% p/p, lo que indica que
existe la posibilidad de aumentar el porcentaje de lipidos en el proceso productivo si se
cambia la cepa de trabajo. (Yatali Montero Sanchez, 2012) Otra forma de optimizar el
proceso es evaluando condiciones de operacion como pH, flujo de aire, agitacion, entre
otras.

También es valido resaltar que la cepa Nannochloris sp tiene una productividad de
biomasa de 0.003 gL'd? lo que es bajo comprado con lo obtenido en este proyecto por
Chorella vulgaris (0.98 gL'd?); pero la productividad puede variar segun las
condiciones de cultivo, por lo que se debe evaluar el uso de otras cepas en medios
nutridos con vinaza para observar su reaccion.

5.2 Conclusiones

Como se pudo observar en los resultados de este proyecto de grado, la vinaza puede
ser asimilada por las microalgas como fuente de carbono y es técnicamente posible
utilizarla para el crecimiento de la biomasa y para la produccién de acidos grasos en
una proporcion considerable (15% p/p) utilizando la cepa Chorella vulgaris. Sin
embargo la implementacion (costo de inversion) de una planta de produccién de aceite
microalgal como materia prima para el biodiesel no es viable econémicamente bajo el
proceso establecido en este proyecto de grado, aun con parametros econdmicos
favorables. No obstante, el escenario de usar las instalaciones de una planta ya
depreciada podria arrojar mejores indicadores financieros debido a que reduciria el
costo de mayor proporcion (costo de las instalaciones).

De acuerdo al analisis de sensibilidad, las futuras aproximaciones que se busquen
desarrollar para la produccién de acidos grasos de origen microalgal con un medio
nutrido de vinaza deben enfocarse en producir la mayor cantidad de biomasa posible
debido a que fue la variable que mas afecto al VPN y al ROI en el presente proyecto,
esto se puede lograr implementando cepas que posean una mayor productividad de
biomasa, cambiando el sistema de producciéon de un sistema Batch a un sistema Fed-
Batch o evaluando diferentes condiciones de operacion.

El método de Sulfo-Fosfo-Vainillina permitié la cuantificacion rapida y sencilla de los
acidos grasos presentes en los ensayos con microalgas sin necesidad de realizar un
proceso de extraccion previo, lo que permite ahorrar tiempo y dinero, debido al bajo uso
de solventes, en los estudios relacionados con la cuantificacion de lipidos. Ademas de
permitir hacer el control de un proceso en curso sin la necesidad de extraer altas
cantidades de muestra para realizar la medicion de acidos grasos.
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Usualmente en los procesos de produccion que involucran microorganismos, el costo
mayoritario esta asociado a las materias primas, como se reporta en el estudio de la
Universidad Nacional de Colombia, “Growth and Oil Extraction from Chlorella vulgaris”.
(Juan J. Jaramillo, 2012) Concretamente en la preparacion del sustrato, la fuente de
carbono, como sacarosa y dextrosa, se requiere en grandes cantidades debido a que
es uno de los componentes principales que va a transformar el microorganismo. Con la
implementacion de fuentes de carbono alternativas y asimilables, como la vinaza, se
logra reducir el costo de la fuente de carbono lo que contribuye a la reduccion del costo
de las materias primas.

5.3 Recomendaciones

Se deben explorar otros sistemas de produccion del aceite de origen microalgal con el
fin de reducir los costos de las instalaciones, aumentar la produccién de biomasa y
analizar si el proyecto podria ser econdmicamente viable, se recomienda evaluar la
produccién en un sistema Fed-Batch y en tinas al aire libre. Debido a que la
introduccién constante de nutrientes en el sistema Fed-Batch lograria aumentar la
produccién de la biomas; por otro lado la implementacion de tinas al aire libre implica
una menor inversion en el bioreactor donde se llevaria a cabo la transformacion de la
vinaza.

Adicionalmente se debe investigar que otros productos podrian ser generados por las
microalgas con el fin de encontrar un producto de mayor valor que pueda favorecer la
implementacion de la vinaza como medio para las microalgas. También se recomienda
explorar la capacidad de otros microorganismos, como hongos y bacterias, para usar
como fuente de carbono la vinaza y determinar si su implementacion en conveniente.
Asi como también se recomienda realizar una evaluacidbn ambiental del presente
proyecto, a pesar de no ser econémicamente viable, la reduccién del impacto ambiental
puede ser significativa y es un factor a considerar en proyectos que buscan alternativas
para la vinaza.

Es prudente que los futuros estudios de factibilidad se realicen con parametros
econdémicos similares a los evaluados en este proyecto, debido a que son laxos y son
un buen punto de inicio para evaluar la viabilidad econdmica. Ademas de esta manera
se podrian establecer comparaciones con el presente proyecto de grado. De igual
manera se recomienda seguir implementando la herramienta SuperPro Designer por su
especificidad para la simulacion de procesos productivos, manejo de variables
econdémicas, operacionales, y de capital, y su facilidad para la generacion de reportes
econdmicos, productivos y ambientales.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo Fosfo-vainillina
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1.

2.

PROPOSITO
Se propone calcular la cantidad de acidos grasos presentes en una muestra de 50
uL de un cultivo microalgal.

ALCANCE Y LIMITACIONES

El método implementado en este protocolo permite realizar una medicion rapida y
sencilla de los acidos grasos presentes en la muestra pero esta debe estar de
preferencia suspendida en un medio traslucido como agua para evitar las
interferencias que pueda presentar el medio.

GENERALIDADES

La identificacion de nuevas cepas de microalgas con alta productividad de lipidos es
uno de los temas de investigacibn mas importantes en la investigacién de
biocombustibles renovables. Sin embargo, el principal cuello de botella en el
proceso de seleccidén de cepas es que los métodos actualmente conocidos para la
estimacion de lipidos de microalgas son laboriosos y requieren mucho tiempo.
(Sanjiv K. Mishra, 2014)

Empleando el método colorimétrico sulfo-fosfo-vainillina (SPV), se logra la
cuantificacion directa de lipidos dentro del cultivo de microalgas liquidas. El reactivo
SPV reacciona con los lipidos para producir un color rosa, lo que permite cuantificar
utilizando métodos espectrofotométricos midiendo la absorbancia a 530 nm. (Sanjiv
K. Mishra, 2014)
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4. MUESTRA

50 pL de un cultivo microalgal.

5. MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO

Balanza

Pesa sales

Espétula

Micropipeta 1000 uL
Micropipera 100pL
Micropipeta multicanal

Cubetas para Micropipeta multicanal

2 Probetas de 100 mL

Tubos de ensayo de 10 mL ( la cantidad estd definida por el nUmero de

muestras a tratar)

Beaker para bafio de maria
Nevera para bafio de hielo
Thermomixer

Lector de platos

Plato de 96 pozos de fondo plano

Falcon de 15 mL
Gradilla para tubos de ensayo

6. REACTIVOS Y PREPARACION

Preparacion de Fosfo-Vainillina (250 mL).

Vainillina
Etanol absoluto
Agua tipo |

Acido fosforico concentrado (70%)

Cloroformo

Acido sulfrico concentrado (98%)

Aceite de canola

0.3 g de vainillina y disolverlos en 5 mL de etanol absoluto con agitacion
continua. Una vez esta disuelto se afiaden 45 mL de agua tipo | y 200 mL de
acido fosfoérico concentrado (70%).
tiempo antes de su uso y debe ser almacenado en la oscuridad.
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7. PROCEDIMIENTO

Curva

de calibracion

Solucién madre

estandar de 15 mLy diluir
(1mg/mL) en 10 mL de
cloroformo
. J . J

4 ) ( N\

pesar 10 mg de
aceite en el falcon

Tomar alicuotas
de 10uL, 20 uL, 30
pL, 50uL, 60 uL, y

70 uL.y
adicionarlas en
tubos de ensayo
y evaporar a bafio
maria (602C) por
10 min

Método de Fosfo-Vainillina para curva de calibracion.

] N\
Afadir cada tubo de

ensayo 1 mL de
acido sulfarico
concentrado (98%),
tapar los tubos y
llevar a bafio maria
por 10 minutos a
1009C,
posteriormente
enfriar en bafio de

hielo por 5 minutos.

adicionar 2.5 mL del
reactivo de Fosfo-
vainillinay se
homogenizar con
agitador vortex por
minimo 30 segundos

( )

\. J

Método de Fosfo-Vainillina para muestra.

7

Tomar una alicuota
de 50pL de muestra
en un tubo de
ensayo y anadir 1 mL
de 4cido sulfdrico
concentrado(98%)

J \.

) ( ) (

4 N\
Vacear el contenido
el tubo en una
cubeta para servir
con la micropipeta
100 pL en el plato de
96 pozos (las
repeticiones que se
requieran y usando
como blanco agua
tipo 1)

Con estas
alicuotas se
obtendran las
absorbacias para
10ug, 20 ug, 30
ug, 50ug, 60 ug, y
70 ug de acidos
grasos

\. J

7

Una vez servidos
todos los pozos se
incuba por 15 min a
372Cy 300 rpmen
un thermomixer y
finalmente se mide
la absorbancia a 530
nm en el lector de
platos.

N\

\

7

\

tapar los tubos y
llevar a bafio maria
por 10 minutos a
100¢9C,
posteriormente
enfriar en bafio de

hielo por 5 minutos.

adicionar 2.5 mL del
reactivo de Fosfo-
vainillina y se
homogenizar con
agitador vortex por
minimo 40 segundos

\. J
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Vacear el contenido
el tubo en una
cubeta para servir
con la micropipeta
100 pL en el plato de
96 pozos (las
repeticiones que se
requieran y usando
como blanco agua
tipo 1)

J

Una vez servidos
todos los pozos se
incuba por 15 min a
372Cy 300 rpm en
un thermomixer y
finalmente se mide
la absorbancia a 530
nm en el lector de
platos.

\. J




8. RESULTADOS
Curva de calibracion.
En la curva de calibracion se realizaron 6 repeticiones de cada estandar para tener

en cuenta la desviacion del equipo en la toma de datos. A continuacion se presenta
la curva de calibracion realizada con una correlacion lineal de 0.9984.

Curva de Calibracion con Sulfo-Fosfo-vainillina
0,18
0,16 T
0,14
0.12 y = 0,0024x - 0,0047
R2 = 0,9984
E o1 /
o
g 0,08
0,06
0,04
0,02
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
ug de acidos grasos

9. RECOMENDACIONES

e Es importante homogenizar bien durante la preparacion de la Fosfo-Vainillina y
también se debe agitar bien antes de su uso.

e Tener en cuenta que si se usa un medio oscuro o colorido que puede interferir

con la medicion de absorbancia se recomienda centrifugar una muestra de 1 mL,
retirar el medio y resuspender en agua tipo .
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