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RESUMEN

En este trabajo se evalud la influencia de la presencia o ausencia de luz blanca en
el cultivo sumergido de Ganoderma lucidum en un biorreactor de 2 |, empleando
como criterio de evaluacién la produccion de polisacaridos y de biomasa. Las
biotransformaciones se llevaron a cabo a un pH 6, 1.5 vvm de aireacion, 100 rpm y
como medio de cultivo se emple6 el definido por Carvajal y Rendén (2004) como
mas adecuado para la produccion de EPS. Se encontré que la produccion de
polisacaridos y biomasa es mayor cuando se trabaja en ausencia de luz,
obteniéndose en el dia 8 una concentracién de exopolisacaridos de 3,8788 gll,
5,8711 g/l de polisaridos totales y 13,6538 g/l de biomasa.

Se llevd a cabo la formulacion de un producto funcional, elaborado con gelatina
proteica y G. lucidum. Se encontré6 que para garantizar unas caracteristicas
organolépticas apropiadas, el producto debe tener la siguiente composicion:
44,15% de panela, 29,75% de extracto de pata de res (colageno), 18,75% del
producto de biotransformacion, 7,36% de extracto de estevia y 0,011% de canela.
La gelatina enriquecida tiene un 20% de proteinas y 0,07% de polisacaridos (8,4
mg/gelatina.).

Se realiz6 el disefio conceptual de un proceso para obtener a escala industrial el
producto desarrollado, asumiendo una demanda anual de 70.416 cajas por 12
unidades, para esto fue necesario realizar el escalado del biorreactorde 21a 41y
40 I. Ademas, se hizo el estudio financiero para evaluar la rentabilidad del
proyecto, al asumir una financiacion con capital propio se obtiene que la relacion
beneficio costo es 1,11; la TIR 0,96 % y el VPN -319'612.601; cuando se financia
un 30% de la inversion inicial, se obtiene que estos valores son de 1,26; 4,69 % y
-96’557.178 respectivamente. De lo cual se puede inferir que bajo las condiciones
establecidas el proyecto no es econdmicamente viable.

Palabras claves: Ganoderma lucidum, Gelatina enriquecida, producto funcional,
condiciones luminicas, escalado, disefio conceptual, analisis financiero.



INTRODUCCION

Dada la preocupacion cada vez mayor de los consumidores por alimentarse con
productos que les ayuden a cuidar su salud, se hace necesario que las empresas
de alimentos desarrollen productos funcionales. Estos productos dominan las
ventas de la industria de la nutricion en los Estados Unidos, Europa, Japén y
Canada. En 2002, el valor de la industria de los alimentos funcionales en los
Estados Unidos fue de 20.200 millones de dolares 6 4% del valor total de la
industria alimentaria. Se prevé una tasa de crecimiento promedio cercana al 13%,
alcanzando un valor de mercado de 37.700 millones de dolares en 2007 (CAF,
2005).

El G. lucidum tiene un importante potencial para el desarrollo de alimentos
funcionales, debido a que produce compuestos como acidos Ganodéricos,
Exopolisacaridos (EPS) e Intrapolisacaridos (IPS) que tienen reconocidas
propiedades para la prevencion de enfermedades, entre las cuales se encuentran:
la hepatitis, artritis, nefritis, bronquitis, asma, arteriosclerosis, hipertension, cancer
y ulcera gastrica. En algunas investigaciones se han reportado sus constituyentes
antialergénicos, acciéon estimulante del sistema inmunolégico, utilidad para el
tratamiento de infecciones de HIV, accion antiherpética, antitumoral vy
cardiovascular, proteccion del higado, efectos en el sistema nervioso y
disminucion en los niveles de azucar en la sangre (Jong y Birmingham, 1992).

Con este proyecto se pretende desarrollar un producto funcional, aprovechando
las propiedades medicinales del G. lucidum y el alto valor nutricional de la gelatina
proteica; aplicando los resultados obtenidos en investigaciones realizadas en la
Universidad EAFIT por estudiantes de Ingenieria de Procesos, en las cuales se
evaluaron las condiciones Optimas de agitacion, aireacion, pH, temperatura y
balance de nutrientes para el cultivo sumergido de G. lucidum en un biorreactor de
2 I. Como complemento al desarrollo del producto debe realizarse la evaluacion
economica de su produccidn a escala industrial, con el fin de conocer las
posibilidades que puede tener este producto en el mercado y si es factible como
alternativa de negocio.



OBJETIVOS

GENERAL

Disenar un proceso a escala industrial para la obtencién de un producto funcional,
empleando gelatina proteica y Ganoderma lucidum en cultivo sumergido.

ESPECIFICOS

Determinar el efecto del factor luz sobre la produccion de EPS mediante la
realizacion de fermentaciones en cultivo sumergido de G. lucidum a
condiciones de luz y oscuridad, empleando los parametros de cultivo fijados en
investigaciones anteriores realizadas en la Universidad EAFIT.

Desarrollar la formulacién de un producto funcional enriquecido con G. lucidum
con base en la composicion de productos similares asi como en el analisis
sensorial, con el fin de establecer los requerimientos de materias primas del
producto.

Realizar el escalamiento del cultivo sumergido de G. lucidum, empleando como
criterio de escalamiento para el proceso de fermentacion el coeficiente
volumétrico de transferencia de masa K,a, definido en investigaciones
realizadas en la Universidad EAFIT, esto con el fin de llevar a cabo el disefio
conceptual del proceso.

Evaluar la rentabilidad de la produccion a nivel industrial del producto funcional
enriqguecido con G. lucidum para determinar la viabilidad del proyecto,
empleando como referencia el desempefio que han tenido en el mercado otros
productos funcionales de su tipo.



1. MARCO TEORICO

Los alimentos funcionales son aquellos que pueden proporcionar beneficios a la
salud o efectos fisioldgicos deseables ademas de la nutricion basica (IFIC, 2006) y
constituyen un complemento saludable para llevar una dieta apropiada y un estilo
de vida activo.

Mientras que los consumidores europeos apenas comienzan a acostumbrarse a
este novedoso tipo de comida, los ciudadanos japoneses llevan décadas
consumiendo estos productos y, por ende, interesandose por el cuidado de la
salud (EUFIC, 2006).

El hongo Ganoderma Ilucidum se ha empleado en la dieta china y japonesa desde
hace mas de 2000 afos y se le ha atribuido una gran actividad biolégica por eso
en la medicina tradicional asiatica, el cuerpo fructifero de este hongo llamado Ling-
Zhi en Chino y Reishi en japonés, ha sido usado para el tratamiento de una serie
de enfermedades incluyendo hepatitis, artritis, nefritis, bronquitis, asma,
arteriosclerosis, hipertension, cancer y Uulcera gastrica. De acuerdo con
investigaciones realizadas, el G. lucidum posee constituyentes antialergénicos de
accion inmuno-reguladora y puede ser usado para el tratamiento de infecciones de
VIH. Ademas tiene efectos antitumorales, favorece el flujo de sangre al cerebro y
la oxigenacion de las células, lo que ayuda a la produccion de energia a nivel
celular y puede mejorar la salud cardiovascular por lo cual es usado para
aumentar la memoria y la capacidad intelectual. También protege el higado y tiene
efectos  benéficos sobre el sistema nervioso (Berovic et al, 2003). Los
polisacaridos producidos por este hongo han sido patentados en Japon para ser
usados como inmunorreguladores en el tratamiento del cancer, y se ha
demostrado que al ser combinados con quimio vy radioterapia tienen gran
habilidad para reducir los efectos colaterales del tratamiento y aumentar la eficacia
del mismo (Meschino, 1998).

1.1 Cultivo de G. lucidum.

El G. lucidum es muy escaso en la naturaleza, la cantidad disponible en el medio
natural no es suficiente para realizar la explotacion comercial. Su cultivo en
sustratos solidos, liquido estacionario, o0 como se ha hecho recientemente, en
cultivo sumergido ha sido esencial para poder satisfacer la creciente demanda en
el mercado internacional, la investigacion sistematica de sus efectos
farmacoldgicos comenzé solo hace 23 afos (Berovic et al, 2003). En 1995 la
produccién de G. lucidum alcanzada en Japon fue estimada en 500 toneladas. El



cultivo de este hongo también ha prosperado en China, Taiwan, Corea, Tailandia y
Vietnam (Mizuno, 2006).

1.2 Componentes farmacolégicos activos en el Ganoderma lucidum.

Dependiendo de los lugares de produccion y condiciones del cultivo existen
diferencias cualitativas y cuantitativas en los principales componentes vy
aminoacidos libres del G. lucidum. Entre los compuestos activos del hongo estan:

e Beta-D-glucanos: Estos poseen propiedades de regulacion del sistema inmune
y son anticancerigenos.

e Componentes triterpenos: Conocidos como acidos ganodéricos, sirven para
controlar la presion, reducen la agregacion plaquetaria y pueden disminuir el
colesterol LDL.

e Otros constituyentes activos son esteroles, coumarin y mannitol. (Meschino,
1998).

1.3 Edulcorante
1.3.1 La estevia (Stevia rebaudiana Bertoni)

Este es un endulzante natural alternativo a los endulzantes artificiales y a la
sacarosa, el tradicional azucar de mesa. Es obtenido a partir de un arbusto
originario de Paraguay y Brasil. Ha sido usado desde la época precolombina,
como endulzante, por los indios Guaranis, aunque los conquistadores espafioles
tuvieron conocimiento de la estevia durante el siglo XVI, no atrajo la atencion de
los europeos hasta finales del siglo XIX gracias al Dr. Bertoni. En paises como
Japdn, hoy en dia, supone el 41 % de los endulzantes consumidos. Las hojas de
la planta son 30 veces mas dulces que la sacarosa y existen extractos obtenidos a
partir de estevia que llegan a ser unas 200 veces mas dulces que éste
(Alimentacion sana, 2006).

La estevia no aporta calorias y posee efectos beneficiosos en la absorcién de la
grasa y la presion arterial ya que tiene efecto vasodilatador, diurético y
cardiotonico, mejora la tolerancia a la glucosa y por esta razén es recomendado
para los pacientes diabéticos. Contiene carbohidratos, proteinas, vitaminas vy
minerales. No se reportan efectos secundarios de ninguna clase, como efectos
mutagénicos u otros efectos que dafien la salud. Varios estudios anotan su
actividad antibidtica, especialmente contra las bacterias Eschericha Coli,
Stafilococos aureus, y Corynebacterium difteriae, asi como también contra el
hongo Candida albicans, productor frecuente de vaginitis en la mujer (Alimentacion
sana, 2006).



El sabor dulce de la planta se debe a un glucésido llamado estevidsido,
compuesto de glucosa y rebaudiosido. Se puede utilizar en una gran variedad de
alimentos como en cereal, galletas y refrescos (Alimentacion sana, 2006). En los
EEUU, la FDA (Food and Drug Administration), aprobé la estevia en septiembre de
1995, aunque solo podria venderse en tiendas naturistas, asi no interfiere con los
intereses de las industrias productoras de los otros edulcorantes no naturales
(Alimentacion sana, 2006).

1.3.2 El aspartame (L-a-aspartil-Lfenilalanina metil ester)

Desde su aprobaciéon hace 20 afos, el endulzante de alta intensidad conocido
como aspartame es consumido en mas de 6.000 productos por miles de personas
alrededor del mundo. La ventaja principal de este edulcorante es que permite
disfrutar el dulce sabor del azucar sin todas las calorias que éste contiene. La
introduccion del aspartame cambid la calidad de vida de las personas diabéticas y
ayudé enormemente a los programas de control de peso para las personas
obesas (Butchko et al., 2002).

El aspartame es unico entre los edulcorantes bajos en calorias debido a que es
metabolizado completamente en el organismo y es convertido en aminoacidos que
son absorbidos en su totalidad (Butchko et a./, 2002).

Diversos estudios toxicoldgicos y farmacologicos han demostrado que tanto el
aspartame como sus constituyentes son seguros y como resultado de estos
estudios las agencias reguladoras de aproximadamente 100 paises, han aprobado
su uso en el dieta diaria (Butchko et al., 2002).

1.3.3 La panela

La panela se define como el producto solido obtenido por evaporacion del agua de
los jugos de la cafa de azucar, como no es sometido a ningun refinado,
centrifugado, depuracién o cualquier otro tipo de procesado, conserva todas las
vitaminas y minerales presentes en la cafia. Es muy consumido en Filipinas, Asia
del Sur y sobretodo América Latina. En estos lugares se utiliza para endulzar
zumos, té, infusiones, refrescos, mermeladas e incluso galletas (Panelera la
molienda, 2006). Tiene un gran valor nutricional y es recomendada en la dieta
infantil ya que ayuda a evitar la formacion de gases y previene la constipacién por
su accion levemente laxante. Ademas el alto contenido de sales minerales de la
panela representa un beneficio para el desarrollo arménico del cuerpo. Con este
alimento se le ayuda a los nifios a alcanzar los niveles nutricionales apropiados
(Consumer, 2006).

La panela contiene fésforo, hierro, calcio, magnesio, manganeso, cobre, zinc y
vitaminas A, B, C, D y E. El calcio contribuye a la formacién de una mejor
dentadura y unos huesos mas fuertes, asi como la prevencién de caries y ayuda a



evitar enfermedades como la osteoporosis que se presenta en la edad adulta. El
hierro contenido en la panela previene la anemia. El fosforo, es un pilar importante
de huesos y dientes y participa en el metabolismo de las grasas. El magnesio es
un fortificante del sistema nervioso. El potasio es indispensable en el
mantenimiento del equilibrio del liquido intracelular, afecta el ritmo del corazén y
participa en la regulacion de la excitabilidad nerviosa y muscular (Consumer,
2006).

A continuacion se presenta un cuadro comparativo que permite ver con claridad la
diferencia entre la panela y el azucar refinado.

Tabla 1. Valor nutricional del azucar refinada y la panela (Consumer, 2006)

Compuesto Azucar Refinado Panela
Sacarosa (g) 99,6 72a78
Fructosa (g) 7a1,5
Glucosa (g) 7a1,5
Calcio (mg) 0,5a1 10a13
Magnesio (mg) 0,5a5 40 a 100
Foésforo (mg) -—- 70290
Sodio (mg) --- 20a90
Hierro (mg) 0,6a0,9 19 a 30
Manganeso (mg) 0,5a1 10a 13
Zinc (mg) --- 0,2a0,5
Fldor (mgQ) - 0,2a04
Cobre (mg) -- 5,3a6,0
Provitamina A (mg) --- 2,0
Vitamina A (mg) - 3,8
Vitamina B1 (mg) -- 0,01
Vitamina B2 (mg) --- 0,06
Vitamina B5 (mg) --- 0,01
Vitamina B6 (mg) --- 0,01
Vitamina C (mg) - 7
Vitamina D2 (mg) - 6,5
Vitamina E (mg) - 111,3
Vitamina PP (mg) - 700
Proteinas (mg) -- 280
Agua (g) 0,019 1,5a7,0
Energia (cal) 384 312




1.4 Diseino conceptual

El producto del Disefio conceptual, como su nombre lo indica, es un concepto y se
refiere a la combinacion de principios fisicos, quimicos y biolégicos, que satisfacen
la funcion o propédsito, las caracteristicas, atributos, restricciones y deseos;
después de analizar y escoger la mejor entre las mejores alternativas. Las
decisiones que se toman en la etapa del Disefio Conceptual son cruciales para el
éxito o fracaso del Proceso como tal y son las de mayor impacto desde el punto
de vista econdmico (Escobar, 2005).

Para la realizacion del disefio conceptual de un proceso nuevo, se debe primero
definir si el proceso va a ser en batch o continuo, para después identificar y definir
las corrientes de entrada y salida. Con esta informacion se realizan los balances
de masa y energia para culminar con la elaboracion del diagrama de flujo del
proceso (PFD) (Turton et a./, 2003).

En una forma mas concreta, se establece que el Disefio Conceptual para el
Ingeniero de Procesos, se ocupa entonces de producir todos y cada uno de los
siguientes resultados:

1. El que proviene de un proceso de abstraccién, en el cual se establece
claramente la funcién o propdsito que se debe aplicar a las entradas (Materia,
Energia) para convertirlas en Productos (Materia, Energia). Esto es asimilable
al Diagrama General de Entradas y Salidas (Overall Diagram), Diagrama de
Bloques de proceso (BFD) y el Diagrama Genérico de Bloques. Cabe anotar
que la inclusién de los conceptos de secuencia, la confiabilidad y las
consideraciones generales de seguridad, deben estar presentes en esta
etapa.

2. Una matriz morfolégica (Funciones, operaciones Unitarias vs. Portadores de
funcion, alternativas).

3. La estimacion de los Costos (Capital y Manufactura), del tipo Orden de
magnitud /Estudio.

4. La definicion de una funcién objetivo que permita sustentar la escogencia de
la mejor alternativa.

5. La produccion de una estructura funcional, asimilable al Process Flow Diagram,
PFD (Escobar, 2005), que incluye:

e Flowsheet, o secuencia de las operaciones (Incluye los lazos basicos de
Control).

e Tabla Resumen de los Equipos (Codigo de los equipos, Variables
dependientes del Disefo).

e Tabla de Corrientes (Exige el balance de masa y energia).

e Descripcién del Proceso (Turton et a.l, 2003).



1.5 Procesos biotecnologicos tipo batch

En un proceso biotecnoldgico discontinuo, todos los nutrientes requeridos durante
una corrida, excepto el oxigeno, son adicionados al medio antes de que la
fermentacion empiece y el caldo que contiene los productos es retirado sélo al
final de cada corrida (Asenjo, 1995).

Los procedimientos para cualquier cultivo discontinuo son basicamente los
mismos, aunque se observan algunas pequefas diferencias dependiendo del tipo
de microorganismo y metabolito deseado. La mayoria de los equipos consisten en
el biorreactor principal y el biorreactor semilla, siendo ambos biorreactores
sumergidos (tanques agitados). Estos tienen instrumentos auxiliares para la
preparacion del medio, esterilizacién con vapor, enfriamiento, compresion del aire,
filtracion del aire, agitacion, antiespumante, entre otros. EIl biorreactor semilla es
utilizado para cultivar la masa celular necesaria inicialmente para el biorreactor
principal, y el metabolito deseado es obtenido del biorreactor principal (Asenjo,
1995).

Una corrida de una operacion en lote se encuentra entre varias decenas de horas
hasta varias semanas. La operacion secuencial del cultivo discontinuo esta
gobernada por los procedimientos del biorreactor principal, y el tiempo total del
proceso para una corrida del cultivo discontinuo es la suma de los tiempos
requeridos para la esterilizacion del medio en el biorreactor principal, la
transferencia del inoculo, la fase lag de crecimiento, la reaccién microbiana
principal, la cosecha, limpieza y esterilizacion (Asenjo, 1995).

1.6 Escalamiento de bioprocesos

El propdsito del escalamiento es seleccionar las condiciones de disefio vy
procedimientos de operacion para asegurar que el efecto de las diferentes
variables sobre el proceso sean las mismas en unidades de diferente tamafio. El
objetivo es, por lo tanto, obtener rendimientos similares con una distribucién
(calidad) del producto similar (Asenjo, 1995).

No existen modelos generales para el escalado de fermentaciones que puedan
tener en cuenta la enorme diversidad de la biologia del organismo relevante. Por
lo tanto, el escalado depende de resultados experimentales de estudios de plantas
piloto y de laboratorio (Asenjo, 1995).

1.7 Criterios de escalamiento

En la practica se utilizan varios criterios para efectuar el cambio de escala, todos
ellos basados en resultados empiricos, y de esta forma, existen relaciones que
resumen los criterios empleados para cambio de escala en tanques agitados por
medios mecanicos y las relaciones entre variables de operacion y disefio



(Quintero,1990). Dado que usualmente en las fermentaciones aerobias
desarrolladas a gran escala, el mayor problema es el suministro de oxigeno
suficiente desde la fase gaseosa, la mayoria de las veces la magnitud que se
mantiene constante en escalado es el coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno que es transferido de las burbujas de gas a los microorganismos (Asenjo,
1995). Para implementar esta estrategia de escalamiento, es necesario encontrar
una correlacion entre el coeficiente de transferencia de masa y variables de
operacion, propiedades del fluido y variables geométricas. Seleccionar una
correlacion particular para el K a significa asumir que la correlacion aplicara para
cualquier condicion del proceso desarrollado y se debe tener en cuenta que el
transporte de masa debe ser gobernado por el mismo mecanismo en todas las
escalas (Hubbard et al., 1994). La aproximaciéon basica es la siguiente: como se
desea el mismo Kia para los dos fermentadores, las interacciones entre las
variables deben definir el K a manteniéndolo constante (Doran, 1999).

Muchos factores influyen en la demanda de oxigeno, los mas importantes son el
microorganismo, la fase de crecimiento del cultivo y la fuente de carbén del medio.
El tamafo de las burbujas de aire, es un parametro critico que afecta la
transferencia de oxigeno, entre los procesos fisicos que determinan este
parametro esta la coalescencia, que hace que en un medio liquido una gran
fraccion de las colisiones de las burbujas resulten en formacién de burbujas mas
grandes, esto es indeseable ya que reduce el area de transferencia de oxigeno y
el tiempo de permanencia del gas en el medio liquido. Las sales suprimen la
coalescencia, por lo tanto los medios de cultivo son generalmente no
coalescentes, esto es una ventaja para la transferencia de oxigeno (Doran, 1999).



2. DISENO METODOLOGICO

2.1 Evaluacion de la influencia de la presencia o ausencia de luz en el cultivo
sumergido de G. lucidum.

2.1.1 Ubicacion

Los analisis y pruebas correspondientes a este trabajo, se realizaron en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad EAFIT en la ciudad de Medellin.

2.1.2 Activacion de la cepa

La activacion de la cepa de G. lucidum se llevo a cabo de la siguiente manera: Se
inocul6 un vial en una caja de Petri con Agar Papa Dextrosa (Agar PDA), con el
fin de activar la cepa, se incubo por 8 dias a 30 °C, en la Incubadora digital WTC
Binder. Posteriormente, se almacen6 a 4 °C para luego replicarla y obtener las
cepas de trabajo.

2.1.3 Preparacion del inéculo

La preparacion del indculo se realizé segun el procedimiento sugerido por Fang y
Zhong (2001), llevandolo a cabo en erlenmeyers de 250 ml con 50 ml de medio a
pH inicial de 5.5, los cuales fueron esterilizados en un autoclave horizontal, a
120°C por 15 min., e inoculados con discos de 5 mm aproximadamente de G.
lucidum, provenientes de la cepa de trabajo. Los frascos se llevaron a un Agitador
orbital, a 100 rpm y 30 °C por cinco dias.

A continuacién se muestra los componentes del medio de cultivo empleado en
esta etapa y la concentracion en la que debe estar cada uno de sus componentes:

Tabla 2. Composicion del medio de preindculo (Carvajal y Rendon, 2004).

Compuesto Composicion (g/L)
Glucosa 35
Peptona 5

Extracto de levadura 5

KH,PO,4 1
MgS0O,4.7H,0O 0,5
Vitamina B4 0,05
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2.1.4 Medio de cultivo.

Se prepararon dos litros del medio de cultivo segun Carvajal y Rendon (2004), los
cuales fueron esterilizados a 120°C por 15 min., e inoculados con el preindculo ya
mencionado. En la siguiente tabla se muestran los componentes de éste medio
de cultivo y su respectiva composicion.

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo (Carvajal y Renddn, 2004).

Compuesto Composicién (g/l)
Glucosa 60
Peptona 5

Extracto de levadura 5

KH,PO,4 1
MgSO4.7H20 0,5
Vitamina B 0,05

Las fermentaciones se llevaron a cabo en el biorreactor BIOENGINEERING CH
8636 durante 8 dias, tomando dos muestras diarias y realizando una réplica para
cada una de las condiciones de luz analizadas.

A continuacion se muestran los montajes empleados para llevar a cabo las
biotransformaciones:

Figura 1. Biotransformaciones.

a) Montaje con luz b) Montaje sin luz

2.1.5 Condiciones del cultivo
Los procesos de biotransformacion se realizaron a una temperatura de 30 °C,

velocidad de agitacion de 100 rpm, empleando un agitador tipo Rushton de 6
aspas, pH 6, velocidad de aireaciéon de 1.5 vvm. La densidad de in6culo empleada
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para el proceso fue de 2 g/l de peso humedo (Londofio, 2004), obtenida por previa
centrifugacién a 4500 rpm por 20 min., en una Centrifuga Refrigerada Tubular,
luego de lo cual se descart6 el sobrenadante para proceder a pesar la biomasa en
una balanza analitica, hasta alcanzar el peso requerido. Este procedimiento se
llevé a cabo en una camara de flujo laminar.

2.1.6 Toma de muestras

Las muestras se tomaron cada 24 horas por duplicado (Carvajal y Rendon, 2004),
tomando la primera inmediatamente después de la inoculacion (tiempo cero).
Antes de tomar cada muestra se realiz6 una purga al sistema.

2.1.7 Medicion de biomasa
Esta medicion se llevo a cabo de la siguiente manera:

e Toma de la muestra (13 ml).

e Filtracion al vacio mediante el uso de bomba de vacio para filtracion BUCHI,
empleando un papel filtro Schleicher & Schuell Microscience # 595,
previamente secado y pesado.

e La biomasa humeda fue secada a 55 °C, por 24 horas en la Estufa Heraus
Instrument.

2.1.8 Determinacion de exopolisacaridos (EPS)

Para la determinacion y cuantificacion de EPS se empled el método de fenol-acido
sulfurico (Dubois et al., 1956) implementado en el laboratorio de biotecnologia de
la universidad EAFIT. Este es un micrométodo colorimétrico que ha sido
desarrollado para determinar cantidades de azucares y sustancias relacionadas
como son, oligosacaridos y polisacaridos que presentan un color naranja-amarillo
cuando han reaccionado con fenol y acido sulfurico concentrado, para
posteriormente ser leidos en la regidén del espectro visible. Es importante tener en
cuenta que las concentraciones arrojadas por éste método estan dadas en
equivalentes de glucosa en g/l (Ver Anexo 1).

Para llevar a cabo la prueba, se tomé 0.5 ml del filtrado colectado por muestra y se
precipitaron los EPS crudos con adicion de 2 ml de etanol absoluto, luego se
separaron por centrifugacion a 4500 rpm por 20 min. Los componentes insolubles
fueron resuspendidos con 2 ml de NaOH 1M a 60 °C, en el bafio seroldgico
Memmert por 1 hora, segun lo reportado por Tang y Zhong (2002b).
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2.1.9 Determinacion de polisacaridos totales.

Para determinar los polisacaridos totales se tomé una muestra el dia 8 de cada
fermentacion, y con el sonicador BRANSON digital sonifier, se realizd un
rompimiento celular a una amplitud del 60% por 2 min., empleando un horn de
media pulgada, con el fin de liberar los polisacaridos que se encuentran al interior
de la célula. Luego se filtr6 la muestra con un papel filtro Schleicher & Schuell
Microscience # 595 y se tomaron 0.5 ml de filtrado para realizar el método de
Dubois.

2.2 Definicion de la composicion del producto

A continuacion se muestra el procedimiento seguido para determinar el tipo y
cantidad de edulcorante, asi como la cantidad de G. lucidum, que deben ser
empleados en la preparacién de la gelatina enriquecida.

2.2.1 Determinacion del tipo de edulcorante.

Se evaluaron tres edulcorantes: Aspartame, estevia y panela. Después de la
elaboracion del producto se escogidé la mejor alternativa, con base en los
resultados de las pruebas organolépticas realizadas al producto. Estas pruebas
consistieron en tomar 30 personas de tres rangos diferentes de edades para que
probaran los tres productos, y le dieran una calificacion numérica de 1 a 10 al
sabor y la textura.

2.2.2 Definicion del contenido de Ganoderma lucidum en el producto.

Para determinar el contenido de G. lucidum requerido en la gelatina enriquecida,
se realizé6 una consulta sobre la dosificacion y contenido de G. lucidum,
empleados para otros productos ya existentes en el mercado.

2.2.3 Definicion del contenido de proteina del producto.

Una vez preparada la gelatina enriquecida, se realizé el analisis del contenido de
proteina, para esto se diluyeron 10 g. de la gelatina enriquecida en 1 litro de agua,
dicha solucion fue filtrada con papel Schleicher & Schuell Microscience # 595 y al
filtrado resultante fue analizado, por medio del método de Biuret (Switzer y Garrity,
1999).
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2.3 Analisis de prefactibilidad.
2.3.1 Estudio de mercado

Se realizdé un analisis de la demanda, la oferta, la competencia, los canales de
distribucién, los métodos de publicidad que se emplearan, asi como los volumenes
de produccion requeridos.

2.3.2 Estudio Técnico

Con base en los criterios de escalamiento reportados por Hincapié, et al. (2005), y
en los resultados obtenidos en el laboratorio, se realizé el disefio conceptual, que
consiste principalmente en la elaboracién del diagrama de flujo y los balances de
materia y energia del proceso de produccion de la gelatina enriquecida con
Ganoderma Ilucidum. Con la informacion obtenida a partir del disefio conceptual se
determind la tecnologia y la inversion inicial requerida, y se realizé una estimacion
de los costos de operacién. También se determiné la localizacion optima de la
planta y la mano de obra requerida tanto directa como indirecta.

2.3.3 Estudio econémico y financiero

Se hizo la estimacion de los costos de terreno, maquinaria y equipos, gastos de
montaje e ingenieria, licencias, capital de trabajo, costos de operacién, costos
administrativos, impuestos, gastos de comercializacion e ingresos. Y se realizé un
estudio de las alternativas de financiacién del proyecto. También se determinaron
varios indicadores de rentabilidad como la relacion beneficio/costo (B/C), el valor
presente neto (VPN) y la tasa Interna de retorno (TIR).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Procesos fermentativos

A continuacion se muestra el sistema empleado para llevar a cabo la
biotransformacion.

Figura 2. Sistema empleado para la biotransformacion

En la siguiente figura se muestra el crecimiento de biomasa, después de 8 dias de
biotransformacién, cuando se trabaja bajo condiciones de luz.

Figura 3. Crecimiento de biomasa
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3.1.1 Produccion de biomasa

La siguiente es una imagen vista al microscopio del G. lucidum, en la cual puede
verse claramente la formacion de micelio septado durante su crecimiento, algo
caracteristico de los hongos basidiomicetos.

Figura 4. Vista microscoépica del micelio.

A continuacién se muestran los resultados experimentales obtenidos para el
crecimiento de biomasa bajo diferentes condiciones de luminosidad.

e En presencia de luz

Tabla 4. Datos de concentracion de biomasa en presencia de luz.

Fermentacion 1 | Fermentacion 2 Promedio ..
DIA (a/l) () (g/l) Desviacion

0 1,6769 1,9538 1,8154 0,1958
1 4,7154 2,6077 3,6615 1,4904
2 6,3462 7,5769 6,9615 0,8703
3 5,9846 5,0769 5,5308 0,6418
4 4,7308 6,5000 5,6154 1,2510
5 7,7769 6,5154 7,1462 0,8920
6 9,1462 9,7846 9,4654 0,4515
7 10,5077 10,2077 10,3577 0,2121
8 11,1462 10,3692 10,7577 0,5494
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e En ausencia de luz

Tabla 5. Datos de concentracion de biomasa en ausencia de luz.

DIA Fermentacion 3 | Fermentacion 4 | Promedio Desviacion
(gl (g/l) (gl
0 2,3538 2,8769 2,6154 0,3699
1 4,4077 5,3615 4,8846 0,6745
2 4,9077 4,4231 4,6654 0,3427
3 5,6077 5,4538 5,5308 0,1088
4 7,4000 7,5769 7,4885 0,1251
5 8,9846 6,9846 7,9846 1,4142
6 9,3846 7,3077 8,3462 1,4686
7 13,5615 12,1615 12,8615 0,9899
8 13,7000 13,6077 13,6538 0,0653

A continuacion se muestra una grafica donde se puede ver la influencia de las
condiciones de luz evaluadas, sobre el crecimiento de biomasa respecto al tiempo.

Grafico 1. Concentracion de biomasa vs tiempo.

Biomasa Vs tiempo

—m—Con Luz

—e—Sin Luz
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La produccion de biomasa al final de la biotransformacion (dia 8), fue de 13,65 g/l
en ausencia de luz y 10,76 g/l en presencia de luz, al comparar estos datos con
3,94 g/l, valor reportado por Hincapié, et al. (2005), a las mismas condiciones de
cultivo para el dia 7 de la biotransformacién, se puede ver que en este estudio la
concentracion es mayor.

En una investigacion realizada por Fang y Zhong (2002), se obtuvieron unas
concentraciones maximas de 17,3 g/l a pH 6,5y 15,5 g/l a pH 5,5 de biomasa en
el dia 8, empleando erlenmeyers, con un volumen de medio de 50 ml, lo cual es
mas coherente con los resultados del presente estudio en el cual el pH fue de 6.

Tang y Zhong (2002a), obtuvieron una concentracion de biomasa de 10,08 g/l en
el dia 10 de la fermentacion, la cual fue realizada en un sistema Fed-Batch con un
sistema de agitacion Rushton, 2 | de volumen de trabajo y controlando la
concentracion de oxigeno disuelto entre el 20 y el 30% durante la fermentacion,
variando la agitacién y la aireacidon. De esto se puede inferir que los valores de
concentracion de biomasa obtenidos estan dentro de los rangos que generalmente
se han obtenido para el Ganoderma lucidum.

3.1.2 Produccion de Exopolisacaridos

Los resultados obtenidos para la produccion de polisacaridos bajo las diferentes
condiciones de luz evaluadas en la biotransformaciones son mostrados a
continuacion:

e En presencia de luz

Tabla 6. Produccion de exopolisacaridos en presencia de luz.

DIA Fermentacion 1 | Fermentacién 2 Promedio D P .
* * esviacion
(g/l) (g/l) (g/l)

0 0 0 0 0
1 0,8714 0,9322 0,9018 0,2555
2 0,8643 1,4210 1,1426 0,3221
3 0,9429 1,2409 1,0919 0,3783
4 0,9643 1,2666 1,1155 0,2038
5 2,0214 2,0641 2,0427 0,2316
6 1,6000 2,3470 1,9735 0,5110
7 1,8500 2,7586 2,3043 0,5914
8 3,2929 3,1187 3,2058 0,1705

* Las concentraciones estan expresadas en equivalentes de glucosa.
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e En ausencia de luz

Tabla 7. Produccién de exopolisacaridos en ausencia de luz.

Fermentacion 3 | Fermentacion 4 Promedio e s
DIA Desviacion
(g/n) * (g * (g/1)

0 0 0 0 0

1 0,8357 1,7296 1,2827 0,5267
2 0,9286 1,4210 1,1748 0,3432
3 0,9857 1,9354 1,4606 0,5660
4 1,4143 2,2956 1,8549 0,5346
5 1,6429 2,1412 1,8920 0,2948
6 1,6143 1,9869 1,8006 0,3187
7 2,1000 2,7071 2,4036 0,5357
8 3,8929 3,8647 3,8788 0,2973

* Las concentraciones estan expresadas en equivalentes de glucosa.

En el siguiente grafico, se hace una comparacion de la produccién de
polisacaridos a las dos condiciones de luz evaluadas.

Grafico 2. Produccién de Exopolisacaridos.

Produccion de Exopolisacaridos

——Luz
—@— Oscura

g/l eq glucosa
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La concentracion maxima de EPS reportada por Hincapié€, et al. (2005) es 5,3438
g/l, empleando las mismas condiciones de este estudio. Fang y Zhong (2002a), al
trabajar en erlenmeyers a las mismas condiciones de medio de -cultivo,
encontraron que la maxima concentracion de EPS alcanzada en el dia 8, fue de
1,08 g/l. Tang y Zhong (2002a) obtuvieron una concentracion maxima de
exopolisacaridos de 0,47 g/l en el dia 10 de la fermentacion, a las condiciones ya
descritas en el analisis de la biomasa. En un estudio realizado por Yang y Liau
(1998), en el cual se evalu6é el efecto de la aireacion en la produccion de
polisacaridos (PS) en un fermentador de 2 | por 7 dias, con una turbina tipo
Rushton a 30 °C y 200 rpm, a 1 vwvm y a 1,5 vvm, se encontré que a 1,5 vvm, la
concentracion maxima de PS era 1,85 mg/ml en el dia 5.

La concentracién maxima de polisacaridos obtenidos en este caso para el dia 8,
fue de: 3,88 g/l en ausencia de luz y 3.21 g/l en presencia de luz. Se puede ver
que estos valores son menores que los encontrados por Hincapié, et al. (2005),
pero significativamente mayores a los obtenidos en los demas estudios
mencionados anteriormente.

3.1.3 Evaluacién de la produccion de polisacaridos totales (PS).

La produccion de polisacaridos totales, fue evaluada por el método de Dubois,
después de someter el producto de la biotransformacion a un proceso de
rompimiento celular, por medio del sonicador BRANSON digital sonifier, del
laboratorio de biotecnologia de la Universidad EAFIT. A continuacién se muestran
los resultados obtenidos:

Tabla 8. Concentracion final de polisacaridos.

En presencia de luz
Fermentacion 1 | Fermentacion 2 Promedio Desviacion
(gmh* (g * (g
4,4306 5,4081 49194 0,6912
En ausencia de luz
Fermentacion 3 | Fermentacion 4 Promedio Desviacién
(g * (g * (g
6,3856 5,3567 5,8711 0,7276

* Las concentraciones estan expresadas en equivalentes de glucosa.
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La siguiente es una grafica donde puede verse claramente las diferencias
obtenidas para la produccién de polisacaridos, bajo diferentes condiciones de
luminosidad.

Grafico 3. Concentracién de polisacaridos totales

Polisacaridos Totales

7.00
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—1—
1
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Tal como se esperaba, la concentracion de polisacaridos totales es mayor que la
de EPS y el resultado obtenido es satisfactorio porque los polisacaridos son el
producto de mayor interés. La grafica indica que la ausencia o presencia de luz, no
afecta de manera significativa la produccion total de polisacaridos.

3.2 ANALISIS ESTADISTICO

El siguiente analisis estadistico se realizé con el fin de determinar si las
condiciones de Iluz empleadas en las biotransformaciones, influyen
significativamente en la produccion de biomasa y exopolisacaridos.

3.2.1 Produccion de biomasa

Las siguientes son las condiciones empleadas para realizar el analisis estadistico,
de los datos de concentracion de biomasa obtenida en las biotransformaciones:
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¢ Modelo estadistico empleado: Modelo con mediciones repetidas o de tendencia
en el tiempo (Kuehl, 2001).

Factor bajo estudio: Produccion de biomasa en el tiempo del G. lucidum.
Tratamientos: En presencia de luz blanca y en ausencia de luz.

Nivel de confianza: 95%

Nivel de significancia (o) : 0.05

3.2.1.1 Analisis de varianza para la produccién de biomasa

En la tabla que se muestra a continuacién se encuentran los resultados obtenidos
con la ayuda del software STATGRAPHICS PLUS 5.0.

Tabla 9. Andlisis de varianza para concentracion de biomasa

Fuente Suma de | Grados de | Cuadrados F p

cuadrados libertad medios

Efecto Dia 344.345 8 43.0431 63.41 | 0.0000

Efecto Tratamiento 5.01626 1 5.1626 7.39 0.0141

Interaccion: dia- 22.5126 8 28140 | 4.15 | 0.0058

tratamiento

Residual 12.2178 18 0.5787

Total 384.0914 35

Dado que el valor P de la interaccion Dia-tratamiento es menor que el nivel de
significancia, el tratamiento tiene un efecto estadisticamente significativo sobre la
produccién de biomasa en el tiempo.

3.2.1.2 Analisis de rangos multiples para la produccién de biomasa

Debido a que el tratamiento empleado influye significativamente en la produccién
de biomasa, es necesario realizar un analisis de rangos multiples que permita
determinar el tratamiento con el cual se obtiene mayor producciéon de biomasa,
respecto al tiempo. En la siguiente tabla se muestra los resultados obtenidos para
este analisis, empleando el método de Tuckey.
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Tabla 10. Método de Tuckey (STATGRAPHICS PLUS 5.0).

Tratamiento | Observaciones | Media LS | Sigma LS Hor?mgl;%(:lios
Con Luz 18 6,8123 X
Sin Luz 18 7,5589 X
Contraste Diferencia +/- Limites
Con luz-Sin luz -0,7465" 4,043 107
* Denota una diferencia estadisticamente significativa

De acuerdo con los resultados la produccion de biomasa es significativamente
mayor cuando las fermentaciones son realizadas en ausencia de luz.

A continuacién se muestra la grafica dada por el software STATGRAPHICS para
la media de produccion de biomasa, con su respectiva desviacion, para las dos
condiciones de biotransformacion trabajadas.

Gréafico 4. Produccidon media de biomasa

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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3.2.2 Produccion de exopolisacaridos

Las siguientes fueron las condiciones empleadas para realizar el analisis
estadistico de los resultados de produccion de exopolisacaridos:

e Modelo estadistico: Modelo con mediciones repetidas o de tendencia en el
tiempo (Kuehl, 2001).

e Factor bajo estudio: Produccién de exopolisacaridos respecto al tiempo del
G. lucidum.

e Tratamientos: En presencia de luz blanca y en ausencia de luz.
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e Nivel de confianza: 95%
¢ Nivel de significancia (o) : 0.05

3.2.2.1 Analisis de varianza para la produccién de exopolisacaridos.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos, utilizando
STATGRAPHICS:
Tabla 11. Analisis de varianza para exopolisacaridos
Fuente Suma de | Grados de | Cuadrados F P
cuadrados | libertad medios
Efecto Dia 18,588 7 2,6555 15,78 0
Efecto Tratamiento 0,4850 1 0,4850 2,88 | 0,1090
Interaccion: dia- 0,8592 7 0,1227 | 0,73 | 0,6504
tratamiento
Residual 2,6930 16 0,1683
Total 22,6261 31

Dado que el valor P de la interaccion dia-tratamiento es mayor que el nivel de
significancia, el tratamiento no tiene un efecto estadisticamente significativo sobre
la producciéon de exopolisacaridos en el tiempo, por lo tanto la produccion de
exopolisacaridos del G. lucidum no es afectada significativamente por la presencia
0 ausencia de luz durante la fermentacion.

3.3 Formulacién del producto.
3.3.1 Definicion de contenido de G. lucidum.

En estudios anteriores se ha establecido que una pildora de 75 mg de G. lucidum,
usada para el cuidado general de la salud, debe contener aproximadamente el
11.25% de polisacaridos (Meschino, 1998), lo que corresponde a una dosis de
8.44 mg de polisacaridos por cada pildora.

La concentracion maxima de polisacaridos obtenida en este proyecto fue de
aproximadamente 6 g/l, por lo tanto para que el producto cumpla con el contenido
recomendado de polisacaridos, se requiere adicionar 1.4 ml del producto final de
fermentacion por cada gelatina de 12 gr.
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3.3.2 Determinacion de tipo y cantidad de edulcorante

Al realizar varios ensayos preliminares, se llegé a la conclusién de que la panela
era indispensable para lograr la consistencia adecuada en el producto, por lo
tanto, es necesario conservar al menos un 75% de la panela que generalmente se
usa para la preparacion de la gelatina de pata tradicional. A continuacion se
muestran las formulaciones realizadas variando el tipo de edulcorante:

o Estevia

Para la evaluacion de éste edulcorante, se utilizd un producto comercializado bajo
la marca Erba Dolce, el cual estda compuesto principalmente de esteviésido y
maltodextrinas, cuyo contenido caldrico es despreciable y que, ademas, se
caracteriza por ser dos veces mas dulce que la sacarosa.

Tabla 12. Formulacion con estevia

Ingrediente Cc;g:p;:slgl)on
Colageno 29.7467
Panela 44 1466
Erba Dolce * 7.3568
G. lucidum 18.7476
Canela 0.0113

* Calculado con base en el poder
endulzante del producto.

e Aspartame

Para este ensayo se empled un edulcorante comercial conocido como Konfyt, el
cual esta compuesto por una mezcla de aspartame, acesulfame K vy
maltodextrinas, su contenido caldrico es de 4 cal/g y es dos veces mas dulce que
la sacarosa.

Tabla 13. Formulacién con aspartame

Ingrediente Cc;g:p::slgl)on
Colageno 29.7467
Panela 44.1466
Konfyt* 7.3568
G. lucidum 18.7476
Canela 0.0113

* Calculado con base en el poder
endulzante del producto.
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e Panela

Se evalud la panela como edulcorante unico para el producto, con el fin de tener
un punto de referencia en la evaluacion de los demas edulcorantes en cuanto a la
textura y el sabor del producto.

Tabla 14. Formulacién con Panela

Ingrediente C‘;{,‘/:pg’:s'g'f"
Colageno 29.8855
Panela 58.9655
G. lucidum 11.1494
Canela 0.0115

3.3.3 Pruebas organolépticas

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para el ensayo
organoléptico, realizado al azar, con personas de diferentes edades.

Tabla 15. Resultados del panel organoléptico.

Erba Dolce Konfyt
Perignaaﬁsoge 6- Panela (Estevia) (Aspartame)
Sabor | Textura | Sabor | Textura | Sabor | Textura

1 7 6 10 10 5 4

2 6 5 8 9 6 5

3 8 7 8 9 7 5

4 5 8 7 6 5 5

5 9 8 8 9 6 7

6 10 7 10 10 7 7

7 7 6 10 10 7 6

8 6 6 10 10 5 6

9 8 5 9 10 6 5

10 6 7 8 9 5 5
Promedio 7,2 6,5 8,8 9,2 5,9 5,5
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Tabla 16. Resultados del panel organoléptico (continuacion).

Erba Dolce Konfyt
Pers;on:?‘ :se 16- Panela (Estevia) (Aspartame)
Sabor | Textura | Sabor | Textura | Textura| Sabor

1 6 6 8 10 10 8

2 7 9 8 8 5 9

3 9 6 10 6 8 5

4 7 10 9 3 8 8

5 8 10 8 7 8 2

6 9 5 5 9 8 4

7 7 9 10 10 6 4

8 5 6 9 9 7 5

9 6 7 9 9 5 6

10 8 7 10 10 6 5
Promedio 7,2 7,5 8,6 8,1 7,1 5,6

Erba Dolce Konfyt
Per;;:naﬂs > de Panela (Estevia) (Aspartfgme)
anos
Sabor | Textura | Sabor | Textura | Textura| Sabor

1 5 7 9 10 5 7

2 6 8 10 10 6 6

3 7 5 10 9 5 5

4 7 7 8 8 7 7

5 6 9 9 9 8 7

6 8 9 9 9 7 5

7 7 8 7 8 6 6

8 5 6 9 9 5 7

9 8 6 10 10 7 5

10 7 7 10 10 6 5

Promedio 6,6 7,2 9,1 9,2 6,2 6
TOTAL 7 7,067 8,833 8,833 6,4 57
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3.3 Contenido proteico del producto.

La cuantificacion de proteina total en el producto, se realizé con dos muestras de
0.5 ml, tomadas del filtrado de una solucién, preparada al diluir 10 g. de gelatina
enriquecida en un litro de agua. Tras el analisis de éstas muestras con el método
de Biuret (Ver Anexo 2), se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 17. Concentracion de proteina.

Concentracién de Proteina total (g/l) Desviacion
la muestra (g/l) Muestra 1 Muestra 2 Promedio
10 2,0866 2,0545 2,0706 0,0014

En los datos anteriores se puede ver que por cada 10 g de gelatina enriquecida,
se tiene aproximadamente 2 g. de proteinas, por lo tanto, el producto contiene
alrededor de 20% de proteinas.

Al comparar la gelatina enriquecida con otros alimentos reconocidos por su alto
valor proteico, como por ejemplo el huevo, el cual contiene un 12,1% de proteinas
(Latham 2002), se puede ver que esta ofrece un gran aporte nutricional en la dieta
diaria.

3.4 Analisis de prefactibilidad.
3.4.1 Estudio de mercado
3.4.1.1 Descripcion del producto

El producto elaborado a partir de gelatina proteica y el hongo G. lucidum, sera
distribuido en cajas de 12 unidades, de 144 g (12 g cada una) y se comercializara
en forma de barras de color blanco y negro de consistencia gelatinosa.

3.4.1.2 Usos y aplicaciones del producto.

Este producto puede ser utilizado como complemento alimenticio, por su alto
contenido de proteinas y para la prevencion de enfermedades por poseer algunos
compuestos activos presentes en el hongo G. lucidum, como polisacaridos y
acidos ganodéricos, a los cuales se le atribuyen propiedades medicinales como:
regulacion del sistema inmune, propiedades antitumorales, disminucién del
porcentaje del colesterol y el excedente de grasa contenidos en la sangre,
reduccion de la agregacion plaquetaria y control de la presidn sanguinea
(Meschino, 1998).
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3.4.1.3 Caracteristicas del producto.

Es un producto natural de alto valor agregado, de bajo costo, comparado con otros
productos de G. lucidum que existen a nivel internacional. Es de buen sabor y con
un contenido en calorias menor que la gelatina de pata tradicional. Resulta
atractivo para el consumo nacional, porque tiene un sabor similar a un producto
tan tradicional de la gastronomia colombiana como lo es la gelatina de pata de res.
A nivel internacional podria tener un impacto positivo en el consumidor porque se
ha notado una buena acogida de este tipo de postres por parte de los extranjeros.
Estados Unidos, por ejemplo, es denominado el mercado natural para los
‘productos étnicos”, “en Europa todo lo que tenga un aire latino o tropical es
sinbnimo de exdtico y puede venderse como pan caliente”, indico José Manuel
Alvarellos, director comercial para América Latina de la empresa espafiola EIA,
S.A., especialista en temas de comercio internacional (Campos. D, 2004).

3.4.1.4 Identificacion del mercado

Los nutracéuticos incluyen una amplia gama de productos de consumo que
utilizan compuestos naturales. Estos compuestos se encuentran en su estado
natural o en productos alimentarios que suministran niveles mejorados de
vitaminas, minerales, nutrientes u otras sustancias que, segun se afirma,
mantienen la salud. Se estima que el mercado para estos productos ascendera a
la suma de 9.600 millones de dolares en 2008, constituyéndose como uno de los
mercados mas promisorios para la regién andina. En los Estados Unidos, las
ventas de estos productos aumentan entre 5% y 10% al afio (CAF, 2005).

El area de alimentos funcionales, un tipo especifico de productos nutraceuticos,
goza de una importante presencia en el mercado y de una rapida tasa de
crecimiento. Los alimentos funcionales dominan las ventas de la industria de la
nutricién en los Estados Unidos, Europa, Japdén y Canada. En 2002, el valor de la
industria de los alimentos funcionales en los Estados Unidos fue de 20.200
millones de délares 6 4% del valor total de la industria alimentaria. Se prevé una
tasa de crecimiento promedio cercana al 13%, alcanzando un valor de mercado de
37.700 millones de dodlares en 2007 (CAF, 2005).

En Colombia los alimentos funcionales ya han entrado en auge. ACNielsen realizé
un estudio, en el cual se muestra el crecimiento del mercado de los productos
funcionales. A continuacion se presentan los resultados de crecimiento para
diferentes categorias de alimentos funcionales, con respecto al mercado global de
cada categoria (Dinero, 2005).
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Tabla 18. Analisis del mercado de los productos funcionales (Dinero, 2005).

Crecimiento | Crecimiento | Participacion Diferencia de
Cateqgoria total productos saludables precio frente al
9 categoria saludables frente al promedio del
%) (%) volumen total mercado
(
Salsa de o Superior entre el
tomate 3,5 81 Menos del 3% 10% y 20%
Superiores en mas
o)
Dulces 1 23 Menos del 3% del 30%
Gomas de 5 18 Entre el 3% y | Superiores en mas
mascar el 7% del 30%
Chocolate de 55 16 Entre el 3% y | Superiores en mas
mesa ’ el 7% del 30%
Refrescos en 29 16 Entre el 7%y | Superior entre el
polvo el 15% 10% vy el 20%
, Entreel 7%y | Superior entre el
Margarinas 2 13 ol 15% 20y el 30%
. Entre el 3% y | Superiores en mas
Café soluble 4 12 ol 7% del 30%
0,
Chocolatinas 4,5 10 Menos del 3% .Menos del 10 /°.e
incluso por debajo.
Leche larga 45 9 Mas del 25% Menos del 10% e
vida ’ ° | incluso por debajo.
Jugos y 07 6 Entreel 7%y | Superior entre el
néctares ’ el 15% 10% vy el 20%+
Cereales 55 3 Mas del 25% Menos del 10% e
listos ’ ° | incluso por debajo
Pan 4 o Entreel 7%y | Menos del 10% e
Empacado el 15% incluso por debajo

De acuerdo a los resultados del estudio de ACNielsen, es posible identificar que el
mercado de algunos alimentos funcionales esta creciendo a un ritmo mucho mas
alto que el del segmento respectivo. Esto ocurre en casos como salsa de tomate,
dulces, gomas de mascar, chocolate de mesa, margarinas, café soluble,
chocolatinas, leche larga vida, jugos y néctares. Con excepcion de los dos ultimos,
los productos funcionales crecen a tasas de dos digitos, mientras su respectiva
categoria lo hace a tasas inferiores al 10%. El estudio de ACNielsen revela
también como han ido ganando terreno los productos saludables en cuanto a
ventas por volumen en cada categoria en Colombia. En leche larga vida y cereales

listos, representan mas de 25%. En aceites liquidos,

mayonesas, margarinas y

refrescos en polvo tienen entre el 7 y el 15% del mercado (Dinero, 2005).
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3.4.1.5 Politicas relacionadas con alimentos funcionales

Los alimentos funcionales tienen menos restricciones de reglamentacion y
requerimientos de capital que los productos farmacéuticos. En términos de tipos
de requerimientos de tecnologia, en el desarrollo de alimentos funcionales no
existen plataformas de tecnologia especificas. Como se derivan de ingredientes
naturales, el desarrollo y fabricacion de alimentos funcionales es caracteristico del
segmento en el cual se comercializan. Por ejemplo, los “yogurt funcionales”
emplean tecnologias caracteristicas de la industria lactea en la fabricacién de
cualquier otro yogurt (CAF, 2005).

Las condiciones de reglamentacién difieren ampliamente entre los Estados
Unidos, la Union Europea y Japon. En la Unidn Europea, muchos aspectos de la
reglamentacion de los productos nutracéuticos continuan siendo determinados por
Estados Miembros individuales. En consecuencia, en la Union Europea, el
cumplimiento de la reglamentacion puede ser muy complicado. El sistema de los
Estados Unidos es mas desarrollado, si bien continua restringido por la
ambiguedad sobre si los alimentos funcionales son complementos alimenticios o
dietéticos “Alimentos para Uso Especifico en Salud” (FOSHU, por sus siglas en
inglés). Por su parte, el sistema de reglamentacién japonés, es algo mas
avanzado, pues tiene como finalidad primaria permitir que ingredientes
establecidos y aceptados sean utilizados en los alimentos, antes que estimular el
desarrollo de nuevos ingredientes (CAF, 2005).

En los Estados Unidos, entr6 en vigencia en mayo de 1997 una nueva
reglamentacion sobre “alimentos nuevos”, la cual hace todavia mas compleja la
situacion para quienes buscan introducir alimentos con ingredientes activos al
mercado. Entre los alimentos nuevos se incluyen tipos de alimentos o ingredientes
que todavia no se han utilizado para consumo humano. El mayor énfasis de la
actualidad se hace en la evaluacién de la seguridad de ingredientes derivados de
organismos genéticamente modificados (OGM) antes que en la promocion de
alimentos funcionales (CAF, 2005).

En Colombia, se trabaja en una reglamentacion para que se puedan comercializar
productos que estan en el limbo, pues no son alimentos ni son medicamentos.
Esto permitiria que mediante un sticker se explique que el producto no esta
avalado por el Invima pero que no causa dafios a la salud. Otro aspecto muy
importante es que el gobierno tiene el objetivo claro de volver competitivas las
ventajas de Colombia en el tema de la biodiversidad sobre todo a puertas del TLC
(Dinero, 2005).

Dado que la fuente de los alimentos funcionales son los ingredientes naturales, un
fabricante no puede reclamar la proteccion inherente a la propiedad intelectual por
un producto de la naturaleza, puede reclamar la propiedad intelectual por uso de
un producto natural, por la combinacion de productos naturales en una férmula o
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puede reclamar los derechos de autor sobre una marca identificada con uno o mas
productos naturales (CAF, 2005).

3.4.1.6 Competencia

Actualmente, en Colombia no se conocen empresas que se dediquen a fabricar
productos con base en G. lucidum, por ende no hay competencia directa a nivel
nacional. A nivel internacional si se han desarrollado diversos productos a partir
del cuerpo fructifero de G. lucidum como lo son: te, café, chocolate, capsulas,
elixir, sopa, etc., los cuales son muy apetecidos por el mercado, pero tienen la
desventaja de que son muy costosos. Se tiene precios de algunos productos
nutracéuticos que podrian entrar a competir directamente con la gelatina
enriquecida:

Tabla 19. Productos nutracéuticos sustitutos (Ganoexcel, 2006).

Suplemento nutracéutico Precio (US)
Ganoderma 90 - ( 90 Caps/Bottle ) 48.00
Ganoderma 30 - ( 30 Caps/Bottle ) 17.00
Gano Excellium 90 - ( 90 Caps/Bottle ) 48.00
Gano Excellium 30 - ( 30 Caps/Bottle ) 17.00
Gano Garcinia - ( 120 Caps/Bottle ) 52.00
Gano Sakanno 60 - ( 60 Caps/Bottle ) 55.00
Gano Sakanno 30 - ( 30 Caps/Bottle ) 29.00

Estos productos son elaborados por una empresa llamada Gano Excel, la cual
trabaja solo con cultivo sdlido y tiene operaciones y oficinas en 14 paises y sede
central en Malasia, con 10 afios en el desarrollo de productos y que reporté $130
millones de délares en ventas en el 2003 (Ganoexcel, 2006).

Ademas de esta empresa, en China e Indonesia existen grandes empresas
dedicadas a la produccién y exportacion de productos de G. lucidum como Fuijan
Xianzhilou Biological & Technology Co., Taian Zhonxin Ganoderma Ilucidum
Technology Co. Ltd , entre otras.

3.4.1.7 Formas de ventas y distribucion.

Para realizar la incursion del producto en el mercado se empleara el modelo de
ventas multinivel, el cual consiste en emplear a los clientes o consumidores como
fuerza de venta y medio publicitario, a cambio de esto los clientes/vendedores
reciben comisiones por las ventas generadas por ellos y por las personas que han
incluido en el sistema. Este tipo de ventas es muy utilizado para la
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comercializacion de productos naturales, ademas, es un negocio creciente que
produce ingresos adicionales para 54 millones de personas en el mundo. Se dice
que a finales de 2012, cerca de 200 millones de personas, entre ellos los chinos,
quienes representan un mercado atractivo para este producto, estaran en el
negocio multinivel. A nivel local se ha reportado que Colombia es el cuarto pais de
América Latina con ventas multinivel con mas de 583 millones de ddélares en el
periodo 2003-2004 y una fuerza de ventas de 650.000 personas (Lopera, 2005).

3.4.1.8 Caracteristicas de los consumidores actuales o potenciales

La preocupacion por la vida saludable es una tendencia mundial. Segun The Food
and Marketing Institute, cerca del 87% de los consumidores revelan estar
preocupados por la nutricion. Los consumidores consideran que la mejor manera
de controlar su estrés es llevar una vida saludable. De acuerdo con un estudio de
Napoledn Franco, el 49% de los colombianos hace deporte y el 30% cuida su
alimentacion (Dinero, 2002).

El consumidor de hoy reconoce la importancia de cuidar su salud y su cuerpo. La
nutricion, el deporte y llevar una vida sana constituyen hoy una de las tendencias
mas significativas en los mercados de consumo en el pais. La salud, que en otras
épocas solo era una variable importante en el mercado de las drogas, hoy es un
atributo valioso que decide la compra en un amplio numero de productos de
consumo (Dinero, 2002).

Se podria pensar que la evolucién de los productos alimenticios dietéticos a los
productos basados en nutrientes para atender también otros aspectos de la salud,
constituye un viraje radical de la idea de considerar un problema general de salud
(tener sobrepeso) a tratar una gama de problemas de salud con hierbas y
extractos especificos. En los afos 90, cuando los consumidores comenzaron a
preocuparse por saber mas sobre la salud y la dieta, también comenzaron a
consumir estos productos, no solamente para resolver problemas de apariencia,
sino también para evitar la enfermedad (CAF, 2005).

3.4.1.9 Analisis DOFA

Es necesario identificar las fortalezas y debilidades de la organizacioén, asi como
las oportunidades y amenazas que ofrece el entorno, ya que esto permite
determinar los aspectos que se deben mejorar, caracterizar la competencia y el
medio en el cual se desarrollara el proyecto.
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Tabla 20. Analisis DOFA

FORTALEZAS

DEBILIDADES

La empresa cuenta con el conocimiento
necesario para el desarrollo de un
producto nuevo e innovador.

Como esta empresa utiliza cultivo
sumergido para la obtencién del hongo,
obtiene una mayor  productividad
comparada con las que emplean el cultivo
solido que es el que se \utiliza
actualmente.

La matriz que se emplea para la
fabricacion del producto tiene alto
contenido proteico, lo que permite darle
mayor valor agregado.

El hecho de que el producto posea estevia
lo hace atractivo para el consumidor por
tener un contenido calérico menor que el
de la gelatina tradicional.

La inversion inicial requerida para el
proyecto es significativamente alta, puesto
que los equipos requeridos ademas de ser
muy costosos, algunos de ellos deben ser
importados.

OPORTUNIDADES

AMENAZAS

Los consumidores en el mundo estan
tomando conciencia de la importancia del
consumo de productos saludables, esto
es evidenciado en el notable crecimiento
de la demanda de los productos
funcionales.

Los precios de los productos sustitutos
existentes, son significativamente mayores
al que tendra este producto.

La gelatina de pata por ser un producto
altamente nutritivo y propio de la cultura
colombiana, resulta muy atractivo en el
mercado internacional.

El Ganoderma lucidum goza de un gran
reconocimiento a nivel internacional,
especialmente en los paises asiaticos y
los Estados Unidos por sus propiedades
medicinales.

Actualmente el INVIMA y la FDA tienen
problemas técnicos en lo que respecta a
la correcta definicion de esta clase de
productos por lo tanto, la obtencién del
registro sanitario puede resultar
complicada.

Como es un producto nuevo en el
mercado se requiere de wuna gran
inversion en publicidad para darlo a
conocer tanto en Colombia como en el
exterior.
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3.4.1.10 Proyeccion de la demanda

Para realizar la proyeccion de la demanda se tomara como base la produccion de
G. lucidum de la empresa china Fujian Xianzhilou Biological Science & Technology
Co, la cual es una empresa relativamente nueva en el mercado ya que fue
fundada en el 2001. Esta empresa se dedica al cultivo industrial de G. lucidum en
medio sdlido, para la elaboracion de productos como capsulas, Ganoderma
pulverizado entre otros (Xianzhilou, 2006). La produccion anual de esta empresa
es de 300 ton/ano. Teniendo en cuenta que dicha empresa es exportadora, tiene
un amplio mercado y maneja una gran gama de productos; se estima que en un
principio se podria obtener el 0,4 % de su demanda, lo cual equivale a 1,2
ton/afio. Ademas, se prevé que el crecimiento anual sera del 10%.

3.4.1.11. Analisis de la oferta

El producto que se tiene es nuevo, por lo tanto no puede hacerse un analisis,
detallado de la oferta. Sin embargo, tomando como referencia el comportamiento
en el mercado de empresas que elaboran productos derivados de G. lucidum,
como la empresa Gano Excel, la cual en solo 10 afnos de operacion ha ingresado
exitosamente en el mercado de 14 paises en el mundo y reporté ventas de 130
millones de doélares en el 2003, se puede inferir que el G. lucidum ha tenido una
buena aceptacion en el mercado; por lo tanto, las empresas que se dedican a la
explotacion de este hongo deben ir aumentando la oferta de sus productos.

3.4.1.12. Analisis de precios

El precio va a estar afectado por los siguientes factores:

- Destino del producto (Costos de transporte).

- Variaciones en la disponibilidad y costo de la materia prima.

- Volumen de produccion (mayores volumenes menor costo unitario).

Politicas que pueden afectar el precio:

- Impuestos y aranceles.

- Incentivos gubernamentales por ser una empresa naciente y de innovacion
tecnoldgica.

3.4.1.13 Analisis del sistema de comercializacion

Sistema de publicidad y promocién:

Debido a que se va a utilizar un sistema de ventas multinivel con una empresa ya
reconocida en este mercado, el producto sera vendido bajo la marca de dicha

empresa; por lo tanto la publicidad y promocion seran asumidas por la
comercializadora.
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3.4.2 Estudio técnico
3.4.2.1 Capacidad de produccién

La demanda tanto nacional como internacional del producto fue estimada en el
estudio de mercado en 70.416 cajas por 12 unidades al ano, es decir 196 cajas al
dia. Para ello se requiere producir 33 | de Ganoderma lucidum y procesar 281,6
Kg de melao por cada lote de diez dias.

3.4.2.2 Diseno conceptual del Proceso
3.4.2.2.1 Escalado del biorreactor

Se utilizé el coeficiente de transferencia de oxigeno (K.a) como criterio de
escalamiento, ya que dicho parametro representa correctamente este sistema
(Hincapié et al., 2005), ademas, teniendo en cuenta que el proceso es
significativamente dependiente del oxigeno, el K, a es fundamental para mantener
el crecimiento y la productividad del microorganismo cuando se trabaja a gran
escala.

e Determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno.

De las correlaciones para KLa dadas en la literatura, se escogi6 la propuesta por
Van't Riet en 1979, ya que puede ser aplicada para soluciones electroliticas no
coalescentes y el medio de cultivo empleado, tiene este comportamiento. La
correlacion de Van't Riet se presenta a continuacion (Asenjo, J., 1995):

0.7
K.a=2x10"3 (%} (vs)*-2

Para poder llevar a cabo este escalado, es necesario conocer algunos datos de
operacién y de diseno del biorreactor a escala de laboratorio, las propiedades del
medio de cultivo y datos basicos de disefio del biorreactor a escala piloto, se
presentan en las Tablas 21, 22 y 23.
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Tabla 21. Datos de operacién y disefio del biorreactor a escala de laboratorio

D (m) 0,12
Di (m) 0,045
He (m) 0,167
Hi (m) 0,0457
Wb (m) 0,01
Nb 4
Wi (m) 0,0122
Li (m) 0,015
n; (rpm) 100
n; (rps) 1,6667
Q (m°/s) 510
V (m?) 2107
Wi/Di 0,27
D/Di 2,6667
H./Di 6,6667
Vs (mi/s) 0,0086
K.a experimental (s™) 0,0032

Tabla 22. Propiedades del medio de cultivo.

1,0139
0,0081

Densidad (g/cm3)
Viscosidad (P)

Tabla 23. Datos de disefio de los biorreactores de 41y 40 | (Walas, 1990).

Parametro Biorreactor de | Biorreactor de
4t 40 It
D (m) 0,1541 0,332
Di (m) 0,0577 0,1244
He (m) 0,2144 0,462
Hi (m) 3,57*10° 0,077
Li (m) 0,0072 0,015
Wb (m) 1,284*10 2,766*10"
Wi (m) 0,1787 0,385
Nb 4 4
Hb 0,0288 0,0622
H./D 1,3916 1,3916
Di/D 0,375 0,375
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Donde (ver Figura 5):

D = Diametro interno del reactor Di = Diametro del impulsor
H. = Altura del liquido Wb = Ancho del bafle

Hi = Altura del fondo del reactor al impeler Nb = Numero de bafles

Wi = alto del impeler Li = ancho del impeler

n; = Velocidad de agitacion Q = Flujo de aire

V = Volumen de trabajo en el reactor
Vs = Velocidad de ascenso de la burbuja
KLa = Coeficiente volumétrico de transferencia de masa

Figura 5. Dimensiones para un tanque agitado (Walas, 1990).

Baffle width, 4
w=D/12

Offset = w |6 Erafl,_ tube

v

HI3

Edfe
Baffle
T

Offzet

=d/2
~

| |
| " !

Después de tener esta informacion, se lleva a cabo el proceso de escalado de la
siguiente forma:

e Calculo del numero de Reynolds (Re) (Doran, 1999)

_nD’p
U

Re

e Obtencién y correccién del numero de potencia (Np)

Para la obtencion del numero de potencia se utiliza el grafico que se encuentra en
libro Bioprocess Engineering Principles (Doran, 1999). Dicho grafico se presenta
en la Figura 6.
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Figura 6. Relacion entre el Re y el Np para tres tipos de impulsores.
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Calculo de
aireacion (Doran, 1999)

Np=Np’ {

la potencia entregada al

{]'V / D{rm!) )

1.25

WiD,,

(opri.«m}

)

Po =Npc*p*Ni° *Di°

Na

_ Li*N°agitadores

Di° *Ni
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fluido por

Calculo del numero de aireaciéon (Na) (Bailey y Ollis, 1977)

el

Dado que el biorreactor a escala de laboratorio no cuenta con la misma
configuracion geométrica que los reactores utilizados para encontrar estas
relaciones, es necesario aplicar un factor de correccion para el numero de
potencia hallado por este método. De esta forma, el numero de potencia
corregido es (Trujillo, 2005):

agitador sin



¢ Obtencién de la relacién entre la potencia gaseada y la no gaseada
Para la obtencion de esta relacion, se hace uso de la Figura 7.

Figura 7. Relacion entre Pg/Po y Na (Bailey y Ollis, 1977).
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e Determinacioén de los parametros de operacion (Universidad Nacional de
Colombia, 2006).

Velocidad de giro del impulsor (ng):

0.7
0.026£PGJ v N v

(KLa)p P 0.7 0 nPSDAPZ 4
0.026 F| v,

P

ng ) D,, 1925
n) Dy

AP

Donde:

G = reactor grande
P= Reactor pequeio
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Caudal de aire (Qg):

Volumen de aire por volumen de medio por minuto (vvm) :

7.

s

Potencia:
3 5
P, np ) \Dp
Tabla 24. Parametros de operacién de los biorreactores
. Biorreactor de | Biorreactor de | Biorreactor de
Parametro
21 41 40 |

K.a calculado (s™) 0,0032 0,0032 0,0032
Velocidad de giro (rpm) 100 88,312 60,145
Caudal de aire (m°/s) 5107 9,37*10” 6,3529*10™
vvm 1,5 1,3246 0,9021
Potencia (W) 0,0198 0,0474 0,6964
Potencia por unidad de 9.921 11,233 16,495

volumen (W/m?)
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3.4.2.2.2 Requerimientos del proceso
e Materias Primas

Para la fabricacion del producto funcional se emplearan las siguientes materias
primas:

Colageno extraido de la pata de res
Producto resultante de la coccion al vapor de la pata de la res, luego de retirarle la
capa de cebo y los huesos. De color grisaceo, olor y sabor caracteristicos.

Cepa de Ganoderma lucidum.
Microorganismo conservado en agar sélido a una temperatura de 4 °C.

Glucosa anhidra:
Cristales blancos. Inodoros, no téxicos y no inflamables.

Peptona:
Polvo fino de color café y olor caracteristico. No téxico y poco inflamable.

Extracto de levadura:
Polvo fino de color café y olor caracteristico. No téxico y poco inflamable.

Fosfato de potasio dibasico anhidro (K;HPO4):
Cristales blancos, inodoros, no toxicos y no inflamables.

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H20):
Cristales blancos, inodoros, no toxicos y no inflamables.

Tiamina hidroclorhidra (Vitamina B1):
Polvo blanco de olor caracteristico, no toxico y no inflamable.

Extracto de estevia:

Polvo blanco preparado a partir de las hojas de Stevia rebaudiana que es una
pequefa planta nativa de Brasil y Paraguay, con un poder endulzante dos veces
mayor al de la sacarosa.

Panela:

Producto extraido en la cafia de azucar y comercializado en bloques de una libra
de color café. Esta compuesta por varios azucares como sacarosa, fructosa y
glucosa, ademas de varias vitaminas y minerales.

Todas las materias primas cuentan con proveedores a nivel nacional, aunque

algunas de ellas solo son fabricadas en el exterior. El colageno sera obtenido de
una empresa llamada Proageld, ubicada en el sector de Andalucia (Valle del
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Cauca), donde sera establecida la planta de produccion de gelatina enriquecida;
para la panela se cuenta con gran cantidad de trapiches en ese mismo sector; la
estevia puede ser adquirida en la empresa Bio-Stevia S.A, la cual también tiene
sede en el Valle del Cauca. Existen varios laboratorios donde puede ser adquirida
la glucosa como Laboratorios Bellchem. Las demas materias primas que no son
fabricadas en el pais, pueden ser adquiridas por medio de distribuidores
nacionales como TC Quimicos.

En caso de requerirse materiales que no estén disponibles en Colombia, su
transporte se vera facilitado por la cercania que se tendra al puerto de
Buenaventura.

e Servicios

A continuacién se presenta una tabla con un resumen de las caracteristicas

principales de los servicios requeridos.

Tabla 25. Especificaciones de los servicios industriales requeridos

Servicio Industrial Descripcion

Aire comprimido Aire seco y presurizado a 2,6 barg

Agua desionizada:
Resistividad: 18,2 MQ-cm-1
Conductividad: 0,055 uS-cm-1.
pH: 6,6-7,6 a 22 °C

30 °C. La temperatura de retorno no es

Agua de proceso’

Agua de enfriamiento (cw) ~

mayor a 45 °C.
Vapor de Agua Ips (6,18 bar)
Combustible Gas

La planta tendra conexiones de 110, 220 y 440
voltios. Esta se puede adquirir de la empresa
Energia eléctrica encargada de la distribucion en la zona de
Andalucia (Valle del Cauca), la Empresa de
Energia del Pacifico (EPSA).

Gases de protecciéon N2y CO;

* (Wikipedia, 2006)
** (Turton, et al. 2003)
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e Mano de obra

Dado que el proceso productivo no es continuo sino por baches, soélo se requieren
dos turnos de trabajo de 8 horas cada uno; uno de 6 a.m. a 2 p.m. y otro de 2 p.m.
a 10 p.m, seis dias a la semana.

En cada turno se debe contar con 5 operarios y el apoyo de un mecanico, un
ingeniero de procesos, un contador, un revisor fiscal, un jefe de ventas, una
secretaria, un vigilante y personal de servicios varios.

3.4.2.2.3 Descripcion del Proceso

Este proceso se inicia con la preparacion del medio de cultivo para el preindculo,
que consiste en glucosa (35 g/l), peptona (5 g/l), extracto de levadura (5 g/l),
fosfato dipotasico (1 g/l), sulfato de magnesio heptahidratado (0,5 g/l), vitamina B1
(0,05 g/l) a un pH de 5,5. Este medio es esterilizado a 121 °C y 15 psi por 15 min.
El preindculo es cultivado por cinco dias a 100 rpm en matraces de 250 ml,
empleando una cepa conservada en caja petri, con maximo tres meses de
almacenamiento. La biomasa resultante es llevada a un biorreactor de 4 | (R-101)
donde se realiza una etapa adicional de cultivo, al R-101 también se le adiciona
3,6 | del medio de cultivo descrito inicialmente y debe ser esterilizado antes de
realizar su inoculacion. Este reactor trabaja a 88 rpm, 1.4 vvm de aireacion y 30 °C
por un periodo de 5 dias.

El producto obtenido en el R-101, es utilizado para la inoculacion del R-102, donde
se lleva a cabo la etapa de biotransformacién con un periodo de duraciéon de 8
dias, a 60 rpm de agitacion, 0.9 vvm de aireacion y una temperatura igual a la del
R-101. En este caso el medio de cultivo empleado, estd compuesto por glucosa
(60 g/l), peptona (5 g/l), extracto de levadura (5 g/l), fosfato dipotasico (1 g/l),
sulfato de magnesio heptahidratado (0,5 g/l), vitamina B1 (0,05 g/l) a un pH de 6,
al igual que en las etapas anteriores, aqui debe realizarse la esterilizacion del
equipo y el medio de cultivo, por medio de vapor a 6.18 bares.

Una vez han finalizado las diferentes etapas de la biotransformacion, el producto
es llevado a un homogenizador (H-101), para luego ser mezclado, junto con el
colageno, la panela y estevia en un tanque agitado (M-101), en las proporciones
establecidas en la férmula del producto. EI M-101 opera a presion atmosférica y
una temperatura de 120 °C. Alli se agita el melao a 45 rpm, hasta obtener la
consistencia requerida para llevar a cabo el proceso de batido, el cual es realizado
en forma manual. Luego el producto es formado en unidades de 12 g. y empacado
en cajas por 12 unidades.
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3.4.2.2.4 Diagrama General de Entradas y salidas

Figura 8. Diagrama General de entradas y salidas
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3.4.2.2.5 Diagrama Genérico de Bloques

Figura 9. Diagrama genérico de bloques.
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3.4.2.2.6 Diagrama de bloques del proceso

Figura 10. Diagrama de bloques de proceso
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3.4.2.2.7 Seleccioén de Equipos

Una vez definidas las operaciones que deben llevarse acabo, se procede a
realizar una seleccion de los equipos que se ajustan a los requerimientos del
proceso:

C-101

Compresor rotatorio

Estos sistemas son compresores de desplazamiento positivo, en los que se
manejan bajos rangos de compresion y son ampliamente usados para comprimir
aire (Africa et al., 1999).

P-101

Bomba peristaltica

Debido a que se requiere un flujo intermitente para el control de pH en los
biorreactores y a su vez el fluido empleado para esto debe conservarse estéril, se
debe usar este tipo de bombas pues al emplearlas, el fluido no entra en contacto
con ellas (Wikipedia, 2006).

P-102

Bomba centrifuga

Es seleccionada para el transporte del fluido refrigerante a través de la chaqueta
del R-102, se selecciond este tipo por ser muy eficientes, econémicas y versatiles.
(Turton, 2003).

P-103, P-104

Bombas reciprocantes

Se selecciono este tipo de bomba, ya que elimina la necesidad de empaque o
sellos expuestos al liquido que se estda bombeando, es eficiente y es altamente
usado en industria de alimentos (Walas, 1990).

E-101, E-102

Intercambiadores de doble tubo.

Se eligio este tipo de intercambiador ya que se requiere un area de transferencia
de calor muy pequefia, son economicos Yy facil diseno (Walas, 1990).

H-101

Homogenizador, multipropésito

Este tipo de homogenizador es muy versatil, puede ser usado en un amplio rango
de viscosidad y es muy empleado en la industria de alimentos (Tronka-Agrotech,
2006).
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M-101

Mezclador, impeler de cuchillas planas.

Este sirve para mezclar fluidos de alta viscosidad, es de geometria simple y facil
limpieza, se encuentra cubierto por material aislante para reducir las pérdidas de
calor (Walas, 1990). Estas caracteristicas lo hacen adecuado para el proceso en el
cual se tiene una viscosidad relativamente alta y la mezcla tiende a adherirse a las
cuchillas del mezclador.

A continuacion se muestra una figura con el tipo de impeler seleccionado para
este equipo.
Figura 11. Impeler de cuchillas planas (Walas, 1990)

3.4.2.2.8 Balances de Materia

Ecuacion general:
Entra + (Genera — Consume) = Sale + Acumula

Hay que tener en cuenta que las unidades se operan en forma batch, por lo tanto
los balances son realizados para las cantidades de materia manejados en un lote,
para cada equipo en particular.

Para determinar la cantidad de biomasa requerida en cada operacion de la
biotransformacion, se asumio que ésta debe ser del 10% del volumen total efectivo
(Galindo y Ramirez, 1994).

En las siguientes tablas se muestran los resultados del balance de materia en
cada uno de los equipos del proceso de obtencidon de gelatina enriquecida:
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Tabla 26. Balance de masa para el SK-101

SK-101
Entra
Medio de cultivo_1 (Kg) 10,3664
Genera
Biomasa (Kg) 10,008
Consumo
Sustrato (Kg) 10,0155
Acumula
Preinéculo (Kg) 10,3589

* Dato calculado con base en Hincapié et al., 2005

Tabla 27. Balance de masa para el R-101

R-101
Entra
Medio de cultivo_1 (Kg) 3,2966
Preinéculo (Kg) 0,3589
Total 3,6555
Genera
Biomasa (Kg) 10,068
Consumo
Sustrato (Kg) 10,1770
Acumula
Inéculo (Kg) | 3,5465*

*Se asumen pérdidas del 3% (V/V) al pasar al siguiente proceso

Tabla 28. Balance de masa para el R-102

R-102
Entra
Medio de cultivo_2 (Kg) 32,7911
Inéculo (Kg) 3,5465
Total 36,3376
Genera
Biomasa (Kg) 10,4642
Consumo
Sustrato (Kg) 11,5851
Acumula
Producto biotransformacion (Kg) |35,2167
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Tabla 29. Balance de masa para el H-101

H-101
Entra

Producto biotransformacion (Kg/s) |5,5556*10™

Sale
Mezcla homogenizada (Kg/s) 5,5556*107

Tabla 30. Balance de masa para el M-101

M-101

Entra
Colageno (Kg) 16,7533
Panela (Kg) 24,8634
Estevia (Kg) 4,1433
Mezcla homogenizada (Kg) 10,5586
Canela (Kg) 0,0063
Total 56,3251

Sale
Melao (Kg) *56,3251

* Se asumen pérdidas del 20% (V/V) al pasar al siguiente proceso.

3.4.2.2.9 Balances de Energia

e Shaker

Consideraciones:

- Estado estacionario

- Lo cambios en la energia cinética y potencial son muy pequenos.

- Los cambios en el calor sensible son muy pequefios, debido a que no hay un
aumento significativo en la temperatura.

W=0
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Tabla 31. Balance de energia para el SK-101

SK-101
W (W) 66*
Q (W) 66

*Agitador PROMAX 2020. Laboratorio de Biotecnologia
Universidad EAFIT.

e Compresor
Consideraciones:
- Estado estacionario.
- El cambio en la energia cinética y potencial es despreciable.
- Comportamiento de gas ideal
AH+Q=W

(- /k
W - mz RE[(P ) 1), (Turton et al., 2003)
(k _1)/k gsh *gdr

T2
AH =m( " CpdT
mf,, Cp (Smith J, Van Ness H, Abbott M, 2003)

_ -3 2 Sm-2
Cp. =3.355+0.575*107° T +07T° -0.016*10°T (Smith, et al., 2003)

. *(Pz j(k—l)/k
2 — 4 N
A (Turton et al., 2003)

Donde:

M: Flujo molar

z4: 1, Factor de compresibilidad.

R: 8.314 J/mol K . Constante de gases ideales (Smith, et al., 2003)
T4: Temperatura a la entrada del compresor

To: Temperatura a la entrada del compresor

P2: Presidn a la salida

P1: Presién a la entrada

k: 1.4 para gases diatomicos.

Cp= Capacidad calorifica del aire

&sh: Eficiencia del compresor (Turton et al., 2003)
eqr: Eficiencia del motor (Turton et al., 2003)
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Tabla 32. Balance de energia para el C-101

c-101
P4 (bar) 0,8532
P, (bar) 2,6
T1(K) 295
T2 (K) 303,24
m (mol/s) 0,0458
€sh 0,8
Edr 0,85
W (W) 216,7
AH (kW) 84,5
Q (kW) 132,2

e Bombas
Consideraciones:

- Estado estacionario.

- El cambio en la energia cinética y potencial es despreciable.

- El cambio en la temperatura del fluido es despreciable, debido a que los
cambios de presidn son muy pequefos, por lo tanto no se consideran las
variaciones en el calor sensible.

0=Ww

167 (P, - Py)

*
Esh Ear

w

Donde:

f : flujo volumétrico.

Esh: Eficiencia de la bomba (Turton et al., 2003).
Eqr: Eficiencia del motor (Turton et al., 2003).

Tabla 33. Balance de energia para la P-101

P-101
P4 (bar) 0,8532
P, (bar) 1,35
T (K) 295
f (m*/min) (intermitente)
W (W) 100
Q (W) 100

* (Amidata S.A, 2006)
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Tabla 34. Balance de energia para la P-102

P-102
P4 (bar) 3,45
P (bar) 3,95
T (K) 295
f (m*/min) 0,0014
Esh 0,8
Ear 0,85
W (W) 1,719
Q (W) 1,719

Tabla 35. Balance de energia para la P-103

P-103
P (bar) 0,8934
P, (bar) 1,35
T (K) 303
f (m>/min) 0,04
€sh 0,85
Edr 0,85
W (W) 42,2158
Q (W) 42,2158

Tabla 36. Balance de energia para la P-104

P-104

P4 (bar) 0,7

P (bar) 1,35

T (K) 303

f (m>/min) 0,04

E€sh 0,85

Edr 0,85

W (W) 42,2158
Q (W) 42,2158
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¢ Intercambiadores de calor

Consideraciones:

- Estado estacionario.

- El cambio en la energia cinética y potencial es despreciable.

Donde:

AH =0

Q:mcpagua(TZ _]"1)

m: Flujo molar del agua de enfriamiento.

Cpagua: 4,18 J/mol K. Capacidad calorifica del agua liquida (Smith, et al., 2003)

T4: Temperatura de entrada del agua.
To: Temperatura de salida del agua.

Tabla 37. Balance de energia para el E-101

E-101
T1(K) 295
T2 (K) 303
m (mol/s) 0,1204
AH (W) 4,0252
Q (W) 4,0252

Tabla 38. Balance de energia para el E-102

E-102
T1(K) 295
T2 (K) 303
m (mol/s) 1,296
AH (W) 43,338
Q (W) 43,338
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e Biorreactores
Consideraciones:

- Estado estacionario.

- El cambio en la energia cinética y potencial es despreciable.

- Los cambios en el calor sensible y los calores de mezclado son muy pequenos.

- Como se tiene control de la evaporacion, los efectos del calor latente se
pueden ignorar.

AHI’X}'I + W = Q

AH,, = (_ 460 IOKJ id, j "m0
grmol0,consumido (Doran,1999)

Donde:

go: Rata de consumo de oxigeno
DW: Peso seco total obtenido en la biotransformacion.
mO,: Oxigeno consumido en la biotransformacion.

Para determinar el consumo de oxigeno, se tomaron como base, datos reportados

en diferentes articulos de investigaciones realizadas con cultivo sumergido de G.
lucidum.

Tabla 39. Datos de consumo de oxigeno para Ganoderma lucidum.

Rata de consumo de Fuente de Velocidad de
oxigeno (mmolO,/gDW h) | carbono/concentracién (g/l) | agitacion (rpm)
0,785 (Tang y Zhong, 2003) Lactosa - 35 200
0,971 (Fang y Zhong, 2002a) Glucosa - 65 100
0,875 (Fang y Zhong, 2002a) Glucosa - 35 100

De estas referencias se escogid la segunda, dado que las condiciones de cultivo
eran las mas similares a las empleadas en este proyecto.
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Tabla 40. Balance de energia para el R-101

R-101

DW (g) 27,9461
mO; (gmol/s) 7,5376*10°
W (W) 0,04736
AHrxn (W) 3,4673

Q (W) 3,5146

Tabla 41. Balance de energia para el R-102

R-102
DW (g) 464,2292
mO; (gmol/s) 1,2521*10™
W (W) 0,6964
AHrxn (W) 57,5979

Q (W) 58,2943

e Homogenizador

Consideraciones:

- Estado estacionario.

- El cambio en la energia cinética y potencial es despreciable.

- No hay un cambio significativo en el calor sensible.
- La energia recibida es disipada hacia los alrededores en forma de calor

W=0

Tabla 42. Balance de energia para el H-101

H-101
W (W) 3000
Q (W) 3000

e Mezclador

Consideraciones:

- Estado estacionario.

- El cambio en la energia potencial y cinética no es significativo.

- El sistema se encuentra aislado, lo cual hace que el calor perdido por
conveccion hacia los alrededores sea muy pequefio.
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W+Q=AH

AH = mCp(T, - T;)
W=Np*p*N’*D’
Re =(ND’p)/ u
Donde:

m: Flujo masico de la mezcla.

Cpmelaza, Capacidad calorifica de la mezcla (Ver anexo 3).

T4: Temperatura de entrada de la mezcla.

T,: Temperatura de salida de la mezcla.

Re: Numero de Reynolds, empleado para hallar el Np, con base en la figura tal.
Np: Numero de potencia (Walas, 1990)

p: Densidad de la melaza (Mancheno, 2005)

M: Viscosidad de la melaza (Mancheno, 2005)

N: Velocidad del impeler

D: Diametro del impeler

Figura 12. Numero de potencia Vs Reynolds para varios tipos de impeler
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Tabla 43. Balance de energia para el M-101

M-101
T4 30
T, 120
m (Kg/s) 0,0078
Re 106,5
Np 3,8
D (m) 0,1974
U (cP) 2500
N (s") 4,7124
p (Kg/m®) 1450
CPmezca (KIIKg K) (4,12
AH (W) 2892,24
W (W) 172,8279
Q (W) 2719,4121

Este balance aplicaria para cada lote realizado

en el M-101 (56.3 Kg/2h)
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3.4.2.2.10 Diagrama de flujo de procesos (PFD)

Figura 13. Diagrama de flujo de proceso (PFD)
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3.4.2.2.11 Descripcion de los equipos

Tabla 44. Tabla preliminar de equipos para el proceso

Equipo Cc-101 P-101 P-102 P-103
MOC Acero al Acero Acero al Acero al
carbon inoxidable carbon carbon
Potencia (W) 462 100 1,719 42,21
Tipo Rotatorio Peristaltica Centrifuga Reciprocante
Temperatura 22 22 22 30
(¢C)
Presion entrada | ¢ 8532 0,8532 3,45 0,8934
(bar)
Presion salida 2.6 1,35 3,95 1,35
(bar)
Tabla 44. (Continuacion)
Equipo R-101 R-102 M-101
MOC Acero inoxidable | Acero inoxidable | Acero inoxidable
316 316 316
Diametro interno (m) 0,0577 0,1244 0,3291
Altura 0,35733 0,77 0,822
Orientacion Vertical Vertical Vertical
Tipo de turbina Ruston Ruston Cuchilla plana
Numero de impelentes 1 1 1
Numero de bafles 4 4 -
Temperatura (°C) 30 30 120
Presion (bar) 0,8532 0,8532 0,8532
Potencia (W) 2,4433 35,1239 172,8279
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Tabla 44. (Continuacion)

Equipo E-101 E-102
Tipo Doble tubo Doble tubo
Area (m?) 6,8117*10™ 7,3339*107
Temperatura maxima (°C) 90 185
Presion (bar) 6,8948 6,948
MOC Acero al carbon Acero al carbon
Fase Liquida Liquida

Tabla 44. (Continuacion)

Equipo H-101
Potencia (W) 380
Capacidad (I/h) 200
Presion (bar) 100
Eficiencia (%) 17,273
MOC Acero inoxidable

Tabla 44. (Continuacion)

Equipo V-101
MOC Acero inoxidable
Diametro interno (m) 0,2942
Altura 0,7355
Orientacion Vertical
Temperatura (°C) 30
Presion (bar) 0,8532
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Tabla 45. Tabla de resumen de cargas y corrientes para el proceso

Carga o Corriente N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Temperatura (°C) 30 22 22 22 22 30 30 22 30

Presién (bar) 0,8532 | 0,8532 2,6 2,6 0,8532 0,8689 0,8934 0,8532 21

Masa (Kg) 0,3589 | 3,2266 32,7911 3,5465 35,2167

Flujo masico (g /s) 1,3209 0,12 0,0644

Flujo molar (mol /s) 0,0458 0,0042 0,0022
Fraccion masica de componente por carga

Medio de cultivo_1 1

Medio de cultivo_2 1

Biomasa 0,0022 0,0192 0,0132

EPS 0,0056 1

NaOH

Medio de cultivo 0,9978 0,9808 | 0,9812 1

agotado

Agua desionizada 0,0179

Aire 1 0,9820
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Tabla 44. (Continuacion)

Carga o Corriente N° 10 11 12 13 14 15 16 17
Temperatura (°C) 30 30 22 22 22 22 120 22
Presion (bar) 1.35 100 1,35 0,8532 | 0,8532 | pgs532 | 0,8532 | 0,8532
Masa (Kg) 10,5586 | 24,8634 | 16,7533 | 4 1433 | 56,3251 | 56,3251
Flujo masico (g /s) 666,67 | 55,556
Flujo molar (mol /s)

Fraccion masica de componente por carga
Biomasa 0,0132 | 0,0132 | 0,0132 0,0025
EPS 0,0056 | 0,0056 | 0,0056 0,0011
Medio de cultivo agotado | 0,9812 | 0,9812 | 0,9812 0,1839
Panela 1 0,4414
Estevia 1 0,0736
Colageno 1 0,2974

Gelatina enriquecida
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3.4.2.2.12 Localizacién

Después de realizar un analisis de cual seria la ubicacion mas apropiada para la
empresa, se decidid que debido a diversos factores, principalmente el costo del
transporte de las materias primas, era mas conveniente establecer la planta de
produccion de la gelatina enriquecida en el departamento del Valle del Cauca,
especificamente en la localidad de Andalucia, a continuacién se realiza un analisis
del impacto que esto tendria para la empresa:

e Materias primas

La empresa Proageld sera el proveedor del colageno, su planta de produccion
esta ubicada en Andalucia (Valle del Cauca). En caso de ser necesario transportar
el colageno a zonas muy retiradas de alli, se tendria que hacer en camiones
especiales, equipados con un sistema de refrigeracion. Esto haria que el
transporte fuera mas costoso que la misma materia prima. Al establecer la planta
cercana a la fuente de abastecimiento del colageno, se podria aprovechar el bajo
costo de este, para hacer que el costo de elaboracion del producto sea menor.

Las otras materias primas también estan disponibles en esta zona, lo que hace
que esta sea la mas adecuada para el establecimiento de la empresa.

e Mercado

Una de las principales actividades comerciales de Andalucia es la ganaderia, esto
hace que la gelatina proteica se haya convertido en un producto tradicional en la
dieta de sus habitantes. El Festival de la Gelatina que se realiza alli puede ser
aprovechado para promover el producto.

e Sistemas de transporte y vias de acceso

Para distribuir el producto a otras zonas del pais, se emplearia el transporte por
carreteras y para realizar la distribucion a otros paises se emplearia el transporte
maritimo, aprovechando que Andalucia se encuentra ubicada en la parte central
del departamento del Valle del Cauca y esta cercana al puerto de Buenaventura.

e Servicios publicos

En Andalucia se tiene acceso a servicios de electricidad y agua potable, asi

mismo se cuenta con buenos servicios de telecomunicaciones y abastecimiento de
gas natural (Concesiones CCFC, 2006).
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e Climay condiciones geodésicas

Andalucia esta ubicada a una latitud de 4° 10' 27 norte y a una longitud de 76° 10’
13 oeste. No posee condiciones climaticas extremas, su temperatura promedio es
de 23 °C (Falling Rain Genomics, 2004), alli son poco frecuentes los derrumbes e
inundaciones, lo cual la hace un sitio propicio para el establecimiento de la planta.

e Mano de obra

Andalucia tiene un promedio de 28.051 habitantes (DANE, 2004), muchas de
estas personas tienen experiencia en la preparacion de la gelatina proteica, de ahi
que haya una alta disponibilidad de mano de obra, pues con una buena
capacitacion, aunque no muy rigurosa, estas personas podrian tener un manejo
apropiado del proceso de produccion de la gelatina enriquecida.

e Elterreno

La empresa estaria ubicada en el occidente de Andalucia, esta area se caracteriza
por ser plana. Esta regidn no es muy desarrollada, predomina mas que la
industria, las actividades agricolas y hay suficiente disponibilidad de terreno
(Concesiones CCFC, 2006).

¢ Politicas gubernamentales

Exenciones Tributarias

- Exencién del impuesto de renta y complementarios.

- Los pagos, abonos en cuenta y transferencias al exterior por concepto de
intereses y servicios técnicos, no estan sometidos a retencién en la fuente, ni
causan impuesto de renta y ni remesas (Bancoldex, 2004).

Exenciones Fiscales

- Exenciéon total de derechos aduaneros e impuestos a las ventas por bienes y
servicios que ingresen a Zona Franca.

- Plazo ilimitado para la nacionalizacion de mercancias (Bancoldex, 2004).

Otros Incentivos

- Total libertad de inversion extranjera.

- Total libertad para el giro de utilidades en el exterior.

- Estimulo a los industriales exportadores por parte del Gobierno, otorgandoles
Certificado de Reembolso Tributario (Cert).
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Incentivo por compensacion al transporte a paises que no cuenten con
transporte directo, regular e idéneo, mediante este mecanismo les sera
reconocido un porcentaje del flete que se cause hasta el puerto de destino
final (Bancoldex, 2004).

A través de la Reforma Tributaria (Ley 788 de 2002) la legislacién colombiana le
otorga beneficios a las diferentes actividades econémicas, en materia de inversion.
Algunas de las cuales se enuncian a continuacion:

Importacién de maquinaria: un inversionista que concentre sus actividades en
una compafiia de leasing nacional, cuenta con la exencién del IVA en la
importacién de maquinaria.

Nuevos productos medicinales y software: Exencion en Impuesto de Renta a
las empresas que registren nuevos productos medicinales y software con alto
contenido de investigacion cientifica nacional.

Ademas de los incentivos mencionados, en Colombia existen varias instituciones
apoyadas por el gobierno nacional que ofrecen financiacién a los proyectos de
inversion. A continuacion se enuncian algunas de estas entidades (Bancoldex,
2004):

Bancoldex: (Banco de comercio exterior de Colombia SA) financia a todas las
empresas micro, pequefias, medianas y grandes de todos los sectores
economicos, dedicadas tanto al mercado nacional, como aquellas vinculadas al
comercio exterior. Bancoldex le ofrece un esquema de financiacion integral,
que permite atender todas las necesidades financieras requeridas en las
diferentes etapas de la cadena de produccion y comercializacion de bienes y
servicios.

Proinvest: Programa de Promocién de Inversion Extranjera para Empresas
colombianas que COINVERTIR desarrolla en asocio con el Banco
Interamericano de Desarrollo. Proinvest trabaja para incrementar el nivel de
inversion extranjera directa en Colombia, especialmente aquella resultante en
transferencia de tecnologia y ampliacion de mercados. Ademas presta
asistencia técnica a las empresas interesadas en estructurar planes de
negocios / proyectos de inversion bajo un esquema de financiamiento
compartido.

Preinvertir, suma esfuerzos para trabajar de manera articulada con entidades
como:

ONUDI / Ministerio de Comercio, Industria y Turismo / CRIITs
Camara de Comercio de Bogota

Camara de Comercio de Cali

ACORPI

ANDI

Centros de Desarrollo Empresarial (BID-Confecamaras)

YVVVYYVY
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3.4.2.2.13 Obras requeridas

e Terrenoy planta

El terreno que se va a adquirir debe ser de aproximadamente 700 m?
considerando las ampliaciones y el aumento en la capacidad instalada que se

espera lograr en los primeros anos de operacion.

Las bodegas deben ser construidas de tal forma que se garantice que el producto
y las materias primas no estén expuestos al calor ni a la humedad.

Dentro de la planta debe construirse un laboratorio para realizar el analisis a las

materias primas y al producto en diferentes etapas del proceso, con el fin de
asegurar la calidad del producto.

e Vias de acceso y estacionamiento

La empresa debe tener dos vias de acceso, una para la entrada de materia prima
y salida de producto terminado; y otra para la entrada y salida de personal. Se
construira un estacionamiento con capacidad para 10 autos aproximadamente.

¢ Instalaciones auxiliares y servicios

Para garantizar la seguridad en la planta se deben construir puestos de brigadistas
que estén dotados con equipos contra incendios y botiquines de emergencia.
También es muy importante la construccion de una enfermeria asi como un salon
de conferencias para capacitaciones.

3.4.2.2.14 Distribucion de planta

Figura 14. Distribucion de planta
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3.4.3 Estructura organizacional
La siguiente sera la forma como estara organizada la empresa, como puede verse cada una de las areas esta

encabezada por un jefe que sera quien oriente las actividades, en un nivel de jerarquia superior al de las jefes de
area se encuentra el Gerente general y La Junta de Socios.

Figura 15. Organigrama de la empresa.
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3.4.4 Estudio legal

3.4.4.1 Organizacion juridica

La empresa recibira el nombre de PROGALU S.A y tendra la estructura de
sociedad anonima dado que se requiere una gran inversioén inicial, y por ende se
ve la necesidad de tener la participacién de varios accionistas.

3.4.4.2 Requisitos legales

e Requisitos para efectuar el registro de la sociedad ante la camara de
comercio

De acuerdo con la nueva normatividad tributaria de la DIAN, a partir del 1 de
febrero de 2005 para matricularse en el Registro Mercantil de la Camara de
Comercio es necesario inscribirse previamente en el Registro Unico Tributario
(RUT) y se adicionalmente se debe:

» Verificar que no exista un nombre o razén social igual o similar al que se ha
formulado para la empresa. Visitando la pagina web www.rue.org.co.

» Elaborar la minuta de constitucion y presentarla en la Notaria, con los
siguientes datos basicos: Nombre, razén social, objeto social, clase de
sociedad e identificacion de los socios, nacionalidad, duracién, domicilio,
aportes de capital, representante legal, y facultades, distribucion de utilidades,
causales de disolucién, entre otros.

» Matricular e inscribir la sociedad en el registro mercantil de la Camara de
Comercio, requisitos: Presentar copia de la escritura publica de la constitucion
de la sociedad.

» Obtener Certificado de existencia y representacion legal (DIAN, 2006).

¢ Requisitos para la expedicion del registro sanitario

» Diligenciar el Formulario unico de Solicitud Registro Sanitario Automatico de
Alimentos — Expedicion y Renovacion, (Original y copia), suministrado por
el INVIMA a través de la pagina web de la entidad.

» Realizar el pago de la tarifa legal vigente.

» Presentar el formulario diligenciado en la ventanilla de verificacion
documental del centro de Atencion al Usuario con el fin de obtener la
correspondiente aprobacion.

» Notificarse y reclamar el acto administrativo (resolucion) mediante el cual el
INVIMA concede el registro sanitario automatico en la ventanilla de
Notificaciéon de Resoluciones del Centro de Atencién al Usuario (INVIMA,
2006).
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3.4.5 Estudio financiero

El estudio financiero permitira determinar si el desarrollo de este proyecto es
econdmicamente rentable. Para lograr este objetivo se debe construir el flujo de
efectivo tanto para el proyecto puro, como el que podria tener un inversionista que
entrara a participar en el proyecto. Con la informacion obtenida en el flujo de
efectivo se puede determinar diferentes indicadores de evaluacién financiera que
ayudaran a decidir sobre la viabilidad econémica del proyecto.

A continuacién se muestra los resultados para el calculo de diferentes elementos
necesarios para realizar el flujo de caja:

3.4.5.1 Inversiones

e Costos de equipos.

Para determinar el costo de la maquinaria requerida se consultaron diferentes
fuentes. Dado que no todos los precios estaban actualizados se emple6 el CEPCI

(Chemical Engineering Plant Cost Index) y la relacion que se muestra a
continuacion para obtener el costo de los equipos en el presente afio:

-c[2)
2 T M|
L) (Turton et al., 2003)

Donde:

C: Costo del equipo
I: CEPCI

Tabla 46. Costos de biorreactores en 1994

EQUIPO COSTO 1994 (US)
R-101 55.999,463
R-102 110.480,05

* (Reisman, 1999)
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Tabla 47. Costos de bombas, compresores e intercambiadores en el 2001

EQUIPO COSTO 2001 (US)”
P-102 23.817
P-103 46.044
P-104 46.044
C-101 57.442
E-101 7.271
E-102 7.271

* (Turton et al., 2003)

Tabla 48. Costo del mezclador y el vesel en el 2003

EQUIPO COSTO 2003 (US)”
M-101 11.477,864
V-101 7.624,82

* (Matche, 2003)

Tabla 49. Costo del homogenizador, bomba peristaltica y Shaker , 2006

EQUIPO COSTO 2006
H-101 22.456,271 (US)’
P-101 1.316 (US)~
SK-101 15'000.000 ($)

* (Tronka-Agrotech, 2006), **. (Amidata S.A., 2006)
*** Laboratorio de biotecnologia Universidad EAFIT.

Para obtener los costos de los equipos para el afio 2006, se emplea los siguientes
valores del CEPCI (Chemical engineering).

Tabla 50. Valores de CEPCI

EQUIPO CEPCI 1994 | CEPCI 2001 | CEPCI 2003 | CEPCI 2006
Bombas 695,9 766,2
Compresor 695,9 766,2
Intercambiador 367,2 523,9
Tanque 369,5 362,5 523,9
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Tabla 51. Costo total de los equipos incluyendo el costo de compra, instalacién y
mano de obra requerida para ello (Bare Module Cost).

EQUIPO COSTO 2006 ($)*
P-102 31'345.138
P-103 60'597.705
P-104 60'597.705
C-101 75'598.414
E-101 24’800.343
E-102 24’800.343
M-101 39'656.947
V-101 26’344.299
R-101 189'817.231
R-102 374'486.040
H-101 22.456
P-101 4’008.536
SK-101 15’000.000

Total ($) 927°075.157

* US=$ 2390,66. Portafolio 16 de septiembre 2006.

e Costos de infraestructura

Tabla 52. Inversiones diferidas

INVERSIONES DIFERIDAS MONTO ($)
Capacitacion 1°000.000
Licencia de funcionamiento (INVIMA) 2'937.600
Inscripcion de la matricula 204.000
Impuesto de registro (Camara de comercio) 3'500.000
TOTAL 6’642.000
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Tabla 53. Costos de las obras requeridas.

A 2 COSTO DE
UNIDAD AREA (M) | coNSTRUCCION(S)
Planta 200 64°400.000
Bodega de materia prima y material 60 19'320.000
de empaque
Bodega de producto terminado 60 19'320.000
Vestieres 20 6'440.000
Cafeteria 50 16°100.000
Oficinas de produccion 20 6'440.000
Oficinas administrativas 80 25'760.000
Bafos 20 6'440.000
Laboratorio 30 9'660.000
Costo total de construccion ($) 173’880.000
Area total construida (m?) 540
Costo del terreno (900 m?)” 32'200.000
COSTO TOTAL ($) 206’080.000
* Asumiendo un costo $46.000/ m*. (Bancolombia, 2006)
** Asumiendo un costo $322.000/m>. (Metrovivienda, 2003)
Tabla 54. Inversiones adicionales
OTRAS INVERSIONES MONTO ($)
Muebles y equipos de computo 20’000.000
Repuestos y herramientas 1°000.000
TOTAL 21°000.000




3.4.5.2 Costos de operacion
e Costos de materia prima
En cada batch de produccion se necesitan 0,35 litros de medio de cultivo para el
pre-inoculo, 3,15 litros y 30,6 litros para la fermentacién. La unidad de produccién

sera una caja por 12 unidades de producto (144 g.).

Tabla 55. Costos de materia prima

Costo Costo Costo por unidad

MATERIA PRIMA (US/Kg) ($/Kg) ($/caja de 12un)
Glucosa - 4.000' 0,7118
Extracto de levadura 70° 167.346 18,5524
Peptona 707 167.346 18,5524
Fosfato de Potasio 56,94° 136.124 2,966
Sulfato de magnesio 6,416° 15.338 0,1671
Vitamina B1 1082,5° 2'587.889 0,2819
Gelatina de Pata - 1.500 64,2257
Panela - 1.699 ¢ 108,0086
Estevia (Extracto) - 75.000° 793,9936
TOTAL 1.007,4595
Material de Empaque 100

1 BELLCHEM S.A
2 Lab scientific.

3 Mallinckrodt Chemicals.

4 Plaza Mayorista de Antioquia.

5 Bio-Stevia S.A

e Mano de obra directa requerida

Para determinar el costo de la mano de obra, se toma como base los datos
reportados para Colombia en cuanto al valor del salario minimo (KPMG -

Colombia):
Tabla 56. Costos de Mano de Obra Directa
MANO DE OBRA # De Factor Salario base Costo
DIRECTA personas | prestacional ($/mes) ($/mes)
Operario 10 1,7 408.000 6'936.000
Mecanico 1 1,7 408.000 693.600
TOTAL 7°629.600
Costo por producto ($/unidad) 1.297,55
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Costos indirectos

Tabla 57. Costos de Mano de Obra Indirecta

GASTOS ADMINISTRATIVOS
i?(lazr;:fes Costo ($/mes)
Gerente general 3'000.000
Salarlos no No. Salario base Factpr Costo ($/mes)
integrales Empleados prestacional
Ingeniero de 1 1’200.000 1,7 2'040.000
Procesos
Contador 1 1°200.000 1,7 2'040.000
Revisor fiscal 1 1’800.000 1,7 3'060000
Jefe de ventas 1 1°200.000 1,7 2'040.000
Secretaria 1 500.000 1,7 850.000
Vigilante 1 408.000 1,7 693.600
Servicios Varios 2 408.000 1,7 1'387.200
Total Integrales 3'000.000
Total No integrales 12’110.800
TOTAL MENSUAL 15'110.800
TOTAL ANUAL 181°329.600
e Servicios
Tabla 58. Costos de Servicios
CONSUMO COSTO
SERVICIOS ESTIMADO (mes) cosTo TOTAL ($/mes)
Energia 240,5295 kw-h 325,18 ($/KWh) 2 78.215
Vapor 0,3 GJ 7,78 (US/GJ) ' 5.579,80
Acueducto 226,686 m® 3 1.625,19 ($/m°>) * 368.407
Agua de 66,0836 m>° 14,8*10° (US/IM®) ' |  2.338,1531
enfriamiento
Agua desionizada 102.3 Kg 1*10™ (US/Kg) ' 244,5308
Alcantarillado 226,686 m° 1.428,84 ° 323.898
TOTAL 700.525,69
1 Turton et al., 2003
2 EPSA, 2006

3 Calculo realizado con base en el reporte de agua por actividad.(Universidad de Antioquia, 2005)
4 Empresas Publicas de Medellin E.S.P, 2006
5 calculado con base en el balance de energia del E-101 y el E-102 y considerando 30 dias de

operacion continua.




e Gastos de comercializacion y distribucién

Tabla 59. Gastos de comercializacion y distribucién

GASTOS DE COMERCIALIZACION Y DISTRIBUCION
Concepto Costo mensual Costo anual
Gasto de transporte maritimo’ 3'500.000 42°000.000
Gasto de transporte terrestre’ 850.928 10°200.000
Gasto de publicidad 3'000.000 36°000.000
TOTAL 88°200.000

* Los gastos de transporte maritimo se calcularon con base en las tarifas de envio de un
contenedor de 20 pies a los Estados Unidos desde el puerto de Buenaventura, y los de transporte
terrestre con base en las tarifas de flete promedio para envio de carga a nivel nacional. (Proexport,
2006).

3.4.5.3 Capital de trabajo

Es necesario determinar la inversion en capital de trabajo durante el estudio del
proyecto, ya que este capital podria ocasionar grandes desfases de caja durante
la operacion de la empresa. En este caso se va a realizar la estimacién del capital
de trabajo, empleando el Método del periodo de desfase, el cual calcula la
inversidn en capital de trabajo como la cantidad de recursos necesarios para
financiar los costos de operacion desde que se inician los desembolsos, hasta que
se recuperan. Teniendo en cuenta que se trabajaran 330 dias/afio, el calculo del
capital de trabajo se realizaria asi:

7~
330

%
Donde:

Ca : costo anual de operacion.
nd : numero de dias de desfase.

Para este estudio se estima que el tiempo que se gastara la preparacién de un
batch de producto es de 10 dias, para satisfacer la demanda nacional e
internacional se requiere trabajar alrededor de un mes, después de esto el
producto tardara un promedio de 10 dias en llegar al cliente, dado que el
transporte para realizar las exportaciones sera por via maritima y segun lo
reportado por Proexport un producto transportado por esta via se demora
alrededor de 7 dias para llegar a Estados Unidos (Proexport, 2006), en esta
estimacién también se tiene en cuenta que después de llegar al respectivo puerto,
el producto debera ser llevado por camiones hasta su destino final. Para este
producto no habra plazos de pago, es decir el cliente pagara el producto en el
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momento en que éste sea entregado. Aunque para los consumidores nacionales el
tiempo de entrega del producto sera de aproximadamente 5 dias, se asumira que
el numero de desfase sera como maximo 40 dias.

Tabla 60. Capital de trabajo

nd 40
Ca 169'351.219,4
CT 54'216.622

3.4.5.4 Depreciacion

Para determinar la depreciacién se emple6 el método de linea recta y con el fin de
obtener un mayor beneficio tributario, no se tuvo en cuenta el valor de salvamento
que se tendria a los cinco anos.

A continuacion se muestra los resultados obtenidos:

- Para los activos iniciales.

Tabla 61. Depreciacion anual para los activos

Activo Perioc!o t_ig ANOS
depreciacion 1 2 3 4 5

Edificios 20 8,694 8,694 8,694 8,694 8,694
Maquinaria 10 92,71 92,71 92,71 92,71 92,71
Muebles 5 4 4 4 4 4
Herramientas 5 ] 0,2 0.2 0.2 0.2 0.2

TOTAL DEPRECIACION 105,604 | 105,604 | 105,604 | 105,604 | 105,604

(millones de pesos / ANO)

3.4.5.5 Valor de salvamento

Transcurridos los cinco afios de evaluacion hay algunos activos que no se han
alcanzado a depreciar completamente, para estos se ha calculado el valor de
salvamento y los resultados se muestran a continuacion.
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Tabla 62. Valor de salvamento de los activos al afho 6.

. Valor de Valor anual de Tiempo restante de
Activo c et
salvamento ($) depreciacion vida util (ahos)
Edificios 370’830.063 8'694.000 14
Maquinaria 121'716.000 92'707.515 4
Inicial
TOTAL SALVAMENTO ($) 593'947.579

3.4.5.6 Ingresos

El primer aio se espera vender toda la produccion mensual. Se fijara un precio de
venta inicial de $7000/unidad .Con base en este precio y la demanda que fue
proyectada, se estima que los ingresos operativos anuales seran de $
492'912.000.

3.4.5.7 Tasa de oportunidad para el proyecto puro

Para realizar la evaluacion financiera del proyecto, es necesario emplear la tasa
de oportunidad que existe actualmente en el mercado para inversiones en
proyectos innovadores, la cual es del 7.52% (Euroamérica, 2006), que servira para
determinar si la rentabilidad ofrecida por el proyecto es atractiva.

3.4.5.8 Calculo de la tasa descuento ponderada ajustada por impuestos

La tasa de descuento es calculada con el fin de determinar la rentabilidad
esperada para el proyecto cuando parte de la inversion requerida es cubierta con
un préstamo bancario. Si el inversionista presta en una entidad financiera el 30%
del capital, a una tasa de interés del 15.05% E.A (Portafolio, 2006), la tasa minima
de descuento que este requiere para que su negocio sea rentable, se halla por
medio de la siguiente formula:

Ko = Kd(l—t)2+Ke£
v V' (Sapag, 1996)
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Donde:

Kd = Costo de la deuda (%).

t = Tasa de impuestos (%).

D = Monto de la deuda ($).

P = Monto del patrimonio ($).

V = Valor de la empresa en el mercado ($).
Ke = Costo del capital propio (%).

362'511.533,6 L 0.0750 % 845'860.245,1

—+0. =0.0804
1.208'371.779 1.208'371.779

Ko =0.1505*(1—-0.385)*

Ko =8.04 %
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3.4.5.9 Estimacién del flujo de efectivo

e Para el proyecto puro

Tabla 63. Flujo de efectivo para el proyecto con capital propio

DEL PROYECTO PURO ANO
0 1 2 3 4 5 6

Unidades producidas 0 70.416 77.458 85.203 9.374 103.096 113.406
Ventas 492'912.000 | 542'203.200 | 596'423.520 | 656'065.872 | 721'672.459 | 793'839.705
Costos de produccion 169'351.219 | 186'286.341 |204'914.975 | 225'406.473 | 247'947.120 | 272'741.832
Costos fljos 8'406.308 8406.308 | 8406.308 | 8406.308 | 8406.308 | 8406.308
Gastos de administracion y ventas 269'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600
Depreciaciones 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 101'401.516
Amortizaciones 1'107.000 1'107.000 1"107.000 | 1'107.000 1'107.000 1'107.000
Utilidad antes de impuestos -61°086.127 | -28'730.049 | 6861.636 | 46'012.490 | 89'078.431 | 140'653.449
Impuestos -23'518.159 | -11'061.069 | 2'641.730 | 17'714.809 | 34'295.196 | 54'151.578
UTILIDAD NETA -61°086.127 | -28730.049 | 4219.906 | 28'297.682 | 54'783.235 | 86'501.871
Depreciaciones 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 101'401.516
Inversiones 1.154'155.158
Capital de trabajo 54'216.621
Valor de salvamento 492'546.063
Recuperacion de capital de trabajo 54216.621
FLUJO DE EFECTIVO DEL
PROYECTO PURO -1.208'371.779 | 45624.872 | 77'980.950 | 110'930.906 | 135'008.682 | 161'494.235 | 735'773.071
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e Calculo de la tabla de pagos de la deuda

Antes de calcular el flujo de caja se debe determinar el valor anual, que se debe

pagar por concepto de intereses y abono a la deuda por el préstamo realizado.

Para la cuota anual se emple6 la siguiente ecuacion:

L p| 1D
1+ -1

Donde

A: Valor de la cuota anual
P : Valor del préstamo

i: Tasa de interés efectiva anual

} (Sullivan et al., 2004)

n: Periodo
Tabla 64. Componentes del pago de la deuda
Afio Valor total de la deuda 362'511.533
. Abono a
Cuota Anual ($) | Interés ($) Capital ($) Saldo ($)

1 95'917.949 54'557.986 41°359.964 | 321'151.570
2 95'917.949 48'333.311 47'584.638 | 273'566.932
3 95'917.949 41°171.823 54'746.126 | 218'820.806
4 95'917.949 32'932.531 62'985.418 | 155'835.388
5 95'917.949 23'453.226 72'464.724 83'370.664
6 95'917.949 12’547.285 83'370.664 0
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e Para el inversionista

Tabla 65. Flujo de efectivo para el proyecto con un 30% de capital financiado.

DEL INVERSIONISTA ANO
0 1 2 3 4 5 6

Unidades producidas 0 70.416 77.458 85.203 93.724 103.096 113.406
Ventas 492'912.000 | 542'203.200 | 596°'423.520 | 656'065.872 | 721'672.459 | 793'839.705
Costos de produccién 169'351.219 [ 186°286.341 [204'914.975 [ 225'406.473 | 247°947.120 [ 272'741.832
Costos fijos 8'406.308 | 8406.308 | 8406.308 | 8406.308 | 8'406.308 | 8406.308
Gastos de administracion y ventas 269'529.600 | 269°'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600 | 269'529.600
Depreciaciones 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 105’'604.000 | 105'604.000 | 101°401.516
Amortizaciones 1’107.000 1°107.000 | 1°107.000 | 1’107.000 | 1’107.000 | 1°’107.000
Intereses del préstamo 54'557.986 | 48'333.311 | 41°171.823 | 32'932.531 | 23'453.226 | 12'547.285
Utilidad antes de impuestos -115'644.113 | -77°063.361 | -34'310.187 | 13'079.959 | 65'625.205 | 128'106.164
Impuestos -44'522.984 | -29'669.394 | -13'209.422 | 5'035.784 | 25'265.704 | 49'320.873
UTILIDAD NETA -115'644.113 | -77°063.361 | -34'310.187 | 8'044.175 | 40'359.501 | 78'785.291
Depreciaciones 105'604.000 | 105'604.000 | 105'604.000 | 105’'604.000 | 105'604.000 [ 101°401.516
Amortizaciones 1’107.000 1°107.000 | 1°107.000 | 1’107.000 | 1’107.000 | 1°’107.000
Inversiones 845'860.245
Préstamo 362’511.534
Amortizacién de la deuda 41'359.964 | 47'584.638 | 54'746.126 | 62'985.418 | 72'464.723 | 83'370.664
Capital de trabajo 54'216.621
Valor de salvamento 492°546.063
Recuperacion de capital de trabajo 54'216.621
FLUJO DE EFECTIVO DEL PROYECTO
CON CAPITAL FINANCIADO -537°565.332 | -51'400.077 | -19'043.999 | 16'547.687 | 50'662.757 | 73'498.777 |643'578.826
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3.4.5.10 Indicadores de rentabilidad
e Para el proyecto puro
El valor presente neto (VPN) se hallé con una tasa de oportunidad del 7.52%.

Tabla 66. Indicadores de rentabilidad para el proyecto puro

INDICADOR VALOR
BIC 1,1107
VPN -319'612.601
TIR 0,96 %

e Para el inversionista

El valor presente neto (VPN) se hall6 con la tasa de descuento calculada
anteriormente, la cual es de 8.04%.

Tabla 67. Indicadores de rentabilidad para el inversionista

INDICADOR VALOR
B/C 1,2633
VPN -96'557.179
TIR 4.69 %

De acuerdo a los resultados obtenidos para el indicador beneficio/ costo, cuando
los costos de capital son cubiertos completamente por los socios los beneficios
obtenidos son del 11.07% y cuando los inversionistas obtienen el 30% del capital
por medio de préstamos en entidades bancarias los beneficios son superiores a
los costos en un 26.33%.

En cuanto al VPN se puede observar que este es negativo, lo cual indica que la
inversion inicial no alcanza a ser recuperada en un periodo de seis afos, bajo las
tasas de rentabilidad (del inversionista y de oportunidad del mercado), esperadas
para este tipo de proyectos.

Para la TIR se obtuvo un valor de 0,96% en caso de que el capital sea aportado

en su totalidad por los socios y de 4,69% cuando parte de este capital proviene de
un préstamo. Estos valores son bajos al compararlos con la tasa de oportunidad
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del mercado para este tipo de proyectos (7.52%) y la tasa de oportunidad del
inversionista (8.04%). Por lo tanto, tras este analisis el proyecto no es
econdmicamente rentable, debido a la alta inversion inicial requerida.
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CONCLUSIONES

La produccion de biomasa se ve estadisticamente favorecida, al operar el
biorreactor en ausencia de luz, obteniéndose para el dia 8 una concentracién de
micelio de 13,7538 g/l.

La produccion de exopolisacaridos obtenida, no se ve afectada estadisticamente
por la ausencia o presencia de luz blanca y los valores obtenidos en cada caso
fueron de 3,8788 g/l y 3,2058 g/l. De igual forma ocurre con los polisacaridos
totales, para los cuales se obtuvo una concentracién en ausencia de luz 5,8711 g/l
y en presencia de luz de 4,9194 g/I.

Las mejores caracteristicas organolépticas para el producto fueron alcanzadas con
una composicién de 44,15% de panela, 29,75% de extracto de pata de res
(colageno), 18,75% del producto de biotransformacién, 7,36% de extracto de
estevia, y 0,011% de canela.

La gelatina enriquecida tiene un alto contenido proteico: 20% y un contenido de
polisacaridos de 0,07% (8,4 mg/12 g. de gelatina.), el cual es comparable con el
de otros productos elaborados con G. lucidum ofrecidos en el mercado para el
cuidado de la salud.

Para realizar el disefio conceptual de una biotransformacién, se hace necesario
realizar un escalamiento de los biorreactores y el K a es una herramienta muy util
para garantizar que las condiciones de aireacidn permanezcan constantes al
realizar el cambio de escala y no se afecte significativamente la productividad.

Del estudio de mercado se puede inferir que el sector de los productos funcionales
esta en expansion y en general los productos nutracéuticos, tienen un gran auge a
nivel mundial, lo cual hace que este sea un sector muy llamativo para el desarrollo
de nuevos proyectos.

Después de realizar el estudios técnico y el estudio financiero se puede ver que
aunque el proyecto es técnicamente viable y el producto que se piensa desarrollar
puede tener una alta aceptaciéon por parte de los consumidores, la inversion inicial
es significativamente alta, lo que ocasiona que la rentabilidad obtenida al sexto
afio de operacion no sea lo suficientemente atractiva para desarrollar el proyecto.
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RECOMENDACIONES
Realizar un analisis bromatologico para evaluar el valor nutricional de la gelatina
enriquecida.

Evaluar la influencia de la presencia o ausencia de luz sobre la produccién de
acidos ganodéricos.

Determinar el consumo de oxigeno del G. /lucidum en el biorreactor
BIOENGINEERING CH 8636 a las condiciones de cultivo trabajadas.

Llevar a cabo un analisis de estabilidad para gelatina enriquecida que tenga
incluido en su formulacién un conservante.

Realizar un seguimiento al producto para analizar los efectos que trae el consumo
de gelatina enriquecida en las personas, con el fin de verificar las propiedades que
le han sido atribuidas al G. lucidum en diferentes publicaciones cientificas.

Desarrollar otros tipos de productos funcionales empleando G. lucidum.
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ANEXO 1

Método colorimétrico del fenol-sulfarico para microdeterminacion de
carbohidratos totales

El contenido total de carbohidratos de medios liquidos, extractos, alimentos
liguidos puede ser determinado como azucares simples, oligosacaridos,
polisacaridos y sus derivados; dando un color naranja muy estable cuando
reaccionan con fenol y en presencia de acido sulfurico concentrado.

Azucar simple + fenol + acido sulfurico
Azucar simple > color amarillo-naranja.

La intensidad del color naranja es proporcional a la cantidad total de
carbohidratos presente. Esta absorbancia puede ser medida a 492 nm y la
concentracién total de carbohidratos de las soluciones problema puede ser
medida con respecto a una curva estandar preparada.

Dos soluciones estandar pueden ser usadas:

- Estandar glucosa: 400 ug / ml
- Estandar fructosa: 400 ug / ml

Las soluciones de glucosa preparadas deben contener 0, 10, 20,30, 40 50 y 60
ug/ml del azucar seleccionado para la curva.

Reactivos:

- Solucion de fenol al 5% (p/v)
- Acido sulfurico concentrado 95.0%
- Stock de glucosa: 400 ug/ml

Preparacion de los estandares, la muestra y la curva de calibraciéon
- Stock de glucosa 400 ug/ml, preparar 100 ml y almacenar a 4 °C.
- Tomar 40 mg de Glucosa anhidra grado analitico, disolver y ajustar a 100 ml

con agua destilada.
- Rotular esta solucion adecuadamente y mantener refrigerada.
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Preparacion de la muestra: Las muestras pueden ser diluidas hasta 200 veces.
Ejemplo:

Primero: 5% 50 ul muestra + 950 ul de agua destilada
Luego: 10% 100 ul muestra + 900 ul de agua destilada

La preparacion del blanco se hace tomando 1 ml de agua destilada.

Tabla 68. Preparacion de la curva de calibracién para el método de Dubois.

N° Dilucién 1 2 3 4 5 6 7
ul Stock glucosa 0 25 50 75 | 100 | 125 | 150
ul de agua destilada 1000 | 975 | 950 | 925 | 900 | 875 | 850
[ ] de glucosa mg/l 0 10 20 30 40 50 60

Procedimiento:

- Tomar 1 ml de solucion de analito, el blanco y soluciéon estandar en tubos de
ensayo lisos.

- Adicionar 0,5 ml de solucién de fenol al 5%.

- Adicionar en forma rapida 2.5 ml de acido sulfurico concentrado.

- Nota: Tratar de no dejar deslizar el 4cido por las paredes del tubo de ensayo.

- Llevar al vortex para mezclar y capturar algunos restos de acido por las
paredes del tubo.

- Dejar reposar por 10-15 minutos.

- Poner en un bafio de agua a 30 °C por 15 minutos.

- Transferir a las celdas colorimétricas.

- Leer absorbancia a 492 nm.
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A continuacion se muestra la curva de calibracion realizada para la determinacion
de exopolisacaridos y polisacaridos totales

Grafico 5. Curva de calibracién para el método de Dubois.
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ANEXO 2
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BIURET

Si una solucion fuertemente alcalina de sulfato cuprico (CuSQO,4) se afiade a una
solucion de proteina se forma un complejo entre el ié6n cuprico y los enlaces
peptidicos, con aparicion de una coloracién violeta-purpura, que presenta un
maximo de absorcion a 550 nm. Las caracteristicas mas importantes de la
reaccion son: La reaccion del Biuret se aplica a partir de los tetrapéptidos, a todos
los péptidos y proteinas, no depende de la composicidon de aminoacidos, algunos
compuestos (NH,4*, Tris, etc.) dan la reaccion:

Figura 16. Complejo proteina-Cu(ll) Violeta-purpura

0=<§/ \07——0
Mo
RCH HCR
S R,
o "
RC{ HCR

Reactivos:

- Solucion A (Reactivo de Biuret): 25 gr de NaOH, 5.0 gr EDTA-Nay, 0.8 gr de Kl
y 1,25 gr de CuS0O4.5H,0 en 250 ml de agua desionizada.

- Solucion B: stock estandar BSA de 10 gl/l.
Procedimiento:
- Preparacion de la curva de calibracion:

Tabla 69. Curva de Calibracion para el método de Biuret.

N° Dilucién Blanco 1 2 3 4 5 6
BSA 10 g/l (ml) 0.0 0.1 0.2 | 04| 06 0.8 1.0
Buffer NaCl 0.9%(ml) 1.0 09| 08 |06 | 04 0.2 0.0
g./l de BSA 0.0 1.0 | 20 | 40| 6.0 8.0 | 10.0
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Preparar en cada tubo (soluciones de curva patron, las muestras problema
diluida si es necesario y buffer NaCl 0.9% como blanco) 1.0 ml de solucion en
total (ver tabla 68).

Adicionar 4 ml del reactivo de Biuret diluido a cada tubo y vortex
inmediatamente.

Incubar 15 min. en reposo.

Leer a 550 nm y realizar la curva Absorbancia vs. concentracion.

Grafico 6. Curva de calibracion método de Biuret.
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ANEXO 3

Determinacion del Capacidad calorifica del melao

Para esto puede emplearse un método que consiste en precalentar una muestra
del producto en una mufla, medir su temperatura con un termémetro de contacto
(Timeiao) Yy luego llevarla a un recipiente con agua a la cual se le ha medido
previamente la temperatura (Tin20). Se monitorea la temperatura del sistema hasta
que se estabilice (Tf), una vez hallado este valor final de temperatura, se realiza
un balance de energia para determinar la capacidad calorifica de la muestra

(Cpme/ao) as |,

mHZOCszo (Tf - TiH20) = M elao Cpmelao (Tf - Timelao)
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