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RESUMEN

En la siguiente memoria de titulo se detalla la evaluacidn técnica y econdmica de una planta

productora de acido p-cumarico por fermentacion.

Se describen las propiedades del dcido p-cumarico; un acido hidroxicinamico que se encuentra en
algunas frutas y vegetales como manzanas y berries, entre otros. Dentro de sus propiedades se
destacan las anticancerigenas y propiedades de prevencién y tratamiento para enfermedades
cardiovasculares, siendo este ultimo el mercado escogido para determinar la capacidad de la

plantay realizar la evaluacién técnicay econémica.

La produccion de acido p-cumiérico se realizd mediante una fermentacién con cultivo por lote
alimentado de unacepa previamente modificada de la bacteria Pseudomona putida, seguido por
un proceso de purificaciéon que incluye centrifugacion, extraccién por surfactante (también
conocidacomo CPE), cromatografia de intercambio idnico, evaporaciony secado. La concentracion
maxima alcanzada en una fermentacién fue de 1,67 mg/L, mediante la modalidad de lote
alimentado que, en este caso, consiste en detenerla alimentacidn de fenilalaninay reemplazarla

por una alimentacién de glucosa.

Se optd porinstalarlaplantaenla Region de Valparaisoy producir 1 toneladade dcido p-cumarico
al aifo, con un aumento gradual de 29 kg por afio, para alcanzar al afio 10 una produccién de 1261
kg de p-cumarico. La evaluaciéon econdmica de la planta productora indicé un Valor Actual Neto
(VAN) de 63.823 [UF] y una Tasa Internade Retorno (TIR) de un 55%. De esta manera, el proyecto
entrega una rentabilidad mayor a la minima aceptada (15%), pudiendo establecer que con un
precio de venta neto de 55 [UF/kg] se obtendria un proyecto rentable. Se realizd una
sensibilizacién a la inversidn inicial, el precio de las materias primas y el precio de venta del
producto. Al realizarel analisis de sensibilidad econdmica se determind que el factor mas afecta

los indicadores econdmicos es el precio de venta del producto.

En conclusidn, se determina que el proyecto es rentable y capaz de insertarse en una futura
demanda y actual competencia de productos andlogos. Se recomienda realizar constantes
investigaciones acercade las condiciones de produccidn, recuperacion, purificaciony propiedades

del producto, con el objetivo de proporcionar alguna innovacidn que resulte interesante.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 ASPECTOS GENERALES

La necesidad de buscar nuevas alternativas tanto de tratamiento como de prevencion de
enfermedades es una realidad tanto a nivel nacional como global. Dentro de ella, se destaca la
investigacion paradescubrir aplicaciones de diversas moléculas que actien de manera especifica
para combatir dichas enfermedades. Estudios epidemoldgicos han sugerido una asociacidn entre
el consumo de acidos fendlicos en comidas y bebidas y la prevencidn de diversas enfermedades

(Morton, 2000).

Los acidos hidroxicinamicosy fenélicos son un grupo de compuestos presentes en la pared celular
vegetal, conocidos porsu capacidad antioxidante, cuyas propiedades y aplicaciones aun se estan
investigando. Estudios recientes han confirmado que el acido p-cumarico (uno de los acidos
hidroxicindmicos mas abundante enlanaturaleza) tiene efectos preventivos para enfermedades
del sistema circulatorio (Mainzen Prince P. S., 2013), ademas de un efecto que favoreceria al

tratamiento de ciertos tipos de cancer (Luceri, 2007).

1.2 ACIDO P-CUMARICO

El dcido p-cumdrico (acido 3-(4 hidroxifenil)-2-propenoico) es un acido hidroxicindmico, un
compuesto organico derivado del dcido cindmico. Existen 3isémeros; o-cumarico, m-cumaricoy p-
cumdrico, siendo éste ultimo el mas abundante en la naturaleza. Es un sélido cristalino poco
soluble en agua, pero muy soluble en etanol y dietil éter. En la Figura 1.1 es posible apreciar la

estructura molecular del acido.

Se puede encontraren algunas frutas, vegetales, cereales, té y vino, mayormente como conjugado
con otros acidos cindmicos. Se presenta como acido libre (cerca de 22 mg/l) y como &cido p-

cumaroil tartarico (cerca de 139 mg/l) en el vino tinto (Ghiselli, Luceri, & Giovanelli, 2003). Otras



abundantes fuentes de acido p-cumarico son las manzanas y los berries (69-1700 mg/kg) vy el

salvado de maiz (2,9 g/kg) (Stich, 1991; Zhao, et al., 2005).

Son diversos los estudios que revelan que el acido p-cumdrico presenta propiedades antioxidantes

(Castelluccio & Paganga, 1995, Zang & al, 2000, Clifford, 2000).

OH
HO

Figura 1.1: Estructura del acido p-cumadrico

1.3 PROPIEDADES DEL ACIDO P-CUMARICO

Para todas las propiedades presentadas a continuacion, los estudios son muy recientes (desde el
afio 2005 hasta 2013). Esto se debe a que actualmente el dcido p-cumarico se utiliza sélo para
investigacion, parapoderdescubrirsus propiedadesyluego poder ubicarlas en algiin mercado. No
todos los estudios se han hecho en humanos, por lo que se carece de informacion acerca de

efectos secundarios y no se tiene certeza sobre la posologia adecuada en todos los casos.

1.3.1 Efecto antiplaquetario

La agregacion plaquetariajuegaunrol critico enla patologiade los desérdenes vasculares y existe
evidencia de que la terapia antiplaquetaria reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Youssef & al, 2005), previniendo la trombosis. Uno de los mecanismos propuestos como
aparente beneficio de algunos polifenoles es su efecto favorable en la agregacidn plaquetaria

(Cordova, 2005).

Administrando dcido p-cumarico in vivo, éste fue capaz de reducirsignificativamente la agregacion
plaguetariainducida poracido araquidénicoy adenosin difosfato (AAy ADP, respectivamente)

luego de dos semanas de tratamiento, ver Figura 1.2. La ruta oxidativa del AA obtienecomo



productos principales prostaglandinas y tromboxanos que, junto con el ADP, estimulanala

agregacion plaquetaria.
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Figura1.2: Inhibicién de laagregacion plaquetariaen muestras de sangre de conejos alimentados
con una dieta estandar enriquecida con 5 mg/kg de acido p-cumarico

In vitro, el 4cido p-cumarico fue capaz de inhibir la agregacion plaquetaria sin efectos en pruebas
de laboratorio que evaltdan extrinsecamente la coagulacién sanguinea, como lo son el tiempo de
protrombina y el tiempo de tromboplastina activada (Luceri, 2007). En sintesis, el acido p-
cumarico demuestra claras propiedades anti-agregantes sin alterar la coagulacion sanguinea a
concentraciones que podrian serobtenidas al mantenerunadietasaludable que incluya consumo
de bastantesfrutasy vegetalesy un moderado consumo de vino. Se ha estimado que el consumo
diario de acidos hidroxibenzoicos y sus derivados deberia ser de 1 g/d, correspondiente a 15

mg/kg de peso corporal diario para un adulto (Tomas-Barberan & Clifford, 2000).

1.3.2 Efecto preventivo del infarto al miocardio (IAM)

Estudios recientes in vivo e in vitro han demostrado que el acido p-cumarico es capaz de preservar
laintegridad de lamembranalisosomal al mantener la actividad de las enzimas lisosomales y los
niveles de peroxidacién lisosomal en ratas a las que les indujo un infarto al miocardio mediante
isoproterenol (100 mg/kg). Esto puede deberse asu efectode eliminaciéon de los radicales libres 'y

su efecto de estabilizacion de lamembrana. Ademas, el acido p-cumarico logré reducir el tamafio



o grado del infarto al corazén hasta en un 50% en comparacién a un control que también fue
inducido, pero no se le administré acido p-cumarico, ver Figura 1.3. De acuerdo a una
cuantificacién por planimetriaacumulativa, las ratas que fueron pretratadas con acido p-cumarico
y sufrieron IAMinducido porisoproterenol mostraron unareducciénen el porcentaje de laregién
infartada (18,4%) en comparacién a una rata sin pretratamiento (41,2%) (Mainzen Prince P. S.,
2013). Debido a estas caracteristicas o propiedades, las posibilidades de un segundo infarto
descienden considerablemente, por lo que se puede concluir que el acido p-cumadrico posee un

efecto preventivo al IAM.

Figura 1.3: Cortesde corazdn de rata con tincién de 2,3,5-trifenilcloruro de tetrazolio. Fig. 1.3 A es
un corte de corazén de rata normal mostrando tejido completamente viable. Fig. 1.3 B es un corte
de corazdn de rata tratada con ac. p-cumarico (8 mg/kg) mostrando tejido completamente viable.
Fig. 1.3 Ces un corte de corazén de rata que sufrié un infarto al miocardio inducido por
isoproterenol (100 mg/kg), mostrando las regiones afectadas por el infarto. Fig. 1.3 D es un corte
de corazén de rata pretratada con ac. p-cumarico (8 mg/kg) que sufrié un infarto al miocardio
inducido porisoproterenol (100 mg/kg) mostrando un tamafo de infarto mucho mas reducido en
comparacién alaFig. 1.3 C.

1.3.3 Efecto preventivo alteraciones metabdlicas post IAM

Haciendo unacontinuacidnenloque respectaa los efectosdel dcido p-cumarico relacionados con
el infarto al miocardio, se realizaron estudios en ratas para evaluar su efecto en la hipertrofia
cardiaca, lasalteracionesen el electrocardiograma, y los niveles de lipidos y de lipoproteinas luego

de inducir al infarto mediante isoproterenol (ISO). Al administrar dcido p-cumarico se logré un



efecto preventivode laalteracion enlos niveles de lipidosy lipoproteinas al inhibir la actividad de
la HMG-CoA reductasa en el higado (Mainzen Prince P. S., 2013). Las Tablas 1.1, 1.2 y 1.3
presentanlos nivelesde lipidosy lipoproteinasen el suero y en el corazén, mientras que la Figura
1.4 muestra la actividad de la HMG-CoA reductasa en el higado. A mayor razon HMG-

CoA/mevalonato, menor es la actividad de la enzima.

O Control normal
B Acido p-cumarico (8mg/kg)
Isoproterenol  (100mg/kg)

@ Acido p-cumarico (8mg/kg) +
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Figura 1.4 Actividad de la HMG-CoA reductasa en el higado.

Analizando los datos de las tres tablas, es posible observar que los niveles de lipidos y lipoprteinas
aumentan considerablemente después del infarto, llegando en lamayoria de los casos al doble de
su valor inicial. Comparando las 2 ultimas columnas de la tabla se puede observar el efecto
preventivo del acido p-cumarico. Administrado previo al infarto, el acido p-cumarico logré
disminuir los niveles de lipidos y lipoproteinas entre un 70y un 85%, acercandose bastante alos

valores iniciales.



Tabla 1.1 Niveles de colesterol total, triglicéridos y acidos grasos libres en el suero

Normal pretratado Infartoinducido Infarto inducido por ISO

Mg/dL de suero Normal  con p-cumarico por ISO pretratado con p-cumarico
Colesterol 70 70 110 78
Triglicéridos 40 40 74 44
Acidosgrasoslibres 38 38 68 42

Tabla 1.2 Concentraciones de colesterol total, triglicéridos y acidos grasos libres en el corazon

Normal pretratado Infartoinducido Infarto inducido porISO

Mg/g tejidohimedo Normal  con p-cumadrico por ISO pretratado con p-cumarico
Colesterol 7,8 7,8 14,3 9
Triglicéridos 3,5 3,5 8 4,8
Acidos grasos libres 0,24 0,24 0,78 0,32

Tabla 1.3 Niveles de colesterol LDL, colesterol VLDLy colesterol HDL en el suero

Normal pretratado Infartoinducido Infarto inducido porISO

Mg/dL de suero Normal  con p-cumarico por1SO pretratado con p-cumarico
Colesterol LDL 34 34 81 43
Colesterol VLDL 7 7 14 8
Colesterol HDL 29 29 12 25

Ademas de afectar positivamente a las alteraciones en los niveles de los lipidos, el acido p-
cumdrico previene la hipertrofia cardiaca y logra casi normalizar el electrocardiograma. El peso
promedio del corazén de los ratones estudiados era de unos 540 mg., mientras que el corazén de
losratones que sufrieron un infartoinducido aumentd alos 800 mg. El peso promedio del corazén
de los ratones que sufrieron un infarto, pero que fueron pretratados con acido p-cumarico (8

mg/kg), fue de 600 kg. Por lo tanto, al igual que en el caso de los niveles de lipidos, el acido p-



cumidrico logré atenuar la hipertrofia cardiaca, llegando a valores del peso de miocardio muy

cercanos a los iniciales.

Los posibles mecanismos paralos efectos preventivos delp-cumdrico se deben a sus propiedades

antilipidemica, antihipertréfica y a su capacidad de eliminacion de los radicales libres (Mainzen

Prince P. S., 2013).

1.3.4 Efecto inhibitorio de la angiogénesis

Angiogénesis eslaformacién de vasos sanguineos nuevos. Este proceso consiste en la migracién,
crecimientoydiferenciacién de células endoteliales, las cuales recubren las paredes internas de
los vasos sanguineos. Es critico para muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos incluyendo
embriogénesis, cicatrizacion de heridas, enfermedades cardiovasculares, crecimiento tumoral y
metastasis (Lamy &al, 2010). La angiogénesis requiere que se unan moléculas de sefializacion, tal
como el factor de crecimiento endotelial vascular (vascular endotelial growth factor, VEGF).
Cuando el (VEGF) y otros factores de crecimiento endotelial se unen a sus receptores enlas células
endoteliales, se inician sefales dentro de estas células que promueven el crecimiento y la

supervivencia de vasos sanguineos nuevos (Markowska, 2010).

La inhibicion de la angiogénesis a través de la regulacién negativa del VEGF es una estrategia de
terapiaanticancer. Se demostrd que el acido p-cumarico suprime de maneraefectiva la migracion
celularendotelial, laformacién de capilaresy el brote de anillos en la aorta de raton (Chang-Seok
Kong, 2013). Ademas, se comprobd que el acido p-cumarico suprime significativamente el
crecimiento tumoral in vivo bloqueando la angiogénesis, tanto en volumen como en peso, ver

Figura 1.5.
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Figura 1.5 Porcentaje de reduccién de peso y volumen de tumor tratado con ac. p-cumarcico

1.3.5 Efecto supresor de la inflamacién inducida por MSU

La gota es una forma muy dolorosa y recurrente de artritis inflamatoria desencadenada en
respuesta a los depdsitos articulares de cristales de urato monosédico (MSU). Ademas, los
cristales de MSU inducen la liberacion de diversos mediadores inflamatorios, incluyendo
citoquinas, quimioquinas, metabolitos del acido araquiddnico, proteasasy radicales de oxigeno, lo
gue conduce a una condicién inflamatoria en toda regla. Se indujo la inflamacién a 6 ratas
mediante MSU, y se administré acido p-cumarico (100 mg/kg). Las Figuras 1.6, 1.7 y 1.8 presentan
el efectodel p-CAenlaactividad de diversas enzimas en el higado, bazoy suero, respectivamente.
La actividad enzimatica esta expresada como fosfatasa acida-pumol fenol liberado/min/mg de
proteina; N-acetil glucosaminidasa, B-gluconidasa y PB-galactosidada- pmol p-nitrofenol
formado/h/mg de proteina; cathepsina-D- pmol x 10-2 de tirosina liberada/h/mg de proteina;

respectivamente.
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Efecto del p-CA en la actividad de enzimas lisosomales en el higado

fosfatasa acida B-glucoronidasa B-galactosidasa n-acetyl catepsina D
glucosaminidasa
(NAG)

H control EMSU mMSU + pCA

Figura 1.6 Efecto del p-CA en la actividad de enzimas lisosomales en el higado

Efecto del p-CA en la actividad de enzimas lisosomales en el bazo

fosfatasa acida B-glucoronidasa B-galactosidasa n-acetyl catepsina D
glucosaminidasa
(NAG)

B control B MSU B MSU + pCA

Figura 1.7 Efecto del p-CA en la actividad de enzimas lisosomales en el bazo
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Efecto del p-CA en la actividad de enzimas lisosomales en el suero

14
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2
- - N _ .
fosfatasa acida B-glucoronidasa B-galactosidasa n-acetyl catepsina D
glucosaminidasa
(NAG)

N control W MSU MSU + pCA

Figura 1.8 Efecto del p-CA en la actividad de enzimas lisosomales en el suero

1.4 PRODUCCION ACTUAL DE ACIDO P-CUMARICO

Actualmente el 4cido p-cumadrico se produce por extraccion de distintas fuentes vegetales con una
purezadesde un50% hasta un 98% HPLC. Existen diversos laboratorios, en su mayoria chinos, que
lo producen a partir de extraccion para luego comercializarlo a otros laboratorios o centros de
investigacién. Sinembargo, los métodos de extraccidn, aislacion y purificacién del dcido a partir de
plantas son procesos laboriosos que requieren mucho tiempo, por lo que se desea encontrar un
método de produccidn para una sintesis comercial y a gran escala del compuesto. También se
puede producir por sintesis quimica, pero estos métodos son costosos y resultan en una gran
cantidad de productos secundarios. En ambos casos, para llegar a un alto grado de pureza el
proceso de recuperacion o downstream hace que el costo del producto aumente
considerablemente. La Tabla 1.4 presenta algunos de los productores y el precio al cual lo
comercializan, informacion recibida directamente a partir de cotizaciones desde las paginas web

de los proveedores.
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Tabla 1.4: Productores de acido p-cumdrico y su precio de venta

Cantidad
Productores (g) Precio Moneda
Sigma-Aldrich 1 19 usD
10 84 usb
25 151 usb
SCBT 1 19 usb
25 78 usb
TRC- Canada 5 120 usD
50 960 usb
Nanjing Zelang Medical 1 24,5 usD
25 155,5 usb
Sichuan Weikeqi Biotech 1 80 usD
25 1124 usD
Hangzhou dayangchem Co 1 160 usD
25 220 usb

Debido a que todas las cotizaciones se hicieron para una pureza igual o mayor al 98%, las grandes
variaciones de precio se pueden deber a la fuente de la cual extraen el dcido p-cumarico, el

mecanismo de extraccion y, principalmente, los pasos en la etapa de recuperacion.

Actualmente no se produce acido p-cumarico porsintesis bioldgica. Esimportante destacar que no
existe algun microorganismo silvestre que produzca acido p-cumarico como producto de su
metabolismo, pero se han hecho estudios (Nijkamp et al., 2007) en los que se ha modificado
genéticamente alguno paraque asi lo hicieran. Bajo esa premisa, la posibilidad de producir acido
p-cumarico por fermentacion a gran escala es una tentadora alternativa que entraria a competir

directamente con la produccidn por extraccion y la sintesis quimica.
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1.5 CAUSAS DE MUERTE EN CHILE

A nivel nacional, la mayor causa de mortalidad son las enfermedades asociadas al sistema
circulatorio, seguidas por los tumores malignos. Ambas causas constituyen aproximadamente el
50% de las defunciones anuales que, llevadas a nimeros, ambas causas corresponden a un
promedio de 45.000 muertes al afio, dato que se ha mantenido relativamente constante durante
los ultimos afios. Si bien entre un ano y otro puede haber variaciones, éstas son minimasy las
proporciones porcentuales se han mantenido constantes en los ultimos diez afios, por lo que es

posible realizar un promedio para presentar los datos que se muestran en la Figura 1.9.

Porcentaje de defunciones segtin causa de muerte
en Chile, 2005-2011

B Enf. Cardiovasculares

B Tumores Malignos

M Causas externas

M Enf. Sistema respiratorio

M Enf. Sistema digestivo

m Anormalidades clinicas

1 Enf. infecciosas

W Afecciones periodo perinatal
Enf. Sistema genitourinario

M Enf. Endocrinas y metabdlicas

W Otros

Fuente:INE2012

Figura 1.9: Porcentaje de defunciones segun causa de muerte en Chile, 2005-2011

Todas las propiedadesy efectos positivos del dcido p-cumarico descritos en los puntos anteriores,
serian beneficiosos para prevenir, disminuir efectos o tratar las enfermedades que causan la

mayor cantidad de defunciones en nuestro pais.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo general
e Evaluarlafactibilidad técnico-econédmica una planta productorade dcido p-cumarico

por fermentacion

1.6.2 Objetivos especificos
e Establecerunmercado para el acido p-cumarico
e Definirel proceso productivoy disefiaruna planta productora

e Evaluarlarentabilidad delproyecto
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CAPITULO 2
ESTUDIO DE MERCADO, CAPACIDAD Y UBICACION DE LA PLANTA

2.1 INTRODUCCION

En este capitulo, se analizara el mercado del acido p-cumarico, con el fin de establecer la
importanciay el potencial comercial del producto en cuestién, de acuerdo ala propuestaenlaque
se basara este estudio técnico econdmico. Uno de los factores mas criticos en el estudio de
proyectos, esladeterminacién de sumercado, tanto porel hecho de que aqui se define la cuantia
de sudemandaeingresos de operacién como los costos e inversiones implicitos (Sapag N., 1995).
Ademas es preciso para su estudio reconocer cada uno de los agentes que con su actuacién
tendran algun grado de influencia sobre las decisiones que se tomardn al definir su estrategia

comercial.

Es importante destacar que el acido p-cumadrico actualmente se comercializa sélo para

investigaciones a nivel institucional y farmacoldgico, es decir, no existe un mercado ya
preestablecido paradicho acido. Bajo esta premisa, surge el desafio de encontrar un mercado en
el cual sus propiedades sean de utilidad parasolucionaralguna problematica. Para ello, el estudio
sedividid endos. Porun lado, un mercado que hicieraalusién asus multiples efectos positivos en
el sistema circulatorio: efecto antiplaquetario, efecto preventivo de infarto al miocardio, entre

otros. Por otro lado, un mercado que hiciera referencia al efecto antiangiogénico del acido p-

cumarico, es decir, a una fraccién de la poblacién afectada por algun tipo particular de cancer.

El objetivo principal de este estudio es verificar mediante la recopilacién de informacién, la
posibilidad real de implementar el producto al mercado actual de prevencidn y tratamiento de
ciertas enfermedades. Son cinco los mercados que se reconocerdn al realizar un estudio de
factibilidad: Consumidor, competidor, proveedor, distribuidor y externo. Este ultimo puede
descartarse y sus variables incluirse segun corresponda, en cada uno de los cuatro anteriores

(Sapag N., 1995).

Se realizara un andlisis de estudios y estadisticas tomando en cuenta la tasa de incidencia de
infartos, supervivencia a éstos, trombosis y algunos tipos de cancer, considerando también las
defunciones para cada caso; con el fin de poder establecer el mercado consumidor. Ademas, se

analizaran los medicamentos utilizados actualmente y suvolumen de comercializacién, para poder
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establecer el mercado competidor. En base a esto, junto con algunos supuestos debido a la

inexistencia de un mercado actual, se determinardlacapacidad de la plantay la ubicacién de esta.

2.2 SUBMERCADO CONSUMIDOR

En este estudio, el mercado consumidor hace alusién a los individuos que podrian utilizar el
producto de manera preventiva o como tratamiento, es decir, las personas propensas a las
enfermedades mencionadas anteriormente. Paradar cuentade la cantidad de afectados por algun
tipo de enfermedad y la gravedad de dicha enfermedad, un dato importante a considerar es la
tasa de defuncién. Sibien el dato de la cantidad de personas que fallecen no tienerelacién directa
con la cantidad de enfermos, es unindice relevanteal momento de comenzarun estudio y realizar

proyecciones acerca de las enfermedades.

Utilizando datos oficiales de la Organizacion Mundial de laSalud (OMS), el portal estadounidense
Global Post realizé un mapa (Figura 2.1) en el que se muestra la enfermedad que causa mas

muertes en cada pais del mundo.

B HIv/AIDS
. Tuberculosis
Nephritis & nephrosis
1) Cirrhosis of the liver
* Respiratory infection

Figura 2.1: Enfermedad que causa mas muertes en cada pais del mundo. Fuente: Global Post

A simple vista, se puede apreciar que a nivel mundial el motivo de deceso mas comun son las

patologias cardiacas. De hecho, en Chile, Argentina, Brasil, Canada, Estados Unidos, Italia y Rusia,
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entre otros, esla primera causa de muerte. En tanto, en naciones como China, Espafia, Portugal y

Francia predominan las muertes por cancer.

Si bien el estudiorealizado se basé en estadisticas nacionales tanto para defunciones, incidenciay
comercializacion de los productos con funciones andlogas, las enfermedades asociadas al sistema
circulatorio y el cancer son las mayores causas de muerte a nivel mundial. El estudio se hizo
pensando en el mercado nacional, mds no se descarta la posibilidad de futuros estudios y una

posible expansion y ampliacion al mercado global, lo que se explicard posteriormente.

En Chile el panorama no se aleja de la realidad global. Segun las Estadisticas demograficas del
Instituto Nacional de Estadisticas (INE), las mayores causas de muerte son las enfermedades
cardiovascularesylos tumores malignos, constituyendo entre ellas el 51% de las defunciones en
los ultimos afos. Si bien entre un afio y otro puede haber variaciones, éstas son minimasy las
proporciones porcentuales se han mantenido constantes en los Ultimos diez afios, porlo que es

posible realizar un promedio para presentar los datos.

2.2.1 Enfermedades asociadas al sistema cardiaco

Se ha demostrado el efecto positivo del dcido p-cumadrico tanto para la prevencion del infarto al
miocardio (IAM) en si, como para la prevencién, inhibiciéon o disminucién de ciertos efectos
relacionados con el infarto tales como el estrés oxidativo, la apoptosis cardiaca, la hipertrofia
cardiaca y otras alteraciones metabdlicas (Mainzen Prince P. S., 2013), (Mainzen Prince P. S.,

2013).

Las estadisticas demograficas clasifican las enfermedades cardiovasculares en enfermedades
cardiacas reumaticas crénicas, enfermedades hipertensivas, infarto agudo al miocardio,
enfermedades cerebro-vasculares, aterosclerosis, enfermedades isquémicas del corazén y otras
enfermedades delsistemacirculatorio. Dentro de ellas, las con la mayor tasa de defuncién son las
enfermedades cerebro-vasculares, el infarto agudo al miocardio (IAM), las enfermedades
hipertensivas y otras enfermedades isquémicas al corazén. La Tabla 2.1 presenta el nimero de

defunciones segln causa de muerte en Chile.



Tabla 2.1: Defunciones segln causa de muerte en Chile, 2007-2011

Causa de muerte 2007 2008 2009 2010 2011
Enfermedades hipertensivas 3377 3493 3523 3976 3488
Infarto agudo al miocardio 6348 5744 5438 5973 5572
Enfermedades cerebro-vasculares 8278 8090 8130 8833 8736
Otras enfermedades isquémicas al corazon 2078 1923 1861 1816 1625
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En las cuatro causales de muerte latasa de defuncidén se mantiene relativamente constante y sélo

en el caso de otras enfermedades isquémicas al corazdn se presenta una leve disminucién de las

defunciones afio a afo.

Bajo otra clasificaciéon de las enfermedades asociadas al sistema circulatorio, un estudio de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Chile revela que a enfermedad coronaria (EC),

responsable de 9,5% del total de defunciones en Chile, eslaprimeracausade muerte en hombres

y lasegundaen mujeres, después del accidente cerebro-vascular (Departamento de Estadisticas e

Informacidn de Salud, 2010). 73% de las muertes por EC son debidas ainfarto agudo del miocardio

(IAM) (Alonso F, 2010). Entre el afio 2001 y 2007 se estimo que ocurrieron 83.754 casos de I1AM

con un promedio anual de 11.964 casos. La tasa cruda promedio de incidencia fue 74,4 casos por

cada 100.000 habitantes (98,0 x 100.000 en hombres y 51,0 x 100.000 en mujeres) (Nazzal C,

2011). En la Figura 2.2 se muestran las tasas de incidencia para los distintos grupos de edad.
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Figura2.2: Tasas deincidenciade infartoagudo del miocardio segiin grupo de edad en Chile,2001-
2007

El analisis de la tendencia mostré un aumento de laincidencia en términos porcentuales en los
grupos de menor edad: 34% en los menores de 45 afios; y 9,2% en el de 55 a 64 afios. Por el
contrario, en el grupo de 65 a 74 afios se registré una reduccion en laincidencia de 11,3% en el
periodo estudiado. El nimero de casos proyectados para el afio 2015 es 16.041, lo cual
corresponde aun aumento de 20,6% en lafrecuenciaabsoluta, respecto alos casos reportados en
2007 (13.277) (Nazzal C, 2011). Si bien las tasas estandarizadas por edad no mostraron un
incremento en la incidencia entre 2001 y 2007, debido al progresivo envejecimiento de la
poblacidn chilena (Szot, 2003), es esperable un aumento en el nimero absoluto de casos en las

préoximas décadas y una creciente demanda de atencién para el sector salud.

En cuanto a la mortalidad, se puede establecer un promedio de 5920 muertes por IAM
anualmente; sinembargo, los andlisis mostraron que ésta haido disminuyendo durante el periodo
analizado en ambos sexos, particularmente en el masculino (reduccién anual de 1,22% en

hombresy 0,81% en mujeres).



21

Tomando como base la proyeccidon de 16.041 casos de infarto al miocardio para el afio 2015y el
promedio de 5920 de muertes, se tomara un estimado de 10.000 posibles consumidores de acido
p-cumarico para prevencion de un infarto al miocardio o para disminuir o inhibir ciertas
complicaciones y alteraciones metabdlicas propias de un infarto tales como alteraciones en el

electrocardiograma, lipidos y lipoproteinas.

2.2.2 Tumores malignos

El Primer Informe de Registros Poblacionales de Cancer de Chile fue publicado el aifio 2012
realizando un registro del quinquenio 2003 — 2007. En él se encuentra el estudio de incidencia,
mortalidad y estimacidn pais, ademas de un detallado estudio para las regiones de Antofagasta,

Los Rios y Biobio.

Comose ha mencionado anteriormente, el estudio sobre el efecto anti-angiogénico del acido p-
cumarico es muy reciente, por lo que no se sabe alun con claridad para qué tumores seria
aplicable. Parapoderestimarel mercado consumidor, se dard el supuesto de que su aplicacion es
analoga a uno de los pocos productos en el mercado que ya se estd comercializando como anti-
angiogénico: Avastin. La descripcidon sobre dicho producto se analizard posteriormente, en el
subcapitulo del mercado competidor, sinembargo, es necesario mencionar los tumores o cdnceres
en los que se aplica actualmente, para analizar laincidencia y la mortalidad de éstos. Avastin se
utiliza para el cancer colorrectal metastico, cdncer de mama, cdncer al pulmdn, cancera las células
renales avanzado o metdstico, cancer hepatico y cdncer epitelial al ovario, trompas y peritoneal

primario.

De acuerdoa lainformaciéon entregada porel Primer Registro Poblacional delCancer, laTabla2.2 y
la Tabla 2.3 presentan los datos sobre incidencia y mortalidad para hombres y mujeres en los

canceres ya mencionados (Ministerio de Salud, 2012).
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Tabla 2.2: Incidencia estimada de cancer segln localizaciones en Hombres y Mujeres.
Chile 2003-2007

Hombres Mujeres

Localizacion del Cdncer  N°casos/afio  Localizacidn del Cadncer N° casos/afio

Colon 748,7 Colon 877,6
Rectoy ano 425,2 Rectoy ano 366,4
Bronquios y pulmén 1373,3 Bronquios y pulmén 815,4
Rifiones 5449 Rifiones 366,5
Higado 368,7 Higado 302,3
Mamas 3791,1

Ovarios 553,1

Trompas 368,3

Total 3460,8 Total 7440,7

Sumando los casos de hombresy mujeres, se obtiene una estimacién de 10901,5 casos nuevos de

cancer al afilo que podrian ser tratados con tratamiento anti-angiogénico.

Sumando los casos de hombres y mujeres, se obtiene una estimacion de 6717,4 muertes al afio a

causa de los tipos cancer que podrian ser tratados con tratamiento anti-angiogénico.

A diferencia de los datos del infarto al miocardio en los que se restd la mortalidad a los datos de
incidencia, parael caso de los tumores malignos se tomaron sélo los datos de incidencia. Esto se
debe a que en el caso de un infarto, un porcentaje de las defunciones se produce previo a una
hospitalizacion y las defunciones restantes se producen durante la hospitalizacién, pero es algo
mucho mas instantaneo que en el caso del cancer, donde los pacientes pueden pasar afios en
tratamiento. Tomando en cuenta sélo los datos de incidencia de las locaciones de cancer que
podrian tratarse con anti-angiogénicos, se obtiene un total de 10.901,5 casos nuevos estimados

para cada ano.
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Tabla 2.3: Mortalidad estimada de cancer segun localizaciones en Hombres y Mujeres.
Chile 2003-2007

Hombres Mujeres

Localizacion del Cancer N° muertes/afio  Localizacion del Cdncer N° muertes/afio

Colon 458,8 Colon 586,6
Rectoy ano 231,6 Rectoy ano 215,8
Bronquios y pulmén 1475,2 Bronquios y pulmén 817,4
Rifiones 333 Rifiones 183
Higado 448,6 Higado 375,4
Mamas 1128

Ovarios 349,6

Trompas 114,4

Total 2947,2 Total 3770,2

Considerando distintos factores como, por ejemplo, que no toda la poblacién puede tener acceso
a la misma calidad en cuanto a los servicios de salud, la suposicidon de que es aplicable para los
tumoresdescritosy que el acido p-cumarico es un producto nuevo en este mercado, se propone
cubrir solamente el 50% del potencial mercado consumidor. Por consiguiente, se tomara un
estimado de 5.000 personas como posibles consumidores de acido p-cumadrico como agente anti-

angiogénico para el tratamiento de distintos tumores malignos.

2.3 SUBMERCADO COMPETIDOR

Al igual que en el subcapitulo anterior, el estudio del mercado competidor se realizard por
separado para el caso del efecto preventivo al infarto al miocardio y para el caso del efecto anti -
angiogénico que posee el dcido p-cumarico. Se presentardn los medicamentos con los cuales el
acido p-cumdrico podria competir como andlogo, dando cuenta de su dosis, modo de

administracion y analizando también los efectos secundarios o contraindicaciones de éstos.
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2.3.1 Tratamiento farmacoldgico para infarto agudo al miocardio

El nucleo fisiopatoldgico del infarto agudo de miocardio (IAM) es la oclusién trombdtica de la
arteria coronaria. A partir de ese momento, el desarrollo de las estrategias de reperfusion
farmacoldgicas y mecanicas con el objetivo de provocar la lisis o la fragmentacién del trombo ha

permitido reducir la mortalidad global en un 20%.

Numerosos farmacos estan actualmente disponibles para el tratamiento de un infarto de
miocardio, en adicion con los tromboliticos. Algunos, particularmente los anticoagulantesy los
beta-bloqueantes, se emplean para tratar el sindrome coronario agudo. Algunos de estos y otros
farmacos estan disponibles para la prevencion del infarto de miocardio, ya sea primaria o

secundaria (GeoSalud).

Los codgulos sanguineos son el principal factoren losinfartos de miocardio. Numerosos farmacos
anticoagulantes estan actualmente disponibles para tanto proteccién a largo plazo como para
tratamiento del paciente durante el infarto o el sindrome coronario agudo. Los farmacos
anticoagulantesincluyen antiagregantes plaquetarios (aspirina, los antagonistas de los receptores
dela glicoproteinallb/Illa, clopidogrel) o anticoagulantes (heparina, warfarina). Pueden utilizarse

solos o en combinacion, dependiendo de la gravedad de la enferme dad.

Todos los pacientes con sospecha de IAM deben ser tratados de inmediato con aspirina (Acido
Acetil Salicilico), excepto aquellos con reacciones alérgicas serias documentadas o hemorragia
activao reciente. Su efecto antiagregante estarelacionado con lainhibicién de la ciclooxigenasa 'y
la reduccion de la produccién de tromboxano A-2 por la plagueta activada (Cannon, 2006)
(Patrono, 1994). La dosis de AAS en el IAM es de 160-325 mg, inicialmente administrada por via
oral y masticada para lograr mas rapido los efectos terapéuticos y luego continuada por via oral

(100-200 mg/dia) en forma indefinida (Antman EM, 2004) (Antmann, 2007).

El clopidogrel es un agente antiplaguetario oral que bloquea selectivamente al receptor P2Y12
(uno de los receptores plaquetarios del ADP (adenosin difosfato) al producir inhibicion de la
agregacion y la activacion plaquetaria. Es una prodroga que requiere un proceso de oxidacion
hepatica (via citocromo P-450) para transformarse en un compuesto activo (Cannon, 2006). Una

dosis de 300-600 mg produce a las 2 horas una inhibicidn significativa de laagregacidn plaquetaria
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inducida por el ADP y su efecto maximo (40-60%) se produce a las 6 horas de su administracién.

(Muller M, 2001)

Todos los tratamientos anticoagulantes comportan riesgo de sangrada, lo cual puede provocar

situaciones peligrosas, incluido un accidente cerebro vascular que eslamayor causa de muerte en

cuanto a enfermedades cardiovasculares. La Tabla 2.4 presenta un resumen de las caracteristicas

de los farmacos anticoagulantes.

Tabla 2.4: Farmacos Anticoagulantes

Agente

Aspirina

Clopidogrel

Heparina
Tanto la heparina
estandarcomo la

heparina de bajo peso
molecular (HBPM).

Acciones

Tratamiento
durante un infarto

de miocardio

Prevencion del
infarto de

miocardio

Antiagregante plaquetario

La aspirina masticable debe
tomarse ante los primeros
signos de un infarto.

Con cirugia. Se emplea con la
angioplastia en combinacion
con otros agentes
antiacoagulantes para
prevenir la reoclusion de los
Vasos.

La aspirina a bajas dosis es la
primera elecciénen la
prevencion del infarto en
aquellos pacientes que ya han
sufrido un infarto, los que
presentan angina estable, y
los que tienen factores de

riesgo para un primer infarto.

Agentes antiplaquetas

(inhibidores plaquetarios)

Con cirugia. Los
inhibidores plaquetarios,
particularmente el
clopidogrel, puede ser
especialmente util en
combinacién con la
aspirina parala prevencién
de codgulos sanguineos
tras la angioplastia.

Puede utilizarse en
pacientes que no pueden
tomar aspirina.

El clopidogrel puede
emplearse en pacientes
con angina inestable que
no pueden tomar aspirina.
Los estudios indican que el
clopidogrel es mas efectivo
gue otros,como la aspirina
o la ticlopidina, en reducir

la incidencia de infarto.

Anticoagulante

Administracion
intravenosa o
subcutdnea.

Con cirugia. Se emplea
conla
angioplastia.Con
tratamiento
trombolitico. Puede
utilizarse con
alteplasa.

La HBPM se ha
investigado para
proteccidn a largo
plazo, pero no existen
datos de que ofrezca
ventajas adicionales
frente a la aspirina.
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Su uso prolongado puede
producir sangrado y ulcera
gastrointestinales.

Alto riesgo de
sangrado. Debe ser
monitorizada
frecuentemente. (La

Son preocupantes algunos
Efectos adversos. . . Estudios de HBPM puede requerir
(Todos los estudios que sugieren una . o
L . . . una monitorizacion
asociacion reciente entre el trombocitopenia en

tratamientos con menos rigurosa.

uso de aspirina y otros pacientes que tomaban
farmacos similares llamados
comportan riesgd  A|NE con una alta incidencia
de sangrado). de insuficiencia cardiaca en
pacientes, particularmente si
estos también estaban
tomando diuréticos.

anticoagulantes .
clopidogrel han provocado Los pacientes pueden
cierta preocupacion. inclusoser capaces de
administrarsela, como

los diabéticos la

insulina)

A diferenciade los agentes anticoagulantes, el acido p-cumarico inhibe la agregacién plaquetaria
sin afectar lacoagulacién sanguinea (Luceri, 2007), lo que le proporciona una ventaja considerable

comparada con los demas antiagregantes plaguetarios y anticoagulantes descritos.

En la fase agudadelinfarto hay unaumento de las catecolaminas circulantes secundario al dolor,
la ansiedad y a la propia isquemia miocdrdica, lo cual determina no sélo un incremento del
consumo miocérdico de oxigeno, sino ademas estimulacion de la lipdlisis (con el aumento
resultante de acidos grasos libres plasmaticos), que ha demostrado que tiene un efecto
proarritmico en infartos experimentales en animales. Los efectos beneficiosos principales de los
betabloqueantes estdn dirigidos a reducir el trabajo cardiaco y mejorar el metabolismo
miocardico; a su vez, poseen la capacidad de limitar la extensién del infarto y disminuyen la
aparicidon de arritmias graves. Actualmente son conocidos por su capacidad de disminuir las

muertes debidas a enfermedad cardiaca (Mauro V, 2009).

La administracionintravenosa de beta-blogueantes (metoprolol o esmolol) en las primeras horas
tras un infarto puede reducirladestruccién del tejido cardiaco. Fuertes evidencias apoyan la baja
incidenciade complicacionesylamejoriade las tasas de supervivenciastras uninfartoenaquellos
pacientes que habian recibido beta-bloqueantes (GeoSalud). Laindicacién de betabloqueantes por
via intravenosa queda limitada a pacientes con IAM hiperdindmico (taquicardia sinusal e
hipertensién arterial) y sin signos de insuficiencia cardiaca, mientras que el uso por via oral se

recomienda en todos los IAM luego de las 24 horas, en ausencia de insuficiencia cardiaca clinica.
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Dentro de los afectos adversos mas graves se |los beta-bloqueantes, algunos de ellos tienden a
bajar el colesterol LDL (colesterol bueno) alrededor de un 10%. Este efecto es mds marcado en
fumadores. La fatiga y letargia son los efectos adversos psicolégicos mas comunes. Algunas
personas experimentan pesadillasy alteraciones del suefio, depresidn, y pérdida de memoria. La
capacidad de hacerejercicio puede reducirse. Otros efectos adversos incluyen extremidades frias,

asma, disminucién de la funcidn cardiaca, trastornos gastrointestinales, y disfunciéon sexual.

Los beta-blogueantes, porotrolado, poseen diversas contraindicaciones. No deben utilizarse en
pacientes con hipotension arterial, mala perfusién periférica, estertores crepitantes pulmonares
en mas de un tercio de ambos campos pulmonares ni en pacientes con bloqueo
auriculoventricular (BAV) de segundo o de tercergrado. En los pacientes con BAV de primer grado
puede deteriorarse la conduccién, por lo cual no se recomienda su empleo. También la
contraindicaciéon es absoluta en pacientes con asma o enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) grave y deben evitarse en pacientes con reactividad bronquial que utilicen
broncodilatadores con frecuencia. Si bien la diabetes tipo 1 no es una contraindicacién absoluta
para los betabloqueantes, no se recomienda utilizarlos en el contexto del infarto, dada la
inestabilidad del paciente y la posibilidad de que los betablogueantes enmascaren los signos de
hipoglucemia. También deben evitarse en los pacientes con infarto secundario al uso de cocaina,
debido al riesgo de favorecer el espasmo coronario (etiologia mas frecuente del IAM en estos

casos) (Mauro V, 2009).

En cuanto a contraindicaciones del acido p-cumarico, al ser un producto nuevo y ser éste un

estudio prospectivo, no se describiran contraindicaciones ya que éstas se desconocen.

2.3.2 Tratamiento a tumores malignos con antiangiogénicos

Debido a que los tumores no pueden crecer mas alla de un tamafio determinado ni diseminarse
sin un suministro de sangre, los cientificos estdn tratando de encontrar formas de bloquear la
angiogénesis tumoral. Estan estudiando inhibidores naturales y sintéticos de la angiogénesis,
Ilamados también sustancias antiangiogénicas, con la idea de que estas moléculas impidan o

hagan que sea lento el crecimiento del cancer (Instituto Nacional del Cancer, 2011).
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La angiogénesis requiere que se unan moléculas de sefializacidon, tal como el factor de crecimiento
endotelial vascular (Vascular Endotelial Growth Factor, VEGF), a receptores en la superficie de
células endoteliales normales. Cuando el VEGF y otros factores de crecimiento endotelial se unen
a sus receptores en las células endoteliales, se inician sefales dentro de estas células que

promueven el crecimiento y la supervivencia de vasos sanguineos nuevos.

Los inhibidores de la angiogénesis interfieren con varios pasos en este proceso. Por ejemplo,
bevacizumab (Avastin®) es un anticuerpo monoclonal que reconoce y se une especificamente al
VEGF (Shih T, 2006). Cuando el VEGF se une al farmaco bevacizumab, no puede activar el rece ptor
del VEGF. Otros inhibidores de la angiogénesis, como el sorafenib (Nexavar®) y el sunitinib
(Sutent®), se unenareceptoresen la superficie de células endoteliales o a otras proteinas en las

vias de sefializacion descendentes y bloquean sus actividade s (Gotink KJ, 2010).

La Administracién de Alimentosy Drogas ha aprobado el uso del farmaco bevacizumab (Avastin®)
solo para el tratamiento de glioblastoma que no hamejorado con otros tratamientosy para su uso
junto con otros farmacos para el tratamiento de cancer colorrectal metastatico, algunos canceres
de pulmdn de células no pequeias y cancer de células renales metastatico. Bevacizumab es el
primerinhibidor de laangiogénesis que hademostrado atrasar el crecimiento de tumoresy, lo que

es aun mas importante, alargar la vida de pacientes con algunos tipos de céncer.

AVASTIN® es el nombre comercial para el farmaco bevacizumab. Es comercializado por el
laboratorio Roche y se presentaen envase de 1vial que contiene 100 mg de bevacizumab en 4 ml
de solucién. AVASTIN® debe ser preparado por un profesional en los cuidados de la salud
utilizando una técnica aséptica. La dosis inicial de AVASTIN® debe ser administrada durante 90
minutos en unainfusionintravenosa. Sila primerainfusion es bien tolerada, lasegunda puede ser
administrada durante 60 minutos. Si la infusion de 60 minutos es bien tolerada, todas las
infusiones siguientes pueden ser administradas durante 30 minutos. No se recomienda la
reduccion de dosis de AVASTIN® por eventos adversos. Si se indica, AVASTIN® debe ser
permanentemente descontinuado o suspendido temporalmente (Agencia Europea de

Medicamentos, 2010).

En cuanto a las dosis, para el carcinoma matastdsico de colon o recto (CCRm), el cdncer de células
renales avanzado y/o matastasico (CRm) y el cancer de mama metastasico (CMm), la dosis

recomendada de AVASTIN® es de 10 mg/kg de peso corporal administrados como perfusion



29

intravenosa una vez casa dos semanas o bien 15 mg/kg de peso corporal administrados una vez
cada tres semanas. En el caso del cancer de pulmdén no microcitico (CPNM) AVASTIN® se
administraen combinacidn con quimioterapia basada en platino durante 6 ciclos de tratamiento,
seguido del medicamento en monoterapia hasta la progresion de la enfermedad. En la
monoterapia la dosis recomendada es de 7,5 o 15 mg/kg de peso corporal una vez cada tres
semanas. Parael cdncer de ovario epitelial, trompade falopio o peritoneal primario AVASTIN® se
administra en combinaciéon con carboxiplatino y paclitaxel durante 6 ciclos de tratamiento,
seguido por un uso continuado de la misma manera que para el CPNM. En todos los casos, se
recomiendo continuar el tratamiento hasta la progresion de la enfermedad subyacente o hasta

toxicidad inaceptable (Agencia Europea de Medicamentos, 2010).

De acuerdoa informacidon entregada porel departamento de ventas de Roche, se comercializan en
Chile alrededor de 15.000 unidades de AVASTIN® al afio. Si se toma como referencia paratodos los
casos los 6 ciclos de quimioterapia o un tratamiento de alrededor de 5 a 6 meses, son

aproximadamente 2500 las personas tratadas con AVASTIN®.

La FDA ha aprobado el uso de otros farmacos con actividad antiangiogénica, tales como sorafenib
(Nexavar®), sunitinib (Sutent®), pazopanib (Votrient®) y everolimus (Afinitor®). Sorafenib fue
aprobado para el tratamiento de carcinoma hepatocelular y cancer de rifidén, sunitinib y
everolimus tanto para cancer de rifidn como para tumores neuroendocrinos y pazopanib para

cancer de rifidn (Instituto Nacional del Cancer, 2011).

Nexavar es el nombre comercial para el farmaco sorafenib. Es comercializado por el laboratorio
Bayery se presentaen unenvase como 112 comprimidos de 200 mg. La dosis diaria recomendada
de sorafenib es 400 mg (2 comprimidos de 200 mg) tomados 2 veces al dia, bien sin alimentos o
con una comida con un contenido bajo o moderado en grasa. El tratamiento debe continuarse
hasta que ya no suponga ningun beneficio clinico para el paciente o hasta que se manifieste una

toxicidad inaceptable.

Tanto para Nexavar como para los otros medicamentos no fue posible contar con la informacién
acerca del volumen comercializado en nuestro pais, ya que los laboratorios lo consideran

informacion confidencial.

Ademas de los inhibidores de la angiogénesis que ya han sido aprobados por la FDA, se estan

probando actualmente otrosinhibidores que apuntan al VEGF o a otras vias de la angiogénesis en
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estudios clinicos (estudios de investigacion con pacientes). Si se comprueba que estos inhibidores
de la angiogénesis son tanto seguros como efectivos en el tratamiento del cdncer en seres
humanos, es posible que sean aprobados por la FDA y se pongan a disposicion para uso amplio.
Ademas, losinhibidores de laangiogénesis estdn siendo usados paratratar algunas enfermedades
que consistenenlaformacion de crecimiento anormal de vasos sanguineos en enfermedades no

cancerosas, tal como la degeneracién macular (Instituto Nacional del Cancer, 2011).

2.4 SUBMERCADO PROVEEDOR

Las materias primas a considerar para el anadlisis son las fuentes de carbono y energia,
aminoacidosy diferentes sales, que son necesarias para el crecimiento del microorganismo. Cabe
mencionar que el medio de cultivo utilizado para realizar este proceso es un medio definido y no

complejo ya que a nivel industrial elaborar el medio complejo resulta menos rentable.

Bajo este contexto existen cinco empresas principales, las cuales distribuyen estas materias primas

de manera global: Sigma Aldrich, Winkler, Merck, Life Technologie y Gene X-press.

Sigma Aldrich es el mayor proveedor mundial de reactivos bioquimico, quimico organicos y kits
para la investigacion y la industria. Como asi también el mayor proveedor para la industria a
granel. Sus productos bioquimicos, organicosy kits se utilizan eninvestigacién cientifica, genoma,
biotecnologia, desarrollo farmacéutico, diagndstico y manufactura quimica. Cuentacon sucursales
en 37 paises alrededor del mundo con mas de 7800 empleados. Cuenta con una gama de mas de
100 mil productos los cuales se agrupan bajo varias marcas de renombrada reputacién por su

calidad y desempefio a nivel mundial.

Winklerltda cuentacon una vasta experienciaen el dreade losinsumos cuyas formulas exclusivas
y estandarizadas son empleadas por un amplio sector de la industria. Cuanta con tres dreas de

produccidn: division de alimentos, division quimica y divisidon detergentes.

Merck S.A Chile es una organizacidon de ventas del grupo global Merck KGaA, Darmastadt,
Alemania y provee al mercado en Chile productos farmacéuticos y quimicos desde 1939. Sus
productos abarcan la industria minera, farmacéutica, alimentaria, la industria de la celulosa,
cosmética, universidades, hospitales y cadenas farmacéutica. En Chile cuenta con mas de 250

trabajadores.
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Life technologies es una empresa estadounidense con mds de 50 mil productos y cinco mil
patentesalrededorde todo el mundo. Con presenciaen mas de 180 paises es una de las empresas
mas importantes del rubro a nivel mundial. Sus estudios y desarrollo de productos van desde las
ciencias de lainvestigacion como los es la biologia molecular, pasando por las ciencias aplicadas
como es la salud animal, hasta las ciencias médicas como lo es la medicina gendmica. A nivel

mundial cuenta con mas de 10 mil empleados y 1500 cientificos.

Gene x-press es una Compafiia chilena fundada el afio 2001 dedicada a la distribucién de
productos enlas areas de investigacién cientificay biotecnoldgica. Representa variados productos
de prestigiosos laboratorios a nivel mundial, desde andlisis de endotoxinas a plasticos de

laboratorios.

2.5 SUBMERCADO DISTRIBUIDOR

La disponibilidad de un sistema que garantice laentrega oportuna de los productos al consumidor
toma en muchos proyectos un papel definitivo. Es el caso de productos perecederos donde el
retraso mas minimo puede ocasionar pérdidas enormes, no sucede asi con los productos no
perecederos que cuyadistribucidon puede programarse con holgura, sin afectar la rentabilidad del
negocio (Sapag N., 1995). La distribucion del producto puede ser de tipo directa, a terceros o
mixta. En este caso la distribucidn de dcido p-cumdrico se haria a algun laboratorio farmacoldgico
para que se le agreguen los excipientes, se haga el recubrimiento en el caso de pastillas o |a

preparacion en el caso de una solucién intravenosa.

2.6 ESTIMACION DE LA CAPACIDAD DE LA PLANTA

La determinacion del tamafio corresponde aun andlisis interrelacionado de una gran cantidad de
variables de un proyecto: demanda, disponibilidad de insumos, localizacién y plan de estratégica
comercial de desarrollo. Futuro de la empresa que se crearia con el proyecto, entre otras (Sapag
N., 1995). La cantidad proyectada demandada a futuro es quizas el factor condicionante mas
importante del tamano y es recomendable definir un tamafio de planta superior, necesaria para
cubrir la demanda actual, pero adecuado a las expectativas de crecimiento (Stuardo J. Sergio,

2008).



32

Como se ha mencionado en reiteradas ocasiones en este capitulo, no existe un mercado ya
preestablecido parael dcido p-cumadrico, porlo que no existen estadisticas de produccién ni datos

suficientes para realizar una proyeccidn en el tiempo.

El volumen de produccién se determind tomando en cuentael nimero de posibles consumidores
calculados anteriormente multiplicados por la dosis de p-cumarico que deberian tomary por el
tiempo que ésta deberia administrarse. Dado que actualmente no se administra como
medicamento en humanos y los estudios acerca de las propiedades del 4cido p-cumarico que se

utilizaron como base son del afo 2013, la dosis y el tiempo de administracién son estimaciones.

En el caso del infarto al miocardio (IAM) se tienen 10.000 posibles consumidores de acido p-
cumarico. La dosis para prevenir los problemas asociados al infarto y prevenir un infarto en sies
de 15 mg/kg de peso corporal; llevada a un peso promedio de 70 kg resulta en 1050 mg que, para
simplificarlos calculos, se aproximaraa 1000 mg. Considerando como posologia un comprimido de
1000 mg diario, por 30 dias, se tendra un total de 30 g/persona. Lievado a un consumo anual, se
debe multiplicar dicho valor por 12 (12 meses), obteniendo asi un valor de 360 g/persona.
Multiplicando dicho valor por los posibles consumidores (10.000 posibles consumidores), da un
total de 3.600.000 gr, es decir, 3.600 kg de acido p-cumdrico destinados a prevenir infarto al

miocardio y ciertas complicaciones asociadas a la enfermedad.

En el caso de lostumores malignos, se calcularon 5.000 posibles consumidores que corresponden
al 50% de lademanda. La dosis de tratamiento es de 15 mg/kg de peso corporal;llevadaa un peso
promedio de 70 kg resulta en 1050 mg que para simplificar los calculos se aproximard a 1000 mg.
Considerando como posologia la misma de Avastin, administracién durante 6 ciclos de

quimioterapia o cada 3 semanas, se tiene un aproximado de 6 g/persona.

Para determinar la capacidad de la planta sélo se considerara el mercado asociado a las
enfermedades delsistemacirculatorio, dado que existe mas informacion al respecto. Sin embargo,
no se descarta la posibilidad de hacer una expansion de la planta cuando se tenga mayor
informacion acercade las propiedades antiangiogénicas del dcido p-cumadrico y sus efectos en los

seres humanos.

Teniendo en cuenta el alto valor relativo de los compuestos andlogos al acido p-cumarico, es
posible inferir que el uso seria recetado para una poblacidon acotada de infartados. Es decir, el

acido seria asequible para infartados con accesibilidad econémica alta, especificamente,
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pertenecientes alaclasificacion socioecondmica ABC1. Este grupo representa aproximadamente
un 5,4% de la poblacién chilena (AIM, 2008), por ende, asumiendo que la cantidad de infartos se
produce de forma relativamente homogénea entre las clases socioecondmicas se tiene que los
10.000 posibles consumidores, se reducen a 540 que pueden tener acceso al tratamiento con
acido p-cumarico. Por otro lado, se considerard que sélo el 20% de los que tienen la opcién de
tratamiento optaran por éste, dado que es un medicamento nuevo en el mercado, reduciendo el
ndimero de consumidores a 108. Multiplicando esta cantidad por 360 g/persona, se tiene que la

cantidad de kilogramos son 38,9.

Por otro lado, se apuntaa una pequefiafraccion poblacional que realizard una prevencién de IAM
através de unconsumo de acido p-cumarico. Este grupo acotado, incluye gente mayor a 50 afios,
con concienciade prevencion, y que estarian dispuestas a realizar un consumo preventivo con un
remedio de precio relativamente caro. Es por esto que, nuevamente, el consumo estara dirigido al
sector ABC1 del pais. Los adultos mayores son aproximadamente el 13% de la poblacion chilenay
dentro de éstos, el 5% son ABC1. Llevando esto animeros, los adultos mayores ABClen Chile son
aproximadamente 116.300. De este grupo de adultos mayores, se estima que un 2,3%
corresponderian a aquellos con conciencia de prevencién de infartos y dispuestos a realizar un
consumo preventivo de un medicamento nuevo en el mercado, reduciendo el nimero de
consumidores a 2675. Al multiplicar esta cantidad por 360 g/persona, la cantidad de kilogramos
necesarios resultan 963. Para mayor informacion, los cdlculos de la estimacion de la capacidad de

la planta se encuentran en el ANEXO A.

Por lotanto, al sumar ambas cantidad considerando las personas que se tratarian posty pre I1AM,

la produccion anual seria de 1001,9 kg, qué para fines practicos se aproximaran a 1 tonelada.

2.7 UBICACION DE LA PLANTA

Este estudio tiene porobjetivo elegir aquella ubicacién que permita mayores ganancias entre las
alternativas que se consideren factibles. Estas Ultimas serdn todas aquellas que cumplan con las
restricciones impuestas por diferentes factores (técnicos, legales, tributarios, sociale s e incluso
ecoldgicos). Para su determinacion se deben considerar los distintos factores de localizacién,
aspectos que sirven de criterio para la blusqueda de sitios para la instalacién de la planta

(Schaffeld, 1984) y son los siguientes:



e Disponibilidad de materias primas

¢ Disponibilidad de energia

e Disponibilidad de agua en cantidad y calidad
e Disponibilidad de insumos

e Medios y costos de transporte

e Disponibilidad y costo de mano de obra

e Factores climaticos

e Aspectos ecoldgicos

e Cercania de los mercados

¢ Disponibilidad y costo de los terrenos

e Topografia de suelos

e Aspectos tributarios y legales

e Facilidades financieras

e Comunicaciones

e Posibilidad de desprenderse de los desechos

e Aspectos culturales

34

Es necesario destacar que nosiempre es necesario considerartodos los factores enumeradosen la

lista, yaque para cada proceso habra factores masimportantes que otrosy algunos no intervienen

simplemente. (Schaffeld et al., 1984).

Uno de los puntos mas importantes a considerar es la cercania a la materia prima y también la

cercania a los laboratorios farmacoldgicos. La materia prima mas importante es la fuente de

carbono y energia para el crecimiento del microorganismo, que en este caso es laglucosa, ademas

delaminodcido fenilalanina. Tomando en cuentalacentralizacién como un factor importante, las
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regiones escogidas fueron la Regidn de Valparaiso, la Regiéon Metropolitana y la Regidn del

Libertador General Bernardo O'Higgins.

Posteriormente se enumeraron varios factores a considerar y se realizé una metodologia de
analisis dimensional simplela cual consistié en ponderar cadafactor en funcién de su importancia
relativa en el proyecto siendo Pj = 1 (menos relevante) a 3 (mas relevante). Luego cada zona se

evalla respecto de cada factor seglin los siguientes conceptos (C) :
¢ +1 = Muy conveniente

e 0= Normal

e -1 =|nconveniente

Después se multiplica la ponderacion del factor por el concepto (+1, 0, -1) obteniéndose un
puntaje para cada factor (Pj*C) y finalmente se suman todos los factores para un mismo lugar o
regidony se seleccionara aquel lugar que obtenga mayor puntaje. En la Tabla 2.5 se presentan las

regiones seleccionadas con los factores y su respectiva ponderacién.

Segunlos resultados obtenidos el lugar mas apropiado a priori para ubicarla planta de produccion
de acido p-cumarico eslaQuintaRegidn, donde se privilegié ladisponibilidad de materias primas,
disponibilidad de agua, costos de terrenoy transporte, partiendo desdelabase de que se preferia

tener una planta en la capital o en alguna regién cercana a ella.
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Tabla 2.5 Determinacién de ubicacidn de la planta

Ponderacion  Quinta Regidn RegidnMetropolitana SextaRegion
Factores de localizacién

Pj C Pj*C C Pj*C C Pj*C
Disponibilidad de materias
) 3 1 3 1 3 1 3
primas
Disponibilidad de energia 3 0 0 0 0 0 0
Disponibilidad de agua en
i . 3 1 3 1 3 1 3
cantidad y calidad
Disponibilidad de insumos 2 1 2 1 2 0 0
Medios y costo de
3 0 0 -1 -3 0 0
transporte
Disponibilidad y costo de
2 1 2 1 2 1 2
mano de obra
Factores climaticos 1 0 0 0 0 0 0
Disponibilidad y costos de
2 1 2 -1 -2 1 2
terreno
Posibilidad de
deprenderse de los 1 0 0 -1 -1 1 1
desechos

Total 12 4 11
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CAPITULO 3
SINTESIS Y SELECCION DE PROCESOS

3.1 ASPECTOS GENERALES

Las caracteristicas que, porsu naturaleza, tiene un proceso industrial de tipo fermentativo, hacen
dividir éste de manera general, en tres etapas: Etapa previa a la fermentacién o Upstream,
Fermentaciény finalmente, Recuperacién o Downstream; cada una de las cuales se describira de
maneradetallada mas adelante. Lasubdivisiony complejidad de cada etapa tiene directa relacién
con la calidady pureza deseada en el producto final. La Figura 3.1 esquematiza de manera basica

las etapas de produccion.

Mfaterias :ﬂ Upstream :ﬂ Fermentacién :ﬂ Downstream i Producto
primas

Figura 3.1: Diagrama basico de bloques

3.2 ETAPA PREVIA A LA FERMENTACION (UPSTREAM)
Las etapas previas a la fermentacién cuentan con unaseria de operaciones cuyo objetivo principal
es establecer todas las condiciones necesarias para efectuar de forma adecuada los procesos

posteriores, lo que se resume en un acondicionamiento para la etapa de fermentacion.

3.2.1 Eleccién del microorganismo

La actividad fermentativaincluyela produccion del dcido p-cumarico. Como es mencionado en el
capitulo 1, éste es un ac. hidroxicindmico (ac. organico y aromatico), el cual resulta téxico parala
mayoria de los microorganismos. En consecuencia, se considerard la bacteria Pseudomona putida
para realizar el proyecto. P. putida es una bacteria metabdlicamente versatil que tiene un
potencial considerable para aplicaciones biotecnoldgicas (Jimenez et al, 2002), (Nelson et al,
2002). Entre estas ventajas se se encuentra la facilidad que el microorganismo tiene para

bioconversion de azUcares en componentes aromaticos, que son metabolizados a partir de
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intermediarios de laruta central de metabolitos comolaL-tirosinaylaL-fenilalanina. Laformacion
de éstos esta ligada directamente al crecimiento celular (Koopman, de Winde, & Ruijssenaars,
2009). Ejemplos de dichas aplicaciones son la bioconversién de glucosa en fenol (Wierckx, 2005).
En particular, la P. putida S12 fue construida para producir eficientemente dcidos cindmicos desde
glucosay glicerol através del metabolismo central de fenilalanina (Nijkamp, van Luijik, de Bont, &
Wery, 2005). Ademas, la cepa posee caracteristicas extraordinarias en su membrana plasmatica,
las cuales la hacen resistente y tolerante a solventes organicos como el tolueno, en el cual la

viabilidad es imposible para la mayoria de los microorganismos (de Bont, 1998).

Si bien E. coli o S. cerevisiae son microorganismos metabdlicamente versatiles al igual que P.
putida, el principal motivo por el cual se eligié esta ultima y no las otras cepas, es debido asu
capacidad de expulsar activamente una serie de compuestos por medio de una bomba de
solventes organicos (Kieboom & de Bont, 2001) (Rojas etal, 2001). De estamanera,la bombade P
.putida puede exportarel producto en cuestion (acido p-cumarico) al medio, evitando asiprocesos

de separacién que incluyan rompimiento celular.

Por otro lado, la inhibicién del crecimiento celular de P. putida y E. coli en distintas
concentraciones de acido para-hidroxicinamico (pHCA) y para-hidroxiestireno (pHS) muestra claras
diferencias entre una cepa y la otra. La primera muestra inhibiciones de la velocidad de
crecimiento de hasta un 18% a 25g/L de aHCA, mientras que la segunda tiene una inhibicién casi
completa a una concentracion de solo 8g/L de aHCA. Por lo tanto, estd demostrado que la P.

putida es mas tolerante a acidos para-hidroxicinamicos (USA Patente n2 EP 1616017, 2008).

Mediante las Tablas 3.1y 3.2 quedaen evidenciaque la P. putida posee mayor tolerancia al acido

para-hidroxicindmico que la E.col.

Tabla 3.1 Crecimiento de cepas de P. putida en presencia de pHCA

Cepa pHCA, g/L Tiempode duplicacion,min  Velocidad de Crecimiento, %
P. putida NCIMB 9866 0 19 100
P. putida NCIMB 9866 25 105 18
P. putida KT2440 0 17 100

P. putida KT2440 25 79 21
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Se puede ver en la tabla anterior dos cepas diferentes de P. putida S12 con dos diferentes
concentraciones (0y 25 g/L). Es claro que existe un tiempo de duplicacién mucho mayor al haber
una mayor concentracién de pHCA. Este fendmeno se apreciaen ambas cepas, aunque se acentua

menos en la KT2440.

Tabla 3.2 Efecto de pHCA en crecimiento y fermentacion de E. coli

DO550 (0  DO550 (17,5 DO550 (29  DO550 (42 Tyr Phe

pHCA, g/L h) h) h) h) mg/L mg/L
0,00 ~0,05 1,14 5,44 5,52 700 200
1,00 ~0,05 2,41 3,57 3,48 190 155
2,00 ~0,05 1,27 1,47 1,62 105 95
4,00 ~0,05 0,20 1,21 1,54 65 15
8,00 ~0,05 0,15 0,16 0,18 15 10
16,00 ~0,05 0,19 0,21 0,14 0 5

Se puedo observar en la Tabla 3.2 la disminucién de la densidad dptica medida a 500nm con
mayores concentraciones de pHCA. También es importante destacar que esta inhibicién de
crecimiento conllevaaunamenorproduccion de tirosina y fenilalanina medidas a las 42 horas de

fermentacion.

Mas especificamente, la cepa de P. putida S12 que se ocupara para la fermentacion es una
mutante confeccionada para evitar los problemas que obstaculizan la produccién del acido en
cuestion. Estos temas criticos a lahora de optimizar la producciéon son: degradacion del cumarato
(acido p-cumarico) por parte de la bacteria, formacidn de subproducto (cinamato) via fenilalanina
y disponibilidad de tirosina celular limitada. La mutante resultante es denominada P. putida S12 C3
confeccionada por Nijkamp et al. (2007) y es capaz de sortear estos problemas, ya que es
auxotrofade fenilalaninay tiene un knock out del gen fes, el cual codifica para la primera enzima

de laruta que degrada el cumarato (Nijkamp, Westerhof, Ballerstedt, de Bont, & Wery, 2007).
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3.2.2 Medio de cultivo
La composicidon del medio de cultivo que se utilizard se detalla en la Tabla 3.3. Ademas de los
compuestos sefialados ahi, se agregan 20 ml de una solucién de trazas. La concentracién de los

elementos traza del mismo medio se detallan en la Tabla 3.4. Dichas composiciones fueron las

utilizadas por Nijkamp et al. en su trabajo de optimizacion con P. putida (2007).

Tabla 3.3 Composicién medio de cultivo
Compuesto Concentracion (g/L)

Glucosa 36
(NH,4),S0, 4

K,HPO, 3,88
NaH,PO, 1,63

Tabla 3.4: Composicién de la solucién de trazas

Compuesto Concentracion (g/L)
MgCl2:6H20 10
EDTA 1
ZnS04-7H20 0,2
CaCl2-2H20 0,1
FeSO4-7H20 0,5
Na2Mo04-2H20 0,02
CuS04-5H20 0,02
CoCl2-6H20 0,04

MnCl2-4H20 0,1
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Este medio de cultivo es complementado con una alimentacién de fenilalanina dptima para
obtener crecimiento y produccion de cumarato. En el momento en que se consume la glucosa
disuelta inicial, se detiene la alimentacion de la fenilalaninay comienza la segunda etapa. Esto

provoca una fermentacién dividida en dos fases que luego seran descritas en el capitulo 3.3.1.

3.2.3 Preparacion del inéculo

El punto de partida de toda fermentacidn es la preparacién del indculo. El procedimiento para
preparar el inéculo incluye tres etapas; la recuperacion de la cepa, el crecimiento del
microorganismo en un medio de cultivo sélido y el crecimiento en un medio de cultivo liquido
(Hernandez, 2003). Es importante esterilizar previamente todo el material con el cual se va a
inocular para evitar problemas de contaminacion que puedan ocasionar problemas en las

siguientes etapas.

El indculo inicial para el caso de la fermentacién de P. putida S12 C3 es de 50mL de una
fermentacion realizada durante la noche crecido en MMG con 100 mg L™ de L-fenilalanina. Cabe
decir, que MMG es un medio Luria-Bertoni (LB) y sales minerales fosfato-tamponadas; (Nijkamp et
al., 2007). Con este indculo se iniciard la fermentacion de un lote en un fermentador de 1 litros.
Luego se procederda utilizarlafermentacién previacomo indculo para el siguiente fermentador.
Asi, sucesivamente hasta llegar a los fermentadores de 10m*® donde se procedera con el proceso

por lote alimentado.

3.3 FERMENTACION

La fermentacidn tiene por objetivo proporcionar al microorganismo las condiciones fisicas,
guimicasy nutritivas adecuadas para que puedan multiplicarse de forma controlada. Por lo tanto
el comportamiento cinético de una poblacién se verd determinado por un conjunto de factores
genéticosy ambientales, entre estos Ultimos destacan las condiciones de operacién y modalidad

de cultivo.
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3.3.1 Modalidad de cultivo

Para este estudio se propone utilizar cultivo por lote alimentado (CLA), principalmente por las
desventajas que tienen las otras modalidades de cultivo. En primer lugar, se rechaza la opcién de
realizar el proceso mediante cultivo continuo, principalmente porque no se aprovecha por
completo el sustrato y ademas tiene una alta probabilidad de contaminacién y mutacién, lo que
significa que para el proceso de producir un metabolito mediante una cepa mutada, no es
recomendado. Ensegundo lugar se rechaza la opcién de realizar el proceso mediante cultivo por
lote, debido aque unavezacabado el nutriente limitante, hay un cese en el crecimiento celular, y

para este caso lo que se necesita es precisamente aumentar la poblacién celular.

El cultivo porlote alimentado (CLA), basicamente es una operacion discontinua, durante lacual los
nutrientes o parte de ellosingresan al fermentador poruna corriente de alimentacidn, y que al no
existirunadescarga provoca una continuavariacion del volumen de fermentacién. Las condiciones
iniciales de un cultivo por lote alimentado se logran a través de una etapa previa obligatoria de
cultivo por lote. Una vez alcanzadas estas condiciones se inicia la alimentacidn, lo que marca el

comienzo del CLA (Acevedo et al., 2002).

Este tipo de cultivo es Util de emplear cuando se necesita controlar la velocidad especifica de
crecimiento del microorganismo. Esto se logramediante la corriente de alimentacién, controlando
asila disponibilidad de nutriente limitante en el fermentador, siendo una clara ventaja por sobre
el cultivo tradicional por lotes. Esta flexibilidad del CLA permite su aplicacién en la produccién
tanto de metabolitos secundarios como primarios, estos Ultimos sintetizados por mutantes sobre -

productores sujetos a auxotrofias (Acevedoet al., 2002).

Los tipos de procesos en los cuales el CLA es efectivo se pueden resumir en los siguientes casos:
inhibicion porsustrato, alta concentracion celular, mutantes auxotréficas y represion catabélica.
Este ultimo caso ocurre cuando un microorganismo estd en presencia de una fuente de carbono
que se pueda metabolizar rapidamente como la glucosa. Esto genera una alta concentraciéon
intracelularde ATP loque llevaala represiénde labiosintesis de enzimas, lo cual generaunalenta
metabolizacion de la fuente de energia. Muchas enzimas, especialmente las involucradas en las

vias catabdlicas, estdn ligadas a esta regulacion represiva.

Como se mencioné anteriormente, el microorganismo utilizado en la fermentacion para la

produccién de p-cumarato es un mutante con auxotrofia de L-fenilalaninaytiene un knock out del
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gen que codifica para la primera enzima de la ruta que degrada el cumarato. Se construyé
especialmente una bacteria en la cual la sintesis de novo de L-fenilalanina fuese eliminada. Con
este alcance se lograron mejorartres aspectos: (1) se eliminalaformacion de cinamato a partir de
L-fenilalanina, (2) se interrumpe el flujo de carbono hacia la L-fenilalanina, permitiendo que una
mayor porcién de éste se dirijahacia la L-tirosina y p-cumarato, y (3) el crecimiento de biomasay
la formacién de producto pueden ser controladas aplicando un régimen de alimentacién de L-

fenilalanina especifico (Nijkamp et al, 2007).

Las ventajas del cultivo porlote alimentado son la simpleza en su equipo y operacion del sistema
al igual en cultivo por lotes, ademas de que se puede tener un cierto control sobre la velocidad

especifica de crecimiento del microorganismo.

La alimentacidn se puede realizar de dos diferentes maneras:

CLA con velocidad de alimentacion exponencial: La velocidad especifica de crecimiento
permanece constante durante todo el CLA. Para realizar esto, se debe imponer que durante todo
el CLA la concentracién de sustrato limitanteen el fermentador sea constante. A partir de esto, se
deduce que para lograr una velocidad especifica constante, la alimentacién debe ser del tipo

exponencial.

CLA con velocidad de alimentacidn constante: el CLA se divideen dos zonas, de acuerdo al tipo de
crecimiento que experimenta la masa celular. Una zona de crecimiento exponencial de la masa
celular en donde la concentracién de sustrato es mucho mayor que el Ks, y una zona de
crecimiento limitado de la masa celular en donde la concentracion de sustrato en el medio de
cultivo disminuye como consecuencia de que la demanda méxima ha sobrepasado la oferta del

nutriente limitante de la etapa anterior.

En el caso del cultivo para la produccién de p-cumarato, en la etapa de cultivo por lote (fase I) se
alimentara L-fenilalanina con una velocidad éptima, de manera que se produzca aumento de
biomasajunto con produccidn de p-cumarato. Sin embargo, se pondra énfasis en el crecimiento y
concentracién de la poblacién bacteriana. Esta primera etapa finaliza al acabarse el sustrato
limitante, que en este caso es la glucosa; ademas se corta el suministro de L-fenilalanina, ya que
solose necesitaparael crecimientocelularyenlafase ll nose deseaese aminoacido. La P. putida
S12 C3 es Phe’, por ende en la etapa Il se aprovecha esta auxotrofia para que todo el flujo sea

dirigido hacia la produccién de L-tirosina y posterior p-cumarato. En la etapa Il se tendra una
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alimentaciéon constantede glucosa para la mantencién, crecimiento y produccién de metabolitos

(en especial p-cumarato).

Por lo tanto, como lo que se necesita en este proyecto es aumentar la poblacidn celular (fase 1)
para luego sélo producir el metabolito (fase Il) y se tiene un caso de auxotrofia por mutacién, se
trabajara con cultivo porlote alimentado con velocidad de alimentacién constante cuyos flujos de

alimentacion se detallardn en el capitulo de balance de masa.

3.3.2 Condiciones de operacién

Dentro de las condiciones de operacion se encuentran; la composicion del medio, temperatura,
pH, aireacién y agitacion. Estas condiciones toman un protagonismo si se habla de la velocidad
especificade crecimiento (), yaque depende tanto del microorganismo como de las condiciones
ambientales que tendrd el cultivo. Como se ha mencionado anteriormente, Pseudomona putida

S$12 C3 esun microorganismo versatil y tolerante utilizado en diversos estudios biotecnolégicos.

Dentro de las condiciones de operacidn, este organismo tiene una temperatura de crecimiento
Optima alrededor de 30 [°C], ademas de trabajar a pH 7 que se mantendrd con adiciéon de KOHy

HCI.

Por otro lado, los flujos de alimentacién variaran segin lafase en laque se encuentre el cultivo. En
la primera etapa se alimentara L-fenilalanina para que se pueda efectuar un buen crecimiento
celular y la segunda etapa no habra suministro del aminoacido, sino que de glucosa para las

necesidades basicas de las bacterias.

La oxigenacién del proceso de fermentacion es de criticaimportancia para una dptima produccion
y funcionamiento de la bacteria utilizada. Es sabido, que la P. putida es un microorganismo
aerobio estricto y por ende, la disponibilidad de oxigeno que se pueda hallar en el caldo es vital
para obtenerun buen rendimiento metabdlico y de esta manera, esperar una buena produccién

especifica de acido p-cumarico.

En los cultivos de Pseudomona putida el oxigeno disuelto es practicamente cero después de poco

tiempo empezadala fermentacién (Gomez, 2006). Por esta razdn, la adicidon de oxigeno puro ala
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alimentacion de gas del fermentador es esencial para obtener un aire con mayor capacidad de
oxigenacidn, favorecer el proceso metabdlico del cultivoy mantenerlatensiéon de oxigeno disuelto

(TOD) en las condiciones que se establecen en el capitulo de balance de masa.

El flujo de aireacion durante el cultivo variard de acuerdo a la demanda de oxigeno que se tenga a
medida que la concentracion celular aumente, con el fin de mantener |la TOD en su valor de set

point.

3.3.3 Informacién obtenida de laboratorio

Los calculosy estimaciones realizadas en este trabajo tienen como partidalainformacién obtenida
en los estudios de Nijkamp et al en 2007. El estudio realizado en laboratorio es considerado el
iniciode la fermentacién (o fermentacién numero 1) y, a partir de ésta, se escalard hasta llegar a
una fermentacidnindustrial. Porlotanto, laprimera fermentacién se realizaen un fermentador de
1 [L] utilizando controlador BioFlo110. La fermentacién por lotes se inicié con un indculo de 50
[ml] de un cultivo de minimaglucosa+ 100 [mg/L] de L-fenilalanina (Nijkamp et al, 2007). El medio
de cultivo utilizado es el mencionado en el punto 3.2.2 y la modalidad de cultivo es la descrita en
el punto 3.3.1. En cuanto a condiciones de operacién, laagitacidon se mantuvoa 200 [rpm] y el aire
se suministré a 1 [L/min]. La TOD (Tension de Oxigeno Disuelto) se mantuvo a 15% de aire
saturado mediante ajuste automadtico de la velocidad de agitacion y mezcla con oxigeno puro

(Nijkamp et al, 2007).

Los resultados de la fermentacion por lote alimentado bajo las condiciones antes descritas

arrojaron los resultados que se presentan en la Figura 3.2.
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Figura 3.2: Produccién de p-cumarato (cuadrados), cinamato (rombos) y biomasa (tridngulos) en
cultivo lote alimentado con limitacién de L-fenilalanina por P.putida S12 C3.

La figura 3.2 se describe previamente en el capitulo 3.3.1 de modalidad de cultivo. Los datos
obtenidos a partir de este grafico son esenciales para la modelacién del proceso a gran escala.
Estos parametros son la duracidn, la biomasa final y el p-cumarato final de las fases | y Il

mostradas en la figura. En la tabla 3.5 se detallan los valores encontrados en la figura 3.2.

Tabla 3.5 Informacién obtenida de figura 3.2

Parametro Fase | Fase Il
Duracion [h] 47 124
Biomasa final [g/L] 53 6,1

p-cumarato final [g/L] 0,67 1,67
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3.3.4 Escalamiento

Para alcanzar laproduccién anual propuesta, se deben realizar fermentaciones de gran volumen
(mayor a 5 m®), por lo que se requieren fermentaciones previas hasta alcanzar la biomasa
necesaria para inocular el udltimo fermentador. El criterio para calcular el nimero de
fermentaciones previas fue tomarentre un5y 10% de la concentracidn final de biomasa esperada
enel biorreactor previo. Los biorreactores de las fermentaciones previas son mas pequefios y por
ende no necesitan el mismo porcentaje de inéculo que el biorreactor mas grande. Se calculan
cuatro fermentaciones previas. La primera se realiza como se especifica en la seccién 3.3.3; la
segundase inoculaconun 5% de laconcentraciéon de biomasafinal;latercera con un 5%, la cuarta
conun 7%y la quintay final con un 10%. Las fermentaciones previastendran como unico objetivo
elaumento de biomasa, por lo que su modalidad de cultivo serd por lotes y sélo la fermentacion

final tendra la modalidad de lote alimentado como se describié anterior mente.

3.4 RECUPERACION (DOWNSTREAM)

En general, el proceso de recuperacion en cualquier proceso es parte relevante, debido a que
depende mucho de laoperacién que se utilice paraseparary purificar, de los costos de operacion
y calidad del producto en cuestidn. Los procesos industriales en donde se producen grandes
cantidades de volumenes, estan asociados generalmente a altos rendimientos y a niveles de
purezamenores, pues laposterior utilizaciéon del producto no necesitade estaultimaendemasiaa
diferencia de productos asociados a la industria farmacéutica, biomedicina y andlisis donde la

pureza de éste y su costo estan directamente relacionados.

Unavez que fuellevadoacabo el proceso de fermentacién se debe proseguir con la recuperacion
del acido p-cumadrico, el cual se encuentraen el caldo de fermentacidn debido a que la bacteria la

expulsd hacia el medio de cultivo.

3.4.1 Separacioén de células

Para separarlas células, se tienen distintas opciones de separacion sélido-liquido: filtro rotatorio a

vacio, centrifugacién o separacién por membrana (ultrafiltracién o microfiltracién).
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Los filtros rotatorios a vacio son comunmente utilizados para remover micelios filamentosos,
bacteriasy escombros celulares del caldo de cultivo. La separacién se logra utilizando la capacidad
de filtracion de un queque poroso de ayuda filtrante aplicado previamente al filtro, [lamado
precapade filtracién. Suuso hadisminuidoen el tiempo debido alas siguientes razones: el costo
de la precapa, el desarrollo de centrifugas decantadoras redujo las oportunidades de venta, la
eficiencia de separacién de bacterias puede lograrse también en piloto y gran escala mediante

sistemas de separacién de membrana de flujo cruzado, entre otras (Asenjo, 1990).

Dentro de la filtracidén, existen varios procesos que emplean una membrana para lograr la
separacion dada, pudiéndose caracterizar en base a la fuerza impulsora del proceso, del tipo de
membrana que emplean, el rango de tamafo de particula que retienen las membranas, el
gradiente de presidn, concentracion, etc. Como se dijo anteriormente, dentro de las operaciones
utilizadas para la separacidn sélido-liquido encuentra la Ultrafiltracion. Su mayor uso es la
separacion de células, remocidn de impurezas, y concentracién del producto, que en el caso de
los productos labiles ofrece una baja temperatura, y procesos sin cambio de fase. Sus mayores
desventajas son la vida de la membranay la necesidad de limpiarla regularmente para remover

impurezas.

La centrifugacidon se basaen el principio de sedimentacion de particulas de distinta densidad por
efectode la fuerza centrifuga que se incrementa con las altas velocidades de rotacidn. Es una de
las principales operaciones utilizada para la separacién de células de caldos biolégicos
especialmente cuando los caldos no son facilmente filtrables. Las ventajas de la centrifugacién

comparada con los filtros rotatorios a vacio y los sistemas de membrana son las siguientes:

e Tiempos de residencia cortos

e Pequeiiaarea

e Buena capacidad de drenaje

e Separa casi todo el material celular

e Bajos costos de operacion

e Posibilidad de operar de manera continua

e Existen algunas multifuncionales (separacion lig./lig./sélido)
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Sin embargo, existen algunas desventajas como el hecho de que son aparatos mecanicamente
complejos, alto costo de capital para la separacién, y el hecho de que no se puede lograr una

separacion del 100% (Asenjo, 1990).

En los equipos de sedimentacidn centrifuga también [lamados de tazén sdlido, la suspensidn se
alimentaaun tazén que se hace girar provocando que los sélidos se colecten sobre una pared y el
sobrenadante se recupere porrebosamiento o por accion de un colector de liquido. En relacién a
la forma de descargarlos sélidos las centrifugas sedimentadoras pueden operar en forma
intermitente, semintermitente o continua (Tejeda, Armando, Montesinos, Rosa, & Guzman,

Roberto, 1995).

Las centrifugas tubulares consisten basicamente de un tubo vertical esbelto que gira a altas
velocidades porlaaccion de un motoreléctrico, o una turbina de aire o vapor, ver Figura 3.3. Este
tipo de centrifugas es uno de los mas eficientes y sencillos, capaz de separar particulas hasta de
0,1 um. Conforme se formalatorta el drea de flujose reduce y el tiempo de residencia del liquido
disminuye, Esto se traduce en un aumento gradual del contenido de sdlidos en el sobrenadante
que puede ser determinado por mediciones de turbidez. La torta tiene que ser descargada
manualmente porlo que su operacidn es intermitente. Los modelos industriales tipicos cuentan
con capacidad entre 500 y 3500 [I/h] y la capacidad de sdlidos es de 2 a 4 kg por lote (Tejeda,

Armando, Montesinos, Rosa, & Guzman, Roberto, 1995).
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Sobrenadainte

———= «— Almentacion

Figura 3.3 Centrifuga tubular

La centrifuga de discos constade un eje vertical sobre el cual se montan un conjunto de discos en
forma de conos truncados, uno sobre otro. El rotor de la centrifuga provoca el giro tanto de los
discos como del tazén de la centrifuga, ver Figura 3.4. Entre la pilade discosy el tazén solido existe
un espacio que permite laacumulacién de los sélidos. Existen diferentes centrifugas de discos en
relacion a la forma de descarga de solidos: las de operacién intermitente, también llamadas de
retencidon de soélidos; las de tazdn abierto de descarga intermitente de sdlidos, las de vélvula
boquillade descargaintermitente de sélidos y las de boquilla para la descarga continua. La Tabla

3.6 presenta algunas caracteristicas de las distintas centrifugas de discos.



Alrmentacon

Sobrenadante

Descarga de
solidos
Figura 3.4 Centrifuga de discos de tazén abierto
Tabla 3.6 Centrifugas de discos segun forma de descarga

Tipo de centrifuga Formade Volumen de sdlidos Fuerza Flujo
de discos descarga recomendable centrifuga L/min
Retencién de Intermitente / 0,4 a

. 1% 5000 a 8000 G
sdlidos manual 1500
, ) Intermitente / 3,8a

Tazon abierto . L Hasta 10% 5000 a 7000 G
Sist. Hidraulico 1500

Viélvula boquilla

Boquilla

Intermitente /
valvula

Continua

Hasta 10%

Soluciones mas
concentradas

Hasta 15000 G
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Considerando como factorimportante enlaeleccidn de la centrifuga el flujo que puede operar, se

optara por unacentrifuga de discos, cuyo flujo de operacidon es mayoral de unacentrifugatubular.
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Dentro de las centrifugas de discos, se descarta la centrifuga con retencién de sdlidos porque
puede separar solamente caldos muy diluidos. Tampoco se trata de una solucion muy
concentrada, por lo que no se justificael uso de unacentrifugade boquillay descarga continua. La

eleccidon entre una centrifuga de valvula boquilla o una centrifuga tazén abierto se detallara

posteriormente, cuando se disefie el equipo.

3.4.2 Purificacién
Luego de eliminar las células por centrifugacion, el permeado que contiene el dcido p-cumarico
debe pasar por una (o mas etapas) de purificacion. Esto dependerd principalmente del grado de

purificacién y de la concentracion del producto que se logre en cada proceso.

Debido a que se estd trabajando con grandes volumenes de produccion y la concentracién del
acido p-cumarico es baja (1,7 g/L), se ha escogido como primer paso de purificacion una extraccon
por surfactante en el punto nube (Cloud-Point Extraction, CPE). La CPE es un método que utiliza
polimeros termoseparables capaces de formar dos fases (una fase rica en surfactante y una fase
acuosa). Esto se logra al aumentar la temperatura por sobre la temperatura del punto nube, o al
aumentar la concentracion del surfactante por sobre la concentracién micelar critica (CMC) y
luego centrifugar. Los surfactantes son moléculas anfifilicas y son capaces de formar micelas.
Dicha habilidad de solubilizar y extraer el soluto en estas micelas o microemulsiones es utilizada

para separar especificos solutos (Dhamole, Demanna, & Desai, 2014).

Existen diversas situaciones en las que soluciones surfactantes logran equilibrio separandose de
una fase acuosa. El ejemplomds conocido es laseparacién de unafase micelar no-idnica por sobre
la temperatura del punto nube de soluciones de polioxietilenos. Una caracteristica Unica de las
soluciones acuosasy surfactantes no-idnicos es que, cuando la temperatura se eleva, la solucién
se vuelve turbiaenunestrechorango de temperatura, lo que se conoce como punto nube (cloud
point). Porsobre el punto nube, el sistemase separa en dos fases isotrdpicas. Las fases consisten
enuna fase diluida casi libre de micelas dondela concentracion del surfactanteesigual a su CMC a
aquella temperatura y la fase rica en surfactante aparece solo al superar dicho punto. La
separacion es reversible y al enfriar, ambas fases forman nuevamente una solucién cristalina

(Hinze & Pramauro, 1993).
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La Figura 3.5 representa los pasos involucrados en la aplicacién de un proceso de extraccién en
dos fases mediado por surfactantes (o Cloud-Point Extraction, CPE). Primero, el surfactante se
afiade a la solucién acuosa que contiene el componente a extraer o concentrar. La cantidad de
surfactante debe serlanecesaria paraformar micelas, es decir, debe serigual o superior ala CMC.
Luego, las condiciones se alteran (altas o bajas de temperatura, adicién de sal u otro surfactante)
para asegurar que la solucidn micelar se separa en la fase rica en surfactante y en la fase acuosa
diluida. Siserequiere, se puede utilizar centrifugacién para acelerar el proceso de separacion de
ambas fases (Hinze & Pramauro, 1993).Para acelerar el proceso de formacién y separacion de

ambas fases se utilizard una centrifuga tubular disefiada para separaciones liquido-liquido.

A

&

Figura 3.5 Representacion esquematica del método de extraccion por surfactante

La extraccidon por surfactante tiene varias ventajas, tales como un alto coeficiente de particion,
alto factor de enriquecimiento, biocompatibilidad y una significante reduccién del volumen del

proceso (Dhamole, Wang, Liu, Wang, & Feng, 2012), siendo este Ultimo punto uno de los mas
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importantes al optar por este método y no por otro, como la extraccidon por solvente. La
extraccion porsolvente sufre muchas veces de un problema de toxicidad intrinseco (Zausten, Vaz-
Rossell, Maugeri-Filho, & Straathof, 2008) y el volumen del proceso se mantiene igual o incluso

puede aumentar en algunos casos, dependiendo de la relacién del disolvente a la fase acuosa

(Dhamole, Demanna, & Desai, 2014).

Dhamole et al. (2014) realizaron estudios acerca de la extraccién de acido p-cumadrico y acido
ferdlico utilizando la extraccién por surfactante. Paraello, se evalud el porcentaje de extraccién de
4 surfactantes (Triton X-100, Triton X45, Triton X114 y Pluronic L92) a diversas concentraciones
para encontraruna condicidon édptimade extraccidn. El surfactante que entregé mejores resultados
fue Pluronic L92 y se consideré como o6ptima una concentracidon del 5%, ya que a mayor
concentracidon el aumento de extraccion no era considerable. La Tabla 3.7 resume los datos de
separacion de p-cumarico de una fase acuosa en un sistema modelo, donde queda demostrado
que Pluronic L92 entrega el mas alto factor de enriquecimiento (FE), el mejor coeficiente de

particién, ademas de una alta razén de reduccién de volumen (RRV).

Tabla 3.7 Separacién de dcido p-cumdrico de una fase acuosa en un sistema modelo (volumen
inicial Vy=10,5 mL; concentracion inicial pCA CP“*=0,2 g/L; concentracion del surfactante=5% v/v)

Surfactant Concentracié Concentracié FE Volumen RRV  Coef.

e ndepCA en ndepCAen (CPA/CP",  defase (Vo/Vs  Particion
fasericaen faseacuosa ) ricaen ) (CPA/CP A,
surfactante (C°4), g/L surfactant )

(CpCAs); g/L e (Vs), mL

Triton X-100 1,1 0,105 5,5 0,9 12 10,5

Triton X-45 1,75 0,079 8,75 0,7 15 22,2

Triton X.114 1,73 0,064 87 038 13 27,0

Pluronicl92 2,05 0,037 10,3 0,8 13 55,4

Pluronic L92 es un surfactante de copolimeros en bloque terminado en grupos hidroxilos
primarios. Es un surfactante no-idnico que es 100% activo y relativamente no téxico. Pluronic son

copolimeros enbloque basados en 6xido de etilenoy 6xido de propileno. Pueden funcionar como
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agentes antiespumantes, agentes humectantes, dispersantes, surfactantes, entre otros. La
nomenclatura de los Pluronic empieza con una letra que define su forma fisica a temperatura
ambiente (L=liquido, P = pasta, F = escamas (s6lido)) seguido de dos o tres digitos. El primer digito
multiplicado por 300 (o los dos primeros en el caso de un nimero de tres digitos) indica un peso
molecular aproximado de la zona hidrofdbica, mientras que el ultimo digito por 10 entrega el

porcentaje del contenido de polioxietileno.

Luego de realizar una separacién por surfactante o CPE, se necesita remover el surfactante del
producto para continuar con la Probablemente el método mas sencillo y comun para remover el
surfactante del producto en cuestidn es la dialisis (Furth, 1980). Es un método simple y efectivo
para aquellos surfactantes que tienen un altovalor de CMC (> 1 mM). Sin embargo, la dialisis sélo
se puede utilizar parasurfactantes zwiteridnicos, pero no parasurfactantes no-ionicos debido alos
bajos valores de CMC. La alternativa mas util para la remocién de los surfactantes no-iénicos es
mediante soportes cromatograficos (Neugebauer, 1988). Tomando en cuenta lo anterior, y
considerando los métodos de purificacion utilizados en el caso de extraccion de p-cumarico por
hidrodlisis alcalina(Ou, Luo, & Huang, 2009), se optara por una cromatografia de intercambio

anionico.

Este método aprovecha las diferencias de carga entre las micelas producto-surfactante y las
micelas libres de producto. Al utilizar surfactantes no-idnicos, se pueden elegir las condiciones
para que las micelas que contengan producto sean adsorbidas enlaresinade intercambioidnico y
el surfactante libre pase através de la resina. El producto adsorbido es luego lavado con un buffer

y puede ser eluido cambiando la fuerza idnica o el pH (Bhairi & Mohan, 1999).

Considerando que los sistemas bioldgicos son acuosos por naturalezay ampliamente influenciados
porinteraccionesidnicas, tiene total sentido que el intercambio idnico juegue un rol clave en los
procesos de downstream en labiotecnologia. Practicamente cualquier producto de fermentacién
puede ser concentrado o purificado utilizando intercambio i6nico. No sélo puede separar
compuestos no idnicos de compuestos idnicos, si no también materiales idnicos entre ellos y

mezclas no idnicas. (Asenjo, 1990)

Es importante destacar que los estudios de produccién de dcido p-cumarico sélo se hanrealizado a
nivel de laboratorio, sinembargo, la cromatografia de intercambio idénico ha sido utilizada desde

1930 en productos bioquimicosy de fermentacién como adenosin trifosfato, alcoholes, alcaloides,
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aminodcidos, hormonas, penicilina y vitamina B12. Las cromatografias de intercambio idnico se
escalan manteniendo el flujoy la profundidad del lecho constantey aumentando el didmetrode la
columna para que coincida con el nuevo rendimiento. Laresolucidon puede permanecer constante
siaumentan lasvelocidades de elucién (Berglof & Cooney, 1983). Después de la fermentacion, la
separacion porintercambioidnico puede ser usada para aislar, purificar o concentrar el producto

deseado.

3.4.3 Concentraciéon/Secado

El secado es el ultimo paso en la recuperaciéon de ciertos productos biotecnoldégicos. Consiste
basicamente en la reduccidon del contenido de solvente del producto por medio de una
evaporacion o una sublimacién. Tiene como propésito estabilizar el producto, preservar su
actividad, reducir su volumen o recuperar el solvente (Tejeda, Armando, Montesinos, Rosa, &

Guzman, Roberto, 1995).

Dado que el producto aun se encuentra muy diluido, se optard por eliminar gran parte del
solvente mediante un evaporador, para luego eliminar la totalidad del solvente en un secador.
Debidoa que al final del proceso los volimenes no son muy grandes, se optara por un evaporador
rotatorio o un evaporador a escala piloto y asi poder recuperar parte del solvente por
condensacion. No se justificalainversion de un evaporadorindustrial para los requerimientos del

proceso. Luego de concentrar el producto, se procedera a secarlo.

El método de secado que debe ser utilizado en un bioproceso depende del tipo de producto, sus
propiedadesfisicas, sutoleranciaala temperaturaylos requerimientos de proceso en cuantoala
formade operacionyaseaintermitente o continua. Los métodos de secado se pueden clasificar de
acuerdo a la forma de transferir calor y eliminar el solvente en dos tipos: método adiabaticoy

método no adiabatico.

El método adiabatico consiste en adicionar calor por medio de aire caliente. Los equipos que
operande acuerdo a este método son los secadores por aspersion y los secadores flash o de tipo
instantaneo. Son utilizados para secar particulas que no toleran altas temperaturas como

proteinas unicelulares y enzimas.
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En el secado no adiabatico el calor se proporciona en forma indirecta por conduccién a través de
una pared metalica. Generalmente los secadores no adiabaticos operan a presién reduciday se
emplean parael secadode cristales y precipitados, donde las temperaturas de secado deben ser
menores a 60°C (Tejeda, Armando, Montesinos, Rosa, & Guzman, Roberto, 1995). Los secadores
no adiabaticos requieren un sistema de calentamiento y generalmente trabajan con sistemas de
vacio. Los principalessecadores no adiabaticos utilizados en biotecnologia son: el tipo charola (o

bandeja), el de doble cono, el tambor rotatorio y el liofilizador (De Vivo, 1983).

A pesarde que el dcido p-cumarico no es un producto termoldbil que vaya a perder actividad con
elaumento de latemperatura, se optard por el método adiabatico. Esto se debe a que es posible

secar soluciones o suspensiones de sélidos.

Los secadores por aspersion son utilizados para secar soluciones o suspensiones de sélidos,
rociando éstasen un recipiente através del cual se hace pasar una corriente de aire caliente. Uno
de los componentes claves del secador spray es el atomizador que permite formar pequeiias
gotitas de la mezcla, incrementando notablemente el area de secado, de tal maneraque el tiempo
del secadoseamenorque el tiempo que durala gota enalcanzar lapared del recipiente. La Figura
3.6 ilustra un secador en spray, sefialando la entrada de alimentacidn y la vélvula de descarga,
ademas del calentador y el ciclén. Considerando la produccién anual (1 ton/afio) y las
caracteristicas del producto, se optara por este tipo de secador en tamafio piloto para obtener

finalmente acido p-cumarico en polvo.
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Figura 3.6: Secador en spray

3.5 ESTERILIZACION

La esterilizacidon es un proceso de muchaimportancia para lasfermentaciones, debido a que es el
proceso a través del cual se remueven todas las formas de vida mediante algin mecanismo
especifico. Los contaminantes biolédgicos deben ser eliminados, ya que podrian causar distintas
alteraciones como el consumo de los nutrientes, disminuyendo el rendimiento; la produccion de
sustancias inhibitorias al proceso o perjudiciales ala separacién del producto o la formacién de

compuestos que pueden descomponer el producto final (Acevedo et al., 2002).

En este caso, se utilizaran dos mecanismos de esterilizacidn. El primero serd a mediante calor
humedoy se ocupara para losfermentadoresy el medio de cultivo. El segundo, corresponde a un
mecanismo de remocidn por filtracién y se utilizard, debido a que se requiere esterilizar
disoluciones con sustancias termolabiles, las cuales se verian afectadas con un mecanismo que

involucre temperaturas altas.

Luego de la esterilizacion, todo el proceso debe ser realizado en condiciones asépticas.
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3.5.1 Esterilizacién de Bioreactores y medio de cultivo
Este sistema consiste en eliminacién de contaminantes mediante la accidn de calor hiumedo. El
empleorequiere de una presién mayor a la atmosférica, de manera que la temperatura se eleve

por sobre los 100 [°C]. Asi, los tiempos para alcanzar condiciones de asepsia son menores.

La modalidad de esterilizacion serd discontinua. Cada fermentador se sometera a una
esterilizacién por calor himedo, es decir se les inyectara vapor saturado, que estard en contacto
directo con el acero, logrando asi las condiciones adecuadas para la eliminacién correspondiente

de posibles contaminantes en el bioreactor y sus cafierias.

El proceso consta de tres etapas. Primero se llena el fermentador con vapor saturado hasta
alcanzar la presiéon manomeétrica y temperatura de esterilizacion de 1 [atm] y 121 [°C]. Luego, se
produce la esterilizacién del fermentador por mantencion de la temperatura de pared a 121[°C].
Finalmente, se abren lasvélvulas de venteo parallevaracabo la esterilizacién de cafierias, ademas

del vaciado del fermentador y enfriamiento.

Para la esterilizacion del medio de cultivo, se hard circular vapor a través del serpentin del
bioreactor con el medio en su interior, de manera que se alcancen las condiciones mencionadas
anteriormmete para eliminar las posibles contaminaciones. Esta operacion también sera

discontinuay previa a cada proceso de fermentacion.

Las disolucién de L-fenilalaninasera adicionada unavez esterilizada por microfiltracion, ya que es

una sustancia termosensible.

3.5.2 Esterilizacién por filtracién

Este tipo de esterilizacion se ocupara para esterilizar ladisolucién de L-fenilalanina, ya que este es
un aminodcido (termosensible). Se utilizara un microfiltro para asegurar la retencion de los
microrganismos. Se puede observaren bibliografia que los filtros usados para esterilizar medios y
otras disoluciones tienen un tamafo de poro de 0,22 [um], los cuales son capaces de retener

todos los microorganismos presentes (teniendo como parametro a Pseudomonas diminuta, que es

una de las bacterias conocidas mas pequefias).
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3.6 DISPOSICION DE RESIDUOS

La mayor cantidad de residuos producidos se genera a raiz de la fermentacién. Debido a que el
producto es extracelular, todo el resto de los sélidos no se ocuparan en las etapas posteriores ala
centrifugacion. Los desechos de la centrifugacion son principalmente células que quedan retenidas
enel pellet. Porotrolado, el sobrenadante se sigue procesando en las etapas de downstream, de

manera que se pueda concentrary purificar el dcido p-cumarico.

El pellet obtenido por cadalote de produccion se desprende de una de las salidas de la centrifuga
de discos luego de las fermentaciones principales y es una pasta celular concentrada. Es decir,

contiene un contenido de células y agua (medio de cultivo agotado).

Este residuo organico es secado mediante bandejas porexposicion al medio ambiente y al sol. Una

vez que esta seco se puede disponer de éste para que sea llevado a un relleno sanitario.

3.7 DIAGRAMA DE FLUJOS

La figura 3.7 presenta el diagrama de flujo del proceso de produccién de acido p-cumarico por
fermentacion. Cabe destacar que las distintas corrientes que ingresan a los fermentadores no
ingresan todas simultaneamente. En el caso de los ultimos fermentadores (F5), laalimentacion de
la glucosaempiezacuando se corta la alimentacién de L-fenilalaninina. En ANEXOS se encuentra

una version de mayor tamaio del diagrama.
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CAPITULO 4
BALANCES DE MASA Y ENERGIA

Segun el andlisis de mercado, se espera satisfacer una demanda anual de acido p-cumarico de 1

tonelada, a través de un total de 35 lotes.

4.1 MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo que se utilizard, tanto paralas etapas de upstream como para la fermentacion
final esun medio de sales minerales adaptadoy es el mismo que utilizaron Karin Nijkamp et. alen
su estudio publicado el afno 2007 para la etapa de CLA. Este medio estda compuesto por las
siguientes cantidades por litro: 36g de glucosa, 4g de (NH4)2S04, 3,88g de K2HPO4, 1,63g de

NaH2P0O4y 20mL de una solucién de elementos traza.

4.1.1 Composicion del medio de cultivo

A continuacidn, se detallan las cantidades de cada nutriente del medio de cultivo por cada etapa
defermentacidnenlatabla4.1. La nomenclaturausadase debe leer de la siguiente manera. FPi:
fermentacién previanumeroi; FF:fermentacién final. Lainformacion de lasolucién de elementos

traza se especifica en latabla 4.2.



Tabla 4.1 Cantidad de nutrientes del medio de cultivo por etapa de fermentacidon en [g]
Nutriente  FP1 FP2 FP3 FP4* FF*

Glucosa 12,35 174,60 3173,40 39456,00 80762,40
(NH4)2s04 1,37 19,40 352,60  4384,00 8973,60
K2HPOA4 1,33 18,82 342,02  4252,48 8704,39
NaH2PO4 0,56 7,91 143,68  1786,48 3656,74

Total 15,61 220,72 4011,71 49878,96 102097,13

*La masa indicada estd referida para los dos fermentadores de la FP4y FF

Tabla 4.2 Cantidad en [g] de nutrientes en solucién traza por etapa de fermentacion
Nutriente FP1 FP2 FP3  FP4* FF*

Volumen** 6,86*10° 0,10 1,76 21,92 44,87
MgCl2 6H20 6,86*10" 0,97 17,63 219,20 448,68
EDTA 6,86*10° 0,10 1,76 21,92 44,87
ZnS04 7H20 1,37*10° 0,02 0,35 4,38 8,97
CaCl2 2H20 6,86*10" 1,00¥10° 0,18 2,19 4,49
FeSO4 7H20 3,43*10° 0,05 0,88 10,9 22,43
Na2MoO4 2H20  1,37*10° 2,00%10° 0,04 0,44 0,90
CuS0O4 5H20 1,37*10" 2,00%10° 0,04 0,44 0,90
CoClI2 6H20 2,70*10* 4,00%10° 0,07 0,88 1,79
MnCl2 4H20 7,00%10" 1,00¥10° 0,18 2,19 4,49

Total 0,08 1,16 21,12 262,60 537,52

*Los datos contemplan las cantidades para ambos fermentadores de |la etapa respectiva.
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**La fila volumen se observa sélo en litros y corresponde al volumen total a agregar en cada
fermentacion.

4.1.2 Preparacion del Medio de Cultivo

Como se puede apreciar en la tabla 4.2 |la cantidad total de disolucion de elementos traza a

preparar son aproximadamente 382 litros. El calculo utilizado para lograr la concentracién

adecuadade salesenladisoluciénse resumeen lasiguiente tabla 4.3 de propiedadesy resultados.

Tabla 4.3 Propiedades de nutrientes traza y volUmenes requeridos

Nutriente Masa[g] Solubilidad[g/l] Agua[L] Densidad[Kg/L] Volumen|L]
MgCl2 6H20 686,48 1160 0,592 2,57 0,267
EDTA 68,65 500 0,137 0,86 0,080
ZnS04 7H20 13,73 540 0,025 1,96 0,007
CaCl2 2H20 6,86 800 0,009 1,38 0,005
FeSO4 7H20 34,32 400 0,086 1,9 0,018
Na2Mo04 2H20 1,37 840 0,002 3,28 0,000
CuS04 5H20 1,37 203 0,007 2,3 0,001
CoCl2 6H20 2,75 930 0,003 1,92 0,001
MnCI2 4H20 6,86 530 0,013 2,01 0,003
Total 822,40

Se puede observar en la segunda columna de la tabla 4.3 la masa total necesaria de cada sal. Al

utilizar la solubilidad segun la ecuacién 4.1 se determina la cantidad de agua necesaria para

disolver cada masa de sal, correspondientemente especificada en la cuarta columna de la tabla
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4.3. Almismotiempo, se utilizaladensidad paraencontrar el volumen ocupado por la cantidad de

sal indicada. Este ultimo resultado se muestra en la sexta de la misma tabla.

B Masa [g]
" Volumende Agua [L]

Solubilidad en agua [%]

Ecuacion4.1

El total de masa de sales ocupa un espacio de 0,38 litros y se disuelve correctamente en
aproximadamente 0,88 litros. Asumiendo voliumenes aditivos, la suma de estas cantidades
equivale a 1,26 litros. El resto del volumen se completa con agua. Es decir, la cantidad de agua

total a utilizar para la solucion de elementos traza es 381,62 litros.

Considerando un estanque de disolucidn de elementos traza llenado al 85% de su capacidad (382

[L]), su volumen total serd de:
V=450 [L]

Por otro lado, la preparacién del medio de cultivo (sin la solucién de elementos traza), se
confeccionara segun la cantidad de volumen requerida para cada una de las fermentaciones. En
sumatoria se requieren aproximadamente 3433 litros de medio para un lote de produccién. La
tabla4.4 es homodlogaalatabla4.3 y describe los resultados de volUmenes que se requieren para

disolver los nutrientes principales del medio y el volumen que ocupan per se.

La masatotal de nutrientes alcanza untotal de 156,22 [Kg], los cuales se disuelven correctamente
en aproximadamente 190 [L] de agua (Ver ec. 4.1) y ocupan un espacio correspondiente a 95,95
[L]. En total, la disolucién de medio de cultivo concentrado tiene un volumen de casi 286 litros.
Para lograr las concentraciones necesarias de cada nutriente se aforan estas cantidades a 3433
litros de medio requerido (teniendo en cuenta que también se agrega a esta disolucién todo el

volumen de solucién de elementos traza).
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Tabla 4.4 Propiedades de nutrientes del medio de cultivo y volimenes requeridos

Nutriente  Masa[g]

Solubilidad[g/L] Agua[L] Densidad[Kg/L] Volumen][L]

Glucosa 123578,75

(NH4)2504  13730,97
K2HPO4 13319,04
NaH2PO4  5595,37

Total 156224,13

910 135,80 1,54 80,25
750 18,31 1,77 7,76
420 31,71 2,56 5,20
1100 5,09 2,04 2,74
95,95

Considerando un estanquellenado al 85% de su capacidad, el volumen del recipiente del medio de

cultivo sera de:

VM-C=4[m3]

A continuacién se presenta el diagrama de bloques del proceso de preparacion del medio de

cultivo.

Elementos
—
Traza

Agua Agua
i
Medio
— De —»
Cultivo
Glucosa
(NH4)2504
K2HPO4
NaH2PO4

Figura 4.1 Diagrama de bloques de |la preparacion del medio de cultivo
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4.1.4 Fenilalanina

a. Balance de masa

De acuerdo al rendimiento de biomasa sobre fenilalanina, Y,,n.=75 [g/g] (Nijkamp et al., 2007),
fueron estimadas las masas de aminodcido que deben seragregadas durante laprimerafase de las
fermentaciones. Esta cantidad es adicionada, de manera que el crecimiento de las bacterias sea
controlado para tener una velocidad de crecimiento éptima que contemple tanto crecimiento
como produccién de p-cumarato. Segun la cantidad de biomasa que se obtiene en cada
fermentaciény el rendimiento nombrado anteriormente, se estima la masa de fenilalanina para

cada fermentaciény se indica en la tabla 4.5.

Tabla 4.5 Masa de L-fenilalanina y Abiomasa para cada etapa de fermentacion en [g]
Nutriente FP1  FP2 FP3 FP4* FF* Total

A Biomasa 9,09 172,44 3448,98 48219,40 107150,10

L-fenilalanina 0,12 2,30 45,99 642,93 1428,67  2120,00

*Se contemplan ambos fermentadores de la etapa correspondiente

Los resultados fueron estimados de acuerdo alaecuacion 4.2 y asumiendo un consumo total de la

fenilalanina agregada.

e )
phe —Aphe|g]

Ecuacion 4.2

La masatotal de L-fenilalaninaque se muestraenlatabla4.5 se disolverd correctamente en 4 Lde
aguay de esta manerase tendra una disolucion del aminoacido de concentracion 530 [g/L], segun

la ecuacion 4.3.
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masa
Concentracion [Q] = Lg]

L1 volumen [L]

Ecuacion 4.3

De esta manera y asumiendo un estanque lleno al 80% de su capacidad total, el estanque que

contendra la disolucidn tendrd un contenido maximo de volumen igual a:
Vep=5 [L]

A partir de este estanque se sacaran los volumenes necesarios para cumplir con las masas
correspondientes de L-fenilalanina para cada etapa de fermentacién. Estos volumenes son

calculados segun la ecuacion 4.4.

GV = Gl

Ecuacion4.4

Donde:

e C;:concentracion del estanque de disolucién de L-fenilalanina (530 [g/L])
e V;:volumen aextraer del estanque de disolucién de L-fenilalanina
e (,: concentracion del estanque de alimentacidn de la etapa de fermentacion

e V,:volumen del estanque de alimentacidn de la etapa de fermentacién

La Unica incognita de la ecuacién 4.4 esV, y es calculado para todas las fermentaciones previas.
Por otro lado, el factor C,V, corresponde a la masa de L-fenilalanina (M,) de cada etapay se

pueden observar en la tabla 4.5. Los resultados se muestran en la tabla 4.6.
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Tabla 4.6 Voliumenes a extraer del estanque de L-fenilalanina para cada etapa

Nutriente FP1 FP2 FP3 FP4 FF Total
M, [g] 0,12 2,30 46,00 642,93  1428,67 2120,00
Vv, [L] 2,29¥10" 4,34*10° 8,68*10° 1,21 2,70 4,00

Considerandoladensidad de laL-fenilalanina (0,58 [Kg/L]) y segun la ecuacién 4.5, son calculados
los volumenes que ocupan las masas del aminodcido en cada etapa. Los resultados se pueden

observar en la tabla 4.7.

Tabla 4.7 Volumen ocupado por la masa de L-fenilalanina (V,) en cada etapa

Nutriente  FP1 FP2 FP3 FP4 FF Total
M; [g] 0,12 2,30 45,99 642,93 142867  2120,00
Vo[l 2,09*10* 3,96*10° 7,93*10° 1,11 2,46 -

b. Esterilizacion de disolucion de L-fenilalanina

Como se menciond en capitulo 3, la esterilizacién de la disolucidn de L-fenilalanina es realizada
mediante microfiltros, ya que el aminodcido es termolabil. La corriente que entra desde el
estanque de disolucién de L-fenilalanina entraa un equipo de microfiltracion con filtro de tamaiio
de poro de 0,1 [um]. La masa total del aminoacido esigual tanto en la entrada como en la saliday

tiene un valor de 2120 [g].

4.2 FERMENTACIONES PREVIAS (UPSTREAM)

Las fermentaciones previas tienen como fin poder alcanzar la biomasa necesaria, que cumpla con
el 10% de la concentracidn final de células considerada parainocular los dos fermentadores de 10

[m®]. Para lograr esa cantidad de biomasa se consideran cuatro fermentaciones previas, las cuales
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tienen una operacién por lote con crecimiento controlado mediante adicién constante de

fenilalanina.

Tomando en cuenta, que el volumen final de caldo de ambos fermentadores de 10m* sumados (17
m?), su concentracion final de biomasa esperada (X¢=6,1 [g/L]) y una inoculacién con un 10% de la
concentracién de biomasase utilizaron las siguientes ecuaciones para estimar el volumen de caldo

necesario de las fermentaciones previas.

fiX¢Ve = B;
Ecuacion4.5a
B;
V-1 = X_f,

Ecuacion4.5b

Donde:

e fi:fraccidn de concentracion celular parainocular

e X concentracion final de biomasa [g/L]

e V. :volumen de caldo en fermentador nimero n [L]

e V.:volumen total de caldo (cuando hay 2 fermentadores) [L]
e V, ;:volumen de caldo en fermentador nimero n-1[L]

e Xp: concentracion final de biomasaigual a 5,3 [g/L]

e B;: biomasaindculo [g]

e #: cantidad de fermentadores

e F,.:fermentacion nimero n

En latabla 4.8 se muestranlosresultados de la aplicacidn de las ecuaciones 4.3. La nomenclatura

corresponde a la sefalada anteriormente.
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Tabla 4.8 Resultados de voliumenes de caldo para fermentaciones previas

Fermentacion # V, V. f X B; Xe Vi1
F5 2 8500 17000 0,1 6,1 10370,0 53 1956,6
F4 2 9783 1956,6 0,07 53 7259 53 1370
F3 1 137,0 137,0 0,05 5,3 36,3 53 685
F2 1 6,85 6,85 0,05 5,3 1,8 53 0,342
F1 1 034 0,34 - - - - -

Considerando los volumenes de caldo esperados para cada fermentacion, los rendimientos de
biomasaobtenidos por Nijkamp, etal., ensu publicacién del aio 2007; detallados en la tabla 4.8 y
un porcentaje de humedad del microorganismo utilizado del 80% (Madigan, 2011); se estima la

biomasa esperada para cada etapa previa y se muestran los resultados en la tabla 4.9.

Tabla 4.9 Biomasa esperada por etapa cada etapa de fermentacién [g]

FP1  FP2 FP3 FP4 FF Total

Biomasa 9,09 181,53 3630,50 51849,90 450500,00 506171,01

4.2.1 Fermentacion Previa 1
En la fermentacion previa1(FP1) es preparado el indculo parala fermentacién previa 2 (FP2). Esta

etapa consiste en una fermentacién por lote y la finalidad es aumentar la biomasa.
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P1

—I1—» FP1 71—

M1

Figura 4.2 Diagrama de bloques de FP1
Donde:

e P1: masade L-fenilalanina
e |1: masadeindculo
e M1: masa de medio de cultivo seco s/ trazas

e 71: masade trazas

De manera implicita se agrega también agua que viene incorporada en las corrientes P1y M1. La
cantidad de agua presente enlles despreciable en comparacidn a las demas corrientes, asi como

también la masa de microorganismo que viene en ella.

La masa de medio de cultivo seco y sin solucién de elemento traza; la de L-fenilalaninay la de

solucién traza seca se detallan en las tablas 4.1, 4.5y 4.2, respectivamente.

La densidad de lamezclade nutrientes del medio de cultivo sin elementos traza es calculad asegin

la siguiente ecuacion:

Py P P2 Pn
Ecuacién 4.6

e Donde:
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e py:densidad mezcla
e p,:densidad de sustancia nUmero n

e x,:fraccion masica de sustancian en mezcla

Para FP1se tienen los siguientes resultados indicados en la tabla 4.10.

Tabla 4.10 Resultados de densidad de mezcla de nutrientes en [Kg/L]

fraccion
Nutriente  masa[g] masica p[Kg/L] x/p pmezcla

Glucosa 12,35 0,79 1,54 0,51
(NH4)2s504 1,37 0,09 1,77 0,05
K2HPO4 1,33 0,09 2,56 0,03
NaH2PO4 0,56 0,04 2,04 0,02

Total 15,61 1 0,61 1,63

Esta densidad calculada para la mezcla se mantiene para todas las fermentaciones, ya que la
concentracién usadaesla mismaentodoslos medios de cultivoy por ende, la fraccion mdsica de

cada nutriente también.

Asi, el volumen de la mezcla de nutrientes estd dado por su masay densidad segun:

IS

Ecuacion4.7

Donde:

e p:densidad [Kg/L]
e M: masa [Kg]

e V:volumen[L]



Volumen de la mezcla de nutrientes (Vy) ~0,01 [L]

Luego, asumiendo volumenes aditivos se tiene la siguiente ecuacidn:

Vien =Viwn + Vun +Vzn + Vo + Vi

Donde:

e V:Volumen total en fermentacidn previa nimero n
e Vy.:Volumen de nutrientes en fermentacidn previa nimero n
e Vy,: Volumen de agua en fermentacion previa nimero n

e V;,:Volumen de solucién traza en fermentacién previa nimero n
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Ecuacion 4.8

e V,.:Volumen de solucién de L-fenilalanina en fermentacién previa nimero n

e V,:Volumendeinéculo en fermentacidn previa nimero n

Tabla 4.11 Volimenes FP1 en [L]

VTl* VNl VZl VPl VI1

0,34 0,01 0,01 1,33*10™ 0,01

*El volumen hace referencia al volumen final de caldo

Como se ve en la tabla 4.11, el volumen de L-fenilalanina es despreciable. Ademads se puede

considerar que el volumen de solucion traza es practicamente agua (parte de V), ya que el
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volumen que ocupan los elementos trazason despreciables frente al volumen de solucién. En base

a estas suposiciones, reemplazando y despejando la ecuacién 4.8, se tiene que:

V1 = 0,32 [L]

Tomando la densidad del aguacomo 1 [Kg/L] y aplicandolaecuacidon 4.5, se tiene la masa de agua

que entraen FP1 (My;):

My, = 0,32 [Kg]

En la siguiente tabla 4.12 se resumen los resultados del balance de masa de la FP1.

Tabla 4.12 Resultado balance de masa FP1

Corriente Masa [g]

11 0,13
P1 0,12
Z1 0,08
M1 15,61
Agua* 0,32

*Esta no es una corriente per se, ya que esta virtualmente presente en las demas

Por otra parte, se considera en la FP1 una produccidn de acido p-cumdrico (pCA) por parte de los
microorganismos. Esta concentracidn final, se espera analoga a la observada en fermentaciones

equivalentes. A las 47 horas de fermentacién, que es la duracién de la fase uno y de las
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fermentaciones previas 1, 2, 3y 4 se tiene una concentracién de pCA ([pCAls;) = 4,1%¥10° [M]
(Nijkamp etal, 2007). Tomando en cuentael peso moleculardel pCA (164,16 [g/mol]) se obtienela

siguiente concentracién para el tiempo final de la primera fase.

[PCAY47 = 41 %1072 [mTOZ] 164,16 [ﬁ] = 0,67 [%]

Considerando esta concentracidon final de pCA por cada fermentacién previa se estima una

cantidad de producto para el final de la FP1 como sigue.

] s VylL]

MpCAn = pCAn—l[g] + 0,67 [Z

Ecuacion 4.9

Donde:

®  Mcan: masade pCA en la fermentacion previa nimero n
®  Mycan-1: masa de pCA en la fermentacion previa nimero n-1

e V. :volumen de caldo de lafermentacién previa nimero n

En consecuencia con la ecuacion 4.9, la masa de pCA final conseguidaen laFP1les
— g _
Mpcar = 0,67 [ 7] + 0,34[L] = 0,23[g]

4.2.2 Fermentacion Previa 2

a. Balance de masa
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En la FP2, es preparado el indculo para la fermentacion previa 3 (FP3). En la figura 4.3 se pueden
observarlas corrientes de entrada al fermentador. Tacitamente existe una corriente de agua que
entraen conjunto con las disoluciones de elementos traza, medio de cultivo y L-fenilalanina, no
obstante las corrientes se indican en peso seco. Ademas, existe una subcorriente mdsica de pCA
queviene desde laFP1. Es necesario destacar que desde el fermentador anterior se traspasa todo

el contenido.

A continuacion se presenta el diagrama de bloques de la FP2.

P2

—I2— FP2 /22—

T

M2
|

Figura 4.3 Diagrama de bloque FP2

Donde:

e P2:masade L-fenilalanina

e |2: masadeindculo

e M2: masa de medio de cultivo seco s/ trazas
e 72: masade trazas

Por otro lado, los pardmetros de la FP2 se muestran en la tabla 4.13.
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Tabla 4.13 Parametros de FP2

Vv, Bi. Br t

6,85 [L] 9,09 [g] 181,53 [g] 47 [h]

Donde:

e \/,:volumen final de caldo de cultivo en FP2
e Bj,: biomasainicial (inéculo) FP2
e Bs,: biomasa final FP2

e t,:tiempo de FP2

La masa total de L-fenilalanina que se agrega a FP2son 2,3 [g] (ver tabla 4.5) y segun la densidad
del aminoéacido (0,58 [Kg/L]) y la ecuacién 4.5, ocupan un volumen de =4*107 [L]. Estos son
adicionados paulatinamente durante el tiempo que ocurre la fermentacion a través de una

disolucién de volumen igual a 2 [L]. En consecuencia, para efectos de cdlculo de agua, esta

disolucién se considera en su totalidad de agua.

. L1 Volumen [L]
Flujoyorumetrico [}_l] - W

Ecuacion4.10
En consecuencia con la ecuacion 4.10
F.»=4,3¥107 [L/h]

Flujomssico [%]

_ Masa [g]
~ tiempo[h]
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Ecuacion4.11

Por consiguiente, el flujo masico de fenilalanina que entraala FP2es,

Fm2=4,9%*107 [g/h]

La masa de nutrientes del medio de cultivo sin los elementos traza se encuentra detallada por
etapa en la tabla 4.1. Parala FP2 esta masa tiene un valor de 220,72 [g] de nutrientes, los cuales
ocupanun volumen (Vy,) total de 0,14 [L] (ver Ec.4.5y tabla 4.10). Por otro lado, el volumen total
del mediode cultivo (Vyc,) que se agregaesde 4,5 [L]. Asumiendo esos dos volumenes aditivos, se

tiene que,

Vmen = Vwmen + Vn

Ecuacion4.12

Donde:

®  Vyca: volumen de medio de cultivo en fermentacién previa nimeron
o  Vyucn: Volumen de agua en medio de cultivo en fermentacion previa nimero n

e Vy,:volumen de nutrientes en medio de cultivo en fermentacidon previa nimero n

Reemplazando en la ecuacién 4.12 se obtiene,

Vwwmca =4,36 [L]
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El volumen de ladisolucion de elementos traza que se agrega a esta etapa es 0,10 [L]. El volumen
que ocupan las sales de estadisolucion es despreciable frente al total, por ende se considera que
el volumen de la corriente es en su totalidad agua. La masa de los elementos traza de esta

corriente se detallaen latabla4.2y en ellase encuentra el valor de 1,16 [g] para la FP2.

En resumen, se tienen los siguientes volumenes en la FP2,

Tabla 4.14 Voliumenes de la FP2 en [L]

VTZ* VNZ V22 VPZ VI2

6,85 0,14 0,10 2,00 0,34

Donde:

e Vp:Volumen total en FP2

e V,\,: Volumen de nutrientes en FP2

e Vy,:Volumen de agua en FP2

e \/,:Volumen de solucion trazaen FP2

e V,,:Volumen de solucion de L-fenilalanina en FP2

e V\:Volumendeindculoen FP2

Asumiendo voliumenes aditivos en la etapa y considerando la ecuacién 4.8 despejada, se tiene

que,

sz +V23 +Vp3 = 6,37 [L] =Agua2

Luego, considerando la densidad del agua (1 [Kg/L]) y la ecuacion 4.7, la masa de agua que entra

en FP2es,

MAguaZ = 6137 [Kg]
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Asi, se detallan continuacion los resultados del balance de masa de la FP2 en la tabla 4.15.

Tabla 4.15 Resultado balance de masa FP2

Corriente Masa [g]
pCA 0,23
12 9,09
P2 2,30
72 1,16
M2 220,72
Agua2* 6370

*Esta no es una corriente per se, ya que estd virtualmente presente en las demas

La produccién esperadade dcido p-cumarico parala FP2 es analoga ala de la FP1. Ademas ésta es
sumada a la masa producida en la fermentacion anterior. En consecuencia con lo dicho

anteriormente y de acuerdo con la ecuacién 4.7, se tiene que

Mycaz = 023[g] +0,67 [

Z] «6,85[L] = 4,82[g]

b. Demanday transferenciade oxigeno

Los balances de masa se realizaran de acuerdo con lo especificado en el capitulo 3.3.2.
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Para que el cultivo no limite por oxigeno, se debe cumplir que la velocidad de trasferencia de
oxigenoal caldo (VTO) sea, al menos, equivalente alavelocidad de consumo de oxigeno (VCO) por

parte de los microorganismos. Es decir, se debe cumplir que:

VCo =VTO

Ecuacion4.13

Ademas VCO se puede definir como

VCco :qu'X

Ecuacion 4.14

Donde:

e VCO: velocidad de consumo de oxigeno [mol O,/L/s]
e (o,: velocidad especifica de consumo de oxigeno [mol O,/g/s]

e X:concentracidn de biomasa [g/L]

El valor de o, que se utilizara para los calculos se encuentra en bibliografia (Gomez et al, 2006),
en cuyo estudio se utilizé una bacteria analoga a la de este estudio, pues es una cepa
genéticamente modificada para ser usada en procesos de biodisulfurizacidn, llamada P. putida

CECT5279. El valores

o2 = 5*10° [mol 0,/g/s]

Reemplazando este valor en la ecuacion 4.14 y tomando como X=26,50 [g/L], el cual es el valor
maximo que se aspira a tener en el fermentador y en consecuencia la mayor velocidad de

consumo de oxigeno que podria demandar el cultivo; se tiene que
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VC0=1,33*10" [mol 0,/L/s]

En consecuenciay considerando laecuacién4.13, la VTO tiene unvalorde 1,33*10™* [mol O,/L/s]y

esta es la minima cantidad para que el cultivo no esté limitado por oxigeno.

Por otro lado, los VVMindican el flujo de aire que se tiene por unidad de volumen de re actory es
directamente dependiente de lademanda de oxigeno que se tenga en el sistema, este valor varia
con el tiempo, yaque esdependientede la demanda de oxigeno que haya en cada biorreactor, la
cual obedece a la concentracion celular que va aumentando con el tiempo. Por esta razoén, la
ecuacion para el calculo de VVM obtenida de bibliografia (Acevedo, 2002) se utilizara para la
maxima demanda de oxigeno que tendra el sistema, de manera que los equipos no queden

subestimados. La ecuacion se observa a continuacion.

B N,-224-T
"~ 1000-0,4-E-m-60-273

VVM

Ecuacion 4.15

Donde:

e VVM: flujo de aire por volumen de reactor [min™']
e N, demanda de oxigeno [mmol O,/L/h]

e T:temperatura [K]

e E:eficiencia

e U presion [atm]

e 0,4: valor estimado para aire enriquecido con O, puro.

Considerando correctamente una eficiencia de absorcion minima(3%), ya que varia normalmente

entre 3y 30% (Acevedo et al, 2002) el valor de VVM que se tiene para este caso es
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VVM = 1,24[min™1]

Valor que se seguin los mismos autores nombrados anteriormente se ajusta para una fermentacién
industrial (mayor a 5000 [L]) y otras tamafio piloto. No obstante, los valores que se utilizan en
experimentos a nivel de laboratorio con P. putida (Nijkamp et al., 2007) y (Gomez et al., 2006)
utilizan 1VVM para un volumen de reactor de 2 [L]. Considerando un tamanio de reactor de 10 [L]

para esta etapa, se utilizard 1,24 VVM.

Como se menciond en 3.3.3 la tensidn de oxigeno disuelto se intentard mantener en 15%. De
acuerdo con esto y con el valor de VTO estimado, es posible obtener un valor de k.a segin la

ecuacion 4.16.
VTO =kya(C*—Cp)

Ecuacion4.16

Dénde:

e ka: coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno [h™']
e C*:solubilidad del oxigeno puro [mmol/L]

e (.:oxigeno disuelto [mmol/L]

La solubilidad del oxigeno a 30 [°C] se calcula a partir de la tabla 4.16

Luego, la maxima concentracién de oxigeno en aguaa30[°C] es C 30=1,16 [mmol 0,/L]. Por otro

lado, despejando la ecuacidn 4.16 se tiene que

k.a=486 [h™]
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Tabla 4.16 Solubilidad de O, a 1 atm en agua a varias temperaturas, (Bailey & Ollis, 1986)

Temp [°C]  Agua, [mmol O,/L]

25 1,26
30 1,16
35 1,09
40 1,03

Por otra parte, el flujo de aire se calcula segln la siguiente ecuacién.

F=V-VVM

Ecuacion4.17

De acuerdoala ecuacidon4.17, el maximo flujo de aire enriquecido que se requiere parala FP2es

F=85[-L

min

La tabla 4.17 resume los resultados obtenidos con respecto a la demanda y transferencia de

oxigeno.



90

Tabla 4.17 Demanda y transferencia de oxigeno para FP2

Variable Valor

VCO [mmol O,/L/h] 479
VVM [min™] 1,24
C.[mmol O,/L] 0,17
C" [mmol 0,/L] 1,16
kia[h™] 486

F [L/min] 8,5

c. Balance de energia

Los fermentadores deben ser operados isotérmicamente, con una temperatura T=30 [°C]. Para
poder lograr mantener esta temperatura se debe considerar que la fermentacién es un proceso
exotérmico, el cual genera el mayor de los calores a considerar en el proceso. La ecuacion de

energia que resume los calores involucrados en la fermentacion se detalla a continuacién.

Qr+0Q4=0Qc+Qp+0Qs+0Q;+0Qp

Ecuacion 4.18a

Donde:

e Qg calorde fermentacion =0,12*V*N, [Kcal/h]
e Q,: calorde agitacion =0,1*Q; [Kcal/h]

e Qc:caloracumulado [Kcal/h]
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e Qg calor perdido por evaporacion de agua del medio de cultivo [Kcal/h]
e Qg calorsensible enlacorriente de entraday salida [kcal/h]
e (Q: calorintercambiado, transferido= U - A+ AT [kcal/h]

e (Qp:calordisipado enlos alrededores=h-m-T - H - (Tf — Ta) [Kcal/h]

Sinembargo, se tomaran las siguientes consideraciones. El calor sensible es mucho menor que el
calor de fermentaciones, por lo tanto es despreciable. También son despreciables el calor de
evaporacion, si se utiliza aire saturado con agua durante la fermentacién y el calor de
acumulacién, si se mantienen condiciones controladas de temperatura. En consecuencia, el

balance de energia queda como sigue.

Qr+0Q4=0Qp+0Q;

Ecuacion 4.18b

Las variables a utilizar y sus valores se detallan en la siguiente tabla 4.18.

Tabla 4.18 Valores a utilizar en el balance de energia dela FP2

Variable Valor

N, [mmol O,/L/h] 479
Volumen liquido [L] 6,85
Altura [m] 0,317
Diametro [m] 0,185

T Reactor [°C] 30

Tambiente [°C] 20

T agua enfriamiento [°C] 10



Coef. Conveccién [kcal/m?/h] 17,5

Coef. Global de transferencia

[kcal/(m**h*°C)] 400

Reemplazando en la ecuacién 4.18b

kcal
Qr=0,12-6,85-479 = 393,7 e

El 10% del calor de fermentacidn corresponde al valor del calor de agitacion.

kcal
h

Q4=01-Qp= 39,4[

El valor del calor por pérdida en los alrededores es, reemplazando

kcal

Qp:h-ﬂ-T-HL-(Tf—Ta)z17,5-n-0,2-0,22-(30—20)224,2[ -

Por lo tanto, despejando la ecuacion 4.18b

kcal
Q; =393,7 + 39,4 — 24,2 = 408,9 T]

La tabla 4.19 resume los resultados del balance de energia (B.E.).

92
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Tabla 4.19 Resumen de resultados del B.E.

Variable Valor
[kcal]

Qr =] 393,7
[kcall

Qa|= ] 39,4
[kcall

Qr =] 24,2
[kcall

| 408,9

4.2.3 Fermentacion Previa 3

a. Balance de masa

En la FP3, es preparado el indculo para la fermentacion previa 4 (FP4). En la figura 4.4 se pueden
observarlas corrientes de entrada al fermentador. Virtualmente existe una corriente de agua que
entraen conjunto con las disoluciones de elementos traza, medio de cultivo y L-fenilalanina, no
obstante las corrientes se indican en peso seco. Sélo la corriente de inéculo se encuentra como

peso humedo e incluye ademas la masa de pCA generada en la FP2.

A continuacién se presenta el diagrama de bloques de la FP2.

P3

v

—I3—» FP3 “«—/3—

M3
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Figura 4.4 Diagrama de bloques de FP3

Donde:

e P3:masade L-fenilalanina

e [3: masadeindculo

e M3: masa de medio de cultivo seco s/ trazas
e 73: masade trazas

Por otro lado, los pardmetros de la FP3 se muestran en la tabla 4.20.

Tabla 4.20 Pardmetros de FP3

V3 Bi3 Bf3 t3

137 [L] 181,53 [g]  3630,50 [g] 47 [h]

Donde:

e V;:volumen final de caldo de cultivo en FP3
e Bj;:biomasainicial (inéculo) FP3
e Bs: biomasafinal FP3

e t;:tiempode FP3

La masa de L-fenilalanina que entra en esta fermentacién se detalla en la tabla 4.5. El valor
corresponde a=46,00 [g] y segun |la densidad del aminoacido (0,58 [Kg/L]) y la ecuacidn 4.5, ocupa
un volumen de =8,00*107 [L]. Estos son adicionados de forma gradual durante el tiempo que
ocurre lafermentacidn atravésde una disolucion de volumenigual a42 [L]. En consecuencia, para

efectos de cdlculo de agua, esta disolucidn se considera en su totalidad como agua.

Luego, considerando las ecuaciones 4.7y 4.8, el flujo volumétrico y masico de L-fenilalaninaen la

FP3 son, respectivamente,
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F,3=9,0¥10™ [L/h]

Fms=9,8*10" [g/h]

La masa total de los nutrientes del medio de cultivo sin los elementos traza se indica en la tabla
4.1. Para estaetapael valorcorresponde a 4011,71 [g] de nutrientes. Acorde con la ecuacién 4.5y
la tabla4.10, estamasa de nutrientes ocupaunvolumen (Vys3) de 2,46 [L]. Ademads el volumen de
medio de cultivo a agregar (Vycz) son 88,15 [L]. Considerando estos volumenes correctamente

aditivos y utilizando la ecuacién 4.9 se tiene que,

Vwwmcs = 82,69 [L]

El volumen total de la disolucion de elementos traza que se agrega a la FP3 es de 1,76 [L]. El
volumen que ocupan las sales de estadisolucion es de 0,01 [L] (cdlculo no mostrado, pero resuelto
segun las ecuaciones 4.4 y 4.5), el cual es despreciable frente al total, en consecuencia se
considera paraefectos practicos de calculo que el volumen de lacorriente es en su totalidad agua.

La masade loselementostraza de estacorriente se detallaenlatabla4.2 y enellase hallael valor

de 21,12 [g] parala FP3.

En sintesis, se tienen los siguientes voliumenes para la FP3 mostrados en la tabla 4.21

Tabla 4.21 Voliumenes de la FP3 en [L]

Vp* Vs Vz Vs Vis

137,00 2,46 1,76 42,00 6,85

Donde:

e V4:Volumen total en FP3
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e Vy\;:Volumen de nutrientes en FP3

e Vys:Volumen de aguaen FP3

e Vz:Volumen de solucion trazaen FP3

e V;3:Volumen de solucién de L-fenilalanina en FP3

e V;:Volumendeindculo en FP3

Asumiendo volumenes aditivos en la etapa y considerando la ecuacién 4.8 despejada, se tiene

que,

Vwa+ Vg + Ve =127,69 [L] = Agua3

Luego, considerando la densidad del agua (1 [Kg/L]) y la Ec. 4.7 |la masa de agua que entra en FP3

es,

MAgua3 = 127,69 [Kg]

De estamanera, se detallan continuacidn los resultados del balance de masa de la FP3 en la tabla

4.22.

Tabla 4.22 Resultado balance de masa FP3

Corriente Masa [g]
pCA 4,82
13 181,53

P3 46,00
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Z3 21,12
M3 4011,71
Agua3* 127690

*Esta no es una corriente per se, ya que estd virtualmente presente en las demas

La produccién esperada de acido p-cumdrico para la FP3 es equivalente (en cuanto a
concentracién) a la de la FP2. Ademads, ésta es agregada a la masa producida en la fermentacion
anterior. En consecuencia con lo dicho anteriormente y de acuerdo con la ecuacién 4.7, se tiene

que
_ g _
Mpcaz = 4.82[g] + 0,67 [Z] «137[L] = 96,61[g]

b. Transferencia y demanda de oxigeno

Las ecuaciones son las mismas que para la FP2, asi como también se mantienen la velocidad

especifica de consumo de oxigeno. Sobre esta base, los resultados se muestran en la tabla 4.23.

Tabla 4.23 Demanda y transferencia de oxigeno para FP3

Variable Valor
VCO [mmol O,/L/h] 479
VVM [min™] 1,24

C. [mmol O,/L] 0,17
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C’ [mmol 0,/L] 1,16

kal[h™] 486

Por otro lado, considerando la ecuacion 4.17.

L
F =169,8 [—]
min

c. Balance de energia

Las ecuaciones y balances de energia de la FP2 se mantienen para la FP3. Ademads, las
temperaturas también son las mismas. La tabla 4.24 muestra los valores que se han usado para el

balance de energia de la FP3y mientras que la tabla 4.15 indica los resultados del balance.

Tabla 4.24 Valores a utilizar en el balance de energia de la FP3

Variable Valor

N, [mmol O,/L/h] 479
Volumen liquido [L] 137
Altura liguido [m] 0,57
Diametro [m] 0,56

T Reactor [°C] 30

Tambiente [°C] 20

T agua enfriamiento [°C] 10
Coef. Conveccidn [kcal/m?/h] 17,5

Coef. Global de transferencia

[kcal/(m?**h*°C)] 600




99

Tabla 4.25 Resumen de resultados del B.E. de FP3

Variable Valor
[kcal]

Qr || 7874,8
[kcall

Qa|—7 ] 787,5
kcal]

Qr || 1924
kcal

Q [_h 8469,9

4.2.4 Fermentacion Previa 4

a. Balance de masa

De formaandlogaa las otras fermentaciones previas, la FP4, es la preparacién del inéculo parala
fermentacién final (FF). A diferencia de las otras etapas antecedentes, la FP4 consta de dos
fermentadores, los cuales soninoculados cada uno con la mitad del caldo de cultivo de la FP3. En
la figura 4.5 se pueden observar las corrientes de entrada a uno de los dos fermentadores.
Virtualmente existe una corriente de agua que entra en conjunto con las disoluciones de
elementos traza, medio de cultivo y L-fenilalanina, sin embargo, al igual que en los casos

anteriores las corrientes se indican en peso seco, con excepcion de la corriente de inéculo.

A continuacién se presenta el diagrama de bloques de la FP4.
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P4

— 14— FP4 74—

T

M4

Figura 4.5 Diagrama de bloques de FP4

Donde:

e P4: masade L-fenilalanina
e |4: masadeindculo
e M4: masa de medio de cultivo seco s/ trazas

e Z4: masa de trazas
Los parametros de la FP4 se muestran en la tabla 4.26 y corresponden al total de ambos

fermentadores, con excepcion del tiempo que corresponde al de la etapa per se.

Tabla 4.26 Parametros de FP4

V4 Bi4 Bf4 t4 *

1956,60 [L] 3630,50 [g] 51849,90 [g] 47 [h]

*El tiempo corresponde a una fermentacion de la FP4

Donde:

e \/,:volumen final de caldo de cultivo en FP4

e By:biomasainicial (inéculo) FP4
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e By biomasafinal FP4

e t,:tiempo de FP4

La masa de L-fenilalanina que entra en esta fermentacidn se detalla en la tabla 4.5. El valor
corresponde a =643,00 [g] y segun la densidad del aminoacido (0,58 [Kg/L]) y |a ecuacion 4.5,
ocupa un volumen de =1,1 [L]. Estos son adicionados de forma gradual durante el tiempo que
ocurre la fermentacién, a través de una disolucién de volumen igual a 293,3 [L]. Asumiendo

volumenes aditivos, se tiene la siguiente ecuacion de balance.

Ven = Vpsn + Vwpn

Ecuacion4.19

Donde:

e V;,:volumen de solucién de L-fenilalanina en etapa previa nUmero n
o Vs, volumen de L-fenilalanina seca en etapa previa nimero n

o  Vypa: volumen de agua de la disolucion de L-fenilalanina en etapa previa nimero n

Resolviendo la ecuacion 4.19,

Vwpa: 292,20 [L]

Por otra parte, considerando la ecuacién 4.9, el flujo volumétrico de L-fenilalanina en la FP4 es

para cada uno de los fermentadores es

F.a=6,24 [L/h]
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Ademas, el flujo mdsico del aminoacido en la FP4 para cada uno de los fermentadores, segun la

ecuacion 4.1l es

Fma= 6,84 [g/h]

La masa total de los nutrientes del medio de cultivo sin los elementos traza se indica en la tabla
4.1. Para estaetapael valor corresponde a 49878,96 [g] de nutrientes. Acorde con la ecuacién 4.7
y la tabla 4.10, esta masa de nutrientes ocupa un volumen (Vy,) de 30,63 [L]. Asimismo, el
volumen de medio de cultivo aagregar (Vyc:) son 548,00 [L]. Tomando en cuenta estos voliumenes

correctamente sumables y utilizando la ecuacién 4.12 se tiene que

Vwmes = 517,37 [L]

La masade loselementostrazade estacorriente se detallaenlatabla4.2 y enellase hallael valor
de 262,60 [g] parala FP3. El volumen total de la disolucidn de elementos traza que se agrega ala
FP4 es de 21,92 [L]. El volumen que ocupan las sales de esta disolucién es de 0,12 [L] (calculo no
mostrado, pero resuelto seglin las ecuaciones 4.4 y 4.5). Tomando en consideracion estos

voliumenes como aditivos se genera la siguiente ecuacion.

Von = Vzsa + Viwza

Ecuacion4.20

Donde:

e V,:volumen de solucidn de elementos traza en etapa previa nimero n
e Vy,:volumen de elementos traza seco en etapa previa nimero n

e Vyuz:volumen de agua de la disolucidn de elementos traza en etapa previa nimero n
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Resolviendo |la ecuacion anterior,

Vwz =21,80 [L]

En sintesis, se tienenlos siguientes volimenes para ambos fermentadores paralaFP4 indicados en

latabla 4.27.
Tabla 4.27 Volimenes de la FP4 en [L]
VT4* VN4 VWZ4 VWP4 VI4
1956,60 30,63 21,80 292,20 137,00
Donde:

e Vq:Volumen total en FP4

e V\.:Volumen de nutrientes en FP4

e V4 Volumen de agua en FP4 aportada por la disolucidon de medio de cultivo
o  Vyz: Volumen de agua de la disolucidén de elementos traza en FP4

o  Vyps: Volumen de agua de la disolucidn de L-fenilalanina en FP4

e V,:Volumendeindculo en FP4

Asumiendo voliumenes aditivos en la etapa y considerando la ecuacién 4.8 despejada, se tiene

que,

Vw4 + sz4 + pr4 = 1788,97 [L] = Agua4
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En seguida, considerando ladensidad delagua (1 [Kg/L]) y la Ec. 4.7, la masa de agua que entra en

FP4 es,

Myguas = 1788,97 [Kg]

Mientras que la masa de agua que entra a cada fermentador de la etapa 4 es

Myguas _ 1788,97
2 2

= 894,49 [Kg]

De estamanera, se detallan continuacion los resultados del balance de masa de la FP3 en la tabla

4.28.

Tabla 4.28 Resultado balance de masa FP4

Corriente Masa [g] A cada Fermentador
pCA 96,61 48,31
12 3630,50 1815,25
P2 642,93 321,47
Z2 262,60 131,30
M2 49878,96 24939,48
Aguad* 1,79%10° 8,94*10°

*Esta no es una corriente per se, ya que estd virtualmente presente en las demas
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La concentracidn final esperada de acido p-cumadrico para la FP4 es paralela a la de la FP3.
Ademas, éstaessumadaa la masa producidaen la fermentacién anterior. En consecuencia con lo

dicho anteriormente y de acuerdo con la ecuacién 4.9, se tiene que

Mpcas = 96,61[g] + 0,67 [%] «1956,6[L] = 1407,53(g]

b. Transferencia y demanda de oxigeno

Las ecuaciones son las mismas que para la FP3, asi como también se mantienen la velocidad

especifica de consumo de oxigeno. Sobre esta base, los resultados se muestran en la tabla 4.29.

Tabla 4.29 Demanda y transferencia de oxigeno para FP4

Variable Valor
VCO [mmol 0,/L/h] 479
VVM [min™] 1,24
C. [mmol O,/L] 0,17
C" [mmol 0,/L] 1,16
ka[h™] 486

Por otro lado, considerando la ecuacion 4.17,

L
F=12131 [— ]
min
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Tanto el flujo como las demas variables son lasiguales paracada uno de los dos fermentadores de

la FP4.

c. Balance de energia

Las ecuacionesy balances de energia de las fermentaciones anteriores se mantienen para la FP4.
Ademas, las temperaturas también son las mismas. La tabla 4.30 muestra los valores utilizados

para el balance de energia mientras que la tabla 4.31 indica los resultados.

Tabla 4.30 Valores a utilizar en el balance de energia de la FP4 para un fermentador

Variable Valor
N [mmol O,/L/h] 479
Volumen liquido [L] 978,3
Altura liguido [m] 1,2
Diametro [m] 1,05
T Reactor [°C] 30
T ambiente [°C] 20
T agua enfriamiento [°C] 10
Coef. Conveccién [kcal/m?/h] 17,5
Coef. Global de transferencia
[kcal/(m**h*°C)] 600




Tabla 4.31 Resumen de resultados del B.E. de FP4

Variable Valor
kcal]

e
- 56232,7
[kcall

Qa|= ] 5623,3
[kcall

Qr| 659,7
[kcall

Q| 61196,3

4.3 FERMENTACION FINAL

107

La fermentacion final es la etapa mas importante del proceso de produccién, ya que en ellase

confecciona la cantidad de acido p-cumdrico presupuestada para satisfacer la demanda anual

analizadaen el capitulo de estudio de mercado. A pesarde que las fermentaciones previas tienen

como fin alcanzar la cantidad de biomasa necesaria parainocular los bioreactores de esta etapa

final, también se puede apreciar una producciéon de p-cumarato en ellas. Esta produccién se

complementa con laque existe en esta etapafinal y contribuye a amortiguar las pérdidas que son

propias de las ineficiencias de los procesos.

La fermentacion final también consta de dos bioreactores con funcionamiento en paraleloy su

caldo de cultivo es la alimentacién del comienzo de los procesos downstream.

a. Balance de masa

Por otra parte, la fermentacion final estd constituida por dos fases claras. La primera trata de una

fase de 47 [h] (t,), la cual es basicamente igual alas otras fermentaciones previas y tiene como fin

aumentar la biomasa hasta que se consuma toda la glucosa inicial. Luego, comienza la segunda
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fase, la cual tiene una alimentacién constante de glucosa y una duracion de 124 [h] (t,). A

continuacion se presenta el diagrama de bloques de la fermentacidn final (FF).

| |
G p
v v

— > FF —7—

M
Figura 4.6 Diagrama de bloque de FF

Donde:

e P:masade L-fenilalanina

I: masa de indculo

e M: masa de medio de cultivo seco s/ trazas

Z: masa de trazas

G: masa de glucosa

Es importante destacar que lacorriente de inéculo contemplatodo el volumen de lafermentacion
anterior. Esoimplica que arrastra un contenido de dcido p-cumaricoimportante en cuanto al total
que se consigue en esta fermentacion final. Para el caso del balance de masa, sélo se tomara en

cuenta la masa de células y de producto que viene en la corriente.

Los parametros de la FP4 se muestran en la siguiente tabla y corresponden al total de ambos

fermentadores, con excepcién del tiempo que corresponde al de la etapa per se.
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Tabla 4.32 Parametros de FF

Ve Bir By t*

17000 [L]  51849,90 [g] 518500,00 [g] 124 [h]

*t, corresponde al tiempo que demora una fermentacion de la etapa

Donde:

e V. volumen final de caldo de cultivo en FF
e B;: biomasainicial (indculo) FF
e Bs: biomasa final FF

e t,:tiempode FF

La masa de L-fenilalanina que entra en la FF se detalla en la tabla 4.5. El valor corresponde a

=1429,00 [g] y segun la densidad del aminoacido (0,58 [Kg/L]) y la ecuacidon 4.5, ocupan un

volumende =2,70 [L]. Estos son agregados de manera progresiva durante el tiempo que ocurre la

primerafase de la fermentacidén, atravésde una disolucion de volumenigual a 900 [L]. Asumiendo

volimenes aditivos y resolviendo la ecuacién 4.19, el volumen de agua presente en la disolucién

de L-fenilalanina es

VWPF: 1797,30 [L]

Por otra parte, considerando la ecuacién 4.12, el flujo volumétrico de L-fenilalaninaen la FF es

para cada uno de los fermentadores durante la primera fase de la fermentacién es

Fve= 19,15 [L/h]
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Ademds, el flujo mdsico del aminoacido en la FF para cada uno de los fermentadores, también

para la primera fase de la fermentacién, segin la ecuacidon 4.11 es

Fma = 15,20 [g/h]

La masa total de los nutrientes del medio de cultivo sin los elementos traza se indica en la tabla
4.1. Para esta etapa el valor corresponde a 102097,13 [g] de nutrientes. Acorde con la ecuacion
4.5 y latabla4.10, estamasa de nutrientes ocupa un volumen (Vyg) de 62,71 [L]. Por otra parte, el
volumen de medio de cultivo a agregar (Vuce) son 2243,4 [L] para la FF. Tomando en cuenta estos
volumenes aditivos y utilizando laecuacion 4.12 se tiene que el volumen de agua que aporta esta

corriente para cada fermentador es

VWMCF = 2180,69 [L]

La masade loselementostrazade estacorriente se detallaenlatabla4.2 y enellase hallael valor
de 537,52 [g] para la FF. El volumen total de ladisolucion de elementos traza que se agrega a la FF
es de 44,87 [L]. El volumen que ocupan las sales de esta disolucidn es de 0,25 [L] (cdlculo no
mostrado, pero resuelto segun las ecuaciones 4.6 y 4.7). Tomando en consideracion estos
voliumenes como aditivos y la ecuacién 4.20, se tiene que el volumen de agua que aporta esta

corriente es

Viwz = 44,62 [L]

Por otro lado, la corriente de glucosa que se agrega enla segundafase de la fermentacion final se

calculasegun el rendimiento de producto sobre sustrato (Y,/s) obtenido por Nijkamp et al. (2007).
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1,06 [Cmol]

S 20+ glu, LCmol

Ecuacion4.21

Donde:

e 1,06: Cmol de p-cumarato por litro obtenido en la fermentacidn de la publicacion
e 20: Cmol de glucosa pertenecientes al medio de cultivo

e glu,: Cmol de glucosa alimentados en la fase 2 de la fermentacién

Resolviendolaecuacién4.21y considerando el peso molecular de la glucosa (PM,=180 [g/mol]),

se tiene que

1 [mol]
*
100 [Cmol]

glu, = 7,9 [Cmol] * 180 | nfol] = 14,22 [4]

Tomando en cuenta que estos valores responden a un volumen de 1 [L], la concentracién

adicionada de glucosa para la fase dos de la fermentacién final es
glu,=14,22 [g/L]

Ademas, considerando que el volumen final de laprimerafase (V) son 3000 [L] y el de la segunda

son (Vg) 8500 [L] se tiene que (asumiendo volumenes aditivos) el volumen de glucosa a agregar es

Vg2 = 8500 — 3000 = 5500 [L]
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Tomando en cuenta la concentracidn que tiene esta disolucién, la masa de glucosa que se tiene
para cada fase dos de cada fermentador de la FF es

Mgz = 78210 [g]

Al mismo tiempo, el t, son 124 horas, por ende despejando las ecuaciones 4.10y 4.11 se obtiene

que el flujo volumétrico y masico para cada fermentador son, respectivamente

L
oy = 44.36[ﬁ]

Pty = 630,73[7]

Por otro lado, considerando la masa total de glu, de la FF (156420 [g]), |a densidad de la glucosa

(1,54 [kg/L]) y la ecuacidn 4.4, el volumen que ocupa esta masa es
Vaur = 101,57 [L]
Asumiendo voliumenes aditivos, se obtiene la siguiente ecuacién.

Vower = Vgiuzr + Vwer

Ecuacion 4.22
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Donde:

e Vg.r volumen total de la disolucidn de glucosa de la FF
e Vg, volumen que ocupa la masa de glucosa de la FF

e  Vyer: volumen de agua en la disoluciéon de glucosa de la FF

Despejandolaecuacidon 4.22 se obtiene el siguiente resultado del volumen de agua presente en la

disolucion.

Vwer = Yauuar — Vguuzr = 11000[L] — 101,57[L] = 10898,43[L]

En sintesis, se tienen los siguientes volUmenes para ambos fermentadores para la FF,

Tabla 4.33 Volumenes de la FF en [L]

Ve* Ve Vwmcr Vwz Ver Vwee Vie Var Vwer
17000 62,71 2180,69 44,62 2,7 1797,30 1956,6 101,57 10898,43
Donde:

e Vg :Volumen total en FF

e Ve Volumen de nutrientes en FF

e  Vywcr: Volumen de agua en FF aportada por la disolucion de medio de cultivo
o Vyuz: Volumen de agua de la disolucion de elementos traza en FF

o Vypr: Volumen de agua de la disolucién de L-fenilalanina en FF
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e Vi Volumendeindculoen FF

o  Vyer: Volumen de agua de la disolucidn de glucosa en FF

Asumiendo volumenes aditivos en la etapa y considerando la ecuacién 4.8 despejada, se tiene

que,

VWMCF + VWPF + VWGF = 14876,42 [L] = AguaF

En seguida, considerando la densidad del agua (1 [Kg/L]) y la Ec. 4.75, la masa de agua que entra

en FF es,

Maguas = 14876,42 [Kg]

Mientras que la masa de agua que entra a cada fermentador de la etapa 4 es

M 14876,42
Agum: S = 7438,21 [Kg]

De esta manera, se detallan continuacion los resultados del balance de masa de |la FF

Tabla 4.34 Resultado balance de masa FF

Corriente Masa [g] A cada Fermentador [g]

pCA 1407,53 703,77

I 51849,90 25924,95
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P 1428,67 714,34
z 537,52 268,76
M 49878,96 24939,48
G 156420,00 78210,00
AguaF* 1,49*10 7,44%10°

*Esta no es una corriente per se, ya que esta virtualmente presente en las demas

La concentraciénfinal esperada de 4cido p-cumdrico para la FF no es andloga la de la FP4, ya que
la FF conlleva unasegundafase, lacual tiene por propdsito aumentar la cantidad de p-cumaratoy
no asi la biomasa. Después de las 171 horas que dura la FF se espera una concentracion final del

acido en cuestion de

[pCAlyry = 1,02 * 102 [mTOI] 164,16 [ﬁ] — 1,67 [%]

(Nijkamp et al., 2007).

Asi, lamasa final de p-cumarato esperadaluego de laetapafinal de fermentacion se estima segun

g
Mycar = Mpcaslgl + 1,67 [Z] * Vep (L]

M,cap = 1407,53[g] + 1,67 [%] % 17000[L] = 29797,53[g]
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b. Transferencia y demanda de oxigeno

Las ecuaciones son las mismas que se utilizaron para determinar la transferenciay demande de
oxigeno de las demas etapas. Sin embargo, para la FF la contraccién final de células cambia
(X#=30,5 [g/L]) y por ende la velocidad de consumo de oxigeno se ve afectada segln la ecuacion
4.14. La velocidad especifica de consumo de oxigeno también varia, ya que en la segunda fase de
la FF las bacterias ya no estdn en una fase de crecimiento exponencial, debido a ello, su demanda
de oxigeno disminuye (Gomezetal., 2006). No obstante, se usard laqo, correspondientealaetapa

de mayor demanda, con el fin de evitar cualquier opcidn de limitacidn por oxigeno.

Por otra parte, tomando en cuentala ecuacidon 4.13, lavelocidad de transferencia de oxigeno para

la FF debe ser

mmol 0,
VTO =VCO = 549 [T

Entonces, acorde con la ecuacion 4.15, la FF operara a
VVM = 1,42[min~1]

Los siguientes cdlculos son andlogos a los realizados en las etapas anteriores y se muestran

sintetizados en la siguiente tabla.

Tabla 4.35 Demanda y transferencia de oxigeno para FF

Variable Valor

VCO [mmol O,/L/h] 549
VVM [min™] 1,42

C. [mmol O,/L] 0,17
C" [mmol 0,/L] 1,16

ka[h™] 541




Por otro lado, considerando la ecuacion 4.17.
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L
F =8500-1,42 = 12000 [—]
min

c. Balance de energia

Las ecuacionesy balances de energiade las fermentaciones anteriores se mantienen para la FP4.

Ademas, las temperaturas también son las mismas.

En latabla4.36 seindicanlosvalores utilizados para el balance de energia de la FF, mientras que

en latabla 4.37 se pueden observar los resultados de este.

Tabla 4.36 Valores a utilizar en el balance de energia de la FF para un fermentador

Variable Valor

N, [mmol O,/L/h] 549
Volumen liquido [L] 8500
Altura liquido [m] 4,2
Diametro [m] 2,12

T Reactor [°C] 30

Tambiente [°C] 20

T agua enfriamiento [°C] 10
Coef. Conveccién [kcal/m?/h] 17,5

Coef. Global de transferencia

[kcal/(m**h*°C)] 600
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Tabla 4.37 Resumen de resultados del B.E. de FP4

Variable Valor
[kcall

e
RO 560000
[kcal]

Qa7 56000
[kcal]

Qr| 3693
[kcal]

Q=] 612307

4.4 ESTERILIZACION DE EQUIPOS Y MEDIO DE CULTIVO

Como se nombrd en la seccion 3.5, la modalidad de esterilizacion serd discontinua. Cada
fermentadorse someterdaunaesterilizacion por calor hiumedo, sin embargo el calor humedo se
administrard de distintas maneras dependiendo del tamafio del reactor. Los fermentadores de 1y
10 L se esterilizaran con su respetivo medio de cultivo dentro en un autoclave. Por otro lado, los
fermentadores mas grandes (de 180, 1200 y 10000 litros) se esterilizaran cargandolos con vapor
proveniente desdelacaldera. Los medios de cultivo de losfermentadores grandes se esterilizardn
estando dentro de los fermentadores estériles, haciendo pasar el vapora través de los serpentines

alas condiciones adecuadas.

Para realizar el célculo de la masa de vapor requerida para el proceso, se tomaran las siguientes
suposiciones. Poruna parte, el tiempo de calentamiento de la pared es despreciable, ya que tiene
un coeficiente de transferencia de calor muy alto y es una pared delgada. Por otra parte, la
esterilizacion comienza cuando se alcanzala presion de esterilizaciény finaliza cuando se abren las

valvulas de venteo para el vaciado del fermentador.
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El tiempo de esterilizacion esta dado por la siguiente ecuacion (Bailey & Ollis, 1986).

Donde:

Ecuacion4.23

N: nimero de microrganismos finales
No: nimero de microrganismos iniciales

. s .. .-1
K: constante cinética de destruccidn por calor [min™]

t: tiempo [min]

ConsiderandoK=0.77 [min*]a 121 [°C], el cual corresponde a Bacillus Stearothermophilus, que es

la forma de vida microbiana mas resistente a la destruccion térmica que se ha identificado

(Gentina, 2013). Ademas, teniendo en cuenta un criterio de esterilizacion de una célula

sobreviviente por mil operaciones de esterilizacién y que existe una cantidad de 10

9

microrganismos porlitro, se calculan los tiempos de esterilizacién porvapor para cada volumen de

medio de cultivo, segun la ecuacion 4.23.

Tabla 4.38 Tiempos de esterilizacion de cada fermentador

Variable F3 F4 F5

Volumen medio [L] 88,15 548 1122

%114 %1015 *1016
N/N, 1,13*10 1,82*10 8,91*10

. 42 44 45
t[min]
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Los fermentadores 1y 2 deben estar 35 y 38 minutos con su respectivo medio de cultivo en el
autoclave luego de alcanzarlatemperatura y presién necesarios. En los demas fermentadores se
debe mantener la temperatura de la pared de acero mediante un flujo de vapor. En la tabla 4.38

se indican los tiempos de mantencidén, ya que los tiempos de calentamiento son despreciables

para el del biorreactor.

Balance de energia

La ecuaciéon que define la cantidad de vapor a utilizar para calentar el drea de las paredes con las

que entra en contacto es la siguiente.

Mgcero® CPaCero ’ (Tv - TP) =41 Mvapor
Ecuacion4.24

Donde:

®  M,.o: masade acero estimada para un espesor de pared de 1 [pulg]

e  Cp.eero: Capacidad calorifica del acero a temperatura promedio (71,6 [°C]= 445,94 [J/Kg/°C]
(Kern, 2001)

e T, temperaturadel vapor (121°C)

e T, temperatura de pared (22°C)

e A:calorde vaporizacion del vapor saturado a 121 [°C] (2199400 [J/Kg]) (Smith, 1996)

® Mo Masa de vapor

Reemplazando los valores en la ecuacién 4.24 y usando la masa de acero de cada uno de los
fermentadores se obtienen los resultados de masa de vapor para calentar la superficie interna de

cada biorreactor, los cuales se muestran en la tabla 4.39

Para determinar el volumen de condensado generado en cada operacién se tiene la siguiente

ecuacion.
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Ecuacion 4.25

Donde:

e Vco:volumen condensado [L]
e M,: masa vapor [kg]

e p.densidad del liquido saturado (943,04 [kg/m®])

Reemplazandoenlaecuacion 4.25, se obtienenlos resultados delvolumen de consensado que se

detallan en la tabla 4.39

Tabla 4.39 Resumen resultados de vapor para esterilizacién fermentadores F3, F4 Y F5

Fermentador F3 F4 F5
Masa de Vapor [Kg] 11,61 41,12 169,00
12,31 43,60 179,21

Volumen de condensado [L]

El flujo de vapor necesario para mantener la temperatura de pared a 121 °C estd dado por la

ecuacion 4.26
Qp =1 Fy

Ecuacion 4.26

Por otro lado, el calor se puede calcular mediante la ecuacién 4.27 (Acevedo, 2002)
Qp=hm T Hy(T;~Ta)

Ecuacion 4.27
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Donde:

e (Q:calorparedes[J/s]

e \:calorde vaporizacion = 2199,4 [kl/kg]

e Fy:flujo de vapor [kg/h]

e h: coef. de transferencia de calor = 20 [kcal/h m? °C]
e T:didmetro[m]

e H:alturade fermentador [m]

e T:;:temperatura de fermentacién =121 [°C]

e T, temperaturaambiente =22 [°C]

Con ambas ecuaciones se obtienen los flujos de vapor para mantenerlatemperaturade paredlos
fermentadores F3, F4 y F5 a las condiciones de esterilizacion.

Se estima que para la zonade mantencion de laesterilizacidn se requerird una cantidad de vapor
equivalente alaque se necesitaparallevarel reactora la temperaturade esterilizacién (zonade
calentamiento).

Al multiplicar estos flujos por el tiempo requerido para la esterilizacién de cada biorreactor de
acuerdo con la ecuacién 4.25, se obtiene |la masa de vapor necesaria para la mantencién de las
paredes alatemperaturay tiempos necesarios. Este resultado se indica en la tabla 4.40.

Tabla 4.40 Vapor para mantenimiento de temperatura de pared

Fermentador F3 F4 F5
Flujo de Vapor [kg/h] 11,02 38,85 159,13
Masa de vapor [kg] 7,71 28,48 114,35

Para la esterilizaciéon del medio de cultivo, se calcula el calor necesario para llevar la masa de

mediode cultivoala temperaturade esterilizacidn segin laecuacién 4.28 y se igualaa la ecuacion
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4.29 para conocerla masade vapornecesaria. Estamasa de vapor corresponde ala necesariapara
la zonade calentamiento. Se estima que para la zona de mantencidn se requerird la misma masa
de vapor que para lazona de calentamiento. La tabla 4.41 indica las caracteristicas del medio de

cultivoy el requerimiento de calor para su esterilizacién.

Mpeaio * CPmedio ’ (Ts - Te) =0

Ecuacion 4.28

Donde:

® M., io: Masa medio de cultivo
e C,: capacidad calorifica medio de cultivo
e T,:temperaturade salida=121[°C]

e T. temperaturade entrada = 15[°C]

Q.: calor de calentamiento

Q.=1- Mvapor

Ecuacion 4.29

Donde:

e (Qc: calor de calentamiento
e \:calorde vaporizacién =2199,4 [kl/kg]

® Mo masa de vapor

Tabla 4.41 Caracteristicas de medio de cultivo en zona de calentamiento

Parametro F3 F4 F5

C, [ki/kg/°C] 4,18 4,18 4,18



124

Te; T, [°C] 15; 121 15; 121 15; 121
Masa [kg] 150,7 1075,8 9350
Qealentamiento [KJ] 66772,2 476665,5 4142798,1

En la tabla 4.42 se pueden observar los resultados de las masas de vapor requeridas para la

esterilizacion del medio de cultivo.

Tabla 4.42 Cantidades requeridas de vapor para esterilizacion

Parametro F3 F4 F5

Masa de vapor calentamiento [kg] 30,4 216,8 1884,0

Masa de vapor mantencion [kg] 30,4 216,8 1884,0

4.5 RECUPERACION (DOWNSTREAM)

Las operaciones para la recuperacion serdn centrifugaciéon para la separaciéon de células;
extraccion por surfactante (CPE) acompafiado de una centrifugacion para acelerar el proceso de
formacién de dosfasesy cromatografia de intercambio anidnico parala purificacién; y finalmente

evaporacion y secado para el acabado.

4.5.1 Balance de masa en la centrifugacion (C-1)
Las condicionesiniciales de lacentrifugacidon seran las finales provenientes de lafermentacidn por

cultivo porlote alimentado. Enlafigura4.7 se puede apreciarlas corrientes de entraday de salida
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correspondientes a la centrifuga 1, en donde la corriente por tope es la corriente de sélidos

retenidos (M14) mientras que la corriente por fondo corresponde al liquido clarificado (M15).

ﬁ M14
M15

M13 )

Figura 4.7 Esquema para C-1

Donde:

e M13: Caldo de cultivo proveniente de la fermentacién;
e M14: Biomasa
e M15: Caldo clarificado

Considerando unaretencién de células de un99,5%, la ecuacién 4.30 permite obtener la cantidad

de células al final de la centrifugacién en la corriente de clarificado.

€13 Vi3 - 0,005 = c14 Vg
Ecuacion4.30
Donde:

e (y3: Concentracidn celular en la alimentacion; 6,1 [g/L]
e Vi3:Volumen de laalimentacion; 850 [L]

® (y,: Concentracion celular en la corriente de biomasa; [g/L]
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e Vi,:Volumen de la corriente de biomasa; [L]

Asumiendo que el liquido clarificado es un 95% del volumeninicial y que la concentracién de dcido

p-cumarico permanece constante alaentraday a las salidas, la tabla 4.43 muestra el resultado de

lo expresado anteriormente.

Tabla 4.43 Condiciones iniciales y finales de la biomasa en la centrifugacién 1

Pardmetros M13 M14 M15

Volumen [L] 425 21,25 403,5

Masa total [kg] 467,5 64 403,5
Células [g] 2592,5 2579,5 13

Concentracién celular [g/L] 6,1 121,32 0,032

Acido p-cumarico [g] 744,94 37,24 707,69

4.5.2 Balance de Energia en la centrifugacion (C-1)

Durante esta operacién ademas se genera un aumento de la temperatura, que viene dado por:

Q =mgz- Cppz- (TF3 - Tref) — Mgy Cppp- (TFl - Tref)

Ecuacion4.31

Donde:
o (: Calor generado en el equipo, equivalente a su consumo; 3,7 [kW]
® Mgy ,Mp3: Flujo masico de la corriente de entrada y salida del equipo; [kg/s]

e (pr1,Cprsz: Capacidad calorificapromedio de las corrientes de entrada y salida; [kJ/kg
OC]
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® Tp1, Tpz, Trep: Temperatura de la corriente de entrada, saliday referencia [°C]

Si se considera la temperatura de referencia como 0 [°C] y como aproximacién las mismas

capacidades calorificas con un valor de 4,18 [kl/kg °C] se puede calcular de acuerdo a la Ecuacion

4.31 como:

3,7 [kW] =0,118-4,18 - (Tp3 — 0) — 0,1298 - 4,18 (30 — 0)

TF3 = 4‘0,5 [OC]

4.5.3 Condiciones para la CPE (Cloud-Point Extraction)
En esta etapa se agrega el surfactante Pluronic L92 al liquido clarificado. La mezcla se centrifuga
para acelerar el proceso de formacién de dos fases, una fase acuosay unarica en surfactante.

Esta ultimaestambiénlafase rica en p-cumarico. Lafigura 4.8 ilustralas corrientes de entraday
salida para la CPE.

——) V19

CPE

M18 —————)

Q M20

Figura 4.8 Diagrama de bloque de la CPE
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Donde:

e M16: Liquido clarificado
e M18: PluronicL92
e M19: Fase acuosa

e M20: Fase rica en surfactante

El balance de masa global y el balance de masa al acido p-cumarico se presentan en las siguientes

ecuaciones:
M16 + M18 = M19 + M20

Ecuacion 4.32

V16 - C16 = V19 - C19 + V20 - CZO
Ecuacion4.33

Donde:

e V16,V19yV20: volumenes de cada corriente [L]

® (i CigY Cyo: CONCeNtraciones de p-cumarico en cada corriente [g/L]

Para facilitar la presentacion de los datos del balance en la CPE, se modificara la nomenclatura

como se muestra a continuacion:

e MI16, V16, c16 = My, Vo, Co
o M18, V18, ci15 =M, Vies, Cloa
e MI19, V19, ¢c9=M, V, C,
e M20, V20, ¢ =M, V,, c

De acuerdo a los datos presentados en la tabla 3.6 para la extraccion de acido p-cumarico

mediante distintos surfactantes (Dhamole, Demanna, & Desai, 2014), es posible realizar los
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calculos de balance de masa para la extraccién. La tabla 4.44 resume los pardmetros

fundamentales para realizar el balance con el surfactante elegido.

Tabla 4.44 Pardmetros de extraccion de acido p-cumarico utilizando Pluronic L92 al 5% v/v
Parametros Valor

Factor de Enriquecimiento

10,3
FE = (cs/Co)
Razén de Reduccion de Volumen
13
RRV = (Vo/Vs)
Coeficiente de Particién = (cs/c,) 55,4

Las condicionesiniciales son conocidas, debido a que sonlasfinales de la centrifuga (V,=807,5Ly
Co = 1,7 g/L). La ecuacién 4.34 y 4.35 ilustran como calcular las condiciones de la fase rica en

surfactante, basados en los pardmetros de la tabla anterior.

¢s=FE - cg=10,3 -17 [2] = 17,51 [J]

Ecuacion4.34

Vo 8075 [L]
S VRR 13

= 62,11 [L]

Ecuacion 4.35

Para calcular la concentracion de acido p-cumarico remanente en la fase acuosa, se utilizara la

ecuacion 4.36.

g
e 178 ]
" Coef.P 55,4

— 0,316 [%]

Ecuacion 4.36

Para calcular el volumen de dicha fase se recurrird a la ecuacion 4.33, el balance de masa al

producto.
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807,5[L] - 1,7 [%] = V19[L] 0,316 [%] +62,11[L] 17,51[%]

1372,75[g] = V19 [L] - 0,316 [%] +1087,64[g]

V19 = 902,06 [L]

La cantidad de acido p-cumadrico en la fase acuosa es posible calcularla por simple resta del
balance al producto o multiplicando la concentracién por el volumen anteriormente calculado.
Dicha cantidad de producto es demasiada como para descartarla (285 g), por lo que se haran
sucesivas CPE recirculando la corriente de la fase acuosa hasta que la cantidad de producto en la
fase acuosa sea menora5g. Latabla 4.45 presenta las condiciones de entrada y salida para cada

extraccion, mientras que la tabla 4.46 presenta la cantidad de producto por cada extraccion.

Tabla 4.45 Condiciones de entrada y salida de los flujos por cada CPE

Extraccidn Vo[l  colg/L] Vo[l o [g/L] Vo[l c g/l
CPE1 807,5 1,7 62,11 17,51 902,06 0,316
CPE2 902,06 0,316 69,38 3,255 100769 0,058
CPE3 1007,69 0,058 77,51 0,605 1125,69 0,010
CPE4 1125,69 0,010 86,59 0,112 1257,51 0,002

Tabla 4.46 Masa de producto por cada CPE

Extraccion pCA, [g] pCA; [g] pCA, [g]
CPE1 1372,75 1087,64 285,10
CPE2 285,10 225,89 59,21

CPE3 59,21 46,91 12,29
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CPEA4 12,29 9,74 2,55

Por lo tanto, para cada ciclo de CPE se realizan 4 extracciones, ya que en la Ultima extraccion la
cantidad de producto (2,55 [g]) es menor alos 5 [g]. La fase rica en surfactante se acumula en un
estanque hastacompletarel ciclo de 4 extracciones, llegando asia un volumen de 295,6 [L] y una

concentracion de producto de 4,635 [g/L], lo que equivale a 1370,19 [g] de acido p-cumarico.

Dado que las corrientes poseen una densidad igual a 1000 [kg/m?], los requerimientos de
surfactante es posible calcularlos mediante el balance global presentado en la ecuacién 4.32. La
figura 4.9 resume el proceso, ilustrando las 4 extracciones que componen un ciclo de CPE para
alcanzar un 99,81% de eficiencia, entendiendo ésta como larazén entre lamasa del producto final

y lamasa de producto inicial. La tabla 4.47 resume los flujos masicos del proceso de CPE.

M’ M, My’
MO_’ Ma -—:---—-¢ Ma; --:---—D Ma” -_;---—0 %:1
CPE1 CPE2 CPE3 CPE4
— — — —
Mis —l MLQZ' —l ML92” —l ML92"' —l
M M’ Ms” MS”,

Figura 4.9 Representacion grafica de un ciclo de CPE con 4 extracciones

Tabla 4.47 Flujos masicos de un ciclo de CPE

Extraccion M, [kg] Mo, [kg] M, [kg] M, [kg]
CPE1 807,5 156,67 62,11 902,06
CPE2 902,06 175,02 69,38 100769

CPE3 1007,69 195,51 77,51 1125,69
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CPE4 1125,69 218,41 86,59 1257,51

4.5.4 Balance de Energiaala CPE

Sibienla mezclade alimentacién mas L92 debe elevar sutemperatura porsobre el punto nube del
surfactante para luego pasar a la centrifuga con el fin de acelerar el proceso de separacién en dos
fases, el balance de energia a la CPE se hara sélo en la centrifuga. Esto se debe a que la
temperaturade punto nube del surfactante es 26 [°C] y la temperatura del liquido clarificado a la
salidade la centrifuga es de aproximadamente 40 [°C]. Por lo tanto, no hay necesidad de calentar

la mezcla antes de alimentar la centrifuga y separar ambas fases.

De acuerdoa lo anterior, se utilizard laecuacidon 4.31 para el balance de energia a la centrifuga. Se
consideranuevamente latemperatura de referenciacomo 0 [°C] y como aproximacién las mismas
capacidades calorificas con un valor de 4,18 [kJ/kg °C]. La temperatura de la alimentacién serd de
36 [°C], realizando un célculo de acuerdo a las proporciones volumétricas entre el liquido
clarificado y el surfactante y sus respectivas temperaturas, asumiendo que el surfactante se

mantiene a una temperatura de 20 [°C].
Al reemplazar los datos en la ecuacién 4.31 se tiene:
3,7 [kW] = 0,158-4,18 - (Tr3 — 0) — 0,1741-4,18- (36 — 0)
Tr3 = 45,2 [°C]

A pesarde que no se necesitaelevarlatemperaturaparallegaral puntonube y formar la micela
gue retiene el dcido p-cumaricoy formar dos fases, es necesario posteriormente bajarla
temperatura pararomperla micela. Previo arealizarlacromatografia de intercambioiénico para
recuperarel dcido p-cumarico, se debe disminuirlatemperatura de lafase ricaen surfactante
hasta llegara22 [°C].

El estanque que recibe lafase rica en surfactante contard con un serpentin conagua a 10 [°C] que
enfriardlasoluciénenlaque se encuentrael producto. Paracalcularel calor transferido (Q) se
utilizalaecuacién4.37:

Q=cpy-my- (T —=Tp) = cpy -my- (t;— t;)

Ecuacion 4.37
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Donde:
e cp;: capacidad calorifica corriente caliente, [kcal/kg °C]
e m;: masa corriente caliente, [kg]
e T,: Temperaturainicial corrientecaliente, [°C]
e T,: Temperaturafinal corriente caliente, [°C]

e Andlogoparacp,, m,, t; yt,.

Asumiendo una capacidad calorificade 1 [kcal/kg °C] para la corriente caliente y reemplazando los
valores, se tiene:

Q =1 [kecal/kg°C] - 295,6 [kg] - (45 — 22)[°C] = 6798 [kcal]

4.5.5 Balance de masa a la cromatografia de intercambio anidnico (C-IA)

El proceso de purificacion mediante cromatografia de intercambio anidnico se basé en la
cromatografia utilizada en el caso de extraccion de p-cumdrico por hidrdlisis alcalina (Ou, Luo, &
Huang, 2009), por lo tanto, algunos de los calculos y balances estan en directa relacion y

proporcién a lainformacién entregada en dicho estudio.

Debido a que ésta es una operacidon por lotes y las cantidades y los flujos de entrada son
independientes el uno del otro, el balance se hara en base a las masas totales y no a los flujos

masicos. La figura 4.10 representa un esquema de la cromatografia de intercambio aniénico.
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C-1A

—

M23

——

M22

Figura 4.10 Esquema para C-1A

Donde:

e M,;: Masa a alimentar, proveniente del estanque E-5; 295,6 [kg]

e M. Masa del eluyente; [kg]

e M,,: Masa de eluyente + p-cumdrico; [kg]

e M,z Masa de solucidn con L92; [kg]

4.5.6 Determinacion de la masa de resina (C-1A)

A pesarde que la capacidad de intercambio tedricaesde 3,6 [mmol/mL], la maxima capacidad de

intercambio para el acido p-cumarico utilizando la resina 717 fue de 138,5 [mg/mL] (0,84

[mmol/mL]). Mediante las ecuaciones 4.38 y 4.39 es posible determinar la cantidad de resina

necesaria para retener el acido p-cumarico proveniente de la alimentacion.

Nyca

= P4
" C.Int.molar

V

_ MpCA
C.Int.masica

Ecuacion 4.38
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Ecuacion 4.39

Donde:

®  Nyea moles de acido p-cumadrico en la corriente de alimentacién; 8,35 [mol]

C.Int. Molar: capacidad de intercambio molar; 0,84 [mmol/mL]

MpCA: gramos de acido p-cumarico en la corriente de alimentacién; 1370,11 [g]

C. Int. Masica: capacidad de intercambio masica; 138,5 [mg/mL]

e p: Densidad de laresina; 1,1 [g/mL]

Reemplazando los valores en |la ecuacidn se tiene,

o 8350 [mmol] ~ 1370,11 [g]

r mmol, ~— g
084~ ] 01385 [ 7]

=9940,5 [mL] = 9,94 [L]

g

M, = 9940,5 [mL]- 1,1 [m—L

]: 10934 [g] = 10,93 [kg]

4.5.7 Determinacion del flujo de alimentacion (C-1A)
El flujo de alimentacidn a través de la resina anidnica afecta significativamente la adsorcién del
producto. Cuando el flujo aumenté de 0,1 a 0,5 mL por mL de resina por minuto, la razén de

intercambio disminuyd en un 22,1% (Ou, Luo, & Huang, 2009). Es por esto que se alimentara con

[mL]
[mL resina][min]

un flujo de 0,1 . Conociendo el volumen de la resina, se tiene que el flujo de

alimentacion es de 0,994 [L/min], es decir; 56,64 [L/h]. Considerando que la alimentacion

corresponde a 295,6 [L], dicha operacion se completard en 5,2 [h].
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Se asume una razon de intercambio de un 90% (razén entre p-cumarico adsorbido y p-cumarico en
la alimentacion), por lo que al finalizar dicha etapa, el surfactante no idénico L92 habra pasado a
través de la columna y podrd utilizarse nuevamente en la etapa de CPE, junto a un 10% del

producto.

4.5.8 Determinacion del flujo de eluyente (C-1A)

Para eluir el producto, se escogié una mezcla de H20/etanol/HCI (36:60:4). Esto se debe a que
luego de probar con distintas mezclas de acidos y etanol, dicha proporcion fue la que brindé el
mayor porcentaje de recuperacion (99,01%), entendiendo éste como la razén entre el acido p-
cumarico [mg] en el eluyente y el acido p-cumarico adsorbido [mg] (Ou, Luo, & Huang, 2009).
Guardando la proporcién de 6 [mL] de eluyente por [mL] de resina, se necesitaran 59,64 [L] de
eluyente, los que se aproximan a 60 [L] para efecto de facilitar los cdlculos. El flujo de eluyente

serd alimentado a unarazon de 0,4 [L/min], completando dicha operacion en 2,5 [h].

Para determinar el flujo masico de eluyente se utilizard la ecuacién 4.40.
M= V- p
Ecuacién4.40
Donde:

e V,:Volumen de eluyente; 0,06 [m?]
e p:Densidad del eluyente; [kg/m?]
Considerando que el eluyente es unamezclade soluciones, se debe calcularsu de nsidad mediante

la ecuacion 4.41.

1 XHCl XH,0 Xetanol
- = + —=+

P PHCI PH,0 Petanol

Ecuacion 4.41
Donde:

® Xy : Fraccion de HCI; 0,04

e pyci: Densidad del HCI; 1190 [kg/m®]
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* Xpo: Fraccion de H,0; 0,36
* pu,o: Densidad del H,0; 1000 [kg/m’]
®  Xoranoi: Fraccion de etanol; 0,6

®  Petanol: Densidad de etanol; 789 [kg/m?]

Reemplazando los datos se tiene una densidad del eluyente de 866,5 [kg/m*] y multiplicandola por

el volumen de eluyente se puede obtener la masa.

k
M, = 0,06 [m?] - 866,5 [m—‘%] — 51,99 [kg]

La figura4.11 muestrael comportamiento de lacurvade eluciénanivel de laboratorio del acidop -
cumaricoen laresinaanionicaeluidacon 150 [mL]. El producto pudo ser detectado a los 30 [mL] y
el peak aparecio a los 50 [mL]. Después de 80 [mL] de eluyente, 87% del acido p-cumarico

adsorbido fue lavado (Ou, Luo, & Huang, 2009).

- = NN W W
o OO O O O
I I | | L |
L] L T T T 1

0 t } 1
0 50 100 150

Volumen de eluente (ml)

Figura 4.11 Curva de elucién de acido p-cumarico en la resina anidnica 717
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Asumiendo un comportamiento similar en la columna a pequefa escala industrial, ésta se lavara
con 60 [L], de los cuales se descartaran los primeros 8 [L]. Los 52 [L] restantes serdn secados

posteriormente.

Con los calculos realizados, es posible completar el balance presentado en la figura 4.10. En la

tabla 4.48 se resumen las condiciones de entrada y de salida de las distintas corrientes.

Tabla 4.48 Condiciones iniciales y finales de C-1A

Pardmetros My, M. M, M, My
Masa total [kg] 295,6 51,99 6,93 46,29* 294,37
Acido p-cumarico [kg] 1,370 0 0 1,2331 0,1369
192 [kg] 38,35 0 0 0 38,35
pCA [% p/p] 0,463 0 0 2,66 0,046

*Considerando que se descartan los primeros 6,93 [kg] (8 [L])

4.4.9 Balance de masa a la Evaporacién EV-01

Para la evaporacion se utilizara un evaporador rotatorio con una capacidad maxima de 100 [L]. En
la seccidn 5.10 se explica larazén de la eleccion con los respectivos argumentos. El objetivo del
rotavapor en este caso no es realizar una destilacién fraccionada de los solventes, sino que
evaporar la mezcla de solventes. La tabla 4.49 detalla |la composicién del eluyente, incluyendo

ademas los puntos de ebullicién de cada componente.

Tabla 4.49 Condiciones iniciales de la solucion a evaporar
Volumen[L] Densidad[kg/m’] Punto de ebullicién [°C]

Total 52 866,5

Etanol 31,2 789 78,37
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Agua 18,72 1000 99,97

HCI 2.08 1190 48

La figura 4.12 representa un esquema del evaporador y sus corrientes.

Qg My,
My, Mys
—_— EV-01 —
Qa

Figura 4.12 Esquema de evaporador EV-01

Para el balance de masa global se tiene
M3y = My + M35
Ecuacién4.42

Y para el balance de masa al producto se tiene

Ecuacion 4.43
Donde:

e M,,: Corriente de alimentacion al evaporador; 46,29 [kg]

e x,,""": Porcentaje en peso del acido p-cumarico en la corriente de alimentacion; 2,66 [%

p/p]



e M,,: Corriente de solventes evaporados; [kg]

e M,s: Corriente de producto concentrado; [kg]

pCA,
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e X,5' :Porcentaje en peso del acido p-cumarico en la corriente de salida; [% p/p]

Asumiendo una eficiencia del 90%, entendiendo ésta como la razon entre la cantidad de solucion

evaporaday lacantidad de solucidninicial, se logra concentrarel productode un 2,66 [% p/p] a un

26,63 [% p/p]. Es importante considerar que los componentes de la mezcla poseen distinto punto

de ebullicién, por lo que unos se evaporardn antes que otros. La tabla 4.50 presenta las

condiciones de salidadel evaporador, estimando el comportamiento de lasolucion. Se asume que

se evapora todo el HCl, un 99% del etanol y aproximadamente un 19% del agua.

Tabla 4.50 Condiciones finales de las corrientes del evaporador EV-01

Parametros M, M., Mys
Acido p-cumadrico [kg] 1,2331 0 1,2331
pCA [% p/p] 2,66 0 26,63
Etanol 27,05 26,78 0,27
Agua 16,22 13,0941 3,1259
HCl 1,8 1,8 0
Total [kg] 46,29 41,661 4,629

4.4.10 Balance de energia a la Evaporaciéon EV-01

Considerando que laoperacidon en el evaporadorrotario ocurre por lotes, para realizar un balance

de energiase calculardla energianecesaria paraevaporarla corriente M,, y el tiempo aproximado

que esto requeriria en el evaporador.

La cantidad de calor necesario para evaporar la corriente M., viene dado por la ecuacién 4.44:
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Ecuacion4.44
Donde:

e (Q: Calor necesario para evaporar la corriente; [kJ]
e M: Masa a evaporar; [kg]

e \:Calorde vaporizacién; [kl/kg]

Debidoa que lacorriente a evaporares una solucion compuesta portres compuestos, se calculard
un calor de vaporizacién de la solucidn a partir del calor de vaporizacién de cada compuesto y de
su porcentaje en la corriente. La tabla 4.51 presenta los calores de vaporizacion de cada

compuesto y el calor de vaporizaciéon de la corriente.

Tabla 4.51 Calores de vaporizacion

Calor de vaporizacion Fraccién masica Calor de vaporizaciéon
Compuesto [k)/kg] parcial [kl/kg]
Etanol 841 0,64 709,54
Agua 2257 0,31 540,48
HCI 448,7 0,04 19,38
Total 1269,4

De acuerdo a lo anteriory reemplazando en la ecuacion 4.44 se tiene:

Q = 41,67 [kg] - 1269,4 [Ik(—g] = 52895,5 [K]]
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Para calcularel tiempo que durara el lote de evaporacion, es necesario saber la potencia con que
se operard el evaporador. Segun las caracteristicas del equipo escogido, la potencia del

evaporador es de 9 [kW]. Mediante la ecuacidon 4.45 es posible calcular el tiempo del lote.

Ecuacion 4.45

Reemplazando los datos se tiene:

_528955(kj] _1[A]

9 [g] 3600 [s] 03 M
S
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4.4.11 Balance de masa al secador

En esta operacidén se desea obtener un concentrado de p-cumarico en polvo, por lo que se
requiere retirar toda la humedad del producto. Debido a que los flujos son muy pequefios y el
evaporadoroperapor lotes, se acumulard el flujo de salida del evaporador en un estanque hasta
qgue haya un volumen considerable paraoperarel secador. Porlotanto, se acumularan 10 lotes en
el estanque y luego se operara el secador. La figura 4.13 ilustra el diagrama de bloques de la

operacion.

—— S-01 —

Qa Ma

Figura 4.13 Diagrama de bloques del secador

Para el balance de masa global se tiene
M3s = My, + Mp;
Ecuacion4.46
Y para el balance de masa al producto se tiene
pCA pCA

Mys - Xog = My, - X0

Ecuacion 4.47
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Donde:

e M,: Corriente de alimentacién al evaporador; 46,29 [kg]

e X,5°: Porcentaje enpesodelacido p-cumaricoenlacorriente de alimentacion; 26,63 [%

e M, Corriente de solventes evaporados; [kg]
e M,;: Corriente de producto concentrado; [kg]

e Xx,;°: Porcentaje en peso del dcido p-cumarico en la corriente de salida; 100 [% p/p]

Con los datos que se tienen es posible resolverambas ecuaciones del balance de masa. El flujo de
entrada al evaporador serd de 2,72 [kg/h] por lo que se seleccionard un evaporador cuya

capacidad de evaporaciénseade 2 [L/h]. La tabla 4.52 resume las condiciones de entrada y salida

del secador.
Tabla 4.52 Balance de masa al secador S-1
Compuesto M5 [kg/h] M5 [%p/p] M, [kg/h] M, [%p/p]
Agua 1,837 67,6 0 0
Etanol 0,159 5,8 0 0
Acido p-cumarico 0,724 26,6 0,724 100
Total 2,72 0,724

El agua por su parte se traspasa al aire de acuerdo a la ecuacion 4.48
Mgr = Mg + My,
Ecuacién 4.48
Donde:

e M, Flujo masico de aire ala salida del secador; [kg/h]
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e M,: Flujo masico de aire a la entrada del secador; [kg/h]

e M,: Flujo masico de agua evaporada; [kg/h]

Para el balance de masa al aire utilizado en esta operacién se utilizan las propiedades del aire
promedio de la Regidon de Valparaiso. Como se menciona en laseccién 5.9, el aire es calentado
hasta 170 [°C], saliendo luego a 80 [°C] del proceso. Si bien se conocen las caracteristicas del
equipo, es necesario saber la cantidad de aire que se debe alimentar para obtener el secado
deseado. Considerando que el secador escogido opera a un flujo recomendado de aire de 80

[kg/h], se realiza el balance de masa al aire como:

kg aire

kg ai k k
] + 80 [ g alre] . 0101 [M] — 80’8 [_g]
hr h

Moo =80 |
a0 = 80 kg aire seco

kg kg kg
Maf = 80,8 [7] +2 [T] = 82,8 [T]

La ecuacidn 4.49 representa el balance de masa al aire. Se considera que en esta operacién
solamente el aire cambia su temperatura, siendo constante la temperatura del producto.

Mediante dicha ecuacidn es posible calcular la humedad absoluta del agua a la salida.

G-(Y—Y)=F -(my— my)

Ecuacion 4.49

Donde:
e G: Flujo masico de aire seco; [kg/h]
e F.: Flujo masico de sdlidos secos en el producto; [kg/h]

e m;, m,: Humedad absoluta de los sélidos a la entrada y salida respectivamente; [kg

agua/Kg solido seco]
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e Y,Y,: Humedadabsolutadelairealaentraday salidarespectivamente; [kg agua/kg aire

seco]

Al reemplazar los datos en la ecuacion se tiene:
k k
80 [Tg] (Y= 0,01) = 0,72 [79] . (248— 0)

kg agua ]

Y, =0,032 [ ,
z kg aire seco

4.6 Secado en bandejas de labiomasa

El tratamiento del desecho de la centrifugacién del caldo de cultivo consiste en un secado en

bandejas del pellet.

4 .6.1 Balance de masa del secado

Se considerard, que tanto las células como el caldo se deshidratardn un 90%. Ademas, laentradaal
secadoeslaacumulacion de unlote de funcionamiento de lasalida de lacentrifugacién 1, porlo

gue se utilizardn los valores de lacorriente M14 de lafigura4.7.

A
As
Ac
Se
3 Secado en o ;
Be Ce Bandeja Bs Cs

Figura 4.14 Diagrama de bloques secado en bandejas

Donde:



e S:: masa total entrada secado = 2560 [kg]

e B biomasaentrada =515,9 [kg]

e (g masade liquido sin células

e A:masade agua evaporada

e Az masade agua evaporada de biomasa

e A.: masa de agua evaporada de liquido sin células
e S;:masasalidasecado

e Bs: biomasa salida secado

e Cs: masade liquido salida

Los balances de masa a considerarson los siguientes:

A=Ag+A.
Sg=Bg +Cg
Cp=Ac+Cs
Bg = Ap + B
A=Ag+A.
Sp=A+S;s

Los resultados del balance de masa se detallan en la tabla 4.53
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Ecuacion 4.50

Ecuacion4.51

Ecuacion 4.52

Ecuacion4.53

Ecuacion 4.54

Ecuacion 4.55



Tabla 4.53 Resultados de balance de masa secado de residuos

Corriente Masa [kg]
Ce 2044,10
Cs 204,41
Bs 51,59
A 2304

Ss 256

148
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CAPITULO S
DISENO Y SELECCION DE EQUIPOS

5.1 ESTANQUES PARA MEDIO DE CULTIVO

Los estanques que se requieren paralas distintas disoluciones de medio de cultivo tienen como fin
realizar una mezcla homogénea entre los nutrientes y el agua. Para este item se tienen los
siguientes estanques a disefiar. Estanque de elementos de disolucidon de elementos traza, de

medio de cultivo, de L-fenilalaninay de glucosa.

Con el fin de tener los mismos pardmetros a considerar para todos los estanques, se tomard en
cuentalafigura5.1; enla cual se detallan las nomenclaturas que se utilizaran en el disefio de los

equipos para el proceso.

. Y Y |/

|- D, :!

Figura 5.1: Nomenclatura normalizada para estanques de agitacion

Donde:
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H: altura de estanque [m]

e D.didmetro de estanque [m]

e Da:didmetro de agitador [m]

e E:alturaentre agitadory fondo [m]
e J:largo de bafle [m]

e W:alto de palade turbina [m]

e L:largo de palade turbina [m]

Por otro lado, lasdimensiones del estanque se consideraran segln las proporciones aconsejadas

en bibliografia y se detallas en la siguiente tabla.

Tabla 5.1 Razones geométricas recomendadas para el disefio de mezclador

Razén Valor
H/D; 1
Dy/D, 3
E/D, 1
W/D, 0,2
L/D, 0,25

D/) 12

Por otra parte, el volumen de los estanques estd considerado para ser ocupado a
aproximadamente un 85% de su capacidad. Los voliumenes de cada una de las disoluciones se
detallanenel capitulo 4 de balance de masa. Para efectos de disefio, se considerard el calculo del
volumen del equipoyarealizado, paraque el volumen de disolucién ocupe el 85% del volumen del

equipo. Luego el volumen del equipo estd dado por
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Ecuacion5.1a

Reemplazando la razén de altura/diametro, se tiene que

Ecuacion 5.1b

A partirde laecuacién 5.1b se determinael didmetro del estanque segtn el volumen y con esto el

resto de los parametros.

Con respectoala agitacién, los estanques funcionaran a distintas velocidades de agitacion segun
seasu volumenyelrégimendeflujoque se requiera. Conlavelocidad de agitacion se verificara el
régimen turbulento paraluego calcularlapotencia. Se tendrd en cuenta, que mientras mas grande

sea el diametro del agitador, menor sera la velocidad de agitacion para una misma potencia.

5.1.1 Estanques de disolucién de elementos traza y de L-fenilalanina
Como se estipuld en el capitulo de balance de masa, se requiere de un estanque de 450 [L].
Utilizando las razones geométricas recomendadas para el disefio de un mezcladordetalladas en |a

tabla 5.1y la ecuaciéon 5.1b se llegan a los siguientes resultados, que se observan en la tabla 5.2.



153

Tabla 5.2 Valores de parametros para mezclador disolucion elementos traza y L-fenilalanina

Pardmetro [m] Valor
D: 0,83
H 0,83
D, 0,28
E 0,28
W 0,06
L 0,21
J 0,07

Luego, considerando un valor de velocidad de agitacion de 150 [rpm] el valor adimensional de

Reynolds se define como sigue.

_N-DZ-p

Ecuacion 5.2

Donde:

e Re:numero de Reynolds

e N:velocidad de agitacion [s™]

e D,: didmetro agitador [m]

e u:viscosidad del liquido [Kg/m/s]
p: densidad del fluido [Kg/m®]
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Para efectos de simplificacion de cdlculos, se asumira el valorde laviscosidad y densidad igual a la

del agua (1*¥10° [kg/m/s] y 1000 [kg/m?], correspondientemente). El nimero de Reynolds en este

caso es
Re = 196000 (Flujo turbulento)

Con esto, la potencia requerida estd dada por la siguiente ecuacién.

P=Np'p'Di5'N3

Ecuacion 5.3

Donde:

e P:potencia de agitacion [kW]

e N,:numero de potencia=5
El nimero de potencia esta entre 5-6 para un flujo turbulento si se eligen turbinas Rushton

(Acevedo et al., 2002).

A continuacién se resumen los resultados correspondientes a la agitacion.

Tabla 5.3 Resultados agitacion estanque disolucion traza y L-fenilalanina

Variable Valor
Volumen de medio [m?] 0,450
Velocidad de agitacién [rps] 2,500
Diametro agitador [m] 0,28

Densidad del fluido [kg/m?] 1000
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Viscosidad del fluido 0,001
Reynolds 196000
Numero de potencia 5
Potencia de agitacién [kW] 0,134
Potencia del motor [kW] 0,402
Numero de impulsores 3

5.1.2 Estanque de disolucion de medio de cultivo

El estanque de medio de cultivotiene por funcién mezclar los nutrientes elementales para todas
las fermentacionesy quedarcomo estanque de alimentacidn. Los célculos de las dimensiones son
homodlogos a los realizados para el estanque de disolucién de elementos traza. Es importante
destacar que este estanque tiene unvolumen de 4[m?]. Los resultados se detallan en la siguiente

tabla.

Tabla 5.4 Valores de parametros para mezclador disolucién medio de cultivo

Pardmetro [m] Valor
D, 1,72
H 1,72
D. 0,57
E 0,57
W 0,11

L 0,43



Tabla 5.5 Resultados agitacién estanque disolucién medio de cultivo

Variable Valor
Volumen de medio [m’] 4,000
Velocidad de agitacion [rps] 0,83
Diametro agitador [m] 0,57
Densidad del fluido [kg/m?] 1000
Viscosidad del fluido 0,001
Reynolds 269667
Numero de potencia 5
Potencia de agitacién [kW] 0,172
Potencia del motor [kW] 0,516
Numero de impulsores 3

5.1.3 Estanque de disolucion de glucosa
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Para esta disolucion de volumen igual a 11000 [L] se consideraran dos estanques agitadores de

6500 [L] cada uno. Asi, cada uno estara aproximadamente a un 85% de su capacidad. Estos

estanques tienen la funcién de alimentar a los fermentadores de 10 [m?®] en su etapa de lote

alimentado. Los cdlculos de las dimensiones y agitacidon son andlogos a los anteriormente

mostrados. A continuacion se muestran los resultados de un estanque agitador.



Tabla 5.6 Valores de pardmetros para mezclador disolucién de glucosa

Pardmetro [m] Valor
D: 2,02
H 2,02
D, 0,67
E 0,67
W 0,13
L 0,51
J 0,17

Tabla 5.7 Resultados agitacion estanque disolucién de glucosa

Variable Valor
Volumen [m?] 6,50
Velocidad de agitacién [rps] 0,66
Didmetro agitador [m] 0,67
Densidad del fluido [kg/m?] 1000
Viscosidad del fluido 0,001

Reynolds 296274

Numero de potencia 5

157
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Potencia de agitacién [kW] 0,194
Potencia del motor [kW] 0,582
Numero de impulsores 3

Los resultados de potencia de ambos estanques se detallan en la tabla 5.10

Tabla 5.8 Resultados agitacion estanque disolucién de L-fenilalanina

Variable Total (ambos agitadores)
Potencia de agitacién [kW] 0,388
Potencia del motor [kW] 1,164

5.2 BIOREACTORES

Al igual que en el disefio de agitadores, los pardmetros que se calculardn segun razones

recomendadas para el diseiio de fermentadores, pueden ser observados en la figura 5.2.
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Figura 5.2 Nomenclatura normalizada para estanques (Gonzalez & Salinas, 2011)

Donde:

e H:alturade estaque [m]

T: didmetro de estanque [m]

D: didmetro de agitador [m]

A: altura entre primer agitador a la superficie [m]

E: altura entre segundo y tercer agitador [m]

F: altura entre primery segundo agitador [m]

J: largo de baffle [m]

Por otra parte, las razones recomendadas parala confeccién de los fermentadores de este tipo

son detalladas segun bibliografiay se muestran enlasiguiente tabla.
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Tabla 5.9 Razones geométricas recomendadas para el disefio de fermentador
(Acevedo et al., 2002)

Razén Valor
H/T 1-3
D/T 0,3-0,6
A/D 0,5-3

E/D, F/D 1-2

C/D* 0,8-1,5

A 0,08-0,1

*C no aparece como nomenclatura, pero es la distancia entre el tercer agitador y el fondo del
fermentador

5.2.1 Bioreactor para FP1
Para esta fermentacion, se utiliza un biorreactor pequefio de 1 [L] de marca New Brunswick™
BioFlo®. En consecuencia, no se utilizan las razones geométricas recomendadas nila nomenclatura

detallada enlafigura 5.2.

5.2.2 Bioreactores para FP2, FP3, FP4y FF

Correspondientemente con la figura 5.2y las razones geométricas recomendadas para el disefio
de fermentadores sefialadas enlatabla5.11, se resumen a continuacién las dimensiones para los
fermentadores de las distintas etapas. Cabe destacar, que también se detallan sus respectivos

volumenes.
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Tabla 5.10 Resultados de dimensiones de fermentadores

Variable Ferm.2 Ferm.3 Ferm.4 Ferm.5
V [L] 10 180 1200 10000
H[m] 0,317 1,67 3,14 6,37
T[m] 0,185 0,56 1,05 2,12
D [m] 0,074 0,22 0,42 0,85

A 0,111 0,33 0,63 1,27
E,F 0,074 0,22 0,42 0,85
C 0,074 0,22 0,42 0,85
J 0,019 0,06 0,10 0,21

Donde desde Ferm.2 hasta Ferm.5 corresponden a los fermentadores de las etapas previas hasta

la final. Siendo dos fermentadores en las etapas FP4y FF.

Para los cdlculos de potencia de cada fermentador se utilizaran las ecuaciones 5.2 y 5.3 para
determinar el nimero de Reynolds y la potencia no gaseada, respectivamente. Ademas, se
consideraran las propiedades del agua para fines de simplificaciéon y semejanza de calculos. Por
otro lado, la velocidad de agitacidn estimara dentro de los rangos recomendados en bibliografia
(Acevedo et al., 2002); donde se especifica que para fermentadores de laboratorio fluctua entre

los 200 y 1000 [rpm], mientras que para fermentadores industriales varia entre 50y 300 [rpm].

La potencia de agitacion con aireacidn sera calculada mediante la ecuacién de (Michel & Miller,

1962).
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p2.N.p3\"*
quK'< 056 >

Ecuacion5.4

Donde:

e Pg:potenciagaseada [W]

e K:1 paravoliumenes de fermentacién mayores a 1000 [L] y 0,72 para menores
e P:potencia no gaseada [W]

e N:velocidad de agitacion [s™]

e D:diametro del agitador [m]

e F:flujo de aire [m*/s]

El flujo de aire necesario para cada fermentador fue determinado en el capitulo de balance de

masa.
Tabla 5.11 Resultados de aireacion de fermentadores
Variable Ferm.2 Ferm.3 Ferm.4 Ferm.5
rps [s™] 3,33 2,50 1,67 1,33
Re 18253 121000 294000 963333
D[m] 0,074 0,22 0,42 0,85
N, 5 5 5 5
P [kW] 4,11*10" 4,03*10° 0,303 5,259
K 0,72 0,72 1 1
F [m?/s] 1,14*10" 7,30*10™ 5,21*10° 5,67*10°
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P, [kW] 1,63*10" 2,42*10° 0,251 4,206

5.2.3 Diseio de serpentines

El disefio de los serpentines de los distintos fermentadores se realizard segin el método que
presenta Acevedo et al. (2002). Para determinar el largo del serpentin y sus vueltas dentro del
biorreactorse requiere saberel calorintercambiado, transferido (Q)), el cual fue determinado en

el capitulo 4 en la seccion de balance de energia.

Al mismo tiempo, Q; se puede definir segun la siguiente ecuacién.

Qi =U-Ag AT

Ecuacion 5.5

Donde:

e Qi: calor transferido, intercambiado [kcal/h]

e U: coeficiente global de transferencia (600 [h]::flc])
e As: drea superficial de transferencia del serpentin
e AT: medio logaritmica entre (T¢-T,) y (T¢-T1)
e T, T, T;: temperatura fermentacion (30[°C]), temperatura salida agua (30[°C]),
temperatura ingreso agua (10[°C]); respectivamente.
Luego, con el drea superficial requerida para cada fermentador y por ende con el largo del

serpentin requerido, es posible calcular el nimero de vueltas del serpentin segin la siguiente

ecuacion.

Ecuacion 5.6
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Donde:

e n:numero de vueltas del serpentin
e |:longitud del serpentin [m]

e P:perimetro de la circunferencia que describe el serpentin [m]

Los didmetros externos considerados para los tubos de los serpentines son 0,010287 [m] vy

0,033528 [m] para los fermentadores 2, 3y 4, 5; respectivamente.

Los resultados del nimero de vueltas y largo de los serpentines de cada fermentador se detallan en

la siguiente tabla.

Tabla 5.12 Resultados del disefio de serpentines

Variable Ferm.2 Ferm.3 Ferm.4 Ferm.5
Q; [kecal/h] 408,9 8469,9 61196,3 612307
As [m’] 0,034 0,706 5,100 51,026
[ [m] 1,055 21,851 48,440 484,675

n 2 14 18 82

5.3 ESTERILIZACION DE EQUIPOS

5.3.1 Autoclave

Para seleccionar el tamafio del autoclave se requiere saber la dimensién del equipo mas grande
gue se esterilizard en él. Este es el fermentador 2 de 10[L]. En la tabla 5.15 se detallan las
caracteristicas del autoclave.
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Tabla 5.13 Caracteristicas del autoclave seleccionado

Modelo Volumen [L] Potencia [kW] Dimensiones [mm]

LX-C35 35 2,5 480x480x940

5.3.4 Caldera

Para determinar el tamafo de la caldera es necesario conocer el flujo masico maximo de vapor
gue se requerird en el proceso. Este corresponde a la esterilizacion del medio de cultivo del

biorreactor de 10[m’]. El flujo requerido para satisfacer esta etapa es de 5022[kg/h] de vapor.

En latabla 5.16 se resumen las caracteristicas principales de la caldera escogida.

Tabla 5.14 Caracteristicas de la caldera seleccionada
Modelo Vapor [kg/h] Potencia [kW] Dimensiones [mm]

UL-S 6000 6000 20 6715x2674x3222

5.4 CENTRIFUGACION

El proceso de centrifugacidn tiene por objetivo la eliminacién de la biomasa, para obtener como
resultado un liquido clarificado libre de células, pero que contenga el acido p-cumarico. En una
etapa posterior, para acelerar el proceso de extraccion por surfactante (CPE), también se debe
centrifugar. Sin embargo, la centrifugacion para CPE consiste en una separacion liquido-liquido,
mientras que la centrifugacion que viene inmediatamente después de lafermentacién consiste en
una separacion sélido-liquido. Lo ideal es utilizar la misma centrifuga para ambos procesos y sélo
tener la necesidad de cambiar un rotor o programarla para el tipo de separacién, para ahorrar

costos en adquisicidon de equipos. Bajo esta premisa, se escogio la centrifuga CLARA 20, de Alfa
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Laval, ya que su mdédulo separador fue disefado tanto para clarificar liquidos de sélidos, como

para separar dos fases liquidas (Alfa Laval, 2014).

La centrifuga CLARA 20 de Alfa Laval fue disefiada para ser una unidad multipropdsito en
industrias como la industria alimentariay de fermentacion. Su capacidad y tamafio la hace ideal
para escala piloto o para producciones en pequefia y mediana escala vy, al ser una unidad de
separacion movil, el areaque ocupa es pequefia. Como se menciond anteriormente, el separador
se puede configurar ya sea como un clarificador para separar sélidos de un liquido o como un
concentrador o purificador con el fin de separar dos fases liquidas, y posiblemente también
particulas sélidas. La tabla 5.15 presenta las especificaciones técnicas de la centrifuga descrita

(Alfa Laval, 2014).

Tabla 5.15 Especificaciones técnicas de la Centrifuga CLARA 20

Caracteristica Valor
Capacidad de rendimiento [m>/h] 1
Velocidad del tazén [rpm] 9512
Fuerza centrifuga [g] 11 130
Volumen de liquido en el tazén [L] 2,2
Volumen de espacio de lodos [L] Aprox. 1,1
Volumen de descarga fija [L] 1,1
Potencia del motor [kW] 3,7
Tiempo de inicio (puesta en marcha) [min] 3,5-4,5
Tiempo de parada, con freno [min] 3-4

Para el disefiodel equipo se puede utilizarlaEcuacién 5.7, laque determina la velocidad terminal

de la particula.

F=2:y,-%
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Ecuacion 5.7
Donde:
o F: Flujo de operacién de la centrifuga; 0,000118 [m>/s]
LI Velocidad terminal de la particula, [m/s]
o Y Factor de disefio, que corresponde al drea equivalente de un sedimentador de

altura H, que realiza igual trabajo que la centrifuga, [m?]

La velocidad terminal de la particulaa separarse calculaa su vez mediante laEcuacién 5.8:

(ps — p1)-Dp*- g
18 -

vy =
Ecuacion 5.8

Donde:

e Densidad de la biomasa, 1100 [kg/ms]

e p;: Densidad del caldo de cultivo, 1000 [kg/m3]

e Dp: Didmetrode la particula;aproximadamente 1-10° [m] para la Pseudomona putida
e g: Aceleracion de gravedad; 9,8 [m/s’]

o U Viscosidad del caldo de cultivo; 0,001 [kg/m-s]

Al reemplazarestos valores enlaEcuacidon 5.8 se obtiene:

1100 — 1000)-(1-107%)%-9,8
Ug — ( ) ( ) — 5‘4_4_. 10—8 [%‘L]

18 - 0,001

Este valor de velocidad terminal se reemplaza luego en la ecuacién 5.7, obteniéndose:

F 0000118
2-v, 2-544-1078

Y= = 1085,07 [m?]
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5.5 CPE (CLOUD POINT EXTRACTION)

5.5.1 Disefio del estanque E-5
El estanque E-5 serd el que recibe el liquido clarificado que viene de la centrifuga y el surfactante

no iénico Pluronic L92. Como se explicd en la seccidon 4.4, no es necesario aumentar la
temperatura de la mezcla ya que ésta sobrepasa la del punto nube del surfactante (BASF, 2004).
Por lotanto, el Unico pardmetro relevante del estanque de mezcla es su capacidad, puesto que la
centrifuga cumpliralafuncién de mezclarambas corrientesy acelerarel proceso de separacién de

las dos fases.

Dado que el maximo volumen que se tendrden el estanque es de 1300 [L] en la Ultima extraccidon
de un ciclo de CPE, se escogerd un estanque de acerco de 1500 [L] de capacidad. La tabla 5.16

presenta las dimensiones del equipo.

Tabla 5.16 Dimensiones estanque E-5

Caracteristica Valor
Didmetro [mm] 1200
Altura [mm)] 1350

5.5.2 Disefio de la centrifuga

Como se menciond en el apartado 5.5, se escogid una centrifuga que pueda suplir tanto la
necesidad de separaciéon de biomasa, como la separacién liquido-liquido. Debido a que la
separacion liquido-liquido se realiza por elevacion de la temperatura por sobre el punto nube
(Cloud-Point)ylacentrifugacidn se utiliza para acelerar el proceso, es que la centrifuga se diseiid
en base a la separaciéon de biomasa y se asume que podra funcionar sin problemas en la CPE al

setear en el panel de control de la centrifuga CLARA20.
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5.5.3 Diseio del estanque E-6

El estanque E-6es un estanque de recepcién de lafase ricaen surfactante. Para esto se escogio un
estanque vertical de acero con un volumen total de 650 [L]. De esta manerase pueden albergarun
maximo de 2 ciclos de CPE que corresponden a 591,2 [L]. La tabla 5.17 presenta las caracteristicas

de estanque.

Tabla 5.17 Caracteristicas del Estanque de recepcién E-6

Caracteristica Valor
Volumen total [L] 650
Altura [mm)] 960
Didmetro superior [mm] 923

5.5.4 Diseio del serpentin del estanque E-6

La fase rica en surfactante contiene el acido p-cumarico dentro de micelas que deben romperse
para liberar el producto y luego poder separarlo en la siguiente etapa (cromatografia de
intercambio idnico). Para romper la micela se debe bajar la temperatura por debajo del punto

nube del surfactante (22°C) y se utilizara un serpentin en el estanque E-6.

Para determinarel largo del serpentiny sus vueltas dentro del estanque se requiere saber el calor
intercambiado, el cual fue determinado en el capitulo 4 en la seccidn de balance de energia. Se
utilizardn ademas las ecuaciones 5.5y 5.6 para determinar el area del serpentin y el nUmero de

vueltas, respectivamente.

La tabla 5.18 resume los valores del numero de vueltas y las dimensiones del serpentin para el

estanque.

Tabla 5.18 Caracteristicas del Estanque de recepcion E-6
Variable Valor
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Q [kcal/h] 6798
As [m’] 0,785
Diametro [m] 0,010287
Longitud [m] 24,32
n 10

5.6 DISENO DE LA CROMATOGRAFIA INTERCAMBIO ANIONICO (C-1A)

Esta operaciéntiene lacaracteristica de ser una operacién por lotes, de manera que para hacerlo
continuo se requieren de al menos dos unidades de intercambio iénico como minimo, para que de
esta manera cuando se alcance la saturacién de la resina con iones en uno de los equipos se
continde operando con el otro. Durante este tiempo de inactividad de laresina saturada se realiza
la regeneracion de ésta para remover los iones presentes. Las columnas de intercambio idnico

tienen por lo tanto un funcionamiento alternado.

Como se menciond anteriormente en el capitulo 4, el proceso de purificacion mediante
cromatografia de intercambio anidnico se basé en la cromatografia utilizada en el caso de
extraccion de p-cumarico por hidrélisis alcalina del bagazo de la cafia de azucar (Ou, Luo, & Huang,
2009). El disefio del equipoylaeleccidon de laresinatambién fueron basadas en dicho estudio, por
lo que algunos de los calculos de disefio estdn en directa relacidén y proporcién a lainformacion

entregada en dicho estudio.

Para realizar el disefio de esta columna es necesario en primer lugar elegir el tipo de resina a
utilizar. Para esto se escogid la resina de intercambio anidnico de estireno 201*7(717), la cual es
fuertemente alcalina, con una capacidad de intercambio de 3,6 [mmol/g]. Sus caracteristicas se

presentanenlaTabla5.19 y losrangos de operacién recomendados paralaresinaenla Tabla 5.20.



Tabla 5.19 Caracteristicas de la Resina 201*7(717)

Caracteristica Valor
Forma final cr
Capacidad de intercambio en peso [mmol/g] >3,6
Capacidad de intercambio en volumen [mmol/ml] >1,35
Humedad contenida % 42-48
Diametro particula [mm] 0,400-0,700
Gravedad Especifica [g/ml] 1.07-1,10

Tabla 5.20 Rangos de operacién recomendados para la Resina 201*7(717)

Caracteristica Valor
Maxima Temperatura de operacion [°C] OH™: 40, CI': 100
Rango pH 1-14
Capacidad de intercambio [mmol/L] > 450
Flujo operacional por unidad de area [m*/m?*h] 15 - 30
Flujo de Regeneracién porunidad de drea [m®/m*-h] 4-6

5.6.1 Area y didametro por de la columna de Intercambio aniénico

El drea de la columnase define segun lasiguiente ecuacion:
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Ecuacion 5.9
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Donde:

e M,: Flujodealimentaciéndelliquidoatrataren laresina proveniente del estanque E-

6; 295,6 [kg/h]

e p: Densidad de la corriente de alimentacién; 1000 [kg/m’]

e v,: Velocidad de flujo por unidad de drea; 15 [m?/m’ h]
Ademas,

2 T - d?
e

Ecuacion5.10

Reemplazando los valores obtenidos anteriormente se obtiene:

M,/ 2956
o _~"""/1000

A, =
Ia 12 15

= 0,019707 [m?]; d = 0,1584 [m]

5.6.2 Altura de la columna de intercambio anidnico

La altura se calculard tomando en cuenta las relaciones geométricas a partir de la cantidad de
resina necesaria para tratar la corriente de alimentacidon. La resina necesaria se calculd
manteniendo la relacién de 0,125 [L] de resina 717 por litro de alimentacién (Ou, Luo, & Huang,

2009). La altura de la columna que albergara la resina 717 se calcula con la siguiente ecuacién:

Ecuacion5.11

Donde:

o V. Volumen de la resina; 0,00994 [m?]
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Reemplazando el resultado anterior en la ecuacion 5.xx se tiene:

_0,00994 [m?]

=l _ 5045
4= 001970 2]~ 204 Ml

5.7 EVAPORACION

Para la evaporacion se utilizard un evaporador rotatorio de 100 [L]. Esto se debe a que los
volumenes no son tan grandes como para considerar un evaporadoranivel industrial. Para utilizar
un evaporadorde nivel industrial habria que acumular varios lotes y no se justificaria el gasto de

un gran equipo para tenerlo sin operar gran parte del mes/afio.

Se escogid el evaporador rotario GRFE 100J de GOEL, debido a que es un evaporador rotatorio de
peliculaque posee unaformacilindrica. El estanque cilindrico posee mayor area superficialque un
estanque esférico, y la tasa de evaporacion puede mejorar hasta en un 20% comparada con la de
un evaporador esférico. Si se compara el diametro de un frasco cilindrico con el de un frasco
esférico paraunvolumen en particular, se tiene que el didametro de la unidad cilindrica es menor.
Esto es un factor critico para el vidrio ya que la presién nominal baja drasticamente con el

aumento del didmetro (Goel Scientific Glass Works Ltd., 2012).

Otra ventaja es la estabilidad mecanica de un evaporador cilindrico, superior ala de una unidad
inclinada de un evaporador rotatorio convencional, en la que la botella esta sujeta sélo por el
cuello. Eso esaltamente inestable, tanto mecanicamente hablando, como para el mismo tamafo
del cuello del frasco; tensiones superiores se desarrollan en el cuello del matraz en comparacién
con una unidad horizontal simplemente apoyada, como en el caso de un evaporador cilindrico. Si
bien el frasco del evaporadorcilindrico también estd sujeto porel cuello del frasco, lalinea central
es horizontal, por consiguiente, mas estable. Ademas, el matraz giratorio estd soportado
axialmente a dos secciones transversales de la circunferencia de la en toda su longitud (Goel

Scientific Glass Works Ltd., 2012).

La remocion del material y la limpieza se hacen mas sencillas, ya que basta con abrir un
acoplamiento de un extremo. El material puede ser facilmente removido, a diferencia de un

evaporadoresférico se debe extraer el frasco completo para la limpieza y remocién del material.
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Por todas estas razones, se escoge el evaporadorde pelicularotatorio GRFE 100) de GOEL. La tabla

5.21 presenta datos técnicos del evaporador.

Tabla 5.21 Especificaciones técnicas del evaporador rotatorio GRFE 100 J

Unidad Caracteristica Valor
Frasco cilindrico Volumen [L] 100
Bafio de Calentamiento Material SS 304
Potencia [kW] 9
Temperatura [°C] 0-100
Motor Potencia [HP] 2
Frecuencia [Hz] 50
Velocidad de rotacién [rpm] 2-50
Dimensiones (aprox.) Largo [m] 2
Ancho [m] 1
Alto [m] 2

5.8 DISENO ESTANQUE E-7

Como se menciond en el apartado 4.4, el estanque E-7 es un estanque pulmodn en el que se
acumulard la corriente de salida del evaporador. Para esto se escogié un estanque vertical de
acero con unvolumen total de 80 [L]. De esta manera se pueden albergar un maximo 10 lotes de

evaporacion que corresponden a 52 [L]. La tabla 5.22 presenta las caracteristicas de estanque.
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Tabla 5.22 Caracteristicas del Estanque de recepcién E-7

Caracteristica Valor
Volumen total [L] 80
Altura [mm] 600
Diametro superior [mm] 420

5.9 SECADO

Pararealizarlaselecciéndel equipo se eligié este dentro de una lista de proveedores de acuerdo
al que sea capaz de satisfacer las necesidades del proceso presentadas en el balance de masa.
Como se tiene un requerimiento de flujo de agua a evaporar de 2 [kg/h] segun la seccidn 4.4 se
seleccionaun equipo capaz de satisfacer esta cantidad, cuyas caracteristicas se indican en la tabla

5.23 (GEA Process Engineering Inc.).

Tabla 5.23 Caracteristicas del Secador spray seleccionado

Caracteristica Valor
Nombre MOBILE MINOR™ Spray Dryer
T° entrada aire [°C] 170
T° salida aire [°C] 80
Agua evaporada [L/h] 2
Potencia Calentador [kW] 7,5
Dimensiones cdmara secado [@mm, mm] 800, 620
Dimension ciclon [@mm] 140

Espacio requerido [m x m x m] 2,5x2x2,3
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5.10 EQUIPOS AUXILIARES

5.10.1 Bombas

Las bombas utilizadas fueron escogidas de acuerdo al flujo requerido para cada linea de proceso
donde es necesitado el transporte de algin fluido mediante energia mecénica. Los flujos donde se
requieren bombas tanto centrifugas como de desplazamiento positivo se detallan junto con las

bombas a utilizary la linea de proceso donde operan en la tabla 5.24.

Tabla 5.24 Bombas necesarias segun flujos de lineas de operacion

Bombas Flujo [L/h] Linea Modelo Presion max. [bar] Potencia
B8 0,9 8 J1.6a36/5 50 0,55
B11 6,24 11 J1.6a36/5 50 0,55
B14 6,24 14 J1.62a36/5 50 0,55
B17 19 17 J1.6a36/5 50 0,55
B21 19 21 J1.62a36/5 50 0,55
B19 45 19 J1.6a36/5 50 0,55
B22 45 22 J1.62a36/5 50 0,55
B33 56,6 33 J1.6a36/5 50 0,55
B37 24 37 J1.62a36/5 50 0,55
B26 425 26 PKM 100 8 1,1
B30 482 30 PKM 100 8 1,1
B39 3 39 QBK-25 6,9 0,4
B10 200 10y 13 PKM 100 8 1,1
B16 1000 16y 20 PKM 100 8 1,1

B18 500 18 PKM 100 8 1,1
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5.10.2 Soplador

Para determinar el soplador necesario para satisfacer los requerimientos maximos de aire que
pueden haber. Como se puede ver en la carta Gantt (seccion 6.3.2), el maximo flujo de aire
requerido se produce cuando funcionan en paralelo los dos biorreactores de 10[m?®] y el de 180][L].
Al sumar estos caudales (especificados en el capitulo 4.2), se obtiene el maximo flujo de aire

requerido igual a 1458,6 [m>/h]. En la tabla 5.25 se resumen las caracteristicas del soplador

seleccionado.

Tabla 5.25 Caracteristicas de los sopladores seleccionados
Modelo Flujo [m°/h] Presion [bar] Potencia [kW]

GM 30 1509 1,5 30




178

REFERENCIAS CAP{TULO 5

Acevedo, F., Gentina, ). C., & lllanes, A. (2002). Fundamentos de Imgenieria Bioquimica. Valparaiso:

Ediciones Universitarias de Valparaiso.

Alfalaval.(2014). CLARA,Separators, Alfa Laval. Obtenido de http://www.alfalaval.com/solution-
finder/products/clara/Documents/PCHS00013EN%20Clara%2020%20leaflet.pdf

BASF. (2004). Performance Chemicals Catalog BASF. Obtenido de
http://worldaccount.basf.com/wa/NAFTA/Catalog/ChemicalsNAFTA/doc4/BASF/PRD/300

88619/.pdf?title=&asset_type=pi/pdf&language=EN&urn=urn:documentum:eCommerce_
sol_EU:09007bb28001f712.pdf

GEA Process Engineering Inc. (s.f.). GEA Niro spray drying. Obtenido de Small-scale solutions for
R&D and production:

http://www.niroinc.com/html/chemical/cpdfs/small_scale_spray_drying_US.pdf

Goel Scientific Glass Works Ltd. (2012). Rotary Film Evaporator | Borosilicate Glass. Obtenido de
http://goelscientific.com/DownloadPDF/JumboRotaryFilmEvaporatorMain.pdf

Gonzalez, S., & Salinas, V. (2011). Factibilidad técnica econdmica de una planta productora de
Piscirrickettsia Salmonis en cultivo puro. 262 pp.: Tesis Ingeniero Civil Bioquimico.
Valparaiso, Chile. Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso. Escuela de

IngenieriaBioquimica.
Guitart, J. (Diciembre de 2014). Sub-gerente. Cotizacion de Terreno.

Michel, B. J., & Miller, S. (1962). Power requirements of gas-liquid agitaded systems. A.l.Ch.E.

Journal.

Ou, S., Luo, Y., & Huang, C. (2009). Production of coumaric acid from sugarcane bagasse.

Innovative Food Science and Emerging Technologies, 253-259.

Streeter, V. L., & Benjamin, W. E. (1994). Mecdnica de los Fluidos. Naucalpan de Juarez: McGraw-
Hill.



179

CAPITULO 6
ADMINISTRACION Y ORGANIZACION DE LA PLANTA

El modelo organizacional de una planta de produccién debe responder a la capacidad de
administrarsus recursos disponibles en funcién de unacorrecta operacion entre las distintas areas
de laempresa, con el finde integrarlas funciones técnicas, comercial es, financieras, contable, y de
seguridad através de técnicas de planificacion, organizacién, direccién, coordinacién y de control

(Chiavenato, 2007).

La organizaciéon de los diversos aspectos involucrados en la produccién y manufactura de un
determinado producto, adquiere especial relevancia si se entiende como el acto de organizar,
estructurary destinarlosrecursos, definir los érganos encargados de la administracién y fijas sus

atribuciones e interrelaciones (Chiavenato, 2007).

Dadas las caracteristicas de la planta disefiada, es que se propone un modelo de organizacién
funcional, el cual incluye la creacidon de puestos, equipos y departamentos con base en las
actividades especializadas. El agrupamiento funcional de los empleados es laformade mds amplio
uso y aceptacidon de dividir por departamentos. Dentro de las ventajas que presenta este modelo
se pueden destacar principalmente dos. La primera esta relacionada con la autoridad funcional
gue se presentaen este modelo, lacual estdbasadaen el conocimiento, porlo que laautoridad de
los superiores es mas bien de caracter parcial y relativa, pudiendo generarse un clima de
comunicacion directa, poseyendo unamayorfluidezy rapidez la comunicaci n entre los distintos
niveles de jerarquia. Laotra ventajaque se presenta en este modelo es la descentralizacion en la
toma de decisiones, pudiendo tomarse éstas por los cargos u organismos especializados en la
planta, dandole de esta forma un especial énfasis a la especializacion de cada sector (lllanes,

1991).

Es necesario hacer énfasis en que el éxito de un modelo de organizacidn radica en las personas,
identificando a los recursos humanos como uno de los mas importantes para el desarrollo de

cualquier empresa o sistema productivo. Teniendo esto en cuenta, es que a lo largo de este
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capitulo se detalla la forma en que se organizan los recursos de la planta de produccién para
cumplir con la funcién administrativa, organizando a los trabajadores, las tareas a realizar y

especificando la distribucion espacial de la planta.

6.1 ORGANIZACION ADMINISTRATIVA

El objetivo de este proyecto es disefiar una planta productora de acido p-cumarico, el cual serd
vendidoaalgunlaboratorio farmacéutico ya existente que puedaformularun comprimido en base
al 4cido p-cumarico para comercializarlo a nivel nacional. Los distintos departamentos que se
requieren dentro de la empresa estan dentro del marco cldsico de la organizacién funcional. La
gerencia se encarga de la direccién de la planta, mientras que ésta se separa en cuatro areas
principales: finanzas, producciéon, compras y ventas e investigacion y desarrollo. La Figura 6.1

detalla el organigrama general de la empresa por departamentos.

Gerencia General

Investigacidny

Compray Venta Finanzas Produccion
Desarrollo

Figura 6.1 Organigrama de la empresa

6.1.1Secciones de trabajo
A continuacién se explicara brevemente la estructura y funciones de cada drea o seccidn de la

planta.
Gerencia General

Como se mencioné anteriormente, lagerenciase encargade la direccion de la planta. Para ello se
dispondra de un Ingeniero Civil Bioquimico con un Master en Administracion y Negocios (MBA),
con el fin de tener en dicho cargo a un profesional con conocimientos sobre cada uno de los

departamentos. A su cargo tendra ademads a un secretario o secretaria.
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Compray Venta

Este departamento debera cumplir con ciertas funciones administrativas de la planta, coordinando
los requerimientos y érdenes de compra de materias primas, insumos y equipos; ademas de las
ventas al laboratorio farmacéutico. Para dicho departamento se requiere un Ingeniero Comercialy

un Técnico Comercial como ayudante.
Finanzas

Este departamento tiene comofinalidad la planificacion y organizacién de los flujos de cajade la
planta, ademas de encargarse de pagar las remuneraciones al personal de manera responsable.
Para dicho departamento se requiere un Contador Auditor y un Técnico Comercial como

ayudante.
Produccion

En este departamento se desarrollara el producto que sera comercializado, abarcando desde la
recepcion y preparacion de la materia prima, proceso de propagacion de la linea celular y su
posterior cultivo, incluyendo ademas todo el proceso de purificacion. Este departamento estara a
cargo de unIngeniero Civil Bioquimico; profesional preparado paralaaplicacién del conocimiento
tecnolégico a procesos caracterizados por la participacidon de agentes bioldgicos. Sus principales
funcionesse relacionan con el montaje, puestaen marcha, operaciony mantencion de los equipos
y procesos; debiendo ejecutar, administrar, fiscalizar y emitir juicios técnicos independientes y
asumirresponsabilidad personal portareas en el campo de la ingenieria. Se consideraran ademas
tres Ingenieros de Ejecucidén en Bioprocesos con responsabilidad de supervisidon de la planta,

repartidos en 3 turnos.
Investigacion y Desarrollo

Este departamentotiene el objetivo de estudiar y analizar posibles mejoras u optimizaciones del
proceso productivo, yaseamejoras para el medio de cultivo, parael funcionamiento de equipos o
para la linea productiva en general. El profesional a cargo de este departamento debe ser un
profesional con sélidos conocimientos en procesos bioquimicos y sistemas productivos, capaz de
unir la visién cientifica sobre un hecho con la mirada ingenieril necesaria para aumentar la

productividad y la eficiencia de la planta. El departamento estard a cargo de un Ingeniero Civil
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Bioquimico, acompaifiado de un equipo multidisciplinario conformado por un bioquimico y un

quimico farmacéutico.

En consideracién alos departamentos de trabajo establecidos para el correcto funcionamiento de
la planta de produccidn, y tomando en cuenta el perfil profesional necesario en cada uno de los
procesos involucrados, es que se determinan los cargos a disponer para la contrataciéon del

personal. La tabla 6.1 resume los cargos necesarios para cada seccién de la planta.

Tabla 6.1 Cargos de trabajo por seccion
Seccién Cargo

Gerencia General Ingeniero Civil Bioquimico (MBA)
Secretario(a)
Compray Venta Ingeniero Comercial

Técnico Comercial
Finanzas Contador Auditor
Técnico Comercial
Produccién Ingeniero Civil Bioquimico
Ingeniero de Ejecucidén en Bioprocesos
Operarios

Investigaciony
Ingeniero Civil Biquimico
Desarrollo

Bioquimico

Quimico Farmacéutico
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6.2 ORGANIZACION DE PERSONAS

6.2.1 Requerimientos de Personal
Dependiendo de las tareas que se deban realizar en cada seccidn de trabajo, serd el nimero de

personas que se contraten para dicha labor. En el caso de una planta de produccién farmacéutica
y de baja escala, utilizar las aproximaciones convencionales para determinar el nimero de

operarios en funcién de las horas hombre y la produccién diaria no se ajusta a la realidad.

Se tomard como ejemplo el modelo para determinar las necesidades del personal propuesto por
Wessel(Zomosa, 1983). Primero es necesario calcular el nimero de horas-hombre (HH) que se
necesitan parallevaracabo la produccidon requerida. La ecuacion 6.1 corresponde al modelo para

plantas pequefias, de tipo batch.
HH =104 - P%%5
Ecuacion6.1
Donde:
HH: Horas-hombre por diay por etapa
P: Produccién diaria de producto [Ton/d]

Reemplazando la productividad anual en la ecuacién 6.1 se tiene:

HH = 104 - 1<Ton)_ 1 (aﬁo) 0,25
o aifio/ 365\ d

hora hombre]
d -etapa

HH = 2,37 [

El nUmero de operarios e puede calcular de acuerdo a la ecuacién 6.2:

_ HH - n,
- Tlt't

NO

Ecuacion 6.2
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Donde:

e NO: Numero de operarios

e HH:|[————

hora hombre]
d-etapa

e n. Numero de etapas que involucran la produccidn
e ng: Numero de turnos

e t:tiempo de cadaturno; [h]

El nimero de etapas estd determinado por cada proceso, sin embargo, algunas etapas se pueden

asociar entre ellas, reduciendo el nUmero de etapas. Se considerardn 5 etapas que se detallan en

latabla 6.2.
Tabla 6.2 Etapas de produccién
Numero Etapa Proceso que involucra
Preparacion medio de Preparacion de todas las soluciones
1 cultivo para la fermentacion
2 Fermentacién Fermentacién
3 Concentracion Centrifugacion
CPE

4 Purificacién Cromatografia IA
5 Secado Evaporacion

La plantase considera operativa durante las 24 [h] del dia; para lograr esto se dispone de un total
de 3 turnos, cada uno de 8 [h]. De acuerdo a lo anterior y reemplazando en la ecuacidén 6.2 se
tiene:

_273-5

NO
3-8

0,49 = 1 operario
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No es posible llevaralapractica dicho método ni operarla plantacon un solo operario, por lo que
la determinacidn del nimero de operarios necesarios fue pensada en funcidn de la organizacién
del trabajo y de las tareas que se deben realizar juntos a la revisién de la informacion técnicay
comercial de los principales equipos a utilizar en la linea de produccién. Se tendran 3 operarios y
un jefe de turno trabajando en turnos de 8 horas, lo que da un total de 12 trabajadores,
excluyendo de esto al jefe del departamento que contard con un horario de oficina. La Tabla 6.3

resume lo planteado.

Tabla 6.3 Trabajadores del Departamento de Produccion

Numero de Modalidad de Total de
Cargo Personas Trabajo trabajadores
Jefe del Departamento 1 Oficina 1
Jefe de Turno 1 Turno 3
Operario de Turno 3
1

Fermentacién

Operario Downstream 2 Turno 6

El niumero de jefes de turno y de operarios necesarios para la produccién queda justificado de
acuerdo a las exigencias del Cddigo del Trabajo segln la normativa vigente y de acuerdo a la
planificacion de las tareas que deben realizarse, explicadas en las secciones 6.2.3 y 6.3,

respectivamente.

Los cargos mencionados son los que representan la operacion de linea de la planta, sin embargo,
se deben incluir ademas los cargos que no son de linea o bien auxiliares. Dentro de estos
requerimientos se encuentran: porteros, auxiliares de limpieza, entre otros, que se detallan en la

tabla 6.4.



186

Tabla 6.4 Personal Auxiliar necesario en la organizacion de la planta

Numero de Modalidad de
Cargo Personas Trabajo
Guardia 1 Turno
Auxiliar de limpieza 2 Oficina
Capataz de Mantencion 1 Turno

6.2.3 Jornadas de Trabajo
En el DFL N°1 de 2002, que fija el texto refundido, coordinado y sistematizado del Cédigo del

Trabajo, en el Articulo 22 del parrafo primero del mismo, se fijalajornadaordinaria de trabajo con
un maximo de cuarentay cinco horas semanales que, segun el articulo 28, deberan distribuirse en
un minimo de 5 dias y en un maximo de 6 dias, con un limite de hasta 10 horas de trabajo en un
mismo dia. En el inciso segundo del Articulo 22 se excluyen de esta jornada a los gerentes,
administradores y todos aquellos que trabajen sin fiscalizacion inmediata, a menos que sea

acordada en el contrato de trabajo (Direccion del Trabajo: Gobierno de Chile, 2014).

Para la produccién de acido p-cumarico se necesita operar la planta las 24 horas del dia. Sin
embargo, la planificacion del trabajo hace posible la coordinacién de turnos de trabajo sobre
tareas especificas que requieren atencion continuay otras que pueden ajustarse aun turno diario.
Dadas las caracteristicas de la planta, se elevard una solicitud a la Direccién del Trabajo para ser

considerados bajo el inciso segundo del Articulo 38y asi ser excluidos del descanso dominical.

6.3 ORGANIZACION DE LAS TAREAS DE PRODUCCION

6.3.1 Plan de Produccion
De acuerdo a lo planteado en el capitulo 2 para dimensionar la capacidad de la planta, es que se

propone producir 1000 [kg/afio] y aumentar progresivamente hasta llegar a 1290 [kg/afio] al afio
10. La tabla 6.5 presenta la produccion anual y el nUmero de lotes necesarios a realizar. 45 lotes

es la cantidad mdxima que se pueden realizar con los equipos disefiados.
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Tabla 6.5 Estimacién del nimero de lotes a producir de acuerdo a la demanda proyectada

Ao Demanda de acido p-cumarico  Numero de Lotes
2015 1000 35
2016 1029 36
2017 1058 37
2018 1087 38
2019 1116 39
2020 1145 40
2021 1174 41
2022 1203 42
2023 1232 43
2024 1261 44
2025 1290 45

6.3.2 Carta Gantt
La figura 7.2 ilustra la Carta Gantt de los primeros dos meses de trabajo. El tercer mesy los

siguientes son iguales al segundo, es decir, se realizaran 3 lotes, mientras que en el primero se
realizaran sélo 2, ya que las primeras semanas son de puesta en marchay de realizacién de las

fermentaciones previas.
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Actividades

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Semana 5

Semana 6

Semana 7

Semana 8

Semana 9

1234567

8 910111213 14

1516 17 18 19 20 21

22 23 24 25 26 27 28

29 30 31 32 33 34 35

36 37 38 39 40 41 42

43 44 45 46 47 48 49

50 51 52 53 54 55 56

57 58 59 60 61 62

Pretratamiento

Recepcion de Materia Prima
Preparar el indculo
Preparar medio de cultivo
Esterilizar medio de cultivo
Preparar disolucion phe
Esterilizar disolucion phe
Preparar disolucion glu
Esterilizar disolucion glu
Preparar reactor

Esterilizar reactor

Produccién

Fermentacion previa 1
Fermentacion previa 2
Fermentacion previa 3
Fermentacion previa4a
Fermentacion previa4b
Fermentacion Final a
Fermentacion Final b

Recuperacién

Centrifugacion
CPE
Cromatografia
Evaporacion
Secado
Envasado

Limpieza

Figura 6.2 Carta Gantt
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6.4 LAY-OUT DE LA PLANTA

La planta de acido p-cumadrico consta de un solo edificio, en el que estan separadas el area
administrativa (recepcién, oficinas, sala de reuniones y casino), del drea de produccién
(laboratorios, areade fermentacion, downstreamy almacenamiento). Cada drea cuenta con bafios

y salidas de emergencia; ademas de camarines en el caso del drea de produccién.

En lafigura6.3 se muestrauna representacién a escala de la planta, donde se puede apreciar ala
izquierdael dareaadministrativay a la derecha el drea de produccién. En los anexos se adjunta un

plano con escala 1:100.

ERCECNONONEN

o0 O O|=,
°c Oloe® H©

..|lll! * ¥ % E %7

N

Figura 6.3 Lay-out de la Planta
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CAPITULO 7
EVALUACION ECONOMICA

Este capitulo tiene como objetivo ordenary sintetizar la informacidon monetaria para elaborar un
andlisis financiero que permita evaluar la rentabilidad del proyecto. En una primera instancia se
sistematizaralainformacidn financiera, definiendo lainversion financiera, costos de produccién e
ingresos; para luego realizar la evaluacién econdmica sobre el flujo de caja y determinar la

rentabilidad del proyecto.

Cabe destacar que launidad monetariaautilizarserala unidad de fomento (UF), calculada en cada
caso utilizando losindicadores econdmicos del dia9 de diciembre de 2014 presentados en la tabla

7.1 (Banco Central de Chile, 2014).

Tabla 7.1 Indicadores econdmicos utilizados

Indicador Econémico Valor
Unidad de Fomento [UF] 24.627,1

Dodlar Estadounidense [USD] 611,4
Euro [€] 751,57

7.1 CAPITAL DE INVERSION O COSTOS DE CAPITAL

El capital de inversidn se separaen capital fijo, destinado asuplirlos gastos de lasinstalaciones de
la planta y equipos de fabricacién; y el capital de trabajo, requerido para operar la planta en un
inicio. Alavez, el capital fijo se subdivideen directo o de produccién (equiposinstalados, tuberias,
instrumentacién, preparacion de terreno, etc.) e indirecto o no asociado a produccién (edificacidn,

oficinas administrativas, transporte, envio, etc.) (Peters & Timmerhaus, 1991).
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7.1.1 Costodel Terreno
El costo del terreno a comprar es relativo. Existen una cantidad importante de factores a

considerar al momento de cotizar un metro cuadrado de terreno. Por lo general, el costo del
terrenovaria segun las condiciones de éste (si tiene arboles, si esta limpio, si esta edificado), su
ubicacién (central, periférico, orillade carretera), la factibilidad (acceso a agua, electricidad, fibra

Optica), etc. (Guitart, Subgerente Kaufen Propiedades, 2014).

Comose vioenel capitulo 2, lalocalizacion de la planta es Quinta Regidn. Segun esto, los valores
de los terrenos encontrados en esta region se dividieron en dos. Las primeras cotizaciones son
segunreferencias encontradas eninternet. La segunda son referencias relativas facilitadas por el

sub-gerente de la empresa Kaufen Propiedades.

A continuacién se detallan en las tablas los valores de terrenos posibles para la ubicacion de la

empresa.

Tabla 7.2 Referencias de cotizaciones de terrenos de internet (Locanto, 2014)

Precio[UF]  Area[m’] Precio/Area[UF/m’  Sector

48,73 500 0,1 A
1258,78 400 31 B
1300,00 620 2,1 B

1949,00 500 3,9 C
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Tabla 7.3 Referencias de cotizaciones de terrenos de Sub-gerente de Kaufen Propiedades

Precio/Area [UF/m’] Sector
8 D
3,5 E
0,5 F
50-60 G
2-4 H

Donde:

e A:lagunaVerde, periférico sin factibilidad

e B:Villa Alemana, central, con factibilidad

e C:Quilpué, central, con factibilidad

e D:Vifa del Mar, El Salto, orilla de carretera, con factibilidad

e E:Limache, esquina Palmiro Romano con Eastman, con factibilidad
e F:0lmué, Granizo, sin factibilidad

e G: Vifiadel Mar, sector Ponientes, con factibilidad

H: Limache, orilla carretera, con factibilidad

Al analizar ambas tablas, se puede concluir que un terreno, en un lugar central de la comuna de
Villa Alemana, Quilpué o Limache, con factibilidad tiene un precio que varia entre los 2y los 4
[UF/m?]. Este valor es el que se utilizard para los costos de un terreno de aproximadamente 500
[m?], dreasuficiente para albergar la planta seguin el tamafio de los equipos y la complejidad del

proceso. Por lo tanto, se estima que el costo del terreno sera de aproximadamente 1500 [UF].

7.1.2 Capital Fijo Directo

Costo de equipos instalados
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Para el desarrollo de la evaluacidon econdmica es necesario contar con el valor de los equipos
considerando su entrega y la instalacion de los mismos. Los costos de instalacién incluyen los
costos asociados a montaje del equipo en la planta, mano de obra necesaria, construccién de
cimientos soportes en el equipo y otros gastos generales. Estos datos pueden ser estimados de
acuerdo a porcentajes tipicos del costo inicial de cada equipo. Para conocer el valor del equipo

entregado (CEE) e instalado (CEl) se utilizan las ecuaciones 7.1y 7.2, respectivamente.

CEE =CE -(1+0,1)
Ecuacién 7.1
CEl = CE - F;
Ecuaciéon 7.2
Donde:
CE: Costo del equipo

Fi: Factor de instalacion que varia segun el tipo de equipo

El costo de los equipos se obtiene de acuerdo a los disefios y requerimientos del proceso
realizados enlos capitulos anteriores. Algunos equipos pudieron ser cotizados de manera directa,
sin embargo, hubo otros fueron calculados por relaciones y algoritmos realizados por Matches,
compaiiia de ingenieria que provee costos estimados para equipos de procesos de manera
conceptual (segun orden de magnitud) (Matches, 2014). La tabla 7.4 resume los costos de los

equipos.

Linea Celular

Dentro del capital fijo directo se debe incluirel valor de lalinea celularde Pseudomona putida S12
C3 que serd adquirida en uninicio, propagaday almacenada en frio. La mayoria de las cepas que

se compran de colecciones extranjeras para investigacion valen entre 200 y 600 [USD]. Si son
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licenciamientos, el valor es distinto y muy variable (Calderdn, 2014). Como la cepa esta
genéticamente modificada y su valor se desconoce, se opta por pagar un 1% de las utilidades al
creador de la lineacelular. Estotambién, porque el creadorde la cepa puede crear posteriormente

una mas eficiente y la linea celular comprada puede quedar obsoleta.

Tabla 7.4 Costos de equipos del proceso productivo

Equipo CE Neto Cantidad CEE [UF] Fi CEl [UF]
[UF] Material
Estanque agitado glucosa 297,91 1 300,89 1,3 391,16
Estanque agitado medio 235,84 1 238,20 1,3 309,67
Estanque agitado L-Fenilalanina 119,16 1 120,35 1,3 156,46
Estanque agitado E. traza 119,16 1 120,35 1,3 156,46
Fermentador 1 [L] 211,02 1 213,13 1 213,13
Fermentador 10 [L] 253,22 1 255,76 1 255,76
Fermentador 180 [L] 93,09 1 94,03 1,3 122,2
Fermentador 1200 [L] 203,57 2 411,22 1,3 534,58
Fermentador 10000 [L] 713,75 2 1441,78 1,3 1874,32
Clara20 854,50 1 863,05 1,3 1121,95
Estanque CPE 173,78 1 175,52 1,25 219,40
Estanque CPE 2 44,68 1 45,13 1,25 56,41
Columna cromatografia 265,68 2 536,67 1 536,67
Evaporador rotatorio 726,90 1 734,17 1,25 917,71
Estanque pulmén 14,64 1 14,79 1,25 18,49
Secador spray 1092,06 1 1102,98 1,5 1654,47
Microfiltro de 0,1 um 8,07 1 8,07 1 8,07
Bombas J1.6 12,41 9 112,83 1 112,83
Bomba PKM 1000 11,42 5 57,67 1 57,67
Bomba QBK 25 6,20 1 6,26 1 6,26
Soplador 327,65 1 330,92 1 330,92
Caldera 1241,31 1 1253,72 1,3 1629,84
Autoclave 12,41 1 12,53 1,2 15,04

TOTAL 10691,53
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Otros costos fijos directos

El resto de los costos fijos directosinvolucran mejoramientos de terreno, servicios incluidos en la
construccidn, instrumentacidony control (1&C), tuberias, instalaciones eléctricas y de servicios. Los
porcentajes de costos asociados se resumen en la tabla 7.5 de acuerdo a recomendaciones

bibliograficas (Peters & Timmerhaus, 1991).

Tabla 7.5 Porcentaje de costos asociados al Capital Fijo Directo

Costo %CEE
Mejoramientos de terreno 10
Servicios de Construccién 15
1&C 50
Tuberias 15
Instalaciones eléctricas 12
Instalaciones de servicios 40

Capital Fijo Directo (CFD)

El total del capital fijo directo se presenta en la tabla 7.6

Tabla 7.6 Capital Fijo Directo

item del CFI Valor [UF]
Equipos Instalados (CEl) 10.691
Mejoramientos de terreno 1.069
Construccion 1.603
1&C 5.345

Tuberias 1.603
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Instalaciones eléctricas 1.282
Instalaciones de servicios 4,276
Capital Fijo Directo Total 25.869

7.1.3 Capital Fijo Indirecto

Ingenieriay Supervision

Corresponden a los costos de disefio e ingenieria de la construccidn de la planta, incluyendo
transporte, comunicaciones, gastos de oficina, etc. Y se le atribuye tipicamente un valor del 10%

del CFD (Peters & Timmerhaus, 1991).

Gastos de construccion: Pago de contratistas y contingencias

El costo asociado al contratista varia desde 2 a 8% del CFD; mientras que los gastos de
contingenciaque cubren eventosimpredecibles (tormentas, inundaciones, variaciones de precio,
cambios de disefio pequefios, errores de estimacién y otros gastos imprevistos)fluctianentre el 5
y el 15% del CFD (Peters & Timmerhaus, 1991). Se considerard un costo asociado al contratista de
un 8% del CFD y un gasto de contingenciade un 15%, tomando en cuenta que puede habererrores

en la estimacion.

Capital Fijo Indirecto (CFl)

La tabla7.7 presentalos porcentajes y valores finales de cada uno de los items considerados y el

valor final del capital fijo indirecto.

Tabla 7.7 Capital Fijo Indirecto
item del CFI %CFD Valor [UF]

Ingenieriay Supervision 10 2.587
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Pago de Contratistas 8 2.069,5
Contingencia 15 3880,4
Capital Fijo Indirecto Total 8.536,9

7.1.4 Capital de Trabajo

El capital de trabajo consiste en la cantidad total de dinero invertida en materia prima y
provisiones, producto terminado y en proceso de fabricacién, cuentas por cobrar, dinero
mantenido a mano para el pago mensual de gastos de operacién como remuneraciones,
adquisiciones de materia primera, pago de impuestos y cuentas. La razén inicial tipica de capital
de trabajo a capital total de inversion para plantas quimicas varia de 10 a 20 (Peters &
Timmerhaus, 1991); de acuerdo a ello y considerando que se cuenta con el valor de algunas

provisiones en el capital fijo directo, se utilizara una razén del 15% del capital total de inversién.

7.1.5 Capital de Inversién Total

Habiendo calculado el capital fijo total, y considerando que la sumatoriade dicho valory el capital
de trabajo corresponde al capital total de inversion; y que el capital de trabajo corresponde al 15%
de este ultimo, se obtienen los valores de inversion finales. La tabla 7.8 resume los costos de

capital o capital de inversidn.

Tabla 7.8 Capital total de Inversion

Tipo de Capital Valor [UF]
Costo del Terreno 1.500
Capital Fijo Directo 25.869

Capital Fijo Indirecto 8.536
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Capital de Trabajo 6.336

Capital Total de Inversion 42.242

7.2 COSTO TOTAL DE PRODUCCION (CP)

Estos costos corresponden a un estimado para operarla planta y vender el producto y estdn
subdivididos en costos de manufactura y costos generales de produccién. Se trabajara en base
anual para estimar el total de costos, ya que se suavizan los efectos de las variaciones de
temporada, se considerael tiempo de reaccién de la planta, permite calcular de forma mas rapida
los costos operacionales amenor capacidady provee un formaconvenientede considerar grandes
gastos poco frecuentes (por ejemplo cambios de tendencia) (Peters & Timmerhaus, 1991). Este es
uno de los factores de mayor influencia dentro del analisis econédmico y representa todos los

egresos relativos a la operacidn en planta, administracién, entre otros.

7.2.1 Costos de Manufactura
Los costos de manufactura, de produccién o de operacién, contemplan todos los gastos que tienen

relacién conla operacidonoel equipamientode la plantay son sub-clasificados en costos directos

de produccion, cargos fijos y costos generales de planta (Peters & Timmerhaus, 1991).

Materia Prima

Se considera como materia prima el costo del medio de cultivo, la fenilalanina, el surfactante
Pluronicl92y los reactivos necesarios paralavary eluir la resina. La linea celular no se considera
materia primaya que, como se mencionod en el apartado 7.1, ésta serd adquirida en uninicio y se

llegard a un acuerdo de pagar un porcentaje de las ganancias al creador de la cepa.

Los costos de las materias primas para la fermentacién (Medio de Cultivo, Solucién Trazay L-
Fenilalanina) son variables afio a afio debido a que, por un lado aumentan progresivamente los

lotes de produccidny, por otro lado algunos compuestos son comprados a granel por lo que no es
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necesario comprar la misma cantidad afio a afio. La tabla 7.9 muestra el calculo realizado para el
afio 1 de las materias primas para la fermentacién, tomando en cuentael precio y el tamaio de la
ordenanual por reactivoy también el restante de ella, paraconsiderarlaenelaio 2. En el Anexo B

se puede apreciar el analisis de la compra de reactivos afio a afo.

En el caso de losreactivos utilizados en el downstream, éstos también varian afio a afo debido al
aumento de loslotes de produccién, pero nose compran a granel, por lo que el aumento de ellos
serd lineal. Se llegd a un resultado de 21,37 [UF/lote]. La tabla 7.10 resume los costos de los
reactivos downstream en el primer afip. Cabe destacar que no fue posible cotizar el valor del
surfactante no-idnico Pluronic L92, pero se tomd como referencia valores de otros compuestos
similares que también se encuentran en estado liquido a temperatura ambiente (Sigma-Aldrich

Co., 2014).

Tabla 7.10 Costo afio 1 de Reactivos Downstream

Materia Prima Valor [UF]
Pluronic L92 422,3
Reactivos Cromatografia 325,7

Total 748




Tabla 7.9: Costo Materias Primas Fermentacion afio 1

Nutriente kg/Lote Kg/afiol Precio USD/Kg Unidadesa comprar USD a pagar UF Restante afio 1
Medio de Cultivo

Glucosa 279,999 9799,97 720 1000 10 7200,00 178,75 0,200
(NH4)2504 13,731 480,59 180 1000 1 180,00 4,47 0,519
K2HPOA4 13,32 466,20 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,534
NaH2PO4 5,596 195,86 1100 1000 1 1100,00 27,31 0,804

SUBTOTAL 247,77

L-Fenilalanina

L-Fen 2,12 74,20 2000 100 1 2000,00 49,65 0,258

SUBTOTAL 49,65

Solucion Traza

MgCl2 6H20 0,687 24,05 600 10 3 1800,00 44,69 0,596
EDTA 0,069 2,42 73 0,5 5 365,00 9,06 0,170
ZnS04 7H20 0,014 0,49 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,020
CaCl2 2H20 0,007 0,25 72 0,5 1 72,00 1,79 0,510
FeSO4 7H20 0,035 1,23 67 0,5 3 201,00 4,99 0,550
Na2Mo04 2H20 0,002 0,07 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,300
CuS04 5H20 0,002 0,0700 19 0,34 1 19,00 0,47 0,794
CoCl2 6H20 0,003 0,11 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,160
MnCl2 4H20 0,007 0,25 a4 0,5 1 44,00 1,09 0,510

SUBTOTAL 64,95

TOTAL 362,37

201
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Suministros Basicos

Tanto enel balance de masa como en el disefio de los equipos se hacen presentes suministros que
deben considerarseen laevaluacidn econdmica. Los masimportantes son el aguay la electricidad
y su costo se resume en latabla 7.11. Las tarifas de agua (ESVAL, 2014) y electricidad (Chilquinta
Energia S.A., 2014) fueron obtenidas suponiendo que laplantase ubicaenlaregion de Valparaiso.

En el anexo Cse encuentra el cdlculo para el consumo anual de aguay electricidad.

Tabla 7.11 Costos anual de Suministros Basicos

Valor por unidad de

Suministro Consumo anual consumo [CLP] Total Anual [UF]
Agua [m’] 595,53 668,2 16,5
Electricidad [kW] 536.112 64,657 1407,3
Total 1423,8

Mano de Obra

Segun lo desarrollado en el Capitulo 6, los requerimientos de mano de obray el costo asociado
correspondenalo presentado en latabla 7.12 y el valor total se presenta en la tabla 7.13. Pese a
existircorrelaciones paracalcularlaremuneracién alostrabajadores (como porejemploen Peters
& Timmerhaus, 1991), éstas no se ajustana larealidad nacional, por lo que para la determinacién
de estosvalores se obtuvo un estimado del sueldo liquido para cada cargo por medio de una base

de datos publica del Gobierno de Chile (Ministerio de Educacidn, Gobierno de Chile, 2014).

Para la determinacién del costo anual se consideré un total de 13 meses, correspondiendo al afio

de trabajo y al mes de indemnizacion asociado a ese afio de trabajo.
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Tabla 7.12 Costo en Mano de Obra

Cargo Numero Salario Total Total [UF/afio]
[CLP/mes] [UF/mes]
Gerencia
Ingeniero Civil Bioquimico (MBA) 1 2.500.000 101,51 1319,68
Secretario(a) 1 330.000 13,39 174,19
SUBTOTAL 1493,87
Compra Venta
Ingeniero Comercial 1 1.300.000 52,78 686,23
Técnico Comercial 1 550.000 22,33 290,33
SUBTOTAL 976,56
Finanzas
Contador Auditor 1 800.000 32,48 422,29
Técnico Comercial 1 550.000 22,33 290,33
SUBTOTAL 712,62
Produccién
Ingeniero Civil Bioquimico 1 1.300.000 52,78 686,23
Ingeniero de Ejecucion en 3 850.000 103,54 1346,07
Bioprocesos
Operarios 9 500.000 182,72 2375,43
SUBTOTAL 4407,73
Investigacion y Desarrollo
Ingeniero Civil Bioquimico 1 1.300.000 52,78 686,23
Bioquimicos 1 750.000 30,45 395,85
Quimico Farmacéutico 1 800.000 32,48 422,29
SUBTOTAL 1504,37
Auxiliares
Auxiliar de Limpieza 2 250.000 20,30 263,93
Guardia 3 250.000 30,45 395,90
Capataz de Mantencidn 3 320.000 38,98 506,75
SUBTOTAL 1166,60
TOTAL 10.261,7

Mantenimientos y reparaciones

Para procesos promedio con condiciones de operacion normales se estima que este tipo de costos

varia entre un 5% a un 9% del capital fijo de inversién (Peters & Timmerhaus, 1991). Considerando
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gue se trata de un proceso mads bien sencillo y no se requieren tantos equipos se opta por

considerar un 5% del capital fijo de inversion.

Suministros de Operacién

Se consideran los gastos relacionados a todos los suministros necesarios para mantener un
funcionamiento eficientey que no pueden ser considerados como materia prima o materiales de
mantenimientoy reparacion (porejemplo: lubricantes, ensayos quimicos, etc.); ascendiendo a un

15% del total de gastos de mantencién y reparaciones (Peters & Timmerhaus, 1991).

Costos de Laboratorio

Este coso considera los gastos de testeo par control de las operaciones y calidad del producto; y
puede estimarse de formarapidacomo un 10 a 20% del costo de mano de operacion (produccién)
(Peters & Timmerhaus, 1991). Dado que parte del proyecto cosiste en laboratorio y se tendra

ademads laboratorios de investigacidn y desarrollo, se decide considerar un 20%.

Depreciacion

Existen diversos métodos de calculo de ladepreciacion, definidos segin lavida Gtil y valor residual
establecidos paracado unode los bienes; una de estas metodologias muy utilizadas en proyectos
de ingenieria es la depreciacion lineal que considera la diferencia del costo inicial y el valor
residual dividido enlacantidad de afios de la vida util del bien, donde la maquinaria se deprecia a
una tasa anual del 10% del capital invertido y los inmuebles a una tasa del 3% (Peters &
Timmerhaus, 1991). Sinembargo, el Slide Chile fij6 enla “Nueva Tabla de Vida Util” vigente desde
2003 que la depreciacidn paralamaquinariageneral tienen una vida atil de 15 afos y se deprecia
de forma aceleradaen5 afios (Servicio de Impuestos Internos, 2003). Este tipo de depreciacidn se
calcula de la misma forma que la depreciacién lineal pero dividiendo por la cantidad de afios de

depreciacidn, ver Ecuaciéon 7.3.
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Vo — Vg

Ecuacion 7.3

Donde:

d: Depreciacién

V,: Valorinicial

Vg: Valor residual

n: Periodo de depreciaciéon

Se considerd un valor residual equivalente al 10% del valor inicial y se decide considerar el
inmueble, los equipos de acuerdo alo fijado por el Sll. La depreciacion no se presentard en esta

seccion, sino que como parte del flujo de caja.

Impuestos

Tal como enel caso de la depreciacion losimpuestos no sonincorporados en estaseccion sino que
forman parte del flujo de caja; donde se considera el impuesto a la utilidad y el impuesto ala
gananciade capital. El primero se establece comoimpuesto de primera categoria correspondiendo
a una tasa del 20% desde el afio 2011 (Servicio de Impuestos Internos, 2014); por otro lado, la
ganancia de capital se considera como renta normal, por lo que grava con impuesto de primera
categoria e impuesto globalcomplementario o adicional segin seael caso (Servicio de Impuestos

Internos, 2014) (en este caso se aplica el impuesto de primera categoria).

Costos totales de Manufactura

La tabla 7.13 resume los costos de manufactura, incorporando los items anteriormente
mencionados, a excepcién de la depreciacion y los impuestos, que serdn incluidos en el flujo de

caja.



Tabla 7.13 Costos de Manufactura

Tipo de Capital Valor [UF]
Materia Prima 1.110,37
Suministros basicos 1.423,8
Mano de Obra 10.261,7
Mantenimiento y reparaciones 2.112,1
Suministros de Operacion 422,4
Costos de Laboratorio 881,54
Total 16.211,91

7.2.2 Costos Generales de Produccion
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Estos costos generales no estan asociados directamente a la manufactura pero consideran otros

gastos de produccién, como porejemplo administrativos, distribuciény marketing, investigacién y

desarrollo, entre otros (Peters & Timmerhaus, 1991).

Costos administrativos

Se consideran los costos de salarios de administradores, secretarias, contadores, costos de

suministros de oficinay equipamiento, edificios administrativos, comunicaciones y otros costos

adicionales relacionados con la administracién; variando entre un 20y 30% del costo de mano de

obra de produccién (Peters & Timmerhaus, 1991). Se decide utilizar una tasa del 20%.

Distribucién y marketing
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Los costos de distribucion y marketing varian desde un 2 a un 20% del total de costo de
produccién segun la locacidn de la planta, el tipo de producto a comercializar, otros productos
vendidos por la compaiiia, y segun las politicas de la empresa (Peters & Timmerhaus, 1991). Se

decide considerar el 12% del costo total de producto.

Investigacion y Desarrollo (1+D)

Este item incluye los salarios para el personal involucrado, costos fijos y de operacion de la
maquinariay equipamiento, costos de materialesy suministros, y costos varios; lo que varia entre
un 2 a 5% de las ventas (Peters & Timmerhaus, 1991). Sin embargo, como el departamento de
Investigaciény Desarrollo cumple unrol importante en el rubro, se destinara un valor del 20% del

costo de mano de obra a dicho departamento.

7.2.3 Costos de Produccién
En latabla 7.14 se presentan los costos asociados a la produccién de este proyecto.

Tabla 7.14 Costos Totales de Produccion

Tipo de Costo Valor [UF]

Manufactura 16.211,91

Costos Generales:

Administracion 2.131,54
Distribucion y Marketing 2.781,24
I+D 2.052,34

Total 23.177,03
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7.3 INGRESOS

Los ingresos anuales corresponderan alasventas del dcido p-cumadrico. Se establece un precio de
venta de 55 [UF/kg] para vendérselo a un laboratorio farmacéutico que tenga la experiencia,
infraestructura, licencias, equipos necesarios para elaborar farmacos. Tomando en cuenta que el
acido p-cumarico se desea vender en capsulas de 500 mg que se consuman a diario, se hizo un
calculo del valor minimo que costaria un frasco de 30 cdpsulas de concentrado de acido p-

cumarico.

Las 55 UF equivalen a 1.354.485 pesos chilenos el kg, lo cual son equivalente a 677,24 CLP los 500
mg de p-cumadrico, porlo que el frasco o caja de 30 capsulas deberia tener en el mercado un valor
de minimo 20.317 pesos. Es el valor minimo ya que se le debe sumar porcentaje de ganancia del
laboratorio que, si se asume como un 20%, el producto se venderia a 24.380 pesos. Con el precio
de venta establecido es posible asegurar una ganancia tanto para los productores como para el

laboratorioy la farmacia, ya que es un valor de compra accesible para el sector al cual se apunta.

De acuerdo a ello y seglin lo estimado en el capitulo 6 respecto al plan de produccidn, la
produccién anual serd variable, por lo que los ingresos también lo seran. En la tabla 7.15 se
presentanlosingresosasociados alasventas anuales de acido p-cumarico segln la programacion

estimada.

7.4 FLUJO DE CAJA

Para el desarrollo del flujo de caja, se considerardn como costos fijos la mano de obra, los costos
de mantenimiento y reparaciones, suministros de operacién, costos de laboratorio y los costos
generales de produccién. La mano de obra se mantiene constante durante todos los afios del
estudioy cualquierreajuste econémico ya es considerado por la unidad monetaria utilizada (UF);

el resto de los costos se estiman relativamente constantes en el periodo a evaluar el proyecto.

Los costos variables corresponderian a los costos de materia prima, reactivos downstream y
suministros basicos, yaque éstos fueron calculados para 35 lotes, y al final del afio 10 se tienen 45
lotes, llegando asi a la capacidad mdaxima de la planta. La tabla 7.16 presenta la sumatoria de los

costos variables afio a afio.



Tabla 7.15 Ingresos anuales por venta de acido p-cumdrico

Produccion Ingresos por venta

Ano [kg acido p-cumirico] [UF]
2014 - -
2015 1000 55000,00
2016 1029 56595,00
2017 1058 58190,00
2018 1087 59785,00
2019 1116 61380,00
2020 1145 62975,00
2021 1174 64570,00
2022 1203 66165,00
2023 1232 67760,00
2024 1261 69355,00

Tabla 7.16: Costos Variables
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afio Materias Primas Reactivos Downstream Suministros Basicos TOTAL
1 362,37 747,95 1423,8 2534,12
2 273,44 769,32 1464,48 2507,24
3 353,53 790,69 1505,16 2649,38
4 297,70 812,06 1545,83 2655,59
5 306,68 833,43 1586,52 2726,63
6 317,03 854,8 1627,2 2799,03
7 362,99 876,17 1667,88 2907,04
8 372,15 897,54 1708,56 2978,25
9 328,03 918,91 1749,24 2996,18
10 399,07 940,28 1789,92 3129,27




210

A los costos variables mencionados se le incorpora el costo por compra de renovacion de material
gue no es realizado de forma anual. Este costo corresponde a la resina para la cromatografia de

intercambio anidnico que tiene una vida util de 2 afios y su costo corresponde a 9,68 [UF].

La tabla 7.17 presenta el flujo de caja del proyecto.



Tabla 7.17 Flujo de caja del proyecto
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Ingresos

Inversion

Costos

Depreciacon Depreciacién

Afo [UF] [UF] Fijos [UF] Costos Variables [UF] FAI [UF] Equipos Inmueble FSI[UF] Impuestos FDI [UF]
0 42242 -42242 -42242
1 55000,00 20642,9 2750 253412 9,68 29063,3 1924,47 570 26568,83 5313,766  21255,064
2 56595,00 20642,9 2829,8  2507,24 30615,11 1924,47 570 28120,64 5624,128  22496,512
3 58190,00 20642,9 2909,5 2649,38 9,68 31978,54 1924,47 570 29484,07 5896,814  23587,256
4 59785,00 20642,9 2989,3  2655,59 33497,26 1924,47 570 31002,79 6200,558  24802,232
5 61380,00 20642,9 3069 2726,63 9,68 34931,79 1924,47 570 32437,32 6487,464  25949,856
6 62975,00 20642,9 3148,8  2799,03 36384,32 570 35814,32 7162,864  28651,456
7 64570,00 20642,9 32285 2907,04 9,68 37781,88 570 37211,88 7442,376  29769,504
8 66165,00 20642,9 3308,3  2978,25 39235,6 570 38665,6  7733,12 30932,48
9 67760,00 20642,9 3388 2996,18 9,68 40723,24 570 40153,24 8030,648  32122,592
10 69355,00 20642,9 3467,8  3129,27 42115,08 570 41545,08 8309,016  33236,064
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7.5 RENTABILIDAD ECONOMICA

Como primeraobservacion, es importante destacar que los valores utilizados en el flujo de caja
corresponden a valores netos (sin IVA), ya que el manejo del IVA estd regulado por las
disposiciones contables emitidas por el Servicio de Impuestos Internos (Sll) del Gobierno de
Chile yno tiene mayorefectoenel proyectosino que en el consumidorfinal. Porlotanto, para
determinacién del capital total de inversion se debe incluir un 19% adicional correspondiente

al IVA al que estaran sujetos los precios y que no estan considerados en el flujo de caja.

Para este analisis se escoge una tasa minima de retorno aceptable (TRMA) de un 20%,

considerandose pertinente para el interés de un inversionista.

De acuerdo a lo anterior y basdndose en el flujo de caja de la tabla 7.15 se obtiene un Valor
Actual Neto (VAN) positivo de 63.823 [UF] y una Tasa Internade Retorno (TIR) de un 55% como
se puede observar en la figura 7.1. De esta manera, el proyecto entrega una rentabilidad
mayor a la minima aceptada (20%), pudiendo establecer que con un precio de venta neto de

55 [UF/kg] se obtendria un proyecto rentable.
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Figura 7.1 Representacion grafica de VAN y TIR del proyecto
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7.6 ANALISIS DE SENSIBILIDAD ECONOMICA

En estaseccidon se busca analizarla variacion de losindicadores econdmicos seleccionados (TIR
y VAN) frente a escenarios diferentes al actual. La seleccién de las variables de andlisis de
sensibilidad se realizd considerando principalmente aquellas variables que no pueden ser
controladas y que son afectadas sustancialmente por el mercado y aquellas que, segun se
estima, podrian tener asociados los mayores errores en la valorizacién realizada. Para el
analisis de sensibilizacidn se considerd el costo de las materias primas, el costo de lainversion

inicial y el precio de venta del producto.

7.6.1 Variacion en la materia prima

Para el caso de las materias primas, se analizaron variaciones progresivas del 10% y 35% anual
enel preciode éstas. Los resultados se observanenlatabla?7.18 y serian favorables, yaque los
valores cumplen con los criterios de un TIR mayor ala TRMA y un VAN mayor a cero. El precio
de la materia primano es un factor que afecte considerablemente los indicadores econémicos
del proyecto, yaque al aumentar progresivamente los precios de la materia prima en un 35%,

el TIR sélo disminuye en un 3%.

7.6.2 Variacion en la inversion inicial

Para la variacion del costode lainversidninicial, se considerd un caso desfavorable, en el cual
se halla un aumento del 100%. Aun cuando se haya tenido un error en la estimacion de la
inversion inicial del 100%, el proyecto seguiria siendo rentable. Los resultados serian
favorablesyse indican en la tabla 7.18. El TIR en este caso es mayor que el TRMA establecido

inicialmente y el VAN mayor a cero.

7.6.3 Variacién en el precio de venta del dcido p-cumarico
Por ultimo se analizé una variaciéon en el precio venta del producto. Una disminucién de un

40% en el precio implicaria un TIR inferior a la TRMA y un VAN menor a cero, por lo que la
rentabilidad del proyecto no seriaaceptable. Porotrolado, unaumentodel precio de venta de
un 50% afectaria positivamente las rentas, dejando el proyecto aceptado segln los criterios de

indicadores utilizados. Los resultados estan indicados en la tabla 7.18.



Tabla 7.18 Resultados de sensibilizacidon
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Variable Valor base Variacion VAN [UF] TIR [%]
Precio de Venta 55 [UF/kg] +40% 138603,0 94%
-40% -14089,6 11%
Materias Primas 1110,32 [UF] +10% 62257,2 54%
+35% 53178,7 52%
Inversion Inicial 42242 [UF] +100% 21581,5 27%
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CAPITULO 8
DISCUSION, CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Se logré establecer un mercado en Chile para una determinada comunidad objetivo
relativamente pequefa. Si bien se cumplid el objetivo de establecer un mercador para el acido
p-cumarico, presentada la informacidn y estableciendo el estado del arte del proyecto; se
concluye que es necesario seguir indagando informacion que pudiera publicarse en los
proximos afios para determinar con mayor precision el mercado y evaluar la factibilidad de
incorporar las enfermedades asociadas al cdncer dentro del mercado consumidor. La nueva
informacion podria ser fundamental para la realizacion del proyecto, ya que indicaria si el

producto sigue siendo de interés médico o no.

En cuanto a la perspectiva técnica, es totalmente factible instalar una planta productora de
acido p-cumidrico por via fermentativa, tanto tecnoldgica como operacionalmente. La
tecnologia actual es aceptable para la correcta realizacién del proyecto. Sin embargo, la
necesidad de recabar mas informacién no solo influye en lo que son |las propiedades del
producto en cuestién, sino también en los métodos de fermentacién, recuperacion y

purificacién, los cuales son criticos en el rendimiento del proceso.

Por otro lado, laevaluacién econdmica del proyecto concluyé en resultados positivos, siendo
el proyecto rentable segln los indicadores utilizados (TIR y VAN). Es decir, que en términos

econdmicos el proyecto es realizable.

Es importante concluir, que seglin el mercado establecido existe una cuota de incertidumbre
de acuerdo al precio de venta que podria tener el producto, debido a que no existe
actualmente una venta de algin medicamento a base de acido p-cumarico. El andlisis de
sensibilidad indicé que el proyecto es muy sensible al pardmetro del precio de ventay por

ende la evaluacidn se puede ver limitada.

Con respecto a las recomendaciones. En primer lugar, es conveniente realizar constantes
investigaciones acerca de las condiciones de produccidn, recuperacién, purificacion y
propiedades del producto, con el objetivo de proporcionar alguna innovacién que resulte

interesante. La constante revisién de nuevas o invalidas aplicaciones del dcido p-cumarico
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podria ayudar a corregir algun error en la estimacion de la demanda y por ende en la

produccién.

Por otro lado, se recomienda analizarun posible mercado en otros paises, en los cuales exista

incidenciade enfermedades cardiovasculares con posible tratamiento con acido p-cumarico.

Luego, la demanda aumentaria y existiria laimplementacidon de una nueva planta o sucursal.
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APENDICE

ANEXOA

ESTIMACION DE LA CAPACIDAD DE LA PLANTA
La produccion de acido p-cumarico tendra dosfines, pre y post tratamiento de IAM (infarto al
miocardio), porlo que laestimacién se realizard para cada caso y luego se sumara para saber

la capacidad total de laplanta.

P-CUMARICO PARA TRATAMIENTO

Para determinarlacantidad de kilogramos destinados al tratamiento de los infartos se utilizara

la siguienteecuacién:

Donde:

e m=masade p-cumadrico, [kg]
e n=numerode consumidores, [personal]
e d=dosisde p-cumarico, 0,36 [kg/persona]

El nimero de personas o consumidores que utilizarian acido p-cumadrico paratratar el infarto
al miocardio se hadefinido de lasiguiente forma:

I "Xgpc1” Xp=n
Donde:

e | =infartadosanualesque sobrevivenal IAM; 10.000 [personas]
® Xapc1 = fraccidnde la poblacidn que pertenece al sector ABC1; 0,054
e x,=fraccién que se asume de consumidoresreales; 0,2

Entonces,

n = 10.000 [personas] - 0,054 - 0,2 = 108 [personas]
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Reemplazandoelvalorenlaecuacionanteriorse tiene

kg

108 [personas] - 0,36 [—
persona

=389 [kg]

P-CUMARICO PARA PREVECION

Para estimarlacantidad de personas que consumirian acido p-cumadrico para prevenirun |AM

se utilizardlasiguiente ecuacion:

P Xam *Xapc1"Xr=n
Donde:

e P =poblaciénchilenaestimada, 17.900.000

e X =fraccion de adultos mayores, 0,13

® Xpsc1 = fracciénde losadultos mayores que pertenece al sector ABC1; 0,05
e x.=fraccidn que se asume de consumidoresreales; 0,023

Entonces,

n=17.900.000 - 0,13 - 0,05- 0,023 = 2675 [personas]

Andlogo al caso anterior, se reemplazael valor de n para obtenerlamasa de p-cumarico.

kg

persona] = 963 [kg]

2675 [personas] - 0,36 [



220

ANEXOB

MATERIAS PRIMAS

La cantidad de fermentaciones anuales ird aumentando con los afios, partiendo con 35
fermentaciones anuales y llegando a 45 en el aifo 10, por lo tanto, el costo anual de
suministros basicos seravariable. Ademas, muchos de los reactivos utilizados en el medio de
cultivo son comprados a granel, en lotes mayores a lo necesario para abaratar costos por lo
que éste es un factor que también varia afio a afo. Las siguientes tablas describen el analisis

realizado para cada reactivo, tomando en cuenta el remanente de cada afio.



Tabla B1: Costo anual de materias primas afio 1

Nutriente kg/Lote Kg/afiol Precio USD/Kg Unidadesa comprar USD a pagar UF Restante afio 1
Medio de Cultivo

Glucosa 279,999 9799,97 720 1000 10 7200,00 178,75 0,200
(NH4)2504 13,731 480,59 180 1000 1 180,00 4,47 0,519
K2HPO4 13,32 466,20 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,534
NaH2P0O4 5,596 195,86 1100 1000 1 1100,00 27,31 0,804

SUBTOTAL 247,77

L-Fenilalanina

L-Fen 2,12 74,20 2000 100 1 2000,00 49,65 0,258

SUBTOTAL 49,65

Solucién Traza

MgCl2 6H20 0,687 24,05 600 10 3 1800,00 44,69 0,596
EDTA 0,069 2,42 73 0,5 5 365,00 9,06 0,170
ZnS04 7H20 0,014 0,49 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,020
CaCl2 2H20 0,007 0,25 72 0,5 1 72,00 1,79 0,510
FeS04 7H20 0,035 1,23 67 0,5 3 201,00 4,99 0,550
Na2Mo04 2H20 0,002 0,07 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,300
CuS04 5H20 0,002 0,0700 19 0,34 1 19,00 0,47 0,794
CoCl2 6H20 0,003 0,11 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,160
MnCl2 4H20 0,007 0,25 a4 0,5 1 44,00 1,09 0,510

SUBTOTAL 64,95

TOTAL 362,37
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Tabla B2: Costo anual de materias primas afio 2

Nutriente kg/Lote Kg/afio2 Precio USD/Kg Unidadesa comprar USD a pagar UF Restante aflo 1 Restante afio2
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 10079,96 720 1000 10 7200,00 178,75 0,200 0,120
(NH4)2s504 13,731 494,32 180 1000 0 0,00 0,00 0,519 0,025
K2HPO4 13,32 479,52 1500 1000 0 0,00 0,00 0,534 0,054
NaH2P0O4 5,596 201,46 1100 1000 0 0,00 0,00 0,804 0,603

SUBTOTAL 178,75
L-Fenilalanina

L-Fen 2,12 76,32 2000 100 1 2000,00 49,65 0,258 0,495

SUBTOTAL 49,65

Solucidén Traza

MgCl2 6H20 0,687 24,73 600 10 2 1200,00 29,79 0,596 0,123
EDTA 0,069 2,48 73 0,5 5 365,00 9,06 0,170 0,202
ZnS04 7H20 0,014 0,50 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,020 0,012
CaCl2 2H20 0,007 0,25 72 0,5 0 0,00 0,00 0,510 0,006
FeSO4 7H20 0,035 1,26 67 0,5 2 134,00 3,33 0,550 0,030
Na2Mo04 2H20 0,002 0,07 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,300 0,580
CuS04 5H20 0,002 0,07 19 0,34 0 0,00 0,00 0,794 0,582
CoCl2 6H20 0,003 0,11 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,160 0,296
MnClI2 4H20 0,007 0,25 a4 0,5 0 0,00 0,00 0,510 0,006

SUBTOTAL 45,04

TOTAL 273,44




Tabla B3: Costo anual de materias primas afio 3
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Nutriente kg/Lote Kg/afio3 Precio USD/Kg Unidadesa comprar USD a pagar UF Restante afio2 Restante afio3
Medio de Cultivo

Glucosa 279,999 10359,96 720 1000 11 7920,00 196,62 0,120 0,760
(NH4)2504 13,731 508,05 180 1000 1 180,00 4,47 0,025 0,517
K2HPO4 13,32 492,84 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,054 0,561
NaH2PO4 5,596 207,05 1100 1000 0 0,00 0,00 0,603 0,396

SUBTOTAL 238,33

L-Fenilalanina

L-Fen 2,12 78,44 2000 100 1 2000,00 49,65 0,495 0,711

SUBTOTAL 49,65

Solucion Traza

MgCl2 6H20 0,687 25,42 600 10 3 1800,00 44,69 0,123 0,581
EDTA 0,069 2,55 73 0,5 5 365,00 9,06 0,202 0,096
ZnS04 7H20 0,014 0,52 43,18 0,5 2 86,36 2,14 0,012 0,976
CaCl2 2H20 0,007 0,26 72 0,5 1 72,00 1,79 0,006 0,488
FeSO4 7H20 0,035 1,30 67 0,5 3 201,00 4,99 0,030 0,440
Na2Mo0O4 2H20 0,002 0,07 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,580 0,840
CuS04 5H20 0,002 0,07 19 0,34 0 0,00 0,00 0,582 0,364
CoCl2 6H20 0,003 0,11 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,296 0,408
MnCl2 4H20 0,007 0,26 a4 0,5 1 44,00 1,09 0,006 0,488

SUBTOTAL 65,55

TOTAL 353,53
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Tabla B4: Costo anual de materias primas afio 4

Nutriente kg/Lote Kg/afio4 Precio USD/Kg Unidadesacomprar USD a pagar UF Restanteafio3 Restanteafio4
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 10639,96 720 1000 10 7200,00 178,75 0,760 0,120
(NH4)2504 13,731 521,78 180 1000 1 180,00 4,47 0,517 0,995
K2HPO4 13,32 506,16 1500 1000 0 0,00 0,00 0,561 0,055
NaH2PO4 5,596 212,65 1100 1000 0 0,00 0,00 0,396 0,183

SUBTOTAL 183,22
L-Fenilalanina
L-Fen 2,12 80,56 2000 100 1 2000,00 49,65 0,711 0,905
SUBTOTAL 49,65
Solucidn Traza

MgCl2 6H20 0,687 26,11 600 10 3 1800,00 44,69 0,581 0,970
EDTA 0,069 2,62 73 0,5 6 438,00 10,87 0,096 0,852
ZnS04 7H20 0,014 0,53 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,976 0,912
CaCl2 2H20 0,007 0,27 72 0,5 1 72,00 1,79 0,488 0,956
FeSO4 7H20 0,035 1,33 67 0,5 3 201,00 4,99 0,440 0,780
Na2Mo0O4 2H20 0,002 0,08 58,95 0,1 0 0,00 0,00 0,840 0,080
CuS0O4 5H20 0,002 0,08 19 0,34 0 0,00 0,00 0,364 0,140
CoClI2 6H20 0,003 0,11 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,408 0,496
MnCI2 4H20 0,007 0,27 44 0,5 1 44,00 1,09 0,488 0,956

SUBTOTAL 64,82

TOTAL 297,70
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Tabla B5: Costo anual de materias primas afio 5

Nutriente kg/Lote Kg/afio5 Precio USD/Kg Unidadesacomprar USD apagar UF Restanteano4 Restanteafio5
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 10919,96 720 1000 11 7920,00 196,62 0,120 0,200
(NH4)2504 13,731 535,51 180 1000 0 0,00 0,00 0,995 0,459
K2HPO4 13,32 519,48 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,055 0,536
NaH2P0O4 5,596 218,24 1100 1000 1 1100,00 27,31 0,183 0,965

SUBTOTAL 261,17
L-Fenilalanina

L-Fen 2,12 82,68 2000 100 0 0,00 0,00 0,905 0,078
SUBTOTAL 0,00
Solucién Traza

MgCl2 6H20 0,687 26,79 600 10 2 1200,00 29,79 0,970 0,291
EDTA 0,069 2,69 73 0,5 5 365,00 9,06 0,852 0,470
ZnS04 7H20 0,014 0,55 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,912 0,820
CaCl2 2H20 0,007 0,27 72 0,5 0 0,00 0,00 0,956 0,410
FeSO4 7H20 0,035 1,37 67 0,5 2 134,00 3,33 0,780 0,050
Na2zMo0O4 2H20 0,002 0,08 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,080 0,300
CuS0O4 5H20 0,002 0,08 19 0,34 1 15,00 0,47 0,140 0,911
CoCl2 6H20 0,003 0,12 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,496 0,560
MnCI2 4H20 0,007 0,27 44 0,5 0 0,00 0,00 0,956 0,410

SUBTOTAL 45,51

TOTAL 306,68
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Tabla B6: Costo anual de materias primas afio 6

Nutriente kg/Lote Kg/afio6 Precio USD/Kg Unidadesacomprar USD apagar UF  Restanteafio5 Restanteafio6
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 11199,96 720 1000 11 7920,00 196,62 0,200 0,000
(NH4)2504 13,731 549,24 180 1000 1 180,00 4,47 0,459 0,910
K2HPO4 13,32 532,80 1500 1000 0 0,00 0,00 0,536 0,003
NaH2PO4 5,596 223,84 1100 1000 0 0,00 0,00 0,965 0,741

SUBTOTAL 201,09
L-Fenilalanina
L-Fen 2,12 84,80 2000 100 1 2000,00 49,65 0,078 0,230
SUBTOTAL 49,65
Solucidn Traza

MgCl2 6H20 0,687 27,48 600 10 3 1800,00 44,69 0,291 0,543
EDTA 0,069 2,76 73 0,5 6 438,00 10,87 0,470 0,950
ZnS04 7H20 0,014 0,56 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,820 0,700
CaCl2 2H20 0,007 0,28 72 0,5 1 72,00 1,79 0,410 0,850
FeS0O4 7H20 0,035 1,40 67 0,5 3 201,00 4,99 0,050 0,250
Na2Mo0O4 2H20 0,002 0,08 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,300 0,500
CuSO4 5H20 0,002 0,08 19 0,34 0 0,00 0,00 0,911 0,676
CoCl2 6H20 0,003 0,12 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,560 0,600
MnCl2 4H20 0,007 0,28 a4 0,5 1 44,00 1,09 0,410 0,850

SUBTOTAL 66,29

TOTAL 317,03
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Tabla B7: Costo anual de materias primas afio 7

Nutriente kg/Lote Kg/afio7 Precio USD/Kg Unidadesa comprar USD a pagar UF Restante afio6 Restante afo 7
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 11479,96 720 1000 12 8640,00 214,50 0,000 0,520
(NH4)2s04 13,731 562,97 180 1000 0 0,00 0,00 0,910 0,347
K2HPO4 13,32 546,12 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,003 0,457
NaH2P0O4 5,596 229,44 1100 1000 0 0,00 0,00 0,741 0,512

SUBTOTAL 251,74
L-Fenilalanina
L-Fen 2,12 86,92 2000 100 1 2000,00 49,65 0,230 0,361
SUBTOTAL 49,65
Solucidén Traza

MgCl2 6H20 0,687 28,17 600 10 3 1800,00 44,69 0,543 0,726
EDTA 0,069 2,83 73 0,5 5 365,00 9,06 0,950 0,292
ZnS04 7H20 0,014 0,57 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,700 0,552
CaCl2 2H20 0,007 0,29 72 0,5 0 0,00 0,00 0,850 0,276
FeSO4 7H20 0,035 1,44 67 0,5 3 201,00 4,99 0,250 0,380
Na2Mo04 2H20 0,002 0,08 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,500 0,680
CuS0O4 5H20 0,002 0,08 19 0,34 0 0,00 0,00 0,676 0,435
CoCl2 6H20 0,003 0,12 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,600 0,616
MnCl2 4H20 0,007 0,29 44 0,5 0 0,00 0,00 0,850 0,276

SUBTOTAL 61,60

TOTAL 362,99




Tabla B8: Costo anual de materias primas afio 8
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Nutriente kg/Lote Kg/afio8 Precio USD/Kg Unidadesacomprar USD apagar UF Restanteafio7 Restanteafio8
Medio de Cultivo

Glucosa 279,999 11759,96 720 1000 12 8640,00 214,50 0,520 0,760
(NH4)2504 13,731 576,70 180 1000 1 180,00 4,47 0,347 0,770
K2HPO4 13,32 559,44 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,457 0,898
NaH2PO4 5,596 235,03 1100 1000 0 0,00 0,00 0,512 0,277

SUBTOTAL 256,21

L-Fenilalanina

L-Fen 2,12 89,04 2000 100 1 2000,00 49,65 0,361 0,471

SUBTOTAL 49,65

Solucion Traza

MgCl2 6H20 0,687 28,85 600 10 3 1800,00 44,69 0,726 0,841
EDTA 0,069 2,90 73 0,5 6 438,00 10,87 0,292 0,496
ZnS04 7H20 0,014 0,59 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,552 0,376
CaCl2 2H20 0,007 0,29 72 0,5 1 72,00 1,79 0,276 0,688
FeSO4 7H20 0,035 1,47 67 0,5 3 201,00 4,99 0,380 0,440
Na2Mo0O4 2H20 0,002 0,08 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,680 0,840
CuS04 5H20 0,002 0,08 19 0,34 0 0,00 0,00 0,435 0,188
CoCl2 6H20 0,003 0,13 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,616 0,608
MnCl2 4H20 0,007 0,29 44 0,5 1 44,00 1,09 0,276 0,688

SUBTOTAL 66,29

TOTAL 372,15
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Tabla B9: Costo anual de materias primas afio 9

Nutriente kg/Lote Kg/afio9 Precio USD/Kg Unidadesacomprar USD apagar  UF Restante afio 8 Restante afio 9
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 12039,96 720 1000 12 8640,00 214,50 0,760 0,720
(NH4)2504 13,731 590,43 180 1000 0 0,00 0,00 0,770 0,180
K2HPO4 13,32 572,76 1500 1000 0 0,00 0,00 0,898 0,325
NaH2PO4 5,596 240,63 1100 1000 0 0,00 0,00 0,277 0,036

SUBTOTAL 214,50
L-Fenilalanina
L-Fen 2,12 91,16 2000 100 1 2000,00 49,65 0,471 0,559
SUBTOTAL 49,65
Solucidn Traza

MgCl2 6H20 0,687 29,54 600 10 3 1800,00 44,69 0,841 0,887
EDTA 0,069 2,97 73 0,5 6 438,00 10,87 0,496 0,562
ZnS04 7H20 0,014 0,60 43,18 0,5 1 43,18 1,07 0,376 0,172
CaCl2 2H20 0,007 0,30 72 0,5 0 0,00 0,00 0,688 0,086
FeSO4 7H20 0,035 1,51 67 0,5 3 201,00 4,99 0,440 0,430
Na2Mo0O4 2H20 0,002 0,09 58,95 0,1 1 58,95 1,46 0,840 0,980
CuSO4 5H20 0,002 0,09 19 0,34 1 19,00 0,47 0,188 0,935
CoClI2 6H20 0,003 0,13 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,608 0,576
MnCI2 4H20 0,007 0,30 44 0,5 0 0,00 0,00 0,688 0,086

SUBTOTAL 63,88

TOTAL 328,03
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Tabla B10: Costo anual de materias primas afio 10

Nutriente kg/Lote  Kg/afiol0 Precio USD/Kg Unidadesacomprar USD apagar UF Restanteafio9 Restanteafio 10
Medio de Cultivo
Glucosa 279,999 12319,96 720 1000 12 8640,00 214,50 0,720 0,400
(NH4)2504 13,731 604,16 180 1000 1 180,00 4,47 0,180 0,576
K2HPO4 13,32 586,08 1500 1000 1 1500,00 37,24 0,325 0,739
NaH2PO4 5,596 246,22 1100 1000 1 1100,00 27,31 0,036 0,790

SUBTOTAL 283,52
L-Fenilalanina
L-Fen 2,12 93,28 2000 100 1 2000,00 49,65 0,559 0,626
SUBTOTAL 49,65
Solucidn Traza

MgCl2 6H20 0,687 30,23 600 10 3 1800,00 44,69 0,887 0,864
EDTA 0,069 3,04 73 0,5 6 438,00 10,87 0,562 0,490
ZnS04 7H20 0,014 0,62 43,18 0,5 2 86,36 2,14 0,172 0,940
CaCl2 2H20 0,007 0,31 72 0,5 1 72,00 1,79 0,086 0,470
FeS0O4 7H20 0,035 1,54 67 0,5 3 201,00 4,99 0,430 0,350
Na2Mo0O4 2H20 0,002 0,09 58,95 0,1 0 0,00 0,00 0,980 0,100
CuSO4 5H20 0,002 0,09 19 0,34 0 0,00 0,00 0,935 0,676
CoCl2 6H20 0,003 0,13 12,95 0,125 1 12,95 0,32 0,576 0,520
MnCl2 4H20 0,007 0,31 44 0,5 1 44,00 1,09 0,086 0,470

SUBTOTAL 65,90

TOTAL 399,07




ANEXOC

SUMINISTROS BASICOS
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La cantidad de fermentaciones anuales ird aumentando con los afios, partiendo con 35

fermentaciones anuales y llegando a 45 en el afio 10, por lo tanto, el costo anual de suministros

basicos serdvariable. Lastablas C1 y C2 resumen el consumo de agua y energia por fermentacion, de

manera de luego multiplicar dicho costo unitario por la cantidad de fermentaciones anuales.

Tabla C1: Consumo de Agua por Lote de Fermentacion

Agua por Equipo

Agua por

Equipo Unidad [L] fermentacion [L]
F1 1 0,32 0,32
F2 1 6,37 6,37
F3 1 127,69 127,69
F4 2 894,485 1788,97
F5 2 7438 14876
Cromatografia 10 21,6 216

TOTAL

17015,35




Tabla C2: Consumo de Electricidad por Lote de Fermentacion

Potencia por Equipo

Energia por

Fquipo [kW] Fermentaciéon [kW*h]
Tk Trazas 0,536 128,64
Tk Medio Cultivo 0,688 165,12
Tk L-Fenilalanina 0,536 0,1632
Tk Glucosa 0,776 186,24
F2 4,11 * 10" 0,0193
F3 4,03 * 10 1,8941
F4 0,303 108,24
F5 5,259 1248,54
Centrifuga 3,7 710,4
Evaporador 10,491 629,46
Secador 7,5 150
BombalJl.6 0,55 308
Bomba PK 100 1,11 129,8
Bomba QBK-25 0,4 6
Soplador 30 5760
Autoclave 2,5 25
Caldera 20 5760
TOTAL 15317,53
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Teniendolos consumos de aguay energia por lote, es posible calcularel consumo anual y el aumento
de éste conforme aumentalaproduccién anual. La Tabla C3 presenta los resultados de la proyeccidn

del consumo anual de suministros basicos.

Tabla C3: Consumo Anual de agua y energia

Ano Lotes Consumo Agua [m’] Consumo Energia [kW*h]
1 35 595,53 536.025
2 36 612,55 551.340
3 37 629,56 566.655
4 38 646,58 581.970
5 39 663,59 597.285
6 40 680,61 612.600
7 41 697,63 627.915
8 42 714,64 643.230
9 43 731,66 658.545

10 44 748,67 673.860




