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Resumen

En este trabajo fin de grado se ha estudiado la viabilidad de un proceso de produccion de acido
hialurdnico a escala industrial. Se ha fijado una produccion de 1 millén de toneladas al afio. Se
han contrastado y seleccionado las diferentes condiciones del proceso, asi como materias primas
y el microorganismo a utilizar a partir de articulos cientificos. EI microorganismo utilizado ha sido
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus, en unas condiciones de pH neutro y una temperatura
de 36°C que son las adecuadas para este microorganismo. La fuente de carbono del proceso se ha
elegido la glucosa y se ha mantenido un ratio C: N de 7.5. Se han escalado las cantidades de cada
materia prima, asi como el volumen y dimensiones de los equipos junto con el disefio de un
intercambiador de calor para el fermentador principal del proceso. Finalmente se ha hecho un
analisis economico de la viabilidad de la planta mediante el uso del VAN, el TIR y el Pay-Back.
Ademas, se ha incluido un disefio de la planta para tener una idea espacial del proceso.

Palabras clave: Bioproceso, acido hialurénico, microorganismo, escalado, produccion.

Resum

En aquest treball fi de grau, s’ha estudiat la viabilitat d’un procés de producci6 d’acid hialuronic
a escala industrial. S’ha fixat un a produccié d’1 mili6 de tones a I’any. S’han contrastat i
seleccionat les diferents condicions del procés aixi com les materies primes i el microorganisme a
utilitzar a partir d’articles cientifics. El microorganisme a utilitzar ha sigut Streptococcus
equi subsp. Zooepidemicus, en unes condicions de pH neutres i una temperatura de 36°C que son
les adecuades per a aquest microorganisme. La font de carboni del procés s ha elegit glucosa i s’ha
mantingut un rati C: N de 7.5. S han escalat les quantitats de cada matéria prima, aixi com el volum
1 dimensions dels equips juntament amb el disseny d’un intercanviador de calor per al fermentador
principal del procés. Finalment, s’ha fet un analisi economic de la viabilitat de la planta mitjancant
1I’Gs del VAN, TIR i Pay-Back. A més, s’ha inclos un disseny de la planta per a tenir una idea
espacial del procés.

Paraules clau: Bioprocés, acid hialuronic, microorganisme, escalat, produccio.
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Abstract

In this degree final thesis, it has been studied the viability of a hyaluronic acid industrial production
process. The production has been set in 1 million tonnes per year. The different conditions and
raw materials as well as the microorganism have been contrasted and selected from scientific
articles. The microorganism selected, was Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus, in neutral
pH conditions and a temperature of 36 °C which are the most suited for this microorganism. The
carbon source of the process has been the glucose, and it has been maintained a C: N ratio of 7.5.
Each raw material quantity as well as the volume and dimensions of the different equipment has
been scaled up along with the design of a heat exchanger for the main fermentator of the process.
Finally, an economical analysis has been done in order to check the viability of the plan through
the use of techniques such as VAN, TIR and Pay-Back. Also, a plant design in order to have an
spatial thought of it has been included.

Keywords: Bioprocess, hyaluronic acid, microorganism, scaled up, production.
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1 Introduccion

1.1 ¢Qué es un bioproceso?

Un bioproceso es un proceso especifico en el que se utilizan microorganismos o enzimas con el
fin de obtener un determinado producto. Unos determinados sustratos seran transformados por
accion de estos microorganismos, enzimas o células en biomasa y productos. Basicamente se

puede resumir en la lustracion 1. Definicion de bioproceso

-(M_-Biocatalizador")

F. Carbono + F. Nitrégeno + Fosfatos + Sales + Oxigeno ) » Biomasa + Productos + Calor

Moléculas sencillas Moléculas complejas
Fuentes de carbono y energia, fuente de Antibiéticos, drogas, vacunas, efluente
Nitrogeno y sales tratado, vitaminas, acidos organicos,

aminoacidos, proteinas, hormonas,

lustracion 1. Definicién de bioproceso

Donde el biocatalizador seria el susodicho microorganismo, enzima, células, hongos, microalgas...
Un bioproceso toma lugar bajo unas ciertas condiciones muy especificas, es por ello por lo que
todo debe estar muy controlado en cada momento, tanto temperatura, como pH, niveles de oxigeno
disueltos... En caso de no conseguir controlar estos parametros adecuadamente, es posible que el
biocatalizador como un microorganismo, no llegue a crecer adecuadamente o incluso muera. Es
por ello por lo que se suelen utilizar biorreactores donde todos estos parametros puedan ser

controlados. Ademas, habra una liberacion de €0, y de calor al medio.

1.2 Caracteristicas de bioprocesos industriales

1.2.1 Caracteristicas cinéticas

En cuanto a la cinética de estas reacciones, por norma general suelen ser méas lentas que los
procesos quimicos. Por otro lado, son reacciones auto cataliticas como se ha visto. No obstante,
este tipo de procesos tiene una muy fuerte dependencia de las condiciones ambientales, por lo que

hay que controlar muy a conciencia las condiciones al trabajar.
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Hay reacciones que pueden sufrir inhibicidn tanto por parte del producto, del sustrato o incluso
por ambos. El producto puede ocupar el centro activo de una enzima evitando asi que reaccione

con el sustrato para seguir dando producto.

1.2.2 Caracteristicas termodinamicas y de transferencia de materia

En cuanto a la termodindmica de las biorreacciones, éstas, suelen presentar bajas entalpias de
reaccion. La entalpia de reaccion no es mas que, al tener lugar una reaccion, se crean y se destruyen
enlaces entre atomos, provocando un cambio en la energia del sistema. EI cambio de energia que
tiene lugar durante una reaccion sera la entalpia de reaccién. También, a diferencia de algunos
procesos quimicos en los que hay que aumentar en gran medida la temperatura y hay que aplicar
grandes presiones, en un bioproceso la temperatura y la presion de operacion suelen tener unos
valores moderados, ya que hay que tener en cuenta de que si se trabaja con microorganismos estos

podrian morir si hay una temperatura muy alta.

En un bioproceso, para que haya transferencia de materia, debe haber contacto entre 2 estados,
solido-liquido, liquido-gas, liquido-liquido... Materia en estado solido suele estar presente ya que
las fuentes de carbono o nitrégeno, por ejemplo, suelen estar en este estado, por lo que

practicamente siempre se trabajara con esto.

1.3 Biocatalizadores

1.3.1 Enzimas

Las enzimas son proteinas en las que entra el sustrato y toma lugar la reaccion para producir un
producto. El lugar donde entra el sustrato se conoce como centro activo y tiene una configuracién

espacial y de cargas que son complementarias a la del sustrato.
Las enzimas encuentran su fuente de origen en uno de estos tres casos:

e Enzimas de origen animal, donde estas provienen mayormente de dérganos, huesos o

mucosas corporales.
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e Enzimas de origen vegetal, donde provienen de frutos de arboles como papayas, soja,
citricos o ricino, la enzima de la cual es una muy potente toxina que puede provocar incluso

la muerte.
e Enzimas de origen microbiano, provenientes de levaduras, hongos o bacterias

Segun el proceso a trabajar, convendra mas la utilizacion de unos o de otros ya que parametros tan
basicos como el rango de temperatura, de pH, su coste o incluso la especificidad del sustrato

pueden afectarles en gran medida.

1.3.2 Microorganismos

Ocupan el mayor porcentaje de uso en cuanto a biocatalizador. Tienen una clasificacion muy

marcada:

e Segln su fuente de carbono, si necesitan carbono inorganico se tratara de un
microorganismo autotrofo. Por el contrario, si necesita una fuente de carbono organico se

hablara de heteroétrofos.

e Segun su fuente de energia pueden ser quimiotrofos si su energia procede de energia

quimica o fototrofos si procede de la energia solar.

e Segun su estructura interna se puede hablar de microorganismos procariontes los cuales no
poseen ni un nucleo ni organelos o por el contrario eucariontes, los cuales si que poseen

ambos.
Su uso es muy atractivo debido en gran medida a varias caracteristicas:
e Gran variedad de microorganismos, con una gran cantidad de estos por descubrir.

e Poseen unas capacidades metabolicas muy amplias, las mas amplias de entre todos los
seres vivos. Debido a las capacidades de biosintesis y degradativas que poseen los

microorganismos abren las puertas de un gran niamero de aplicaciones.

e Su crecimiento es muy rapido a comparacién de otros seres vivos, y ademas poseen una

muy facil manipulacion lo cual fomenta sus usos industriales.
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1.4 Tipos de bioprocesos

Se distinguen tres tipos:

1.4.1 Discontinuo o por lotes

Suele ser la forma de llevar a cabo un bioproceso mas comun y el que se utilizaré en este trabajo.
Al introducir todas las materias primas en el medio y estar adecuado, se introduce el
microorganismo. Se deja un tiempo en el que el microorganismo va produciendo el producto
deseado y al final de este, se abre el fermentador y se cosecha el producto generado. Durante este

tipo de llevar a cabo un bioproceso existen varias fases:

Fase lag. Es la fase inicial en la que el microorganismo se debe acostumbrar al medio

e Fase exponencial. Es la fase en la que la velocidad de produccién del microorganismo crece

en mayor medida

e Fase lineal. Puede darse el caso en que un nutriente llegue a ser limitante, bajando la rapida

subida de velocidad de produccion

e Fase estacionaria. Las condiciones del medio empiezan a ser muy justas, es decir los
nutrientes empiezan a encontrarse en concentraciones limitantes manteniendo la velocidad

de produccion constante durante un periodo de tiempo

e Fase declive. Las células empiezan a morir a un ritmo notable.

1.4.2 Continuo

El medio esta siendo afiadido continuamente, sin parar a un ritmo constante. Al otro lado hay una

salida de medio, manteniendo asi el volumen constante.

1.4.3 Semicontinuos

En un medio continuo a veces se presenta la dificultad de cosechar y diluir. Este tipo se opera
parecido a los discontinuos, pero se va cosechando y introduciendo medio nuevo cada cierto

tiempo.
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1.5 Importancia de los bioprocesos

Los bioprocesos tienen una alta importancia debido a su alta intervencién en numerosos sectores

como:

e Medicina. Produccion de medicamentos y vacunas. Un ejemplo seria la produccion de la
vacuna contra el tétanos, producida normalmente gracias al microorganismo Clostridium
tetani, asi como la insulina que se produce normalmente gracias a la Escherichia coli. (V.
Goeddel, y otros, 1978)

e Sector alimentario. Produccién de alcoholes, por ejemplo.

e Sector de materiales. El caso de polimeros como el Xantanos, proveniente de Xanthomonas
Campestris. (Palaniraj & Jayaraman, 2011)

Ya desde la antiguiedad, los bioprocesos han ayudado al ser humano a sobrevivir y a cumplir ciertas
necesidades. Los primeros bioprocesos aparecieron hace ya miles de afios, empezado por el
antiguo Egipto, los cuales utilizaban ya estos bioprocesos para elaborar cerveza y pan, dos de los
elementos con més antigliedad de la historia del ser humano. Alla por el segundo milenio antes de
cristo, hay pruebas de procesos de destilacion para produccién de Etanol.

Remontandonos ya al siglo XVI1I1I, nos topamos con el investigador Edgar Jenner, el cual se dio
cuenta que entre la poblacion rural era comdn contraer la viruela, pero concretamente vacuna. Esta
variante era mucho mas leve que su contraparte humana y vio que aquellos que la contraian,
posteriormente eran inmunes a la humana. Tras experimentar con algun nifio confirmo su hipétesis

y asi es como descubri6 oficialmente la primera vacuna de la historia de la humanidad.

En el siglo XIX, los conocimientos sobre sistemas bioldgicos aumentaron, dando paso a lo que se

conoce como la biotecnologia moderna.

Finalmente, a principios del siglo XX, se lograron llevar a cabo los primeros bioprocesos a escala
industrial, trataban de fermentaciones con el fin de obtener &cido citrico y penicilina. En la segunda
mitad de siglo, Eli Lilly consiguid obtener el primer producto genéticamente modificado, insulina

humana.
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Como se ha visto, el ser humano empez6 realizando bioprocesos muy béasicos en los que solo
utilizaban levaduras y hongos, de ahi el ser humano ha ido evolucionando y ampliando su
conocimiento hasta el punto de que, actualmente, utiliza catalizadores como enzimas o células
animales. Otras opciones han sido utilizadas, aunque en menor proporcion, hablamos por ejemplo

de células vegetales. (Heinzle, Biwer, & Cooney, 2006)

1.6 Mercado

Actualmente, la industria global de los bioprocesos se encuentra al alza, debido mayormente a las
ventajas que pueden presentar los bioprocesos frente a los procesos tradicionales como puede ser
los métodos de produccidén no nocivos para la salud y la menor contaminacion que supone la

utilizacion de estos procesos.

Durante los Gltimos afios, la concienciacion por parte de la gente sobre la contaminacion que esta
causando el hombre y el grave estado del planeta Tierra, hace que se fomente el desarrollo de
procesos que impliquen el menor impacto ambiental posible. El desarrollo de bioprocesos en
sustitucién de procesos convencionales los cuales producian unos altos niveles de contaminacion
tanto a las aguas como al aire y los suelos es un hecho. Por esto, las industrias llevan afios viendo
y explotando una oportunidad de negocio en todos aquellos productos que puedan ser producidos

biolégicamente, ya sean medicamentos o combustibles.

Es por todo esto por lo que es innegable la importancia que tienen los bioprocesos en la industria,
lo cual repercute directamente en la economia (Heinzle, Biwer, & Cooney, 2006). A continuacion,

se muestra una tabla con las industrias que mas utilizan los bioprocesos:

Jordi Arévalo Aguado
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Escala Productos
Productos quimicos basicos Muy grande Moléculas organicas pequefias
Productos quimicos complejos Media Moléculas organicas pequefias
Detergentes Grande Enzimas
Salud / Cosmética Pequefia/Media | Proteinas y pequefias moléculas
Farmacéutica convencional Media Moléculas orgénicas pequefias
Biofarmacéutica Pequefa Proteinas
Alimentaria Muy grande Proteinas y demas
Mineria de metales Muy grande Metales y compuestos metalicos
Tratamientos de residuos Muy grande | Purificacion de aguas, aire y suelos

Tabla 1. Industrias donde mas se utilizan los Bioprocesos

Como se puede observar, a la cabeza de la utilizacion de bioprocesos estan la industria quimica
con la produccion de productos quimicos basicos junto con la industria alimentaria, la mineria de
metales y tratamientos de residuos. La industria de productos quimicos basicos se centra en la
produccién de moléculas organicas pequefas, la mineria de metales utiliza bioprocesos para
producir los propios metales e incluso algin compuesto metalico, asi como la desulfuracién de
combustibles fésiles o la recuperacion de metales de una solucion. No obstante, en la industria de
los metales se estan estudiando aun aplicaciones de bioprocesos a metales como cobre y oro.
(Lawrence, 1998) Por otro lado, en lo que concierne a los tratamientos de residuos, la utilizacién

de microorganismos para la purificacion de aguas, suelos y aires esta ampliamente estudiado.

En cuanto al volumen de mercado de los bioproductos, lo méas (A. Selyanin, Ya. Boykov, & N.
Khabarov, 2015)actualizado que se ha encontrado han sido datos del afio 2000, no obstante,
serviran para hacerse una idea del mercado que habia entonces y mas o menos como seguira la
tendencia. En el siguiente grafico se muestra el volumen de mercado de los bioproductos en el afio
2000 teniendo las ventas totales estimadas un valor de entorno a 60 mil millones de ddlares
(Heinzle, Biwer, & Cooney, 2006):
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% De ventas | Productos tipicos

Antibidticos 42 Penicilinas
Proteinas terapéuticas 25 Insulina

Otros productos farmacéuticos 17 Esteroides

Aminoécidos 8 Glutamato
Enzimas 3 Celulasa

Acidos organicos 3 Acido citrico
Vitaminas 1 B12

Polisacaridos 1 Xantano

Tabla 2. Volumen de mercado de los bioprocesos en el afio 2000

Volumen de mercado de los bioproductos

\\\l

® Antibidticos

Otros productos farmacéuticos

m Enzimas

m Vitaminas

= Proteinas terapéuticas

Aminodcidos
= Acidos organicos

m Polisacaridos

Gréfico 1. Volumen de mercado de los bioprocesos en el afio 2000

Se puede ver como los antibidticos solos representan casi el 42% del total de ventas de
bioproductos, esto es completamente deducible debido a la cantidad de personas en el mundo y la
cantidad de enfermedades que se pueden desarrollar. En segundo lugar, con un 25% se encuentran
las proteinas terapéuticas como la insulina. La insulina por ejemplo es una hormona que facilita el
uso de la glucosa que se encuentra en sangre, no obstante, un gran porcentaje de la poblacion sufre
algun tipo de diabetes, con lo que o su cuerpo no produce insulina o no la produce en la cantidad

gue su cuerpo necesita por lo que necesitan de inyecciones de insulina para solucionar este
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problema. Seguidamente se encuentran otros productos farmaceuticos varios en un 17%, y otros

productos que representan un 16% del total, como son aminoécidos, acidos organicos o vitaminas.

1.7 Acido hialurénico

1.7.1 ;Qué es?

En 1934, una pareja de investigadores, John Palmer y Karl Meyer, descubrieron a partir de su
extraccion del humor vitreo de ganado bovino, la existencia de un polisacérido con un muy raro
alto peso molecular al cual llamaron Acido Hialurénico (HA), nombre proveniente de la unién de
dos palabras, Acido urénico y hialoideo, palabra que hace referencia a su parecido con el cristal.
Aunque en un primer momento se descubri6 en el humor vitreo de ganado bobino, no se tardé en
seguir investigando este compuesto y en descubrir de su existencia en numerosas partes de los
tejidos de los seres vivos vertebrados, como por ejemplo en los cordones umbilicales, en los fluidos
de las articulaciones, en la piel, en crestas de gallo... (A. Selyanin, Ya. Boykov, & N. Khabarov,
2015)

Este compuesto, estd formado por disacaridos como el acido glucurénico y el N-
Acetilglucosamina, los cuales se encuentran unidos por enlaces 8(1-3) y 8(1-4). En la llustracién
2. Monémero de Acido Hialurénico, puede observar la estructura del monémero del acido hialurénico.
Como se puede observar, esta compuesto por Acido glucurénico y N-Acetilglucosamina los cuales

forman cadenas de mondmeros muy numerosas (Hui Sze, C. Brownlie, & A. Love, 2016).
La formula de su molécula es la siguiente:
(C14H21NO11),,

La molécula de acido hialurénico estd compuesta por 14 aomos de Carbono, 21 atomos de
Hidrogeno, 1 atomo de Nitrégeno y finalmente 11 atomos de Oxigeno. Esto significa que el
monomero tiene un peso molecular de 379 g/mol. No obstante, el peso molecular del acido
hialurénico varia mucho dependiendo de la forma en que se haya sintetizado o de donde se
encuentre. Los pesos moleculares del &cido hialurénico pueden variar enormemente, desde un

orden de magnitud de 10* hasta incluso a ordenes de magnitud de 10°.
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llustracion 2. Monomero de Acido Hialurénico (Hui Sze, C. Brownlie, & A. Love, 2016)

Actualmente, los métodos de obtencion de Acido Hialuronico a niveles que sea viable su
comercializacion son principalmente a partir de produccion mediante microorganismos, como por
ejemplo de las familias Bifidobacterium, Streptococcus o Bacillus, o a partir de tejidos de seres
vivos vertebrados como pueden ser las crestas de gallo, las cuales poseen una alta cantidad de
Acido Hialurénico en relacion con otros métodos de obtencion a partir de otros restos de seres
vivos como pieles o humor vitreo como se ha mencionado anteriormente (Hui Sze, C. Brownlie,
& A. Love, 2016).

El Acido hialurénico posee unas propiedades Gnicas. Es un biopolimero lineal, es decir, son
macromoléculas (proteinas, polisacaridos...) que se puede encontrar en gran parte de los seres
vivos vertebrados y que ademas forman largas cadenas de 4tomos. Se encuentra en la matriz
extracelular de los tejidos neurales, conectivos y en los epiteliales de los vertebrados. Como se
vera mas adelante, tiene un alto uso y valor comercial en los sectores de cosmética y farmacéutica
debido a sus propiedades viscoelasticas, a su alta retencion de la humedad y a su gran
biocompatibilidad entre otros. Es por esto por lo que, tiene gran uso en trato de heridas,
inflamaciones y actualmente se esta investigando su uso con el fin de intentar curar o paliar los

efectos del cancer (Brown & Jones, 2005).

Un ser humano medio, con un peso en torno a 70 kg, tiene en su cuerpo aproximadamente 15
gramos de &cido hialurénico en el cuerpo y cada dia se degrada y sintetiza mas o menos un tercio
de éste (Chemik, 2012).
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Es una molécula que naturalmente tiene carga negativa debido a los grupos carbonilos que
contiene, es por esto por lo que tiene la capacidad de unirse a grandes cantidades de agua para asi

formar un gel viscoso el cual es de alta utilidad en numerosos sectores.

1.8 Historia del Acido Hialurénico y su investigacién

El descubrimiento de este compuesto dio que hablar ya que poseia propiedades Unicas, haciéndolo
asi diferente del resto de glicosaminoglicanos. El acido hialurénico contenia acidos urénicos y

aminoazUcares y sin embargo no contenia trazas de pentosa ni sulfatos.

Como se ha dicho anteriormente, se descubri6 en 1934 por parte de John Palmer y Karl Meyer a
partir de extraerlo del humor vitreo del ganado bovino. A partir de este descubrimiento, numerosos

investigadores empezaron a estudiar este nuevo compuesto.

En 1928, el médico e investigador F. Duran i Reynals, fue capaz de encontrar en testiculos de
conejo, un compuesto activo el cual inyectandolo junto a tinta negra se observaba una propagacion
muy rapida del color negro a través del tejido conectivo. Al seguir investigando, se descubrid que
se estaba produciendo un aumento de la permeabilidad del tejido conectivo, debido a una
despolimerizacion de su Acido Hialurénico, su sustancia basica. Se concluyd que este extracto
contenia una enzima especifica, a la que se le dio el nombre de “hialuronidasa”. Este
descubrimiento, significé que existia una enzima que podia romper selectivamente la molécula de

Acido Hialurénico y ademas, ayudo a definir su estructura.

En 1937 F. Kendall fue capaz de aislar hialuronano a partir de los grupos A y C de Streptococcus
lo cual, tuvo una notable importancia debido a que actualmente, los grupos de Streptococcus son

la fuente de produccion industrial mas econémica y fiable de Acido Hialurénico.

En 1943, los investigadores E.A. Balazs y L. Piller descubrieron que, en el caso de las rodillas
perrunas, la sustancia intercelular del tejido conectivo de la sinovia contiene mucosa viscosa
suficiente como para sustituir la eliminada de la rodilla por motivos diversos. Estos estudios
permitieron realizar estudios sobre el rol del &cido hialuronico en rodillas, sanas y con alguna clase

de traumatismo.

En 1949, se publicé por parte de los investigadores C. Ragan y K. Mayer, el que seria el primer

estudio en el cual se compararian diferentes fluidos sinoviales, sanos y con algun tipo de patologia,
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mediante la determinacion de dos propiedades del Acido Hialurénico, su viscosidad y su

concentracion.

En el periodo de entre 1948 y 1951, los investigadores dedicaron gran parte de sus esfuerzos en
intentar definir la estructura del Acido Hialurénico. Finalmente, en 1951, los cientificos A. G.
Ogston y J. E. Stanier sacaron a la luz la primera informacion relevante hasta la fecha acerca de la
estructura de la macromolécula de Acido Hialurdnico en solucién acuosa. Consiguieron definir
que a mayores concentraciones de hialuronano en disolucion, mayor es la relacion entre la
viscosidad y los gradientes de velocidad. Ademas, en 1955 a través de medicion de la dispersion

de luz, se confirmo que tenia una configuracion helicoidal irregular.

Durante la primera mitad del Siglo XX, existian varios caminos en la investigacion del Acido
Hialuronico. En la segunda mitad de siglo, estos caminos se dividieron en diferentes ramas, las
cuales tocan un amplio rango de campos de la ciencia, entre los que se incluyen la medicina, la
bioguimica o la glicobiologia, término aceptado a finales de siglo y que estudia funcion, biologia

y estructura de los carbohidratos.

R. Fuoss describi6 que la viscosidad del Acido Hialurénico dependia en cierto grado del valor de
pH en el que se encuentre y de la fuerza idnica de la disolucidon, con lo que se pudo concluir que,

dependiendo de la presencia de sales inorganicas en disolucion, este valor de viscosidad variara.

Finalmente, en el 1954 Meyer redactd un articulo, publicado en la prestigiosa revista Nature, en
el cual se especificaba la estructura del disacarido resultante de la escision por parte de la
streptococcus hialuronidasa de las moléculas de Acido Hialurénico (A. Selyanin, Ya. Boykov, &

N. Khabarov, 2015). Esta estructura se muestra en la lustracion 3. Estructura del disacarido obtenido

de la escision del Acido Hialurénico por parte de la Hialuronidasa
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llustracion 3. Estructura del disacarido obtenido de la escision del Acido Hialurénico por parte de la

Hialuronidasa

1.9 Usos

Como se ha visto en el apartado anterior, a lo largo de la historia el &cido hialurénico ha sido
estudiado mayormente en ambitos médicos. Es por esto que, debido a sus caracteristicas
propiedades, sus usos mas comunes son tanto en este campo de la medicina como en el campo de

la cosmética.

1.9.1 Campo de la medicina

Como se ha explicado anteriormente, a mediados de siglo XX, se descubrio la presencia de acido
hialurénico en tejidos y fluidos de animales vertebrados, asi como en humanos. EI primer uso con
fines medicinales como tal, fue durante la Segunda Guerra Mundial cuando, para tratar soldados
con heridas por congelamiento, se utilizaron unos vendajes fabricados a partir de un extracto de
corddn umbilical. Gran parte del éxito de estos vendajes es atribuido al acido hialurénico debido
a que esta presente en gran medida en el cordén umbilical. En los afios posteriores, se estuvieron
estudiando posibles aplicaciones médicas para el compuesto. Por ejemplo, en el afio 1950, E.A.
Balazs estudio su uso en casos de desprendimiento de retina. Afios después, se empez6 a inyectar
a caballos de carreras que sufrian de artritis. Ademas, un hecho que seria muy importante en el
campo de la oftalmologia unos afios después fue cuando R. Miller lo utiliz6 en lentes intraoculares

previamente implantadas (A. Selyanin, Ya. Boykov, & N. Khabarov, 2015).
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En el campo de la medicina, el &cido hialurénico se ha centrado en 3 principales aplicaciones: su
uso para paliar los efectos de la Osteoartritis, su uso en cirugia y sanacion de heridas e implantacion

del embridon humano (Brown & Jones, 2005).

La osteoartritis es una enfermedad degenerativa la cual afecta a las articulaciones y que dafia los
cartilagos de éstas. El hecho de que los cartilagos se vayan dafiando, da lugar a que los huesos se
friccionen entre ellos dando paso a dolores y perdidas de movimiento en las articulaciones. En el
caso de esta enfermedad, se esta estudiando y usando el acido hialurénico como solucion. El acido
se inyecta intraarticularmente con el fin de evitar las rozaduras entre huesos. Con estas inyecciones
se pretende sustituir el &cido hialurénico propio de la articulacion que se va degradando o
desapareciendo en los pacientes de la enfermedad, actuando como una especie de lubricante
evitando fricciones, dolor e hinchazones. Aunque principalmente su uso sea en rodillas afectadas
por la osteoartritis, técnicamente se podria aplicar a todas las articulaciones sinoviales, que son
todas aquellas articulaciones moviles que estan recubiertas por una capsula articular, en el interior
de la cual se encuentra el liquido sinovial que es el encargado de lubricar la articulacion evitando

asi fricciones entre huesos.

=

llustracion 4. Imagen de una rodilla que sufre Osteoartritis antes y después de inyectar el AH
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En cuanto a su uso en cirugia y sanacién de heridas, su principal uso es en implantacién de lentes

intraoculares artificiales y en un gel viscoelastico, asi como cicatrizantes.

A partir del acido hialuronico se han desarrollado productos para diversos fines como es el caso
de hidrogeles o jaleas cicatrizantes. La jalea cicatrizante a partir de acido hialurénico que se ha
extraido previamente del cordon umbilical de placentas humanas ha sido probada y ha obtenido
exitosos resultados.

Diversos estudios han determinado que el acido hialurénico es capaz de regular procesos clave
durante la cicatrizacion de una herida como son, la angiogénesis o formacion de vasos sanguineos,
la migracion celular y las inflamaciones. Ademas, se ha estudiado las diferentes propiedades
médicas que tiene este compuesto segin su peso molecular. Un AH de bajo peso molecular dara
lugar a unas fuertes propiedades proinflamatorias mientras que, por otro lado, un AH de alto peso
molecular contara con unas caracteristicas antinflamatorias e inmunosupresoras, es decir, reduce

la actividad del sistema inmune el cual sufre alteraciones debido a la herida o enfermedad.

Recientemente, esta aumentando el uso, desarrollo y avances en la fabricacion de hidrogeles a
partir de acido hialurénico. Un hidrogel es una cadena polimérica hidratada cuyo rango de
aplicacion es muy amplio, dependiendo sus caracteristicas del campo de aplicacion. En concreto,
las caracteristicas del &cido hialuronico hacen que éste pueda ser modificado o moldeado en
hidrogeles con fines biomédicos. Esto, junto con su alta capacidad para sanar heridas y sus
capacidades para degradarse mediante hialuronidasas o via oxidativa es por lo que se trata de usar
para la fabricacion de hidrogeles, habiendo algunos ya en uso clinico tanto en seres humanos como
en animales. El hidrogel a partir de acido hialurénico tiene muchos usos, algunos de ellos son su
utilizacion con fines de reparacion neuronal o utilizacion de hidrogel a partir de acido hialurdnico

para controlar el comportamiento de las células madre neurales (N. Collins, 2014).

En cuanto a su uso en implantacion de embriones, la utilizacion de este compuesto se haya en el

medio de cultivo a la hora de realizar una inseminacion in vitro.

A la hora de realizar una inseminacion in vitro, la implantacion del embrion es aquella etapa que
limitara las probabilidades de éxito. Ademas, también es necesario el uso de un medio de cultivo
durante el proceso de crecimiento del embrion en el laboratorio. Este medio de cultivo debe ser
una firme representacion de lo que supondria un Gtero de mujer ya que. Finalmente, a la hora de
realizar la implantacion, el proceso a través del cual lo embriones se introduciran en el Utero

materno se llama transferencia embrionaria. El &cido hialurénico es un compuesto altamente
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presente en el utero femenino. EI compuesto tiene una muy alta importancia debido a su alta
participacion en gran nimero de procesos esenciales durante la implantacion del embrion en el
utero femenino, como por ejemplo el crecimiento del embrion o en la migracion, union, desarrollo
y diferenciacion de las células. Ademas, de lo que también es capaz este compuesto, es de unirse
al receptor CD44 (el cual es una molécula de adhesion que interviene en las interacciones entre las
células y la matriz extracelular o simplemente entre células) favoreciendo asi la union entre los 2

tipos de células (Brown & Jones, 2005).

1.9.2 Campo de la cosmética

El campo de la cosmética es uno de los mas interesantes para el mercado del acido hialurénico,
siendo uno de los objetivos méas importantes del mercado actda el de la hidratacion de la piel. Es
uno de los componentes mas usados en cremas, polvos y demas elementos de maquillaje o
tratamiento y cuidado de la piel debido a sus altas propiedades para la retencion de humedad, su

alta biocompatibilidad y sus propiedades viscoelasticas

Con la edad, la piel de las personas va perdiendo la capacidad de retener agua y balancear la
cantidad de humedad que esta contiene, esto se traduce en perdida de firmeza y un aspecto mas
viejo y arrugado. Como ya se ha mencionado, este compuesto se caracteriza por una gran retencion
de la humedad, es por esto que esta considerado un compuesto clave para paliar los efectos de

envejecimiento en la piel.

Hay ademas, un compuesto derivado del acido hialurénico que no es mas que una sal de sodio,
Ilamada Hialuronato de sodio que también se usa en numerosos productos de cuidados faciales sin
embargo, esta sal tiene una ventaja adicional que es que facilita que la piel absorba este compuesto

mas rapido aun, que el acido hialurénico.

El &cido hialurdnico y sus sales y derivados son los ingredientes activos de la mayoria de productos
cosméticos con aplicaciones faciales, ojos, anti-celulitiaos e incluso en la zona del cuello, estando
presente en estos productos en unas concentraciones de hasta un 2%. En 1982 Estée Lauder fue la
primera persona en utilizar Acido Hialurénico de animal con fines cosméticos. Los resultados
fueron publicados en un articulo el cual indico que todas las formulaciones de acido hialurénico
0.1%, significaron una mejora significativa en la hidratacion de la piel y en su elasticidad. (CITAR

PDF COSMETICA) No obstante, durante el experimento se aplicaron diferentes é&cidos
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hialurénicos con un amplio rango de pesos moleculares y, aunque todos los experimentos
mostraban unos resultados satisfactorios, aquellos &cidos con bajos pesos moleculares
demostraron una mayor facilidad durante el proceso de penetrar en la piel en contraposicién a un
peso molecular mayor el cual se quedara en la superficie, depositandose sobre la piel, lo cual forma
una pelicula viscoelastica, protegiendo la capa méas superficial de la piel, con una muy mayor
capacidad de retencion de agua, lo cual actuard como un humectante, eliminando la aparicion de

arrugas desde la capa més exterior de la piel (Chemik, 2012).

Hyaluronic Acid

High Molecular Low Molecular

Remains on the Surface Penetrates into the Skin
and works Inside

Ilustracion 5. Representacion gréfica de la diferente penetracion del Acido hialurénico en la piel segin su peso

molecular.

1.10 Evolucion de la produccion

La actual produccion mundial de &cido hialurénico mayoritariamente proviene de dos vias de
producciodn, o bien mediante un proceso de extraccion de partes de animales que tengan un gran
contenido de éste, como son las crestas de gallo, o bien mediante un proceso bioquimico utilizando
microorganismos. Se espera que para el afio 2026, llegue a un valor total de mercado entorno a
15.25 mil millones de délares americanos, registrando un CAGR (Tasa anual compuesta de

crecimiento) de entorno al 7.8% (Grand View Research, 2019).
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1.11 Produccion por via de extraccion de partes de animales

Desde que, en 1934, la pareja de investigadores John Palmer y Karl Meyer consiguieran aislar
acido hialurénico a partir del humor vitreo bovino, se empezo6 a experimentar con otros tejidos
animales como crestas de gallo o cordon umbilical humano para ver si se podia extraer también de
éstos. Los resultados obtenidos a través de los afios han indicado que es la méxima concentracion

obtenida es de 7500 ng por cada gramo de tejido animal en crestas de gallo.

Este método se sigue usando para extraer acido hialurénico de tejidos animales, no obstante, se
encuentra cada vez méas en desuso debido en gran parte a las laboriosas condiciones de trabajo
como puede ser el tener que moler los tejidos animales, las repetidas extracciones con diferentes
solventes de caracter organico o el posterior tratamiento y manejo del acido. Otro problema seria
que, al ser acido hialurénico de origen animal, podria estar unido a agentes contaminantes como
la proteina “hialuronidasa”. que como se ha indicado anteriormente es capaz de degradar el acido
hialurénico. La extraccion de partes de animales es un proceso con un alto coste econdémico ya
que se requieren unas instalaciones de considerable tamafio para almacenar tanto equipo como

materias primas del proceso. También, es un proceso que toma mucho tiempo de completar.

Por el contrario, el otro método que es una produccion a partir de microorganismos se encuentra
en auge, por lo que seré el proceso que estudiar en este trabajo (Hui Sze, C. Brownlie, & A. Love,
2016).

1.12 Produccién por via bioquimica

Actualmente, a la hora de producir Acido hialurénico industrialmente, el método mas viable y

utilizado es mediante la utilizacion de microorganismos de la familia Streptococcus.

La familia de microorganismos Streptococcus tienen la caracteristica de ser Grampositivas, lo que
se traduce en que, al afiadirles un tinte, debido a las caracteristicas de la envoltura celular, puede
entrar en ésta. Por otro lado, si fuera Gramnegativa el tinte no entraria ya que estas poseen una
doble envoltura celular. Ademas, esta familia de microorganismos también posee la caracteristica
de ser inmdviles y no formar esporas. La mayoria de los Streptococcus son anaerobias facultativas,
es decir, pueden crecer y desarrollarse tanto en ausencia como en presencia de oxigeno en el medio.

Por otro lado, el resto si que son estrictamente anaerobias, por lo que se desarrollaran sin la
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presencia de oxigeno en el medio. El Acido Hialuronico sera producido por estos
microorganismos, en concreto lo producirén los grupos A y C extracelularmente, por lo que méas

adelante no habra que romper las células para extraerlo.

El grupo C de esta familia de microorganismos, posee las caracteristicas mas altas de produccién
y ademas no son patdgenos para el ser humano, por lo que sera el que se use para la sintesis del
producto en vez del grupo A de la misma familia. En la industria, las cepas que més se utilizan son

la S. equi subsp zooepidemicus y la S. equi subsp. equi.

Generalmente, las cepas de Streptococcus para producir acido hialurénico utilizaran o necesitaran
como fuente de carbono, glucosa. La concentracion de glucosa en el medio variara entre un 5% vy
un 10%. No obstante, no es la Gnica fuente de carbono que se puede utilizar, lactosa, sacarosa o
dextrina daran un rendimiento parecido, presentando incluso mas ventajas ya que suelen tener un

precio menor a la glucosa, por lo que sera un factor que estudiar si se quieren reducir costes.

El uso de glucosa como fuente de carbono ha sido ampliamente estudiado durante los afios ya que
es una de las fuentes de carbono que mayor rendimiento da. En el afio 2009 los investigadores Don
y Shoparwe demostraron que cuando se trabaja en discontinuo con un sistema de aireacion y con
un sistema de agitado, si se trabajaba con una concentracion de glucosa en torno a 40 g/L, se
obtenia un mayor rendimiento que utilizando 10 g¢/L, no obstante, si se aumentaba esta

concentracion a unos 50 g/L empezaba a darse un caso de inhibicion por sustrato.

A parte de las fuentes de carbono, las fuentes de nitrégeno han sido ampliamente estudiadas
también. En 2009 el investigador Zee-Wee estudié con su equipo el efecto de varias fuentes de
carbono, tanto inorganicas como organicas. En el articulo consigue demostrar que el
microorganismo S. Zooepidemicus tuvo un muy pobre crecimiento al utilizar una fuente de
nitrdgeno inorganica como era el (NH4)2S20g y una nula produccién de &cido hialurénico.
Demostraron que la mayor concentracion celular, asi como la mayor biosintesis de acido
hialuronico fue posible gracias a la utilizacion de fuentes de nitrégeno organicas (Lai, Abdul
Rahim, Ariff, & Mohamad, 2011). Los medios con fuentes de nitrégeno como caseina de peptona
y extracto de levadura consiguen obtener las mayores producciones de acido hialuronico (A.
Vazquez, I. Montemayor, Fraguas, & A. Murado, 2010).
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En cuanto a la ruta biosintética del Acido Hialuronico en Streptococcus, se puede ver en la
llustracion 5. Suponiendo como fuente de carbono la glucosa, gracias a la enzima Glucoquinasa
se obtiene la Glucosa-6-Fosfato. La Fosfoglucosa-lsomerasa es una enzima la cual, cataliza la
reaccion reversible de Glucosa-6-Fosfato a Fructosa-6-Fosfato. Una vez se tienen las dos vias
principales, mediante la via de la Glucosa-6-Fosfato, tras una serie de reacciones, se obtendra el
Acido glucurénico mientras que de la otra via y a partir de la N-AcetilGlucosamina-6-Fosfato se

obtendra el N-AcetilGlucosamina, el segundo componente del acido hialuronico.
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llustracion 6. Ruta biosintética Acido Hialurénico en Streptococcus
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2 Objetivos

El principal objetivo de este Trabajo Final de Grado es el disefio de un proceso de produccién
industrial de &cido hialurénico por via bioldgica. Para ello, se han de cumplir los siguientes
objetivos especificos:

e Seleccidn del microorganismo y las condiciones de trabajo
e Seleccion del tipo de reactor y el modo de operacion

e Escalado del proceso

e Dimensionado del proceso

e Estudio de viabilidad econdmica
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3 Metodologia

3.1 Descripcion del microorganismo y las condiciones de trabajo

Como se ha mencionado, el principal objetivo de este Trabajo Final de Grado es el desarrollo o
disefio de un proceso de produccion de &cido hialurénico mediante via bioldgica y ver su
rentabilidad. Para esto, es necesario primero definir el proceso, teniendo claro el punto de inicio y
el punto final, a qué condiciones se van a trabajar y que fuentes de carbono, nitrogeno,

microorganismos y demas, se van a utilizar.

Con el fin de definir el mejor proceso posible, se buscaron en bibliografia gran cantidad de
articulos en los que estudiaran un proceso para obtener &cido hialuronico y comparar los
rendimientos obtenidos con el fin de seleccionar y desarrollar el que mayor cantidad obtuviera al

final.

Se encontrd un articulo (Im, Song, Kang, & Kang, 2009), en el que estudiaban, cambiando fuentes
de carbono, nitrdgeno y demas como se podria obtener la cantidad méaxima de producto afiadiendo
que fuentes y en que cantidades, por lo que el disefio del proceso de este trabajo se va a basar muy
fuertemente en este articulo, utilizando en la medida de lo posible, las mismas caracteristicas de
proceso, condiciones y relaciones de tamafio en los equipos con el fin de ser lo mas fiel al proceso
original e intentar obtener los mismos rendimientos o lo méas parecido posible. En el articulo
trabajan a escala de laboratorio y ademas lo transportan a una planta piloto, los datos de la cual

serviran mas adelante para realizar el escalado de este trabajo.

El proceso que seguir basicamente se ha explicado anteriormente. A partir de una fuente de

carbono, en este caso la glucosa, se va a acabar produciendo acido hialurénico.

Para empezar, en el articulo seleccionan el microorganismo. EI microorganismo seleccionado
pertenece a la familia de Streptococcus sp., en concreto se trata de una mutacion hecha por los
investigadores en la cual eliminaron toda posibilidad de aparicion de la enzima hialuronidasa, la

cual como se ha explicado anteriormente degrada al acido hialurénico.

Una vez tienen el microorganismo, los investigadores dedican el articulo a ir probando
combinaciones de fuentes de carbono, nitrogeno, fosfato y fuentes minerales, incluso barajando la

posibilidad de afadir &cidos organicos y aminoacidos para estudiar el aumento o disminucion del
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rendimiento. La optimizacion del proceso se realiz6 mediante optimizacion de dos pasos, siendo
el primero una optimizacion de un factor a la vez seguido por un segundo método que serd un

disefio de Taguchi o también conocido como arreglo ortogonal.

Una optimizacion de un factor a la vez es un metodo cientifico en el cual se modifica una variable
cada vez con el fin de visualizar el efecto de cada una de las variables en la respuesta. En este caso
fue utilizado para ver, por ejemplo, en el caso de las fuentes de carbono, cual de ellas nos daria un
rendimiento mayor. Se utilizo para elegir todas y cada una de las materias primas, fuentes de
carbono, fuentes de nitrogeno, fuentes de fosfatos y fuentes minerales. Por otro lado, el disefio de
Taguchi o arreglo ortogonal se trata de un método disefiado para elegir una variable que sera la
que mejor funcione en las condiciones o entorno elegido. En el caso del articulo se utilizé para,
después de seleccionar cada una de las fuentes de nutrientes, ver en que concentracion se deberian

afiadir para optimizar el proceso.

En el susodicho articulo, trabajan en una escala de laboratorio cuando tratan de optimizar el
proceso, no obstante, reproducen el trabajo a una de planta piloto en un recipiente de 75 Litros.

A escala de planta piloto consiguen obtener un rendimiento de aproximadamente 6.94 g/L que
servira de guia a la hora de realizar este trabajo ya que se utilizara como el rendimiento del proceso

a escala industrial.

El peso molecular del acido hialurénico obtenido sera bastante alto de entre 1.5 - 10® Da a 5.9 -
10° Da lo que abre la posibilidad de que se le de uso farmacéutico o del campo de la medicina, lo

cual le da la posibilidad de venderse a un alto precio.

La temperatura de trabajo del proceso en el fermentador principal debera ser de 36°C o lo mas
cercano a esta temperatura posible. Esto es debido a que el microorganismo, Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus, tiene una temperatura de crecimiento de 37°C y un rango de temperaturas
muy cercano a esta. Ademas, este microorganismo, se trata de un microorganismo aerobio, es
decir, necesitard oxigeno para crecer, por ello en el fermentador debera afiadirse un sistema de

aireacion con el que asegurar su crecimiento.

El microorganismo se adquirird en pequefios viales, significara que se tendra que realizar un
proceso de propagacion con el fin de conseguir que se reproduzca para poder inocularlo al reactor
mas adelante. Con el fin de poder facilitar el proceso de reproduccion del microorganismo, en la
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ficha técnica de una empresa de la cual se puede obtener el microorganismo, facilitan ademas del
vial, informacion sobre 3 soluciones que utilizar para hacerlo crecer. Una se trata de un medio
especifico llamado Brain Heart Infusion Agar/Broth el cual estd hecho a partir de extractos de
cerebro y corazon de cerdo, otra se trata de un medio especifico también, hecho a partir de un
caldo de agar con sangre de oveja y por Gltimo y el que se utilizara en este trabajo al igual que en
el articulo sera el medio Todd-Hewitt Broth, el cual es un medio muy especifico que se adquirird
solido y siguiendo las instrucciones de dilucion, por cada 37 g del medio se utilizaran 1000 ml
de agua, se utilizara para cultivar el microorganismo. El proceso de crecimiento debe realizarse a

una temperatura de 37 grados centigrados y durante 24 y 48 horas.

El microorganismo, a parte de una temperatura recomendada de 37 grados centigrados, necesita

un pH neutro, es decir, un valor de en torno a 7 (Im, Song, Kang, & Kang, 2009)

Para llevar a cabo el proceso, el fermentador necesitara un sistema de aireacion. Ya se ha explicado
que este proceso se puede llevar a cabo tanto de forma anaerobia como aerobia. No obstante, se
demostrd que realizar el proceso en un medio con presencia de oxigeno debido a una aireacion
afectard al rendimiento global del proceso ya que aumentara el nivel de produccién de &cido

hialuronico en contraposicion de si se realiza de forma anaerobia.

La produccion de acido hialurénico mediante un bioproceso se realiza en la gran mayoria de los
casos en discontinuo. Un cultivo que se lleva a cabo de forma discontinua, Batch o por lotes, se
caracteriza por tener paradas, es decir, a diferencia de un proceso continuo que se va alimentando
y vaciando continuamente, un proceso discontinuo tanto para alimentarlo como para vaciarlo, el
proceso debe interrumpirse. Cuando se trabaja de esta forma, se suele tener méas de 1 equipo de
proceso ya que durante la carga y descarga de uno de ellos, el otro o los otros pueden seguir
trabajando, evitando asi las pérdidas de tiempo excesivas o0 también se usan mas de uno en caso

de averia no parar toda la produccion.

3.2 Descripcion materias primas

Como se ha explicado anteriormente, un bioproceso necesita para llevarse a cabo fuentes de
carbono, fuentes de nitrogeno, fosfatos y minerales ya que es lo que el microorganismo en cuestion
transformara en el producto buscado. No obstante, en este trabajo, ademas, siguiendo con el

consejo del articulo guia, se van a afiadir a todo lo anterior tanto aminoacidos como &cidos
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orgénicos. Las materias primas utilizadas durante el desarrollo del proceso y para procesos
paralelos como la hidrolisis &cida se detallan a continuacion:

3.2.1 Fuente de carbono

En el proceso, se va a utilizar glucosa como fuente de carbono. La glucosa es la principal fuente
de energia de los seres vivos. Ayuda a mantener el cuerpo activo y a asegurar el buen
funcionamiento de las funciones vitales. Es un compuesto muy utilizado en las fermentaciones ya
que su fermentacidn puede dar lugar a productos como el vino, la cerveza o incluso etanol. En su
estructura, cuenta con un 40% de carbono, los célculos pertinentes se desarrollaran més adelante
en su seccion. La glucosa es un elemento que se encuentra en gran infinidad de frutas. Es un
producto un tanto caro si se va a utilizar directamente como fuente de carbono ya que debido a su
precio y a las cantidades necesarias industrialmente supondria un alto coste. Es por esto por lo que
en este proceso se va a utilizar glucosa como fuente de carbono solo que no se va a adquirir
directamente, sino que se va a obtener a partir de pieles de naranja. Las pieles de naranja son
deshechos de la industria de los citricos ya que normalmente a estas industrias solo les interesa el
zumo que estas producen, es por esto que por un precio muy bajo se puede conseguir una gran
cantidad. Estos deshechos de la industria de los citricos tienen un porcentaje en celulosa de un
33.98% (Rivas, Mills, & D. Jones, 2013), la celulosa se puede convertir en glucosa mediante un
proceso de hidrolisis acida, por lo que de este modo, partiendo de pieles de naranja se va a obtener

la glucosa necesaria para el proceso.

La glucosa en este trabajo se va a implementar en el medio en un porcentaje de 6.36%. En un
principio, en el articulo del cual se esta adaptando el proceso a escala industrial (Im, Song, Kang,
& Kang, 2009), aplican un porcentaje de glucosa en el medio del 4%, sin embargo, el rendimiento
de gramos de &cido hialurénico generados dividido entre los gramos de glucosa introducidos en el
medio que se encontrd en otro articulo fue del 11% (Chen, Chen, Huang, & Chen, 2008), que
aplicando los calculos correspondientes se transformé en un porcentaje de glucosa en el medio del
6.36%. Se presento el problema de elegir cual de los dos porcentajes se aplicaria en el medio, se
opto por escoger la situacién mas desfavorable y se eligié el mayor porcentaje de glucosa posible
ya que con ese porcentaje se aseguraba el cumplir las condiciones establecidas en un medio con

menor concentracion de glucosa.
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3.2.2 Fuente de nitrogeno

Industrialmente, las fuentes de nitrégeno mas utilizadas son el amoniaco o la urea. No obstante,
hay veces que se requiere nitrégeno organico en el medio por lo que se pueden utilizar sueros o
soja. Otro ejemplo de fuente de nitrégeno cuyo uso esta bastante extendido es el extracto de
levadura, el cual es un producto con alto contenido en vitaminas y aminoécidos ademas de ser un
residuo del proceso de elaboracion de cerveza y un muy buen nutriente para un gran nimero de
microorganismos. Otro ejemplo de una fuente con un uso en un muy amplio rango de
microorganismos son las peptonas, las cuales consisten en hidrolizados de proteinas. Algunas

pueden tener un precio un tanto elevado, aunque esto no impide su amplio uso.

En este trabajo se van a utilizar como fuentes de nitrégeno 2 compuestos, caseina de peptona y
extracto de levadura. Cada compuesto representara un porcentaje del total de fuente de nitrégeno
introducido al medio. La caseina de peptona sera un 57% (Im, Song, Kang, & Kang, 2009) del
total de fuente de nitrégeno introducido al medio, y ademas su contenido en nitrégeno es de un
13% (Britania, s.f.). Por otro lado, el extracto de levadura supondra un 43% (Chen, Chen, Huang,
& Chen, 2008) con un contenido en nitrégeno medio del 10.9% (Britania, s.f.). La proporcion en
la que se encontraran en el medio seguira el ratio Carbono:Nitrogeno de 7.5 (Chen, Chen, Huang,
& Chen, 2008), es decir, habra 7.5 veces méas carbono en el medio que nitrégeno, por lo que a

partir de esto se calculara mas adelante la cantidad de estas dos fuentes en el medio.

3.2.3 Fuente de fosfatos

El fésforo tiene una presencia importante en la molécula ATP (trifosfato de adenosina), la cual es
la que se encarga de proporcionar energia a los seres vivos y es la fuente principal de energia que

utilizan las células en realizar sus actividades.

En el articulo de referencia, estudian la posibilidad (Im, Song, Kang, & Kang, 2009)ad de utilizar
diversas fuentes de fosfatos como son (NH,),HPO,, Na,HPO,, NaH,PO,, Na;PO0,, y por ultimo
KH,PO0,. Todas las fuentes de fosfatos fueron estudiadas bajo las mismas condiciones y usando el
mismo porcentaje de cada una de ellas cada vez. Finalmente, se demostrd que con la que se
conseguia un mejor rendimiento era el KH,PO,. Esta fuente de fosfato se encontrara en el medio
en un porcentaje del 0.25%, y para medir la cantidad que es este porcentaje se utilizar el

porcentaje de la glucosa como referencia.

Jordi Arévalo Aguado



Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 35/105

3.2.4 Fuentes minerales

La ausencia de fuentes minerales puede limitar la actividad del microorganismo, reduciendo el

rendimiento de la reaccion.

En el articulo de referencia (Im, Song, Kang, & Kang, 2009), estudian la posibilidad de utilizar
diversas fuentes de minerales como son CuS0,, CoS0,, ZnCl, ZnS0, , NaF, CaCl2, KCl, FeCl,,
FeSO0,, MnS0,, BaCl,, CuCl, y por altimo MgCl,. Todas las fuentes de minerales fueron
estudiadas bajo las mismas condiciones y usando el mismo porcentaje de cada una de ellas cada
vez. Finalmente, se demostrd que con la que se conseguia un mejor rendimiento era el MgCl,.
Esta fuente de minerales se encontrard en el medio en un porcentaje del 0.05%, y para medir la

cantidad que es este porcentaje se utilizara el porcentaje de la glucosa como referencia.

3.2.5 NacCl

La utilizacion de cloruro de sodio puede ser beneficioso para el medio en cantidades moderadas,

ya que en altas podria afectar negativamente al microorganismo.

La concentracion de NaCl en el medio sera del 0.5% utilizando la concentracion de glucosa como

referencia.

3.2.6 Aminoacidos

En el articulo (Im, Song, Kang, & Kang, 2009), se estudia los efectos que tendria la adicién de
diversos aminoacidos a la produccion de acido hialurénico final. Los aminoacidos tienen la
funcién principal de evitar el agotamiento de nutrientes en el medio y mantener la fase de

crecimiento.

Estudian diferentes aminodacidos y el porcentaje en el que se encontraran en el medio viendo si
aumentaba el rendimiento. Fueron capaces de determinar que el rendimiento sufria aumentos
notables, lo que permitia su inclusion en el medio. Los porcentajes son muy pequefios, con
variaciones igual de pequefias. Finalmente, determinan que aminoacidos afadir en este caso,
glutamina y glutamato. La concentracion Optima para afiadir estos aminoécidos es de
0.04% y 0.06%.
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3.2.7 Acidos organicos

En el articulo (Im, Song, Kang, & Kang, 2009), se estudia los efectos que tendria la adicion de

diversos acidos organicos a la produccion de acido hialurénico final.

Estudian la utilizacion de diversos acidos organicos para al final determinar que el acido oxalico
es el que méas aumenta el rendimiento del proceso. Seguidamente, estudian que concentracion en

el medio es la éptima, en este caso 0.02%.

3.2.8 Acido sulfarico

Anteriormente se ha explicado que la glucosa a utilizar provendra de la transformacion de celulosa
contenida en las pieles de naranja, para ello, se ha de realizar un proceso de hidrolisis acida en la
que se utilizara acido sulfarico 2.5M, el cual sera diluido a partir de &cido sulfarico concentrado

comercial al 98%.

3.2.9 Hidréxido de sodio

El &cido anteriormente utilizado, debe ser neutralizado, puesto que afectaria al pH del medio,
afectando negativamente al rendimiento y muy posiblemente matando los microorganismos
encargados de la produccion. Se utilizard NaOH solido para neutralizar el 4cido. Hay que tener en
cuenta a la hora de los célculos que el &cido sulfurico es diprotico, es decir tiene 2 protones
mientras que el hidréxido de sodio solo tiene 1 molecula de OH ™. El hidroxido de sodio comercial

que se adquirira tendrad una pureza del 98% aproximadamente.

3.2.10 Etanol

Para el proceso de purificacion del &cido hialurénico, ya al final del todo, se utilizara etanol para
hacerlo precipitar y lavarlo. Para hacerlo precipitar se utilizara etanol al 95%. Este etanol se
recircula al evaporador y se recupera hasta un 80%. Para el lavado final, estara en una

concentracion del 80%.
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3.3 Descripcion del proceso

A continuacién, se van a describir los pasos del proceso y se van a detallar las caracteristicas de

cada una de sus partes:

3.3.1 Crecimiento del microorganismo

La primera parte del proceso consistira en hacer crecer el microorganismo en un medio adecuado
para poder seguir las operaciones. ElI microorganismo se adquirira junto con el medio THB para
su preparacion. Lo primero sera diluir el medio en agua, por cada 37 gramos de medio, se utilizaran
1000 ml de agua (En la seccion de calculo se detallara més a fondo las proporciones y el escalado
al trabajo). El microorganismo se dejara crecer en este medio durante un periodo de unas 24 horas,

si es mé&s incluso mejor. Una vez dejado crecer, se introduciré en el fermentador principal.

3.3.2 Hidrdlisis acida de las pieles de naranja

Unas horas después de introducir el microorganismo en el medio de crecimiento, se puede empezar
airrealizando el proceso de hidrolisis &cida de las pieles de naranja con el fin de obtener la glucosa,
la cual serd la fuente de carbono principal del proceso. Tras introducir el &cido concentrado y
diluirlo hasta una concentracion de 2.5 M, se calienta el medio hasta 120 grados centigrados y se
introducen las pieles de naranja y se deja durante 2 horas. Una vez finalizado, se afiade el hidroxido
de sodio con el fin de neutralizar el medio aun pH de 7, y la disolucién con glucosa ya neutralizada
pasa por un evaporador, el cual se encargara de evaporar la parte del agua sobrante para que la
glucosa se encuentre en el porcentaje correcto en el medio, 6.36%. Tras el evaporador, del cual

saldra a una temperatura de entorno a 55 grados, se introduce en el fermentador principal.

3.3.3 Adicion de materias primas y microorganismos en el fermentador

A medida que la disolucion sale del evaporador y se introduce en el fermentador central, se
esperara a que la temperatura baje a la adecuada para el microorganismo y el proceso, 36 grados,
para ello estara el sistema de refrigeracion del fermentador. Conseguida la temperatura adecuada,
se afadira el microorganismo al medio y las materias primas en las proporciones indicadas y se
dejara el proceso durante unas 24 horas. Tras este tiempo, se supone que se habra conseguido la

produccion deseada y se purgardn las células muertas gracias a una llave en el inferior del
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fermentador. Una vez queda solo el sobrenadante, este pasa a un tanque del doble de tamafio para

su purificacion.

3.3.4 Purificacion del producto mediante la adicion de etanol

Tras la eliminacion de las células y haber transportado el sobrenadante al tanque de un tamafo
mayor, se afiadird un volumen de etanol igual al sobrenadante al 95% vy se dejara durante un
tiempo. Tras este tiempo el &cido hialurénico habra precipitado. Con una llave en la parte inferior
del tanque se recuperara este 4cido precipitado y se pasard a un tanque mucho mas pequefio. En
este tanque mas pequefio se depositara el acido hialurénico precipitado y se lavara con etanol al
80% con los mismos litros de etanol por cada kilogramo de producto y se dejara secar, repitiendo
este proceso durante cinco veces y finalmente obteniendo un &cido hialurénico de un muy alto

peso molecular y con una pureza del 80%.

3.4 Descripcion del equipo y escalado

Se va a desarrollar el equipo utilizado y el escalado realizado para llevarlo a grandes dimensiones.
Hay que afiadir que en los tanques que necesiten controlar la temperatura, si no tienen control

propio de temperatura se debera utilizar y programar un controlador PID.

3.4.1 Crecimiento del microorganismo

Para el crecimiento del microorganismo sera necesario un recipiente donde llevar a cabo el cultivo,
un Erlenmeyer de unos 2 Litros con un agitador calefactado serd suficiente. Ademas, también

haré falta una autoclave para esterilizar el medio de cultivo.
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llustracion 7. Autoclave

3.4.2 Hidrdlisis acida de las pieles de naranja

Para la hidrolisis acida, puesto que se hara en 2 tanques diferentes por motivos de seguridad, se
necesitaran 2 tanques calefactados de 850 Litros cada uno, los calculos de los volimenes de los
tanques se detallaran en su seccion de célculos. Ademés, también seran necesarios dos
evaporadores que evaporen parte del agua de la disolucion para concentrar la glucosa antes de

introducirla en el fermentador.

lustracion 8. Tanque para la hidrdlisis acida
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lustracién 9. Evaporador de pelicula descendente
3.4.3 Fermentador

Para la operacion principal sern necesarios dos fermentadores conicos refrigerados de unos 700
litros, calculos detallados en su seccion, y con control de temperatura. Si no se encuentran
refrigerados, se procedera a la utilizacion de un intercambiador de calor para disipar el posible

calor excesivo de la reaccion.

llustracion 10. Biorreactor
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3.4.4 Purificacion del producto mediante la adicion de etanol

Para la purificacion del etanol, se necesitardn 2 tanques con un volumen al menos el doble del
volumen operativo del fermentador, ya que se debe usar la misma cantidad de etanol por cantidad
de disolucion. Ademas, para el lavado posterior, se necesitara un tanque no muy grande para que

quepan el producto de ambos fermentadores y los litros de etanol necesarios para lavarlos.

3.4.5 Escalado

Los escalados en este trabajo, permiten en su gran mayoria aplicar sencillas reglas de tres.
Sabiendo el valor que se utilizaria en una escala de planta piloto, se lleva a las caracteristicas
industriales. No obstante, hay parametros que no es adecuado utilizar este atajo, estos son los

siguientes:
3.4.5.1 Parametros del fermentador principal

El escalado pretende mantener una similitud geométrica, es decir las razones entre las longitudes
correspondientes deben ser iguales o lo més parecidas en los dos sistemas que se estan utilizando.

En este trabajo se ha utilizado la técnica de la mantencion de potencia por unidad de volumen

(P/V).

7, 77, X

Los subindices P y G hacen referencia a la escala correspondiente a la planta piloto y a la escala

correspondiente a gran escala o escala industrial respectivamente.

La expresion anterior se puede sustituir por:

p-N3-Da® 2)

P
Vo Da3

Donde:

e El parametro p corresponde a la densidad del medio (%)
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e El pardmetro N corresponde al nimero de revoluciones por minuto (rpm).
e El parametro Da corresponde al diametro del agitador (m).

La expresion quedaria:

p-N3-Da5} p-N3-Da5} (3)
T il Sl
Da P Da c

Anulando las densidades ya que el medio sera el mismo para ambos casos y simplificando

exponentes queda la ecuacion final con la que se va a trabajar:
N3'Da2}P :N3'Da2}6 (4)

3.4.5.2 Aireado

El escalado del aireado es un calculo méas complejo que el resto que se ha hecho anteriormente.
Para que el escalado sea valido, el K;,, también conocido como el coeficiente global de
transferencia de oxigeno deberd ser el mismo en ambas situaciones. Este coeficiente dependera del

tamafio de burbuja, el tiempo de contacto con el medio...

En este escalado del aireado se va a suponer que el K;, serd el mismo ya que durante todo el
proceso se ha seguido la regla de similitud geométrica, es por esto por lo que se permite suponer
que tendra aproximadamente el mismo valor por lo que con una sencilla regla de 3 se puede

calcular el valor en el reactor industrial tendiendo el valor de la planta piloto:

3.5 Descripcion estudio econémico

Una vez finalizados los célculos y se tienen todas las materias primas y equipos, se procedera a
realizar un andlisis economico del proceso y ver si es viable o no llevarlo a cabo. Se va a realizar
un andlisis de rentabilidad calculando el VAN, el TIR y el Pay — Back. Para el calculo de estos

parametros primero se deben calcular el presupuesto de inversion y el presupuesto de explotacion:
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3.5.1 Presupuesto de inversién

El presupuesto de inversion constituye la suma de los precios de toda la maquinaria y equipos
necesarios para el desarrollo del proyecto. Los precios de las maquinarias y equipos seran en base

a busqueda de equipos similares en catalogos online.

3.5.2 Presupuesto de explotacion

El presupuesto de explotacion constituye el coste de realizar el proceso en 1 afio. Se calculara
como la suma de los salarios, materias primas, energia, agua, mantenimiento de maquinaria, e

incluso las amortizaciones.

3.5.3 Anaélisis de rentabilidad

Para realizar el andlisis de rentabilidad se va a emplear el VAN, TIR y el Pay-Back. Para todos
estos calculos se va a suponer que la explotacion de la planta sera de 10 afios. Se necesitara saber
el desembolso inicial, el cual sera el presupuesto de inversion, asi como el flujo de caja, el cual se

define como:
Flujo de caja (Aho) = Ventas (aino) — Presupuesto de explotacion (5)

Se considerara un flujo de caja constante para los 10 afos.

3.5.3.1 VAN

ElI VAN es el valor actual neto, lo que se traduce como un criterio de inversion con el que conocer

cuanto se va a ganar o perder con la inversion. La férmula se define como:

= v (6)
VAN = —D, + Z m

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

en la inversion.
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Un VAN > 0 es el objetivo puesto que se generaran beneficios.

Un VAN = 0 se traduce en que la inversion no generara ni pérdidas ni beneficios.

Un VAN < 0 significara que se pierde dinero por lo que esta opcidn no interesa en absoluto.
3.5.3.2 TIR

Este indice es la Tasa Interna de Retorno. Indica la rentabilidad de la inversion, es decir, el
porcentaje de beneficio o pérdida que tendra una inversion. %. Es la tasa de descuento que iguala
en el momento inicial, la corriente de cobros con la de pagos. Para considerar que la inversion es
rentable este tiene que estar entre el 5% y el 100%. Una cantidad menor al 5%, tendra un margen
de riesgo frente a beneficios demasiado bajo y, por otro lado, valores cercanos al 100% parecen
bastante irreales puesto que otorgan un beneficio estratosférico y una fraccion muy pequefa de los
negocios llegan a este porcentaje. Es por esto por lo que los resultados més reales suelen ser los
que se encuentran més cerca del 5% que del 100%. La férmula del TIR genera un VAN igual a 0.

En este caso, el calculo se ha realizado de la siguiente manera:

& )
0 0 Z (1+ TIR)t

Donde D, es el desembolso inicial y F el flujo de caja.

e SIiTIR > k, lainversion deberia llevarse a cabo ya la tasa de rendimiento que se obtiene

es superior a la tasa minima de rentabilidad exigida a la inversion.
e SiTIR = k, estariamos en una situacion similar a cuando el VAN era cero.

e SIiTIR < k, el proyecto no debe llevarse a cabo puesto que no se alcanza la rentabilidad
minima.
3.5.3.3 Pay-Back

Es un indice que daré el valor de numero de afios en los que se tardara en recuperar el desembolso

inicial realizado, es decir, el presupuesto de instalacion. La formula es la siguiente:
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Dy (8)

Donde T indica el nimero de afios que se tarda en recuperar el desembolso inicial y F es el valor

del flujo de caja.
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4 Experimental (Calculos)

Se va a detallar los célculos que se han llevado a cabo con el fin de disefiar el proceso de produccion
de &cido hialuronico.

Se van a realizar los célculos para una produccion de 1 tonelada al afio.

4.1 Calculo del tamano del reactor/reactores

Lo primero sera calcular el nimero de ciclos necesarios para cumplir el objetivo de produccién de
1 tonelada, para ello necesitaremos saber el nimero de horas laborables al afio, asi como el nimero

de horas que se tardara en realizar cada ciclo para poder dividirlas y hallar el nimero de ciclos.

Lo primero, con el fin de hallar el namero de horas laborables, se han buscado los dias laborables
en la Comunidad Valenciana en 2019, descontando fiestas nacionales, de la comunidad, asi como
sébados y domingos. Estos han sido:

Dias laborables en 2019 en la comunidad valenciana = 250 dias
A estos 250 dias se les descontara 1 mes (30 dias) de vacaciones, mantenimiento...
Dias laborables reales en 2019 en la Comunidad Valenciana == 250 — 30 = 220 dias

Estos dias los pasamos a horas para averiguar el nimero de horas laborables al afio. Esto se hara

multiplicando el nimero de dias por las horas que tiene cada uno de esos dias.
Horas laborables en 2019 = 220 dias * 24 horas = 5280 horas/afio

Ahora vamos a por el tiempo de cada uno de los ciclos. Segun el articulo, un ciclo de produccién

estd completo en 24 horas.
Tiempo de ciclo estricto = 24 horas

No obstante, por motivos de prevision, se le va a afiadir un 20% de duracion en caso de prevision
frente averias, malfuncionamiento, y lo méas importante, por afiadir los tiempos de carga y descarga

del reactor ya que como se ha dicho antes se va a trabajar en continuo.
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Tiempo real de ciclo = 24 horas + 0.2 * 24 horas = 28.8 horas
Redondeamos:
Tiempo real de ciclo = 29 horas

Ahora que ya sabemos el tiempo que tardaremos en completar un ciclo, asi como el nimero de
horas que se trabajaran al afio, estamos en disposicion de calcular el nimero de ciclos que nos
haran falta para completar la produccion. Este valor se calculara dividiendo el nimero de horas

laborables al afio entre el tiempo de cada uno de los ciclos:

Numero de horas laborables al aiio 9)

Numero de ciclos = - -
Tiempo de ciclo

5280 oras

Numero de ciclos = Toﬁgg = 182.07 ciclos/afio

Si redondeamos hacia arriba este valor obtenemos que el nimero de ciclos necesarios al afio sera
de:

Numero de ciclos = 183 ciclos/afio

Ahora ya conocemos el nimero de ciclos que necesitaremos llevar a cabo para cumplir la
produccién. Este valor nos servira para calcular ahora el tamafio del reactor o reactores que

necesitaremos.

Se ha explicado antes que, siguiendo el articulo de referencia, se obtendria supuestamente un
rendimiento de 6.94 g/L de &cido hialurénico al final del proceso. Se va a ver cuantos litros se

necesitarian para obtener el millén de gramos que supone 1 tonelada:

La cuestion es, si con 1 Litro somos capaces de producir 6.94 gramos de acido hialurénico, cuantos
litros seran necesarios para producir 1 millén de gramos de acido hialurénico. Se calculara de la

siguiente forma:
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1-10° gramos - 1 Litro

Litros necesarios para 1 tonelada =
P 6.94 gramos

= 144092.22 Litros totales

Ya sabemos los litros necesarios totales, asi como los ciclos, con esta informacion seremos capaces
de sacar los litros necesarios por ciclo mediante una simple division. Hay que decir que los litros
necesarios por ciclo serdn una guia para saber que tamafio deben de tener los fermentadores
principales.

Litros totales B 144092.22

Litros por ciclo = Ciclos = 183 = 787.39 Litros/ciclo

Una vez hallada la cantidad de litros que se requieren por cada litro, se puede estimar de que

tamafio se necesitara el reactor o reactores. Redondeando por seguridad, sera:

1 reactor con volumen operativo de 800 Litros

o)

2 reactores con volumen operativo de 400 Litros

Se va a optar por 2 reactores con un volumen operativo de 400 Litros. Esto es debido a que, en
caso de averia del reactor, si se tuviera 1 solo, la produccion automaticamente se pararia, lo que

equivaldria a grandes pérdidas econdmicas y de reputacion de la posible empresa.

No obstante, estos 400 Litros por ciclo se tratarian del volumen operativo del reactor. Hay que
tener en cuenta que, si se pretende ser lo mas fiel posible al articulo base para asi obtener los
rendimientos y el proceso lo mas parecido posible, hay que seguir sus relaciones de volumen del
reactor/volumen operativo de éste. Esta relacion es importante seguirla ya que, por ejemplo, como
se esta trabajando con una fermentacion, se liberara CO al sistema y si no hay espacio suficiente

para la liberacion de éste puede haber problemas.

En el articulo trabajan con un reactor de 75 Litros con un volumen operativo real de 45 Litros, por

lo que se va a intentar llevar esta ratio al proceso de estudio.

Ratio]p = Ratio]; (10)
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75 Litros (Reactor) ~ x Litros (Reactor)
45 Litros (Operativos) 800 Litros (Operativos)

75
Litros (Reactor) a gran escala = i 800 = 1333.33 Litros

Se va a redondear por seguridad y por facilidad para encontrar un reactor de determinados litros a
la hora de comprarlo, a pesar de que afecte un poco al ratio calculado:

Redondeando:
1 Reactor de 1400 Litros
o]
2 Reactores de 700 Litros

Ahora ya se sabe que se deben comprar 2 reactores de 700 Litros con un volumen operativo de
400 Litros.

4.2 Calculo del escalado, revoluciones por minuto del agitador, didmetros

de los reactores y agitador y escalado del aireador.

Como se ha explicado en su seccion correspondiente, el escalado pretende mantener una similitud
geométrica, es decir las razones entre las longitudes correspondientes deben ser iguales o lo mas
parecidas en los dos sistemas que se estan utilizando. En este trabajo se ha utilizado la técnica de
la mantencion de potencia por unidad de volumen (P/V). La formula tras los despejes hechos

anteriormente se refleja como:
N3-Da?}p = N3 -Da?}; (11)

4.2.1 Calculo del diametro y altura del reactor industrial

Primero se deben calcular el diametro y la altura del reactor que se debe utilizar en la industria.

Esto se ha de hacer manteniendo la similitud geométrica con el de la planta piloto.
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Los datos de la planta piloto son los siguientes:
e Diametro del agitador: 120 mm
e Diametro del recipiente: 350 mm
e Rpm del agitador: 400 rpm

e Volumen del reactor: 75 Litros

Con los datos de la planta piloto se va a tratar de mantener una relacion de altura/diametro (H/D)

con los reactores industriales. Se hace hincapié en que se va a tratar de mantener la relacion en la

medida de lo posible ya que posteriormente habra que fijarse y buscar los reactores que ofrecen

los diferentes fabricantes.

De los datos de la planta piloto se conoce el diametro del reactor, por lo que se va a proceder al

calculo de la altura de éste mediante la formula del volumen del cilindro, puesto que es la forma

mas comun en reactores. La férmula del volumen de un reactor es:

Donde:
eV hace referencia al volumen del reactor (m?)
e D hace referencia al diametro del reactor (m?)

e H hace referencia a la altura del reactor (1m)

Sustituyendo los datos anteriores se calcula la altura del reactor de la planta piloto:

0.35\2
0.075 = n(—) “H
2
H=0.78m

(12)
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Se sabe que la altura el reactor de la planta piloto es de 0.78 m. Hay que decir que esta medida es
estimada ya que el reactor de la planta podria no seguir al cien por cien una forma cilindrica, no

obstante, esta estimacion es suficiente para servir de guia.

La relacion altura/diametro serd entonces de:

H_780_223
D 350
H=223-D

Sabiendo cual es la relacion entre altura y didametro, se puede trasladar a la planta industrial para
disefiar el reactor. De la planta industrial se conoce que los volimenes de los reactores han de ser

de 700 Litros. Por lo que utilizando la férmula del volumen usada anteriormente:

2

oG

No se conoce ni la altura ni el diametro del reactor, no obstante, con la relacién obtenida

anteriormente tenemos que:

H=223D (13)

2

D
0.7=m- (i) - 2.23D

Despejando el diametro:
D =0.737m = 0.74 m = 740 mm de diametro
Por lo que la altura del reactor debera ser segun la relacion anterior:
H =2.23D =2.23-0.74 = 1.65 m de altura
Las dimensiones que tendra el reactor industrial son:

Una altura de 1.65 metros con un diametro de 0.74 metros.
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4.2.2 Diametro y velocidad del agitador

Una vez se tienen la altura y el didmetro, de los reactores a disefiar, se tratara de mantener la
relacion de didmetros entre el reactor de la planta piloto y el de la planta industrial. Con ello se

calculara el diametro del agitador. La relacion de didmetros sera la siguiente:

Drea} _ Drea} (14)
Dag), " Dag G
Sustituyendo:

350 730

120  Dag

Diametro de agitador = 250.29 mm = 251 mm

Una vez se tienen todos los datos, se introducen en la ecuacién despejada anteriormente y se sacara

el nimero de revoluciones:
N3-Da?}p = N3 - Da?};
4003 - 120%2 = N3 - 251
N = 244,57 rpm = 245 rpm

El agitador tendra un diametro de 251 mm y una velocidad de giro de 245 rpm.

4.2.3 Escalado del aireado

Segun el razonamiento explicado en su seccion, se procede al calculo del aireado en el fermentador

principal mediante el uso de una regla de tres:

¢ Ratio de aireado del reactor en la planta piloto: 0.5 vvm

Ratio aireado reactor industrial = (15)

Ratio aireado planta piloto - Volumen reactor industrial

Volumen reactor planta piloto
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05700

75 =4.7vvm

El ratio de aireado para el reactor industrial es de 4.7 vvm

4.3 Calculo de las cantidades necesarias de materias primas

4.3.1 Calculo dela cantidad de fuente de carbono necesaria
4.3.1.1 Cantidad de Glucosa

Se va a proceder al célculo de la cantidad de fuente de carbono, en este caso glucosa necesaria

para cada reactor, para un ciclo y el total necesario para la produccién total de acido hialuronico.

Segun bibliografia, la tasa de conversion de la glucosa en &cido hialurénico para ratios
carbono:nitrogeno de 1.3:1, 2:1y 4:1 son de:

Ratio Carbono : Nitrégeno Yeris
13:1 0.1
2:1 0.12
4:1 0.11

Tabla 3. Conversion de glucosa en AH segun ratios C:N

Como se puede observar, el ratio Yy s para los 3 ratios de Carbono : Nitrogeno dados, no varia en

gran medida, es por esto que al ratio Carbono : Nitrégeno de trabajo, el cual es de 7.5: 1 se vaa

. . de acido hialuréni
suponer que seréa de un valor medio de los 3 dados, en concreto de 0.11 =2 ZC;eogl;Zot;omw. Este

ratio significa que por cada 100 gramos de glucosa utilizados, 11 se transformaran en acido

hialurénico.

En el articulo guia, con el proceso que siguen, al final del proceso, la produccion de acido
hialuronico es de 7 g/L. Como se esta siguiendo ese proceso, se va a suponer que esa sera la

produccion al final de nuestro proceso.

Se va a multiplicar la produccion de 7 g/L por los litros operativos de uno de los reactores, 400

L, con el fin de ver la produccién obtenida por 1 reactor al final del proceso, con esto y aplicando
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el rendimiento de 0.11 explicado anteriormente se obtendran los gramos de glucosa necesarios

para uno de los reactores de 1 ciclo.

Produccion al final del proceso de 1 reactor =7 - 400 = 2800 g por reactor y ciclo

Produccion al final del proceso de 1 reactor (16)

Rendimiento = -
g de glucosa necesarios

2800
g de glucosa

0.11 =
Glucosa para 1 reactor = 25454.55 g = 25.46 kg
Luego para un ciclo entero:

Glucosa para 1 ciclo = 25454.55 - 2 = 50909.1 g = 51 kg

Para el total de produccidn ya se ha definido que se necesitara llevar a cabo 183 ciclos por lo que

la cantidad total de glucosa necesaria para llevar a cabo la produccién marcada es de:
Glucosa total = 51-183 =9333 kg

La tabla resumen de la glucosa necesaria para la produccién se muestra a continuacion:

kg de glucosa
necesaria
1 Reactor 25.46
1 Ciclo 51
Produccion total 9333

Tabla 4. kg de glucosa necesarios

4.3.1.2 Calculo de celulosay pieles de naranja necesaria

Se ha elegido que la glucosa sea la fuente de carbono del proceso, no obstante, si se optara por
comprar directamente la glucosa los costes aumentarian en gran medida debido al elevado coste
que tiene la glucosa, es por esto por lo que se obtendra mediante una hidrdlisis acida de pieles de

naranja las cuales tienen una concentracion del 33.98% (Rivas, Mills, & D. Jones, 2013)
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aproximadamente de celulosa, que mediante la hidrolisis &cida se transformara en la glucosa del

proceso.

Segun bibliografia el rendimiento de la transformacion de la celulosa en glucosa es del 22%, por

lo que, sabiendo la cantidad de glucosa necesaria, se puede calcular la cantidad de celulosa que se

tiene que utilizar para cumplir la produccion. Esta se calculara aplicara aplicando inversamente el

rendimiento a la cantidad de glucosa necesaria:

Para un reactor:

Rendimient (()/)_KgGlucosa
endimiento (%) = Kg Celulosa

2546
~ Kg Celulosa

100

Kg Celulosa = 115.73 Kg para un reactor
Si se redondea el valor hacia arriba, se obtiene un valor de:

Kg de celulosa para un reactor = 116 Kg

Para un ciclo entero:

51

20 =——
Kg Celulosa

100

Kg Celulosa = 231.82 Kg para un ciclo
Si se redondea el valor hacia arriba, se obtiene un valor de:
Kg Celulosa para un ciclo = 232 Kg

Para la produccion total:

9333

22 = :
Kg de Celulosa

100

Kg de Celulosa = 42422.73 Kg para la produccién total

Si se redondea el valor hacia arriba, se obtiene un valor de:

Kg de Celulosa para la produccién total = 42423 Kg

La tabla resumen de la celulosa necesaria para la produccién se muestra a continuacion:

17)
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Kg de Celulosa
necesaria
1 Reactor 116
1 Ciclo 232
Produccion total 42423

Tabla 5. kg de celulosa necesaria

Una vez se han calculado los kg de celulosa necesaria para cumplir la produccién de glucosa, se
van a calcular los kg de pieles de naranja de las que se obtendré la celulosa. Sabiendo que contienen
un 33,98% de celulosa, aplicando el porcentaje inversamente a la cantidad de celulosa necesaria,

se calcularan los kg de pieles de naranja necesarios:

Para un reactor:

kg de celulosa (18)

% de celulosa en pieles de naranja = kg de pieles de naranja - 100

) ) 116 - 100
kg de pieles de naranja para un reactor = 3398 - 341.38 kg
Para un ciclo:
232 -100
kg de pieles de naranja para un ciclo = 3398 - 682.76 kg
Para el total de la produccion:
42423 -100
kg de pieles de naranja para el total = 3398 124846.97 kg

Si se redondea el valor hacia arriba, se obtiene un valor de:

kg de pieles de naranja para el total = 124847 kg

La tabla resumen de las pieles de naranja necesarias para la produccién se muestra a

continuacion:

Jordi Arévalo Aguado



Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 57/105

Kg de pieles de
naranja necesarias
1 Reactor 341.38
1 Ciclo 682.76
Produccion total 124847

Tabla 6. kg de pieles de naranja necesarias

4.3.2 Céalculo de la cantidad de fuente de nitrogeno necesaria

Se va a proceder al célculo de la cantidad de fuente de nitrégeno necesaria para cada reactor, para
un cicloy el total necesario para la produccién total de acido hialurénico. Al contrario que la fuente
de carbono que se trata solo de glucosa, la fuente de nitrégeno estara compuesta tanto por Extracto

de Levadura como por Caseina de peptona.

Anteriormente, se ha indicado que el ratio C:N era de 7.5, por lo que habra 7.5 veces mas fuente

de carbono que de nitrégeno.

La fuente de carbono se ha definido que seria la glucosa, no obstante, no toda la glucosa es carbono,
por lo que habra que calcular primero que porcentaje de carbono contiene la glucosa. Esto se va a

calcular a partir de su férmula molecular:
La férmula molecular de la glucosa es:
C6H1206

Como se puede observar, una molécula de glucosa contiene 6 atomos de carbono, 12 de hidrégeno

y 6 de oxigeno. Ademas, cuenta con una masa molar de 180.15654 ﬁ.

Multiplicando los &tomos de cada compuesto por su propia masa molar y se dividen por la masa
total de la molécula de glucosa, se obtendra en que porcentaje se encuentran en la glucosa. La

siguiente tabla muestra los porcentajes:
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Masa en la
Compuestos | Peso atomico | Numero de &tomos en la molécula molécula
c 12.0105 6 72.063
H 1.00797 12 12.09564
0 15.9994 6 95.9964

Tabla 7. Composicion masica de la molécula de glucosa

Una vez se tiene la masa de cada compuesto dentro de la molécula de glucosa, se procede a
dividirla entre la masa de la propia glucosa para ver en que porcentaje se encuentran. Como solo
interesa el porcentaje de carbono en la molécula, solo se detallara el calculo de éste:

72.063
Porcentaje de carbono en la molécula de glucosa (%) == 100 = 40%

T 180.15654

Una vez se ha hallado que la molécula de glucosa tiene un 40% de carbono, se va a ver cuanto
carbono real se utiliza por ciclo con lo que, aplicando el ratio C:N descrito anteriormente, se

calculara la cantidad de nitrégeno necesaria para llevar a cabo el proceso.

La cantidad de glucosa necesaria para un reactor es de 25.46 kg, teniendo en cuenta que solo un

40% de ésta sera carbono, la cantidad de carbono necesario por reactor es de:
kg de carbono por reactor = 0.4 - 25.46 = 10.19 kg

Sabiendo los kilogramos de carbono por cada reactor y el ratio C:N se calcula la cantidad de

nitrogeno necesario en el medio:

10.19

kg de nitrégeno por reactor = —5 = 1.36 kg

El motivo de dividir entre 7.5 es debido a que ha de haber 7.5 veces mas carbono que nitrégeno.

Ya se ha explicado que el nitrégeno del medio vendra de dos fuentes, de extracto de levadura y de
caseina de peptona, cada uno de ellos estara a un porcentaje el cual es conocido y, ademas, como
se conoce que porcentaje de fuente de nitrogeno hay en el medio se puede calcular que cantidad
de cada fuente hay que afiadir. Los datos de las 2 fuentes de nitrégeno son los siguientes:
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Fuentes de nitrégeno % de Fuente de nitrégeno que le corresponde | Contenido en nitrégeno (%)
Extracto de levadura 43 10.9
Caseina de peptona 57 13

Tabla 8. Porcentajes de Extracto de levadura y Caseina de peptona

Los datos del % de fuente de nitrégeno que le corresponde a cada compuesto, se han sacado del
articulo del cual se esta llevando a cabo el proceso a gran escala. Por otro lado, el contenido en
nitrégeno de ellos se ha adquirido de las fichas técnicas de dos empresas de estos dos productos.

Teniendo los datos ya claros, se va a proceder al calculo de las cantidades necesarias de cada uno

de los compuestos.

4.3.2.1 Extracto de levadura

Primero, se va a calcular la cantidad de extracto de levadura necesario por reactor, por ciclo
completo y finalmente para cumplir la produccién total. En el paso previo se ha calculado la
cantidad de nitrogeno necesario por cada reactor, 1.36 kg. Este valor se va a multiplicar por el
porcentaje de extracto de levadura que le corresponde y sabiendo el porcentaje de nitrogeno que

tiene, se calculara la cantidad necesaria:
Para 1 reactor:
kg de Nitré6geno proporcionados por el extracto de levadura = 1.36 - 0.43 = 0.585 kg

Una vez se sabe cuanto nitrdgeno aportara el extracto de levadura, sabiendo el porcentaje en que
se encuentra, se puede calcular la cantidad de extracto de levadura que habra que afiadir al reactor
para cumplir el proceso. El extracto de levadura contiene un 10.9% de nitrégeno por lo que la
cantidad necesaria de extracto de levadura para proporcionar 0.585 kg de Nitrégeno al proceso
sera de aproximadamente 11 veces mas:

0.585

k tracto de levad tor = ——
gex racto de tevaaura pOT‘ reactor 0.109

=5.37 kg

Multiplicando por 2 se calculara la cantidad necesaria para un ciclo:
kg extracto de levadura por ciclo =5.37 -2 =10.74 kg

Finalmente, multiplicando por el nimero de ciclos se calculara la cantidad de extracto de levadura

necesaria para completar la produccion total:
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kg extracto de levadura total = 10.74 - 183 = 1965.42 kg

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de extracto de levadura

para cumplir las especificaciones del proceso:

kg de extracto de levadura necesarios

1 Reactor 5.37
1 Ciclo 10.74
Producciodn total 1965.42

Tabla 9. kg necesarios de extracto de levadura

4.3.2.2 Caseina de peptona

Seguidamente, se va a calcular la cantidad de caseina de peptona necesaria por reactor, por ciclo
completo y finalmente para cumplir la produccion total. En el paso previo se ha calculado la
cantidad de nitrégeno necesario por cada reactor, 1.36 kg. Este valor se va a multiplicar por el
porcentaje de caseina de peptona que le corresponde y sabiendo el porcentaje de nitrégeno que

tiene, se calculara la cantidad necesaria:
Para 1 reactor:
kg de Nitrdgeno proporcionados por la caseina de peptona = 1.36 - 0.57 = 0.775 kg

Una vez se sabe cuanto nitrégeno aportara la caseina de peptona, sabiendo el porcentaje en que se
encuentra, se puede calcular la cantidad de caseina de peptona que habra que afiadir al reactor para
cumplir el proceso. La caseina de peptona contiene un 13% de nitrégeno por lo que la cantidad
necesaria de caseina de peptona para proporcionar 0.775 kg de Nitrdgeno al proceso serd de

aproximadamente 13 veces mas:

0.775
kg caseina de peptona por reactor = 013 - 5.96 kg

Multiplicando por 2 se calculara la cantidad necesaria para un ciclo:
kg extracto de levadura por ciclo =5.96 -2 = 11.92 kg

Finalmente, multiplicando por el nimero de ciclos se calculara la cantidad de extracto de levadura

necesaria para completar la produccion total:

kg extracto de levadura total = 11.92-183 = 2181.36 kg
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A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de extracto de levadura

para cumplir las especificaciones del proceso:

kg de caseina de peptona necesarios

1 Reactor 5.96
1 Ciclo 11.92
Producciodn total 2181.36

Tabla 10. kg de caseina de peptona necesarios

4.3.2.3 Comprobacion del porcentaje de Fuente de nitrégeno en el medio

Los kilogramos totales de fuente de nitrogeno a aplicar al medio seran la suma de los kg totales de

extracto de levadura més los kilogramos totales de la caseina de peptona:

kg totales de nitré6geno por reactor = (29)
= kg totales de extracto de levadura

+ kg totales de caseina de peptona

kg totales de nitr6geno por reactor = 5.37 +5.96 = 11.37 kg

Ya se sabe que por cada reactor habrdn 11.37 kg de fuentes de nitrégeno. Ya que
aproximadamente un 90% de lo que habréa en el reactor es agua, se va a suponer que la densidad

de la mezcla sera la del agua, aproximando a:

kg
Pagua = 17

Utilizando esta aproximacién, y sabiendo que el reactor tiene un volumen operativo de 400 litros,

el peso total de la mezcla sera de:

Peso total de la mezcla = pggyq - L operativos del reactor (20)

Peso total de lamezcla = 1-400 = 400 kg

Sabiendo ya que el peso total de la mezcla es de aproximadamente 400 kg, y que hay 11.37 kg

de fuentes de nitrdgeno, se va a calcular en porcentaje de fuente de nitrégeno hay en el medio:

Jordi Arévalo Aguado



Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 62/105

% de fuente de nitrogeno en el medio (21)

kg de fuente de nitrégeno
_kgdef geno 0o

kg totales de la mezcla

% de fuente de nitrégeno en el medio = W -100 = 2.84 %

En el articulo del cual se ha obtenido esta reaccion, el porcentaje de fuente de nitrégeno en el
medio compone un 1.75% del total (Im, Song, Kang, & Kang, 2009), sin embargo, en este trabajo
compone un 2.84%. Esto es debido a que en dicho articulo el porcentaje de fuente de carbono en
el medio era de un 4%, no obstante, para este trabajo se utiliz6 un 6.36% ya que al utilizar el
rendimiento de reaccion del 11% que venia de otra bibliografia (Chen, Chen, Huang, & Chen,
2008), se obtenia este valor, el cual se utilizaré ya que utilizar un medio con més fuente de carbono
supone un escenario mas desfavorable a la hora de los célculos lo cual dara un mayor margen de
maniobra. Con todo esto se concluye que para mantener el ratio C:N de 7.5 que es lo que de verdad
importa, el porcentaje de fuente de nitrégeno en el medio aumentard, en este caso de 1.75% a

2.84% como se ha explicado anteriormente.

4.3.3 Calculo de la cantidad de fuente de fosfato necesaria

La fuente de fosfato a utilizar serd K,HPO,, en el medio debe encontrarse en un porcentaje de
entorno al 0.25%. No obstante, comercialmente, el K, HPO, no tiene una pureza del 100% sino
del 98%, cosa que habra que tener en cuenta a la hora de afiadirlo en la disolucion y habré que
afiadir un poco mas. Sabiendo la cantidad de glucosa que se encontrara en el medio y cuél es su
porcentaje, usando su valor como referencia se podra calcular la cantidad a afiadir de fuente de

fosfato con una simple regla de 3:

kg de glucosa - % de K,HPO, (22)
% glucosa

kg de K,HPO, por reactor =

25.46 - 0.25

kg de K,HPO tor=———=1k
gdek, 4 por reactor 536 g

No obstante, esta cantidad seria si fuese puro, como el que se compraré a los proveedores tendra

una pureza de un 98%, se necesitara un poco mas por reactor:
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1
kg de K,HPO, por reactor (98%) = 098 1.02 kg

Ahora que ya se saben los kilogramos por reactor, se calculara la cantidad por ciclo multiplicando

por 2:
kg de K,HP0,(98%)por ciclo = 1.02 -2 = 2.04 kg

Lo mismo ahora para el total de produccion si se multiplica por 183 que es el numero total de

ciclos:

kg de K,HP0,(98%)totales = 2.04 - 183 = 373.32 kg

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de K,HPO, para

cumplir las especificaciones del proceso:

kg de K,HPO, al 98%

1 Reactor 1.02
1 Ciclo 2.04
Produccion total 373.32

Tabla 11. kg de K2HPO4 necesarios

4.3.4 Calculo dela cantidad de fuente de minerales

La fuente de minerales a utilizar ser& MgCl,, en el medio debe encontrarse en un porcentaje de
entorno al 0.05%. Sabiendo la cantidad de glucosa que se encontrara en el medio y cual es su
porcentaje, usando su valor como referencia se podra calcular la cantidad a afiadir de fuente de

minerales con una simple regla de 3:

kg de glucosa - % de MgCl, (23)
% glucosa

kg de MgCl, por reactor =

25.46 - 0.05
kg de MgCl, por reactor = 636 0.2 kg

Ahora que ya se saben los kilogramos por reactor, se calculara la cantidad por ciclo multiplicando

por 2:
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kg de MgCl, por ciclo =0.2-2=0.4kg

Lo mismo ahora para el total de produccion si se multiplica por 183 que es el numero total de

ciclos:

kg de MgCl, totales = 0.4-183 = 73.2 kg

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de MgCl, para cumplir
las especificaciones del proceso:

kg de MgCl,
1 Reactor 0.2
1 Ciclo 0.4
Produccion total 73.2

Tabla 12. kg de MgCI2 necesarios

4.3.5 Calculo de la cantidad de NaCl

Se va a afiadir NaCl para aumentar el rendimiento, en el medio debe encontrarse en un porcentaje
de entorno al 0.5%. No obstante, el cloruro de sodio industrialmente tiene una pureza del 99%
cosa que habra que tener en cuenta a la hora de afiadirlo en la disolucion y habra que afadir un
poco mas. Sabiendo la cantidad de glucosa que se encontrara en el medio y cudl es su porcentaje,

usando su valor como referencia se podré calcular la cantidad a afiadir de NaCl con una simple

regla de 3:
kg de glucosa - % de NaCl 24
kg de NaCl por reactor = g9 > (24)
% glucosa
25.46 - 0.5
kg de NaCl por reactor = %36 - 2kg

No obstante, esta cantidad seria si fuese puro, como el que se comprara a los proveedores tendra
una pureza de un 99%, se necesitara un poco mas por reactor:
2

kg de NaCl (99%) por reactor = 099 = 2.02 kg
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Ahora que ya se saben los kilogramos por reactor, se calculara la cantidad por ciclo multiplicando
por 2:

kg de NaCl (99%) por ciclo = 2.02 -2 = 4.04 kg

Lo mismo ahora para el total de produccion si se multiplica por 183 que es el numero total de

ciclos:

kg de NaCl (99%) totales = 4.04 - 183 = 739.32 kg

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de NaCl para cumplir

las especificaciones del proceso:

kg de NaCl al 99%

1 Reactor 2.02
1 Ciclo 4.04
Produccion total 739.32

Tabla 13. kg de NaCl necesarios

4.3.6 Calculo de la cantidad de Glutamina

Se va a afadir glutamina para aumentar el rendimiento, en el medio debe encontrarse en un
porcentaje de entorno al 0.04%. No obstante, la glutamina que se adquirira tiene una pureza de en
torno a un 98%. Sabiendo la cantidad de glucosa que se encontrara en el medio y cual es su
porcentaje, usando su valor como referencia se podra calcular la cantidad a afiadir de glutamina

con una simple regla de 3:

kg de glucosa - % glutamina (25)

kg de glutamina por reactor = % glucosa

25.46 - 0.04

kg de glutamina por reactor = T

=0.16 kg

No obstante, esta cantidad seria si fuese puro, como el que se comprara a los proveedores tendra

una pureza de un 98%, se necesitara un poco mas por reactor:
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kg de glutamina por reactor (98%) = 098 0.164 kg

Ahora que ya se saben los kilogramos por reactor, se calculara la cantidad por ciclo multiplicando

por 2:
kg de glutamina (98%) por ciclo = 0.164 - 2 = 0.328 kg

Lo mismo ahora para el total de produccion si se multiplica por 183 que es el numero total de
ciclos:
kg de glutamina (98%) totales = 0.328 - 183 = 60.024 kg

A continuacién, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de glutamina para

cumplir las especificaciones del proceso:

kg de glutamina al 98%

1 Reactor 0.164
1 Ciclo 0.328
Producciodn total 60.024

Tabla 14. kg de glutamina necesarios

4.3.7 Calculo de la cantidad de Glutamato

Se va a afadir glutamato para aumentar el rendimiento, en el medio debe encontrarse en un
porcentaje de entorno al 0.06%. No obstante, el glutamato que se adquirira tiene una pureza de en
torno a un 99%. Sabiendo la cantidad de glucosa que se encontrara en el medio y cuél es su
porcentaje, usando su valor como referencia se podra calcular la cantidad a afiadir de glutamato
con una simple regla de 3:

kg de glucosa - % glutamato (26)

kg de glutamato por reactor =
gaed P % glucosa en el reactor

25.46 - 0.06

kg de glut t tor =
g de glutamato por reactor 536

=0.24 kg
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No obstante, esta cantidad seria si fuese puro, como el que se comprara a los proveedores tendré

una pureza de un 99%, se necesitara un poco mas por reactor:

0.24
kg de glutamato (99%) por reactor = 099 0.243 kg

Ahora que ya se saben los kilogramos por reactor, se calculara la cantidad por ciclo multiplicando

por 2:
kg de glutamato (99%) por ciclo = 0.243 -2 = 0.486 kg

Lo mismo ahora para el total de produccidon si se multiplica por 183 que es el numero total de
ciclos:
kg de glutamato (99%) totales = 0.486 - 183 = 88.94 kg

A continuacién, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de glutamato para

cumplir las especificaciones del proceso:

kg de glutamato (99%)

1 Reactor 0.243
1 Ciclo 0.486
Produccion total 88.94

Tabla 15. kg de glutamato

4.3.8 Calculo de la cantidad de Acido Oxalico

Se va a afiadir acido oxalico para aumentar el rendimiento, en el medio debe encontrarse en un
porcentaje de entorno al 0.02%. Sabiendo la cantidad de glucosa que se encontrara en el medio y
cudl es su porcentaje, usando su valor como referencia se podré calcular la cantidad a afiadir de

acido oxalico con una simple regla de 3:

kg de glucosa - % a. oxalico (27)

kg de a.oxalico por reactor =
% glucosa en el reactor

25.46 - 0.02

—¢— = 0.08kg

kg de acido oxalico por reactor =
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Ahora que ya se saben los kilogramos por reactor, se calculara la cantidad por ciclo multiplicando

por 2:
kg de acido oxalico por ciclo =0.08-2 =0.16 kg

Lo mismo ahora para el total de produccion si se multiplica por 183 que es el numero total de

ciclos:

kg de acido oxalico totales = 0.16 - 183 = 29.28 kg

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de acido oxalico para

cumplir las especificaciones del proceso:

kg de &cido oxalico

1 Reactor 0.08
1 Ciclo 0.16
Produccioén total 29.28

Tabla 16. kg de acido oxalico necesarios

4.4 Calculo del tamafio de los tanques donde se realizara la hidrélisis acida

y de las cantidades de acido y agua necesarias

La hidrolisis acida es el proceso mediante el cual la celulosa presente en las pieles de naranja se
transformaré en glucosa, la fuente de carbono del proceso. Los célculos relacionados con el
proceso de hidrolisis se van a realizar para que cada vez que se complete un proceso de hidrolisis
se tenga glucosa como para completar un ciclo de 2 reactores. La glucosa, celulosa y pieles de

naranja necesarias para un ciclo se muestran a continuacion:

Kg de fuente de carbono necesarios

para cumplir 1 ciclo del proceso

Glucosa 51
Celulosa 232
Pieles de naranja 682.76

Tabla 17. kg de fuente de carbono necesarios para cumplir 1 ciclo
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441 Volumen de acido necesario

ke e, . - , . ;. ., . mol
Para la hidrolisis acida se va a utilizar acido sulfdrico en una concentracién 2.5M, es decir, 2.5 —

Se va a calcular los kilogramos de solucion de &cido sabiendo que el ratio sélido-liquido segun
bibliografia es de 1: 8 siendo el sélido la celulosa y el liquido la solucion de acido. Se utilizan 232

kg de celulosa, por lo que siguiendo el ratio habréa 8 veces més liquido:
kg de solucion de acido = kg de celulosa - 8 = 232 - 8 = 1856 kg

En pos de facilitar los célculos, la densidad de la mezcla se supondra la del agua, es decir,
k . ., L - .
0.998 Tg. Partiendo de lo que se conoce, la concentracidn en la que se encuentra el &cido, mediante

cambios de unidades se va a llegar a los kilogramos de acido necesarios. El desarrollo se muestra

a continuacion:

mol
2.5 <—H2504 ) *Mry,s0, <—gH2504 ) = 2.5 Mry,s0, ( IH2500 )

LDisoluci()n m0lH2504 LDL’soluci(’m

Siendo M7y, 50, = 98.08% y dividiendo por la densidad de la disolucién:

9H,so, ) . 1 ( Lpisotucién > _ 2.5 Mry,so, < 9H, 50, )
ngisolucién

25 * MTH2504 (

LDisoluci()n Ppisolucién Ppisolucion ngisolucién

Pasando los gramos de 4cido a kilogramos dividiendo entre 1000, se tendra como unidad de la

kg de H2504

operacion . —
kg de disolucion

, lo cual se multiplicaré por los kg de disolucion calculados anteriormente

y se obtendran los kilogramos que hay que utilizar de acido:

25 : MTH2504 < kgH2$04

-1856(kgp; .
Ppisotucion * 1000 ) ( ngsoluaon)

ngisoluci()n

25 * MTHZSO4 * 1856
Ppisolucion * 1000

kgsto4 =

) _ 2.5-98.08- 1856
IH250: = 79998 - 1000

=455.18 kg
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No obstante, el acido sulfurico no llega a concentraciones del 100%, sino a un 98%, por lo que se
debera afiadir un poco més de &cido en el medio:

455.18
0.98

kgH2504(98%) = =464.47 kg

Se han calculado los kilogramos de &cido necesarios para completar la produccion de 1 ciclo.

Mediante el uso de la densidad del &cido, se calculara el volumen en Litros que ocuparé el acido

en el tanque:
kg
dH2504_ - 1836lT
m
dyzso,,, = 7
464.
V (98%) = =252.97 L

1.8361

4.4.2 Volumen de agua necesaria

Una vez se conoce la masa total que ocupa la disolucion y se ha calculado la masa que ocupa el

acido, se puede calcular con una resta la masa que ocupara el agua.
kg de agua = kg de la disolucién — kg de acido
kg de agua = 1856 — 464.47 = 1391.53 kg
Mediante la formula de la densidad, despejando, se calculara el volumen de agua:

kg de agua
y = g acagua

pAgua

_ 1391.53

=1394.32 L
0.998 394.3

4.4.3 Volumen total de los tanques

Conocidos los volumenes que ocuparan por separado los dos compuestos, se pueden sumar para

calcular el volumen total necesario y ver cuan grandes seran los tanques necesarios:
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Volumen total de la disolucion = (28)

= Volumen de agua + Volumen de acido

Volumen total de la disoluciéon = 1394.32 + 25297 = 1647.29 L

Los tanques seran un poco mas grandes por seguridad:

1647.29
V tanques = — = 824 L

Se utilizaran 2 tanques de 850 L.itros

4.5 Caélculo de la cantidad de NaOH a afadir para neutralizar el acido del

proceso de hidrdlisis

Al utilizar acido sulfurico 2.5M, el pH del medio sera muy bajo, situacion que evitara el correcto
funcionamiento del proceso. Es por esto por lo que se debe neutralizar el medio, equilibrar el pH.
Para ello se va a utilizar NaOH en estado solido, para no variar el volumen en gran medida. Una

reaccion de neutralizacion se basa en el siguiente principio:
Acido + Base — Sal + Agua
Los iones H*del acido y los iones OH~ de la base reaccionan para dar agua.
En el caso del trabajo, se utiliza H,S0, y NaOH por lo que se expresara como:
H,50, + NaOH = Na,S0, + Agua

La sal se encontrara disuelta en el agua y al ser una sal que no es peligrosa ni afectara al medio no
se le hara ningun tipo de tratamiento, se dejara disuelta en el medio. Por otro lado, al tratarse de
un acido y una base fuertes, se disocian por completo. Al ser el acido sulfurico un acido diprético
y el hidroxido de sodio no, hara falta multiplicar por 2 los calculos del NaOH y daran un pH de 7
tedricamente, que es el de trabajo. La cantidad de NaOH (s) que se tiene que utilizar se calcula a

continuacion:
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Para lograr la neutralizacion, se debe afiadir al medio una concentracioén de NaOH igual a la de
acido, una concentracion de 2.5 M. Los célculos para hallar la cantidad de NaOH solido a afadir

para completar la neutralizacion son los siguientes:

Para 1 reactor:

Masa molar del NaOH = 39.997 %

2.95 = (mol)_
. - L )
masa
2:25= (824 : 39.997)’

Masa de NaOH para 1 reactor = 164787.64 g = 164.79 kg

El NaOH comercial sin embargo no llega a la pureza del 100%, opta como mucho al 99%, por lo

que la cantidad a afiadir sera un poco mayor:

164.79
0.99

Masa de NaOH (98%)para 1 reactor = = 166.45 kg

Para 1 ciclo:
Masa de NaOH (98%) para 1 ciclo = 166.45 -2 = 332.9 kg
Para el total de produccion:

Masa de NaOH (98%) para el total de produccion = 332.9 - 183 = 60920.7 kg

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades necesarias de hidréxido de sodio

para cumplir las especificaciones del proceso:

kg de hidréxido de sodio

1 Reactor 166.45
1 Ciclo 332.9
Produccion total 60920.7

Tabla 18. kg de NaOH necesarios
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4.6 Calculo de la cantidad de agua a evaporar tras la hidroélisis acida

Una vez realizado el proceso de hidrolisis &cida y neutralizado el medio, el medio con la glucosa
se debe introducir al fermentador principal, no obstante, la cantidad de solucion es bastante mayor
a la que se debe introducir en el fermentador, es por esto que se debe evaporar una porcion de agua
para que las cantidades sean las adecuadas. Para esto se va a comprar un evaporador y a
continuacion se va a calcular la cantidad de agua que debera evaporar para asi poder introducir la
solucion en el fermentador. Se sabe que el volumen total de solucidn donde se realiza la hidrolisis
acida es de dos tanques de 824 L, aunque luego los tanques sean algo mayores, ese volumen es el
volumen operativo de cada uno de ellos. Bien, si en cada fermentador donde se llevara a cabo la
reaccion hay un volumen operativo de 400 L, se va a calcular la cantidad de agua que se necesita

evaporar para poder introducir esta solucion en los fermentadores:

Cantidad de agua a evaporar = (29)

= V.de agua tras la H.Acida — V.en el fermentador

Cantidad de agua a evaporar = 824 — 400 = 424 L

Se debe adquirir 2 evaporadores capaces de evaporar 424 L de agua.

4.7 Caélculo del medio de crecimiento del microorganismo

El medio donde se va a hacer crecer el microorganismo sera el conocido como
Todd Hewitt Broth. Es un medio muy especifico el cual se adquirira ya preparado, solo hay que
seguir las instrucciones de que por cada 37 g de medio, se deben afiadir 1000 m! de agua. En el
articulo modelo, introducen el microorganismo en 80 ml de medio THB, lo dejan crecer durante
unas 24 horas y seguidamente lo introducen en el reactor de volumen operativo de 45 L ya
cargado. Para este trabajo se va a escalar con una simple regla de 3 al volumen operativo calculado

del reactor, en este caso 400 L:

ml de cultivo de crecimiento = (30)

ml de cultivo de crecimiento planta piloto - Vzeactor

VReactor planta piloto
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80 - 400
ml de cultivo de crecimiento = T =711.12 ml

Ahora ya se sabe cuanto medio hace falta para cada reactor. Con este dato y sabiendo que por cada
37 g de medio, se deben afiadir 1000 ml de agua, se calculara la cantidad de medio THB que se

necesitara por reactor con una sencilla regla de 3:

g por cada 1000 ml - V a afiadir a 1 reactor (31)

g de medio THB = 7 do 1000 i

37-711.12

g de medio THB = 1000

=26.31g

Para un ciclo completo seréa el doble:
g de medio THB para un ciclo = 26.31-2 =52.62 g

Los ml que afiadir en un ciclo se calcularan al inverso de como se han calculado los g de medio:

o ) g de medio THB para un ciclo -V de 1000 ml (32)
V a anadir a 1 ciclo =
g por cada 1000 ml
o ) 52.62-1000
V a afiadir a 1 ciclo = — 37 = 1422.24 ml

Para la produccion completa sera el mismo procedimiento, pero 183 veces, el nimero de ciclos:
g de medio THB total = 52.62 - 183 = 9563.58 g
V a afiadir total = 1422.25 - 183 = 260271.75ml = 260.272 L

A continuacion, se muestra una tabla resumen de la cantidad de medio THB necesario, asi como

el volumen de agua que es necesario afadir:

g de medio THB L de agua a afiadir
1 Reactor 26.31 0.711
1 Ciclo 52.62 1.422
Produccion total 9563.58 260.272
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Tabla 19. g de medio THB necesarios asi como su volumen de agua

Sabiendo esto, con utilizar un tanque de unos 2 litros por cada ciclo serd mas que suficiente.

4.8 Calculo de los parametros de la operacion de purificacion del acido

hialurénico al final del proceso

Una vez finalizado el proceso, se debe purificar y extraer el &cido hialurénico del medio para poder
venderlo, esto se va a realizar mediante la adicion de etanol al medio para provocar que precipite
y poder sacarlo con una pureza de entorno a un 80%. El sobrenadante tras quitar las células debe

ser lavado con la misma cantidad de etanol al 95%.

El reactor tiene 400 L operativos, habra que lavarlo con 400 L de etanol al 95% que es el que

venden industrialmente. Luego se necesitan:
Por reactor = 400 Litros de etanol 95%
Por ciclo = 800 Litros de etanol 95%
Para el total de produccion = 800 - 183 = 146400 Litros de etanol 95%

Pasandolo a kilogramos mediante su densidad ya que se ha visto que se vende en kilogramos:

kg

PEtanol = 0-789T

P kg etanol
' 146400

kg etanol totales = 115509.6 kg

No obstante, se recircula al evaporador recuperando cantidades de etanol de hasta un 80%. Por lo
que solo se debera renovar un 20%. Ese 20% mas lo que se tenga que comprar luego para el

lavado, seran los kilogramos totales de etanol a comprar:

kg etanol totales despues de recuperar 80% = 115509.6 - 0.2 = 23101.92 kg
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Una vez se ha precipitado el acido hialurdnico con el etanol, se debe aislar y lavar cinco veces con
etanol al 80%. Como es un lavado del acido hialurénico precipitado obtenido al final del proceso,
no haré falta una gran cantidad de etanol en esta parte, se va a utilizar una proporcion de etanol-
acido hialuronico de 1: 1, L: kg, por lo que, por cada kg de producto precipitado, se lavara con la

misma cantidad de acido:

kg de acido hialurénico al final de 1 ciclo = (33)

Rendimiento (%) - L totales en 1 ciclo

B 1000

6.94 - 800

00— = 5552 kg

kg de acido hialurénico al final de 1 ciclo =

Luego si se tienen 5.552 kg de &cido hialurénico puro, habra que utilizar la misma cantidad de
etanol al 80%, en 5 veces para el proceso de lavado. Los célculos para ver la cantidad de etanol al

95% que es necesario comprar para este lavado son los siguientes:
L de etanol (80%) necesarios = 5.552 L

Como el etanol que se adquiere al comprador es al 95%, utilizando la formula de concentraciones

se calcularan los litros de etanol al 95% necesarios:
C1 . Vl = CZ . VZ (34)

80-5.552 =957,
El volumen de etanol al 95% a afadir sera de:

80 - 5.552
V etanol (95%) = o = 4.675L

El resto sera agua:
V agua en etanol (80%) = 5.552 — 4.675 = 0.877 L

Todo lo que se ha calculado, corresponde a 1 lavado de 1 ciclo de produccion, por lo que para los

5 lavados de 1 ciclo:

Jordi Arévalo Aguado



Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico

771105

Etanol (80%) para 5 lavados = 5.552 -5 = 27.76 L

Etanol (95%) para 5 lavados = 4.675 -5 = 23.375 L

V agua en etanol (80%) para 5 lavados = 0.877 -5 = 4.385 L

Finalmente, para el total de 183 ciclos:

Etanol (80%) para el total de producciéon = 27.76 - 183 = 5080.08 L

Etanol (95%) para el total de produccion = 23.375 - 183 = 4277.625 L

V agua en etanol (80%) para el total de produccion = 4.385 - 183 = 802.455 L

A continuacion, se muestra una tabla resumen de las cantidades totales necesarias:

L etanol
80% L etanol 95% | L agua a afiadir a etanol al 95%
1 lavado de 1 ciclo 5.552 4.675 0.877
5 lavados de 1 ciclo 27.76 23.375 4.385
Produccion total 5080.08 4277.625 802.455

Tabla 20. Litros de etanol necesarios para los lavados finales del producto

Se van a pasar los litros de etanol 95% a kg ya que es como se va a adquirir a los compradores:

Petanor = 0.789 T

0.789 =

kg etanol
4277.625

kg etanol (95%) = 3375.05 kg

4.9 Calculo del area total del intercambiador de calor

Un sistema para refrigerar el fermentador principal serd necesario, ya que un proceso de

fermentacion es exotérmico y se generara un calor que aumentara la temperatura en mayor o menor
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medida, lo cual afectard a la temperatura buscada para la reaccion. Por otro lado, la disolucion de
glucosa que sale del evaporador saldra a una temperatura notablemente mas alta que la que se
busca para la reaccion, por lo que habra que enfriarla. Si se disefia un intercambiador de calor para
esta segunda situacion que es la mas desfavorable, se asegura un cumplimiento de la primera
situacion también. Se ha optado por un serpentin interno puesto que es una de las opciones mas
viables y utilizadas en la industria. Se utilizard agua de red como refrigerante debido a su bajo
coste y a su reducido impacto ambiental. El procedimiento seguido para realizar los calculos es el

siguiente:

El balance de energia en el fermentador es el siguiente:

Calor cedido por la disolucién = Calor absorbido por serpentin (35)

Se supone una reaccion adiabatica por lo que el calor absorbido por los alrededores del reactor

serd nulo.

El calor que cedera la disolucion de glucosa se calculara como:

Qaisot = Maisot * CPaisot, ss°c * (Tfaisor — Tlaisor) (36)
Donde:

*  qgisor €S el calor que cedera la disolucion (kJ)

e My;so; €S la masa de disolucion en el reactor (475 kg). Se pone mas peso por seguridad y

para que en la situacion real enfrie mas rapido.

*  Cpaisor, ssec €S €l calor especifico de la disolucion a 55 °C, la temperatura a la que salen

del evaporador. Se supone el del agua. (4.183 kJ/kg - K)
o Tfaisor €S la temperatura final de la disolucion (362C)
o Tigisor €S la temperatura inicial de la disolucion a (552C)

Si se sustituyen los valores se puede calcular el valor del calor cedido por la disolucion:

Jordi Arévalo Aguado



Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 79/105

Qaisor = 475 - 4183 - [(36 + 273.15) — (55 + 273.15)]
Qaisol = —37752 kj = —37.752 MJ

El valor del calor cedido por la disolucién expresado en kilojulios es de —37752 kJ. Toma un

valor negativo debido a que esta cediendo calor y se esta enfriando.

El calor que absorbera el serpentin se representara con la siguiente férmula:
f-Qs=Ug-Ar - ATml (37)

Donde:
e f representa un factor de seguridad, para el cual se le va a aplicar un valor de 1.5

e (s representa el caudal de calor que absorbera el serpentin. Se puede representar como:

0, = — taisol (38)

tenfriamiento

e Us representa el coeficiente global de transmision de calor. Este se obtiene como la suma
de todas las resistencias en paralelo del coeficiente de conveccion que tendré el agua del
serpentin, el coeficiente de conduccion que tendrd el material del que esté hecho el
serpentin, supongamos acero en este caso, Y, por ultimo, el coeficiente de conveccion de
la disolucién de agua y glucosa. Si se utiliza acero o cobre, ambos son muy buenos
conductores térmicos, y ademas si se tiene en cuenta que la disolucion esta en agitacion
constante, lo cual aumentara la resistencia por conveccion de la disolucién de agua y
glucosa ambos desapareceran de la ecuacion. Concluyendo, el coeficiente global de
transmision de calor, Us, se puede aproximar sin un error demasiado grande al coeficiente

de conveccion del agua del serpentin, h.
e Ay representa el area total de transferencia de calor del serpentin

e ATml representa la temperatura media logaritmica. Para el valor de la temperatura de salida

de agua del serpentin, se ha usado la media aritmética entre la temperatura a la entrada del
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serpentin y la temperatura inicial de la disolucion del fermentador. La temperatura de

entrada del agua al serpentin proviene de la red y se toma un valor de 20°C.

Se procede al calculo de la temperatura media logaritmica. La formula que se va a utilizar es:

ATml = (Tid - TaE). - (TaS - de) (39)
In (Tld _ TaE)
(TaS - de)

La temperatura de salida de agua del serpentin sera de:

 Tig + Tae (40)
w=Tg

55 + 20 .
Tos = ——5—=375°C

Sustituyendo en la formula de la temperatura media logaritmica se obtiene:

(55 — 20) — (37.5 — 36)
ATml = (55 — 20)
(37.5—36)

=10.64°C

In

Este valor nos servird mas adelante para calcular el area de intercambio de calor. El siguiente paso
es calcular el coeficiente de conveccion del agua del serpentin, es por esto que se van a calcular

los nimeros adimensionales de Nusselt, Reynolds y Prandtl. Las formulas son las siguientes:

Reynolds:

p-V-D (41)

Donde:
e pseraladensidad del agua a la temperatura media del agua en el serpentin, 996.02 kg/m3.

e V seralavelocidad del agua por el serpentin, se calculard méas adelante.
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e D serael diametro del serpentin, 20 mm.

e u sera la viscosidad dindmica del agua a la temperatura media del agua del serpentin, en

este caso tomara un valor de 0.000815 kg/m - s.

Nusselt:

h-D
Nu =——=0023- Re%8 . pyo4 (42)

Donde:

e hesel coeficiente de conveccidn del agua del serpentin (m2]-°C)'
e Lk eslaconductividad del agua del serpentin a la temperatura media del agua del serpentin,

w
m-°C’

en este caso tomara un valor de 0.615

Prandtl:

C .
. CP K (43)

Donde:

e (p es la capacidad calorifica del agua del serpentin a la temperatura media del agua del

kJ
kg-°C

serpentin, en este caso tomara un valor de 4.17

Una vez explicadas todas las formulas que se van a usar, el primer paso es el calculo de la velocidad

del agua por el serpentin. El agua procedera de la red, mediante una tuberia con un didmetro de

) L .. 3 .
20 mm, y por la que pasaré un caudal de 10 —. Convirtiendo el caudal a mT se obtiene un caudal

3
de 0.000167 mT Si se multiplica el caudal por la densidad, se obtiene el valor del caudal masico:

k
w = 996.02-0.000167 = 0.166 ?g
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Una vez se tiene el caudal masico, dividiéndolo entre el producto de la densidad por la superficie

se obtiene la velocidad del agua por la tuberia:

w 44)
V= — (
p-S
- 0.17

"~ 966.02 -1 0.012

m
=0.53 —
S

Con el valor de la velocidad, ya se puede calcular el nimero de Reynolds y a partir de él, el resto

de numeros adimensionales necesarios para despejar el valor de h:

~996.02-0.53-0.02

Re = 0.000815 = 12966.99

Sabiendo el nimero de Reynolds se calculara el de Prandtl:

5. _ 417-0.000815-1000
"= 0.615 -

Sabiendo el nimero de Prandtl y el de Reynolds, en la formula del nmero de Nusselt, despejando,

se calcula el coeficiente h:

(45)

h =0.023 m 12966.9998 . 553804 = 2736.44 L
' 0.02 ' | " m2s°C

Finalmente, conociendo h y sustituyendo en la ecuacion del area, se obtiene la siguiente ecuacion:

fam (46)

AT =
tenfriamiento ~h-ATml

Sustituyendo y suponiendo un tiempo de 2 horas para el enfriamiento:

_15.(-1)-(-37752)-1000 _
T =72-3600)-2736.44-10.64 '™
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Se ha calculado finalmente, que el serpentin debera tener un &rea de intercambio de calor de

0.27 m?. Como hay 2 fermentadores principales, se necesitaran 2.

En los catalogos los intercambiadores de calor de serpentin son a medida a partir de unos
didmetros. Se va a calcular cual serd la longitud que debera tener el intercambiador para tener el

area de intercambio anterior. El area de un cilindro es:

A=2-mw-r-L 47)

Despejando la longitud se tiene que debe medir:

L= 0.27 B
=002 " 4.3 metros
2. ==
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5 Analisis econémico

Como se ha explicado anteriormente, se procedera a realizar un anélisis econdémico del proceso y

ver si es viable o no llevarlo a cabo. Se va a realizar un analisis de rentabilidad calculando el VAN,

el TIR y el Pay-Back. Primero se deben calcular los presupuestos de inversion y de explotacion:

5.1 Presupuesto de inversion

Se detallan a continuacidn el presupuesto correspondiente a la maquinaria necesaria, considerando

el precio en base a catalogos online y estimando el precio para cada equipo dentro de un rango que

ofrecia el catélogo:

Equipos y maquinaria

Precio
Equipos Unidades | Precio/Unidad €
Fermentador proceso (700 L) 2 21000 42000
Crecimiento microorganismo (2 L) 3 20.88 62.64
Agitador con calefaccién microorganismo 1 258.145 258.145
Tanque hidrolisis acida (850 L) 2 3558.95 7117.9
Tanques para lavado con etanol (900 L) 2 4505 9010
Tanque lavado &cido hialurénico (50 L) 2 200 400
Evaporadores 2 7000 14000
Instalacion de tuberias de unién tanques (Aproximado) 1 5000 5000
Autoclave 1 547.81 547.81
Instrumentos varios (Pipetas, matraces, basculas) 1 1000 1000
Bomba serpentin (10 L/min) 2 80.49 160.98
Intercambiador de serpentin 2 18.05 36.1
Bomba hidraulica (100 L/min) 8 194 1552
Total presupuesto de inversion (€) 81145.575

Tabla 21. Presupuesto de inversion (€)
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De esta forma, el presupuesto de inversion total es el siguiente:
Presupuesto de inversiéon = 81145.58 €

Este presupuesto es el que habré que desembolsar para iniciar las actividades. Se van a detallar

mas 0 menos algunos de los precios mas caracteristicos de este presupuesto:

En primer lugar, el fermentador donde tiene lugar el proceso, se ha debido de buscar un
fermentador el cual tuviera sistema de aireado y agitacion, pues estos dos parametros son claves
para llevar a cabo el proceso en las condiciones dptimas. Ademas, era necesario que el fermentador
tuviera un monitoreo de la temperatura y un control de pH, espumas... El propio fermentador,
contiene varios controladores PID para el control de diversos factores como el pH. También tiene
uno para el control de la temperatura, el cual variara el caudal del intercambiador en funcion de la
necesidad de enfriar mas o menos el medio. En el precio se incluye también un turbidistato
aplicado al fermentador, el cual se encargara de ir monitorizando si el proceso esta produciendo el
producto como deberia o si hay algin problema. Las dimensiones de este fermentador estan sujetas
a peticion, por lo que se pedira con las especificaciones calculadas anteriormente.

Para el crecimiento del microorganismo, como es un volumen muy reducido, se ha optado por

matraces Erlenmeyer de 2 litros siendo calentados y agitados por un agitador calefactado.

Los tanques para la hidrolisis acida deberan ser tanques cénicos calefactados. Conicos para al
precipitar las pieles de naranja después del proceso que sea facil eliminarlas del medio y

calefactado para mantener la temperatura en 120 grados, la 6ptima para el proceso de hidrélisis.

El tanque de lavado del &cido hialurénico sera un tanque con una superficie de contacto lo mas
alta posible. Se busca esto ya que, a una mayor superficie de contacto, mas facilidad para
evaporarse el etanol y mas rapidez durante el proceso. Se ha escogido un tanque de 50 litros ya

gue no se ha encontrado nada mas que se adecuara a lo que se buscaba de menos tamafio.

Los evaporadores serviran para 2 cosas en este proceso. La primera serd evaporar una porcion de
agua para poder introducir la disolucion sacada de la hidrdlisis acida en el fermentador principal.
Y la segunda sera recuperar parte del etanol para no gastar tanto en esta materia prima. Se consigue

recuperar un 80% de etanol por ciclo, por lo que habra que renovar solo el 20% restante cada vez.
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El autoclave se utilizara para esterilizar el medio de cultivo.

5.2 Presupuesto de explotacion

El presupuesto de explotacion son los costes de lo que costara llevar a cabo el proceso. Tiene en
cuenta factores como las materias primas, los empleados o incluso las amortizaciones. Se va a

mantener el constante para el total de los 10 afios a estudiar.

Los costes de las materias primas se detallan a continuacion:

Materias primas
Precio
Materia prima kg/afio | €/kg €/aiio
Piel de naranja 124847 0.05 6242.35
Extracto de levadura 1966 4.04 7942.64
Caseina de peptona 2182 22.425 | 48931.35
K2HPO4 374 2.74 1024.76
MgCl> 74 0.10764 | 7.96536
NaCl 740 0.1 74
Glutamina 61 22.43 1368.23
Glutamato 89 0.41 36.49
Acido oxalico 30 0.4933 | 14.799
H2S04 85000 |0.17938| 15247.3
NaOH 61000 |0.08969| 5471.09
Etanol 26476.97 | 0.28701 | 7599.15516
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 183 381 69723
THB 9.57 364 3483.48
Recipiente plastico envase (1 kg/ud) 1000 0.3244 324.4
Total presupuesto materias primas (€/afio) 167491.0095

Tabla 22. Precio de las materias primas (€/asio)
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Como puede observarse las materias primas para 1 afio de produccién tendrén un coste de:

€
Coste materias primas (aTm) = 167491.01 €/afio

El coste del etanol es tan bajo a pesar de la cantidad utilizada debido a que solo se necesita renovar
un 20% del utilizado para la purificacion del &cido hialuronico, a parte del evaporado durante los

lavados.

El microorganismo cada vez que se vaya a realizar un ciclo se compra una cepa de este. Las
especificas condiciones de conservacion hacen que conservarlo pueda suponer mayor coste que el

propio coste de comprarlo cada vez, sin embargo seria interesante el estudio de este factor.
Los recipientes de plastico son los envases en los cual se va a vender el producto finalizado.

Todos los precios han sido sacados de catalogos en internet, algunos tendran mas precision que

otros debido a que algunos productos ofrecen intervalos de precios.

A continuacion, se detallan los costes derivados de los sueldos de la plantilla de los trabajadores.
Se contara con un total de 7 trabajadores, entre ingenieros y jefes de planta. Los sueldos se han

obtenido de diversos estudios sobre sueldos medios en Espaiia:

Plantilla
Personal NUmero | Salario (€/aiio) | Total (€/afio)
Jefe de planta 1 40000 40000
Ingenieros quimicos 6 29500 177000
Total sueldos
(€/afio) 217000

Tabla 23. Costes de los sueldos (€/afio)
El total de suelos al afio sera:

€
Total de sueldos (T> =217000 €
ailo

Se han supuesto 6 ingenieros, 2 por cada turno de 8 horas y 1 jefe de planta que supervise.
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Seguidamente se desglosan los gastos energia y agua. Al ser grande, estos gastos supondran un

alto cose, sobre todo los gastos energéticos. Los datos de costes de energia y agua se han sacado

de respectivas tarifas activas:

Energia
Coste Coste
Equipos Unidades | kW/unidad | kW | h/ciclo |ciclos/afio| h/afio |kWh/afo |(€/kWh)| (€/afio)
Fermentador
proceso (700 L) 2 65 130 | 24 183 4392 570960 | 0.1141 | 65146.536
Calefactor
Tanque
crecimiento
microorganismo
(2L) 1 0.75 0.75 24 183 4392 3294 0.1141 | 375.8454
Tanque
hidrolisis &cida
(850 L) 2 70 140 2 183 366 51240 | 0.1141 | 5846.484
Evaporador 2 5 10 5 183 915 9150 0.1141 | 1044.015
Autoclave 1 2 2 0.5 183 91.5 183 0.1141 | 20.8803
Bomba
serpentin (10
L/min) 2 0.042 0.084| 24 183 4392 | 368.928 | 0.1141 |42.0946848
Bomba
hidraulica (100
L/min) 8 1.3 10.4 | 0.41 183 75.03 | 780.312 | 0.1141 |89.0335992
Coste total
energia (€/aiio) 72564.88898

El coste total de la electricidad con una tarifa de 0.1141 €/kWh es de:

Tabla 24. Coste de la energia (€/afo)

€
Coste total electricidad (E) = 72564.89 €/afio

Jordi Arévalo Aguado




Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 89/105

La tarifa contratada corresponde a una tarifa de la empresa Naturgy la cual esta hecha para

empresas que utilicen hasta 450 kW

Los gastos de agua son los siguientes:

Agua
Coste Coste
Equipos Unidades | L/unidad | L/Ciclo | ciclos/afio| L/afio (€/L) (€/Afio)
Tanque hidrolisis acida (850 L) 2 697.16 |1394.32 183 255160.56 | 0.00166 | 423.5665296
Tanque crecimiento
microorganismo (2 L) 1 1.42 1.42 183 259.86 [0.00166| 0.4313676
Intercambiador de calor de
serpentin 2 17400 | 34800 183 6368400 [0.00166| 10571.544
Dilucién etanol 1 4.385 4.385 183 802.455 |0.00166| 1.3320753
Coste total agua (€/afo) 10996.87397

Tabla 25. Coste de los litros de agua consumida (€/ario)

El coste total del agua utilizada con una tarifa de 1.66 €/m3 obtenida del coste medio del

suministro de agua en Espafa es de:

€
Coste total agua (E) = 10966.87 €/afo

Una parte importante de la industria es el mantenimiento de la maquinaria y las infraestructuras,
por seguridad y por evitar males mayores que sean irreparables y cuesten mas dinero. Se explican
los costes a continuacion, suponiéndose como coste de mantenimiento de la maquinaria un 10%
del total del coste de la maquinaria poniéndonos en uno de los casos mas desfavorables. Los

calculos se muestran a continuacion:

Jordi Arévalo Aguado




Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 90/105

% Presupuesto
inversion Total (€/aio)
Coste mantenimiento
maquinaria (€/afio) 10 8114.5575

Tabla 26. Coste del mantenimiento de la maquinaria (€/aio)
El coste total del mantenimiento de la maquinaria es de:

€
Coste mantenimiento maquinaria (E) = 8114.56 €/afio

Por Gltimo, se calculan las amortizaciones, es decir, cuanto se reserva cada afio para recuperar la
inversion inicial. La amortizacién por afio se considera igual a la depreciacion sufrida ese mismo
afio. Para mantener flujos de caja iguales todos los afios se va a suponer el método de la

depreciacion lineal:

(48)

3|

Donde Va es la inversion inicial, n es el nUmero de afios de vida atil y D es la depreciacion.

Las amortizaciones quedan:
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Amortizaciones
Equipos Afos | Depreciacion (€/afio)
Fermentador proceso (700 L) 10 4200
crecimiento microorganismo (2 L) 10 6.264
Agitador con calefaccion microorganismo 10 25.8145
Tanque hidrolisis acida (850 L) 10 711.79
Tanques para lavado con etanol (900 L) 10 901
Tanque lavado &cido hialuronico (15 L) 10 40
Evaporador 10 1400
Instalacion de tuberias de union tanques (Aproximado) 10 500
Autoclave 10 54.781
Instrumentos varios (Pipetas, matraces, basculas) 10 100
Bomba serpentin (10L/min) 10 16.098
Intercambiador de serpentin 10 3.61
Bomba hidraulica (100 L/min) 10 155.2
Coste total amortizaciones (€/aio) 8114.5575

Tabla 27. Coste total de las amortizaciones (€/ario)
El total de coste de las amortizaciones es de:

€
Coste total amortizaciones (E) = 8114.56 €/aio

Finalmente, conociendo todos estos gastos, el presupuesto de explotacion de la planta seréa la suma

de todos los gastos:

€
Presupuesto de explotacion (—~ >
afio

= 167491.01 + 217000 + 72564.89 + 10966.87 + 8114.56 + 8114.56
= 484281.89 €/afio

Con esto, se resumen los presupuestos de inversion y de explotacion que haran falta en los calculos

siguientes:
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Total (€/afio)

Presupuesto de explotacion 484281.89

Presupuesto de instalacién 81145.58

Tabla 28. Presupuesto de explotacién y de instalacién

A continuacion, se va a calcular el dinero que se va a ganar con las ventas del producto. En un
principio se ha disefiado el proceso para generar 1 tonelada de acido hialurénico al afio, no
obstante, como el proceso de purificacidn no es el mas especifico, solo se consigue una pureza del

80%, por lo que al final del proceso se tendra:

Produccion si fuese puro (kg) - 100 (49)

kg Acido hialurénico (80%) = Puresa real

1000 - 100

kg Acido hialurénico (80%) = 30

= 1250 kg de acido hialuronico al 80%

Un acido hialuronico al 100% de pureza o muy cercano, puede llegar a precios de entre 1000 y
2000 €/kg. No obstante, el proceso de purificacion de ese 80% al 99.9% o incluso 100%, es lo
que aumenta el precio exponencialmente. Es por esto que el precio al que se va a vender sera de
un poco menos de la mitad. Se han encontrado precios de mil euros el kilogramo de &cido
hialuronico puro con mezcla de alto peso molecular y bajo peso molecular. Como el producido es
de un alto peso molecular (Im, Song, Kang, & Kang, 2009), mantiene un poco el valor y se va a
tomar que por cada kilogramo de acido al 80% de pureza, se va a obtener 400€ lo que supone una
pérdida del 60% de su valor. Se considera aceptable debido a que por una parte se le debe hacer
un proceso de purificacién mas exhaustivo para conseguir llegar a porcentajes mas altos, pero por
otro no pierde tanto valor debido a que un acido hialurénico de alto peso molecular esta bastante
mas codiciado por sus mejores propiedades cosméticas y médicas. El dinero obtenido con la venta

del producto se muestra a continuacion:

Producto

kg Acido hialurénico/afio €/kg | Total (€/afio)
1250| 400 500000

Tabla 29. Beneficios de la venta de dacido hialurénico (€/afio)
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Por lo que por la venta del &cido hialurénico se obtendran 500000 €/afio.

El flujo de caja entonces sera la resta entre el dinero obtenido por la venta del acido hialurénico y
los costes de explotacion:

€
Flujo de caja (E) = Beneficios — Costes de explotacion (50)

€
Flujo de caja (E) = 500000 — 484281.89 = 15718.12 €/afio

Se va a considerar constante para todos los afios que dure la instalacion, en este caso 10.

5.3 VAN

Se va a calcular el VAN de los afios en los que dure el proceso. Para ello las datos que se van a

sustituir son:
e D, el desembolso inicial, corresponde al presupuesto de instalacion
e F corresponde al flujo de caja
e t corresponde al periodo de tiempo que toque, en este caso cada vez seré un afio

e k es el tipo de interés que se le va a exigir a la inversion. Antes se ha dicho que el TIR
Optimo se encuentra entre un 5% Yy un 100%. Por lo que se va a buscar el caso mas

desfavorable de estos dos, un 5%.
e n corresponde al numero de periodos, 10 en este caso

Sustituyendo:

1571812 1571812 1571812 1571812
(1+0.051 ' (1+0.05)2 ' (1+ 0.05)3 (1 + 0.05)10

VAN = —81145.58 +

VAN = 39379.89 €

Como el VAN > 0, se puede decir que la inversion generara beneficios.

Jordi Arévalo Aguado



Disefio del bioproceso productivo de Acido Hialurénico 94/105

54 TIR

Como se ha explicado antes, es la tasa de descuento que hara que los cobros y los pagos sean

iguales, por lo que genera un VAN igual a 0. Para calcular el TIR se sustituird en su férmula:
e D, el desembolso inicial, corresponde al presupuesto de instalacion
e F corresponde al flujo de caja
e t corresponde al periodo de tiempo que toque, en este caso cada vez serd un afio
e n corresponde al numero de periodos, 10 en este caso

Sustituyendo:

1571812 1571812 1571812 15718.12
(1+TIR)* ' (1+TIR)? ' (1+TIR)3 (1 + TIR)™®

0 =—81145.58 +

Despejando:
TIR =14.09 %

El valor del TIR calculado expresa que la tasa de rendimiento que se ha obtenido, es mayor que la
tasa de rentabilidad minima que se le ha aplicado al VAN anteriormente, con lo que se puede

deducir que el proyecto de inversion puede ser aceptado.

5.5 Pay-Back

Anteriormente se ha explicado que son los afios que se tardara en recuperar la inversion inicial.

Sustituyendo los valores del desembolso inicial y del flujo de caja se obtiene el valor del payback:

8114558
~ 1571812 o @nos

Redondeando el valor del Pay — Back se puede afirmar que el desembolso inicial se recuperara

en unos 5 afios de los 10 que se espera que dure la instalacion.
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6 Diseno de la planta

A continuacidn, se va a mostrar un disefio de la planta realizado en el simulador de procesos
ProMax.

Etancl recirculzd

Agus/Etanal

Unidn
2
1 al o

Salucién Agus-Glucosa-E

Solucidn Agua-Glucosa

Etanaol 85%
’—b Solucion Agua-Glucosa F Medic del procesa 1
Reciclo de etanol
4 =

Solucicn con el Producto
—

Materizs primas

Adicidn al fermentador

Bomba 1 Evaparadar —
Bomba 3

Bormbs 2 Fermentador principsl

Microorganismo al fermentador

Producto precipitado

—
Adicidn Microorganismo Microorganismos Etancd 80%
ledio+Microorganismo

Microarganismo

Etancl en disolucidn

—
FUMP-100

—»

Madio esterilizado @

Medic THB
@ @
Medio preparado.

THE medic
Crecimiznto Microarganismo

Autoclave

lustracion 11. Disefio de la planta

En este disefio de la planta, se puede apreciar en la parte de abajo la preparacion del medio de
crecimiento del microorganismo, asi como su adicion a éste. Mientras tanto, tras unas horas de
incubacion del microorganismo en el medio de crecimiento, en paralelo se empezara el proceso de
hidrolisis acida de las pieles de naranja para obtener la solucion de glucosa. La solucién pasara por
el evaporador para reducir el volumen de agua de la disolucién y se introducira junto el resto de
las materias primas al fermentador. Cuando la temperatura de la disolucion en el fermentador
llegue a los 36 grados indicados para el microorganismo, se introducird y se llevara a cabo el
proceso. Finalizado el proceso, los microorganismos se extraerdn por la parte de bajo y la
disolucién se introducird al tanque conico donde se le afadira el etanol, provocando asi la
precipitacion del acido hialurénico. Esta linea superior que muestra todo el proceso en realidad
seran 2, pero para que se vea mejor en la foto solo se ha puesto 1. Una vez precipitado el producto
de ambos tanques, se decanta y se introduce en un tanque con un alto area de contacto para realizar
un lavado con etanol y obtener el producto al final. El etanol utilizado en el paso anterior se

recirculara al evaporador para su recuperacion parcial y asi ahorrar en materias primas.
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7 Legislacion y normativa

7.1 Legislacion y Normas aplicables a la planta Industrial

RD 316/6001 de 17 de marzo: Fija las exigencias basicas de calidad de los edificios y sus

instalaciones.

RD 2267/2004 de 3 de diciembre: Establece y define los requisitos que deben satisfacer y las
condiciones que deben cumplir las instalaciones de uso industrial para seguridad en caso de

incendio, prevenir su aparicion y dar una respuesta adecuada en caso de aparicion.

RD-427: Regula la ventilacion en naves industriales. En él se explica que es necesaria una
renovacion de 30 m3/h por trabajador si no hay humos de tabaco. En caso de que existan problemas
por humo, ya sea de tabaco o de la propia produccién industrial, la renovacion de aire sube a los
50 m3/h por trabajador. Bastante antiguo debido a que ya no esta permitido fumar dentro de
edificios.

RD 1826/2009 de 27 de noviembre: Reglamento de instalaciones térmicas en los edificios, en

este caso oficinas, bafios, etc.

RD 842/2002 de 2 de agosto: Regulacion de las instalaciones de Baja Tension, mediante la
aprobacion del Reglamento electrotécnico para baja tension y sus instrucciones técnicas

complementarias (ITC).

e ITC-BT-05: Verificaciones e inspecciones.

e ITC-BT-08: Sistemas de conexion del neutro y de las masas en redes de
distribucion de energia eléctrica.

e [ITC-BT-10: Prevision de cargas para suministros en baja tension.

e ITC-BT-11: Redes de distribucién de energia eléctrica.

e |ITC-BT-12: Instalaciones de enlace. Esquemas.

e ITC-BT-13: Instalaciones de enlace. Cajas generales de proteccion.

e ITC-BT-14: Instalaciones de enlace. Linea general de alimentacion.

e ITC-BT-15: Instalaciones de enlace. Derivaciones individuales.

e ITC-BT-16: Instalaciones de enlace. Contadores: ubicacion y sistemas de

instalacion.
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e ITC-BT-17: Instalaciones de enlace. Dispositivos generales e individuales de
mando Yy proteccion. Interruptor de control de potencia.

e ITC-BT-18: Instalaciones de puesta a tierra.

e ITC-BT-19: Instalaciones interiores o receptoras. Prescripciones generales.

e ITC-BT-20: Instalaciones interiores o receptoras. Sistemas de instalacion.

e ITC-BT-21: Instalaciones interiores o receptoras. Tubos y canales protectoras.

e ITC-BT-22: |Instalaciones interiores 0 receptoras. Proteccion contra
sobreintensidades.

e ITC-BT-23: |Instalaciones interiores 0 receptoras. Proteccion contra
sobretensiones.

e ITC-BT-24: Instalaciones interiores o receptoras. Proteccion contra contactos
directos e indirectos.

e ITC-BT-29: Prescripciones particulares para las instalaciones eléctricas de los
locales con riesgo de incendio o explosion.

e ITC-BT-30: Instalaciones en locales de caracteristicas especiales.

e ITC-BT-33: Instalaciones con fines especiales. Maquinas de elevacion y
transporte.

e ITC-BT-47: Instalacion de receptores. Motores.

e ITC-BT-51: Instalaciones de sistemas de automatizacion, gestion técnica de la

energia y seguridad para viviendas y edificios.

Ley 31/1995 desarrollada mediante el RD 171/2004 de 30 de enero: Hace referencia a la

prevencion de Riesgos Laborales, en materia de coordinacion de actividades empresariales.

RD 1618/1980 de 4 de julio: Reglamento de calefaccion, climatizacion y agua caliente sanitaria.
UNE-EN-I1SO 14001: Especifica los requisitos que debe seguir el sistema de gestion ambiental.
ISO 9001: Norma de sistemas de gestion de calidad.

ISO 14006: Hace referencia a la aplicacion del ecodisefio. Sus objetivos son disminuir el impacto

ambiental generado por las empresas durante el proceso productivo.
NFPAS86: Regula los recintos a presion atmosférica para calentamiento de materiales o hornos.

Clase A: Calentamiento de materiales no combustible.
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Real Decreto 1495/1986, de 26 de mayo: Reglamento de seguridad de las maquinas. Dirigido a
prevenir los riesgos derivados de la utilizacion de maquinarias en los Centros de trabajo.

ISO TR 14062: Informe técnico que cubre las estrategias, organizacion, planificacion,
herramientas, disefio y desarrollo para la integracion de aspectos ambientales en el disefio de

productos y procesos.

ISO 50001: Busca mantener y mejorar un sistema de gestion cuyo propoésito es el de permitirle
una mejora continua de la eficiencia energética, la seguridad energética, la utilizacion de energia

y el consumo energético con un enfoque sistematico.

7.2 Ficha da datos de seguridad (FDS) segun los grados de NFPA

La NFPA 704 es una norma que tiene su origen en los estados unidos que pretende establecer un
grado de peligro a los materiales. Fue creado por la Asociacion Nacional de Proteccion contra el
Fuego, de ahi su nombre NFPA. Esta norma divide un rombo en 4 casillas, cada una de estas
casillas tiene un color y un nimero o simbolo segun su peligrosidad. Se muestra un ejemplo de

esto en la llustracion 12. Grados NFPA

lustracion 12. Grados NFPA

A continuacion, se detalla el significado de cada uno de los colores:
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7.2.1 Azul/Salud

El color azul indica el nivel de peligro para la salud del compuesto. Segin el nimero en su interior

significard un nivel de peligro u otro. Los numeros pueden ir del 0 al 4:

e 0 significard que no supone ningun peligro en caso de que se inhalen o se ingieran

en grandes cantidades.

e 1 significard que pueden causar algun tipo de dafio, pero de nivel muy leve como

pequerias irritaciones.

e 2 significara que el contacto durante largos periodos de tiempo podria causar dafios

irreversibles sin un tratamiento especializado adecuado.

e 3 significara que el contacto, aunque sea durante cortos periodos de tiempo podria

causar dafios irreversibles a pesar recibir tratamiento especializado.

e 4 significara que una corta exposicion puede causar dafios mortales.

7.2.2 Rojo/Inflamabilidad

El color rojo indica el nivel de facilidad para inflamarse. Segun el nimero en su interior significara

un nivel de peligro u otro. Los nimeros pueden ir del 0 al 4:
e 0 significara que no quemaran al sufrir una exposicion a una temperatura de 94 °C.

e 1 significard que para que prenda debe precalentarse antes, con un punto de

inflamabilidad mayor de 94 °C.

e 2 significard que debe calentarse o estar en presencia de una temperatura alta para

que prenda. Tienen un punto de ignicién de entre 38 y 94 °C

e 3 significara que, a condiciones estandar de temperatura, prenderan casi siempre.

Tienen un punto de ignicion de entre 23 y 38 °C
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e 4 significara que, a condiciones estandar de temperatura se vaporizara a una alta
velocidad. También puede indicar que se quema con relativa facilidad en presencia

de aire.

7.2.3 Amarillo/Reactividad

El color amarillo indica el nivel de facilidad para reaccionar. Segn el nimero en su interior

significard un nivel de peligro u otro. Los numeros pueden ir del 0 al 4:

e 0 significard que tendra una alta estabilidad aun bajo presencia de fuego. Ademas,

no reaccionara con agua.
¢ 1 significara que de normal tiene una alta estabilidad menos en presencia de calor.

e 2 significard que puede a una alta temperatura y presion, reaccionard violentamente.

Violenta reaccion con agua.
e 3 significard que explotara en presencia de una llama o electricidad.

e 4 significarad que explotara facilmente en condiciones estandar.

7.2.4 Blanco / Peligros especiales

El color blanco indicara si el compuesto supone algun riesgo adicional segun el simbolo que

contenga esa casilla. Los simbolos son:
o “W-significara una reaccion violenta con el agua.
e ‘OX’ 0 ‘OXY’ significara que es un oxidante.
e ‘SA’ significard que es un gas que causara asfixia.
e ‘Bio’ significara que puede suponer un riesgo bioldgico.
e ‘CRYO’ o ‘CYL’ significard que es criogénico.

e ‘RAD?’ significara que es radioactivo.
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e ‘PO significara que es venenoso.

e ‘COR’ o ‘COOR’ significara que es corrosivo.

7.2.5 FDS segun los grados de NFPA aplicados a los materiales del bioproceso y

ala planta

En la Tabla 30. FDS segun grados de NFPA de los compuestos del bioproceso, se muestran la

ficha de seguridad de todos los materiales del proceso.

Peligros

Materia prima Peligro a la salud | Inflamabilidad | Reactividad especiales
Piel de naranja 0 0 0 No
Extracto de levadura 0 0 0 No
Caseina de peptona 1 1 0 No
K2HPO4 1 0 0 No
MgCI2 1 0 0 No
NaCl 1 0 0 No
Glutamina 0 0 0 No
Glutamato 1 0 0 No
Acido oxalico 3 1 0 No
H2S04 3 0 2 W
NaOH 3 0 1 W
Etanol 2 3 0 No
THB 0 0 0 No
Agua 0 0 0 No
Acido hialurénico 1 0 0 No

Tabla 30. FDS segln grados de NFPA de los compuestos del bioproceso

A continuacion, se muestra la tabla correspondiente a la planta en general. Cada valor es la media

de todos los materiales. Si un valor no era exacto, se redondea al valor siguiente:
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Peligro a la salud Inflamabilidad Reactividad

Media del proceso 2 1 1

Tabla 31. FDS del proceso general

7.3 Peligrosidad del microorganismo segun su nivel de bioseguridad

El nivel de bioseguridad consiste en un set de precauciones a la hora de almacenar agentes
bioldgicos. Los niveles de bioseguridad van de 1 a 4, siendo 1 un valor que significa que se puede
trabajar con seguridad con estos agentes ya que no causan ningun tipo de mal en los humanos
sanos, y 4 un valor que se utiliza con agentes los cuales se pueden transmitir por el aire y podrian
causar enfermedades muy graves para las que no hay cura, tratamientos o vacunas en humanos. El

nivel de bioseguridad del microorganismo de trabajo es el siguiente:

Nivel de

bioseguridad

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 2

Tabla 32. Nivel de bioseguridad del microorganismo

El microorganismo tiene un nivel de bioseguridad 2. Esto significa que este microorganismo puede
suponer una amenaza moderadamente peligrosa para la salud. Un laboratorio o empresa que
trabaje con un microorganismo de nivel 2, debera contar con equipamiento especializado para la
proteccion de los trabajadores, como guantes y batas. Métodos de descontaminacion como

autoclaves, asi como lavaojos.
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8 Conclusiones

Para finalizar el trabajo, se podria concluir que, durante la realizacion de éste, se han trabajado las

competencias:

A partir de datos encontrados en articulos, libros, tablas y demaés, se ha sido capaz de
comparar, seleccionar y estudiar las condiciones, materias primas y equipos del proceso
que se ha llevado a cabo.

Se ha trabajado la aplicacion de un escalado a un proceso de laboratorio, utilizando reglas
de similaridad geomeétrica, asi como la regla de mantencién del ratio de potencia entre
volumen con el fin de poder extrapolar el proceso a una escala industrial.

Se ha estudiado la posibilidad de utilizar como materia prima residuos agricolas en
sustitucién de la glucosa directamente. Facilitando de esta forma un ahorro considerable
de los costes de materias primas a lo largo del afio de estudio.

Se ha llevado a cabo el dimensionado de un intercambiador de calor para el fermentador
principal con el de mantener constante la temperatura éptima del proceso.

Se ha aplicado un método de purificacion del acido hialurdnico al proceso, escalandolo a
la escala del trabajo.

Se ha llevado a cabo un analisis de los datos econdmicos del proceso, estimando su

viabilidad mediante técnicas como el VAN y el TIR

En definitiva, en este trabajo final de grado se ha intentado llevar a cabo una integracion de los

conocimientos adquiridos durante todos los cursos del grado como son el estudio de bioproceso,

disefio de intercambiadores o analisis de viabilidad econdémica de un proceso.

Con lo estudiado en este trabajo, se podria afirmar que resultaria rentable aplicar este proceso a

una escala industrial, basdndose en su rentabilidad. No obstante, los precios utilizados sobre todo

en el equipamiento se deberan afinar mas si se pretende aplicar con vistas a producir el producto

industrialmente.
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