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ACTIVIDAD C




RSTUDIO DE PREFACTIBILIDAD TECNICA Y
ECONOMICA DE LA PRODUCCION DE 6-APA

El presente informe forma parte del estucio de prefactibilidad
técnico-econdémica, con el cual el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, cumple con el compromiso de la
Actividad C del contrato ONUDI No.91/100G. Este trazbajo fue
entregado a VECOL S.A. para su complementacién, y comprende los
siguientes tépicos:

- Generalidades: se describieron diferentes aspectos
relacionados con la obtencidén del Acido 6-Aminopenicilémico
(6-APA).

- Estudio de mercado: en razén a que no fue suministrada
informacién de consumos para México y Cuba, se optd por
evaluar el proyecto para las condiciones de Colombia. Se
determiné la demanda actual y futura del 6-APA con base en los
datos de importaciones y produccién nacional, disponibles en
el Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE)
y en el Instituto Colombiano de Comercio Exterior (INCOMEX).

- Localizacion y tamafio: 1la planta en estudio se localizara en
las actuales instalaciones de VECOL S.A., en Santafé de
Bogota. El tamafio Sptimo de la planta se determiné con base
en los resultados del estudio de mercado.

- Estudio de Ingenieria: se seleccioné el proceso convencional
para producir el 6-APA por via enzimdtica y posteriormente se
realizé el balance de materia correspondiente, a partir del
cual se dimensionaron los equipos principales de la planta.

- Estudio Econémico: se realizéd el estudio econdémico del
proyecto, dentro del cual se determindé la inversién total de
capital requerido para la puesta en marcha de la planta y se
hizo la evaluacién econémica del proyecto.
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- Formula molecular : CsHi203N28
- Peso molecular : 216.4
- Obtencidén es obtenido actualmente por hidrélisis
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PENICILINA V ACIDO FENOXIACETICO 6-AFA

La hidrélisis se realiza por la enzima penicilino acilasa o
penicilino amidasa, producida por bacterias como la Escherichija

coli..

- Aplicaciones: el 8-APA es usadv en grandes cantidades para la
produccién de un gran namero de peninilinas semisintéticas.
Dentro de estas, las unicas que hast2 ¢) momento han
presentado un valor clinico suficiente come para merecer Ja
produccién y distribucién en gran escsla, son : Amoxicilina.

Ampicilina, Carbenicilina, Cloxacilina, Dicloxacilinea,
Hetacilina, Meticilina, Nafcicilina. Oxacilina, Feneticilina,
Ticarcilina, Axidocilina, Azolocilina. Bacampicilina,
Ciclacilina, Epicilina, Fluclonracijlina, Mecilinam,

Metamacilina, Mezlocilina, Pirbenicilina. Pivampicilina,
Pivmecilinamo, Propicilina, Sulbenicilina y Talampicilina.

- Especificaciones comerciales: el 6-APA debe cumplir con las
siguientes especificaciones:

Apariencia : polvo cristalino blanco
Humedad : ©.3% mAximo.

Rotacién optica : +280 a +320°
Metales pesados: 20 ppm maximo




Solventes residuales: menos del 1%

Contenido de acido fenilacético: menos del 8.7%

pH: 3.5 a 4.0

Densidad : 6.3 a 0.4 g/ml.

Estabilidad: almacenado bajo 15°C, protegido de humedad
y luvz, mantiene su calidad por 2 afos.

Presentacidon: de 25 a 40 Kg empacados en una bolsa doble
de polietileno.

2. ESTUDIO DE MERCADO

En Colombia solo se inicié el consumo de 6-APA en 1987, al
instalarse en la Ciudad de Barranquilla la Empresa Multinacional
Andina SIFA < .A. Con el proposito de disponer de una serie
histérica mas amplia, se optd por estimar el consumo potencial de
6-APA teniendc en cuenta el consumo dese 1975 de penicilinas
derivadas de este acido.

2.1 FUENTES DE INFORMACION

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron las siguientes
fuentes de informacién:

- Anuarios de Comercio Exterior (DANEK e INCOMEX): de alli se
extrajeron los datos de importaciones de "penicilinas, sus
sales, derivados y compuestos” segin su pais de origen,
destino e importadores directos, para el periocdo comprendido
entre 1975 y 1988.

- Anuarios de Industria Manufacturera (DANE): de estos se
tomaron los datos de produccidédn nacional de Ampicilina.

- Licencias de Importaciéon (INCOMEX) : se consultaron 1las
licencias clasificadas bajo 1la posicidén arancelaria de
"penicilinas, sus sales, derivados y compuestos”, con el fin
de deterxinar la cantidad exaxta importada de cada una de las
penicilinas semisintéticas en un determinado periodo,




2.2 DEMARDA

La demanda de 6-APA se evalué a través de las penicilinas
semisintéticas elaboradas a partir de él y consumidas
nacionalmente. Estas penicilinas son : Bacampicilina, Cloxacilina,
Ticarcilina, Flucloxacilina, Amoxicilina, Oxacilina y Ampicilina,
las cuales se importaban en su totalidad hasta 1986; de 1987 en
cdelante se tomo, ademés de las importaciones, la produccién local.
El 95X de las penicilinas semisintéticas consumidas en Colombia,
corresponde a la AMPICILINA gue se empezd a producir en el pais a
partir de 1987.

2.3 ANALISIS DE LA DEMANDA

En la Tabla 1 se muestran los kilogramos netos importados de
“peniciilinas, sus sales, derivados y compuestos” desde 1975 hasta
1991. Con el objetivo de visualizar mejor estos datos, en la
figura 1 aparecen los kilogramos netos importados, vs. Afio. En
esta grafica se observa cémo en 1987 las importaciones se reducen
en un 40%, debido a la produccién nacional de ampicilina de 21511
kilogramos en 1987 y 41504 kilogramos en 1988.

TABLA 1. CARTIDAD IMPORTADA DE "PENICILINAS, SUS SALES, DERIVADOS
Y COMPURSTOS”, DESDE 1975 HASTA 1988.

Afio Cantidad Importada en Kg.

1975

1976 46757
1977 46123
1978 71708
1979 59398
1980 130884
1981 86100
1982 89988
1983 95035
1834 107240
1985 120183
1986 117819
1987 98202
1988 46117
1989x% 38400
1990« eaeaa
1991x 19025
- e e o §
Fuente : Anuarios de Comercio Exterior del DANE (18)

* Datos correspondientes a Imprrtaciones del 6-APA.




FIGURA 1
IMPORTACIONES DE PENICILINAS
SUS 8ALES, DERIWVMDOS Y COMPUESTOS

Kilos Netos Importados (miles)
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Una revision de las importaciones segin el pais de origen y el
lugar de destino de las “penicilinas, sus sales, derivados y
compuestos”, permite observar que en Bogota se consumen mias del 80%
del total importado durante todos los afios.

De la informacién extraida de las licencias de importacién, se
establecid que el 52X aproximadamente del total importado de
“penicilinas, sus sales, derivados y compuestos”, corresponde a las
penicilinas derivadas del 6-APA.

La produccién local de ampicilina en los Gltimos afios fué:

PRODUCCION EN Kg DE AMPICILINAS EN COLOMBIA

Producto/ afio 1987 1988 1989 1990 J
Ampicilina anhidra ————— 2800 2500 3000
Ampicilina trihidrato| 6275 20950 18.186 25000

2.4 PROYECCION DE LA DEMANDA

Para determinar la demanda futura de &acido 6-Aminopenicilénico
(6-APA) en Colombia se procedié asi :

- Con base en 1los datos extraidos del DANE, tanto de
importaciones como de produccién nacional, se hallé 1la
proyeccién de la demanda con el fin de determinar los
requerimientos de “penicilinas, sus sales, derivados vy
compuestos” para el periodo comprendido entre 1992 y el afio
2002 .

Dicha proyeccién fue destinada para dos casos:

Primero.- suponiendo que la linea de ajuste es una linea recta
de la forma y = a + bt.

Segundo.- suponiendo que es una curva exponencial del tipo
y = abt.




El mejor ajuste por coeficiente de correlacién resulto ser el
lineal. En la Figura 2 se observa que efectivamente la linea
recta proporciona un mejor ajuste, pues la curva exponencial
se aleja de la tendencia a partir del afio 1988.

Los resultados consignados en ia Tabla 2 muestran la demanda
futura de penicilinas en general.

- Por otra parte, se consultaron para dos afios cada una de las
respectivas licencias de importacidn, en las cuales se
especifica la penicilina importada lc misro gque su cantidad.

TABLA 2. PROYECCION DE LA DEMANDA DE “PENICILINAS™, SUS SALES,
DERIVADOS Y COMPUESTOS.

Camtodad Consumida Ao Cantidad Proyectada
(Kg.) (Kg.)
37911 1989 132810
48757 1990 138617
48123 1991 144425
73798 1992 156233
61398 1993 156040

133074 1994 161848
88071 1995 1676855
95923 1996 173463
96458 1997 179271

110359 1998 185078

122821 1999 190886

121393 2009 196694

123883 2001 202501
88554 2002 208309

Cantidad consumida = importaciones + producciér nacional.

De la informacién contenida en las licencias de importacién (23),
se obtuvieron los kilogramos importados de cada una de las
siguientes penicilinas semisintéticas: Ampicilina, Oxacilina,
Amoxicilina, Flucloxacilina, Ticarcilina, Cloxacilina y
Bacampicilina, que son de acuerdo con los datos reportados, las que
se consumen en Colombia. Para el caso de la Ampicilina, se sumé
la cantidad importada a la cantidad producida =se afio.
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Conocida la cantidad consumida (importaciones + produccién
nacional) de penicilinas en general, se calculé el porcentaje de
cada una de las penicilinas semisintéticas consumidas durante los
dos afios, para los cuales se consultaror 1las licencias de
importacién.

Los porcentajes obtenidos no variaron vignificativamente en los dos
afios consultados. En promedio dichos porcentajes con respecto al
total de penicilinas y sus derivados, son los siguientes:

Bancampicilina 0.023%
Cloxacilina @.092°
Ticarcilina 9.034%
Flucloxacilina ?.407%
Amoxicilina Sédica @.086%
Oxacilina Sédica 1.66 %
Ampicilina Sédica 49.748%

- Una vez conocidas las penicilinas semisintéticas consumicas en
Colombia, se determina exactamente por la reaccidén, la
cantidad de 6-APA necesaria para producir una mole de cada una
de ellas. Esta cantidad expresada en porcentaje se presenta

asi:

Bancampicilina 43.1%
Cloxacilina 49 .6%
Ticarcilina 56.3%
Flucloxacilina 47 .6%
Amoxicilina Sédica 55.8%
Oxacilina Sédica 49.0 %
Ampicilina Sédica 58 2%

- Finalmente se multiplica cada una de las cantidades requeridas
de "penicilinas, sus sales, derivados y compuestos” (Tabla 2)
por los dos factores hallados para cada una de las penicilinas
semisintéticas, obteniendo de esta manera el 6-APA consumido
anualmente para producir cada una de ellas.

La suma del 6-APA consumido anualmente para producir todas las
penicilinas semisintéticas usadas en Colombia, da el total
demandado en ese afio (Ver Tabla 3).




TABLA 3. PROYECCION DE LA DEMANDA DE 6-APA EN COLOMBIA

Afio Cantidad 6-APA Afio Cantidad 6-APA
Consumida Proyectada

1975 11134 _——— meme-
1976 14667 -—— ee—e-
1977 14476 -——— eee—-
1978 221173 1992 45193
1979 18470 1893 46949
1980 40032 1994 48687
1981 26494 1995 50434
1982 28856 1996 52181
1983 29017 1997 53929
1984 33198 1998 55675
1985 36947 1999 57423
1986 36518 2000 59170
1987 37267 2001 60917
1988 26639 2002 62664
1989 36400

199¢ @0 ——---

1991 19025

En la Tabla anterior se reportan los valores correspondientes a la
demanda de 8-APA, los cuales serén la base fundamental para definir
el tamafio de la planta. Dicha planta iniciaria produccién en 1993
y tendria una vida atil de 1@ afios (10,14).

2.5 TAMANO DE LA PLANTA

Para determinar el tamafio de la planta, el elemento de juicio mas
“importante es, generalmente, la cuantia de la demanda que ha de
atenderse, por tal motivo se considera que el tamaifio de planta
adecuado serid el gque conduzca al minimo costo unitario, para
atender la demanda actual, a la vez que tenga capacidad disponible
para atender la demanda futura (14).

Teniendo en cuenta lo anterior, determinamos el tamafio de la planta
con base en la proyeccién de la demanda de 6-APA, calculada en el
estudio de mercado.




Dada la naturaleza del proyecto, es conveniente asumir como factor
de seguridad, que solo se abasteceré un 75% del mercado, admitiendo
con esto que el 25% del 6-APA demandado indirectamente a traves de
las penicilinas semisintéticas se obtendra por otras fuentes.
Precisamente este po. :ntaje estimado de cubrimiento del mercado
nacional, define el tamaiio de la planta cuya capacidad de
produccién seré de 40000 Kg/afio. Con un tamafio mayor disminuirian
los costos unitarios de produccién, pero a su vez se correria el
riesgo de sobreestimar la capacidad del mercado. Un tamaiio menor
haria que los costos de produccién aumentaran, con lo cual
disminuiria la rentabilidad del proyecto.

En 1la Tabla 4 se muestra la demanda de 6-APA que se espera cubrir
desde el aiio 1993 hasta el afio 2002, asi como también el porcentaje
de la capacidad instalada utilizado.

Debido a que afio tras afio se estara aumentando el porcentaje de la
rapacidad instalada a utilizar, los costos unitarios d= produccién
decrecerén.

TABLA 4. TAMARO DE LA PLANTA - 40002 Kg/alo

Demanda de S-APA * Demanda a % Capacidad
(Kg) Cubrir Instalada

35205
36515
37825

Demanda a cubrir = 75% de la demanda real de 6-APA.
quinto afio de operacién de la planta.




3. ESTUDIO DE INGENIERIA

Shewale y Sivaraman (31), investigadores de "Hindustan Antibiotics
Ltda”, hicieron una revisién de la tecnologia existente para la
produccién de 6-APA, considerando principalmente los procesos
comerciales disponibles. Basados en la informacién gque ellos
publicaron, describimos a continuacion las condiciones bajo las
cuales se realiza la hidrdlisis en varias compafiias farmacéuticas,
los resultados obtenidos en el proyecto del Programa Regional de
Biotecnologia y, ademés, los diferentes tipos de reactores que se
han utilizado.

En la Tabla 5 se muestran los parametros operacionales y las
caracteristicas de penicilino acilasas inmovilizadas por: Rohm
Pharms, Astra, Boherirnger Mannheim, Beecham, Hindustan Antibiotics
Ltda, Novo y la utilizada en el proyecto producida GENIN S.A. de
C.V. Los valores reportades en este altimo caso corresponden a
trabajos realizados en reactores de laboratorio de 1 litro.

La relacién enzima a penicilina debe permitir una hidrélisis
completa (>97%) con minimo sustrato e inhibicidén de los productos
(Ver Tabla 5). El agua usada en el process debe ser filtrada y
desionizada. La formacidén de &acido fenilacético hace que disminuya
el pH, por lo tanto, debe adicionarse Alcali empleando un sistema
de control de pH.

3.1 BReactores para HidrSlisis enzimfitica de penicilina.

Se han estudiado diferentes tipos de reactores, que incluyen el
convencicnal con agitacién y enchaquetado en el cual la solucién de
penicilina G. junto con la enzima reaccionan a la temperatura
deseada (Ver FRigura 3). Terminada la reaccién la enzima es
separada por filtracién a presion. La velocidad de agitacidén debe
ser suficiente para mantener la enzima en suspensién y para
distribuir rapidamente el &lcali que se va agregando.

La estabilidad operacional reportada esta entre 100 y 620 ciclos de
uso de la enzima (Ver Tabla 5). En el caso de la enzima utilizada
en el proyecto, el nimero de ciclo es de 480 con las pruebas que se
han realizado; sin embargo, este valor puede aumentarse
drésticamente empleando reactores de columna empacada recirculados
por lotes. (Ver informe Actividad D). Park y Ryu (31), han disefiado
un sistema en el cual la enzima estd empacada en una columma y la
solucién de penicilina se recircula (Ver Figura 4).
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TABLA 5. PARMNETIOS OPERACIQEALES Y CARACTERISTICAS DX LAS PENICILINACILASAS IBNOVILIZANS

Actividad
($e-1)

pl Operaciomal

quiahn

JOpemioul {*C)

Vida operaciomal
(%)

qbomtncifm del
Sastrato (2)

I. coli

Bapergit €.

108 - 150

Tangue
Agitado

L. coli

Sephader G208
-2

1.4
i

Tangee agitade
Columma espacada

Dockring
T ]
(red)

. oli
(Recosbdi-
aaate)
Poliacri-
laaida.
m—m# )

$8)16-40

2 |¥%-4
1000-15001 20004000

1.2-10.6] 46130

Agitade

N.D. Informacidén no disponible
Fuente: Process Biochemistry, Agosto 1989 (31)
Instituto de Biotecnologia (35).

0N
(Sesacilasa)

1.6-1.5
3%

SISt
ACTIBIOTICS
™

L. eoli

Celulosa
w

1440
n

14

Agitado

mm

L. coli

lesina
acrilica
124-150

1.5
L))

19
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Una comparacion entre el reactor con agitacién y el reactor con
columna empacada fue hecha por Mollgard (31), para la hidrélisis de
Penicilina V usando semacilasa (enzima inmovilizada preparada por
Novo). El reactor con agitacién dié los mejores resultados.

3.2 PURIFICACION DEL 6-APA

La purificacion del 6-APA presente en la mezcla reaccionante,
después de la separacién de la enzima, es el paso final en el
procesc de produccién del 6-APA.

De acuerd> con la informacién publicada en el articulo presentado
por industrias Novo (27), en la IX Conferencia Internacional de
Ingenieria de Enzimas y en el informe presentado por el Instituto
de Biotecnologia al Programa Regional (ONUDI) (29), el
procedimiento wids adecuado para la purificacién del 6-APA es el
siguiente :

- Concentrar el 6-APA por evaporacidén al vacio sin exceder una
temperatura de 30°C.

- Enfriar la solucién hasta que la temperatura se mantenga en
15°C.

- Lentamente adicionar una solucién de &cido clorhidrico hasta
llegar a un pH de 4.3 (pH isoeléctrico del 6-APA). Durante
este proceso de precipitacién es importante mantener una
agitacién vigorosa.

- Posteriormente la mezcla se enfria hasta que la temperatura
permanezca en 5°C y se adiciona el etanol al 96X ( la mitad
del volumen que se tenga). Este etano! se debe enfriar a 11°C
antes de ser adicionado a la mezcla. 1la adicién debe hacerse
lentamente para evitar que durante esta operacién se eleve la
temperatura y con ello se redisuelva el 6-APA.

- La solucién se mantiene refrigerada y con agitacién por
espacio de una hora.

- Del cristalizador se lleva la mezcla a una centrifuga, donde
ademés de separar el 6-APA se hace un lavado con acetona (11
acetona/Kg 6-APA).




- El proceso de secado final se realiza en un secador por
aspersion.

- Kl almacenamiento del producto obtenido deberd efectuarse en
recipientes herméticamente cerrados.

En la Figura 5 se presenta el diagrama de flujo propuesto para la
planta productora de 40 toneladas/aiio de 6-APA, obtenidc a partir
del anélisis de la informacién técnica anterior.




SJURWTUBIVWM® © K
—

oporodue © Y ¥-9

of

2| - U4

©49p19D | ZeTon, ¢ﬂ.ﬂ

&0“8 +£‘...x-|l
- \QT 0&0&0).!

opovedone
ony

x&-ﬂ)

neie vE
OJUBII U ITWIO
op wnbuo|




3.3 BALANCE DR MATERIA

Las condiciones de proceso que se tomaron para emprender el balance
de materia, se obtuvieron de las tablas 5 y 6 en las que se
reportan valores para plantas industriales y se comparan con los
valores obtenidos para el catalizador empleado en el proyecto 6-APA
del Programa Regional, producido por GENIN. Para este ultimo caso
la informacién se ha generado en un reactor operando con un volumen
Gtil de un 1 litro. También se tuvieron en cuenta los datos de un
informe técnico de la empresa SCLAVO S.p.A. (Mil&n - Italia) los
cuales se presentan a continuacién:

Capacidad del Reactor : 1000 1.
Solucién de penicilina: 8%

Enzima inicial : 7.200.000 U
Intervalo de pH : 7.5 -17.9
Tiempo prom. de Hidrdélisis : 3 hr.
Tiempo prom. proceso : 4.5 hr.

Los valores empleados en el balance de materia son :

Capacidad de la planta 49 ton/afio
Dias de operacidén /afio 330

Namero promedio de lotes/dfia 4

Numerc de lotes /aiio 1320

Kg producidos de 6-APA/dia 121.2
Kg producidos de 6-APA/lote 30.31

Actividad de la enzima 125 U/gr.

pH operacién 7.4-7.6

Temperatura operacién 37°C

Tiempo de vida mredia 1000 h.

Concentracién del sustrato 10%

Reactor Tanque agitado
Conversién 97%

Rendimiento 275 Kg €-APA/kg. enzima.

Utilizando estos valores se obtuvo el balance de materia por lote
y por afio, el cual se muestra en la Tabla 7.




TABLA €. CORDICIONES DU PROCESO DR PLANTAS ISDGSTRIALES PRODECTORIS M ¢-APd
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TABLA 7. BALANCE DE MATERIA POR LOTE Y POR ANO, PARA UNA PLANTA
PRODUCTORA DE 42 TON/ANO DE 6-APA.

Materias

Penicilina GK

? Agua tratada para:
| dilucion de P y
; dilucién de NHACH

| Amoniaco (25%) | 18.76 ml/1 mezcla Rix |
' HCL (37%)

j Etanol (96%)

* Mezcla R1 : Solucién de PGK/lote
x% Mezcla R2 : Mezcla de solucién depués de la hidrélisis:
solucién PGK + Amoniaco 2N adicionado.




3.4 DIMENSIONAMIENTO Y COSTO DE LOS EQUIPOS PRINCIPALES

Los equipos utilizados para la produccién y purificacién del 6-APA
por el proceso enzimético convencional, de acuerdo con el diagrama
de flujo (Fig. 5) son los siguientes:

- Un reactor enzimético con control de pH.
- Un evaporador al vacio

- On cristalizador

- Un equipo de refrigeracion
- Una centrifuga

- Un secador por aspersién

- Tangues de dilusién

- Tanques de almacenamiento
- Bombas de proceso

- On generador de vapor

- Un intercambiador de calor.

Se procedié a dimensionar estos equipos (7,9,11,15), con el
propésito de calcular la variable principal gue permita, a su vez,
obtener el costo de adquisicién de cada uno. La Tabla 8 resume el
dimensionamiento v la Tabla 9 presenta el valor actualizado de los
equipos, empleando los indices de Marshal y Stevens. El error
probable de este cdlculo es menor a 15% (12).

De acuerdo con este procedimiento, el valor del equipamiento para
una planta nueva dedicada a la produccién de 6-APA es de
USS 532.900. Se evaluari por parte de VECOL el caso de ampliacién
de su planta, integrando a esta una unidad de produccién de S-APA.




TABLA 8. DDEBIMIMIE[GMIHBPRIMIPALBDEMM’I‘A

_ EQUIPO Caxt Hatenal Variable Principal Valor varia-
j : j } ble princip.
{ Reactor enzimético 11 | | Volumen | 1000 L
1 | i Area 32 m2
{1 | Capacidad 1000 1
i1 | Cap. evap. agua I 500 1b/h
11 | Ton frio ‘ 4
{ 13 | Flujo —
'i _ 1
t )
i1 | Volumen 1020 1
i 1 ] Volumen : 5 1
: | \
| |
11 | | Volumen | w01
1§ | Volumen 1 12000 1
11 | i Volumen | 7220 1
|1 Volumen | 401
{ 1 | Volumen | 20001
1 1 r Area j 1.1m2
11 Cap.generac. vapor i 60 HP
| | -W,L-,, . I | .

Al: Acero inoxidable; AC: Acero al carbono. P plastico reforzado.

PP




TABLA 3. DETERMINACION DEL COSTO DE LOS BUIPOS PRINCIPALES

BQUIPO COSTO ARO 185 1991 JJoosTo A
FIGURA (US$) S A FIG.| (US $)

(12) PETERS & TIMMERHAUS

Evaporador 12.000 1179/606 | 23.0m0
(11): Pag.11-42 ' '
Fig.11-26
Cristalizador 0.0 1179/576.5 101 . 500
(12): Pag. 593
Fig. 13-77
Centrifuga 13.02 1179/576.5 26.400
(12): Pag. 592
Fig. 13-74
Secador por Aspersidn 60.220 1170/576.5 121 .8009
(12): Pag. 774
Tabla: 15-29
Bombas (en total 13) 10.200 1170/576.5 20 .58
(12): Pag. 557
Fig. 13-42
Tanques de Dilucién
penicilina G-K 7.0 1178/576.5 14.200
Hidréxido de amonio 2.0 1119/576.5 4 .00
(12). Pag. 572
Fig. 13-58
Tanques de Almacena- |
mjento !
Etanol ( 10.000 1170/606 19.3%0
Acido Clorhidrico | 8.250 1170/606 16.020
Hidréxido de amonio | 7.000 1170/608 13.500
Acetona 1 4.000 1170/608 7.800
Tanque de recolec -ni 10.020 1179/608 19.30
! (11):Pag. 6-111
Fig. 6-141 ]
Intercambiador de 1
Calor {
(12): Pag. 671 l 1.600 1170/576.5 3.3
Fig. 14-17 i
Reactor enzimatico
(12): Pag. 791 10.000 1179/576.5 2.3
Fig. 15-37
Equipo refrigeracién
(12): Pag. 8886 50 .00 1179/576.5 101 500
Fig. B-7
Czldera
(12):Pag.885 10.000 1179/578.5 20.30
Fig. B-4
FUENTE : (11) PERRY - Manual del Ingeniero Quimico.
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ACTIVIDAD D




ACTIVIDAD D

Para el cumplimiento de esta actividad, se envio al Ingeniero
Edgar Alfonso Gomez Aguirre a México. El desarrollo de su labor
fue dirigida por el Dr. Agustin Lépez-Hunguia C. y por el Dr.
Rodolfo Quintero (Investigadores del Instituto de Biotecnologia
de la UMAM).

Un aspecto critico, en la hidrélisis enzimadtica de la penicilina,
es el precio de la enzima, el cual influye considerablemente en el
costo total del proceso de produccién del 6-APA. Se requiere
entonces evaluar los diferentes sistemas de reaccién para
determinar cual es el que permite un uso eficiente de la enzima
inmovilizada. Por esta razém se planted realizar el siguiente

estudio de Ingenieria Basica: ~ Ingenieria de Reactores para la
Evaluacién de la Estabilidad de la Penicilino amidasa en la
produccién del 6-APA” ’




1. OBJETIVOS
1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del pH en la estabilidac de 1la enzima
penbicilino-amidasa inmovilizada, durante iz reaccién de

hidrélisis de la penicilina G, en diferentes sistesas de reaccion.
1.2. Objetivos Especificos

1.2.1 Desarrollar programas de computador que perzitan simular la
hidrolisis enzimatica de la penicilina ¢ y evaluar la
estabilidad en los siguientes reactores:

a. Reactor por lotes de tanque agitado

b. Reactor continuo de columna empacada

c. Reactor continuo de tanque agitado

d. Reactor por lotes de mGltiples columnas empacadas
recirculado (RMER)

1.2.2 llevar a cabo estudios basicos en un Reactor por lotes
de Mdltiples Columnas Empacadas Recirculado (RMER)




2. RESULTADOS

Para realizar la simulacion de la hidrélisis de la penicilina G-K
se tuvo en cuenta: el balance de materia, la variacién del pH, su
respectiva neutralizacidn y la desactivacion de la enzima por
efecto del pH

Para el biocatalizador de penicilino-acilasa producido por GENIN
S.A. de C.V. (México) ya se tiene dg&}nido el modelo cinético y el
de desactivacion por efecto del pH . Durante la hidrélisis, 1la
penicilina es transformada a acido fenil acético y a 6-APA
causando una caida de pH, eato junto con el efecto de 1la
temperatura a{ﬁw‘m}a ectividad y por ende la vida media del
biocatalizador . Uno de 1los aportes importantes de
este trabajo fue el desarroliar el siguiente modelo de wvariacioén
del pH:

FS, * (C, + C,)(3F, +2F_ +F,_) -K+M+CA(F,_ -1)

X = o L2
So  Fig = Fyp - Foo Fo )
(1)
Donde:
X = conversio=z
Soz cencentracién inicial de penicilina

C‘. C2= concentracion de KHZPO‘ y KiHPO‘ repectivamente
Fi = Funciones complejas de pKa y del pH

La ecuacioén 1 describe la variacién del pH como una funcién de 1la
conversion. Tambien se obtuvo una funcidén que permite conocer la
concentracién requerida de amonfaco para mantener el pH en un
valor dado:

cn - FuoSot (Gt CIEGIZE ;) - X S (FtFy, FypFy,) - K + M

(1-F_)

(2)

~.1 Reactor por lotes

Se desarrolld un programa de computacién para simular 1la
hidrolisis de la penicilina en el reactor por lotes. En esencia la
simulacién trata de describir los resultados de estabilidad
operacional a partir de daios experimentales de estabilidad en
almacenamiento, adicionando el efecto de la fluctuacién de pd en
el medio de reaccién.




Los resultados de la simulacion de la variacién del pH como una
funcién de la conversion y comparados con los datos experimentales
se ilustran en la fig. 1. El modelo de generacién del pH, ec. 1
predice, tal y comc sucede en la reaccién, una drastica caida del
pH adn para conversiones muy pequefias para posteriormente
estabilizarse en un valor cercano a 4.8.

La conversion en funcién del tiempo de hidrélisis se presenta en
la figura 2, donde se muestran los datos experimentales y los
obtenidos con la simulacién. Es evidente que la descripcidn del
modelo cinético se ajusta satisfactoriamente a los datos
experimentales. Al llevar a cabo la simulacién de la estabilidad
del biocatalizador, los resultados experimentales quedan
perfectangnte descritos cuando la regulacién se hace a valores de
Ph = 7.5 - .1, segin se muestra en la figura 3. .
Resulta interesante poder observar lo que podrian ser diferentes
eficiencias en los sistemas de regulacién de pH y su efecto en la
estabilidad del biocatalizador. En La figura 4 se muestran los
resultados de las simulaciones para procesos sucesivos de reaccién
por lote en los qQque el pH es regulado a 7.5 con intervalos
superiores e inferiores iguales a: @.1, 8.2, 0.3, ©6.8. Dichos
resultados se presentan como la caida de actividad del
biocatalizador conforme se suceden los lotes. Se observa como al
aumentar el intervalo de control del pH, 1la esabilidad del
biocatalizador disminuye. Lo anterior pone de manifiesto que el
sistema de control de pH debe ser preciso y exacto para evitar la
desactivacién de la enzima.

Ademdas se realizaron simulaciones para procesos sucesivos de
reaccion por lote en los que el 7H se reguld en 7.5 con un
intervalo fijo inferior de @.1 e intervalos superiores iguales a:
9.1, 6.3, 8.5, y 8.7. Tales simulaciones dan informacién de lo que
le puede suceder al biocatalizador cuando se llevan acabo las
hidrélisis en un reactor con un sistema deficiente de adicién de
4lcali. Los resultados se muestran en la figura 5.

Como conclusion general podemos establecer que el reactor agitado
por lotes, a pesar de ser el mas usado en la industria, presenta
diversos inconvenientes para el caso particular de la
penicilino-amidasa, dadas las caracteristicas de estabilidad al pH
de la enzima. Es evidente que la concepcién del sistema de
regulacién del pH Jjuega un papel fundamental en el disefio del
reactor, yva que existe un amplio margen entre el tiempo de vida
media de operacién y el de almacenamiento del que puede
beneficiarse el proceso con un adecuado disefio del sistema de
regulacion.

2.2 Reactor de flujo pistéon

Bajo 1la suposicién de operacion isotérmica se realizé la
simulacion del reactor empacado. Se evalu® la estabilidad del
biocatalizador en funcién de la posicién en el reactor, para
posterjiormente calcular un valor promedio integral. En la figura 6
se presentan estos datos en funcion del tiempo de residencia. Es
importante resaltar que solo a tiempos de residencia muy cortos,
donde el cambio de pH es despreciable, se estaria protegiendo al
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Figura 1 . Simulacion de la variacién del pH en funcidn de la conversidnm,

para la hidrdlisis de penicilina G-K én un reactcr por lotes
de tanque agitado. De acuerdo coan la ecuacidn 33.

(o) resultados experimentales, (—) simulacién. Los resultados
de la simulacidn y los experimentales se obtienen sin realizar
la neutralizacion.
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Figura 2.
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Hidrélisis de la penicilina en un reactor por lotes de tanque

agitado, de
ecuacion 1.
Condicicnes
2N, 10 % Ce
(—) resulis

acuerdo al modelo cinético dado por  la

en el reactor: pH = 7.5 * 0.1, repulado con i, 0H
penicilina G-K en amort jpuador de fosfatus 0.0,
Jos de la simlacidn, (o) resultados eriperimentales.
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Figura 3 . Actividad residual de la penicilino-acilasa en ur reactor
- por lotes de tanque agitado en funcién del tiempo de wuso
del biocatalizador. T = 37°C, amortiguador de fosfatos
0.03M, ajuste del pH con NHQOH 2N, 102 de penicilina G-K,
120 U/g de penicilina, volumen de reaccién = 50 ml,
control del pH entre 7.4 y 7.6, (—) simulacion,

{0} experimental.
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Actividad residual de la penicilino-acilasa en un reactor
por lotes de tanqgue agitado en funcién del nomero del
lote. Resultados de la simulacién a las sigulentes
condiciones: T = 37°C, amortiguador de fosfatos 0.03M, 1la
neutralizacion se realiza con NH,OH 2N, 102 de per‘cilina
G-K, volumen de reaccion = 50 ml.

Control de pH: 7.5 ¥ A de repulacidn: (A =00,

2( A = 0.2), 3{ A =0.3), 4(/. = 0.6).
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Figura 5 . Actividad residual de la penicilino-acilasa en un reactor por

lotes de tanque agitado en funcidn del nimero del lote.

Resultados de la simulacion a las siguientes condiciones:

T = 37°C, amortiguador de fosfatos 0.03M, neutralizacidon con

NH,OH 2N, 10% de penicilina G-K, 120 U/g de penicilina,

volumen del reaccién = 50 ml, intervalo de regulacion del pH

para la simulacidn:

pH inferior = 7.4 (constante)

pH superior = 7.5 + & de regulacién: 1(A= 0.1), 2(4=0.3),
3{ A= 0.5), 4(A=0.7).
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Figura & . Simulacidén del tiempo de vida media en un reactor de flujo
pistdn en funcidn del tiempo de residezcia. E1 volumen del
reactor es de 3.5 ml. Llas condiciones de 1la mezcla de
reaccidn a la entrada del reactor son: . = 37°C, pH = 7.6,
102 de penicilina G-K, amortiguador de ‘osfatos 0.03M.

Se tiene en cuenta el modelo de variac:&n del ph, el cinético
y el de desactivacién de la enzima por efecto del pH.




biocatalizador, aunque evidentemente se obtienen bajes
conversiones. Esta es la razén por la cual el reactor de flujo
pistén es inadecuado para este tipo de procesos. Sin embargo los
resultados de esta simulacion pueden utilizarse para definir
tiempos de residencia en un reactor por lotes de columnas
empacadas recirculado que permitan operar en condiciones de alta
estabilidad.

2.3 Reactor continuo de tangque agitado

Otra alternativa que resulta interesante analizar es 1la del
reactor continuo de tanque agitado. Como resultado de 1la
simulacion, las productividades en el reactor continuo de tanque
agitado son iguales o menores a 0.25 g 6-APA/(g biocatalizador h)
mientras que las productividades del reactor por lotes, sin
considerar los tiempos muertos, son cercanas a ©0.65 g 6-APA/(g
biocatalizador h), lo que permite concluir que el reactor continuo
de tanque agitado no es el mas adecuado para la hidrélisis
enzimdtica de la penicilina G-K (figura 7).

2.4 Reactor Maltiple Empacado Recirculado por Jotes (R.M.E.B)

Una importante ventaja de llevar a cabo la hidrélisis enzimatica
de la penicilina en un reactor empacado recirculado por lotes
(figura 8) es la de tener un mejor control del pH. La caida de pH
puede controlarse operando flujos de alimentacién al reactor tales
que el tiempo de residencia sea muy pequefio, evitando asi exponer
la enzima a un medio muy &cido. El pH superior sera el de 1la
solucién reaccionante en el tanque de neutralizacién, sin
presentarse el problema de tener el biocatalizador en
microambientes muy alcalinos. Todo lo anterior permite pensar que
en este tipo de reactor la enzima inmovilizada tendrd un tiempo de
vida media mayor. Por otro lado, al realizar la recirculacién se
pueden alcanzar las mismas conversiones en iguales tiempos de
hidréisis que en el reactor por lotes. Sin embargo, al mantener la
misma relacion de unidades de actividad por gramo de sustrato, la
cantidad de catalizador resultante es tal que para evitar caidas
de presién elevadas, es necesario distribuir el catalizador en
varios reactores de columna empacada (al menos dos).

Para la evaluacién experimental de la estabilidad del
biocatalizador se efectuaron hidrdlisis de 3 horas cada una
(conversidén final del 70%) en un RMER con dos columnas empacadas
hasta alcanzar 100 horas de uso del biocatalizador, a 3 diferentes
tiempos de residencia. Se midi¢é la actividad a diferentes tiempos
de operacion. Los resultados se presentan en la tabla 1.
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Comparacién de los rendimientos de la hidr5lisis de penicilina
G-¥. obtenidos en un reactor por lotes y en ufo continuo de
tanque agitado. Resultados de la simulacidn.

En los dos reactores se obtiene una conversidn final del 951 y
estdn bajo las siguientes condiciones de reaccidn:

T = 37°C, 102 ce penicilina G-K, 120 U/g de penicilina, volumen
del reactor: 50 ml. La Gnica diferencia es que en el caso cel
reactor por lotes se tuvo en cuenta la variacidn del pH
(pH 7.4 - 7.6) nientras que el continuo de tanque agitado se
se mantuvo constante. No se consideraron los tiempos muertos en
reactor por lotes. Se usd el modelo de desactivacifn por efecto
del pH (28).
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Figura B. Reactor empacado recirculado por lotes




Tabla 1. Estabilidad operacional del biocatalizador en
un reactor empacado recirculado por lotes,
despues de 108 horas de uso.

(Ndmero de columnas empacadas = 2)
(Tiempo de hidrélisis = 3 horas)

e Velocidad Caida de actividad tiempo de
(Tiempo de lineal presion residual vida media
residencia) (cm/min) (psi) (%) {(h)

(s)

xx
9.04 1447 14.18 95.2 1250
0.14 453 1.74 100
9.25 250 9.66 100
]

x% La alta caida de presién dificulté el control de temperatura

El tiempo de vida media del biocatalizador en funcién del tiempo
de residencia en el RMER se presenta en lz figura 9. Se observa
que para obtener un tiempo de vida media elevado se requiere un
tiempo de residencia menor a un segundo en el reactor de columna
empacada. Para el caso del tiempo de residencia igual a .25 s. se
obtiene experimentalmente una estabilidad mayor (L, = 3400h) a la

esperada segin la simulacién (t”q= 2500 h).

La actividad del biocatalizador en funcién del tiempo de uso se
representa en la figura 10. En este caso los tiempos de cada
hidrélisis tanto experimentales como de simulacién fueron los
mismos (3h). Los resultados presentados en la figura 10 permiten
apreciar una buena correlacién entre loz datos experimentales y
las predicciones.

Los resultados experimentales y de simulacién permiten afirmar que
el RMER es un sistema adecuado para lograr una buena estabilidad
del biocatalizador. Con este tipo de reactor, se pueden obtener
experimentalmente tiempos de vida media alrededor de 3400 horas,
los cuales son mayores a los obtenidos con el reactor por lotes
(1155 h).

Otra ventzja del RMER es que permite mantener casi constantes los
tiempos de hidrolisis. Esto se debe a que solo la columna con el
biocatalizador que ya ha cumplido su tiempo de vida util es
reemplazada por una con biocatalizador fresco. Durante la anterior
manipulacién las demids columnas no dejen de funcionar.
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Figura 9. Estabilidad del biocatalizador en um reactor wmiltiple empacado
recirculado por lotes (RMER). Resultados de la simulacidn.
T = 37°C, pH regulado con NH,OH 2N, 101 de penicilina G-K,
44.5 U/g de penicilina, volumen del tanque de neutralizacion:
30 ml, volumen del reactor = 0.78 ml, fraccion del volumen
- vacio = 0.5, control del pH entre 7.4 y 7.6. Tiempo de cada
hidrdlisis = 3 h.
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Figura 10 . Actividad residual del biocatalizador en funcidn del tiempo

de uso en un reactor miltiple empacado recirculado  por
lotes (RMER).

T = 37°C, pH regulado con NH,OH, 102 de penicilina G-K,
44.5 U/g de penicilina, volumen del tanque de neutralizacidn
« 30 ml, volumen del reactor = 0.78 ml, fraccion de volumen
vacio = 0.5, control del pH entre 7.4 y 7.6. (—) simulacion.
Los simbolos son resultados experimentales.
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3 CONCLUSIONES

Los resultados presentados resaltan la importancia de un adecuado
sistema de mezclado, de control de pH y de suministro de la base
de neutralizacién para poder tene. un tiempo de vida media de la
enzima elevado y de esta manera ser mids eficientes en el uso del
catalizador. La simulacién permite suponer que la estabilidad del
catalizador puede incrementarse, a condicién de contar con un
adecuado sistema de regulacioén del pH.

La simulacion permite igualmente cuantificar la desactivacién a la
que esta sujeta la enzima en el reactor de flujo pistén. Se
muestra, por medio del modelo de generacién de acidez, que el pH
no decrece mas alla de 4.8 lo que abre las posibilidades de este
tipo de reactor para nuevas PA de mayor estabilidad a la acidez,
obtenidas wmediante las nuevas técnicas de Ingenieria de proteinas.

Por medio de la simulacién se pudo cuantificar y comparar la
productividad del reactor continuo de tangque agitado con la del
reactor por lotes , corroborando que para una reaccién en donde la
inhibiciéon por parte del producto es importante, no es adecuado
llevarla a cabo en un reactor continuo de tanque agitado.

Los resultados obtenidos de la experimentacién y de la simulacidén
del reactor empacado recirculado por lotes permiten concluir que
este es el mejor sistema de reaccidén de los cuatro analizados en
el presente trabajo. Experimentalmente, el tiempo de vida media
{ 3400 h )del biocatalizador operando en este reactor es mucho
mayor al alcanzado con el reactor por lotes (1155 h). Este hecho
corrobora la hipétesis de que trabajando con el reactor empacado
recirculado por lotes y a condiciones de tiempo de residencia
adecuados, se evita que la enzima esté sometida a pH alcalinos.
Tal situacién trae como consecuencia una mayor estabilidad del
biocatalizador. La simulacién permite seleccionar las condiciones
de tiempo de residencia adecuado para obtener una buena
estabilidad.

La seleccién del tiempo de residencia, del nGmero de columnas
empacadas y de las dimensiones de 1los mismos debe ser un
compromiso entre la estabilidad de la enzima, la caida de presién
y los problemas difusionales.
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