=EA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIf[I

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO DE FACTIBILIDAD DE PRODUCCION DE

INSULINA HUMANA POR MEDIO DE BIOTECNOLO-

GIA A NIVEL INDUSTRIAL CON EL USO DE LA
TECNOLOGIA U.N.A.M. (C.L.1.G.B.)

TESIS MANCOMUNADA
PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERO QUIMICO
PRESENTADA POR
LUIS BERNARDO DE LA ROSA PEREZ

Y .
RODRIGO FAVELA®™  FIERRO

MEXICO., D. F. 1989



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE GENE R_-'A'L‘

1 Antecedente:: s i
I A La Dx,bafns Mellxru vizu impor¢nnr
i TIJAl1piabetas’ Mellitus

T.A.2 Cauzas de la Diabates’ Mellitis
VIins3 Efectos sociales de.la_b)nbeter
Mellitus. : 3

I.B La Insulina. :
I.B.1 Caracteristicas de lm Insulxna . - &
I.B.2 Funcidn biolégica de 1z “Insulina ; 4
: [}
2

2

I.B.3 Sintesiz biologica de la Insulina’
I.B.4 Produccion industrial: de’ la-Insuling

I.C Produccién de Insulina’Humana: porimnedio. de
Ingernieria Gendtica.

I.C.1 E=quena gen=aral, g 14
I.C.2 Descripcién da la Tecrologla CIIGE-uNAM 12
I.C.Z.a Sintesis quinica.de los genes. 16
I.C.2.b:Clonacidm molecular, 17

TYLGUZ o Obtencidn de la-Inzylina por ;
microorganismos modificados. 18

I.D Biblicgrafia. . 21

II Eztudio de Mercado.
II A Lz Inmzulina como producte comercial. .
. II.A.1 Tipos de Imsulina comercial y =uz usos. 24
II.A.2 Alternativaz al uso de inzulinas

sustituyentes | . 2%
II.B los productores de Insulina. :
8 I1.B.1 Productoras v distribuidorez. - 32
II.B.2 Impartacidty y exportacidn, ' s NRS
. II.B.3 Precio=. ) 135
II.C Conzumo de Insulina en México. LA 2
! I1.C.1 Los consumidores. Cn 86 Tk
II.C.2 Corsumo sparente. ) 37
II.D Eleccidn del wmercado. e - S
II.E Bibliografia. co 45

III Estudio técnico.

*1I1.A Descripcidn detallada de la tecnologla.

III.B Bazes de dizefo.

1II.C Analisziz del si=tema de produccidn.
I171.C.1 Lineas de produccidn T
III.C.2 Continuc/Lotes S
I1I.C.3 Pasos de proczso en wia eScala hayor . -
IITI.C.4 Balances da materia y energla
IX1.C.S Distribucidr de tiempos

III.D Dimenzionamiento vy disefao tacrmico.
III.D.1 Aridliziz técrice del escenario I.

I11.D,1.a Prefparacion del indcuio

III.D.1.b Fermentacidn

IIT.D,1.c Congentracison de c&lulas

1II.D.1.d Homogenzizacidn

ITi.D. 1.2 Clar1F1c=:16n y =nrlquecimxento..92?r

III.D.1.f Cianogsendlis . B -

I1I.D.1.9 Sulfltblx—1= : VL 37
vii [hr




CUIILLDOt.h Diafilbracien . ST C1oe
CIIX.D, 1, i Cromatoarafia liquida

: . de alta presidm ’ 1e3
IIX.D.1.3 Liafilizacidn - PR e | -3 o
ITI.D. Y.k Asociacidn de cadenua Ay B0 106
JIIX.D.t.1 Cristalizacién . e 1097
IIT.D.1.m Equiro auxiliay g 11005

S III.D.1.n Acokdicichamiento = la Planta del L

CIIGE 1

IIX.D.2:An&lisis te:nxco del esceraric II.
= IIIND.2.a Preparacidn del- indculo
S IXILDI2.b Fermentacidn
. III.D.2.c Concentracion de células
£ o ITI.0.2.d Homerger: acidn
: III.D.2.e Clarificacidn y enrxquectml«ﬂtb'
II¥.D.2.f Clanogendlizis
IIT.D.2.6 Sulfitblisi
IXIT.D.2.k Diafiltracidn
II1I.D.2.1 Cromatografia liquida
de alta pPresidn
III,.D,2.3 Liofilizacian
III.D.2.k Asociacidn de cadanas A vr B
III.D.2.1 Purificacidm v crxstalizaci n
IIT.D.2.m Equipe auxiliar
. III.E Bibliagrafia
IV Evaluacides econdmica del proyecta,
IV.A Plamtzamiznto de problema.
IV.B Evaluacibn del Ezcenaric I(pruabas. cl(nxc =
IV.B.1 Invarsidn y Costos
IV.R,2 Ana11=xs de thalbllldad

IV.C.1 Inversidn.y Costos
IV.C.2 Rentabilidad ‘, Sk S
IV.C.3 Anidlisis de Senzibilidad . T T AT

IV.D Biblicgrafia s GRSV 3 1

V Cohclusionec e 147
IV Apéndices . E . . .

- Apéndice I . g )

Aptrdice TI o o

. Apéndice IIX S S e

viii



 EAPITULO T

ENT E S

on fuerte: pr_e‘dié{:os,iﬁiﬁn ) he‘r,edit_.ar i'é._ En’

‘deficiencia’..de ,insu}ina,:.absoluta, o

eserva: pancreatica, . con. la consisuiente

a_}ier;;ion s el’nr'el metabol i smo inf,er;met':lii.o. En  diferentes
eta'p'as:_": Vdrér i s'a‘.a EVOI;ACiOﬂ. ;’sr‘ovacba ;Iaﬁ}:-z wicro Y
maic?és;;‘a;culéres, asgi como tranégano; géurologicos (11,
S sus’ signos son la poliuria"(vdlur\nerﬁ- de ‘u-:-rlnn Zuperior
al - rnormal)d, ia polidipéia V(S.ed ext"a‘orl’di'naria), ¥ la
;olifagia {aumzntao anormal del apetite). Su tratamiento sa
raaliza desda hace maz de zesenta afos administrando
insulina (en su caso) o estimuladorez potentes de ésta.
‘ La liberacidn de la inzulina parece estar cmntfolada
por 'la interaccion coordinada de la dizponibilidad de B
productos alimenticioz, hormonas gastrointestinales y otros
estimulos hormonalec.

l.los diasb&ticos tienan dos serias anormslidade=s en el
metabeliemo de carbohidrateos: la falta de liberaciédrm da
insulina y la falla de inhibir la liberacidri de galucagén.
Sobre una base molar el efecto del glucageon es variaz veces

maycr Que =1 afecto de lg inzulina, por lo que se raquiere
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2 téué‘as:&g, 1a '‘Dia

~Mellitus

1a . suceptibilidad her’aaitarlé

contribucidrn de cada unojderestq\

proporcibn variable a la.."mezcla di
s& encuentra una diabetes .boktalhente . gendtica

prezenta a edadez prematuras.  Bnlarfigura

aumento de la probabilidad de tener ‘Diabate

% tenmiendo padre y madra com Diabetes. ‘En‘a

encuentra la Diabetes Ambiental,’ que cse

la otra ez ciertamerite lo contrario (?0).

Loz factorez ambientales son de aran. importanc

determinar la fracuencia y =1 tiempo der'l‘;:wa:pa‘\rn:_xbll;l d€
Diabetes Mellitus. Azi mismo, los cambios en las Eoﬁﬁf@idneé’-f'
de vida pusden producir grandez cambios en lé frecuéhﬁké dé‘f
Diabetes. En el diab&tico que ro =c inéulinqdepéndiéh%e.r
vejez, cbezidad v multiparidad ar mujere% ;fﬁndu:en

fuertzmente la Diabetes.

&)



HERENCIA EN DIABETES
PORCIENT¢ DE PROBABILIDADES

§i tiene un prino en priner grade
Tia o tio

Un abuelo o abuela

Abuelos espasos, uno de los padres

Das abuelos (no espesos)
Padre y un prito hernanc de la nadre
Madre y un primo hermano del padre

Padre vy un Familiar de la madre o vs,
padre ¥ un abuelo materno o madre

y un abuelo paterno

Padre, un familiar paterno y abuelo
naterno vs, Padre y nadre 100 ¥

38 a6B ¥

Figura 1 (Steindberg)



una poblaciﬁn. Ec mas - probabla la muerte an U

avanzadn ‘edad vy nbesidad. pero tamb;en
a;46beeidéd por- =i mizma, sino 'la
del diabético.’ Se ha répo%hado que i

riv=1ente vy fibras vegetales puede '

DF agxén ‘de Diabetes Mellitus {10). - Por

a111tus (10).
de 1§§ Diabetes Insulinodependiente los

specialmente las infecciones juegan.

I}A}Q’Efeégﬁs Sociales de la Diabetes:

= ‘A‘hivel smundiml lz Diabetes Mellitus ha Sido objeto de
importantes canpafias madico~gubernamentales, va que
representa un wroblema de magnitud considerable tanto desde
el punto de vista de morbilidad como de mortalidad, teniendo

&3tas un elevado coeficiente de incapacidad.




Tasa por /100,000

Tasa de mortdlidad
para Dicbetes Melitus en México

0

= R

Figura 2 Eztudios de: Zubirdm (1960) y Fanghanel (1985)



diez. anfernedades |

Diabetes,
rea) xzadoe

3 corrala\cxén sorprende’ntemente buena

E En'com araci " con la Tumore= .malignos

del:’ :orazén ’Ia tasa de lx Diabetes es -

‘;_,crecim»eny(‘:,o da’ la misma es mucho MAas pronuhcr.ado. Ejn”la"'
F_i_glur"_a "3 " podemas ;bservar claramente que 1a relacxan' de
'tiéaé.'de”vmdrtal idad de otras enfermedades con respecto a la
birabetes ha disminuido notablemente. '

i En E.U. esta snfernedad crénica es una de 108 mayores
problemas de sxlud publica, ocupando el octave lugar en una
_e@scala de padecimientoz mas frecuanhtes (se prasenta en nueve
de cada mil habitantexs). La frecuencia de la Diabetésresta,r
Vs!n‘ duda, ligada & factores zocioculturalas, . euc_énémx‘cos. Yy
a las nmejores condiciones =socialas Ven"quev sé’" viva,
existiendo una relacidrn directa entre la aparicién de esta
enfermedad ¥y el dezarrolloc de cadawl;ais ;12). Como ze puede
apreciar en la figura <4, la tasa de mortaiidad para Diabetesz
Mellitus en Ecstadoz Unidos =3 tres y nueve veces mayor
respacto a México y a Guxtemala.

En 1980 se calculd que existfan S0 millones  ds
diabéticos en €l munde. En 19680 =e estimaba que el 20 . de la
poblacidn mundial presertabe Diabetes Mellitus. Para 197§ -1-3
ectimd que el porcentaje habla aumentado a un 5.6% (11) .

4




IMPORTANCIA RELATIVA DE LA DIABETVES EN MORTALIDAD
EN Lo REPUBLICA MEXICANA

ﬁﬁgﬁdad s ——— - enfermedades del corazin
c130.000hak | T e BoCUdentes
e tumores matignos
2 P . diaveates
wl pronqguitis cromica

Il
ia

—————————————x v -
820 1130 1140 1430 UED W70 ms0
A § a s

Figura 3 (§SA, 1979)

COMPARACION DE LA TASA DE MORTALIDAD PARA
DIABETES MELLITUS PARA YARIOS PAISES
Tasa de 0

Movtalidad
ca00000na | JNNEER

x')_i

EUA. Holanda Médeo GCuatemala

Figura 4 (Zubirin,1960)



n fueron: expedidoz por Un medi

noiresta :;cohsignada corractamente -la. causa’ de muerte’ por

anorari-1ai causa principal de é&sta. (12)°

V Se réporto en un estudio llevade Van;.abcn:d.ui'a}ﬁrﬁre: cinco.
vraﬁ‘qs'en el Hospital Ganaral dz México (11) que. la 'Diarxbetres
"ly'i;enitus representaba el 2.01% de los ingrezos vistos por
primers vez em comsulta externa., siendo una de las primeras
diez causas de enfermedad en el nosocomio. También e FPuede
concluir AQue la enfermedad aumenta de acuardce con 1la
. sobrepoblacién v no directamente ror la enfermedad misma. La
frecuencia de padecimiento con respecto al sexa varia dezde
3-1 a favor de la mujer, y llaga hasta 1-1. Esto se explica
F'O"'q’:‘el
1Y La wujer esté disminuyendo algunoz factores de riezgoe
como 1a multiparidad, 2} fue las condiciones ambientales de
ambos cexos sean cada vez mas semejantes. 3)Que el avance de
la tecnologia predisponga al hombre a uwuna  vida mas
sedertaria, aumertande =u obesidad, o que =zZinmplemente los
hombres. acuden con mayor frecuencia & los hospitales dejando

a un lado falzos temores injustificados.

5




Er cuanto. a 'la ‘edad’ ze. considera: guei ef 'la tercera; "

‘euarta v quinta decada’ dela’ vida'as donde mas.ze Bresenta

la. enfermedad, quizé porque l‘obs

rﬂlevancia,

encusntran durante estn epoca con mayor

vxda al aquismo y

sons’vida sedeéntaria, est.r’as"

ohesidad entre otros. 5= estable:e en la r‘eFerencia (17) v

la {11) que la Frecuencxa en Méx;co an personas entre 40 49

afios es de 1 por cada 20, entre los 50-59_ akos.es dn

cada 180 vy entre.los de 60-69 es da -1 pc-r Cuda 7. :omo"s'e‘"

pueda apreciar en 'la: figura 5. Los perﬂles de dxstmbu:xbn

de Diabetez Mellituz ~para - paises- desarrolladns

I.B ' La Insulina . ’~

I.B.1 Caracteriat:lca

de 18 insulina =

La i,nsL‘Alina as unar‘ho"r’mc‘-na 'cuya Prim:ipalr funcidn &=
regular; el'c'on.ter;ido de az!.’lca.r.en 1a sangre. Es una molécula
biolégiéa QUi en-rsuq -farma madur;a'esta constitulida” por das‘
péptidos. Forma. crictales blancos o .practicamente blancos
lo= que =on solybles en -s¢luciones diluidas de acidos vy
dlcalis. (18)

La insulinz se coroce desds p;:rir1cipios de =iglns. En
1911 E.L.Scott extrajo um principio activo del pancreas y
Mearing y Minkowski en 1889 ya habrian demostrado que los
perros pancreatectomizados mostraban un sindrome similar &
la Diabetss Mailituz humana. Pero mo ez zina hasta 1921 que

Bantitg y Best (21) extrajeron la insulina del pancreas y
&



PREVALENCIA CONPARATIUA DE LA DIRBETES EN DIVERSOS PAISES

DISTRIBUCKGH POR EDRDES

.....

#lenania -
mrr'rd E.0.A.

et S
' pomsmd™
ot

Néx,

Jamaica
Lm__“_

=3 N 1] &

EDADES
Figura 5 (Zubirin,1960)



'xnterna de la mo!bcula (1). (ver f:gura 6).' :

Se consxdera a la molécula de la 1nsu11na como molécula
de referencxa ﬂntrn 1a Que as un polipéptido vy una protelna,
su peso mol.au:ulau- es de 5900 dalton_.'La. insul;na puede
existir ©como monbtmero, dimere o hexamerc. La molécula
hexanirics esta compuasta de tres dimeros. Dos moléculas de
iiné {2+) =e coor'd:nan en el hexiamero que ez presumiblemente
la Formé- almacenada en los grarmlios de la célula beta del
t‘e_; ide 1sular del rancreas. S  cres que la farma
blologicalnanbe activa de la hormona &3 el mondmere. (2).

7




Molécula de la Insulina

Ss6° S

ﬁk“ﬂ&w&ﬂk?ﬂh&v\h’f&kku'ﬁm Leu Blu kcp Tir Cig Acp
S0 "
880 S80°
Val ksp Glu His Lew Cis 8l Ser Hiz Lew Vol Gl Ala Lew Vol Cis 84 8lv rg Gli Fen Fen Tir Ter Pro Lis
fea Mo

Cadena A v B, onidadas para proteger grupds sulfure
fisara &



‘Se b estydiaydo{"_l'a '.diférgﬁcia “aminoscidica i de Ia

hol&cula. entr

Waridoes i nyectads envmamlferosv. (4271

- bav n'o‘diFiere,de'.la humana eh . tres avrnAm':‘ 1
10.'de 'la;c_éc_leﬁa A v el 30 de la B. La:insulina’porcina
iéfe en 21 . zmipoicido 20 dela- cadena
bor;qué la sustitucion de inzulina anirﬁal
bu-ehos resul tados, ademasz de que‘
varia poco de una especie a otra. .
Er 1970 Steiner y otros,; en ' la _Untveri'siydad defhﬂ:ago;
aizlarcon un precursor de la insulira al q.ue ;Ienominaron
pPreinsulina, Su peso molecular es de 9000 y tiene muy poca
actividad bioldégica. En presencia de enzimas proteoliticas
como la tripsina o carboxipeptidasa se rompe la proinsulina
libgrarde &l péptido de conexidn ( también 1lamado cadena C)
vy la insulina.r A est; rompimiento s2 le llama poztrazlacion

proteolitica de la insulina (1).



RN I

orgarisms causando Fun.

: actxv:dad b olngca -

: l= mayor parte de ‘sus Funl:iongs . sl’n,pe e

. fosfato inorginico=s  hacia el interior’

Cpara la

aumento. er

1a’ insulina

Asl m.lsmo, -

En: s!ﬁtesis, las principaiaz ~fl‘.4nci'ones de
=on: 1) el facilitar el transporte’
“imcluyen a la glucosa, aminodcidos,

destacando =l aumento de. la concentracién de

:ntracelular-que le sirve a 1a cé¢lulaa coma prlncipal fuente :

de energla. 2) induce la sintesis de enzimas espec!fzca

gslucdlizis, efectuando asi una di smlnucx/:'h

simultanea en la gluconeagénesis (2).



las células beta: da “los

< produca —en:

la dxstr;bucxan de las dxferente= tipos de.

pancreétlco 1en las celulas PP o F. Las ceélulas. alfa

repre=entan el 254X del izlote. Cuando se presenta la

lDiabepes Mellitus Juvenll (insulinodependiente) existe. una
vﬁavéada reduccidém dz! volumen de 1az células beta (26), las
cé‘lrulas alfa, D y PP no ze modifican. En la Diabetes no
independiante d2 la insulina aumenta la masa de células alfa
y no se obzervan alteracionez &n el resto del tejido.

La insulina que e produce en los islotes de
Langerhans proviene de la conversidn de la proinsulina en
insulina en el aparato da& Gol9i.El pgptido C es retenido en
al ’gr‘&nulo donde la proinsulina es sintetizada.

La insulina forma parte de un mecanitsmo da regulacién
de concentracién de glucosa en la zangre. La glucosa ez el
estimulante fiziolégico de la secrecidtn de insulina; en 1la
figura 8 se presenta €l mecanisme de secrecidn de la misma.
Las ceélulas beta poseen un receptor senczible a determinadas
conceantraciones de glucosa mediante el cual la secrecidn de
inzulina awumanta notablemente. Al 'relacicmar concertrazién

10

'del pAncreae endan:rmo. En l=< figura 7:“




e
15.000 samenton, ba

wrem fabajo, @ ka devechal Em taporte
rece wa capliat feacsiracdo cou we erh
sido cealizada en e Facuitad de Medicing dc In Lnirersidad de Sevifla,

cétaly & de otras oilales fassieres
laferior de 1z micralotografia o
troclio ea s faerior. Exe mi

ULTRAESTRUCTURA de lus cébulns lasclares pancreiticas de ratn,
iuclos secriorios arwestine wm

facilita 1a riside de la mem-

brana que los eusmelres ©38a caracteriniica aoy permite diferenciar ta

Se oburran das citeisy A, cwyoes gré
conteaiio elecizadearss retrsido, lo goe

Figura 7



Mecanismo de Secrecion de Ja Insulina

figura §
0
< > Elusosa
0 0
o O O
Celula Beta Calula Beta (elula Beta

Inactivada fetivada Rtivada y
Estirulada por

A Dol A
A* fie.grase A

¥ Los acidos grasosttal cous ae.palaition, Lavrine
y oleico)estinaban 1a secrecion de insuling cuznde Lo n:lula Beta st
activada por qlucesa,




de g’lu:‘osg coﬁ_ la respuesta insulinics se obtiens una curva
/sigmoides, - as cdecir, la respuesta no - es lingsl,k ésta
respuesta . demuastra vque ‘las ce@lulaz :beta poseen alta
Seﬁsibi!idad a detaerminadas comcentracionez de glucos‘a 2.
Larrespuasta in;ullnica tiene dJdos mecanismoz frente a
Sla g}ﬁcﬁsa: uno debido a las concentracicnes crecientes de

9lucosa’- en el 'medio, <«ue repercutiran en los niveles

int.'racelulares » ¥y el otra debidg a un Ltransportador de
glucoca, llamado glucosenzor,ques pProvoca una raspuesta mas

fgrande ‘a la produccion de insulina. Este efecto zdlo se

resenta

en . un  rango determinadc de concentracion de

"alucosa" ¢+ Cabria pensar que en la cetlula teta la 9lucosm, 'sn:'

éecrecibn,,

Ta Capdclddd var:a ‘seglin

el hombre. Por ejenplo , el mas potente es la}
= lip ’os bales come acidos grasas estxmuldn
ié o _ecrecibn, : harmonas gasbroxnbeatxnales como_ ~-la
Pancrgcﬁimxng‘ esbxmula potentemeﬁte la sé:recxbn -(nsto

11




explica por’que 1a- glu:osa admxnistrad por Vi oral; la cual

rar SLI

crle,_e‘xtraerla. esta ‘era

miz en el parro diasbético. (2)
58 iguié utilizande vy se obtenta
da - gamado  bovino,ovino vy

e obtiene también de esta forma. Léi»

as presentaciones comerciales contienen’ 2/3

dada ‘slp tencxalidad'_: o

ueda’ tar’ problemabxcn.,

#uéden 11 evar

a um:

\1nmun016gica a Ia ineulxna y llpaatrofx-
.1nyecc1u§n.(2u).{ Es Por.‘esto que “ra’

insulina MUmana. es desesble (S) .

12




neuling.  sera 1a

Actuslmente, se estin

‘elactromnecanicos

dispositivos.

i nsul ma humana .

I_._a ol:yten{:xtn‘n de esta insul ih

realxzurr e medio gde” cuat.ro . métodos: éxtraccié

pancreas de' ca&éveres humanos; =zintecis quimica :total}

conversidn de la insulina porcinas vy Por fermentacidn, con '’

microorganicmos modificades com  bécricas de . ingenierial

genética que producen precursores de la insulina. En los dos’
primeros cases se tiehen =meriac  restriccichez: la Spoca
dispenibilidad de pancreas humanos y su bajo rendimiento,

hacer: que estas opciones ho, sean viables (5).

El tercer caso seria el de transformnar insul{inl\' pPoOrcina

a humana quimjicamente, cambiardo el aminoacido 20 de . la
cadena B, de alanina a treonina. Este met;.odor har s.ido-
desarrollado por Novo y actualmente se veande e Europa el
eroducto. Sin embargo, #ste esta condenado a desaparecear
debide & la bkajz disponibilidad en un future de materia .
#r:ma amimal v el fortalecimiento del mercado de la insulina‘

humaria.



OBTENCION DE INSULINA HUMAHA

1, Pincreas humano \!>
2. Sintesis Quinica Yo Factibles

3. Transformacidn quimica de insulina poveina

= 3=

Insulina Porcina Insulina Huwana

4.Ingenieria Gendtica

a.Proinsulina

— o=

Proinsulina insulina

b. Cadenas A y B (por separado)

et

Figura §



_ Por: N

'\ produc:

,‘Ger_n_é;i;a.
1c. 1 ‘"‘E‘sr.q'ure_mr

En y G & vexz en £l mundo se
'Prpduc‘e-‘ 'e; ~'iive:'i"‘igdastri‘al >ln:|sulina hurmana p;n- media de

‘técnicas ‘da. ‘ingenieria senética. Pgro desde 1977 Ullrich

S (27) . ‘e'n;"» 17‘37“3 Villa~Konaroff (2_5'0 prepararon clonas

et t‘:lac‘t’.e“;"ijaﬂnra;sb que =intetizaban proinsulina. Todos ellos
] s:gui_ekoniel siguiente esquema:s
‘ ‘&)Obtencidrn del DNA especifico, blclonacien de un
. Vehhﬁulo molecular que permita su biosintesis y =xtabilidad.
=)Froduccidn bacteriana de los Fol ipéptidos  hibkridos,
dlaislamiente de proteinas hibridez, e)purificacion de las
proteinas hibridasz, flseparacisn Ade los intermadiarios de
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ur proyecto -de

“1a UNAM 1rncia

:mvest:g cion con‘ el otuehvo de ‘obtener ins ul:na humana, ’

'é:nicas de:-DNA recembinants en dorde e de:xdlo

-,—'ufil'iiér:'elimetodo de cadenas separadas. En este proyecto de

o . u_t_( 1 izando:

19817‘-'1989 ‘ze ham  invertide aproximadamente 93000 horau-
halnbra. trabajando en &1 un grupc de 15 personas, siendo
respon%able dal preyecto el Dr.Francisco Bolivar.

Se ha reslizado hasta 1988 : aluna sintesiz quimica de
los genes que codifican pPara las cadenas A v B de la
imsulina humana. b)) Ensamble vy clenacidn molecular de ectos
genes., <) Conztruccidn de dos pPlasmidos racombinantes con
senez hibridos que codifican para protelinas hibridas an los
cuales los extremos de estas cadenas los constituyen las
cader.'nas A vy B respectivamente.d)Obtencidn de biomasas
inducibles ¥ produccion de FProteinas hibridas. e}
Purificacidén sz protealmas hibridas. por centri fugacibn
diferencial f) Separacitn de cadenas A y B de la protelna
hibrida con Bromuro de ciandgenc y subsecuente purificacién
de las cadena= por separado por cromatografia Ilquida‘de
alta presidrm (HPLC). 9) Azgciacion de <adenaz A y B, para
producir insulina hasta con un 60x de aeficiencia, v

15



las. cadenas "A y B de la

,#ragﬁentos de DNA que contieren

ndmero agi,:cqmbxnacgonééV'ﬁ:crv.s'irbrlses que codifican para estas
-Egderﬁés.‘ P‘ara'ze\'leccionar lo= tripletes mids adecuados se
_esc‘o:sie(on ,a‘que,llés codones wtilizados preferentemente por
el genor‘na de Ev.toli. La secuencia e construyd a partivr de
una | merie’’ dm fragmentos - traslapadés Seara - evitar’
apéreamientos inesgpecificos imter e irntralénolecul:ar;‘ers. S%,
evitaron secuencias ricas en timina,yguan‘in_a‘ ytrcit.o’;;i);ia; ya
qQue 'este tipo de sacusncias ectan in’vo}lucr“ada’s en lrav
terminacién de la transcripcion,ver figura ._10.'

Para la cadena A se sintetizaron 12 oligonuclebbidos‘de
varios tamafioz tuniéndose ' “;:oval'ehtevr‘lente por
coplementariedad! para formar la doble hélice de DNA gu=
codifica para cadena A, wtilizando ligaz de DNA para
establecer las uniones fosfodiéster. El gen sintétice para
cadena A tiene en uno de los extremos de los rucledtidos
S'AATT (hélice sencilla) y en el otro CTAGS'. Estos son los
extremos cohezivos que ce obtienen ds la digesztiémn de
fragmerntoz de& DNA con las endonucleasas EcoR1 y BamHi, que

16



GENES SINTETIC0S PARA CODIFICAR CADEMA A Y CADENA B
GENE CADENA &
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21

MET 6LT ILE VAL ELU 6IN CIS C1S TRE SER ILE CIS SER LEV TIR GIN LEY 6LU ASN TIR C1S ASN

EcoRl
AATTCATBEGCATCOT TGAMCARTGRTTGLAC TTCTATCTRLTCTCTTTACCASC TTBAGARC TACTTGTAACTAATAD

BasHl
BTA TETCACAAC COARCTCTTGATBACATTIGATTATCCTAG

GBENE CADEKRA B

102 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 {9 20 21 22 20 24 25 26 27 28 29 30
MET PHE VAL SN GIN HIS LEU CIS GLI SER HIS LEV VAL 6LU ALA LEU TIR LEU VAL TIR GLI 6LU ARG GLI PHE PHE TIR TRE PRO LIS TRE

EcoRl .
AATTCATGTTCSTCAATCARCACC TTTGTEGTTCTCACCTCATTRARGC TTTGTACC TTBTTTGCSGTTBAACGTEATTTCTICTACACTCCTARBACTTAATAG

BanHl
GTACAAGLART AL PALTTCEHANC HAAACECCACTTGCACCANGAAGATETEASSATTCTGARTTATCCTAG

Figura 10 (CIIGB, ref(9))




“I.C.2.b.:Clomacidriimolecular:idelo

TRy B it -

- "Estos'ff ganes | son. fa«:;lmer{ta {élonables " en cel vehiculo

: malecu;a‘r' PBR3Z2," qua tiene dos sitios de restriccibn tnica

para .las anzimas EcoRl ¥ BamHl. El plismido se corta con- 7

ambas enzimas ¥ se seneran extramc‘ns cohesivos Y
complementaries & los extramos de los ganes sintéticos. Al
sustituir la regidn ds DNA entre EcoRl y BamHl por las
'seELaehcias para cada cadena se& inactiva el gere gque conficre
resistencia a la tatraciclina, lo cual ez Util. Se puede
hacer una facil seleccisn de los plasmido=z por =u fenotipo
ampicilina resistente y tetraciclina zensible. Erc la figura
11 == presenta un esquema de este précedimiento.

Las secuencias clonadaz de esta manera carecen de un
promotor adecuzdo (ragidm de DNA raconocido por la
polimerasa de DNA para comenzar la ;'.ranscr'xpr:iom Por Io‘ Quie

17



GENE HIBRIDO PARA CADENA A

5 3
hwmq Gene “"’1“93.:
Gaw Bicterinno (267 nuddtidos) Gene Sint&ico ¢ Ticle os)
para Cadena A
EI™uctedide s
Tessaipdon
¥ T
Piptido bacterizmo 0 amine
(89 Aminodeidos) 21 mr%ﬁdaon
GENE HIBRIDO PARA CADEMA B
5 3°  Gene Nixido
Mmmmfm—*\_{ GEamMiaatiaos
e Bagerimno (868 axistsos) Game_simitico
vxa Codena B
(30 msclest dos)
Teanseripaldn
s , Coos rllg_,efn ﬁ?‘i“ \
Péptido bacteriono CADENA B o
(195 AwmineSciocs) (90 aminedddes)
Figura 13
CADENA A CADENA B
oR1 paniL OR1 1
L Liyssa ‘L Liyaen
neoRl Eeo Rt
Hinalir
PBR212 BanHy B3nAL
Figura 14



SITIOS DE RESTRICCISN PARA LOS PLASHIDOS
DE CADEMA @ Y CADENA B

Al Bolll

Figura 12



promotor ‘de E E‘olx, del, cperdn’ de

3 1nmedtat.arnent.e ‘antes’: da
Es pov esto que, Postertormenta, " una ek

se t:ena que inducir——can"'

se-pueden ver: los diferentes s:t.:o"‘ de

& figura 12

eetnccio'n para los plizmidos utilizados para \".'ad.a t:adena,r

e =llos se pueden observar tres regiones importantres,_ el
gens “promotor de la induéq_ibn, 7'yr~icrns Egenes que c;:;difican
para formar la proteina que acompafiard a la cadena y la
cadena misma.

El tamafic de la proteina puede ser importante, puasto
que las proteinas muy pequefas  parecan  ser facilmente
degradadas por E.Cali. Por esto, se recurrid a la fusidn de
geres, fusionando lat cadenas de una proteina bacteriana de
tal modo que no =sea extraba a la bacteria y no Sea
degradada.

La cadena A g= sintetiza en un precursor proteicoe de
101 aminocacido= de los cuales los primeros 80 son parte de
la proteina bacteriana y los Ultimos 21 constituyen 1la
cadena A. La cadena B se zintetiza de um precursor proteico
de 186 aminodgidos, 156 son proteina bacterjana y los

“ltimos 30 son parte de la cadena B. En la figura 13 se

puede zpreciar la sintesis de la proteina hibrida.

I.C.2.c¢ Obtencidn de 1a Insulina & partir de los

microorganismos modificados.

18



Para obtener 1al insulina’ ze ‘producen las caderas. por

para sintetizar :

‘ fermentador -

Badd_ condiciones ‘ezpeci

necesarios para evitar 'c(.:alqui’é

cadenas se empiezan & Fcrm:«r dentro cde la't:Alula daspuee .de ”

que se induce la Fformacion de éeta par medxo de calor Pana o

cadena A, y por medio de” una concentraczbh especiFica b'c'le'
triptofanc para cadena B. Es decxr, :cuando ;e alcanza’ la -
concentracidn adecuada de c&lulas ‘e xnduce -‘lajprod\:u:cién-n de
cadana A o B dentro de la célula. ' '

Dezputz de inducir la formacidn de cadenazs asunuladas
en cuerpos da inclusibn dentro de la celula se rompen
mediante wn sonicador, - con el objeto de recuperar 1a
proteina hibrida Este resultd =er el método maz efectivo
para estos microorganismos. Enseguida se separa la biomasa
de la proteina hibrida mediante centrifupacidn diferancial.

Posteriormente, ze rompe la Aproteina hibrida para
obtener las cadenas A o B; este rompimiento se loara
mediante la cianogendlisis, un procedimiento que wtiliza
bromure de ciandzeno para rompPer un polipéptido en un
amimcAcide especifica (Metioninal). Fara llévar a cabo =sto
ze disuelve la proteirna en 4cido Fo;'mico y despuézs e agrega
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Fermentacion Rompiniento Concentraeidn Ciano~ Evaporar
| Nl l-’ ds paved "I prot.hibrida '—’ gendlisis olvente

ceilular

<.[°32°§'.'::ﬁ“"] € [Pesalado] & [Sulficslisis]
~N

crista-
— I

roteinas

1T . .
Ci t al Precinta-
Ix.iofmmnlc—l de cadena "] < [Msalad] ¢— loidn de- | < [Sulfivilisis

_ Rompinieate 1, | Concentracadn | | Ciane- _'_l Evaporar |
nentacion de pared prot.hibrida gendlisis 0,
g/ gelular

Diagrams de blogues de la tecnologia
desarrellada en el CIICH {nivel laboratorio)
Figura 14



Ttetrationatc

fundamental. para lograr la aso;iag;ohjdé‘lés‘cadeha

Loz ‘derivados sulfonados son: llevados a  procesos ide

las saies

pdriﬁ;cé&idn. ,El primer -paso .es. el | eliminar
méﬁiante un Froceso de dialisis, despubss se lleva acabc.y una'

’ﬁenirifugacion para eliminar las cadenas ma= grandes v,. con
un cecado previo (liofilizado), los derivadoz son lle;/ado; a‘l
un sistema de cromatografia ligquida de alta presibdn (HPLC)
lograndose asi una purificacion de ambas cadenas con alta
eficiercia. FPor dltime , la asociacién de ambaz cadenas se
logra &l mezclar loz derivados sulfonados en urma proporcidn
_de 2 A Ppor 1 B: una vaz mezclados se reducer 1oz grupos
sulfonados para que se& lleve acabo la asociacién., Es
‘mecesario  imcubar 1a mazcla de reaccidn bajo clertas
condiciones fisicoquimicas. La insulina correctanente
azociada ez purificada nuavamente For medic del zistema HPLC
y cristalizada com zinc. De esta manera la insulina puede

cer utilizada en &1 paciente diabstico.
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“IT.ALa Inzu

II.A.1:Tipos d

paré

Asaqi;éi\ﬁ;: : ﬁé}i'céna de D-iabates c
teraﬁét.;l';i:os; ‘llag‘ insulinas U-40 y U-80 (4'0: v ‘ao, unidades
‘Por"“ mi 11”i'.tro respactivamente) se han estada"', ’
Favorde una szola forma de dosis U-100 para 1?:.(:&5'5 io
de insﬁlina. {3) El objetivo es reducir la PU:I 13

ervor, | el ‘cual es mayor cor las dosis ‘miltiples’

jeringas  de doble calibrado, que con una ‘sq‘lé-forma Y de”
dosis. Preparados concentrados de insulina de:__S‘OD;‘;ﬁ'i:dades
. por ml (U-500) son utilizados en pacientez con rééistenéié_é
. la hormona. lLa cuenta total bacterizna ne debe éxcé’der' da "
100 por 9, y la concentracién de proinsulina no debe de ser
mayor a 10 ppm. (14}

A principios de la década de loz setenta lasz formas
comerciales de la insulina contenlan cantidades
significativas de proinsulina, asi como sus eroductos de
conversion  incompleta, lo cuwsl . significaba un riesge
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- Pc-t.enc:i a1’ de

or zqer‘n POP’CII’IO

"purxfica a

diferencia aminoacidica es muy s pe‘que Lasxmpura as.ser an"'

la Unica causa de uma posxble reuccxon a)érgu:a.

o rie aos

de escasez de este tipo de xnsullr\a son menores que paFa la

insulina la bovika (1), Los problemas que Se: t:enen r-_-r-‘la

purificacidn del productn, aparte de’ =u altc coz t
grandes pérdidas de 1a hormona (sééﬁn Novo’énil§'éo
10 % ), Para la —onmpabila P
una escasez debido a las
la purificacidtn de 1a

Departamento de Salud de

percina o humana en los nuavos p,aciehtes
bases para =legir entre estas doz. -

Actualmente la insulina se envasa.en

neutro ,mejorando asi, la esbabﬁl_idéd s dell: product

poca luz y & una temperatura moderad

un misme pH en las diferentes marcas v tiposidel. productc ez’




Cel poder mezclarlo’ para lograr una - Proporcxbn adecuad= eﬂ

un brdtam nnto especifi:o

»rapxdnmente y =u’tiémpo dﬂract &

en'compl;cacione”
‘diabético, durante UNnE

una - ceboacidas:s (3

: flamada ';nsulina “'sbfana NPH  (la "N, denpta wra ,soiuci&g'
'neqtra (pH ‘7. 2),‘ia P te rafiare al .contenide de insulina
érotapina zing, ¥ la H zignifica el griger del complejo &el
laboratorio de Hagedorn). La administracién de este tipo se
e#eﬁtfﬂ& uni;avnente de manera =zubcutinea, nunca debe =zer en

forma intravenocsa. Puede ser utilizada para todos las formas
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tratamientos . iniciales

hlpagl lcemxa

- dabido al reta

Ca’protamina Yibre éuede; forh;r

un complejo col

& - protrombina’ vy  provecar un ‘lirfedema

alredr—-dor del 'eit.io de 'xnye:clbn. Esta preparacion es cat.h

Para controla hiperglicemias en diabetes zuaves o modefadas.

v ,r_ioj puede ‘ser utilizada en el caso de emer’gencias.' s
administracibn débe de %er Unicamente subcutinea.

'Ir;we.s’.cigaci-cmes realizadas han reve:lado que’ la
solubilidad de 1$ insulina esta en funcitn de su estado
fisico {(amorfse, cristalime, vy el tamafo de los criatalés),
por. su contenida dee T—inc asi como del buffer donde ze
Tencuentra. Es debido a lo anterior aue la insulima puade
prepararze en una forma de absorcidn sin_el wso de arandes
proteinas.

En la tabla =ziguiente se muestran algunas
caracteristicas importantes de 1as-bres categorias de 1z

1tnsulina.
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Freparado i Apariencias

;nsulinarréprdé
Insulina isdfana

Tnsulina prolongad

indican los  nombres

presesntaciones. na

La produccidn de

‘un  gen de

logros importartes en -

insulina de rata en wun hlasv}lj‘do por Ullrich e‘tr.”al (ZL .y -

la -~expresidn  de gane’s"‘rsﬂi_ntet:z_édés‘ 'qyim'ica;virente;i l;e T la
hormons somatostatana por Iiakura at; al. tlé?. Es & raiz de
esto que emn 1978 Villé-Kémardff ét.al.(22) légran clonas
bacterianaz que sintetizan proinsulina de rata, vy Crea
et.al. (14) zintetizan quimicamnete los; genes que codifican

para laz cadenas A y B de insulina humana. Finalmente, se
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logra 1a éxp?ésibﬁ’ﬁe genes’ que sintetizen para cadenas de
insulina huméﬁé eﬁ‘E;Col{ (15) en 1979, En junic de ese
mismo(aﬁé Liiij @s - autorizada parm escalar el procezo hasta
150 litros v “&n 1980 se publica la primera experiencia
clinica con ezta insulina (19). En tavo de 1982 se zolicita
1a éprogacion de la FDA y para octubre se les concede (4). A
finales de 1982 se comienza la construccidn de 2 plantas \."Ana
en Indianapolis (EUA) v otra en Liverpool (GB). Para 1383
Lilly preducia insulina humana en fermentadores de 10,000
galones habiendo invertido en le provecto casi 100 millones
de délarez (4). En Mé&xico =e logrd la- zintesis quimica de
los genes siguiendo las estrategias de Goedell y Craa. (15)
y (14)

La insulina de Lilly no prezemta eroinsulima como
impureza debido & la forma de producirla, ademas de no
presentar ningln tipo de problema irmunoldgico en su uso, Se
reporta también la ventaja de tener que utilizar menores

dosis que en =] caso de las insulinaz animales.

1I.A.2 Alterrativas al uso de insulinas sustituyentes.

La mayoria de los diab&ticos son obesos y tienden a
tener elevados niveles de insulina enddgena. No axizte una
respuesta adecuada entre los niveles de inzulina v la
concentracidén de receptores de insulina en los tejidos, esta
respuecta esta correlacionada con la conceﬁtraciﬁn de estos
receptores. El tratamiento seleccionado en estos pacientes
s una restricciédn en la dieta y uéa reduccidn del peso, lo
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cusl inc}ementa lé sensibilidad & 1a insulin;s,rasi coﬁo'eﬂ
use “de  cualquier mgenkte hipcg!ucemianﬁe« qﬁa tenéa da -
capacidad de estimular la secrecién de insulina..’ »

Er 1942 Janbon y colaboradares &es:mbriercn que>;uﬁa
sulfoﬁamida (p=amino-bancena~=ul fonamido-isopropiltiadiazol}
inducia hipeglicemia.  Lou Batieres descubridé que el
compussto no tenia efecto en um animal pancreatectomizade y
suéir{o Que era resultado de la estimulacion del pancreas de
cecretar insulina. Poco después ze irlhradujo la tolbukamida.

Lags sulfonilureas activan el tejido inzular para
secretar insulina.  Estudios climicos demueszstran que las
sul fonilureas son ineficaces en rPacientes
rancreatectomizados 'y  en sujetos diabéticeos insuline
dependientez. En cambio, con efectivas an paciemtes insulina
independientes en los que el pancreas eonserva 1a capacidad
de cecretar insulina.

Las sulfonilureas no deben usarse en enfermos con
insuficiencia hepdtica o renal dabide =zl importante papel
‘del higado en su metabolismo y del rifidn en la excrecidn de
laz .drogas Yy =us metabelitos. Provocen intolerancia al
alcohol, palpitaciones ¥y nausea=z. Estan contraindicadas en
las circunstaricias siguientes; diabetes insulino
deperdiente, diabetes gestacional, emnbarazo, cetoziszs,
cetoacidozis y coma hiperosmeolar, <cirugla mavor, parto vy

padecimientos no metabolicos intercurrentes (5).
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L‘\s pr'mcxpale_'si.il?i:ni’lui’eé son la tolbutanida, - 1a

acetohexam 1da ,

la

olazamida v la cloropropamida. En Meséico’

cuencia bo}l bltami da,

o< l orclProPamida’

como h:.poglu-:emiante: su Forma de “accion ‘ms “muy sxmtlar a

:':de las sulfonilureas. De la familia de._ compuestnsrde

blguarnda=" se utilizan principalmente’ el fenformin. . Esta

'il;nd'i‘c}do para pa:lentes insuline independientes ' can
h'ipergl&cemx‘a moderaaa Y exceso:. - de ,Pesa.:’ S;.as
cor:'\';_r'aindicaciones clinicas ‘son las~~anotadas para'". la"s
sulfoni lureas vy edad mayor de sahenta afios - (5). 7
Cuando se tiene‘ unfde‘scontrolv en ‘la enfermedad con

biguanidas o con sulfcvn:lurea-r s '-e'puede adlnlruCtrar una

combinacién. de ambns. ‘as e ‘cor mayor Fre:uenc;a se’

enplean 'sorn l:lol'opropamx da metformxn,

A claropropam ida-

‘fem’ormin Y gliben:lam:da fenformln. ; ; :
tos hipoalucemniantas ca adrhinistran cuand.o _no‘ <= puede ! :
corntrolar con dieta & racientes iJ’\SL;Ilh’I.O. indeﬁpendienhes.
Pryimev'o sa prueba con sulfoniluraas y_‘luego con b‘igiuaﬁidas o
una mezcla d& ambas. Si esto no funciona se bem-d.r.ia 7quer
contreolar directamente con insulina‘. En Estados Unidos el
uso de biguanidas es controlado y estan disponibles bajo

ciertas condiciones especiales. Por ello el consume de

insulina, en proporcidn, &s mavor que en Maxico (25).
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Exxster'l var‘los Productoras de xnsul iha a nxvel mundxal,
tas son las grandes compafilas Farmaceutzcas 1’4 las nuevas
compafiias’ de  productes bictecnoldgicos de alto . valor

agregado. Estas operan =n Estados Unidos vy en. Europa. Las®

farmas de Produccidm varian bastante para: cada einpress,.: en--

especial e=te &l caso de la insulina.

Eli-Lilly produce imnsulina bovima, porcina y humana,r
distribuyende sus productos en toda el mundo. La bovina y la
porcina se venden principalmente en paises en vias de
desarrollo. La insulina humana, por =u elevadc precio, solo

puede ser consumida Estados Uridos y Europa.



Move S, una compaMia danesa, ha logrado acaPAraF' una

rarte importante del marcado er Eurapa’. donde antes Lxlly l
dominaba. Nove. comenzd a introducir-

"monocomponente” en respuesta antlclpada

introdujo la insulina humana .obtanida Por

quiml:n da ln Porcina.

el mercado latxnoame

Exxsten otros muchos productores menores de Jnsuliﬁas

anxmales que endeh sus productos en mer:ados lo:alesrcoﬁo
oS el'cé;o de’productores argentinos (23). También ekisﬁen
,prodﬁctdre;'finhgrmédios éomo los' laboratorios Squibb que
vender’ su .insulina en  Estades Unidos. La produceién  de
inzulinas -animales pPresenta muchos problemas  pPorque - se-
requieren de rmuchos pancreas en buen estado para poder
extraer suficients cantidad de la hormona. Las viceras, casi
en =u totalidad, zon conzumidaz come ,alimento en México. Loz
&rganos obtenidos en los rastros e encuentran an mal estado
v por el maltrate rinden mernor cantidad de inzulina o en
muchos casos no z& pueden ubtilizar.

Al mismo tiempo, grandes compaPilas quimicas =e estan
antraduciendo al mercade de productos fabricados por
Inqenieria Gendtica, obligadas por la creéiente competencia

de recientez compatilaz en este mercado estratégico. HHechst
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: Salud en 19891

II. B 2 Importac:én Y, expnrtac:én. :

endiendola

I1.B.3 Precios.

Los -

sulinas

adqu151cx¢m del Cuadro Basico de Medxcamen .

'Insulina ripida R F12,416.00 M.N.

Insulina irtermedia NPH $i2,204.no‘M.N.
Insulina preolongada PZI $12,309.00 M.N.

En las figuraz 2,3,y 4 se Présenban datos histdricos de
precios para lac diferentes tipots de insulina. Estos datos
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‘fueron—-abt.enxdos en- SECDFI. Se puede “la, marcada

'}!nfluem:la del cont.rol de Precios dal goblernc.;f

VII C Dcm_urno de insulina en Méx:co.

II.C- 1 LOS consumidores,

- ‘Dentro  del pr'og.vama nacional de Diabetes se menciona
que el 60 % d= losz diabéticos requieren de medicamentos.r el’
R re‘sté PUede ser controlade con ejercicio y dieta. De ést‘,os
Unicamenta el 10 % deben de ser tratados con insulinx, el
resto puede ser corntrolado con.hipoglucemiantes orales.

El consumo de insulina se divide para distintos usos:
ern &l casc de pacientes insulinodependientes, donde se
emplea diariamente, el consumo representa un 1% del consumo
total de= inzulina ern nuestro pails. Loz diabéticos de este
tipo deben de conzumir aproximadamente enjtre Z0 v 50_ UIl/dia
(23) 'y (25)  aunque -aesto wvarla con’ el desarrollo de' la

enfermadad. €1 reszto del uso de la'_inksh_li;ﬂav,:' es decir el 9 %

esta destinado a la diabetes,establé, que’ s tratada con
© hipogluceniantes  arales, pero en,

imizgtrar dezis .de xnaulin

enfermedad, por emergencias,,en

por partos.

De acuerdo & la

claaifiéacion de’ti

de mavor demanda con un 85 % en co.lyn‘Pa'r'a‘t:iAt;ﬁlcc.)_'ﬁ los o‘tfos‘
dos tipoz de insulina, la de accié;'- répid;; acupa‘ al s;egﬁndo
lugar con una demanda de un 11 %, siendo la insulina de
accidér prolomgada la de menor demanda en nuestro pals: (4 %),
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' iﬁsﬁilu;1p &
- ~Seguro 50:{311,7_(771517997),_,e17 Inst:‘_.tn.;!;.o' de: Seguri

Servicio para .los Trabajadoires del’

héépitalas' de PEMEX y una serie de hosp.iﬁalgs ‘que darenden

directamente de la SSA, aci como la él trica de Diabét’.es del
Instituto Nacional de 1la Nutricien. i 7 7
La SSA se encarga de recopilar la demanda de cada
dependencia  del sector de acuerdo al Cuadro Basico de
tedicamentos. Tambi&r ce recsponsabiliza de efectuar
corcursos de adquisicidr en loz cuales diferentes compafilas
ofrecen sus productos. For wltimo, se encarga de contactar a
la compafiia ganadora con la dependencia an cuestidn para que
&sta adquiera los medicameritos. En &1 casc de la insulina,
los dltimos dos concurseos han sido declarados degsiertos va
. que &l precio ofrecido por Lilly ezta muy por arriba del
prec'io demandado por la SSA. Laz diferaentes dependencias del
sector tuvieron que adquirir en formna individual el producto
a un precio impuesto por Lilly. Existe, ademdsz, rekrazo en
la entrega del prod;.lct.o.
II.C.2 Consumo aparente.
El consumc aparenta en México es igual & la cantidad de
insulina aue se compra del extranjero. El mercado potencial
para. la insulina en México no es bien conocide poraue no
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exiten. 'enférlne'dr;a. Sin

embargo, podemos Votencxal utilizando
De data=' obtenidos ' en el

:ent.o demogrefu:o, con al censo de 1980

77»('7) y proye:cr.one; de’ fa:undxdad, se puade  establecer ur;
'_mercado potencial. Se . pvesentan a cont:nuacxcm difarentes‘——'
.graficas dande sa observan: a) diferentes pancramas Parael’ S
mercado de la insulina seglin los porcentajes reportados,}?or

Barrera (23) y Gomez Perez (25), ver . la figura S.A“Ser

presentan lineas que reprezentan el consumo de Vns'ulina'

dependiendo de 1la cantidad de diabéticos 'y del ;ccm umo

diario peor persona de insulina en Méxice. &) LOs diferentes

mercados de los productos ut;h-adas para trétar 13 Diabe tes

Mellitus, ver figura 6. < Los dxfer‘enhes tipos de i

»y d) Do*; proyﬁccxoner de consumo de 1n=uhn

.programabica), f:f;ura 8. El crecim

consxdurar-e que N cast todos'w los
igéulindependientes tienen urna diabetegs ggpética{ Est6 ne es
totalmente cierto porque estamos viviendo cambics acelerados
‘en. ia forma de vida <que influyen radicalmente en el
cracimiento de 1la diasbetes. El consumo de insulina an México
se calculd suponiende qQue el consumo diarin de insulina por

diabético en promedio et de 15 U.I.por dia v que 21 3% de
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la 'pobl_aciﬁﬁ' én‘ Mexico ‘padece dé ia'begas kMe‘ll‘byi'Lib‘s.;( LNer
seccidn '4"d‘e’ e Ltiter & i
11D E]eccibn del. !
astan‘ter

‘certeza el" z:on,umo nacio

“mercados que pue.den

Proyecto.

1'222,921 frascos "

millones de UI.,

del

—sgctor_ salud con re pecto al
dosiz di-aria promedio paré le'.s
(insulinodependie_nte_s.'y conzunidores ésp_cxr“sdicos)
*;:abla :que 59 presenta enteguids. éebev grup;a
unn =olo grupo Por carecerze de informm:lun n-

&0 a 752. vy la dozis diaria promaedio.entre 3‘-.‘

los  consumidores esporiddicos. - Una  vez

porcentajes de diabitices en México sa pueden comparar.con

" los porcentajes reportados (23) v (25) .. entonceg encontrar

qué .porciento del consumo mnaciconal es del sector salud ¥ la.

dosis promedic mas probable.



Para 1988

En la tabla se puede observar claramente que: la'dosis

diaria promedio dabe de ecstar eﬁtr‘e' 20 v 10 U.I./dla. Para
valores mavores y menores de dosis promedio los calculos -
indican porcentajes de poblacibm de diabébiéés fuera de los
limittes (2 al 5% de 1a poblacicen). Normalmente, parz otros
medicamentos el 74 2 del conzumo nacional es por parte del
sector salud. La dosis diaria supuesta & de 15 U.I./dla, si
se escoge ur valor intermedio, concordande con lez valores |
de dosis diaria por Barrera y Gomer Pérez.

Por conziguierte, Fara 1982 el consumo nacional
calculado ec de 56 Kg/afio. Por otro lado, tomando pPrecios de
1588 pPara un frasco de insulina obtenidos en
establecimientos comerciales podemos ver los siguiente:

139,000 $/frasco = 475 millonez $/Kg de insulina

= 203 mil USDLLS/Kg de Insulina.

Si el consumo nacignal fud de 56 Kg/afio, entonces el gasto
anual en la compra de insulina en México (1988) fud de 11.35
millone= de dé&lares. Este valar ez n:ongr‘uenta con loe 2
millones de dblares de impartacidn, para 1983 (Bancomext) s Ya
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v .zavende,:

“importacién;:
nacional’,
i Podemos il

alcanzarun,

siguientes bases

- gadenas ("e'y B) ;’;, st

2. Las eadenas representan un 20 % de 1a proteina

=B L‘arrprote.lrla hibrida representa - un - 20% "dVeI'LAla'F%‘r-ovteiﬁa -

total.

4. La proteima total ez un 65% de la biomasa.
5. Se tiene una eficiencia de recuperacidn entre 91‘25)/".'50:‘?.“

© 6. Se alcanza una concentracidn de biomasa de 20 g:/1.

7. Se trabajn £ mezes sl ako, una fermantacibdn a 'la
ez decir 32 fermentaciones al afio.

&, Ei volumen de trabajc del fermentador es ei‘70'

total.

Se obtienen los siguientes factores zegun la.eficiencia

de recuperacidcn de que ze trate (25 y S0X):

1.717 vy 0.8585 m'.?.al’no/Fer‘manta:iOn..Kg_
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De ‘aqui’ se’ corstruye a;’sigtiie‘nte tabla:

caracterizticas

tamsfio de’ plamta

1 .Exportacidn’; Tranzportacidén, . planta industrial
Comercializacién, de gran tamnafi S
N i L competencia internl. . o
2,Consume Nacional. Comercializacién, Planta industrial
RS competencia monopolio : st
-.;3.Sector Salud Bajo convenio, bajo pPlanta .indus

precio de venta, 3

, diferentes productos. R

4.Intermedia{S8A) Bajo convenio, bajo planta indus

Precio de venta. . R

S.Sector Privado Comercializacidn, planta ind

competencia monopolic. -

6.Rapida (SSA) Bajo convenio, bajo planta indus
Precio de venta. o L

7.Prolongada (SSA) Hajo convenio, bajo planta pil

precio de venta,

conzumo de protamina. R

8.CIIGB Minima inversion, planta pil

para pruebas clinicas. ;

Mercado Carntidad Volumen rﬁquer:da(rﬁﬁ/sam

(Kg/afio)

=zg==s=z=gz==

NG R QN

n

FpmsoooasEsEESsMssSEgRTSSSC

‘-Cah_txdad
AKg/afio)
25%

efic.

Para roder evaluar técnica. ¥y econdmicamente la

mmetodologia deszarrollada en la UNAM es necesario ezcoger uno
o varios escenarios para €l mismo provecto.-
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da -insul ina

Ezta el acCior

i Bé«';s;;bgi&(también un zegundo escenario poraue penzamos
E;Ue‘-i/a' é’_ya;iuacton de la tecnologla no seria completsx si la
hacemos para'la capacidad del centro, En primer lugar porque
no te hace una evaluaciorr de un procezo con  capacidad
industrial y emn sagundoe lugar porgue en el primer escenario
no se reflejan todas las variablez que intervienen en la
evaluacidn econdmica del proce=o ya que se ha realizado una
inversidén previa en equipo & instalaciones. Es por ello que
para realizar una evaluacidn miz real se decidid ezcoger una
planta de mayor capacidad. Para este fin sa puede escoger
cualquier tamafo, nasotros escogimos la alternativa de
insulina rapida para el zector salud pensando en que una
empresa cualquiera pudiera crear una planta de produccidn de

insulina utilizando la tecnologia desarrollada en la UNAM.
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Dz los  datoz y supoziciones ant;eriores se . puade
construir una eroveccién para la demanda de insulina rapida
‘por el sactor salud, La figura 9 muestra gqu= =e 'empeza'ria &
produéir en 19393, debido & que se tardaria por lo menos de
1 afio ¥y media Fara hacer las prusbas clinicas ¥y 2 aflos para
la construccidn de la plantx, =i se decidiera hacer el
provectc en actubre de 1989. Tomando diez afios de operaci}:n
para la planta e requerirad de por lo menos 8 m3 de
capacidad de fermentacion a la semana.

El presente estudio serd orientado, pues, =& anéliza;‘
estas dos opciones desde puntos de vista _técnicos‘ y
econdmicos con el  fin de poder dar alternativas | al

desarrollo de esta tecnologia a nivel industrial.
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'CAPITULG 111
EASTUDIO' TECNICU

III A Descripcidn detallada de - la tecnalogia.

El procezo de Fabricacitmr de )l’a inleiyrfa :ons;a_"de £re='
etapas principales. ta primera es l‘a;praduc’cio'rj de los
microorganismos mediante fermentacidn. Loé .}ni;;"oqrg‘anismos
se encargar&n de producir la proteins hibrida, -donde “se
encuentra unida la cadena A o B. La etapa siguiente ez 1la
separarcidén de 1a cadena (A o B) de la pr;oteiﬂa hibridu con
(AT subsecuente Ppurificacion. La Gltim aetapa as la
asociacidén de las cadenas, es decir, la formacibdn de 1la
inszulina. A continuacidn =e describird detalladamente los
Pases en la elaboracién del péptido. Toda la informacidn del
Proceso a escala laboratorio fui obtenida directamente en el
CIIGB' mediante =ntrevistas Yy pPublicaciones del <entro
(9,10,41,57). Como la tecnologla a=td en un proceso de
desarrollo presenta constantes cambios. Se tomd tomo base la
técnica utilizada hasta junio de 1989.

En la figura 1 3e representx . el procesoc a nivel
laboraterio mostrando conm mayor detalle cada paso.

La fermentacidn se lleva & cabo colocando el indculo en
el medic de cultivo, misme due se diseldé considerande que
los microorganismoz van a crecer limitados por l1a fuanie de
carbono ¥y que los rendimientos en base a fuente de carbone vy

nitrdgens zon 0.3 g calula/ g glucoza v 4.5 . g célula/g NH4+
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Sustancia Concentracidn g/1

KH2P0O4 e
K2HPG4 3 :
(NH4)HPO4 o 4.s)
MgSO4. 7H20 o 2 :
Glucosa ; P66
Extractoc de levadura 5
Traza=z 3 ml

‘El crecimiente de los microorganismos ge logra : & una
tamperatura de 30'C para cadena A y de 37'C par$ cadana B.
El PH se mantiene conztante en wun valor alrededor de 7 para
Ay 7.4 para B. La fermentaciémn aerdbica se logra agitando
mediante impulzeres, cuys velocidad varia de acuerde &l
volumern de fermentacidn, y suminiztrande aire ean  una
Proporcién de sproximadamente I vvm, El tiempo nacazario Sue
debe durar la fermentaciom para lograr una concentraciém 10
veces mavoer que el indculo ez de aproximadamente 1S horas;
en el momente en que ce llega & obtener la concentracidn
requerida ez necesario inducir la produccion de preoteina
hibrida dentro de las c4lulas. Para cadena A ze logra
aunentande la temreratura del medic de fermentacidén hasta 42
'C, en un tiempo menor & tres minutos, v msnteniendo ésta
temperatura durante casi  tras horas. Para aumentar la
temperatura =e <cepara a la células filtrande o con
centrifuga vy rasuspendiendolaz en un medio & 42 'C-o

mezelando 1 medio original con agua a mayor temperxtura,
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En 2l zazo de ‘cadeﬁa B la induceisn se’lesra al aliminar
triptofans. del medic; de cultivo, ‘ez’ decir. las célula;s [
.pr-:-c}ucen ia proteina’ hibrida =i é*iste: tr-ipt;c-ufa}ho en el
':mec‘li“c“;.‘ "Sé Vagreég &1 aminoacide &l 'medio durante el
,crecimiénto Y cuéhdo se quiere iniciar la produﬁcibn da la
"'prate‘inérse separa la biomasa del medio mediante filtracion
< cenerifugacIOn parardespues resLspendar en un medio libra
~de.triptofanc. La inducgion también se lleva acabo en un
reriodo de 3 horas.

La rroteina hibrida es almacenada dentro de las células
en cavidades 1llamadas cuerpos de inclusién, gor que es
necasa.rio romper la pared celular para roder obtener la
proteina. Las célulaxz sa lisan haciéndolas pasar por un
sonicador. Esto es similar para ambas cadenas.

Después de romper las células se obtiene una mezcla de
reztos celulares, DNA, diversacs proteimnas y proteina hibrida
entre otros componente=, Pcr esto, ez necesario separar la
proteina hibrida de loz restes celulares.

Para poder purificar la proteina hibrida en el caso de!
Pept.ido B =e wutiliza la centrifugacidtn diferencial (6000
rpm, durante 5 minutos) y en el caso de cadana A na se ha
encotitrrade &l método adecuado para lograr esto. Se ha
intertado con centrifugacién diferencial sin tener
aparentemaente buerios resultados y =e planea hacerlo por

filtracidm en gal o por una columna de intercambio idnico.

Se



La p‘rotelna. l—'.u:;rida' va purificada ez entonces preparada
Para; su rompl‘mlreﬁpqtﬂy; lrib.eraci‘pn de la cadena respectiva.'
.Estorse thace disqukendp la proteina en acido férﬁico:al 70
“Z.en una’ _pr‘oporcit-;‘,der 14 ml de csolucién por 'gramo' 'de
proteina’ hibrida. ,V'f,La diselusitn. se lleva & . cébd et

temperatura - ambiente” y ‘debe de - lograrze una “zolubilidad -

total,

El sitié de u‘nicn entre la cadenx y el restoui:le; la‘,‘
proteina es el monomero metionina. E1 CNBr es un-ageﬁtg_'
proteoclitico especifico para metionina en un pH Acido.  La
reaccién se 1lleva a cabo agregando "CNBr & la proteina
disuelta en ura proporcidén de i g de CNBr / g de Prote(n_a
hibrida. Esta reaccién ze debe efectusr en ausencia de luz v
a tempratura anbiente durante urm pericdo de 15 heoras. Este
reaccidén tiere un rendimiento de casi 90 X%. Las condiciones
¥ =l procadimients son similares para ambaz cadenas,  Es
importante aclarar que se produce algo de &cido cianhidrico,
Pero no sabe cuanto. Se debe trabajmr en la campana );ara
avitar fugaz.

Concluida la reaccidn se quita el acido férmico porque
la ciguiente reaccidn requiere condiciones bisicas.’ Se
evapora en vacio, & una temperatura de 30°'C, para evitar la
degradacidn de las porteinas. Se lava la proteina para
remover los reztoc de acido fc-rlru'cé v de cianhidriceo para
después evaporar en LN rotavapor aproximadamente ert una

thora.
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T alrededar de 7 6 ;, medxant,e un buffel" de cloruro

'El : =iguxenbe 'esf 7 producir . 1:-5 “iderivades” ”

s\.dt’ana‘:.h:te | ge : dxsuelve la :adenu y lg‘ m’atet & en' una

=01ucian de clcrr'uro de gusnxdlnxo cdd en Lma

ml de =olu:ibn por cada 9ramo de peptxdos

7Las ~protelnas Ppierden | su estructura napu:;s\

“estructuras lineales al disolverlas . an 'e‘i ‘, l:loruro : 'dg :
guanidinio pudiéndose asi, llevar a ::a;\t':o":l; reac:lbn' de-
sulfitdlicsis., Cuando se logra disolver 1a lnayorypa;'t.e de la
“mezclas de péptidos se agress el tetrationato de sodie vy el
culfito de =odio en una proporciton de 0.25 @ v 0.5 @
raspectivamente por gramo de mezcla peptldica. Esl;._os
reactivos son los oxidantes. La reaccién =z=e lleva & cabo a
tvenperatura ambiente vy por 15 horaxs. El rendiniento d'er la
reaccion es de 97 %. Una vez que las proteinas se encuentrar -
sulfonadas e procede a purificarlas.

La purificacién de éstas empieza por llevar al derivado
de cadena B & un pH de S5 para precipitarlo y. pasar o
centrifugario o ultrafiltrarlco. En el caso de cadena A se
pasa directo & la centrifuga (10,000 rpm) © al ultrafiltro.
En esta etapa ze debe de separar la Probeln; hibrida de los
derivados, 1lo= cuales deben quedar e la fase acuosa.
Previamente a la rurificacidn en HFLC, se debe ﬁe tena2r una
concentracién baja de sales, es necesaric &liminar una gran
cantidad de salez disueltas com un sistema de didlisis con

bolsas cutb-cff malla 1000 durante 6 horas.



Tgmbxén es mece:ar-xo cc':e'tr:«r la solucxthn ante: clr-.- la

cromatagr 'fia. En' vel -

laborat.orxo se 'aecan t.obalment.e por.

Hofihzwscian.- -SeVﬂpr ur i x.cacubn por medrzo de

cromatografia llquxds der 1ta pr_s On e HPLG )

Pr:mero se d:suelver\ los derxvados en una zolucidn de

S urea GM. La purifu:atibn se lleva & c3bo en una columna de’

fase yrevarsa_ erm“ earjndo- 1la metodologia utilizada Por Ladrbn

de Guevav;a,;Brdlrlvria‘;' "et.; al. (55). La columna es empacada con
Radial-Pak mu-Bti:-r.udapak‘ ci18¢10cm*8mm 1.bp., 10 micrimetroz).
Se ytilizaﬁ: @.res eluyentes: el eluyente Aa que esta
'const'ituidoipor 0.0125% de acido triflourocacético en agua
ultra-pura (pH 3.2) para cadena A, el Ab con 0.5% de écidé
formico en agua wlitra-pura (PH=2,7) para cadena B; vy el
eluyente B qua es acetonitrilce para las dos cadenas. Para el
procedimiento de. purificacidn de cadema A =e wutiliza un
miruto 100%Z de eluyente A y luego un gradiente convexo de 0
a 25% de eluyente B en eluyente Aa, a un flujo de 2.5
mi/min. Para la cadena B se usa 100% eluyente Ab durante S5
thin, ¥ luego un gradiente convexo de.0 a 40 ¥ de eluyvente B
an eluyente Ab, con un flujo de 2.5 mi/min. La deteccion se
logra por medio de UV a 280 nm para anmbas cadenas. El tiempo
en el cudl se logra la separacidn depende del aparato que se
ezté utilizando. Se obtiene un producte con una pursza de
99%4. Si se van a .guardar las cédenas ce tendria que

licofilizar riuevamente.



Unz :vez quese han obteini:lcn;’la;_‘ dos caderaz. purificadas

se-lleva & cabo’ la asociacidn. Para produci wlins ce

'r;ece-;.'xta “uia  proporcion de: dog ;;;a;nés-_
‘srrAavnc.:'u':c'le cadena B. 6s abtiens ;un"."

respacto a la 'cadera B. Se ‘diréuel e ladcadanai A eh fase
"at':‘uc-sa con un buffer de. Tris-gl‘ic

Ditiotreitel ( DTT ) como agente

nize’realiza a

‘o-de 434 C (5‘5‘) Y durante
apr:'nximardamante 18 horas. En:-el iaBSr_ator-io ‘se Vl;levé‘ Varycabo
la réacciﬁn a S‘C. . 7 b ; i

Transcurrido el tiempo necesario para la asociaciéom =e
separa la insulina de los productos de reaccién mal
ascciades vy del resto de cadenas no asociadas. Las
purificacién se lleva & cabo en wun sistema HPLC con
"condiciones muy =similares & las que s& utilizam para la
cadena B. También =e ha logrado ezta separacidén mediante una
sist‘ema de HPLC con unx columna de intercambio idnico
empleando un gradinte de cconcentracionesl de cloruro de
sadico. Dezputs de la aszociacidén se obtiene una solucidn de
insulina, la cual debe de ser recristalizada, para obtener

una mayor pureza en el producto final que es la forma en que

=a debe administrar clinicamenta.
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Para «obtener la insulina de accion rapida es necasario:

recrigtalizar el producto en un medio que ceontenga zina. Lzl

eristalizacién ce lleva a cabo agregando = la_soluéibﬁfde"

insulina cloruro de zinc en una proporcien de 1

Asi, el producto puede ser utilizado en elvtvébahiehto'déjlai'
DPiabetes Mellitus,

Es  importante aclarar que” en Fechas’ recienges :iél
matodologia ﬁara cadena A z& ha desechadc For ‘tener muchos.

problemas en la purificacidén.
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111.B Bazes de Disefic.

Lae basas de disera dividieron. en tres cateéorlas H

1y Para el 1ug’

z). De\,procesor,

1) Para el lugar de ubicac:b
Lugar H xnstalacxones del Centra ‘Inveztisaciones

sobre Ingeﬂieria Genética Y B:otecnolagia de” 1a UNAM,

ubicads el lx parte Noroeste de 12 cd.” de Cuérnavaca. Edo.
de Morelos.
Altibﬁd! 1560 MSNM
Ubicacidn geografica:
' Latitud Norte = 18 grados S8 min.
Latitud Oesta = 99 grados 15 min.
Precibm barométrica: 635 mmHg
VPrécipitacién pluvial:
Maxima por dia/ v anual: 58 mn3/ 1036.3. mnd
Dias por aMo: 90 ‘
Humedad relativa:
mirmimaz: 402
méaximas 70%
pronedic: 607
Ambiente corroziveo: No existe
Climatologia: Existe granizo, niebla y rocio.
Vias de comunicacion: Autopista México-~Cuernavaca
Aeropuertc (Tequesquitengo,Mor.)

Ferrocarril
S&



2) 'Del Proceso:

i Condiciones all limite de Baterls

el Fisico’

lB;C;ﬁ‘:
) > 18'c:

'Airr'e_:p;ra la fermentacién  25'C Gas.  &63Tmme
‘ (quos los reactivos se guardan en wun alnacin por un
Perioao determinado. El1 agua vy el aire se obtienen:

continuamente. )

El producto terminado es Insulina humana em solucién
acucza precipitada en Presencia de cloruro des  zinc,
altamente purificada (accisén riapida), en wuna qoncentracioﬁ
de 4 mg/ml (180 U,I./ml)., No debe de contenar mas de 10 ppm
de preoinzulira y uma cuenta bacteriama mayor a 1080 por.gramo

de insulina.



COlﬁdiCiO‘r;nES fiﬁ'as &e VVProc.t_aéc-: “ i
) ‘ConéentraEiOn da‘piﬁmasa final. (Fermentador): 20 a7l
CGorversibn de las reacciohas: B
Flgianogendlisiss 90 %
Sulfitslisis: 99 %
En el disefio :

Debido a que 1a>metodologla para cpdena A se ha
eliminado v que no se sabe aun nada sobre la nueva
maners d2 produciria, se supondra que cadena A se podra
abtener de la miema forma en que se obti;ane cadena B.

El volumen de operacidn sard un 70 7% del volumen
nomital .

. t.a eficiencia mecanica de las bombas sera de un
70%.
Condiciones de alnacernamniento:

Se contard con un almacén con la capacidad y la
infraestructura (refrigeracidn) para alojar tanto la mataria
Prima como les productos intermedios (cadena A yv B) y el
.producto final, durante la produccidn de un afc.

'Dias de operacidn:
Escenario I(pruebas clinicas)s
Produccion para 1000 diab&ticos/ano
es 231 g de insulina = 6000 frascos
Se tiene que trabajar 24 semanas al
afio , & dlas a la semana, 3 turrios.
Se produciri cadena A durante 16 semanaz
¥y cadena B durarite 8 semanas al afio.
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La asoclaclon se llevarn a:abo 4 ‘veesz al;aho_
Escanarzo II(Insul(na FaPldﬁ Sechor Salud)' .

a demanda (9 m3/=emana).

3 turnosp

‘.22‘=amanas para cadena Ay 11 ‘Bara B.Y

asociara & veces al aFo. .
xvse tr‘ab;uaré durante el rezto del aﬁo
=r 1a produc:ibn de ihsulina por tratarse. de
uha planta multi-propé=itos. :
33 Enrqog servicios auxiliares.
Vapor ¢t sa g‘eneraré el necesaric-dentrao ae lé plaﬁta
mediante una calders de 100 Caballos (escenmric I), 500 CV
) para kescenaria I}, qQue producirid vepor de 7 Kg/cmz,vapor:
saturado, contard con un equipo pPara IVaVIZar agua pof
reciras de intercambio, y coparard con diesel centrifugade.
Electricidad ¢ Se contard con sistema 1107220, con una
Planta auxiliar a la que estdn comechudoz los fermentadores,
(tardard de 30-40 segundos an resuministrarla).
Agus
De proceco:
calidad: baja dureza , libre de patdgenos.
fuente: Servicio de agua potable de la Cd. de
Cuermnavaca.

tenperatura: 18°'C



be,alimehbacibh & ia calderas-
calidad: bajs durexa
VFOente: Servicio de agua potable de la Cd.
7 Cuernava:;.
tenperatura: 18 'C
Agua potable:
‘ calidad: libre de patdgeros, potable.
fuente: Servicio de aguz potable de 1a Cd.
Cuernavaca.
Agua contra incendio:
disponibilidad: S= contard con um sistema
suministreo en caso de
emergencis.
.Vacio: Se cuenta com equipo de vacio de hasta S80 mmHg

vacio, por bomba de vacid de 2 HP.

de

de

de

de

Airer Se cuenta con una comprecora libre de aceite de 30 HP.

&0



III, C Anal:sis del s:;hema da Produccibn.

IIT, c l Lineas de’ producCJ¢n.

Debido. a que 1a= cadenas e producen For sepdvada,-

Vpara lngrnr una produ:czbn de bamaﬁo consxderahle, deben'

existir diverszos nodoz de produccién que_van,de acqergo’:&ﬁ

los objetivos o capacidades que se reqiiieran.

VSe F;ueden produclr amba= cadenaz - en _ishemas i;b;‘
separadﬁ. es decir, tenar dos «istema= de Fermenbacibn. qoé
:sishemas d; purificacién y un sistema de un:ﬁh,(mndo A)

Dtro método zeria  tener  un 5615 sistéma de
farmentacion, un unico tren da pPurificdcion vy el zistema de
umidr, Para producir. una una =ola cadena vy almatenarla
mientras se produce la otra, y uhirlas después, {inoda B).

Una tercera alterrativa de produccién ez el tener dos
sistemas de fermentacidn: uno para cada cadena. Funcionando
de forma alternada para poder zer tratados en un zole
zicstema de rurificacitn. En este caso, no es nmecesario
almacenar por periodos prolonmadoz pues mientras um péptido
es purificado el otro estaria lizto para la zsociacién. (modo
c .

La principal ventzja de la alternativa A ez que al
tiempo de eroducciorn &3 muy corto comparadc corn las demds
alternativaz perc con la gran desventaja de gue se trata del
mas cosztoso. En el caso del modo B, bsu principal ventaja es
que &% un sistemzx que puede ser adaptado a cohre=z productos
intracelulares con tecrologlias riNA, adem#z que &= la menos

ostoso, Su dezventaja =5 que =l .t-iempo da Pr‘oducciar'; =3
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nayor.  y. tambiér el almacenamiento puede 'acarr"ear-ﬂmayores

costbg. El -s"ister,-a ‘c biene‘ coma veng.aj;né r-:or;_j r‘-_;_frsplact ayyl El
que;,e‘l} f.iemﬁp de produccidn-serd mencor ¥y no. es Vne':'evsar"iov uriv
Pet‘io&o de  almacenamiento prolongado. Tiene desventavjas
E»élﬁ;. como la nrecesidad de tener mnayeres cuidados en I'a
'gdvxficacion para evitar contaminhacidn de una cadena con la
‘obra antes de la unidn,

En =1 caso del Ezcenario I, la mejor alternativa es la
" B. Debido a que la capacidad que se va a manejar es pequela
y €&l almacenar no implica ninglin problema. Loz costos son
mencres y el tiempo no ez un factor determinante.

Para el segundo ascenario la mejor alternativa es
también 1a B. Pues tanpoco prezenta Problemnas da
almacernamiento vy como es la opcidrm més versidhil, =5 mnas
conaruaente con el objetivo de conformar una pPlakta
multipropositos. También se Flantea el taner dos
fermentadores de 4 m3 en lugsar de uno de 2 wl. Er cuastison
de productividad no prasenta ventajas =1 tener uno o dos
tanquet. En cuestidn de operacidn es ma&s conveniente tenet
dos ‘tanques. Primerca porque si se llega & contaminar el
tanque se perderla teda la produccidn. Segundo, cabe la
posibilidad de que 3e tenga que retaner <1 volumen de un

tamque durante la operacidn.

62



II1.C.2 Continuo/iotes:

Podemos Flantear qué seria més conveniente: si. trabajar 7

la fermentacién centinuamente o por lotes. La’_‘prini:ipa‘l

produyctos duramte =1 afo. Este'txpo de"op‘ rac

otre  lades  zeqirn Wang et.al.

productividades de los do= procsszos e fl_lé:g

ecuacion (3):

T=tiempo preparacidn vy ﬁteméo,fas

¥m, Kozconcentracidnes Fira

Suponiendo: Xm=208/1, Ko/¥m=0:1; Y=0.39.cel/g ficarbén, .
T=4 horac para " (Esc.I) v 8 qur‘asi::(Esc.II)

*
&



1.

TABLAY

; cant/Pbatch G - P-:c»rltll"ba_tc.h
(ESC&"I;\ io e {Escemario II)

Enla tabla anterior podemos ver qua mxentras :nayores T

sean el voldmen de produccidn v la ve].n:u:ld.sd de crecimxento,:
serd midsz conveniente hacer continug el procesc. En este
caso, por tener volumanes de produccidon chicos: .y bajas
velocidades de crecimiento, per btratarse de .un ‘arganizmno
recombinante el cual pierde com facilidad los plasmidos =
velocidades mayores de 0.3 (20,212, eé sfnucho mas CO.I'\VEI’\iEI’ICE

hacerlo por lotes.

IXI.C.3 Pazos del proceso a &scala mayor:

Con base en la informacibn obtenida por el grupo. de
laberatorio ¥y la literatura para este tipo de productos
{intraceiulares) (1,44), proponemoz los siguientes pasoz
necesarios parx lograr 1la abtencién del producte en wna
eccala mavor (ver figura 2):

-Fermertaciont  produccién  de la biomasa requerida,
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Fernentacidn Rompiniento Concentracidn Ciano~ Evaporar

26 /1 {> {de pared "I prot,hibrida I""’ gendlisis| 7] Sslvente
celular

/ fLiafitizado] € [Desalado) ¢ [surritslisis)

cacidn

erista-
— INSELING

rq\ Precipta- —
[Liofilizads] « [Pesaladoje— cidn de | < [Sulfitdlisis

proteinas

Romoiniente |} Concentraciin Ciano- _,l Evaporar |
Fermentacion de pared prot.hibrida |~¥|genclisis Solvente
/1 | |eelulay

Diagrana de bloaues para la tecnologia CIIGH
a nivel planta piloto e induserial

Figura 2




-Purificucion,
Con:antracxbn-

Rompxm:enta.

las protelnas

Clarificacion:

cianbgenolisis{

Sulfitdlisis

cen los siguientes‘Pasqs

Romper la= cél lag’
quééﬁtra

Sulfonar las: cadenas,

Reducxr -el

Elimlnar

'Seﬁéra 1ﬁxcémente —la cadena del

resto de 1a proteina HibPldap

Propegi&ﬁqoléS_Y_

#reparéhdalas para su posterior asocizcidn,

Diafiltracien:

Concantracidn:

VCromabdqrafia llquida de alta presibpn:

Liofilizacion:

Azociacion,: con los

* Reaccién de asociacibn:

CPUrificacidn (HPLO):

Eliminar las sales del medic,

Para
evitar problemas en el paso ‘de.
‘cromatografia.

Para tener mayor eficiencia eh ia;J
cromstotarafia. :
Separa’con altq
de eficiencia los cadénas

grado a

sulfonadas del reszkto de los péptidos.
Eliminar cotalmente el medio en &1 <que
cadenrss para que

ca encuentran las,

puedan ser almacenadaz por pericdos

largoz=.

ciguientes pasos @
Mezclar péptideos pars
formar imzulina.

Separar a la inzulina de losz

peptido=z mal asociados o no azociadoz.
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d= Lnsulxuu ¥ooELEeD

Esto =& debe a

la FaU‘a ‘de infot‘macxbn prﬂcxea ¥ cuantxrzcada de los pasos

a’ v)x.vel 1abarator1o._ ‘Cuando ce tenga una mayor informacidn
"se' pbdé&rf :E:a':.érr mayores camsios. Sz hicieron los siguientes
cambios: él meétodo deerwiquecimiento ce tiene que hacer en
i dc«s Fases. Se omitid el raso de liofilizacidn despues de la
didlicis, - diafiltrando v concentrando mediante
" ultrafiltracién en un mismo aparato.Por Gltimo se htuvo gue
irmcoorporar wuna red de enfriamiento de las corriemtez pars
evitar la inactivacidn de las proteinaz‘ durante el proceso.
Se 1ncluyeron intercambiadores en las siguientes posiciones;
uno despuss de la fermentacidn, uno durante el rompimiento,
uno después de la sulfitdisiz= y uno desputés de  la
asociacion. Las tempearsturas de las corrientes van de S5 =«
10‘C;

III.C.4 Balances de materia y energia:

En l& figura 2 s& pPrezenta un diagrama de flujo en
forma de hkloques gue muestra de una manera sencilla el
procedimiento rropuesto para llevar a caba la produccidn de
inzulina  en una  escala  mayor. Tomande en cuenta la
informacién obtenida directamente en el CIIGE, de las
referanclras (55,57), y considerando eficiencias en ¢ada paso
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que Foeterxormente == Justlf:car n =N el dxmen=lonam1=nbo de

los equipos se procedzo ‘& hacgr 'el: balance de muter:ar v

eneraia.

BALANCES DE MATERIA: (X Semans)

ESCENARIO I:
~Fermentacidn:

El volumen de farmantacidn  es’ —dei

concentracién final de hiorﬁasa s perada es’ de 20 g/l, pbr, fo
que se obtendra 7000 g de biomasa ﬁnal. 8»=gun el medxo
utilizade para una farmentacién de- 10 l:trcs en’ Jaboratomn

(63) se reqguerird lo siguiente:

Sustancia Comrcentracidn g/l i r;qtler;do 9.
KH2PO4 3 o A lese o
K2ZHPO4 TS  ~ 51650
(NH4)HPO4 4 f 1575
MgS04. 7H20 2 Ll Sree
GRlucosa '6'6 o ,4.2.3100 .
Extcto de levadura w07 :5f‘ 7 - ' 1"775‘07
Trazas 3 m‘lllr - : : .1050



Comceritr aéiér‘-

F:_\amo'- una X :oncentre\cibn

: 'dlf"‘l’PnCIat :

‘lxtro_—,. Se tieme 6930 g de célula en el reten do
Rompzm:enth :
Fijames une sficiencia dé B.85 % Cada célula
contiens &5 % d; proteina y de-esta el 20 Z @3 proteina
hibrida que <=e encuentra en los cuerpos de incluzion v
cuzhdo =& rompe la célula queda libre en el medio., Por lo
tante se tendri, (con 1la efi.ciencia- da 85%) 765.8 9 de
proteira hibrida con una Gconcentracion de 19.89 3/1.
Terdremosz también 6164.2 g de n-esto;s celulares qua mno
incluven a la protelna hibrida.
Clarificacién:

Fijamos una concentracidn final de 250 9/1 y una
.eflciencia da 0.97 % por tratarze de por lo mencs dos
oper;:iones. La primera operacidn ez separar la preotetina
tibrida de los reztos célu!ares v l‘a =agunda es
corcentrarla. Al final de la clarificacid se tendrd wn
volumen de 2.97 litroz en el retenido, se habrd retirado del
sistemna 35.53 litros de agua y aproximadamente €187.2 a de
restoaz celulares., Rueda en el retenide 742.8 a de= proteina

hibrida,
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Cianogendlisiss:

Primerc ze evapora el agua del retenido’ quadando-

hesta un 20 % de agua en pesc (e evaporan 2.83 1 de:agus).

Se agrega una scolucidn de icido férmico ‘7(1'/:_.en.v"oll. &

ml ‘por cada gramo de proteina hibrida, es decir

"El volumen da reaccidn es de 10.4 litros

litros son de agua v 7.28 litros son de 4cido:formico.

pone | g de CNBr por cada gramo de protelrna, es :decir‘»7,42.78 -
9 de CNBr. La reaccidén se lleva acabo con urna con\;e;‘sidn,de'
90%. Las cadenas A © B representan aproximadamente el 20 %-
de. la proteinz hibrida. Al final tendremos 134 g de cadena A
o B y 608.2 del reste de la protelma. £l &cido férmico ze&
aevapora y se lava posteriormente con &l dobie del voluwen
residual (20%)., Al final habremos evaporadeo 18,4 litrosz d=
“solucion de acido foérmico y 0.2971 litros de lavado. En
total se avapord 3.127 litros de agua y 10,4 litros de
solucion de acido férmico.
Sulfitdlisis:

Se wsan 12 ml por gramo de proteina de una
selucidn 8 M (764 9/1) de cloruro de gua;ni;!inié, 6.5 grde
sulfito de =odio por gramo de proteina vy 0.25 de
tetrationato de sodioc. Se tiene que. usar 4807 g9 de cloruro
de guanidinic, 371.4 g9 de sulfito de =odio vy 185.7 9 de
tetratioriate de sodio. La converzidn es de 9%, &l final
tendremos 132.66 g de cadena A o B. El volumen dz reaccion

es de .91 litros.
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Diafiltracién y‘cdngentfa;iqy

Esta oPeracidn  se ‘puede’

Lambién 1a comcentraciem Final”
7364 gramos de diferentes éale%,”éﬁtan>
7334 9 de sal, ademiz de 6 litros:de
la purificacion Ser Necesita S&adfrw suﬂx;xen@e
formar una solucidn 3M (180 g9/1) de'urea;'sé' ‘

9 de urea.

Cromatografia 1iquida de alta‘Prasibﬁf”,
Se alcanza una pureza de 99'/:,;vse'liie‘ne‘.'rv_;po.r'tal’:‘lu'
que s& colecta la fraccion Que conbiene‘é ;a_tadena éﬁll.s
minutos a un flujo de 150 ml/mih. Sek‘bbtiene, una
concentracién final. de 195 g/1, ‘en Jn-VQO[umen de  8.8625°
Htros. Al final se tendra 131.3 gramds de cadena A o B
Purificada. ‘
Liofilizacion:
8i suponemos un 1% residual de humedid entonces
tendremos qQue Quitar 1.69 litros de agua.
Inactivacion:
Suponiendo que existe SX de inactivacidn en cada
pasa, y tenemeosz 10 pasaz por lo mencz =e inactivarid Por - lo
nenos un 57.87 X de las cadenas. Arites de la asoci.‘al:’ibn' e

producird 78.62 g9/semana de cadena A o B,
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Reaccidn de aéociaciq‘ﬁ:" i -

Se trabajara 24 sémanag él aﬁcﬁ: se tendra 12';7 6 g
de cadena A/af"o 7 628 B g de cadena B al aho._ Se pret.eru:le‘-
hacer 4 reacciones al wi’no, For cgdg reac::én se ruecés‘itia:nrai
.314.4 g caderna’' A .y 157.2 g de cadena B. Se va . a necesit;ar
9.15 litros de buffer tris-glicina_n/g cadera A 7(6 3 f.r::/l %y'
3,75 g glicinasl), vy 3.75 '3 de DTT/litro. E1 volumen,&e
“reaccién sera de 44,93 litros, v se raquerird de 262.6 g de
tris, 168.5 g de glicina, 53.92 gramos de DTT. La reaccidh 'y’
tiene una conversion de 60% =obre cadena B, en totalr Vse
'obtendré 89.886 g de inzulina por cada reaccidn.

Concentraciodn:
Se tendrd una concentracidn de 250 g9/1 «en‘u‘el.j'

retenido v una eficiencia de 0.99 Z. El vulumnn del retenldo~"

saré de 1.73 litros vy el de filtrade de 4%, 15 lxhr‘os
Purificacién (HPLC):

Se purifica mediante un gradiente ‘:‘§§n1c$,', y

suponamos, a falta de mayor informacidn, que se thyilﬁza'rayﬁ
" las mi_smés condiciones( en cuanto a tiempo y flu;io‘) que se
J_gt.ilizaroﬂ para la purificacidn de las: cadenas. - Se “,e"",?, 99‘/;
de pureza, 88.96 gramos de insulina. Com un flujo de 150°
"n;l/min 'y 1.5 minutos de colectade -ce obtiene un volumen

final de (.45 litros, ¥y una concentracion de 197.7 g/l.
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Diafiltraciont:

Cutitizé paras

’ Sa llevaron aéabo S paso*—"{l‘ sé inactivaron: 5¥%.en

c;aé Qno. Sﬂ txene al.flnal 68.83 g de 1nsulina. E; tbﬁaltgé

F-r'oducxra 275.34. 9 de insulina al afio. Teoricamehbe ' se

deberia de producir 873.6 grsafio. Se& tiene por 1lo taﬁta'un

rendimierto de 31,52%. ’
ESCENARTO II: (2 sewan)

Para &l escenario II se hicieron las mismaz
SuposiCiones, a&ungue en la as3oCiacidr se kardnm 8 reacciones
an lugar de 4. A continuacion sa presentan los resultados:

Fermentacidn:
Volumeh de reaccidn: J600 litros (2 da 280Q0)
Cnm:‘er.tf—acién Fimal bicmasx: 20 g/1 7
Pezo de biomasa final: 112,000 9
KH2P04 16,300 @
K2HFO4 1&,800 g9
(NH4)HFQ4$: 25,200 g
Mat0d. TH2O: 11,200 9
Glucose: 369,600 g
Extoto’ de levadura: 22,000 g
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Trazass 16,800 ml
- Conmentracisn:
Cﬁncentra:ién final retenido: 150 FY s
CVollmen Fetemide: 616.1itros §

Volumen filtrado: 4,984 litros

" Pesgo biomasa: 110,880 4

Rompimiento:
Peso proteina hibridax;12;254.2 9
Faso restos celulares: ‘98,627,

Clarificacions

Concentracidn final retermid

Volumen retenido: 47.52.1itros

Agua retirada del sisteﬁa.’SéQ?S‘ixﬁ o=

Restos celulares rétiraaoé:HQQ;Qés.r
Pezs proteina hibrida: 11,864.379':7
Cianogenclisis:
Valumen de remccion: 166.4 litros-
Volumen de agua(soln.702)2.4?.92 litros
Volumen &cido fdérmicos 116;43 litros,
Pezo CNBr: 11,.8304.8 2 E
Paso Cadena A © Bi 2,144 @ _’
Pesc resto proteina hibridat 9,746.8{9
Agua evaporada totzls: 50 li£ros
Syulfitdlisis:
Volumen de reaccidn: 142.56 litros
Peso clorureo de guanidinio: 108,912 g'
Pese zulfito de zedio: 5,942.4 g '
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Pesc tetrationato deicodior 2,971.2 g

Pezo cédena‘A

Concentraci

 VoLu e
i

Coﬁcent;lc &

Pezo Ea

Paso urea: 8,4;7.2 3 )
CrématogréﬁlénfléuiQa de’

toncenhracién Finalyxlésrgiiﬂ;! 

Volumen finels 16°1itros |

Peso caderat 2,100.8 g
Liafili:aciéh:

Agus evap: 26.4 litros
InéctiQacian=

Peso cadena activa: 1,257.98 9
Reaccién de asociacidns

33 semanas al afio v 8 reacciones.

Ffroduccidén arual de cadena A3 27,675.6 g

Produccion anual de caderia B: 13,837.8 9

Faeso requerido poar reaccidn cadena AR: 3,459.45 g

Pezo requerido por reaccidn caderma B: 1,729.2 g

Volumen de reaccidrn: 494.273 litros

Feso de tris: 2,965.6 9

Peso de glicina: 1,853.5 g

Peso de DTT: 593.12 g
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Pas: A 1n=u11na Produc'd po

Concenbracian

Concentrac 10n [

CubiTize TparaT la et

éefltienenl més.va?ﬁos al

Produccién: xnsulina anual

Produccion teﬁr\ca anual. 19“,{".’1‘9_.2 3.

Rendimientos: 31, 5’«’ %
BALANCES DE ENERGIA:

ESCENARIO I:

El procese requiere de 4 intercambisdorez. En principic
proponemos  wtilizar el mismo tipé- de intercambiador de
placa=s. El férmentador opera & 37 'C y s= enfris
pocteriarmente la ‘corriente de proceso  a 10 'C omon
etilenglicol al 107 en agua. El fl-.uo ez e 278 1/h. S=
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operra:con

una = lmuer

segunde

i Se Pl ‘V;mjsﬁqrvgihoi det,interﬁaﬁéiador{’ Las’
Ea;q;ﬁipng; déJ$go§éso'sanffas mismas que—én"eirescéhario I.
”Las cofrkénteé'que se necesitan en':ada'iﬁtercaébiador zon

lés'siguientes:
Intercambiadar {: 4450 1/h
Intercambiadeor 21 560 1/h
Inter:ambigdar 1 2960 1/h

Intercambiador 4: 436 1/h
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Diagrama de flujo.

El diagrama de flujo firal integrade para produccidnm
Planta Piloto & industrial se ve en la figura 3. En el se
incluyeron como aquipos de =zeparacidn ultrafiltros. También
sa pudieron haber incluido centrifugas, la inclusidn de

cualquiera de los doz equipos se discukira posteriormente.

IIXI.C.S Distribucién de tiemros.
Se muzstra en ia figura 4 1la distribuciéon aproximada de
tiempos para los dos Procesos, Estos calculos son

preliminares,
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FIEURA 34
PROOUCLION D6 CADENAS
TESTS UNAM

RODRIGD FAVELA PIERRD
WIS B. DG LA ROSA PEREZ




HPLC,,

Us

FIGURA 3b
ASOCIACION DOF CADENAS

TESIS UNAM

RODRIGO FAVELA FlERRO
LIS B DE LA ROSA PEREZ




Fr=”¥&;6gn =dor;2

Fa'z Filtro de- atia,

:Cl ilcémbiador ae'calcr 1

Ui = M!-:r_ofil.(;,rc; (concentracitn de I::ic;masa).

Ma = Marmton-Gaulin {Homogeneizadar).

€2 = Canbiador de calor 2

U2 = Ultrafiltro (clarificacion y enrigquecimientol,

R = Reactor para ciancgentlisis vy sulfitdolisis,

Fs = Filtro de cal sodada para retener gase‘s tdxicos

Ev = Evaporador de Acide férmico

Csl = Preparacién de reactivos para Cianogeno.lisis :

Ce2 = Preparacidn de reactivoz para sulfitolisiz

U3 = Ultrafiltro (Diafiltracidn) ; ’

HPLCY = €romatografia liquida de alta p‘resibn (Fa;é .r:ievre'lj‘s'a)r

Se = Recuperador de eluyante :

Su = Recuperadeor de urea

Lf = Liofilizador

Ra '=. Reactor Para la asociacidn

U4 = Ultrafiltro (concentracidn de productos‘). .

HPLC2 = Cromatografia liquida de alta presidn (int,ercampioi
tdnico) . !

US = Ultrafiltro (diafiltracidnl,

Ct = Criztalizador.



Prefernentacion
Fermentacian
Concentracidn
Rompiniento
Clarif.y Enriq.
Cianagenslisis
Sulfitolisis
Diafiltracidn
HEC
Liofilizacian

Asociacion
Concentracian
HPLC

Diafiltracidn
Liofilizacidn

R Escenario |
=
S
™
]
BN
=
Escenaria 11 ]

. e

20 40 68 80 100 126 148 168

Distribucion de tiempos (horas)
para obtener las cadenas sulofonadas,

Distribucién de tiewpos (horas)
para obtener la insulina {asociacidn)

Distribucidn aproxinada de tiempas para el proyecto
insulina huwana C1IGB (figura &



IXXI.D Dimenzionamiento vy disefo thcnico:

La informacidn Y las supasicionea
dimensionaniento fueronr basadas en - la-:
Presantada en aste caritulo, en

comunicaciones personales afactuadas en el

comerciales, dadoc que fpara muchos - equipos

informacion suficiente en los libros.

JIITI.D.1 Analisis técnico del egscenario I:
IIT.DPv1.a Preparacién del inédculo:

Para lograr alcanzar el volumeny de 350 1 as ﬁé:ésé?io
-.efect,uar antes doz fermentaciones de menor tamafic. Primere
|25 utili'zars urm fermentador con una capacidad de operaci‘b’n‘

de 1 litro (Diametro tanque = 0.1449 m, Area interior .=

- 0.0147 w2, Altura liquido/Diametro tandue = 1, Di.‘s.metrt:g—
impulsorlbiémebro tanque = 1/3), vy luego urno de 10 litres.-:
(DL=0.2225 m, Aink=0.2335 w2, H/D=1, Di/Dt=1/3). Para’ la

cinatica de crecimiento 14 la productividad ‘se :

S owtilizaron la  eguacidén de crecimiento logaritmico;

t=1/MUrIn(Xf /o) v la ecuacibn da productividad parra
fernentaciones Por lotes; P=)<F/(to+t1;g+1/mu*ln(>\'fﬁ<o)).
Donde Xf y Xo son las concentraciones de biowmaza final e
inicial respectivamente, to vy tlag son los tienpos muerto y
de fase lag. E1 valor de MU = 0.3h-1, ez un valor apropiade
para crecimiento de microorganismos rec;:unbir\ar-tr':’—_ (63).
También se habla de valores similar‘.es en (20)., Se zupone una
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corcentracién final de ' 207 o/l porque se Lhén ‘alcan ado: -

concéntré&iones finales
fermentacidn (63! 'y se han

de 48 8/1 (10).;

L La siguiente

I11.D.1.5 Farmentacisn: -

,Todas los c%lcdldsr”gélﬂ'fékméntadpr se  hicieron
suponieﬁdo gue la cepa uéiliéﬁ&g p%ra 13 Férmentaciﬁn de la
cadena A crece ¥ se induce & las mismas condiciones que la

cepa para la cadena B.

bimensiones del tanque dg fermentacidén:

‘Phra el escenario I se cuenta con un  tanque de 3590
les {vol. de operacidn) en el centro por le cual no es
recesario calcular sus dimenciores. El tanque es
cilindrico, de cuatro baffles, cuenta con un sistema de
impulsores de turbina de 6 aspas, ezta enchaquetado y tiens
sistemas de control de temperatura v FH automdticos. Esta

corgtruido de acero inoxidable. (ver figura 5).

ESTA TESIS HI DEBE
SAUR B Lh sislawlEcA




Dimensiones de un fermentador tipico,
figura 3

1=




Calo_r generade durante la fermentacidn:

Se generarid aproximadamente 7747 kcal/h, se riecesitarad
de un flujo de agua de S53 Kgrsh., E1 Flujo'd‘e aguavsaldr& a
32 'C. Todos los calgulos se pueden rgyisé.r en el apéndice

IIX.
Potencia y Aereacidr:

Para el calculo de Elémbés " de fermentacion vy

productividad ze r'e:'ur'rié: mismas  Farnulas v

suposiciones que 'm par;t;e " de preparacién del

indculo,

Xo=0.5714 '9/1, KF#20.9/1, to=3h, tlagszh, t=11.36h,

P=1.183 9/1-h
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Di sePio del Fer'mc-ntado

Se utilizaron las =u°o= ciones y mé-todo'- citado= en el

: RPEndzyce : II.

s Vol nom. s s :
Vol trabajo .. 7ornolnald il e 00 300 ke

NUm. turbinas - : . 2(6 aspas pPlanas)
Dtanque : 0.6 m

Dimpulsor 6.2 m

Htaltura lig.) . 1.2 m

Htotal 1.768m R
Material tanque Acero inoxidable {(316)
4 Baffles ... 0.06m ancho

P aereada 0.3655 Hp

Prv . 777.685 W/n3
Flujo aire 5.83e~3 m3/s{lvvm)
Pa/Po 0.332

rem 345

Carpacidad motor

Medio de cultivo e induccion

Se utilizard el medie de cultivo que =ze uza en
labaratorio (62) y que se describe en la primera parte de
este capltulo.

Por tratarse de una Fermentaciﬁnﬁiimihada por la fuente
da carbono se tiene que alimemtar poco a poco la glucosza.
Esto es porque se requieren velocidadez de crecimierto
lentaz pPara gque no se pierda el plasmido. Se =&limenta
glucesa (60Z) conforme lo requieran'las céliilas. E=te medio
fut protade en laboratoric (63) en una fermentacidn de 10

litros con buenoz resultados. En la figura £ =& puede
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Curva de crecimiento teorica |
CECoi (M=03, X0=057)

~1 'f
/




apreciar la curva . tedrica de - crecimiento . de  esta

fermentacion.

La in&uc&ion del producto ée lleva a cabo hazta que ze
obtenga la concentracién final de ceélulas, que dura  de 2 =
3 horas. Durante el crecimiento se reprime la induccidr por
‘lé Presencia de una concentracidn determinada de triptofﬁno
aﬁ él medio. La induccidbn se puede llevar acabo agregando
continuamente triptofano vy dejsnde de agregerr cuando se
quiera inducir, o poniendo una concentracién inicial de
triptofano de tal manera que al finalizar el crecimiento se
llegue a la concentracibén de indu;cion. Durante lqs
experimentos realizados en el CIIGB, ce ancontrd gue Para
una fermentacion dondes Mf/Ko=35, Mu=0,15, %f=10 a/l ”Y

tiempo(f)= 21 hrs, ze requirid zgregar tres vecez triptofano

durante la fermentacion. Se mantuvo una concentracion en el

medio reaccionante de 0.05 g triptofano /1.

Esterilizacidén del medio de cultivos

él CIIGB tiene actualmente una caldera Gue Eroduce
vapor saturado de 7 Kg/am2, con una potencia de_lﬁoicv..
Tomando 635 mmHg como prasién atmosf&rica. =n ’l‘.’,uer'nava‘c‘.a.;_se.__’-_ R
tiene un vapor a una presidn dé 112 p2ia o 7.6 atm, com una
Lemperatura de 168.9'C o 336 'F (17). '

La potencia ec de 100 CV =74.5 KW, =i tomamos el calor
latente como 2048 KI/kg, el flujo disponible es de 0.0364

kg/=s o 130.94 kg/h.



Para “legrar. la esterilizaciém se tomd en cuenta . un '’
critéria de ‘esterilidad de ura fermeftacién contaminada pPar
cada mil v la <ohcentracion inicial de microorganismos eh'éi“

medic de 1,000,000 nicro/ml.” El criterioc de disefio (dalta

1rNf/No) fué de -35.57.°

7 Se prefiere calenhtar con vapor en la l:amis‘arn, po‘rqu‘ei&ljr
c;-,lentar eléctricamente dewmandas una mayor cantidad ‘de”
erergla, vy el inyectar vapor directamnente en ‘el ‘medio
Fresenta las siguientes deszventajaz:
Destruve @l medic de cultivo ( por las altas temperaturas de
lags burbujas). 7
Mezcla agua que viene directamente de las calderas, pudiendo
introducir sustangias indeseables al medio, ) ‘
Diluye el medio en un 20 Z%.

Se hicieron los cilculos siguiendo el métado explicadb

ers =l apandice III. Se cobtuvieron siguientes rezultados

usando vapor por la camisa y agua de enfriamienta = 18'Ct
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o, Temp (mant)

cion de aire(filtracion)

~esterilizacién —de aira ize

throsde fibra de. vidrio

7"bbb'ehidré;_ ken" 1a tabla'é ‘fueron <
Y ;L’me'todos‘ del Apéndice III. Coino.ériterio’ de
estarilizacion um bateh contaminads ‘por  cada 1000 Ly una

concentracion . dea microorgani"smés" “‘EAI;| : el‘ caire  de 200
'kyim'u':rn/ft.a. Er;- la tabla 6 =2 cal;ula;ﬁ laz ‘dimenzieones de los
‘fi‘ltras_ de fibra de vidrio. ¥y los rec'merimientcrs POt
cartuchaz de membranas.. Es pr-‘:fer'i‘ble uzar los filtros de
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mambrana  porque | presentan kmenor catd$ de ‘F'I‘ESI\:"’\: ¥oono
Cprecentan cfe;!miehto intarnc  ds "mi:'rourgani‘smo's. .L‘OS da
tibra de vidrio pQéden mojarse al p‘asar’ VaRor Y Provocar aus
la )est'.n-ucu;»?a';lre"‘m‘a'll‘p“se descomponsga, causando \:re:cimiehtos
'rmicrobia_qﬁbs'.;‘e' i,éths‘a 1a perforacion misma da la malla. Se

!l::r.!:;s ‘de .‘fi.br"a‘ ;de vidrio cuando hno  =ze pueds

W Longitud (pule)

LIFLTErS d

Eérar;vgtg; F'-erdh;:!a;sl' de acﬂrvidtad er el Products, es
r;coméﬁdable Venﬂ-iar l.a' cﬁrriente de procezo (44)., Este
) gqfriamjer-ut.o tambiern serad util para los pasoz pozteriores,
ﬁara 'logr'ar esto. se utiliza un sistema de intercambio de
c;lor por placaz. El equipo ez de un tamaho relativamente
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pequelio’ comparado a un sistema .
lagrar reducir la temperatura. hastau

decir, en el cual ze. pueda’ ,evi“t'.afr

 péptidos, es recomendable el usa

coma una salmuera’”

Supusimos. una

ég muy vevs.stil Ly e - puede

50 9[1 (44). Para ello z=a cuernbnn cor
siztemas que hasta ahora han  dado

a'é;nﬁrifugacién (44,'6) Yy & ultrafiltracion

)
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Segun Higgins (44) para la capacidad del escenaric I se

pueda"logr‘ak- uné concentracién: mediante Lha centrifuga de

dlecos dﬂ-l t po westphaua SAMR 3036 .con un volumen de

rﬂtencxdn de 3 9 1 y un -flujo de alimentacion de 256 1/h .

Dabido la. = naturaleza de E.Cali (pese y tamafio) 1a

cmpacidad h:draul 1ca de una centrifusa debe de ser 10 veces

mayar LY la capacidad de uszo que sea le vaya a dar pars poder'

tener resultados satisfactorios. (7>

Conruna x_apacxdg\d idraulica de 2506 1/k e= "valido
é@pqney una eficiencia . de separacién de 95 % de acuerdo a
los reéul;adoﬁ de (44) v (&),

" ‘Las energla utilizada en este equipc ze puade aproximar
de acuerdo con un  factor reportado por Moo~young de 7.6 KW-
R/1000 L de filtrado.

En el ecaso de utilizar ultrafiltracién se ha rerportado
(65) que =& ha podido lograr una eficiencix de (00X,
Suponemos entonces una eficiencia de 99 X,

Une de Llos equipos que se Ppueden adaptar & esta
‘opéracion ez &l sistema de ulirafiltracién Hollow-fiber de
1a marca Amicon Vtipo DC30P. Viene integrade por unx bombz de
desplazamiento positivo de velocidad variabl‘e (0-35 apm) ¥
cor sistema de cartuchos intercambiablec. Segln datos de
catidlogo las mzllas que se utilizan para E£.Coli son d=l tipo
MPO1-43 con un cutt-off de 0.1 micrémetros. El &rea de
filtracidnm de cadu cartucho &= de 0.4% mnz. Utilizando tres
Cartuchos de.ezte tipe == obtiene un flujo de filtrado de
150 L/h v e logra en dos horas (123 minl. La enerdla
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requerida se calcula com un factor. reportado’ por. Moo-Young -

que ez de 1.6 KW-h/1000 1 dé‘“f'ivltirado.
Podemos comparar nmbos”giéi
Tabla'g
sesmmsmsssmssxszzzsosixs

Centrifugacion

Tipo : Centrifugs de d
Capacidad hidréulica 1
Eficiencia devse§%'Uu i

Erergla u@iliiadé

3 Tiempﬁ uti}i%% o

Erergla utilizada 3 |

Tiempo utilizado :

=====ceaussss====

Escogimo§ 1; VVQitr%filéraciéh ﬁor ias ziguientes
razones: la eficiencia de '::epal’au:i-:vr:'a para. estos equipos ez
mayor que para los equipos de centrifugacior y, cambiando
‘las mallas, se puede utbilizar el mizmo equipo en difsrentes

rartez del procezo. Esta ez una eleccidn preliminar vy

riecesaria para evaluar el provecto. La eleccidén Final debe

=<



de ir’ acompafiada de resultados expenmenbale; & niyelf*planta

pPi loto. i

III p.1.d Hnmogeneiza:xbn

Exiet.ern diferentes metodos de

mpimiento: celular  que

se ut‘ilizan en’ la 1ndustrxa

de”bolas, ',h‘}ar\tor'n—GaUl'inry 41

.de: fluides supercriticos as en_e

os productos (“6). Sin
';embargo e= es demasxado caro par :
los otros dosz met.odos el. que me.;or ha funcic onado con E Colirr
re‘combxnante ez el Man@on Gaulin. Haru sido reportadas.varias
e#her_(encias en la horﬁcgeneizacibn de E.Col‘i en la obtencién
'dé ur - producta intracélular { betam-galactosidasa, (64). y
) <44) Vol
S Los rasulte\dos publicadoz por astos autores muestran
7’ qué‘no es 'ﬁrosible realizar wun rompimiento adecuado en un
;so.lo Paﬁo; va que tUnicamente s= puede lograr hasta ar 67 %
-Vutrilizando un homogeneizador de alta presién Manton-Gaulin.

'
D:cho aparato hace pasar la suzpencién de r'&lulas a través

de ,un valvula de orificio, operando en un rango de presiones
Vd’e '350-;550 Kaf/cm?2 y una temperatura de S°C,

‘ Higgins enconttrd &l comparar el rompimiente en una
sola etape y con reciclamiernte en un ararate M.Gaulin (7)
que zl operar 38 una prezién de 350 Kofs/cnZz y 550 Kaf/cn2 qua
ia velocidad de rounpimiente se reduce en el primer’ caso an
un 40 % con respecto al segundo. Gue la cantidad de beta-
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galactosidésa liberada carrespondienie a una :canﬁidad de
calulaz lisadas era lx misma vy eor Ultimo, qué de=zpuds " de .
varios pasos de ronpimiento la car'.t:li‘dad maxima Jde células
que - pudisran ser desintegradas fud - un 85 % ael Twalow

original, mientras que el porcentaje de enczimas v,]iba‘rfa‘das‘

fus de casi un 95X con respecto al tatal, logrando estd ien

ur ;iempo aproximado -de 40 minuto=s. »
g Poérégrb laao.Hetherington (66) Encontr@rquf p:ré #os,
“tipc-s" de homcgeneizadores Manton-Gaulin modelos XSM-BBAy KS
doﬁ‘cﬁpéEidades de 54y 280 |/h resgectivamehtg, la éjhéﬁica
c'l'e'flli’:sarmief;:to fue i_d-;-_-ntrica.r : ﬁroc;k_man (el)vha;‘rerpovrtad'o‘ aus
n& hSy Qn-efecto significahté en <l rﬁmp}mieﬁ£o‘débido a 1a
l:ol’ll:_ént.rial:i‘.ttr; de - c&lulaz’ en un:ranac de 28 a 224 gsL.
Follﬁws ét. al. "(62) “encontraron  que la amctividad de una
enﬁima liberads por. levadura  como proteina soluble no  es
gfectada For la prezidin de rompimiento. Sirn embxrgo, !at
velocidad de separacitn de.la-enzims varis para t:a'da'_tivpo'.

Las enzimas localizadas erm  la  pared . celular

rapidamente 1iberadas, mientras que todasz <71

"“1iberad.

encuentran en el citoplasma

lentamente.

La energlia ‘consumi

capacidad. ¢on: una

N ‘consumo’ de’ energla

Timentads=z (863,

de 0.1672 Kw-hr/Ka de c&lulas:

-0



Una buena opecidn  de rompimiehéo “es - utilizar un
homogenajzador Manton-Gaulin ‘del. tipo 15M-8BA APV Co. vy
mediants un proceso de reciclado wfectuar 2l rompimientc em
varios pazos (ho se recomienda madz de 4) con una pracidm de
operacidn de 550 Kgf/cm2 .Debide a gQue ne ze conoce  la
velocidad de libaracién de laz proteinas hibride=s, es
necesario suponer Qque é&stas ;uedan libres hasta el momnento
en que ca logra el rompimiento de la cé]ula. Por la tanta,
ze lagra una recuperacién del 85 % v ze tiere una
inactivacidn del S 2. Se debe utilizar un. sistema de
enfriamiento despuéz de cada pato en <1 ‘=siztema de
ranpimiento; ez posibhle wtilizar el sistema mencionado
snteriormente. E1  corsume de enzraiz, basiandonos en oz

rezultados de Hetherington (651, ez de 1.1% Kw-h,

Tabla 9

Caracterizticas dal equiro :

Tipo : Manton-Gaulin 1SM-8BA APV Go.
-Capacidad + 280 L7k

Pres;dn de operacion 't S90 Kgf/cm2

Nuﬁera de pasos :- 4 para aﬁbos eé;enarios

Tiempo requerido : 1 hora

Eficiencia : 385% de rompimientc.

5%-de’. perdidas. por
_inactivaciéh

Erzrais utilizada :Ql.lé KW=h "




IXI. D l.e Clarifxcac
- Se puecle' Vclbarif,icar ¥

ulterafi ltracibn.
"velocxdades dxFer’ente

Erm &l caso de ultrafiltrac

clarificar el medio. - Para clarificar - primero s& reduce 1

volumer: concentrande (250 g/1)* 'y lueo‘go"'ise lava ~ cor  agua

Pura(4 veces el volumen original) -‘A'Esta-hhede hacerse con la

misma malla que e usd para el Proce @ d= concentragidy de

cé&lulas. Debemos recolectar . el Filtrado, - aungua este esta

dilyidoe y es pre:x.,o :on;en_fs g a. segunda. operacidn
congiste an cnncentrar' el mismo

aparato pero con un_a

dos ccmfigur-gcx_onés- _para' 3 N _rn;t;':oﬁilpka‘cib;"
=& presentan en 1as “Figu 7 e

’ ?odemr.fs CGeiliza : (él mx’mo
: anberiorme ‘s "75& utxlxz 0z :de fibras
ciell tiro mpéx'lta (Cutt-off 0.1 mcromet.ro) y la ‘Pi00-43
(cutt —off de’ 10000& Mw )- TrabaJnndo con un sistemab de tres
c=rtucho= e tendré e velocid;;\d de fil‘tyjado d.a 120 o de
4150>L/h Por tante la remocidn tomari alrededor de 0,33 hrs
¢ 20 'm:';n) ©'0.27 (16 mirm). El consums de @nergla @s de 0,07

Rw-hr/corrida (&)
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Concentracidn

& ¢ b 1
a.fluido de
Proceso
1T b.Valuvula
de Control
¢.Filvrado
d.Ualvula
] Drenado
e.frefiltro

Figqura ?

( b I

a,fluido de

Procese

T b.Valvula
de Control

¢.Filerado

d.Vateula

[ Drenada
e. Prefiltro

£.Buffer

>
z

Figuraas

Sistema de Hioro y Ultrafiltracidn ocon mallas tipo Hollaw Fiber



corncentracion’ de protelnas hibridas
B _cor‘:éen;‘.ra por:-JUltrafiltracidn debido a zu nayor efici_ehv:ia.

.8e ‘ha ‘reportado que en productos come la insulina,

e,‘nznr-\;*s,’ anticuerpos, antigenos, y hormorna de cracimients
1a ‘afgciéncia de recuperacibér % muy alta (en algunos casos

~ohasta un 99 X)) (68) v (70).

N Podemos volver a ubtilizar los mismos sistemas que an
los ;:73'.505 antariores. Se utilizan mallas tipo FI10-20 (cuth-
off 10000 MW) Amicon. Corn tres cartuchos, lel squipo DC30P
puede lograr un flujo de fFiltrado de 90 L/h. Se llega hasta

una concentracidén de 130 9/1l.
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: '—Tabla"ll

Flujo.de. filtrade

Eficienaia o' .o

Tiempo

Emergia utlizada por

III.D. 1.7 Cianegendlisis

La cianogendlisiz tiena coma ol:-jativo. separa ,:la
cadena rezpectiva de la proteina hibrida. Debido”au';al;e_ en .la : :
literatura no exicten datos especificos sobre la ‘r;eya_cciéﬁ,
tales como la cinética vy la estequiometria, vy ;:or'lo‘ tanto -
en este eaestudiac s2 escald  de acuerdo a lcrs” ciatos
erovenientes del grupo de labcrrat.ori.oj La reaccidn sé lleva
a cabo disolviemds la proteina en Acido formico al 70 X% vy
despust= 32 ajreda @l bromuro de cian\bgeno;

ina desventaja importante es que uno de lo= productos
secundarios &= la formaci¢n de acido cianhidrice el cual, de
ninguna mansra, podrd =zZer arrojado a la atmézfera. Es
necesario adartar al reactor wn sistema de retencidon de
gaszs que pusde zer una trampa de lcal sodada an 1l cual el

49




sas’ venenoso sers retenido’ en: forrma de  gali. Ezte cistema ha

sido. utilizad aboratori ha - dado buenos

resultadas: "tados’’ los’' pasos

subsecuentes ara ‘reducir los

riesgos; de ‘exposic coza gue Podria

Tfuncionarie a ‘eaccison B el cual ‘e lleva

Vyac}é\b‘o" ‘la-svaporacisn élel acido  formico: ylrlb‘a‘ ;re’a;:qiorjr de

sulfitelisis
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I Tabla 12

AR CRET SO EERESRNSENAREESEES S HNSSAAKZEOSEISSUIARSINSSSSRRARS

Véluhen'

da reaccidn ' -_f 10.4L 2

Temperatura Ambféété

Presidn 7 :

Tienpo -
Conversidn

===-==H====B‘===B=========-ﬂ=-====-_—v=>=

De acuerdo a las condiciones

proponer el uzo de W reackor tipo B
- " i

caracteristicas :
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Tabla 13 .

:VQ]umen:'f
ﬁém}nal

;Djémegro,
'HID

Altura nom 1" Sl ';?:,0,

‘Baffles. oo

Impulsures

“la Falta de informacien cobre ezta reaccitn dificulta
n@evaslbrﬁﬁuestas. Hirz (S3) mencionza que la sonversiér de
laureacciﬁn &s alta aunque debs variar para cada péptido. Se
‘tomarén los datas de laboratorio para el disefio del sistema
de reaccidn.

Antez de efectuar la reaccidn es necesario eliminar el
4cido férmico praveniente de la cianogendlizis con el fin de

@7



resuspendaer en el disolvente adecuado para la sulfitolisis.
La evaporacion debe llevarse acabo a una tempertura menor de
35 'C.

Se eliminard casi en 3u totalidad el solvente (hasta un
95 X, 4cido férmico a1l 70 Z) qua fué adicionade en la
cianogendlisiz. Finalmente, s obtendrd una Fasta que z=e
lavara varias veces con agua.

Se avapora el &cido, comn un cistema de evaroracidn
Batch (Rotavapor), em un tiempo mnenor de una hora. Una de
las ventajas en el uso de aéste sistema ez Aue cuenta con un
=istema de vacio integrado. Se apera a una precidn de 54-69
mmHg (30-35 'C), como lo indica la figura 3. Es importante
adaptar a este aparatc um sistaemza de reterncidn para =21 &cido
cianhidrice similar al wtilizadoe en el reactor de
cianogenclisics. Se puede usar un reactor de acero inoxidable
que tenga adpatado un =z=istema de condensacibn v
calentamiento, asl cowmo un siztema para hacer vaclo, para

lograr la evaporacidn.
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T

Presidn de vapor vs. Temperatura

sistema de cianogendlisis

'Figilra k]



En esta operacién =ze debe considerar un porcentaje de
Pérdida de actividad de la molécula, y debido a que no se ha
cuantificada, ni existe mingdin valor reportade, ze supohdri
un; inactivacion del 5 x.

.Después de haber eliminado «l cido farmico aeg
necesaric disolver ldas cadenas en una solucidn de clorura de
guanidinio 8 M. Se debe dizolver en wna proporﬁ:iﬁn de 66m1
por gramo de cudena. La sulfitdlisizs se Vllev% a caba,

considerando las siguientes condiciones:

Tabla 14

Sistema de Sulfitdlisis
Escenario I.

Volumen :
de reaccidn 'S,QIILV‘K

Temperatura . Ambiente -

Prazion Atmosféri:a

Tiempo o 12 - 1S hrs

Conversion . 99.2‘

Observacioches? Se req@iére auzencia de 1u£
====r===================n:===:ﬂ:===:=;:2::;‘::::_:::=========== B
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Los volumenes vy las condiciones da t.ernperatur"al'v_

presidn de la reacciér szon <=imilares a'flaé‘ﬁdé*,)afﬁ

ciancgenolizizs, S propone =1 usgo del i=mo reéctsh
1levar a cabo las doz reacciores. Las Princ:pales venbaja;
del uso de este reactor son: el ahorro en 1'
que debido & la toxicidad del acido :ianhidFiE
S la cliarcgenolisis es conveniente no mane;ar

péptidos hazta después de realizar las dus

III D.1.h Diafiltracion:

S llevaré a cabo la dxaftlbra:xb mediaﬁte uﬁ'sisiema

v“de ultraFiltracién.r Para lograr un» maiol tiempo .en esta

operacion Y unn mayor aficiencxu se propone un Paso previo

de concentr cxﬁn:‘aimilnr Vai' utxlxzado patra  filtrar loz

restos celulares.‘La FQrMa eﬁ qué orerar estoz sistemas se
muestra en las Fiéﬁras 7.y 8. Como se apre;ia. es necasario
agregar un medio libre de iones el cual ird reemplazando al
“liquido que sSe llevard a los {ones. El medio libre de icnes
serd una solucion de agua desionizada. La eficiencia de esta
separacidn asta en funcidm de la relacidn del volumen fFinal
al volumers inicial, vy se ve regida por la siguiente
ecuacidr:
Eficiencia = 1-EXP(-VF/V0) *

* Catalogo Amicon.

Driginalmente, se liofilizaba decpués de deszlar para
Concentrar vy resuspender er urex, se filtraba y finalmente

‘se purificaba par HPLC. Al proponer lu diafiltrazidrm vy
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concentracidn con zolub_ilizva'cirbyh.éosberior &n _ur'reja.n‘ 13 M‘,‘.‘nos
ahorramos =1 pasc de ‘liof‘ilizﬁa“cuic;n. Es P:réféfibla hacer una
preconcentracion, come ‘7én &1 Cn.o de’ la‘ic‘:.\ar‘ifi;:aéim;.,! Para’
lograr una mejor efici‘re;rv_i;‘:i‘a 'e'n‘el Qr"nc;z'sci. :

8i conceﬁtramos haﬁté ‘250’ g/l’. ‘supor.nemos T3] Volumen:
inicial de 1 (VO),y "nés b;;éainos ‘solamente en la. =liminacisn
del clorurc de guahidiﬁio, (Ise tienen . & _moles inicial‘e‘sr-o’
764 ‘g (PM=95.5)), podemé‘s comstFuir 1a sigtuéﬁfze'tabl; N

Tabla 1S

VE T EfFGD . 's Cleruro. " Conme.final

. fina:les’ . (,M)
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En. (41) =e fija 3.5 milinmhos . comc  medida’’ de

corcentracidn. dezpuéz  de la . didlisis. .Elsta'f "eqﬁivarly'e_,'
aproximadanente a 0.026 M querierndo decir con‘eﬁ?é‘que'ﬁoﬁ' 
un volumen final 4.5 veces mayer al inicial sé,’,.al}:a(;za{' l‘aﬂ
concentracidn de sales requerida a mnivel labokato’ri“o.‘véé' .
nece ario aclarar que la concentracidm maxima p.:r'mislble de
eales err HPLC se tendra que determinar experlmentalmente.

€1 sistema Amicory, DC30OP puede wtilizarse corm re;atxva
facilidéd adaptando tres cartuchos de una mal‘lé" :Lciy.a:t—OFf:V
1000° hechos de fibra HSPL-43.. El equilpo ic'-pera! en-.las

siguientes condiciones
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”Precqﬁcehﬁracibn-

“Tiempo

“lln pazo’ ,pravic a la:diafil€racién, que ce hace para
evitar mévpresfperdidas eh la actividad del producto, es
.énékiar\: 1a 0 corriante. Se utiliza el sistema de

refrigeracidn que s menciond con antgrioridad.

III.D.1.i Cromatografia Liquida de Alta P;egiOn:

En el sistema de HPLC se tiene wna sficiencia
aproximada de %9 X.

Ezte t=iztema ze opera de la misma maners que 3 hiyeLJ
laborzteorio. Esta técnica fué utilizada porV(SS),~en la cual
se obtuvieron razultados ampliamenté sati=factorios. Exizten
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‘si’sbev'nas cromatografacos' =ni Ios! ‘cualss i es

r volumenec 1ndust.r1ales (6) .0 Syin‘:’emb'alrgq; hay

: ulta\:lo'= ‘, abtenxdu_ Y el 1,.abo_rfato}'ia' vy

expe imentacibn',dep}d Fard . alcanzar mayores

Con 1aa: datov de laboratorxo podemoe ascalar zuponiendo

i qgg uadan fx:o la relacién ‘de- ‘lasz dimensiones de la

;;I;Amrua (lonaitud/didmetro), =1 nimero de Reymolds y los
gi'alnos de material por area por kilogramo de smpasue (6. En
egtas condiciones las dos golumnas tieren condigiones de
aperacidn =imilares. No podemos suponer otras condiciones
Porque estas tendriam que conocersze For experimentacidn,
Fara la columna chica L/D = 12.5, Fluio = 2.95 ml/min. Para
la ¢olumna grand= (PreplC S00AY, Vol=300 mnl, suponiendo Re v
amat/area/K9 smpaaue igualez, E1 flujo de la columna grands
sera de 7.79 ml/nin, Los tiemros de retencién reportados por
Ladr&n de Guevara (55) son los ziguientes: pat-a cadena A 7.6
min y para Cadena B 9.9 min, €1 volumen final, si se recoge
el pico cromatogrifico donde se encuentra la caderna en un
t:am;:o promedio de 1.5 min ez de 0.625 1 y la concentracién
firnal es de 195 5/1. El sistema ratiene 60 g de protelna por
corrida for columna (300 ml), si ponemos dos  columnas
ceguidas captard 250 g de protelna. El tiempo aproximedo por
cada corrida 2= de 60 min. $Se pueden rezlizar muchas
corridas para lograr la zeparacion o tener mas columnas o
maz aparatos cromatografices, ésto e dacidira
rposteriormente.,
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IIl.b.1.5 Liefilizacidn:
La l‘irofi l‘iz.acitbn :e_é. . utt ! izads coml.‘lnmente en | la

industria Farmacéutica, su prmc:pal ventaua &5 qus se puede

lograr. un secado <on una alta ef\cxenc:la (hasta, in. 177 de

- humedad . residual). El . se:gdq Timediante  1a

sublimacidn del dizolvaente.. Se. . raguisren’temp ‘atufag 'entrer
-50 vy ~60'C vy presiones de alto'Vaclo(Se
Loz productos blnlbgicos pusdarn

conservarse largao tiempo. i.m:luso a temper tura amhiente,

deteni&ndose tada actividad biolagica. zolucionas

criairnales se regeneran totalmente &l “affadir agua. Las
cadenas te pueden almacanar por.largo tiempo =in que zufran
ningl dafo (aproxinadamente 6 m=ges para cadena B y 3 mesas

para cadena [). (83).



ATI.D.1.k Azaciacibn d=-cadenas A v.B: .

‘LE:? MUy RO

canocida) laboratoria’

o pueden;’.s




Voluﬁen'r

de reac€}ﬂﬁ
Temprer'z;t'urav :
Présian ‘
Tienmpo

Conversion

4 Se realizaran 4‘Féacﬁﬁones~al afiol

L.a operacidn =e realiza ‘con. 1 ma thcnica cdescrita .

en la primera ssccidn de este,tapltulo} fef‘(spi. Dg:aéyerdu
con los datos de la tabla anterior .se hropone?é!'raactor":qn'

las siguientes caracterizticas:
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]ahéé.
; n?:haquet.a’do

,(Iﬂllj ‘Vrp{n

“174 e

,:o.qos

2 kg/l=z .

S-é miry:
===z=:============n'==:====='=====
# E1 fluids

“‘el necésario:para-enfriar y mantener el reactor & 5°'C,. sin

eacéi&h;y “con ‘pérdida de calor por disipacién &
‘traves-de:larpared dél tanque.
(Por &itimo, es importante mencionar gque <se pueden

Proponar -y - dizefiar zistemaz wmlterncs parz los reactores,

}:omo serlan rexctores con reflujo vy separacidén por HPLC.
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Todos “los ® 3 es’tm la teRcci d

tendran’ique ~conside ist =" Fefrigeracior

lizard Unicamente. dejando

mezcla durante’ ur rarioda determinado.

conveniente sugef’ir un. método de svaporacidn zemi-forzada
pero zin el use de calor, empleando una corriente dz zire,

El l:vrista‘lizz«:lor tendria ura capacidad agproximada =ntre 1S y
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25 litroz.s

10 ‘de 1/4 Hp

1 de 8 He

{en el caso de sistema de

. centrifugas e usar 2 bombas nas d= 1/4 He
Iil.b.l.n Acondicionamiente a la planta del CIIGB.
él proyecto de producir insulina humana para llevar a
,cabn;; la-s Pruebas clinicas, podria realizarse perfectamante
‘er’)' 2l centro en zu esztado actual. Se tendria <que c—omprar
equipo extra para completar el proceso. Se consultd
directamente en &1 centro y se obtuvo un inventario de loz
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equipos Yy servicios cowm. s= que cuenba. Deu un Sanalisis

comparativo~ sa repo}tih lés eu;uxenl;es nece—

llevar ncabo el prDCeso"

dades - para

.2 Sis temas de- Fxltrdc10nvnmxro
Reuctor Para. C:unoaenulisxs—Sul
i_Reactar Para Asociacién (70 Ly
2 Gristalizadores - (25 y Ly
1 1ntercambquor de - pla

Tanques:

1 de 508 L agitado:

de

ae

NSO ONG

de €

N

e
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Toillevaria

i célcxi.lb, y -la_.s'

Er’ e"sbé césp se utilizar
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A conblnun:lcn se presentnn 1a= ratncter\ txcas de

fermentacxan pard el escendrxo II LIS

o g/l, Comdhi ElageZhg b6, $ah;

III D. 2 b Fermﬂntaclan
Dxmens1ones del fermentador.

Para el ascanario II se disefiaron fermentadores para;
diferentes configuracionas, suponiendo tapas toriesféricas ¥
un volumen de trabﬁjo del 707 con las siguientes
ecuaciones:

Volaycil + Vtapas, Vols H*PI/4*D"2 + O.089*D"3, h=‘Acil +
Atapa, suponiendo h=D/6, entonceszs A=H#*PL*D + PI/6*D"2, donde
4 puede zer D, 2D, o 3D.

A continuacién se presentan para distintas relaciones

de altura-diamatro el area y diimetro del fermentador.

Tabla 20
Relacidn H/D
1 2. 3
XS AYEEEErIAEIKEEE SN O ENGENEAXESNINSESSEESESEE
Didmatroim) 1.4785 1.1924 1.0474
Area{m2) 8.0120 9.6780 10.9138

RIS R CAEEXOXENICESSAEESISEACESETARCICNMEOSSES L
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ne‘_eextara un flu;o de agua de 3000 Kg/h qua

Calor generado ®

- generara' aproxinadamente 97, 300 “keal/h

'&-P necesxtara Lambié&n de wun =erpentm :on 5 17 0

_vugltas dependiende del diigmetro. del tubq.(de“.l 'g:h dfé 172

Pulgadas) .
Potancia v areacison @
Pars conocer las caracteristicas de agitacion v
sereacion del fermaentador lo que se hizd fué escalar con el
mismo valor de P/V obtenido del fermentador de 350 L. Para
elle ze utilizd el meétodo expuesto en el apén&tce. II. A
continuacion ce preasentan las caracteristicas del'
fermentador:

Tabla 21

IOl EEEESN¥C SO EEEENEOCEESCCENIIESSsEMEESISSERSEERI=oRIE

Caracteristicas para el fermentador del‘ a@s cenarto I!

Vol nom 4000 lts

Vol trabaijo 2800 1ts .
Num, turbinas 2¢(& aspas planas)
Dranaque 1.1924 m
Dimpulcor 0.3975 =
H{altura liq.) . 2. 385m

Htotal 3. 58m

Material tangque Acero inoxidable (316)
4 Bafflec : 0. 12m ancho

P aereads 2.7 Hp

PV 777.683 W/m3
Flujo aire 2.43e-2 mA/s(0.52 vvm}
Pa/Po 0.39

RPM 205

Capacidad motor

(70%ef) 10 He

T L L L T L T e e L L T T T L oot Y
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farment dor. ~E1 crtterio

)y btuvieron los resultado= de:la’ tabla

Ciclos da esterlllzacibn Para-

‘da dxseﬁc delb

Tabla 22

EpEmatctroREnazemEssossoSrasnesasszse

1 2

Temp(mant) ('€} 1260 120

Temp (cal) ('C) " 1se 170 :
tiempolcal) {seg) 1925 1444.7 1417 2014 1497 1969

flujo{vap) (kgs/s)
tienpo(mant) (seg) 1021
tiempolent) (seg)
flujolagual (ka/s) 10

Tiemnpo total (min) 89

EEREEIEAIETIRRNENSYEYCYECSrISISSNSESZRCCSNCSNASSNEESSSTExSSSxsSa

Esterilizacidn de aire :

1073 847

10
83

10,

79

576 800

10
84

Conforme & los cilculos dal apéndice

los resultados expresados en la tabla 23.
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0.324 0.432 0 424 D 310 0. 417 0 317
S 777

2443 2443 2443 2443 2443 ‘2143

i0
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Tabl a .23

=spcss=sasss=ssasss=es

Fxltro de membrana EMFLON(F‘O

Tamatio- ﬂbra

N, carbuchos 1

Caida presibr;(Péig),
Flujo aire(ft3/min)

cEEEssnElEERIOSSSESISRESRSESRS

IlI.D.2.c Concentracidn de ﬁelulés

A continuacién se‘ comparan dos ﬁpciones de
concentracidn de celulas. .

Er @l caso de centrifugacibn ha =ido reportado (&) que
se puede lodrar un zeparacidh Con una Aeficiancia de un 95 %
utilizando wna centrifuga Alfa-Laval de la serie AX213
hermetica, cuyo flujo de filtrado asz de S000 L/h. La
capacidad dependerd del tiempo y del nlmero de equipos que
se consideren. La eleccion da esta capacidad se encuentra
supeditada principalmente al costo, ya que entre mayor sea
la capacidad, menor cerd el tiempo da operacidn pero mayores
son los costos. DPe cualauier modo, la enzrgla consumida
durante asta operacidhn serd aproxXimadamente de 33.6 KW-h.,
Esta compraracién se wodrd observar mds adelante,

En el cazo de ultrafiltracidn la saparacibdr ze puede
“lograr mediante el sistema Amicon DC120P que cuenta con un
si1=tema dae bombeo da valocidad variable (0-120 gpm) vy
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desplazamiento positivo. Se  deberd usar el nizme tipo'de'

fibra’ que se utilizd en el escenario I.. El siztema Gusnts

con cartuchos inbercambiables, : Ca&a; :Lmq
alrededor “de 2.8; nz (drea total E

cuatro de  estos cartuchos ‘se Pl:ld"a obtener u‘.‘—.: flujo de

filtrado de 600 L/h. Por este rnotivo,, la _aps«racxan no se

podré llevar a cabo en un tx#‘mpo menor a ’, 6 hrs ”La..eneréia

consumida es.de. 6.76 KW<hr. A

11‘7



S& prezentsa coﬁtinua:ig&-n’;yna “tabla comparativa entre

loz doz zistemas:

C'l.‘i m

requerido S T ! NEREEEE ; i BlhreT
Erergia
Utilizada 33.6 KW-hr ! 6.76 Ku-hr

III.D.2.d Homogeinizacibe

Se puede wutilizar el mismo egquipo propueste para el
.escenario I. El tiempo d2 procesa es aproximadamerite una
hara y se necesitard de 18.88 KW-h.

I11.D.2,e Clarificacion v enriquecimiento

El =mistema que puede ser utilizado es el PCLZOP Las
fibra;s para este caso <ont MEDI-AQG v P100~-4% LEl flujo de
filtrado que se Puede obtener er este aparato es de 480 L/h
s;' 600 Lk respectivamente .La eficiencias 5 de 9% %. Por lo
tanto, el tiempo de proceszo sera de 1.2 br (72 min) y 0.96

r (58 mir) .E1l consumc de energla zerid de 1 KW-h/corrida.
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S Tubla 26

r;oé.éngﬁ lisis

para el caso del éscéﬂar{

-Temperatura ™ -
Presidn
Tiempa

Conversibdm

120 -

Amnbiente

:‘AtMOsférica




De “acuardei.a la_é -condiciones ante iores - .se’ puede

proponer ‘el ‘uzs de sriéilli”entes,

PR
caracteristica

~-Volumen momirnal
. Dismetro’
H/D

Altura nom

Baffles R 4/Q.04'3 m
Impulzores ¢ ""2 ST

Tipo Turbina ‘6 aspaé. Planaz
Material Pn:e?o Inoxidable 516
Agitacidn " 1100 rpm
Capacidad Motor (70%ef) 1/4 Hp
Energla consumida 0.006 Hp

III.D.2.g9 énalFitolisis

Para eliminar el acido férmico =€ propone un zistema de
e\}aporacion por lote=s, Hay varias op;c:ionez: aparar el mizmo
cicstema del Eccenario I en varios pasos, tener un cistema de
evaporacidén de mayor capacidad mcoplado & wun sistema de
vecio o evararar en a1 mismo reactér . La evaporacidén podri
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vag lat misma ‘quetl

deberaiutiliz )

Afé@pe?éturﬁ
'Presibn' v
‘Tiempa

anQersiﬁn

Obzervaciones

sassssmassezsssmssSssiEszssmassocsSsisssmEmsEs
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I11.D:2.h. Diafiltracién

'Efléxenc1a
Tiempo’p#ecohcentr:

Tiempo de lavado

Se utiliza el sistema con 4 cartuchos Malla éuﬁ—off 1000,
tipo HSP1-43. o

Come se observa en &l caso del escenarie II =1 tiempo
e vuelve muy 9grande, por 1o que es necezario buscar
alternativas con laz cuadlez se pueda lograr una misma
eficiencia er la desalacién. Una opcidn que puede analizarze
s un sistema de intercambio idnico. $in embargce en este
eztudio, debido = aque o se hanm mnedido propiedades para
estos péptidos, resulta casi imposible tratar de disefar un
cistema de este tipo. Ec previzible que la efectividad =erd

comparable a un zistema de diafiltracion.
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VElLlﬁen

de- reaccibn .

Temperatura - L . Ambiente’

Prgsioh' : . Atmosferica
Tiempo 12 - 22 hre
Conversidn . 60 % (cadena;B)rr

==m==ae==

** Ge pealizardn 8 reacciones al afo.
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ééfﬁigé

Impulsores

Tipo ‘
Material® - 7A:ero ‘Inoxidable’316; enchaquétado
Agitacion S rpm e
Capacidad Metor - Y e

Energlza cdnsumida v 0.07,Hp

Flujo de refrigerarntet ’ keykﬁls:

Tiempo de enfriamiento 12 min’

ShRccsomnzmErmcCosszeoEesszE==TEsSas

calor de reaccidn y con pérdida de. c=10r Po

través de la pared dal tanque.
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"1 tanqle ac. inox.

2 tanaques

lAgitados’ (Motor 1/4 Hp)t -

3300 1t=
20090 lts
1100 1ts

180 1ts

126
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No agitsdes :

tanaue ac. inox. 2000 1ts.
" " 1100 jt;kf
“ o 100013 5
" " aab;iﬁsi
Bombacs L :

10 de 172 Hp
1 de'.8 He

. (en el caso de sistema d=
centrifugas se usan 2 bombas mas de 1/2 Hp).
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‘ger--causadoss por. la. falta de compreﬁﬂé d
ide. 1e= proceses da recuperacisn deal producte(18)

primgrns pasos de racuperacidn los fnas,prbblemablé

Estoz procesoz prazantav Limitantes ipoy :
de crecimiento es lenta debido a la‘ir{e.é.t.ab‘il.‘idéd,'de "1.0?"7
pla=midoz a vslocidades d2 Grecimiento elevadas. ‘/Solo_ _‘ur;-o-s.
cusntos microorganismoz  tienen espectativas ir\‘dusb:"’.\'avl‘esy
cxriaz, come zon Ezcherichia (oli, Sacharomyce=s Cerevisia.xe;
algunaz célulaz de mamiferos vy tal vex Bacillus Subbﬂis =]
alguras especiss de Pseudomonaz (5). |

Loz proceszos para eztoz nuevos productos requieren_‘ de
una inveztigacibn bizica extenziva. Es necezaric, por 1c
tarto, durante el transcurzo da la  investigacion v
desarrello del proceso hacer evaluaciones econédmicas pPara
determinar la viabilidad del proceso.

El potencial econémice debe de ser una de laz bases
para escoger uno de los muchos proyactos existentes. E1
desarrcollo de un proyecto depende ;zn rarte del analisis de
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costos como  justificacien de su existenci_#." -.P ovectos
alternos. v perspectivas econdmicas de  los rriv;,sinb‘
consiaéragse : nyaienﬁrasb “se desarrclla un kpAr'o
particux‘a’r.‘ El éstudico economico debera se‘r" éui:’o"ma;t.izadvo Ty

actualizado ‘constantemente para obtemer andlisis.continues

de’ todos. los proyectos, incluyendo en el que se Erabajm

21 provecte se ercuentra en competencia con Gtros Proceso

de  sintesis quimica, enzimitica o Fep-rner';tat.iva
establecidos. ‘ ) :
Saglin Jelen (5) existen diferentes tipozy dg'
concernientes a la estimacion de inversién y'r'cb",t‘,cv’s.‘" ]'qs
estudicoz preliminares y los detallados. Los p‘rleli'vr‘vnivn;ares'
pusden zer: de “orden de magnitud” (con uma e#aqti‘tué antre
+80 y -25%) v conceptual fentre +30 vy -1S%), Los detallades
pueden =sar semidafinitivos (+25,-~15), definitivez (+15,-10)
y final (+10,~5). Nuestro sstudio caerd en la clazificacién
de conceptual. Segin Perry's Chemicazl Engineer=' Hamdboaol:
(Sta.Ed?, nuestro trabajo ez un estudic de ezstimacidn(+/-
302 donde e parte de la siguiante informacidm:
localizaciorn de la planta, diagrama de flujo del fFroceso
asquematizado, lizta de equipo preliminar con dimen=ziornes v
tipo, cantidadez aproximadas de r'eql;lerimiento de servicios,
diagrazma praliminar de tuberia, y motores con tamafios y
especificaciones, y nimero aproximado de horas hombre, sin
incluir instrumentacidn ni aislami‘ento. En la figura 1 se
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Tipo de Estudio

Orden de Magnitud

Estinado

futorizacien Presupuesto

Control de proyecto
Estinado final

0NN 01020040
ERROR ¥

Figura 1 (Parry’s Handbaok, 5ta Ed.)



netodo de Guthris modi ficado

usado par Kalk v
POraue. se apega mis & lo que sucade al

ta . planta con productosz derivados -de DNA~

“de Guthrie(7) , wtiliza médulos. ~Existe

‘Tmultxpl::adnres para. estimer directamente de los coztos deil

: ‘,equ:pof(n:osto dxrecto) loz costos de materiaz ¥ trabajo v

“costos indirectoz de. insenieria y construccitn. Este costo

;.|y4>e‘relz cpsi:n de traslado hasta la planta (free on beard
(f;&}b‘)s. La suma de los coctos directos e indirectos sa le
llama  costo de médulo simple. Este costo se puede calcular

~diregtamente: multiplicande el costo del equiro (fob) Por el
factor de médulo simple (bare module factor (bwmf)). Cuando
se h'an caloulade todos los médules zimplez se suman otroz
elemertos del costo fijo (cortingencia y pago de =zervicios,
equipc de manejo de sblidoez, cervicioz(offzitez), terrencs y
acondicionamiento del sitio, y edificies). En este cazo, los
servicics(offsites) v leoz equipes de marejc de sdlidos =ctén

incluidos en =1 mé&dulo de equipo , ver figura 2.
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lHatérias nrinasl

Seguras
Impuestos
Gastos supl.

Costo de
amortizacien

Hodulos de
estinacidn de
costos totales
para ¢/equipo
(instalacion,
nateriales,

disers, etc..)

1

Equipo e

Costes fijos

instalaciones

Capital de
trabajo

Costos de operatieh

Figura 2 Analisis de costos




Ec importante menciomar que cada uno de msto factores
Aiﬁcluidos =n lo=E bmf's pusden variar independientemente com
el tiempo, Es por ello ,y debide a que e=toz factores fueron
oﬁeén;dos; en 1963, Que es necesariﬁ ‘corregirloz
individualmente mediante los indices inflacionarios., Otra
correccion. qua debe afectuarse &1 utilizarlos es que estos
Factores toman “en cuenta que el equipo esta cﬁnstruido éon”
ééeré “al - carben y todaos los equipos wtilizados en‘ el
Pﬁo&ecto zerdn de acerc inoxidable. Esto se hace aplicando
él cotto relative del acero inoxidable con respecto al acero
&l &érbéﬁ.(Facton‘ de 2.25 (4)). Actumlmente ro se& puede
;Qber— ,7 cory certeza cuanto cuesta un equipo de acero
ino-xidatb]e porque los precios varian mucho potr el alto cozto
de’ 'ios materiales de construccion (14). Es importante
mencionar gque debide a 9ue muchos da loz equipoz de 1la
industria bhiotecnoldgica mo estién incluidos en el estudio de
Guthrie fué necesarico tomar el valor de eaguipnz de
furncionamianto zimilar. Este fué &1 caso del homogensizador
2l cual se le aplicd el factor correspondiente a una boamba
reciprocante, Otro ejemplo, es la wltrafiltracidn donds fué
necesarie tomar ur valor estimado dado gque el tamafo del
equipo ez pequefioc ¥ por 1o tanto ho requiere de &lto cozto
de inctalacidén e ingenierias (1).

El a&squema que se utilizéd par;a conocer la invarsidn
necegaria pars realizar el proyecto fud &l mismoe para los

dos escenariocs.
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IV.B. Evaluscisn del Es:enér{o Itpruchas Zlthicas)

v.BI1 Ivjv‘ére'on Ly coél;oé' L

los costoz’ del: escenario 1 se

CTdividieien dos bartg§>x‘§65;os fijos 'y mostos de operaciséh.

{tabla  genaral). ze hace un resunen ds los

€ " iafes generados an las tablas Z,3,4 'y S.VEr. 1a

l)";‘i.rime‘vr‘"a p’ar’té de la tabla 1 donde se ve "capital invertida”,

: “ncluyeron el costo de los equipoes, el .c‘osbo Vdel ter:ref;@,

rb‘acondit:lonamiento e instalacignes, lo mnecezario para. poner
e_h fuhﬁio‘namiento 1z planta (costo de arranque) vy los costes
- de irngenieria. Sin embargo, esstoz Ultimos= no fueron tomados
pﬁr separado debido & que se enhcuentran incluwidos en los
factores de Guthrie. Ec importante sefialar que en lo
relativo al cozto del arramque de la planta,. en el caso de
Xa_x induztria bictecrolégica , debido & la irexperiercia en
l.az nuevas tecnologlas, ezte pusde representar hasta wun S04
de los costos fijos (1). Nosotros tomamos wum valor de 10 %
considerando <que <se cuenta con personal que tiene la
experi.encia rnecesaria para echar & andar eaeste tipo de
tecn;:llo'alas (CIIGR).

El capital de trabaio se calculd considerando materia
prima parx un perlodo de tres maezez v cottos de oparacidn
Fara urm mes. Los costos del equipo se pueden ver con detalle
en la tablz 2.

Em la parte de costus da operacion de la tabla 1 se
incluyeron las materias primas (tanto las relacionadas
directa como indirectamente con el procezo? v
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TABLA |

Inversion, costa cperacion
y costo wnitarfo - Escemario I - Costo

1#K5)
Capital Invertido
Equire 214186
EdificiostI5% Capital fijo) . 0
Terreno, asentaniento (7% Cap. fi jo) 0

Costo de Arranque (10X Cap.fijo)  31497.94
Capital fijo 245683.9
Capital de trabajo{d meses de

materias prim, ¢ 1 mes costo op.) 22669.61

Costo de Operacicniamal) R
Materias primas y abastecimientos 26501.87

Salarios y honvrarios 63237.5
Servicios ey es ]
Equipotamortizado) 6920134
Edificios{fmort, 30 anos, i int.) 0

Ispuestos y sequrol4X Costo fijo) 9827.358
Gastos swplementarios{(Overhead)
25X de salarios y honorarios) 17309.38

Total ($US/ano) 192629.7

Volumen de produccion (K9/ano} 6,275
Coste. del producto (dBlares/ked  700102.9
Costc unitario frascoisin ganancias)2é,y2755



abattecimiamtos; o< hecesarios,

1os iservicios' (ingl Leyéndo

oe ubilxza &1’ cozto de amortxzaclcm de

"tomar en cuenta la parte de coztoz He ‘operag

manejar la deprec:l acid

: i1n:cxa] &n lugar e

:prellminar resulta mas convenlente_
Equipes  se amortizaron a 10 afos-
“interdz del 12X, mientraz  que Fara

FEra.un perlodo de aﬂ'aﬁoé‘.:

Loslcbstoe cle maeerxas [
ACS o, USP (reactivo

los .aEIO g. Los‘datos son de

‘precics se tomd  un Precxo'aprox;mado

precio. de laboratorxo lecto ‘es lo ate.r

los precios de los productos vandides & éranﬁl) Tnmb:-&n es

rmecesarie aclarar que muchos de los rﬁactSVOE tieran: que zer
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TABLA I

Eutro snstalado ~Escerario §-

Coste

Tire Cantidad 14L5)
Freparacion del- Inotulo .
Tanase Preﬂr; del 1/2 1 300

Ferzertac:
Fernenuour bt [ 3
Ferpentador 20 1 9 0
Farmentador 500 1 0 1]
Recuperacidn
Centrifun disco(7500 1/h ] ]
Microtiliro L0 i am
Manton-aulin(28¢ 17k ] L
Ultrafiltro 1036 ! 4
Reactor 20 | { 0%
Fotavapor Fuchy (25 1) [ [
Liofi lizador 9 [
Sistesa HLL Freparativo L] 0
Asociacidn
Reactor 70 | 1 Aue
Cristalizador 100 1 ! 2400
Auxiliar
Boabas. 12 1%
Compresores 1 20000
Intercasbiadores 2 3300
Eauipo refrigeracidn L] L]
Tenque wezclado 12 4630
Torre enfriamento [ 0
Catdera [} 0
Sub-estacion o 9
Euiro Latorator io 0000
Equtpo Oficine 10000
Subtotal 14U3) 15990
Contingencia 40X sl
aranssne
1018 2115
COSTR: MMORTIZAL 10N ($05) 6928134 0,3 tasa
10 interes
10 ancs

Fataras priss

TaBLA 3

y abastecizmentos

Escerario !
Fermentacion:
Cantidad talesiane!  Costo
Conc,.  TanquelBTanquetTangue (1ilatarie Subtotal
(kgrLy 10 e IURET T CTREE T
filucosa 0086 0,066 0,66 245 0.3 43
RAZFM 00045  0.0045  0.045 1,575 $ 16,4075
P04 0.5 0,003 8.9 1.05 1 fa.83
KP4 0.603 0,003 6,03 1.05 18 10,83
504 6,002 B,802 8.0; 3,7 "0 %z
levadera 0,005 0,005 0.%5 .75 1.47 2,855
Trirtofan 6,01 0.01 0.1 3.5 [LEI7x R 3
fntiesp, 0005 .00 0.01 2.75 100 %)
Traasial} 3 k) 3 1450 0.954713 15 U
Totak (#U5/ano) NA.S?‘G
kecuperacion v asocazsent
Costo
Cantadad Unitario Subtotal
¥3/ana) [US/¥E) ($US/arod
taarserzansiesssseenizinses
Acide Forelco 190.5688 3 451, 7064
frceuro de clanogend 18.744 190 ¥561.36
Cloruro de Suanidinio 168 0,552 9T
Tetrationato de sedio 4272 15,28 4178
Sulfito ge sadio 224 1015 T
Urea o34 3T 15919
Glicira 0,683 12 80052
trix 140616 13,24 14,06174
uiT 9.208 408 1019.2
Sulfato de Zinc 0.86656 8 132
Acatond ¢.3276 5 L&3
Faactives HAC 5068 e
¥allas utrafiltracion
Cut-of 0.1 miciMFOL-431310.45 #22 PR 7+ = B - N
Cat=cf 11075 MWiPLO-2013¢0,45 W2t 1 429,53 493
Cut-of £11000 MIHSPL-313/0,45 2) 1 42,3 433
Cut-of F15000 KaiH#S-4315/0,45 al) 1 4.3 4895
Total ($US fare) 12455.72
fbastecimentos:
Costol#5anl
Para (peraciiniih salarios seracion 895,104
v:ra Ladoratorigs (0% salarios liborateriod i rd
160% salarics 44,8
Wns(lnl Ok gattos suplemntarios 173,98
Totali5/ano 1214154
Subtctals 2058
Contingancia Tl 1261, 931
TOTAL (RUS/aroh 263561 87



acuerdo a1l pue to, dEde un salrlo mln:ma parn,un‘brabajadur~

Eh ia tab1=—5 se puedan ver los costas lculado’ pévé

erv1c1os.r 82 incluyeron gastos de asuas ;energia

elécbr;:a,rvapor— vy tratsmiento de desechos. Los"ccshos de

"energia electkjca y del agua fueron obtenido= de una

;#kial loecalizada en Toluca.

Lbs:,impuastos vy wgastoz de seguro de 1x tabla
tomaron cono un un porcentaje del capxtal fijo y loe gastn"
suplementarios de planta se calcularcn camo un pcrcentaig
del coztoc de zalarios y prestaciones ' :
- Por wltimo, al final de la tabla 1 se caleuvla &l costo
aproximadeo de la inszulina producida'em la planta del CIIGR
cor la tecnologta del propic centro. Se puede ver que esta
muy pPor encima del precio de venta de la insulina en 21
mercado internacional (13 dolares{. Pero cabe aclarar gque
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TapLA 4 PR .
Salaries ¥ Fa0 de pervaciesihoncrarast
" Escenario 1 E

Waero - iAdia diss. - toste

: Eepleaths . trabsgo fewnl’
Lategorin Featr 05 T iREfan0)
Jefe de Broducaion T T
Sueetvisor Yartemniente 1 144 L2240 7305.6
Jefe de turmg 3 1.8 24 - 25N
Sectretaris H 7.2 24 %k
Facepsion v esbaraue 2 3.8 24 18128
Farzertation [3 2§ 4 45584
Recueracion @ kX3 234 - %768
dnson 3 L6 24 3.2
Ladoratorso [ N2 W W8
Rantenamiento 3 6 4 M2
48384
Tisen etraigkt 200,94
Sueeatal e
Frestationest 50 17950.45
TOTAL 1805/ ar0) 892315

TABLA S,
‘i':evrvlcles tscé\irlgl
L e . Costa
tipo o Lorsumo Certo™ C fraad
el T anual i tar i (RSTno)

R L .
Extarylizagicn 2720 - Q.03 - 337
<1 Rencerscion lolvantes ? e 4
. Contangenty 215}
Suvtotal (FUS/anol
A )
Frocess 15000 00093 15
Erfraanients W 00s 17.8
Aty Pureza 2% 0,002 4.5
Contingenciatibh)
Sbtotal {HUS Al
flectricidag
Pre-fermentacion i abs 2
Farsantacion
Aergacion 1950 6% 4056
mticien 62 W 1572
Cantrif o Uitraf, b 0,966
Foeoqentzador 505 1.6254
Fyitadores .96 0.6
Retanaper L 1 N
oodis 0.8 8.4
Fafrigeracion b b6 20.16
Torew de Enfriamisnto 120 |81 kiH
Than, Vent.y Btros 17,9594

Siototal (W/ano) 197,558

Tratamtente o desecios
© Apertes quimiess .02 245 T2.45 s20e
Reentes biotegicns G002 JOMS 20,93 teiee

SuotetalieiSiano) 43,38

0T (SS ran) e



! V'Se-:pFe;éntéFég é :contiHQS:iOH la_'t‘bla ‘6 9 las
.”fxé}qés(5 v 6 los analisis QElééﬁéibﬁ}iﬁad}del'éﬁcgnafip I.
: é=t;§ sé_réaiizaron de las éiéuiénte manera: == escogieran
’dlgérgntas. Par&métras . variar corn el fin de crear
diferentesz panoramas de un mismo escenario. Cuarndo se varia
Sum. pardametro ze e3zpecifica qué modificaciones ze hicieron al
proceso de calculo de costoz antes dezcrito y =e presentan
los resultadoz en la tabla 6.

En la figura © s= presentan los resultades graficados
del cambio en el costo fijn v del cambie del costoe de
operacidn. Se puede ver que =1 efecko del cambio en <ostos
#ijos para el escenaric I &=z muy marcada corm respecto xl

cambio et los costos de operacidn. En la figura & =& Pueder
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Costos de fermentacicn
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TABRLA &

Aralisis de’sentibilidad para el proyacto de insulina husana (Escenario 1)

1 Cambio en la concentracion de biceasa 2 Carbio de Volusen de fersentacion 4 Casbio X de Costo Fijortt -

Aumentan linealmente los volusenes y los Cambio K9 insuli Cost.U, inversion Casbio Costo Unitario
precios en la separacion y s purificecion, Volumen sl ano $US/frasc s 60 . 3
fusentan alsunos costos de servicios lineal- 4 22.5
mente, asi como 1 cantidad de insulina/ano 0.5  0.145 42,83 174000 20 27,23

1 6,29 26,89 270000 0 26,98
L5 0.435 30,22 678000 ¢ ~20 26.72
Xf (g/1) K9 insuli  Cost.U. inversion 2 0,58 25,33 773000 ¢ -40 26,46
al ano $US/frasc S 3 0.87 24,9 1276000 * -60 26,2
1 10 0,145 44,38 176000 fumentan las mismas cosas que &n !,
1 15 0.2175 3.7 222000 adesas ausenta por fermentacion y servicies 5 Cambio X de Costo Operacionttt
2 20 0.23 26,85 270000 * incluye la cospra de nuevos equipds
2 25 0,325 23,34 316000 de fermentacion
k] 30 0.43% 21 362000 Casbio Costo Unitario
3 3 0.5 19,1 408000 3 fhorro por equipo 60 36,68
4 40 0.58 18.08 455000 40 33,58
5 50 0.7 16,30 550000 Costo U. Inversion 20 30.28
8Us/fras (s05) 0 26,98
La eficiencia de recuperacion tiene un Sin equipo 2,89 270000 -20 2).68
efecto parecido, solo que no cambian los Con euipo 70,32 1510000 -40 ¢ “€.39
costos de loz equipos. -60 17.08

+++ No se considera la depreciacion
de los equipos ya adirides
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observar ‘log:

bicinaza

precic’irternacio

-GOnParaciones

loc coszter "de eqtupoﬁ 155 fermnentado, es rr:ﬁra
mas orande (figura. ®a). Este éné\’iigis’ refleiaco
Claridad come estan diétriﬁui’dos”)os -:c-‘ﬁttbs,‘ de ini{erz }

.cosa. que no sucede cori’el ascenario I,

CIV.C.2 Rentabilidad .
Para calcular - kla renntabiiidiad cose ut‘il'i:ziyi;_‘o};t”' ilos
criterios mas comures; el v;‘l;} ) Fresente xl're:to '("NF':V‘i} el
tiempo de recupsaracidn. de la inyvarsi.cm y la taza in:bejrﬁa‘\v de :9
vetorme  (DCFRR). Utilizands el andlisic de -costo .y
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TABLA ?
Inversion, costo de operacion
¥ costo unitario - Escenario IT - Costo

($US)
Capital Invertido
Equipo 3209168
EdificiosilS% Capital fijo) 725536.3

Terreno, asentamientot 7y Cap. fijo) 338592,9
Costo de Arranquel10% Cap.fijo)  483704,2
Canital fijo . 4837042
Capital de trabajold meses de

saterias pram, ¢ 1 mes costo op.) 1492445

Costo de Operacicafanual}
Materias primas y abastecieientos 836422t

Salarics y hororarios 284238.96
Servicies 3579.104
Equipolamortizaco) . 1063932

EdificiosiAmort. 30 anos, i int,190073,21
Inpuestos v sequroldd Costo f1jo) 193481,7
Gastos suplementarios{(Overhead)

5% de calarios y honorarios) 21059.74

Total ($US57anc) 1540007

Volusen de produccion (¥g/ano) 6.05
Costo del productof(dolaresska) Z54345.6
Costo unitario frasce(sin gmancia) 9.790255



TAB

LA B -
FQuirs imstalag Escensrio 1T

Cesto
Tipo Cantidad i8U),
Frefersenticion
Tinaue Freoara,dal 1/2 2 %0000
Fersentazion
Fermentacer 1 1 2 40000
Fersentader 20 1 2 80030
Fersentador 500 1 2 336000
Feraentaor 4000 1 I 90
Reapericicn
Centrs fuga gizco (23000 1/ ] L]
merefiltes VL12OF 1 16200
Manton-GaadindSS0 ps1) 1 3o
Centrifusa dieco(2000 1/n 0 0
Ultrafittro ICI20P 1 1ee
Feactor 250 1 1. 187000
Evaporador ¥l vacie 1 15900
Liefilizador 1 %000
Tanqua crastalizacion 701 1 1500
Sitesa HALLISO Jiain} 4 160000
Paociscion
Reactor 700 1 ¢ 1 36000
Tanque cristalizacion 101 i 0
Aucidtar
Bostas 12 15000
Coepresores £ 20000
Equips refrigeracion 1 5420
Tanaue mezclade 12 61800,3
Terre anfriasients 1 83180
Caloern 2 120000
Sub-estacion 1 15000
Equipe Laboratorio 20000
Equipo Oficina 16000
Subtotal (SUS) 2049420
Contingencia {40%) 939768. ¢
segaresex
0T 289183
L0510 FIORTIZAC1Cxl> (8US) 1063902 0.3 1nteres
10 s

TasLa 3

Katerias pricas v abastecimientos - Escenario 11 -

Ferzentacion:
Cantidad  (Xilos/anot Coste
Conc,  Tanoue(}) Tangueil) TanquetdiTangue {1 Unitarie Subtetel
iKg/t) ! 10 kS 2800 {SUS/KG) ($USIaral
Gluzosa 0,056 0,366 0.£6 2.1 1848 0.3 62.56%
HUAFM 00045 0,005 0045 LT 12,6 716 106,1062
04 0,003 0.603 0.03 1.05 8.4 1.25 1185375
K204 0,003 0,003 2.0 h05 B4 1,25 1L,8375
M504 0.002 0,002 8.02 0.7 5.6 0.75 4,15
levadura 0,005 0,005 0,08 LT 14 1.47 23,2993%
Triptofan  6.00 4.0 0.1 .5 28 1.45 45,8345
Antiess, 0,001 0,001 [N) 0.3 2.9 100 Ji6eY
Trzasial) 3 3 N 1050 8400 0.005704 54,08629
Total t#US/ano} 1276.794
Recuperecion y unions
Costo

#cido Forajce
Brosuro de Cianogeno
Cloruro de Guanidinie
Tetratsonato de sodio
Sulfito de sedio
Urea

Gliciny

ns

Lus

Sullato de 2inc
Acetona
Raactivos HFLL

Malla £-0. G, 1 nicra (2.8 M21{4 cart.l
=0, 10°S 12,8 K214 cart.)

%atla

Malls C-0. 5000 (2.8 M2){4 cart,)
Ralla C-0. 1000 (2.8 M2} {4 cart.}

fbastecisientos:

pirs Operacion
par2 Laboratorios
pira Manteniniento
Otros

Subtotalt
Contingencis{Stis

TOTAL ($US/eno}

Cantaded Unitario Suttotal
Kg/ana) LHISIKGY ($US/ano)

TINITIILCRIRIIS IR ILARIIEIR

3360 13 4350
352.21 19 7453. 143
3724575 0.592 1165.95)
139,75 10,25 134,93
M5 10,25 S54.0125
282.8%  0.725 205.085)
o4 1.3M 13.294%
2.% 1.2 .02
4,64 4300 2651.6
6,08 1175 70,9585
6.4752 5 4%
5000

2 N

[} %62

1 X562

1 3562

Total t#t5/an0r 83301.5

CostolsUS/an)
1040.25¢
3870.72
804
2105.974

Total (§U5/300) 15080,95

79659.26
982962

83642:21



Costo
frual

U LY

TaABLA 1D
Salarios y pago ce teryicact thonorarios)
Escenario I1
tamero  FUS/dia dias
Eseleados trabajo
Catsgpard Fesar1303
Jefe de Produccion 1 18 bl
Supervisor Mantenimienta 1 4.4 o
Jefe de turne 3 10.8 FAl
Sectrataria 4 L2 b7
Recepcion y embarque 2 Aub )
Fernentacion 8 36 n4
Recwperacion 13 %6 a4
tnion 4 36 wn
Laboratorio 13 2 224
Mantenimento 3 %6 k2

Tiempa wxtra (63

Subtotal
Prastaciones ()

TOTAL i$US/ano0)

4032
2256

TABLA 11

Servicios - EscenarioII-

Costo
tipo Conswo Costo  Arual
arual  tnitario {$US/an0)
Vipar
Estertiizacion 20532 0,0143 234, 4656

Fecuparacion colventes So6 0.8143 715
Contingencial 25%) 75,403

Swtotal ($U37am} 377.0195

Feua
Proceso 332600 G.0005  166.4
Enfrianiente 606130  0.0005 403.0%5
Alta Purera 24640 0,002 49,28
Contingenciaf10%} 61,8775
Subtatal (#U5/an0) 680, €525
Electricided
Pre-fersentacion 42,28 0,06 2,33248
Fermentacion
Rerescion 3028 0.06 139968
Fottacion ot 0.06  23.64
Centrifugas/Ultra e 0.06 18.9%6
Homogeni zador K2 0.08 .6
Agitadores n 0.08 4.2
Evaporador 302 0.06 18.12
Bombas. 50.5 0.06 15.03
Refrigeracion ) 2,06 20.16
Torre de Enfrismients 120 0.0 2.2
1han, ,Vent.y Gtros U410

Subtotal ($16/an0) 372, 7515

Tratasiento de desechos
hgentes quivicos 35440 0.0 1663.2
Aountes biologicos 1040 0,002 480,45
Subtotal (fS/anal  2142.68
zesvamras

TOTAL U5/ ang) 351, 104



Fraurs e

Costos Totales
Proyecto |l
farrmtamon (46°7T)

waparocion (307) — o N icirion (247)

Frawurzs 2z



Distribucicn del costo de equipo
Escenario I )

fermentaioh (EVR)

aoporneion (26X}
Fraurs &a
Distrbucicn del costo |
de materias primas ( Escenario )

i {60 - O - —— farmrentocin (12)

Frours St . .. ..
S Distribucion del costo de sServicios
Escenario 1 )
tamentocn (S47%)

Flauee Fa



Comtos de fenmentacicdn
[SE NS SO |

shuse filn (B4t ——

Costos de Teparaceks Costos_de Asociacidn
Provecto il Provecto il

conton figa {707T) X

ot ae crmeockin (02

Figurs 3

Coustos Tutales
Proyecto |

wmton Gjm (70T

Fioures 3d



Sae’ venta igual “al ﬁrecib de’ venta .
“insulina

£ armnl::u:. durnnte - aﬁo.

an° las ganancxas netas dnudla

=i s : ’de rentabilidad  :se  hacen - i?s “

: 'sxguxentes uposxcxonesx ‘que -se  va a . analizar l'a: -

rentahxhdnd decpues de 10 akos, tiewpe en aue 1os =quipds
‘5,9, han dgprecxado totalmente y no tiemen valor Ecmo :
ch:atarra; qQue las ganancias se mantienen corstantes vy que ‘_'se
produce a la maxima capacidad durante loz diez aﬁosr;ﬂe
operacidn de la plantas v qQue el impuesto ez el 50 % de las
garanciacs. En la tabla 12 ce presentan loz resultados. '

Tambi&n en la tabla 12 ze prezenta un andlisis de
rentabilidad incluyendo el efecto de la inflacidm. Cuando la
inflacién se incluye, afecta directamante al valor Preseﬁte
neto (6). Se tomd un indice de inflacidn del 20X anual(iii.
La tasa interna de retorno se llama ahora taza intérna de
retorno con inflacidon {ie) (6). Se p-uede rnotar claramente
que el efecto de la inflagidn e devastador. - -
IV.C.3 Analisiz de sensibtilidad,

Cono en el escenario 1, e probaron  difarentes
variaciories que se explican en la taEla 12. Ahora e incluye
al calculo del costo del frasce v de la' tasa interna de
retornoe con y sin inflacién. En la figura l.ﬁ se puede ver el
cambic em los coztes fijos v los'costos de aperacidén. Se

143

humana (11 dblares) =e’ Fiuédef )

CA




Ventas {Base 1969)
Volusan producido anuals
praclo de ventaifrasco, kg!=
vantas en brutos

gastos presentacioni20iie
sinancias ventas anualids)e

Calculo da NPV sin

o [ A

1635920 386001.7
163%920 306001.7
1535920 285001, 7
1675920 306001,7
1638920 286001.7

a@m\lmusuu-—o
5
8
4

Calculo de WPV con
oo s fre
9 0
1623920 288001,7
463202
BBIVES S84
2026870 §67010.9
3192244 BOGAI3.
4070692 9604335.7
4334531 1152595
5861797 1333114
7034157 1659797
8440988 1991684

R R Y P

farbanancias ventas anual
AtarGasto total anual

A1 21ngr es0 anual
AdrfaDepreciacion sl v

TABLA 12 Rentabilided Escenario [T

6,05
13 33%000
2044%0 Deerecincida 110 afos)
40890 (perdida total)
162592 lirea recta 13048
inflacion
bt Ad e ha Aci-AdAa AL Atc
0 0 [} 0 4986286

1249918 250104, 1 BIEBI4, 3 443407.1
1249918 153104, 1 B94814.3 448407.1
1249910 330104, 1 836814, 448407, )
1249918 53104, 1 838314, 3 448407.1
1249918 IBJ004, | 696814, 448407.1
1249910 33104, BS6614.3 448400.1
1249918 SN0 1 B9EBI4. D 440407, §
1249918 X80104. 1 £94814.3 448402.1
1243918 J30104.1 6968140 4484