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EVALUACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO CLAVULANICO:
UN ENFOQUE INTEGRADO DE SIMULACION Y BIOLOGIA DE SISTEMAS

RESUMEN

En la actualidad y debido al uso incontrolado de los antibiéticos, los microorganismos han
desarrollado estrategias de resistencia que impiden la accion eficaz de los medicamentos.
Una de las estrategias principales evolutivamente desarrolladas por los organismos ha sido
la sintesis de enzimas degradadoras. Para luchar con esto se han encontrado diferentes
compuestos inhibidores, entre los cuales uno de los mas utilizados es el Acido Clavulanico,
metabolito secundario producido por la bacteria Streptomyces clavuligerus. El objetivo
principal de este trabajo fue realizar la integracion de estrategias de estudio a nivel
metabdlico in silico y el modelado de bioprocesos, para realizar un acercamiento a la
produccion industrial de este compuesto segun el estado actual del arte. Se encontrd que la
adicion de aminodcidos relacionados con la ruta de biosintesis del Acido Clavulanico (Acido
Glutamico, Arginina, Ornitina, Treonina y Lisina) favorecen tanto la produccion del
metabolito como la produccion de biomasa, asi mismo se establecié un medio de produccién
optimo con dichos aminoacidos a partir de un disefio de experimentos in silico para la
produccion del metabolito. A nivel metabolico se realizaron simulaciones en estado
estacionario (FBA-Flux Balance Analysis) y dindmico (DFBA-Dynamic Flux Balance
Analysis) para el estudio del proceso de bioproduccion por lotes. Se establecieron las
operaciones unitarias requeridas para el proceso de produccién industrial y se integrd con
una evaluacion econémica, a partir de la cual se pudo concluir acerca de la rentabilidad
operativa de una planta de produccion en Colombia concebida conceptualmente para operar
bajo las condiciones y procesos establecidos segun el estado del arte del estudio del proceso.



1. INTRODUCCION

Desde hace aproximadamente 50 afios, los antibioticos han contribuido al mejoramiento de
la calidad de vida del ser humano, prolongando la expectativa de vida al ser tratamientos
eficaces para diversas enfermedades infecciosas. No obstante, su distribucién y uso sin
controles claros ha contribuido a la aparicion de genes y mecanismos de resistencia en los
microorganismos (1, 2). En la actualidad de han desarrollado diferentes estrategias luchar
contra dicha resistencia; entre las estrategias mas usadas se encuentra la inhibicion de las
enzimas que degradan el antibiodtico principal. El acido clavulanico es uno de los inhibidores
mas utilizados actualmente debido a su similitud estructural con el anillo presente en los
antibioticos B-lactamicos, permitiendo su unién estable con las serinas del sitio activo de las
B-lactamasas, evitando asi la degradacion del compuesto activo del medicamento (3-6).

El &cido clavulanico (AC) es un metabolito secundario, producido por la bacteria
Streptomyces clavuligerus bajo condiciones de estrés nutricional (5). Su produccion
industrial se realiza en cultivos sumergidos utilizando glicerol como fuente de carbono
principal y diversas fuentes de nitrégeno (6). A nivel industrial, el proceso productivo con
una cepa no modificada genéticamente presenta un bajo rendimiento, lo cual se suma a la
sensibilidad en solucion acuosa del AC (7) y al complejo proceso de recuperacion y
purificacion, resultando en un producto de alto costo con una baja disponibilidad. Entre los
enfoques empleados para afrontar dicha situacion se encuentran: el mejoramiento del medio
de cultivo (fuente de carbono, nitrégeno, fosfato u otros nutrientes), utilizacion de fuentes de
carbono o nitrogeno complejas de bajo costo, mejoramiento genético, optimizacién de las
condiciones de operacidn del proceso (temperatura, pH, agitacion, etc.) o modo de operacién
del biorreactor (batch, fed-batch o continuo). Adicionalmente, se han realizado estudios para
modelar el metabolismo con el fin de construir representaciones matematicas que permitan
analizar el proceso bioldgico de biosintesis y asi establecer rutas sintéticas de mejoramiento
genéetico que permitan incrementar el rendimiento del producto de interés (8, 9). Una
integracion de estos enfoques podria permitir obtener conclusiones acerca del estado actual
de los desarrollos con respecto al proceso de produccion y mejoras requeridas para una mayor
rentabilidad operativa del proceso que incide en una reduccion del costo de produccion y
comercializacién, todo con el fin de aumentar su disponibilidad.

A nivel mundial se evidencia que la mayor proporcién de estudios respecto al AC han estado
enfocados en el campo de medicina y farmacologia (10). En el campo de metodologias de
produccion, en los ultimos afios los esfuerzos investigativos se han dirigido hacia las lineas
de: condiciones de cultivo, proceso de purificacion y separacion, mejoramiento genético y
estudios a nivel molecular. Aun asi, no se reportan estudios que realicen una integracién entre
las estrategias de mejoramiento del proceso de produccion con los estudios genéticos para el
prototipado y simulacion de plantas de produccién. Es por tanto que el propdsito de este
trabajo es la evaluacion del proceso de produccion de acido clavulanico en base al estado



actual del arte, incorporando un enfoque de biologia de sistemas para el establecimiento in
sillico de condiciones 6ptimas de cultivo seguido de la simulacién del proceso conceptual de
produccion con el fin de obtener conclusiones acerca de la viabilidad potencial de una planta
de produccion de &cido clavulanico en el contexto local.

Obijetivo general:

Evaluar el proceso de produccion del acido clavulanico incorporando un enfoque combinado
de biologia de sistemas y modelacion de bioprocesos, en base al estado del arte de la
produccidn del inhibidor, para obtener conclusiones acerca de la rentabilidad operativa de
una planta de produccion.

Obijetivos especificos:

- Determinar in sillico condiciones Optimas de cultivo para la produccién de acido
clavulanico por medio de un enfoque de biologia de sistemas (Flux balance analysis — FBA).

- Establecer un proceso conceptual de produccion de acido clavulanico en base a informacién
experimental, de simulacion y bibliografia, incorporando las etapas de upstream, proceso de
cultivo y downstream.

-Realizar una evaluacion financiera de la operacion soportado en simulacion de bioprocesos,
que permita obtener informacién relevante de la rentabilidad operativa del proceso en el
contexto local.



2. MARCO TEORICO

Como se comenté anteriormente, las principales lineas de investigacion en temas de
produccion de AC estan dirigidas a mejorar tanto el rendimiento como la productividad. Uno
de los campos mas amplios es el del establecimiento de las mejores condiciones de cultivo
que permitan maximizar la produccion; este reto se ha abordado desde diferentes angulos. El
primero son la evaluacion de las fuentes de nutrientes (carbono, nitrégeno, micronutrientes
y otros suplementos). En cuanto a la fuente de carbono, se ha establecido que el glicerol es
uno de los mejores sustratos a nivel de productividades (11, 12) pero también se han realizado
estudios del efecto sobre la concentracion final del producto de diferentes aceites como el de
soya, maiz, girasol y oliva, asi como de algunos acidos grasos insaturados, encontrando que
pueden llegar a estimular la produccion de AC (13, 14). En cuanto a la fuente de nitrégeno,
se han estudiado alternativas que buscan reducir los costes de los sustratos afiadiendo fuentes
complejas que sean baratas y a su vez mejoren la productividad, como por ejemplo la harina
de soya y aislados de proteina (15-20); al ser fuentes complejas, poseen diferentes
concentraciones de nitrégeno y otros nutrientes en cantidades no cuantificadas, lo cual puede
llevar a variabilidades en el proceso que si bien pueden ser beneficiosas, también pueden
llegar a inhibir el metabolismo celular. Desde 1986 se viene estudiando el efecto de adicionar
aminoéacidos al medio de cultivo (15, 21), estos estudios han cobrado mayor fuerza a medida
que se aumenta el conocimiento de la ruta de biosintesis del AC, permitiendo asi plantear la
suplementacién de aminoécidos que son precursores en algunos puntos de la ruta de
biosintesis, como lo pueden ser la Prolina, Leucina, Glutamina, Treonina, Triptofano,
Cisteina, Valina, y entre estos la Arginina ha cobrado especial interés al ser un precursor
directo de la biosintesis del precursor C-5 del AC (9, 21, 22).

Otro de los frentes ampliamente estudiados son las variables de produccion, dentro de las
cuales se han evaluado factores como la temperatura, encontrando que una disminucién de
la temperatura de cultivo mejora la concentracion final de AC en el medio (15, 23). En cuanto
al pH, se ha reportado que los mejores resultados se obtienen alrededor de 7, tendiendo a
mejorar en pH ligeramente acido (6, 9, 23). Por su parte, la agitacién juega un papel
importante, afectando no solo la aireacién si no también la morfologia y el estrés
hidrodinamico al que se ven afectadas las células, afectando asi los rendimientos de
produccion (9, 24-26). Adicionalmente, se han realizado estudios en diferentes tipos de
fermentacion que faciliten la recuperacion de AC, como lo son el cultivo en sustrato solido
(27), asi como metodologias de operacion que favorezcan la produccion como son la
fermentacion extractiva o la operacién en lote alimentado, la cual ha estado ampliamente
enfocada al efecto de la adicion de glicerol al medio, encontrando valores de concentracion
final de AC mucho mayores que en la operacion en batch (12, 15, 19, 24, 28).

En cuanto al campo de la biologia celular y molecular, en los dltimos afios, se han realizado
aportes significativos en el entendimiento del metabolismo del microorganismo, asi como



sus mecanismos de regulacion genética; esto ha sido posible principalmente gracias al
desarrollo de modelos metabdlicos a escala gendmica (GEM), en los cuales se unen las
ciencias dmicas para detallar tanto las reacciones como los genes y metabolitos presentes en
las rutas metabdlicas del microorganismo, y el analisis de balance de fluxes metabdlicos
(FBA, por sus siglas en inglés), este permite realizar simulaciones in silico del metabolismo
microbiano identificando interacciones entre genes y proteinas, reconociendo los flujos de
carbono dentro de las rutas metabdlicas, identificando cuellos de botella metabdlicos y
mecanismos de regulacidn genética, para establecer asi genes susceptibles de modificacién
genética para la obtencion de cepas superproductoras (29-33).

El primer modelo GEM desarrollado para S. Clavuligerus se publicé en el afio 2000, en el
cual se detallaban las rutas metabdlicas principales del metabolismo (ruta del carbono central,
reacciones anaplerdticas, entre otras) y la ruta de biosintesis de AC, posteriormente se publicd
en 2010 el primer modelo a escala gendmica (iIMM864), el cual permiti6 comenzar la
evaluacion de la esencialidad de genes y la utilidad del FBA como herramienta de prediccion
(9); A continuacion se publicaron otros dos modelos (iLT1021, IGG871) que expandian el
modelo base afiadiendo genes, reacciones o metabolitos, con el fin de mejorar evaluar
diferentes puntos de regulacion y condiciones de cultivo (24). En 2020 se publico el mas
reciente modelo metabolico, el cual contiene 2177 reacciones incluyendo 543 reacciones de
intercambio, 1518 metabolitos y 1237 genes, este modelo fue utilizado en la elaboracion del
proyecto debido a que es un modelo curado termodinamicamente, validado con datos
experimentales de cultivo en quimiostato, con chequeo de consistencia topologica segun el
MC3 Consistency Checker algorithm y revisado con el script MEMOTE. Este modelo al ser
el mas completo y validado a la fecha del metabolismo de S. Clavuligerus, permite evaluar
condiciones nutricionales y ambientales (24).

Por su parte, el FBA es una herramienta que se vale de la representacion matematica de la
estequiometria de las reacciones metabolicas identificadas dentro del microorganismo para
construir una matriz en la cual se recogen todos los coeficientes estequiométricos y
compuestos. Esta matriz permite construir ecuaciones de balance de masa, las cuales se
resuelven por medio de la programacion lineal, estableciendo un estado pseudoestacionario
en el cual se pueden plantear diversas restricciones a los flujos de entrada y salida de
nutrientes a la célula, dependiendo de las necesidades e intereses de estudio, y ciertas
funciones objetivo a optimizar bien sea para maximizar o minimizar. El resultado es un vector
de flujos metabdlicos que representa la distribucion del flujo de los diferentes compuestos a
través de las rutas, simulando el comportamiento de cada uno de los compuestos dentro de la
célula en cultivo (9, 34-36).

Dentro de los genes diana, susceptibles a modificacion genética, identificados gracias a estos
estudios metabdlicos, lo mas relevantes son los reguladores ccaR y claR, los cuales parecen
formar parte de un sistema que regula la biosintesis de CA (9), la sobreexpresion de dichos
reguladores, asi como la evaluacion de diferentes estrategias de modificacion genética no



dirigida, como lo son el UV y la mutagénesis al azar, han permitido crear cepas
superproductoras, que logran aumentar la concentracion final de AC a valores cercanos a
7g/L (9, 37-39).

La factibilidad de un proceso productivo se cuantifica a través de un analisis de la tecnologia
de produccion que parte del dimensionamiento y condiciones operativas de los equipos,
costos de inversién y produccion. Este andlisis se basa en las especificaciones del proceso
como materiales, energia, equipos, servicios, precio de comercializacién y costos de
produccion (40). En cuanto al AC, son pocos los estudios enfocados en la produccién
industrial y estos estdn mas enfocados en el establecimiento de las condiciones de separacion
y purificacion, siendo este un paso crucial en el establecimiento los gastos de produccién, ya
que son los pasos mas costosos (7, 9). La recuperacién del AC se ve afectada ampliamente
por su sensibilidad a la inestabilidad en solucion acuosa a temperatura ambiente (7, 41) es por
esto que se han planteado estrategias de recuperacién como lo son la adsorcidn en resinas de
intercambio i6nico, carbon activado o zeolitas y la extraccion liquido liquido por medio de
la interaccion de dos fases hidrofilicas, pasos seguidos por la precipitacion del AC en un
compuesto estable, como lo es el Clavulanato, para su posterior comercializacion (9). No
obstante, las caracteristicas del medio de cultivo, las cuales se ven afectadas por el medio de
cultivo y por las variables de produccién, asi como la concentracién de AC en el medio y su
cinética de degradacion, afectan fuertemente dichas estrategias de purificacion, siendo este
campo aun una gran oportunidad de estudio (9).



3. METODOLOGIA
Estudio de condiciones nutricionales de cultivo

Con el fin de determinar condiciones nutricionales de cultivo que eventualmente representen
una mejora sobre la produccion de AC en cultivos por lotes con cepa no modificada
genéticamente se partié del medio de cultivo definido para el biomodelo iDG1237, utilizado
como base para el desarrollo de las simulaciones (24) explorando in silico el efecto de la
adicion de aminoacidos considerados precursores directos y otros no directos, en la ruta
biosintética del AC. Asi, se partio de una revision bibliografica de los trabajos publicados en
los altimos 10 afios que hayan tratado la evaluacion de la suplementacion de aminoacidos al
medio de cultivo y su influencia en la concentracion final de AC. A partir de la informacion
obtenida se us6 como criterio de inclusion la concentracion final de AC y la concentracion
del aminoacido utilizado. Se tomaron como relevantes aquellos reportes en los que se
evidenciara un aumento de la concentracion final respecto al promedio reportado para la cepa
estandar (Streptomyces clavuligerus (ATCC® 27064™)) (42) que oscila alrededor de 1 g/L
de AC y que especificaran la concentracion del aminoacido agregado. Se excluyeron aquellos
reportes en que se usaran medios complejos ya que no es posible determinar el perfil de
aminodacidos y sus concentraciones respectivas en los componentes del medio. Se pudo
constatar que los aminoacidos: Acido Glutamico, Arginina, Ornitina, Treonina, Lisina e
Isoleucina ejercieron un efecto potenciador de la productividad de AC en los estudios
experimentales y por tanto, se seleccionaron para el subsecuente estudio in silico.

Para la evaluacion de los efectos de los aminoacidos sobre la red metabolica y
especificamente sobre el objetivo fisioldgico de produccion de biomasa y la secrecion de AC
se uso el andlisis de robustez, definido mateméaticamente en la Ecuacion 1 como (43):

max/min cTv
s.t.Sv=dxdt:y
[ Cysd:y
bb<v<ub:w

(1)

La implementacion de este modelo en el software COBRA toolbox 3.0 para Matlab® (29),
permitio analizar la respuesta de una variable a los cambios en determinado parametro (24),
en este caso, comprobar o negar el aumento de la velocidad de produccion de biomasa y la
secrecion de AC al realizar aumentar la concentracion de aminoécidos en el medio. Dicho
medio in silico fue definido con base en los medios sintéticos usados en estudios previos. Las
restricciones en las redes de intercambio se presentan en la tabla 1:

Tabla 1. Restricciones en los flujos metabolicos utilizados para el analisis de robustez.



Variable Upper bound Lower bound
Glicerol 0 -1

Citrato 0 -0.01

Fosfato 0 -0.01
Aminoacido de estudio 0 -0.1

A continuacion se planted una estrategia in silico que permitiera identificar el efecto de la
suplementacién combinada de los distintos aminoacidos. Para lo anterior se realiz6 un disefio
de experimentos con puntos centrales (Anexo 1) en el software STATGRAPHICS Centurion
XVIII (44). Se tomaron como variables los aminoacidos que de acuerdo con los resultados
del analisis de robustez presentaron el mayor efecto sobre la produccién de AC, siendo estos:
Acido Glutamico, Arginina, Ornitina, Treonina y Lisina. Se definieron dos niveles (maximo
y minimo) para estas variables como fluxes de intercambio 0 y -0.1 mmol/gDCW.h (gramos
de biomasa seca por hora segun sus siglas en inglés), respectivamente. El valor méximo de
captacion de aminoacidos se selecciono segun lo reportado por (24, 33) para medio definido
segun (41) .

El disefio de experimentos se ejecutd bajo la formulacién dual de Analisis del Balance de
Fluxes Metabdlicos (FBA, por sus siglas en inglés) con minimizacién de la norma del vector
de fluxes y maximizacién de biomasa, como se expresa en la siguiente ecuacion (24):

Min Y, v?
s.t.Sv=20
I, <v<liy, (2)
fTv = Zmax

Las restricciones planteadas en los fluxes de intercambio para los restantes componentes del
medio in silico fueron las mismas utilizadas en el andlisis de robustez. Se tomaron como
positivos los experimentos que mostraron un aumento en la produccion de AC con respecto
al caso base de medio definido sin suplementacién de aminoacidos.

La dindmica de consumo de sustratos y produccién de AC en cultivo por lotes se simulé con
un enfoque dinamico de Analisis del Balance de Fluxes Metabdlicos (DFBA, por sus siglas
en inglés). Estas simulaciones se ejecutaron para los puntos del disefio experimental que en
estado estacionario (FBA) indicaron los mas altos valores en el flux de secrecion de AC. Las
simulaciones DFBA se realizaron en COBRA toolbox 3.0 bajo la formulacién de Varma and
Palsson (1994) (36), de la siguiente manera:

Concentracién de sustrato definida por la concentracidn de sustrato disponible mas afiadidos
en el modo de fermentacion por lotes:

_ supply -At
SC - SCO + volume (3)

Disponibilidad de sustrato :



. - 5,
Disponibilidad = AL 4)

Ecuacion para el calculo de la concentracion para la biomasa y el sustrato en cada paso de
tiempo:

ax

Ez,uX—>X=XO-e“At (5)

0S. Sy
—5==S"X>Sc="5c +7X0(1—e#“) (6)

Funcion objetivo de maximizacion de biomasa:

Minimize Z = =V , Yaumdm - Mzgmbiomass (7)

Tanto el medio in silico, como los parametros utilizados para el DFBA se muestra en la Tabla
2:

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo y parametros utilizados para la simulacién del DFBA.

Composicién

Compuesto Concentracion (mmol)

Glicerol 100

Fosfato 10

Amino&cidos 50 (divididas proporcionalmente en los aminoacidos

requeridos para cada experimento)

Parametros

Biomasa inicial 0.05 g/L

Tamafio de paso 0.25

Numero de pasos 600

Tiempo 100 h

Finalmente se seleccion6 como medio de produccién aquel que condujera a las
concentraciones mas altas de AC en cultivos por lotes, segun los resultados in silico.

Establecimiento de un proceso conceptual de produccién

Los estudios metabdlicos in silico permitieron establecer la productividad de AC en cultivos
por lotes bajo condiciones adecuadas de cultivo. Dicha productividad se usé como base para
el establecimiento de un proceso conceptual de produccion de AC que especificara tanto la
operacion en biorreactor como las etapas de purificacion hasta el producto comercial
(Clavulanato de potasio). La simulacién del proceso conceptual se realizo en el software de
simulacion de procesos quimicos y biotecnolégicos SuperPro Designer v.9.5 (45). En la
Figura 1 se presenta el diagrama del proceso.
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Tal y como se plante6 en el estudio in silico se definieron unidades de proceso para etapas
de biorreaccion, separacion de AC y precipitacion de Clavulanato operados por lotes. Se
exploraron escenarios de produccion esperada de acuerdo con los resultados in silico de
DFBA.

La etapa de produccion de AC en biorreactor se definio bajo condicién isotérmica a 28°C,
pH de 6.8, aireacion disponible en la corriente de entrada, enfriamiento por medio de
chaqueta con agua de alimentacién a 5 °C y potencia de agitacion de 3 kW/m3. Las
reacciones que permitieron simular el proceso en el biorreactor como una fermentacion
cinética se presentan a continuacion:

1 (NH,),S0, + 6 CsHoNO, + 5 0, > 10 CO, + 4 CsH,,N,0, + 1H,S0, + 6 H,0 (8)
1 (NH,),S0, + 5 CsHyyN,05 + 11 05 — 7 CO2 + 3 CgHy4N,O, + 1 H,SO, + 12 H,0 - (9)
1 C4Hy4N,0, + 1 C3HgO3 + 2 0, > 1 CgHoNOs + 3 NH; +1C05 +2 H,0  (10)

0.3 (NH,),S0, + 1 C3HgO3 + 1.14 0, = 0.66 CO4 + 2.34 CH; 500.5No 25 + +0.32 H,S0, +
279 H,0 (11)

1 C6H14N402 + 3.74 02 - 3.57 NH3 + 1.74 CH1.800.5N0_25 + +4.26 COZ + 0.15 HzO
(12)

Siendo la ecuacion 8 el balance estequiométrico de la conversion de Glutamato en Ornitina
y la ecuacién 9 la conversién de Ornitina en Arginina, siendo ambas las ecuaciones que
modelan la degradacién de los aminodcidos adicionados para convertirse en precursores
metabdlicos. La ecuacion 10 representa la produccion de acido clavulanico a partir de los
sustratos alimentados al reactor, Arginina y Glicerol. Las ecuaciones 11 y 12 describen la
produccion de biomasa, siendo la primera la ecuacion de conversion de glicerol y la segunda
la ecuacidn de utilizacion de Arginina para el crecimiento celular.

Al tratarse de una operacion por lotes, ademas de la estequiometria se especifico la cinética
de reaccion de forma que los perfiles de concentracion de sustratos y producto fueran
congruentes con los obtenidos en el estudio in silico, el reactor se oper6 por 100 h. La
ecuacion cinética se presenta a continuacion y sus parametros para cada reaccion se muestran
en la tabla 3:

Ecuacion para la velocidad de reaccion (en g/L-h), segun el software:
Velocidad = (a * pyay * (Término S1)) = (B) (13)

Ecuacion de cinética tipo Monod para el término S1 (ecuacién 13):

S
rs (14)



Tabla 3. Pardmetros cinéticos utilizados para la simulacién de la fermentacién en lotes.

Reaccion Sustrato | pmax (h?) Constante o | Constante | Tipo de | Ks (mg/L)
B cinética

8 Glutamato | 0.06 1 0 Monod 450

9 Ornitina 0.06 1 0 Monod 450

10 Glicerol 0.06 0.05 0 Monod 450

11 Glicerol 0.06 0.4 0 Monod 450

12 Arginina | 0.06 0.05 0 Monod 450

Para el caso base (Concentracion de AC obtenida en el estudio de DFBA) se tomd como base
de produccion una cepa no modificada, estableciendo la velocidad méxima de crecimiento
(Umax) en 0.06 hl, la constante de saturacion en (Ks) 0.45 g.L%, la constante de velocidad
segun la tabla 3. Las concentraciones del medio de cultivo se establecieron de la siguiente
manera, segun bibliografia y el medio de cultivo disefiado con ayuda del software COBRA:
Sulfato de amonio 9 g/L, Glutamato 3.7 g/L, Glicerol 9 g¢/L, Ornitina 3.3 g/L. Las
especificaciones de las corrientes de carga al reactor se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicidn del medio de cultivo utilizado para la produccion.

Componente Masa kg/batch Concentracion g/L
Sulfato de amonio 225 9

Biomasa 25 1

Glutamato 92 3.68

Glicerol 230 9.2

Ornitina 82 3.3

Agua 24346 974.38

Aire 1300 1.18

Al finalizar el proceso de fermentacién se descarga el reactor pasando por un intercambiador
de calor que enfria el medio agotado a una temperatura de 10 °C para disminuir la
degradacion del producto, que es favorecida por el incremento de temperatura en solucion
acuosa (7). La corriente enfriada es centrifugada para la separacion de la biomasa, operacion
llevada a cabo en un tiempo de 2h con un factor de concentracion de 20. El sobrenadante,
conteniendo el AC en solucion acuosa, se pasa a un reactor en el que se somete a una
reduccion de su pH hasta 2 manteniendo la temperatura en 10°C. Se ha documentado que la
rata de reaccion de hidrdlisis a pH acido es menor que a pH basico (23, 46) , por lo que la
reduccion de pH llevara a una disminucion de las pérdidas por degradacion de producto.
Teniendo como base resultados experimentales, se plantean dos etapas de extraccion: la
primera con solvente apolar de funcionalidad éter para eliminacion de sustancias solubles en
fase organica como son los remanentes de lipidos y aminoacidos que no hayan sido
removidos previamente en la centrifugacion. Para esta etapa se simul6 la extraccion liquida
con Dietiléter en relacion 1:1; dado que el AC es soluble en solucién acuosa por su naturaleza
polar, éste permanece en la fase acuosa de la extraccion. Se aproximé una separacion del



100%. La segunda etapa de extraccion se realiza con un solvente organico ligeramente polar
que establezca una interaccion con el AC, siendo en este caso el Etilacetato, en una relacion
1:3.4, que permite una recuperacion media del 60%, obteniendo asi el AC en la fase organica.
Los solventes utilizados en estas extracciones fueron enfriados a la entrada para asegurar
mantener el proceso a 10 °C y cada una de las extracciones se realizd por 20 minutos.
Finalmente se realiza una precipitacion directa con Etilhexanoato de potasio, debido a que
este que produce Clavulanato de Potasio y Acido Etilhexanoico con una estequiometria de
reaccion de 1 a 1y un avance del 95%, de la siguiente manera (47):

1 CgHoNOs + 1 CgHysK0, — 1 CgHgKNOs + 1 CgHy0, (15)

Por ultimo el Clavulanato de potasio es filtrado y secado a 80 °C para obtener un producto
en polvo listo para su comercializacion.

Se simularon tres escenarios de produccién: cepa estandar (caso base en el cual se establecio
la concentracion de salida como la concentracién obtenida en ese mismo medio de cultivo en
el estudio de DFBA), y cepas modificadas, de 2 y 3 veces el caso base, lo que concuerda con
lo documentado recientemente por (9). Para la simulacion de los escenarios con cepas
modificadas genéticamente, se ajusto el parametro cinético o en la reaccion de produccion
de &cido clavulanico (ecuacion 10), debido a que este parametro es el que maneja la velocidad
de produccién de AC, para obtener el doble y el triple de la concentracién de AC, tal como
se muestra en la Tabla 5:

Tabla 5. Valores de los parametros cinéticos en los tres casos de simulacidn.

Caso Constante a AC (g/L)
Base 0.05 0.69
Doble 0.1 1.34
Triple 0.16 2.06

Evaluacién econémica

El dimensionamiento de equipos y corrientes de material se determiné partiendo de la
demanda anual de AC para el pais, segun lo documentado por el Ministerio de Salud en dosis
diarias dispensadas (DDD) en el rango de afios 2014-2018 (48). Se hallé el crecimiento en la
demanda por regresion de minimos cuadrados ordinarios y se proyecto el crecimiento a 2020
y 2035. Las DDD se convirtieron a gramos de AC segun la relacion del medicamento
comercial (Amoxicilina/Clavulanato de potasio) y la DDD establecida por la OMS para el
antibiotico. Adicionalmente se aproximé la demanda veterinaria y particular (fuera de la
seguridad social) obteniendo asi un aproximado del consumo de AC en el pais de 123726.203
y 196647.6943 toneladas para los afios 2020 y 2035 respectivamente. Para establecer el valor
de las exportaciones, se parte del reporte de exportacion de antibiéticos en 2017 en el pais,
ponderando las exportaciones segun la clase quimica. Se aproximé la cantidad exportada de
AC vy se proyect6 el crecimiento de la demanda determinado anteriormente. Vale la pena



aclarar que si bien Colombia no es productor de AC, realiza preparacion de la formulacion
antibiotica comercial, empaque y maquila, importando la materia prima y exportando la
formula antibiotica comercial a diferentes paises de Suramérica y el Caribe. La suma de la
demanda interna y las exportaciones se asumi6 como la demanda total de AC para Colombia,
la cual al ser la unica planta productora en el pais se definié como capaz de satisfacer la
demanda total.

Se calcularon las magnitudes aproximadas de flujos de reactivos para el proceso y mediante
un proceso iterativo y se ajusto en las simulaciones de forma que la produccion final de AC
por lote satisficiera la demanda anual, estableciendo cada batch en 150 horas y definiendo
8000 horas de operacién anual. Posteriormente se determinaron los volumenes de los equipos
requeridos, volimenes de materias primas y servicios (agua de refrigeracion, vapor y energia)
desde los balances de masa y energia para el proceso completo.

Los costos de inversion se determinaron en valores nominales para los equipos requeridos
partiendo de los precios FOB. Los costos de operacion se establecieron por lote procesado y
produccion anual segln los costos de materias primas y servicios. El precio de venta de AC
como reactivo comercial en el mercado completd el flujo de caja. Se establecié un margen
de beneficio sobre costo de 60% para cubrimiento de costos indirectos de fabricacion,
servicio de la deuda y capital de trabajo asi como beneficios esperados. Se estimé que el 40%
restante debia cubrir totalmente los costos directos de fabricacién, de lo contrario el proceso
no seria viable economicamente en las condiciones actuales.



4. RESULTADOS Y ANALISIS

Suplementacidn de aminoacidos al medio de cultivo

Partiendo de la revision de la literatura se identificaron los aminoacidos cuyos reportes
experimentales documentaran un aumento de la productividad de AC en cultivos sumergidos
de S. clavuligerus. Los compuestos identificados se presentan en la Tabla 6:

Tabla 6. Resultados de los aminoacidos para la revisién bibliografica.

Aminoacidos Productividad (g/L) Referencia
Piruvato 1
Leucina 1,2
Prolina 1,18
(49)
Prolina 1,17
Arginina 1,4
Arginina 1,4
Arginina 1,5
Glutamato (12)
Triptofano 1,7
Ornitina 1,4
(50)
Ornitina 1,4
Ornitina 1,3
(51)
Ornitina 0,681
Glutamato | Arginina | Treonina | Aspartato | Asparagina | Isoleucina Aumento de los fluxes (35)
- .- . Efecto positivo segun el
Arginina Ornitina Treonina andlisis estadistico 1)

De los anteriores se seleccionaron para un disefio de experimentos in silico aquellos con un
mayor impacto sobre la productividad, reduciendo la seleccion a los aminoacidos: Acido
Glutdmico, Arginina, Ornitina, Treonina, Lisina e Isoleucina. La revision de la literatura
mostré que el estudio de la adicion de aminoacidos al medio no estd muy explorado,
reduciéndose a aquellos aminoacidos relacionados con la ruta biosintética de las clavamas
que termina en AC y clavamas 5S. Adicionalmente, en ocasiones la adicion al medio de
fuentes de nutrientes complejas puede resultar en la adicion indirecta de aminoacidos
hidrolizados y dipéptidos por lo que el uso de estas fuentes complejas generalmente se asocia
a incrementos en la productividad del metabolito especializado sobre medios no




suplementados (2, 6, 20) . Los estudios in silico con validacion experimental pueden mostrar
los efectos de estos nutrientes y facilitar el disefio racional de medios de cultivo y
alimentaciones para cultivos por lotes, lote alimentado y continuo, permitiendo aumentar la
productividad. La méaxima concentracion observada en cultivo en Erlenmeyer (1.7 g/L) ha
sido la reportada por (12) usando Acido Glutdmico y Tript6fano con una cepa no modificada
genéticamente.

Maximizacién de biomasa como funcion objetivo

Tal y como se habia descrito, se realizé inicialmente un analisis de robustez con el modelo
metabdlico iDG1237 de Gdmez-Rios et al (2020) para observar la respuesta de la red
metabdlica a la captacion de los aminoacidos que experimentalmente se han reportado como
mejoradores de la produccion de AC.

Las figuras 2a a 2f muestran el efecto de la variacion en el flux de captacion de cada
aminoacido sobre la tasa especifica de crecimiento en gDCW.h . Las restricciones por defecto
del medio in silico se modificaron para permitir la captacion extracelular de los aminoécidos
bajo estudio. En el caso de los aminoacidos: Acido Glutamico, Arginina, Ornitina, Treonina
y Lisina (figuras 2a a 2e), se observan regiones de aumento proporcional de la tasa de
crecimiento con el flux de captacion del aminoacido, esto debido a que los aminoacidos son
fuente de carbono y nitrégeno que favorecen las rutas de sintesis proteica que en ultima
instancia favorecen la sintesis de biomasa. En el caso de la Arginina, Treonina y Lisina, se
observa un punto a partir del cual se da una disminucién en la pendiente, lo que indica que
proporcionalmente el rendimiento de la biomasa disminuye ain con el crecimiento en la
captacion del nutriente. Para el caso de la Isoleucina (Figura 2f), a bajas tasas de captacion
se favorece la productividad de la biomasa, pero a medida que estas aumentan, el crecimiento
celular se ve disminuido hasta llegar a inhibirlo completamente. . El punto de inflexion
observado para Isoleucina después de marcar una tendencia proporcional positiva permite
inferir a que a partir de ese flux no se satisface la demanda del otro nutriente requerido, en
este caso el Oxoglutarato, necesario para la ruta de degradacion de la Isoleucina, el cual es
un metabolito proveniente del ciclo del citrato y en ultima estancia, del glicerol, lo que
convierte a este aminoacido en un competidor por la fuente de carbono. Segun los resultados
obtenidos se puede validar la hipotesis que la adicién individual de ciertos aminoacidos puede
favorecer la sintesis de biomasa al proveer mayor cantidad de carbono y nitrégeno a la célula.
La mayor productividad se obtuvo en el caso de la Arginina, debido probablemente a que
este amino&cido es un punto comdn en varias rutas metabolicas de sintesis y degradacion de
aminoacidos.
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Figura 2a. Resultado del anélisis de robustez para la Arginina
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Figura 2c. Resultado del anlisis de robustez para el acido
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Figura 2e. Resultado del analisis de robustez para la Ornitina
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Figura 2b. Resultado del andlisis de robustez para la Treonina
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Figura 2f. Resultado del andlisis de robustez para la Isoleucina
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Maximizacion de acido clavulanico como funcién objetivo

Con el fin de verificar el impacto de la adicion de los aminoacidos seleccionados en la ruta
biosintética del AC se definio la secrecion de este producto como funcion objetivo en el
analisis de robustez. Las figuras 3a a 3b muestran el efecto de la variacion en el flux de
consumo de cada aminoécido sobre la biosintesis y secrecion de AC. Para los aminoacidos
Acido Glutdmico, Arginina, Ornitina, Treonina y Lisina (Figuras 3a a 3e) se evidencia una
relacion directamente proporcional entre el aumento del consumo del aminoéacido con la
productividad de AC, esto debido una relacion directa con el ciclo de la urea (Acido
Glutdmico, Arginina, Ornitina) o con la ruta de las clavamas (Arginina, Lisina, Treonina).
Debido a que el analisis de robustez permite la evaluacion de una funcién objetivo a la vez,
no se puede concluir acerca de si el aumento de la productividad impacta negativamente el
crecimiento de biomasa causado por la adicion de aminoacidos. Es de esperar que la mayor
demanda de nutrientes lleve a una reduccion de la tasa especifica de crecimiento. En la figura
3f se puede observar una situacion similar a la observada en la figura 2f para la Isoleucina y
la biomasa, aunque sin punto de inflexién, por lo que eventualmente este aminoacido en las
condiciones del medio definido puede ser un inhibidor de la ruta de sintesis. La mayor
productividad se obtuvo con la Arginina, lo que concuerda con lo reportado en la literatura
(6, 15), debido a que esta es un precursor directo del AC en la ruta metabolica en la primera
reaccion de condensacion del AC (9) .
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Figura 3b. Resultado del anélisis de robustez para el Acido
Figura 3a. Resultado del analisis de robustez para la Arginina Glutdmico con funcién objetivo la maximizacién de AC.
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Figura 3d. Resultado del anélisis de robustez para la Lisina con
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Figura 3e. Resultado del anélisis de robustez para la Treonina
con funcioén objetivo la maximizacion de AC.

Figura 3f. Resultado del andlisis de robustez para la Isoleucina
con funcién objetivo la maximizacion de AC.

Analisis del Balance de Fluxes Metabodlicos para la suplementacion con aminoacidos

El disefio de experimentos y sus resultados se presentan integramente en el Anexo 1. Los
resultados relevantes del flux de secrecion de AC como variable de respuesta se presentan en
la Tabla 7. Tal y como se describi6 en la seccién de Metodologia, se aplicéd un enfoque de
problema dual de optimizacion de minimizacion de la norma del vector de fluxes sujeto a la
maximizacion de la biomasa.

Tabla 7. Resultados mas relevantes del disefio de experimentos. Fluxes de intercambio para Arginina (Arg),
Acido Glutamico (Glu), Ornitina (Orn), Treonina (Thr) y Lisina (Lys) en mmol/gDCW.h y tasa especifica de
crecimiento (p) en h?

Experimento  |Arg Glu Oorn Thr Lys AC ]

4 0 0 -0.1 0 -0.1 0.0042 0.0663
5 0 -0.1 -0.1 0 0 0.0042 0.0654
6 0 0 -0.1 -0.1 0 0.0014 0.0645
Caso base 0 0 0 0 0 0 0.0514




En la tabla se observa como los experimentos 4 a 6 presentan un aumento de la productividad
de AC con respecto al caso base, para el cual el medio definido in silico no consideraba fluxes
de captacion de aminoacidos. Aunque en todos los experimentos se dio crecimiento, no en
todos se produjo AC. Se puede notar ademas que a medida que se aumenta el flux de
captacion de aminoacidos en el medio, aumenta la tasa de produccion de biomasa, lo que
concuerda con el analisis de robustez aun cuando el FBA se ejecutd con un enfoque de
problema dual. Se esperaba que la captacién de arginina pudiera favorecer la produccion de
AC, sin embargo, en estado estacionario no se observo dicho efecto, lo que sugiere un cuello
de botella sobre la incorporacion directa de la arginina en la sintesis de AC, que no permite
que el incremento en el flux de este aminoacido se vea reflejado en la mayor secrecién de
AC. Sin embargo, la captacion de Ornitina parece tener un efecto positivo sobre la
produccion de AC a ser combinado con Glutamato, Lisina o Treonina. En el caso del
Glutamato, la incorporacion de este en el ciclo de la urea a través de su conversion en
aspartato llevaria a una mayor demanda de Ornitina, que siendo satisfecha aumentaria el flux
de los productos del ciclo aguas abajo. Para el caso de la Ornitina, su participacion directa en
el ciclo de la urea la convierte en un precursor de la arginina, esta ultima siendo precursor C-
5 del &cido clavulanico. Por su parte la Lisina aporta a los otros precursores C-3 participando
en el ciclo del &cido citrico al convertirse en Acetil-CoA, el cual ayuda a la produccién tanto
de AC como precursor a través de la demanda de succinato, asi como de biomasa. Por Gltimo
la Treonina es también precursor indirecto del ciclo del &cido citrico por su conversion en
piruvato.

Si bien el flux de secrecion de AC es bajo, respecto al caso base es una mejora sustancial. Es
importante resaltar que no se obtuvo un aumento de la produccion en ninguno de los casos
en los que se afiadié un aminoacido solo, sino que requirié de combinaciones. Los resultados
obtenidos pueden dar una direccién a futuros experimentos teniendo en cuenta que al resolver
las ecuaciones el sistema al estar centrado en la optimizacion de la biomasa redirige la mayor
cantidad de flujo de carbono en dicha direccion, por tanto los resultados experimentales
pueden variar con respecto a la simulacién.

Analisis del balance de fluxes metabolicos bajo enfoque dinamico

La simulacién dinamica de fluxes metabolicos mediante DFBA permitio obtener perfiles de
concentracion en mmol/L. Las figuras 4a a 4d muestran los resultados para biomasa, fuentes
de carbono (glicerol y aminoécidos) y el metabolito de interés (AC). En cuanto a la
produccion de biomasa (Figuras 4b a 4d) se puede confirmar que la adicién de aminoacidos
favorece el crecimiento celular en cultivos por lotes, representando un aumento en la
concentracion de biomasa seca (g/L) entre 65.58% y 73.62%. En ausencia de aminoacidos
se observan dos fases de crecimiento, crecimiento exponencial a altas concentraciones de
sustrato y un crecimiento secundario asociado al agotamiento de nutrientes. En el caso de la
adicion de aminoacidos en el medio, se observan tres fases de crecimiento asociadas a la



disponibilidad de nutrientes. Inicialmente se da la fase exponencial acelerada por la
asimilacion combinada de glicerol y los aminoacidos suplementados. Dada la integracion
rapida del glicerol sobre la glicolisis, el ciclo del acido citrico y la preferencia de S.
clavuligerus por esta fuente de carbono, se da un agotamiento mas rapido de este sustrato
(antes de las 50 h evidenciadas en el caso base), mientras que los aminoacidos se asimilan
con una dindmica mas lenta ante la disponibilidad de glicerol. La asimilacion de aminoacidos
se incrementa ante el agotamiento del carbohidrato, viéndose acelerado el consumo entre las
25 y 50h como se observa en las Figuras 4b, 4c y 4d generando una segunda fase de
crecimiento un poco més lenta. Finalmente, se ralentiza el crecimiento ante el agotamiento
de los nutrientes. Las simulaciones en estado estacionario no dieron cuenta de la produccion
de AC en el medio no suplementado, sin embargo la simulacion dinamica muestra que éste
se sintetiza a partir de las 20 h aproximadamente ante el inicio de una etapa de limitacion de
fosfato (24). La produccion de AC se mantiene mientras haya disponibilidad de glicerol, en
este caso aproximadamente hasta las 50 h. Esto puede indicar que el aumento en la
concentracion final es debido principalmente a la cantidad de biomasa final mas que a la
participacion dentro de la ruta metabolica de los aminoacidos afiadidos. Es importante notar
que la adicion de aminoacidos causa un agotamiento mas rapido del glicerol en el rango de
las 25 a 50h, debido al favorecimiento del crecimiento celular. Es posible que una estrategia
de cultivo en lote alimentado con un medio suplementado favorezca la produccion de AC,
incrementando los fluxes de precursores hacia la ruta biosintética del AC (19, 24, 28).

Biomass

Figura 4a. Resultado del DFBA para el experimento base (sin
adicién de aminoacidos). Figura 4b. Resultado del DFBA para el experimento nimero 4

(adicion de Ornitina y Lisina).
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Figura 4c. Resultado del DFBA para el experimento nimero 5
(adicién de Ornitina y &cido glutdmico).

Figura 4d. Resultado del DFBA para el experimento ndmero 6
(adicién de Ornitina y Treonina).

Tabla 8. Resultados de las concentraciones finales para el estudio del DFBA.

AC (mmol/L) Biomasa (mmol/L)
Base 3 5.203452
4 3.5 9.034182
5 3.4 8.858442
6 3.4 8.616172

La concentracion especifica de AC disminuyd respecto al caso base en 32.8% para el
experimento 4 (adicion de Ornitina y Lisina), 33.4% para el experimento 5 (adicion de
Ornitina y glutamato) y 31.6% para el experimento 6 (adicion de Ornitina y Treonina). Asi,
la concentracion del caso base fue de 3 mmol/L (0.6 g/L), 3.5 mmol/L (0.7 g/L) para el
experimento 4 y 3.4 mmol/L (0.68 g/L) para los experimentos 5 y 6. En esta etapa del
desarrollo del proceso, se eligi6 como medio de cultivo 6ptimo el experimento 5 ya que,
como se comento anteriormente, la Ornitina participa dentro del ciclo de la urea directamente
a la produccion de arginina, y en este caso a pesar de tener una concentracion especifica
mayor para el experimento 6, el glutamato (experimento 5) se también participa dentro del
ciclo de la urea, siendo este un precursor directo del AC. Adicionalmente, a nivel industrial,
el costo de la Treonina es 5 veces mas que el glutamato.

Se descarto el experimento 4 ya gue se tienen algunos reportes de estudios experimentales
que indican que el aminoacido Lisina favorece la produccion de Cefamicina compitiendo por
precursores con la produccién de AC. Los resultados de concentracion especifica respaldan
la hipotesis planteada que la adicion de aminoacidos favorece la produccion de biomasa, mas
no la de AC directamente.



Definicién de un proceso conceptual de produccion de AC

La produccion de la planta de produccién se calculd en base a las DDD/afio de AC para
consumo interno y exportacion. La figura 5 muestra el crecimiento de las DDD en Colombia
entre 2014 y 2018, ajustandose por regresion lineal con un coeficiente de correlacion de
0.993. Asumiendo el mantenimiento de esta tendencia que parece estar ligada al crecimiento
poblacional y la tasa de incidencia de enfermedades infecciosas, se realizo la proyeccion de
la demanda para los afios 2020 y 2035, los cuales se calcularon por medio de la ecuacion de
regresion obteniendo 494904.8 y 786590.7 kg respectivamente, representando un
crecimiento del 14% y 82% respecto al afio 2017.
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Figura 5. Crecimiento de las DDD en Colombia.

El reporte del plan de negocios del sector farmacéutico publicado por Mincomercio (52) se
establecieron los valores ponderados para las exportaciones de antibioticos por clase quimica,
siendo el 2.3% de los antibiéticos, medicamentos que contienen AC. Aplicando esta
proporcidn y la demanda proyectada, se determind la demanda total de AC para Colombia
(exportaciones inclusive) para 2020 y 2035 como se presenta en la Tabla 9.

Tabla 9. Demanda proyectada de AC.

Afio Consumo AC (g) Exportaciones (g) Total demanda (g)
2020 123726.203 259158.0704 382884.2734
2035 196647.6943 411900.1129 608547.8072

Definiendo las horas operativas de la planta por afio (8000 h) y teniendo en cuenta que un
lote de produccion toma 150 h de las cuales 100 h corresponden a la fermentacion, se calculd




una produccion de 11 kg de Clavulanato de potasio por lote, para satisfacer la demanda de
0.6 toneladas anuales proyectadas en el Gltimo afio segun la demanda proyectada.

La figura 1 muestra el proceso de produccion de AC simulado en Super Pro Designer. El
proceso considerado es secuencial, por lotes y para el presente analisis no se consideraron en
la simulacion equipos de servicio como lo son los compresores, bombas y caldera. Dado que
se trata de una evaluacion de los costos del proceso desarrollado bajo el estado del arte actual,
los requerimientos de servicios se calcularon por balance de energia en cada equipo para
proyeccion de los costos directos de fabricacion.

La ocupacion de los equipos de planta se presenta en la Figura 6, evidenciando que el proceso
de fermentacion ocupa el mayor tiempo de proceso en el lote. Asi, para un posterior aumento
de la produccion seria necesario iniciar fermentaciones en paralelo con tiempos de inicio
diferentes para mantener la ocupacion de los equipos en las etapas de separacion y
precipitacion de AC y asi aumentar la productividad de la planta. Asi mismo, los procesos de
limpieza y mantenimiento pueden ser llevados a cabo durante el tiempo de fermentacion,
maximizando los tiempos muertos y aumentando la produccion.
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Figura 6. Ocupacidn de los equipos en la planta de produccion.

Un paso importante de la operacion de una planta es la definicion de los gastos por servicios,
en este caso el proceso de produccion requiere agua de refrigeracion, energia eléctrica y vapor
de calentamiento.
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Figura 7a. Requerimiento en agua de refrigeracion en el proceso.

La refrigeracion se realiza con agua a 5 °C y es requerida tanto durante el tiempo de
fermentacion para mantener el biorreactor a la temperatura de 28 °C, como para enfriar los
reactivos y el medio de cultivo luego de la fermentacion, para evitar degradacion del AC y
realizar la extraccion a una temperatura de 10 °C permitiendo obtener los mejores
rendimientos. En la Figura 7a se puede observar los requerimientos de agua de enfriamiento
en el proceso. Debido a que se requiere durante una gran cantidad de tiempo y una gran
cantidad debido al volumen de solventes utilizados que deben ser refrigerados, el
establecimiento de procesos de reciclo o el aprovechamiento de dicha agua dentro de
operaciones posteriores puede disminuir el consumo del servicio, disminuyendo costos de
operacion.
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Figura 7b. Requerimiento en energia en el proceso.

La figura 7b muestra los requerimientos energéticos de la planta, los cuales se resumen en la
agitacion continua del biorreactor y los reactores tanto de extraccion como de precipitacion,
asi como la operacion de la centrifuga. Es importante reconocer que dichos requerimientos
pueden variar y aumentar al afiadir las unidades de servicios faltantes en el disefio, asi como
los requerimientos a nivel de planta como lo son oficinas, iluminacién entre otros.
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Figura 7c. Requerimiento en vapor en el proceso.

La figura 7c muestra los requerimientos de vapor en el proceso que se resumen
principalmente en el uso de vapor para calentamiento en el secador, para lograr la temperatura
de 80 °C, dicho secado no ha sido muy estudiado y por tanto el planteamiento de otras
estrategias como lo son el spray drying, pueden disminuir e incluso eliminar el uso de vapor
dentro de la planta. Para la utilizacion de vapor se hace necesario establecer una caldera que
provea los requerimientos de dicho servicio.

Teniendo estos gastos definidos, se determinaron los costos para el agua y la energia, segun
la empresa prestadora de los servicios en Rionegro, Antioquia, Colombia. El precio del vapor
se calculd segun el articulo técnico (53) a una presion de operacion de 4.3 MPa, temperatura
de vapor de 460 °C, temperatura de alimentacion de 25 °C y eficiencia para el gas natural de
95% (54), poder calorifico de 42.8 MJ/m3 para el gas natural (55) , siendo el costo de este
1806.24 pesos por m"3 (56). Asi los costos en los servicios se recopilan en la tabla 10:

Tabla 10. Costos de los servicios en USD.

Servicio Cantidad por batch Costo Total por batch USD

Agua de refrigeracion

1536302.40 kg

3195.62 por m"3 (57)

0,336293

\Vapor

8.37 kg

144.16 por kg

1368,294

Energia

11276.43 kW-h

685.95 por KW-h (58)

2155,816

Estudio econémico de la produccién de AC

A partir de los balances de materia y energia en el software SuperPro Designer se calcularon
los costos para los reactivos frescos usados en el proceso, los cuales se presentan en la Tabla
11, en estos no se afiade el costo de la biomasa, al ser este un reactivo producido dentro de la
misma planta como indculo.



Tabla 11. Costos reactivos, sin precio de importacion.

Reactivo Kg/batch Costo/Kg USD Total USD
Sulfato de amonio 224.87 0.139 31.25693
Dietiléter 16708.78 0.0047 78.531266
Etilacetato 144859.68 1 144859.68
Glutamato monosédico 91.95 1 91.95
Glicerol 230.09 0.9 207.081
Acido sulfurico 0.71 0.315 0.22365
Ornitina 82.45 10 82.45
Etilhexanoato de potasio 9.00 10 9
Gran total 145442.1728

De estos resultados se puede observar que los principales requerimientos en el proceso se
encuentran en los solventes de extraccidén, como son el Dietiléter y el Etilacetato. Esto es
debido principalmente a que a la salida del reactor el producto esta muy diluido debido a que
su concentracion es baja (aproximadamente 0.7 g/L de AC) y de acuerdo con la relacion de
volimenes segln los estudios experimentales se requiere una gran cantidad de solvente en
esta etapa, pues las relaciones 1:1 del Dietiléter y 1:3.4 del Etilacetato obligan a la adicion
de grandes volumenes de solvente asi como un equipo de volumen considerable (185000 L)
para realizar la operacion. Este problema puede observar también en los costos de los equipos
(Tabla 12), en los cuales se evidencia que la mayor inversion requerida en los equipos de
proceso es debida al tamafio de los tanques de reaccion para la extraccion liquido liquido.
Adicionalmente, no se ha documentado un posible reciclo de estos solventes a través de un
tratamiento del efluente, lo que implicaria que cada lote sea procesado con solvente fresco.

Tabla 12. Costos de inversion en equipos, sin costos de importacion.

Equipo Requerimiento Tamario Cantidad Precio USD Total USD
Biorreactor 25000 L 10000 L 3 20000 60000
Intercambiador ~ de25000 L 25000 L 1 30000 30000
calor 1

Centrifuga 25000 L 10000 L 3 15000 45000
Tanque de mezcla |25000 L 10000 L 3 20000 60000
Intercambiador ~ dej25000 L 25000 L 1 30000 30000
calor 2

Intercambiador  de|160000 L 25000 L 7 30000 210000
calor 3

Reactor 1 185000 L 10000 L 19 20000 380000
Reactor 2 160000 L 10000 L 16 20000 320000
Equipo de Filtrado (160000 L 160000 L 1 500 500
Equipo de secado |20 kg 100L 1 2000 2000
Total 1137500




Bajo el precedente del gran costo de los reactivos, se evaluaron las ganancias por lote
procesado segun el costo del AC como ingrediente activo en el mercado internacional. Los
costos de operacion se dividieron en costos de los reactivos requeridos para la fermentacion
y los solventes requeridos para la extraccion. Se evaluaron las ganancias para los casos de la
cepa base con una productividad de 0.7 g/L, y el caso de una cepa modificada genéticamente
que produce el doble 1.3 g/L y el triple 2.6 g/L.

Tabla 13. Costos directos de fabricacion .

Etapa Cepa base Doble Triple
Ganancias USD 1113 2181 3338
60% 667,8 1308,6 2002,8
Costos de reactivos 788,73793
de fermentacion
Costos solventes 145028,4349 145118,4349 145208,4349
Costos energia 3524,446 3525,173 3526,022
Total -148673,8189 -148123,7457 -147520,395

Tal y como se menciond en la descripcion de la metodologia, se simularon casos de mayor
productividad de la cepa, los cuales se corresponden al uso de una cepa mutante, ya sea
desarrollada por la empresa o adquirida bajo licencia. Los resultados mas relevantes se
presentan a continuacion.

Tabla 14. Resultados més relevantes de los casos de simulacion.

Reactivos
Base Doble Triple
Kg/batch Kg/batch Kg/batch
Etilhexanoato de potasio 9.00 18 27
Tiempo de operacion en 7 9 9
dias
Clavulanato de potasio 11.13 21.81 33.38
Servicios
11276.4 11277. 11280.31
Energia (kW/h) 6.43 88 80.3
Vapor (kg) 8.37 16.40 25.09
Agua de enfriamiento 1536302.40 1536444.90 1536484.91
(kg)

Se puede ver cémo en el caso de aumentar la productividad de la cepa por medio de una
modificacién genética (Tabla 14), el efecto se ve reducido a los pasos finales de la



produccion, como lo son la precipitacién y el secado, aumentando la cantidad de
Etilhexanoato de potasio requerido para lograr la conversion establecida, asi como el vapor
necesario para secar una mayor cantidad de Clavulanato. No se evidenciaron cambios
significativos en ninguna otra parte del proceso.

De estos resultados (Tablas 13 y 14) se pueden obtener dos conclusiones, la primera es que
los gastos de los reactivos de fermentacion solo pueden librarse en el caso de utilizar una
cepa modificada genéticamente, esto debido principalmente a la adicion de aminoacidos
planteada ya que implica la compra de reactivos costosos sin aumentar considerablemente la
productividad. Sin embargo, la utilizacion de materias primas baratas como son glicerol
residual, medios complejos de hidrolizados soya y aceites vegetales, aportarian mezclas de
aminoéacidos y otros nutrientes a un bajo costo, como ya se ha documentado en varios trabajos
experimentales (6, 15, 20). Por otro lado, los gastos en solventes bajo la metodologia de
extraccién en relaciones equivolumétricas o incluso, superiores al volumen de sobrenadante
hacen inviable la produccion. Entre las posibles alternativas, podria estar la evaporacion con
vacio a la salida del biorreactor, sin embargo este requeriria de una gran cantidad de vapor
necesario para la remocion de tan altos volimenes de agua en el proceso. Adicionalmente, al
ser el producto sensible a la temperatura en medio acuoso, se puede aumentar el grado de
degradacion disminuyendo la rentabilidad. Opciones como la adsorcion del producto desde
el medio de cultivo podrian permitir una disminucion de los requerimientos de solvente,
siempre y cuando la etapa de desorcion condujera a una alta concentracion de AC. Asi
mismo, es necesario estudiar extracciones en una menor relacion volumétrica o una alta
afinidad por el AC. Es interesante explorar la posibilidad de realizar estudios para la
disminucion del agua en el proceso de una forma rentable, bien sea por medio de
microfiltracion, tamices moleculares, precipitacion directa en solucion acuosa entre otras
estrategias de separacion.



5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con el estudio a nivel metabdlico in silico permiten confirmar los
hallazgos experimentales que indican que la adicion de aminoacidos, especificamente Acido
Glutdmico, Arginina, Ornitina, Treonina y Lisina favorecen la produccién de biomasa y por
tanto la concentracion de biomasa en el medio de cultivo. En el caso de la Isoleucina, los
resultados muestran una probable inhibicion tanto del crecimiento celular como de la
produccion de AC. El uso de fuentes de nutrientes complejas continla siendo una interesante
posibilidad debido a que aporta aminoacidos a un bajo costo; sin embargo es necesario
determinar mezclas apropiadas de fuentes de aminoacidos de forma que se logre el balance
nutricional deseado con una mayor participacién de los aminoacidos que favorecerian la
biosintesis de AC. Adicionalmente, se requiere estudiar experimentalmente el efecto de las
diferentes condiciones de cultivo reflejadas en la literatura, como lo son temperatura,
agitacion, entre otros, ya que pueden contribuir a la mejora de la productividad junto con las
condiciones nutricionales adecuadas.

La simulacion dindmica de la red metabdlica permite explorar los efectos de los nutrientes y
su dinamica, lo que permite una representacion mas cercana los procesos de reaccion por
lotes que el enfoque del estado pseudoestacionario.

El proceso de produccién planteado en base a estudios experimentales presenta diferentes
puntos criticos, como lo son la baja concentracion de AC a la salida del biorreactor, incluso
si la cepa productora lograra niveles tan altos como 10 g/L, su concentracion es muy baja con
relacion al volumen de agua en la solucion, lo que afecta el procesamiento aguas abajo. Sin
embargo, el uso de cepas modificadas genéticamente se hace casi obligatorio para lograr una
buena productividad en el proceso. El estudio o planteamiento de estrategias de
deshidratacién como la adsorcion o la filtracion molecular podrian mejorar la productividad,
sin embargo esto no se ha explorado experimentalmente. En términos de servicios, el proceso
requiere principalmente de agua de refrigeracién, por tanto a la hora de disefiar las tuberias
un proceso de integracion energética puede disminuir los costos de energia, asi como
procesos de recirculacion y reciclo tanto de agua de servicio como de solventes.

La aproximacion alcanzada en este trabajo permitié el acercamiento del proceso de
producciony las estrategias establecidas por los estudios publicados a un nivel mas industrial,
lo cual brinda nuevos horizontes y posibilidades de estudio, al identificar puntos claves que
deben ser solucionados antes de continuar con el disefio de una planta de produccion de AC.

El software utilizado permite la evaluacién a nivel general del proceso, brindando
informacion sobre los flujos generales, tamafios de los equipos y requerimientos de servicios,
que puede permitir direccionar los esfuerzos investigativos para realizar un mejor disefio del
proceso productivo. Una vez se haya surtido una etapa de optimizacion de los procesos de
purificacion, un nivel de ingenieria de detalle permitiria obtener una vision precisa de los



costos e inversiones requeridas, asi los servicios y gastos de operacién de la planta en cuanto
a personal.



ANEXO 1

Tabla 15. Disefio de experimentos con puntos centrales y dos niveles para los aminoacidos con efecto positivo
y resultados de produccién de biomasa y AC. Los experimentos en verde fueron seleccionados para el DFBA.
El experimento en azul es el experimento base sin adicion de aminoéacidos. . Fluxes de intercambio para
Arginina (Arg), Acido Glutamico (Glu), Ornitina (Orn), Treonina (Thr) y Lisina (Lys) en mmol/gDCW.h y
tasa especifica de crecimiento () en h?t

EXPERIMENTO Arg Glu orn Thr Lys Biomasa Claeallg?\ico
1 -0,1000000 -0,1000000 -0,1000000 0,000000 -0,1000000 0,0826 0
2 0,0000000 -0,1000000 -0,1000000 -0,100000 -0,1000000 0,0785 0
3 0,0000000 -0,1000000 0,0000000 0,000000 -0,1000000 0,0652 0
4 0,0000000 0,0000000 -0,1000000 0,000000 -0,1000000 0,0663 0,0042
5 0,0000000 -0,1000000 -0,1000000 0,000000 0,0000000 0,0654 0,0042
6 0,0000000 0,0000000 -0,1000000 -0,100000 0,0000000 0,0645 0,0014
7 0,0000000 -0,1000000 0,0000000 -0,100000 0,0000000 0,0633 0
8 -0,0500000 -0,0500000 -0,0500000 -0,050000 -0,0500000 0,0707 0
9 0,0000000 0,0000000 0,0000000 -0,100000 -0,1000000 0,0642 0
10 0,0000000 0,0000000 0,0000000 0,000000 0,0000000 0,0514 0
11 -0,1000000 0,0000000 -0,1000000 0,000000 0,0000000 0,0685 0
12 -0,1000000 0,0000000 0,0000000 0,000000 -0,1000000 0,0686 0
13 -0,1000000 -0,1000000 0,0000000 -0,100000 -0,1000000 0,0812 0
14 -0,1000000 -0,1000000 -0,1000000 -0,100000 0,0000000 0,0805 0
15 -0,1000000 0,0000000 -0,1000000 -0,100000 -0,1000000 - -
16 -0,1000000 -0,1000000 0,0000000 0,000000 0,0000000 0,0677 0
17 -0,1000000 0,0000000 0,0000000 -0,100000 0,0000000 0,0667 0
18 -0,0500000 -0,0500000 -0,0500000 -0,050000 -0,0637593 0,0716 0
19 -0,0500000 -0,0500000 -0,0500000 -0,050000 -0,1637590 0,0784 0
20 -0,0500000 -0,0500000 -0,1637590 -0,050000 -0,0500000 - -
21 -0,0500000 -0,1637590 -0,0500000 -0,050000 -0,0500000 0,0779 0
22 -0,0500000 -0,0500000 -0,0500000 -0,050000 -0,0500000 0,0707 0
23 -0,0637593 -0,0500000 -0,0500000 -0,050000 -0,0500000 0,0721 0
24 -0,0500000 -0,0500000 -0,0500000 -0,163759 -0,0500000 - -
25 -0,0500000 -0,0500000 -0,0637593 -0,050000 -0,0500000 0,0717 0
26 -0,0500000 -0,0500000 -0,0500000 -0,063759 -0,0500000 0,0714 0
27 -0,1637590 -0,0500000 -0,0500000 -0,050000 -0,0500000 0,0804 0
28 -0,0500000 -0,0637593 -0,0500000 -0,050000 -0,0500000 0,0726 0
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