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RESUMEN

El presente trabajo de fin de grado consiste en el diseno de una planta
industrial para la produccion de biopolimeros precursores de un biomaterial
para aplicaciones médicas mediante terapia celular.

El proceso consta de dos etapas fundamentales y consecutivas.

La primera etapa es una bioproduccién con bacterias Escherichia Coli
modificadas genéticamente por técnicas de ADN recombinante con su
posterior purificacion. El proceso se basa en biopolimeros ELR, polimeros
basados en elastina, que tienen la particularidad de tener un comportamiento
inteligente con la temperatura.

La segunda fase es la modificacion de los biopolimeros haciéndoles
reaccionar con grupos azida y cicloctino para que, posteriormente, ambos
reaccionen por entrecruzamiento mediante “quimica click” en el momento de
su aplicacion médica.

La capacidad de la planta es de 750 gramos de biopolimero HRGD6 y 750
gramos biopolimero VKVx24 al ano.

Es un proceso discontinuo alternandose la produccion de cada polimero, por
ello, se ha elaborado un diagrama Gant de las diferentes etapas del proceso
de produccion de cada polimero.

Se han calculado los parametros de diseno de todos los equipos que
intervienen, contando todos ellos con controladores de manera que la planta
guedara automatizada.

El coste total de la planta asciende a una inversion inicial de 982.553,35 €.
Se ha estudiado la rentabilidad y se ha fijado un precio de venta de 617,02€
gramo de polimero, teniendo una rentabilidad asi del 28%. Se trata de un
producto de alto valor anadido debido a sus aplicaciones biomédicas.

Contiene también un estudio de seguridad y salud, una evaluacion del
impacto ambiental y el correspondiente pliego de condiciones del proyecto a
ejecutar.

Palabras clave: biopolimero, Escherichia Coli, planta industrial, ELRs,
bioproduccion.
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ABSTRACT

This final project consists on the design of an industrial plant for the
production of biopolymer precursors of a biomaterial for medical applications
using cell therapy.

The process consists of two fundamental and consecutive phases.

The first stage is a bio-production with genetically modified through DNA
recombinant techniques Escherichia Coli bacteria, with their later purification.
The process is based on ELR biopolymers, polymers based on elastin, which
have the peculiarity of having an intelligent behavior regarding temperature
variations with temperature.

The second phase is the modification of biopolymers making them react with
azide and cycleoctino groups so both subsequently react by cross-linking
through "click chemistry" at the time of its medical application.

The plant capacity is of 750 grams/year of biopolymer HRGD6 and of 750
grams/year of biopolymer VKVx24.

This is a discontinuous process that alternates the production of each
polymer, therefore, a Gant diagram of the different stages of the production
process of each polymer has been drawn up.

The design parameters of all the equipment involved have been calculated, all
of them counting with controllers so that the plant will be automated.

The total cost of the plant amounts to an initial investment of 982.553,35€.
Profitability has been studied and a sale price of 617,02 € gram of polymer
has been set, giving a 28% return . It is a product of high added value due to
its biomedical applications.

This final project also contains a Safety System Analysis, an Environmental
Impact study and the corresponding project “s technical specifications.

Keywords: biopolymer, Escherichia Coli, industrial plant, ELRs, bio-production.
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1.1 OBJETIVO

El objetivo principal del presente proyecto es el diseno a escala industrial del
proceso de produccion de dos precursores de un biomaterial con aplicaciones
médicas y mas concretamente para su utilizacion en terapias celulares. Dicha
produccion se compone de dos etapas fundamentales y consecutivas.

En la primera se obtienen dos biopolimeros mediante un proceso
biotecnolégico, que actualmente se esta realizando a escala de laboratorio
por el grupo BIOFORGE de la Universidad de Valladolid. Dichos biopolimeros
son biopolimeros recombinantes tipo elastina que se identifican como HRGD6
y VKVx24. En la segunda etapa, dichos polimeros, seran modificados
guimicamente para que en el momento de su aplicacion clinica puedan dar
lugar al hidrogel, por entrecruzamiento quimico mediante una reaccion tipo
“gquimica click”.

La planta tendra una capacidad de produccion de 1,5 kg/ano de los
biomateriales mencionados. Para ello se producen 750 g del polimero HRGD6
y 750 g del polimero VKVx24.

Simultdneamente a ambas fases, hay un proceso de lavado.
La planta por tanto constara de las siguientes unidades:
U-100: Planta de bioproduccion.

U-200: Planta de modificacion del biopolimero.

U-300: Planta de lavado de equipos.

Los objetivos derivados del principal son los siguientes:

e Elaboracion de un plan de proyecto especificando el inicio y duracion
de las etapas para que se cumplan las especificaciones requeridas.

e Diseno y especificacion de los equipos de proceso.

e Diseno y especificacion del sistema de control.

e Realizacion de un analisis econémico para evaluar la rentabilidad del
proceso.

e Estudio de seguridad y salud.

e Evaluacion del impacto ambiental.

e Pliego de condiciones

11
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1.2 INTRODUCCION

1. MEMORIA INDUSTRIALES

1.2.1 Polimeros

Los polimeros son sustancias compuestas por moléculas que tienen una larga
secuencia de una o0 mas especies de atomos o grupos de atomos unidos
entre si por enlaces primarios, generalmente covalentes.

Las macromoléculas se forman mediante la repeticion de mondmeros a
través de un proceso biotecnoldgico. [1]

Los polimeros pueden ser homopolimeros, si se forman a partir de un Gnico
tipo de monémero, o copolimeros, formados a partir de monémeros distintos.

Los polimeros se clasifican en:

A.

Segun su origen:

Polimeros naturales: de origen animal o vegetal(algodon, seda, lana,
caucho)

Polimeros sintéticos: desarrollados por la investigacion cientifica y la
industria para competir con algunos polimeros naturales (siliconas,
nylon, teflon, bakelita, melaminas, PVC, policarbonatos, etc.)

Segun su estructura molecular:

Polimeros lineales: Formados por largas cadenas de macromoléculas
no ramificadas (polietileno, seda,..)

Polimeros ramificados: la cadena principal estd conectada
lateralmente con otras cadenas.

Polimeros entrecruzados: cadenas lineales adyacentes se unen
transversalmente en varias posiciones mediante enlaces covalentes.
Polimeros reticulados: tienen estructuras tridimensionales, formados
por macromoléculas con cadenas y ramificaciones entrelazadas.
(Baquelita, epoxy,..)

Polimeros ciclicos: tienen forma de anillo, no presentan extremos de
cadena.

13
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EARCARS A

(a) (b) (c) (d)

Imagen 1-1. (a) Estructura lineal (b) estructura ramificada (c) estructura entrecruzada (d) estructura
reticulada

C. Segln su respuesta térmica:

e Termoplasticos: son aquellos polimeros que a altas temperaturas se
vuelve deformable o flexible y cuando se enfrian se vuelven a
endurecer. Son polimeros lineales o ramificados.

e Elastomeros: tienen comportamiento elastico.

e Termoestables: son infusibles e insolubles debido a su estructura de
cadenas entrecruzadas.

D. Segln su mecanismo de formacion:

e Adicion: se forma por la unién sucesiva de monémeros que tienen uno
0 mas enlaces dobles o triples.

e Condensacion: se forma a partir de monémeros con grupos reactivos
distintos que reaccionan liberando en cada unién una molécula de
agua.

1.2.2 Biopolimero
Los biopolimeros son macromoléculas naturales presentes en los seres vivos

0 sintetizados simulando los anteriores. Caracteristica resenable de estos
materiales es su alta biocompatibilidad con el ser vivo.

Los biopolimeros peptidicos sintéticos se pueden obtener a través de un
proceso controlado y utilizando técnicas de ingenieria genética, por lo que
suelen ser muy similares entre ellos, contienen secuencias idénticas y el
mismo numero de monomeros, lo que lleva a que tengan el mismo peso
molecular. A este fendmeno se le conoce como distribucion monodispersa.
Los polimeros que tienen un comportamiento mas aleatorio se le conoce
como distribucion polidispersa.

Los biopolimeros en aplicaciones biomédicas y farmacéuticas constituyen un
campo de gran interés en el desarrollo de macromoléculas debido a su
utilizacion en oftalmologia, cardiologia, ortopedia, como sustitutos de la piel y
como sistemas de liberacion de farmacos. [2]
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Los biomateriales poliméricos se pueden clasificar segun el tiempo que deben
mantener su funcionalidad cuando se aplican como implantes quirlrgicos:

e Caracter permanente: son biopolimeros cuya intencion principal es
funcionar como reemplazo total o parcial de érganos o tejidos
destruidos como consecuencia de una enfermedad o trauma.

e Caracter temporal: son biopolimeros degradables que estan disenados
para tener una duracién especifica, porque su funcionalidad asi lo
requiere, se utilizan en casos en los que el cuerpo humano desarrolla
mecanismos de regeneracion y curacion para reparar el tejido o zona
afectados. [2]

Los materiales utilizados en medicina deben ser materiales disehados para
mantener sus propiedades durante largos periodos de tiempo, por lo que se
necesita que sean inertes. Debido a que se van a introducir dentro del
organismo, también deben ser biocompatibles y atoxicos para disminuir el
posible rechazo.

Algunos de los campos de la medicina en los que estan mas extendidas las
aplicaciones de estos biomateriales son:

e Oftalmologia: lentes intraoculares, lentes de contacto, implantes de
retina.

e Cardiovascular: injertos vasculares, valvulas de corazén, marcapasos,
bolsas de sangre.

e Reconstrucciones: protesis de mama, nariz, barbilla, dientes.

e Ortopedia: caderas, rodillas, hombros.

1.2.3 Tecnologia recombinante y polimero tipo elastina

El campo de la biomedicina se centra cada vez mas en el desarrollo de
nuevos enfoques para la creacion de materiales y dispositivos que podrian
actuar como sustitutos biolégicos utilizando tecnologia recombinante. Las
caracteristicas comunes necesarias para todos los materiales utilizados en
biomedicina son biocompatibildad, biodegradabilidad, caracteristicas
mecanicas adecuadas y técnicas de fabricacion adecuadas. [3]

La particularidad mas sorprendente de la tecnologia recombinante es su
potencial para igualar las caracteristicas complejas de las proteinas naturales
con las funcionalidades tecnolégicas que no se encuentran en las estructuras
naturales al permitir cambios especificos y altamente controlados en la
secuencia de aminoacidos, lo que confiere caracteristicas mecanicas y
estructurales adecuadas al producto y la variacion del comportamiento
celular. Ademas, se pueden obtener nuevos polimeros basados en proteinas
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utilizando aminoacidos no naturales o favoreciendo el ensamblaje de nuevas
secuencias peptidicas. [3]

La elastina es una proteina fibrosa e insoluble, clave de la matriz extracelular
(ECM) de arterias, pulmones, piel y ligamentos que imparte elasticidad
funcional a los tejidos y por ello es un material de gran interés en
bioingenieria. [6] La elastina tiene la propiedad de poder recuperarse
completamente después de miles de deformaciones elasticas sin perder sus
propiedades mecanicas. [3]

Dentro de los polimeros tipo elastina se pueden encontrar dos nomenclaturas
diferentes, ELP, polimero tipo elastina y ELR, polimero recombinante tipo
elastina.

Los ELPs se refieren a polimeros obtenidos por estrategias sintéticas que
requieren métodos quimicos incluyendo el uso de diversos precursores y
disolventes. La sintesis quimica de este tipo de polipéptidos basados en
elastina se consigue mediante el uso de procesos quimicos estandar. Pero
estas técnicas dan problemas cuando se quieren sintetizar estructuras mas
complejas o polimeros mas grandes ya que se obtienen mezclas de polimeros
con diferentes pesos moleculares. El uso de tecnologias de ADN
recombinante y la aparicion de las siglas ELR, abrio la puerta a eliminar estos
problemas con un mayor control sobre la estructura de los polimeros. Se trata
de una perfecta técnica de clonacion que se utiliza para disenar la secuencia
de genes que codifican los ELR. Esta técnica se basa en el uso de la
restriccion tipo lls endonucleasa Eam1104| que permite la escision del ADN
fuera de la secuencia de reconocimiento y evita la introduccion de nucleétidos
extranos en la secuencia clonada. Este método fue utilizado por primera vez
para la sintesis de los genes ELR, lo que sugiere que podria ser un sistema

mas rapido y eficiente para la bioproduccion de polimeros de proteinas. [4]

Por lo tanto, los ELRs (“Elastin Like Recombinamers”), son polimeros de
naturaleza proteica, es decir, polipéptidos artificiales cuya secuencia de
aminoacidos esta inspirada en aquellos que se encuentran en la elastina
natural. La secuencia de aminoacidos de los ELRs cominmente comprende
repeticiones del pentapéptido (VPGXG), donde X puede ser cualquier
aminoacido excepto prolina.

Al ser producidos por ingenieria genética, se garantiza un control absoluto
sobre la composicion de los aminoacidos. Ademas, los grupos funcionales se
pueden integrar en la secuencia repetitiva y de esta manera obtener las
propiedades bioactivas deseadas. Los ELRs han demostrado mantener
aspectos importantes de la elastina natural, como el comportamiento
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elastico, la citocompatibilidad, la naturaleza termosensible, su naturaleza
hidréfoba y apolar y el comportamiento de transicion inversa con cambios de
temperatura. [5, 6]

El diseno de la secuencia de aminoacidos seleccionada que proporcionara las
propiedades fisicas requeridas de los ELRs, se lleva a cabo mediante la
insercion en el plasmido de una cadena de ADN recombinante
complementario al que se quiere obtener. A continuacion, el plasmido se
introduce en la bacteria mediante choque térmico. Se seleccionan las
bacterias que contienen el plasmido con la ayuda de antibidticos y
posteriormente se bioproducen a gran escala utilizando cepas de Escherichia
Coli.

La sintesis de los genes ELR poliméricos correspondientes utilizando el
método iterativo-recursivo asegura que la secuencia de polimero disenada se
obtenga durante la ligadura con un control extremadamente alto gracias a la
tecnologia unidireccional. [4]

(ENGINEERED PEPTIDE MATERIAL),
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Fig. 6. Schematic representation of the design of the sequence and production of an elastin like recombinamer (ELR).

Imagen 1-2. Esquema del diseno de la secuencia y produccién de ELR [4]

El diseno de los ELR tiene una influencia importante en su aplicacion final, ya
que se pueden incorporar diferentes bioactividades y funcionalidades
quimicas especificas en ubicaciones precisas a lo largo de la columna
vertebral del polimero, permitiendo asi que se sintonicen propiedades
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especificas, como la biocompatibilidad y las propiedades mecanicas. Por ello,
se incorporan funcionalidades a la red troncal de los ELR en funcion de las
aplicaciones finales deseadas. Quizas el motivo bioactivo mas frecuente
utilizado en este tipo de materiales es el tripéptido arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) que se identifico inicialmente en la fibronectina como una
secuencia que media en la union celular. [4]

La tecnologia de ADN recombinante utilizada para la biosintesis de ELR
también permite la inclusion de péptidos o proteinas bioactivas que pueden
mejorar la biocompatibilidad de este tipo de biomateriales, tales como
dominios de adhesion celular que comprenden el tri-péptido Arg-Gly-Asp
(RGD). [13]

El comportamiento de los ELR frente a la temperatura, dando lugar a un
proceso reversible denominado transicion inversa con la temperatura, es uno
de los motivos por los que este tipo de materiales han despertado especial
interés en la comunidad cientifica.

La elastina, al someterse al proceso de "transicion inversa con la
temperatura" se vuelve mas ordenada a medida que aumenta la temperatura.
Segun investigaciones los aumentos de temperatura conducen a una
disminucion en el ordenamiento de la capa de solvatacion acuosa, cambiando
el balance energético para conducir al colapso hidrofébico y una mayor
ordenacion del polimero. Esto se produce debido a que hay interacciones
entre las proteinas y hace que la estructura se pliegue y expulse el agua.

Por lo tanto, el sistema ELR por debajo de la temperatura de transicion
permanece desordenado, las cadenas del polimero se encuentran en un
estado de desorden conformacional en el que su cadena esta relativamente
extendida y completamente hidratadas. Por encima de la temperatura de
transicion (Tt) la cadena polimérica se pliega formando la espiral-B. Se
distinguen dos fases, agua y polimero. Las moléculas de agua agrupadas
alrededor de los aminoacidos hidrofébicos son expulsadas al exterior, donde
se encuentran la mayor parte de las moléculas de agua. Esto favorece un
aumento de la entropia del disolvente.
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Imagen 1-3. [7]

El colapso hidréfobo y la expulsion de las moléculas de agua son
responsables de la transicion inversa de la temperatura de la elastina. En la
Imagen 1-3. [7], la cadena principal de elastina se muestra en rojo. Las
moléculas de agua asociadas a la elastina estan en azul y las moléculas de
agua expulsadas por el colapso estan en magenta. El cambio promedio en el
area de superficie accesible al disolvente y el nUmero de moléculas de agua
expulsadas en S-6 ns se representan en funcion de la temperatura. Los
valores donde empieza la estructura [-espiral se muestra a 0 °C. Las
moléculas de agua expulsadas representan el cambio en el ndmero de
moléculas de agua en las celdas 1y 2. [7]

Ademas, se puede cambiar también la temperatura de transicion de un
polimero mediante otros cambios fisico-quimicos, tales como un cambio en el
pH, el cambio en el estado de oxidacion de cadenas laterales o grupo
funcional, la adicién de sal, la adicion de solutos organicos y la presion. [7]

La secuencia de aminoacidos tiene una influencia significativa en la
temperatura de transicion de los ELRs. Se ha comprobado que la sustitucion
del aminoacido de la cuarta posicion (X) del pentamero modifica la Tt de
manera que esta depende de la polaridad de la cadena lateral del
aminoacido. Los aminoacidos hidrofobos disminuyen Tt y los aminoacidos
hidrofilos la aumentan. De esta manera, la secuencia de ELR basada en
(VPGXG)n puede ser controlada y ajustada a la deseada al variar X. [8]

Esta propiedad permite desarrollar métodos de purificacion faciles que
incluyen ciclos con temperaturas por encima y por debajo de Tt.

1.2.4 Quimica click para la formacion de compuestos por
entrecruzamiento

El uso de la “quimica click” consiste en un conjunto de reacciones a partir de

reactivos con alto contenido en energia para la sintesis rapida de nuevos

compuestos de interés biologico. Este método es facil de realizar en solucion
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acuosa bajo condiciones suaves y proporciona un alto rendimiento de la
reaccion. [9]

Esto ha permitido que esta reaccion haya sido empleada también en el
descubrimiento de farmacos, la bioconjugacion con proteinas y ADN, marcaje
de la superficie celular y modificaciones de la superficie con ELRs, entre otras
moléculas. Sin embargo, esta reaccion requeria del uso de un metal de
transicion, Cu+, como catalizador, lo que genera problemas de citotoxicidad.
Como mejora de la “quimica click” convencional se ha introducido el uso de
grupos alquinos activados, como los derivados del ciclooctino, lo que ha
permitido que estas reacciones se realicen sin la necesidad de un catalizador.

Antes de la reaccion “click” se sintetizan los ELR modificados unos con azida
y otros con ciclooctino. La reticulacion covalente posterior se basa en la
reaccion entre estos grupos azida y ciclooctino, que tiene lugar en
condiciones fisiol6gicas y sin la necesidad de un catalizador.

Las razones por las que se emplean azidas y terminales alquino para la
modificacion del biopolimero se deben a su estabilidad en sistemas biologicos
y a la limitada formaciéon de productos secundarios. [9]

El proceso de entrecruzamiento de dos biopolimeros, consta de las siguientes
fases:

a) Sustitucion, en el biopolimero A, del grupo reactivo del aminoacido X
en al menos tres de las repeticiones, de manera consecutiva o
alternativa por un grupo seleccionado de entre: grupos alquenilo,
grupos alquino, grupos nitrilo o grupos carbonilo.

b) Sustitucion, en el biopolimero B, del grupo reactivo del aminoacido X
en al menos tres de las repeticiones, consecutiva o alternativamente,
por grupos azida; y

c) entrecruzamiento de los biopolimeros obtenidos en las etapas (a) y (b)
mediante "quimica click".[5]

En el caso de este proyecto los polimeros utilizados son A=VKVx24 y
B=HRGD6

1.2.5 Biopolimero “VKVx24” y “HRGDG ”

Los biopolimeros VKVx24 y HRGD6 son los dos biopolimeros para los que se
disena la planta de produccion en este TFG ya que van a formar mediante
entrecruzamiento quimico (reaccion “quimica click”) un andamiaje que se
caracteriza por ser biocompatible, biodegradable y capaz de resistir fuerzas
de tension y compresion.
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Secuencia de aminoacidos de VKVx24:
MESLLP VG VPGVG [VPGKG(VPGVG)s]23 VPGKG VPGVG VPGVG VPGVG VPGV.
Donde:

M=metionina, E=acido glutamico, L=leucina, V=valina, P=prolina, G=glicina,
K=lisina, A=alanina, T=treonina, S=serina, D=aspartato, I=isoleucina,
R=arginina.

e Peso molecular: 60463 Da
e Temperatura de transicion inversa (ITT): 55°C con pH=7

El polimero VKV estd compuesto por una secuencia de iniciacion, MESLLP, y
un bloque de repeticion compuesto por dos tipos de secuencias, (VPGVG)s,
donde el residuo huésped es la Valina y se repite un total de 5 veces dentro
del dominio de repeticion y (VPGKG), en la cual el residuo huésped es la
Lisina (K). EI dominio de repeticion se repite un total de 24 veces. El ELR-
VKVx24 tiene una carga neta positiva.

Secuencia de aminoacidos de HRGD6:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMESLLP
[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)2].AVTGRGDSPASS[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)2]2.

Donde:

M=metionina, E=acido glutamico, L=leucina, V=valina, P=prolina, G=glicina,
K=lisina, A=alanina, T=treonina, S=serina, D=aspartato, I=isoleucina,
R=arginina, H=histidina, R=arginina, T=treonina.

e Peso molecular 60661 Da
e Temperatura de transicion inversa (ITT): 35°C con pH=7

El polimero HRGD6 esta compuesto por una secuencia de iniciacion
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMESLLP, de interés para posibles purificaciones
por cromatografia de afinidad o para posibles detecciones del polimero.
Contiene un primer blogue que se repite, (VPGIG), donde la Valina ha sido
sustituida por la Isoleucina (l), aminoacido hidrofébico con el que se consigue
la reduccion de la temperatura de transicion del biopolimero. El segundo
bloque presente en el biopolimero es una variacion del primero ya que
contiene una Lisina (K) sustituyendo la Isoleucina (VPGKG). Con este
aminoacido se consigue dotar al biopolimero de un grupo funcional que
pueda ser usado en la modificacion quimica post-traduccional del mismo. Por
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altimo, el tercer bloque (AVTGRGDSPASS) integra en su composicion un
dominio que conferira la funcionalidad especifica de adhesion celular,
mediada por integrinas, a la matriz polimérica que genere el biopolimero.

1.2.6 Aplicaciones de los ELRs

1.2.6.1 Hidrogel para aplicacion médica
Los hidrogeles son aquellos materiales poliméricos entrecruzados, de origen
natural o sintético, en forma de red tridimensional que cuando entran en
contacto con el agua se hinchan y forman compuestos elasticos, blandos,
flexibles y que ademas retienen una cantidad significativa de esa misma
estructura, pero sin disolverse. EI componente acuoso puede variar en
cantidad por evaporacién o por cambios de temperatura.

La aplicacion de estos materiales en el campo biomédico y en sistemas
terapéuticos farmacéuticos conlleva la formacién de una interfase con el
sistema bioldgico, que requiere alta biocompatibilidad por parte del polimero,
ademas de no ser citotoxico. (Rosero, 2003).

Para tener un control exacto de la estructura del hidrogel para que no tenga
defectos que puedan danar las propiedades mecanicas del material se han
desarrollado hidrogeles reactivos basados en polipéptidos, incluidos los
copolipéptidos de bloque, o copolipéptidos recombinantes flanqueados por
bloques de doble espiral y segmentos recombinantes de elastina, seda y
colageno.[8]

Hay varios mecanismos de formacion de hidrogeles ELR  reticulados
fisicamente: [8]

e Reticulacion a través de interacciones idnicas

e Autoensamblaje de bloques anfifilicos y copolimeros de injerto
e Interaccion intermolecular de estructuras proteicas secundarias
e Formacion de hidrogel por entrecruzamiento covalente

Los hidrogeles tienen diversas aplicaciones de las cuales destacan, su uso
como soporte inyectable para aplicacion en terapia celular y como sustancia
liberadora de farmacos. Especificamente se usan hidrogeles generados “in
situ”, en condiciones fisiolégicas, por entrecruzamiento por ejemplo de dos
biopolimeros tipo elastina (ELR) mediante “quimica click”. También son
aplicables a la biocompatibilizacion y bioactivacion de implantes soélidos

mediante su recubrimiento. [5]
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1.2.6.2 Estructuras poliméricas capa a capa
Uso de ELRs para formar estructuras “layer by layer” (capa a capa) a partir de
dos o mas polimeros. La técnica consiste en la superposicion de capas,
alternandose polimeros distintos.

Esta técnica de recubrimiento es de especial utilidad por ejemplo como
recubrimiento de implantes, mejorando su biocompatibilidad o para
introducir en el dispositivo distintas biofuncionalidades de especial interés en
medicina regenerativa o en “drug delibery” (liberaciébn controlada de
farmacos).

‘\‘\-’

Imagen 1-4. Ejemplo de estructura layer by layer [10]

En los dltimos anos, se han previsto diferentes estrategias para el desarrollo
de biomateriales sensibles a estimulos. Layer by-layer (LbL) es una técnica
prometedora y versatil para modificar las superficies de los biomateriales, y
ha permitido adaptar las interacciones con las células. Uno de las
aplicaciones de esta técnica es la de construir recubrimientos biomiméticos
que responden a los estimulos utilizando polimeros tipo elastina (ELR). La
naturaleza recombinante de los ELR proporciona la capacidad de introducir
secuencias bioactivas especificas y de ajustar sus propiedades
fisicoquimicas, haciéndolas atractivas para aplicaciones biomédicas y
biologicas. Mediante el uso de ELR complementarios utilizando “quimica
cick”, se pueden construir recubrimientos multicapa estabilizados por enlaces
covalentes, resultantes de la cicloadicion 1,3-dipolar de azidas y alquinos.
[11]

Las interacciones intermoleculares se encuentran en la base de la
metodologia de LbL, y las fuerzas electrostaticas asumen un papel principal.
La LbL tipica se basa principalmente en la deposicion de polielectrolitos con
carga opuesta. Sin embargo, también pueden estar implicadas fuerzas no
electrostaticas; Van der Waals, puentes de hidrégeno, la coordinacion y los
enlaces covalentes son algunos de ellos. [11]
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Es el caso de los dos biopolimeros que se van a producir en la planta

disenada en este proyecto, seran utilizados de esta manera y su funcion sera
la de cubrir el islote pancreatico trasplantado en enfermos de diabetes.

El islote pancreatico es una agrupacion de células, muy vascularizado, aislado
de los acinis por una membrana reticular, que es responsable de la secrecion
endocrina del pancreas. Esta constituido por células o (productoras de
glucagon), células B (productoras de insulina) y células d (productoras de
somatostatina). A través del recubrimiento debe ser posible el paso de
nutrientes y sustancias de desecho y evitar que entren bacterias en el islote.

La diabetes tipo | es una enfermedad autoinmunitaria que se caracteriza por
una falta de produccion de insulina debido a la destruccion de islotes [-
pancreaticos. Una alternativa a la aportacion de insulina es el trasplante de
dichos islotes. Pero es necesario que estén encapsulados dentro de
recubrimientos funcionales hechos de sustancias poliméricas para que asi
este recubrimiento actle como una barrera mecanica frente a las células
inmunitarias pero permitiendo la difusion de los nutrientes y el agua. [12]

Imagen 1-5. Esquema de islote trasplantado recubierto por los polimeros Ay B.
Fuente: elaboracién propia

1.2.6.3 Fibras
A partir de polimeros recombinantes tipo elastina se pueden obtener fibras
reticulares in situ durante el proceso de electrospinning, sin necesidad de
ningun tratamiento adicional para estabilizarlas. Son completamente estables
en condiciones in vitro.

Se han realizado estudios de inmunologia e histologia que demuestran que
estas estructuras son citocompatibles por lo que se pueden usar para
apositos de heridas en aplicaciones de ingenieria de tejidos. [13]

Este tipo de materiales son de gran interés para fabricar estructuras a base
de elastina para uso en ingenieria de tejidos de la piel.

En los Ultimos anos se han desarrollado nuevos biomateriales y métodos de
biofabricacion dirigidos al desarrollo de estructuras para diferentes
aplicaciones de ingenieria de tejidos. Por ejemplo para la regeneracion de
diferentes tejidos, como nervios, tendones, muasculos, huesos y piel.
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La epidermis y la dermis estan compuestas principalmente por queratinocitos

y fibroblastos, respectivamente y la presencia de elastina es crucial para
mantener las propiedades mecanicas y la elasticidad de estos tejidos.

El inicio de un proceso de cicatrizacion de una herida después de un
traumatismo o dano en la piel conduce a un tejido cicatricial que restaura
gradualmente la barrera de la piel durante un periodo de dias, semanas o
incluso meses, segln la gravedad del dano. Pero la estructura de esta nueva
piel no es la misma que la original. Por ejemplo, este tejido cicatricial carece
de la elasticidad de la piel original, y la produccion de colageno durante el
proceso de curacion de la herida conduce a un tejido que es mas rigido que
su contraparte natural.

Estudios demuestran la posibilidad de formacion de fibras basadas en ELR
gue se reticulan in situ utilizando una “reaccion click” ortogonal entre grupos
azida y ciclooctino presentes en dos moléculas ELR diferentes sin la
necesidad de pasos adicionales de reticulacion o postratamiento.

1.2.6.4 Dosificacion de farmacos
Los ELRs se emplean como portadores de farmacos solubles para el
tratamiento de diferentes enfermedades. Estos se encuentran encapsulados
y una vez en el interior del cuerpo se liberan. [14]

El empleo de los biopolimeros en el control de la liberacion busca la
dosificacion del farmaco a través de la matriz polimérica en flujos dentro de
su ventana terapéutica, esto conlleva a la reduccion de efectos adversos por
fluctuacion en las concentraciones plasmaticas del farmaco y la disminucion
del nimero de dosis necesarias del medicamento.

En este caso los biopolimeros son biodegradables y por tanto estaran de
manera temporal en el organismo.

1.2.6.5 Purificacion de proteinas

Los ELRs se pueden usar para superar muchos de los problemas asociados
con la purificacion a gran escala de proteinas recombinantes. Por ingenieria
genética, la fusion a nivel genético de un ELR con una proteina recombinante
imparte un comportamiento sensible al estimulo de la proteina de fusion. El
proceso de purificacion explota la coacervacion asociada a los ELR vy, por lo
tanto, separa las proteinas de fusion ELR. La capacidad de respuesta al
estimulo de las proteinas de fusién ELR proporciona una metodologia simple y
conveniente para la purificacion de proteinas de otros componentes vy
proteinas celulares contaminantes presentes en el microorganismo productor
que tiene muchas ventajas sobre las técnicas de cromatografia actuales
utilizadas para aislar proteinas recombinantes.
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Las ventajas de este método son el bajo coste de la purificacion, su
simplicidad tecnolégica y el alto rendimiento. [14]

1.2.7 Bioproduccion
Para hablar de bioproduccion antes hay que introducir los conceptos de
biotecnologia y bioingenieria.

La biotecnologia es la tecnologia aplicada a la utilizacion de los seres vivos o
partes de éstos con fines practicos o industriales, para obtener o modificar
productos, mejorar plantas o animales, o para desarrollar usos determinados.
Esto comprende los nuevos instrumentos biol6gicos que se han aplicado para
la mejora de productos agricolas, ganaderos o de fermentacion.

La bioingenieria es una rama interdisciplinaria que integra los conocimientos
quimicos, biolégicos y de ingenieria con el fin de solucionar diversos
problemas a nivel de produccion, salud y energia.

Se puede definir bioproduccion como la produccion a través de sistemas
biologicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion de productos
utilizando biotecnologia y bioingenieria.

Este tipo de produccion se lleva a cabo ampliamente en la industria
farmacéutica, de alimentos, en la industria quimica, en el tratamiento de
residuos y en aplicaciones biomédicas.

Este tipo de produccion se realiza en biorreactores. Hay dos tipos:
fermentadores microbianos y reactores enzimaticos.

En los fermentadores el crecimiento celular se promueve o mantiene para
permitir la formacion de productos tales como metabolitos, biomasa,
sustratos transformados o solventes purificados a partir de microorganismos
como levaduras, mohos y algunas clases de bacterias.

En los reactores enzimaticos, la transformacion del sustrato se promueve sin
el sistema de soporte vital de las células completas. Con frecuencia estos
reactores emplean enzimas inmovilizadas donde se utilizan soportes sélidos o
semisélidos para atrapar internamente o unir externamente el biocatalizador
para que no se pierda como en los sistemas de "enzima libre" y se pueda
reutilizar en un proceso. Practicamente todas las reacciones bioquimicas de
importancia tecnologica tienen que ver con un sistema heterogéneo que
involucra una o mas fases. [15]

El proceso de fermentacion se produce a partir de microorganismos
sumergidos en un medio de cultivo con condiciones ambientales éptimas que
permitan el crecimiento bacteriano.
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La respiracion de las bacterias es un proceso complejo que se acompana del

desprendimiento de energia que es indispensable para la sintesis de
diferentes compuestos organicos. Segin el tipo de respiracion los
microorganismos se dividen en: aerobios estrictos, microaerofilos, anaerobios
facultativos y anaerobios estrictos.

En el proceso que se define en este proyecto se realiza una fermentacion con
bacterias Escherichia Coli modificadas genéticamente.

Estas bacterias son un representante tipico de los anaerobios facultativos, la
cual en los medios que contienen fuentes de carbono, se desarrolla como
bacteria anaerobia al comienzo del proceso; desintegra los hidratos de
carbono mediante la fermentacion, para después comenzar a asimilar el
oxigeno; crece como aerobia y oxida los productos de la fermentacion hasta
formar CO2 y H20. Este tipo de microorganismo posee importantes ventajas,
puesto que puede vivir tanto en ausencia como en presencia de oxigeno. [16]

El producto deseado puede ser intracelular o extracelular. En el primer caso
habra que romper las células para poder sacar el producto. Esto es lo que
pasa en el proceso de fermentacion que se desarrolla en este proyecto, el
biopolimero se forma dentro de las células dando lugar a cuerpos de
inclusion.
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1.3 BASES DE DISENO

1.3.1 Localizacion

1.3.1.1 Caracteristicas
La planta para la produccion de biopolimeros precursores de un biomaterial
para aplicacion médica va a estar situada en el Parque Tecnolégico de
Boecillo.

Se considera un sitio idoneo para ello debido a que se trata de una zona de
ambiente industrial y de investigacion. Actualmente hay terrenos disponibles.

Ademas, el parque esta dotado de una bioincubadora en la que se van poder
realizar las operaciones propias de laboratorio que exige el proceso.

El Parque Tecnolégico de Boecillo se localiza a 15 Km. de Valladolid, en el
término municipal de Boecillo, comunicado por autovia, en la NVI (Madrid-
Valladolid) p.k. 177.

Enclavado en el centro de un denso pinar de 350 hectareas que se respeta
en su totalidad, consiguiéndose un entorno medioambiental privilegiado.

Imagen 1-6. Plano de parcelas del Parque Tecnoldgico de Boecillo.
Fuente: ICE

La parcela indicada consta de 2125,84m2. Son muchos mas de los
necesarios para este proyecto por lo tanto, dicha parcela se podra utilizar
posteriormente para futuras ampliaciones u otros proyectos.
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1.3.1.2 Geografia
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Imagen 1-8. Vista satélite de la localizacion del parque ~ Imagen 1-7. Vista satélite del territorio del
Tecnolégico de Boecillo en la provincia de Valladolid parque Tecnoldgico de Boecillo
1.3.1.3 Clima

El clima en Boecillo es suave y templado, temperatura media anual 12,5°C. La
lluvia cae sobre todo en invierno con relativamente poca lluvia en verano, la
precipitacion media anual es de 406mm.
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1.3.2 Limites de bateria
Los limites de bateria se muestran en la Figura 1.

CULTIVO
LABORATORI I: PROCESO FERMENTACION Y
MATERIAS PURIFICACION .
) POLIMEROS
PRIMAS 5 I1:PROCESO DE MODIFICACION >
DEL POLIMERO

BIOMASA AGUADE AGUA
RESIDUAL LAVADO RESIDUAL

Figura 1. Fuente: Elaboracion propia.

Lo que se va a disenar en el presente proyecto consta de dos fases
consecutivas. La primera es el proceso de fermentacion y posterior
purificacion. Para la fermentacion es necesario un cultivo de bacterias
Escherichia Coli modificadas genéticamente que llegara ya preparado del
laboratorio. La segunda fase es la modificacion quimica del biopolimero,
mediante una reaccion con posterior purificacion y asi dejarlo preparado para
gue en su aplicacion clinica, por entrecruzamiento, den lugar al biomaterial
buscado.

En este proyecto se define hasta la produccion del biopolimero modificado,
las fases posteriores estan fuera del alcance del proyecto. Las materias
primas empleadas llegan preparadas a planta para ser transformadas.

El tratamiento de biomasa y agua residual generada durante todo el proceso
esta fuera del limite de bateria de este proyecto, solamente se va a gestionar
su salida de la planta.

El proyecto va a contar con:

e equipos necesarios para llevar a cabo el proceso

e unidades de almacenamiento de materias primas

e estaciones de carga y descarga

e unidades de almacenamiento del producto acabado
e sistema de control
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1.3.3 Especificaciones

Se requiere una produccion de 1,5 kg/ano total de los dos biomateriales
mencionados, HRGD6 y VKVx24, por lo que seran 750 g/ano de cada
biopolimero.

Se parte de que el proceso sera discontinuo, la fermentacion se va a producir
con un fermentador de 100L y ambos polimeros se van a producir en la
misma linea, es decir, se va a contar con un solo fermentador. De esta
manera la produccion de cada uno de los polimeros se tiene que ir
alternando.

El rendimiento de la primera fase del proceso es de 300mg de polimero por
cada litro de cultivo.

La segunda fase hay que llevarla a cabo cuando se disponga de 80g de
biopolimero.

El rendimiento en esta fase es del 95%.

Como maximo, el total de efectivos trabajando para el proceso al completo
tiene que ser de 5 al ano.

Para el diseno de los equipos y representacion en los planos se utilizan los
siguientes codigos de diseno:

e APl 650: Welded Steel Tanks

e ANSI: American National Standard Institute.

e ASME B36.19M-2004: Stainless Steel Pipe

e ASME B36.10M-2004: Welded and Seamless Wrought Steel Pipe
e Norma UNE EN-ISO 10628

e |SAS5.1
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1.4 PRODUCCION A ESCALA DE LABORATORIO

1.4.1 FASE I: Proceso de fermentacion

1.4.1.1 Siembra de la placa
Se utiliza una cepa de Escherichia Coli modificada genéticamente en el
laboratorio por el grupo BIOFORGE. A la bacteria se le ha insertado un
plasmido que contiene el gen que codifica el biopolimero.

Depende del polimero que se vaya a sintetizar, HRGD6 o VKV, dicha
modificacion sera diferente.

La siembra bacteriana se realiza sobre una placa Petri usando un asa de
platino. Sobre la placa se prepara una solucion de LB con 1% de glucosa y 1
uL/mL de antibidtico. Se deja que gelifique y seguidamente se calienta.

La ampicilina es un antibiético cuya funcion es inhibir el crecimiento de todos
los organismos excepto de la bacteria que tiene que crecer. La glucosa va a
aportar los nutrientes suficientes para el crecimiento de dicha bacteria.

1.4.1.2 Cultivo del in6culo
Para el cultivo del in6culo hay que hacer un “screening”, esto permite
seleccionar aquellas colonias cuya produccion es maxima. Para ello, se hace
un muestreo de ocho colonias al azar, las que estan aisladas y las que son
mas grandes.

En 5ml de LB con ampicilina en una concentracion de 1 yL/mL y 1% de
glucosa se anade, pinchando con un palillo estéril, una colonia de las
elegidas. Se repite esa accion para el resto de muestras escogidas
colocandolas en distintos recipientes y se dejan en el agitador orbital 5h a
37°Cy 250rpm.

Se analizan por electroforesis, la colonia que mas haya crecido es la que se
pone a producir.

Cuando la produccion se hace en fermentador se prepara un subcultivo con
los 5ml de suspension celular en 100ml de LB, 1% de glucosa y 100 uL/mL
de ampicilina y se deja creciendo en agijtador orbital. EIl medio de cultivo
consiste en medio TB.

Cuando se realiza en flask, por cada ml de medio de cultivo se inocula 1,75 pl
de suspension celular.
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A continuacion, se detallan las caracteristicas de los medios de cultivo
nombrados anteriormente:

e Medio LB: es un medio utilizado para el crecimiento de las bacterias
cuyas propiedades no fomentan la sobreexpresion de la proteina o
polimero codificado en la bacteria. Se prepara disolviendo 25¢g de
medio por litro de agua destilada, suplementado con glucosa al 1% y
con un antibiético adecuado, en este caso, Ampicilina en
concentraciones de 1 yL/mL.

e Medio TB: Este medio tiene la propiedad de fomentar Ia
sobreexpresion de la proteina de interés, gracias a la presencia de
lactosa. Se preparan 55.55 gramos de medio por litro de agua
destilada en la que se disuelven: 8mL/L de glicerol y 100 uL/L de
antiespumante Antifoam 204 y 1 uL/mL (screening) o 0,5 yL/mL
(produccion) ampicilina.

Durante el proceso se trabaja con todo el material esterilizado. Para ello, una
vez preparadas las disoluciones, se introduce el material y dichas
disoluciones en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

1.4.1.3 Crecimiento bacteriano
Para analizar el crecimiento bacteriano se hace una espectroscopia de UV-Vis,
midiendo de forma periddica la densidad Optica de la suspension celular. Para
ello se toma una muestra de 1mL de la suspension celular bacteriana y se
mide su absorbancia a 600nm en un espectrofotdmetro. La turbidez de la
suspension va a ser proporcional a la cantidad de células presentes.

Para obtener el maximo crecimiento es necesario conocer las etapas que
tienen lugar en el crecimiento. Dichas etapas se nombran a continuacion:

log cantidad de masa

Tiempo
Grafica 3. Variacion con el tiempo del crecimiento bacteriano.

34



— = ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid 1. MEMORIA INDUSTRIALES

A.

Fase de latencia: se produce después de la inoculacion. En ella no hay
iniciacion de replicacion de ADN ni separacion de nuevas células. Se
produce la adaptacion de los microorganismos al nuevo ambiente en
que se encuentran las células inoculadas.

Fase de crecimiento exponencial o logaritmico: las células se
reproducen a la velocidad maxima que le permiten las condiciones
existentes consumiendo los nutrientes del medio. Cada célula
bacteriana se divide dando lugar a la formacion de dos células hijas.
Fase estacionaria: se alcanza cuando se agota un nutriente, o bien
porque los productos de desecho que se han liberado durante la fase
de crecimiento exponencial hacen que el medio sea inhospito para el
crecimiento microbiano o por la presencia de competidores u otras
células que limiten su crecimiento. En este momento se detiene el
crecimiento y la absorbancia es maxima. Esta va a ser diferente para
cada cepa y colonia seleccionada, ademas de variar debido a
diferentes factores como temperatura, pH, concentracion de oxigeno
disuelto, tasa de crecimiento de la bacteria entre otras.

Fase muerte o declinacién: Se produce muerte y lisis masiva
(exponencial) del cultivo. Se debe al agotamiento de reservas de
energia.

1.4.1.4 Produccion del biopolimero

La produccion se puede hacer de dos formas:

A. Mediante flask, bajo condiciones no controladas a excepcion de:

Temperatura=37°C
Agitacion orbital=250rpm

B. Mediante fermentador, bajo condiciones controladas

pH=7

Temperatura=37°C
Agitacion=500rpm

Flujo de aire=3l/min
Concentracion de oxigeno disuelto

Se va a explicar la produccion en fermentador puesto que es la forma que se
va a utilizar en este proyecto.

Se introducen en el fermentador 14L de medio TB esterilizado a los que se
anade un 0,01% de antiespumante, 0,8% de glicerol y 0,05 mg/ml de
antibiotico.
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A continuacion, se auto esteriliza el fermentador mediante vapor por camisa a

121°C. Se ajusta la temperatura y el pH a los valores adecuados, se introduce
una corriente de aire de 3 |I/min de oxigeno y por ultimo se introduce el
inéculo, es decir, el litro de la solucion de bacterias preparada anteriormente.

Se deja actuar durante 24h para que se produzca el crecimiento de las
bacterias.

Pasado este tiempo, para conocer si ya ha llegado al punto maximo de
produccion, es necesario controlar el crecimiento celular del cultivo, el cual se
lleva a cabo como ya se ha citado anteriormente mediante medidas regulares
de la absorbancia del cultivo a A = 600nm. Para la medida de la absorbancia
hay que diluir la muestra para que se cumpla la Ley de Lamber-Beer:

A= log? c€:CX Ecuacion 1.1

Siendo:

A = absorbancia

10 . .
T = transmitancia

€ = absortividad molar
¢ = concentracion
X = espesor de la cubeta

Se toman tres muestras en un intervalo de tiempo de unos 15 minutos entre
ellas. Si la absorbancia es la misma la fermentacion se da por finalizada, en
ese momento habran dejado de crecer las bacterias y se estara ante la
maxima produccién. Si no son iguales y dicha absorbancia esta aumentando
se deja actuar mas tiempo hasta que esta sea constante.

En este proceso con este tipo de cepa el polimero se produce dentro de las
células. Pero no todas las bacterias producen polimero, puede tener la
solucion un valor de absorbancia elevado y que la produccion final de
polimero sea menor que en otra ocasion en la que la absorbancia tenia un
valor menor.
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Como medida de control se pone un flask para producir en paralelo bajo
condiciones no controladas para asi comprobar problemas si no crecen las
células.

1.4.1.5 Lavado de células
Una vez finalizada la etapa de produccion se procede a vaciar el fermentador
y al lavado de células. Para ello, lo primero que se hace es centrifugar a
6000rpm durante 15 minutos a 4°C y se decanta. La fase que sirve es la
solida, el polimero esta dentro de las bacterias.

Se resuspende en tampon de lavado y se centrifuga a 3500rpm durante 15
minutos a 4°C. Importante que sea en frio para que no se rompan las células.
Se suelen realizar 3 ciclos de lavado o hasta que el sobrenadante obtenido
sea transparente.

Seguidamente se resuspende en tampon de sonicacion. El volumen de
tampon a utilizar viene determinado por la siguiente formula:

Vts =5 - Vlc - Abs Ecuacién 1.2

Siendo:

Vts=volumen de tampdn de sonicacion
Vic=volumen en litros de cultivo en el fermentador
Abs=absorbancia obtenida en la fase de produccion

Se anade, ademas, con una concentracion de 1ul/ml de tampdn de
sonicacion, inhibidor de proteasas para evitar que se rompan las bacterias y
con ello se elimine el polimero.

A continuacion, se detalla la composicion de los dos tampones nombrados en
este apartado:

e Tampodn de lavado de bacterias: 2,42g de Tris y 8,181¢g de NaCl por
cada litro de agua bidestilada.

e Tampodn de sonicacion: 2,42¢g de Tris y 0,372g de EDTA por cada litro
de agua bidestilada.
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1.4.1.6 Purificacion
La disolucion preparada se introduce en el disruptor y se somete asi a una
ruptura celular. Con este equipo, que trabaja a una presion de 1500 bares, se
libera el contenido de las células, es decir, el polimero a partir de aqui se
encuentra fuera de las bacterias, esta liberado. Es importante que este
proceso se realice en frio.

A continuacion, se muestra un esquema de los protocolos de purificacion de
ambos polimeros aprovechando las propiedades fisicas y la naturaleza
inteligente del polimero mediante cambios en la temperatura y en el pH.
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HRGDG

[ DISRUPCION

Centrifugacién
4°C,14000rpm,45min

Calentamiento 2-3h a SOBRENADANTE
42°C Agitacién O/N 4°C DISRUPCION

Centrifugacién 4°C, 10000rpnT;
15min

SOBRENADANTE Acidificacién pH=4

1°CALENTAMIENTO | Agitacion O/N 4°C

Centrifugacién 4°C,
10000rpm, 15 min

Ajuste de pH>11.1
Calentamiento
42°C 1h30-2h

Centrifugacién 40°C,
10000rom. 15mi

SOBRENADANTE
Ac IDO

X2

PRECIPITADO Resuspension y agitacion

] CALENTAMIENTO O/N 4°C
Centrifugacion 4°C, 1000

SOBRENADAN
TE FRIO 1

POLIMERO — LIOFILIZACION Iﬂ DIALISIS
PURO [

Congelacion

Figura 2. Protocolo de purificacion HRGD®6. Fuente: Laboratorio BIOFORGE
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VKV4x2

DISRUPCION

Centrifugacién 4°C,
14000rpm, 30min

G
Acidificacién pH=4 SOBRENADANTE
Agitacién O/N 4°C DISRUPCION

Centrifugacién 4°C, 10000rpm,

15 min

SOBRENADANTE
ACIDO

Ajuste de pH>11.4
Calentamiento 42°C 1h30-2h X 2
Centrifugacion 40°C,

PRECIPITADO 10000rpm, 15min

CALENTAMIENTO
1 Resuspension y

agitacién O/N 4°C
Centrifugacion
4°C, 10000 rpm, 15

SOBRENADANTE
FRIO 1

!

POLIMERO
PURO

_[ LIOFILIZACION H DIALISIS

Congelacion

Figura 3. Protocolo purificacion VKVx2. Fuente: Laboratorio BIOFORGE

e HRGD6

Tras la disrupcion de las células la solucion se somete a una centrifugacion a
14000rpm, a 4°C durante 30 minutos. En este caso, como el polimero ya esta
liberado y debido a las propiedades de ELR ya comentadas anteriormente, el
polimero se encuentra en la parte sobrenadante. De esta forma se consigue
eliminar las proteinas desnaturalizadas que no presentan el comportamiento
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inteligente basado en su temperatura de transicion inversa. A continuacion,
se procede a realizar un calentamiento a 42°C, con posterior agitacion a 4°C
durante toda la noche y luego centrifugacion durante 15 minutos a 4°C a
10000rpm. Se desecha el precipitado y se anade al sobrenadante HCI para
bajar el pH a 4. Se agita durante toda la noche a 4°C con posterior
centrifugacion también a 4°C, 10000rpm durante 15 minutos, tras esto, se
retira el precipitado que estard compuesto en su mayoria por proteinas
desnaturalizadas debido a la modificacion del pH. A continuaciéon, se aumenta
el pH del sobrenadante resuspendiendo NaCl y se calienta a 42°C agitando
durante 1h y 30 minutos con posterior centrifugacion. En este caso hay que
quedarse con el precipitado, el polimero se encuentra en la fase soélida. Se
resuspende en agua bidestilada y se centrifuga otra vez a 4°C durante 15
minutos. Desde este punto se repite el proceso desde la fase en la que el
sobrenadante es basificado.

Finalmente, el sobrenadante es sometido a una dialisis para eliminar las
sales que queden junto al polimero. El polimero disuelto se introduce en una
tripa de dialisis (el maximo tamano molecular que permite pasar 10kDa)
dentro de un bidon de 25 L lleno de agua bidestilada y con agitacion.
Mediante un proceso de ésmosis la disolucion del polimero va perdiendo las
sales. Se realizan 3 cambios del agua del bidén cada 24h.

Tras la dialisis, el polimero se congela y se somete a liofilizacion, proceso que
consiste en introducir el polimero congelado en una camara de vacio y de
esta manera conseguir la separacion del agua mediante sublimacion hasta la
obtencion del polimero puro en estado sélido.

e VKVx24

El proceso de purificacion de VKVx24 es similar a HRGD®, tiene una etapa
menos.

Después de la disrupcion de las células la solucion se somete a una
centrifugacion a 14000rpm, a 4°C durante 30 minutos. Se desecha el
precipitado y se anade al sobrenadante HCI para bajar el pH a 4 y se produzca
asi la precipitacion de proteinas que no son de interés y conseguir separarlas
del polimero que queda disuelto. Se agita durante toda la noche a 4°C con
posterior centrifugacion también a 4°C, 10000rpm durante 15 minutos. A
continuaciéon, se aumenta el pH del sobrenadante resuspendiendo NaCl y se
calienta a 42°C agitando durante 1h y 30 minutos con posterior
centrifugacion. En este caso hay que quedarse con el precipitado, el polimero
se encuentra en la fase sélida, debido a su comportamiento inteligente frente
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a la temperatura. Se resuspende en agua bidestilada y se centrifuga otra vez
a 4°C durante 15 minutos. Desde este punto se repite el proceso desde la
fase en la que el sobrenadante es basificado.

Finalmente, como en el caso anterior, el sobrenadante es sometido a una
dialisis para eliminar las sales que queden junto al polimero.

Tras la dialisis, el polimero se congela y se somete a liofilizacion para obtener
el polimero puro sélido.

En cada etapa del proceso de purificacion se van tomando muestras para
analizar electroforéticamente, tanto del sobrenadante como del precipitado,
para poder comprobar cOmo se va obteniendo un polimero mas puro y
verificar que la parte que desechamos en cada etapa no contiene polimero.

1.4.1.7 Esterilizacion de medios, soluciones y material
La esterilizacion de medios, soluciones y de todo el material de vidrio utilizado
durante el proceso se esteriliza en un autoclave a 121°Cy 1bar de presion.

El proceso dura una hora y media en la que hay tres fases:

e Calentamiento
e Esterilizacion
e Enfriamiento

El resto del material que se usa en el laboratorio se obtiene ya estéril.

1.4.1.8 Lavado del fermentador
El fermentador, tras ser usado, se sigue un procedimiento para lavarlo y
dejarlo preparado para volver a usarse.

Para el fermentador de 15L el método de lavado es el siguiente:

e Se llena dos veces de agua de red

e Se llena con 160g de NaOH disueltos en agua y se deja actuar durante
30 minutos

e Se llena de agua para aclarar

e Se introducen 125ml de HNO3+agua y se deja actuar durante 30
minutos

e Finalmente se aclara con agua destilada
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1.4.2 FASE II: Modificacion del polimero

El polimero sélido puro obtenido en la FASE | tiene que ser sometido a una
segunda fase para asi obtener el polimero modificado. Esto se hace
modificando los grupos amino mediante la introduccion de grupos azido en el
caso del polimero HRGDG6 e introduciendo grupos ciclooctino en el caso del
polimero VKVx24. De esta manera, se podran utilizar ambos biopolimeros
para obtener el hidrogel mediante “quimica click” segln lo explicado en el
apartado introduccion.

1.4.2.1 Reaccion
Se introduce el polimero en un reactor discontinuo y se deja 48h
reaccionando a temperatura ambiente.

Para HRGDG:

e 41g de azida por cada 600g de polimero
e 1L de DMF en 20g de polimero

Para VKVx24:

e 52g de ciclooctino por 600g de polimero
e 2,5L de DMF en 20g de polimero

1.4.2.2 Lavado con disolvente
La solucion obtenida se centrifuga durante 15 minutos y se obtiene HRGD6
modificado en el precipitado, el sobrenadante se desecha.

El polimero se lava con éter en un agitador durante 15 minutos y
posteriormente se centrifuga, llevando el sobrenadante a una torre de
destilacion para recuperar el éter y el precipitado se somete a un segundo
lavado, esta vez con acetona. Se centrifuga durante 15 minutos, el polimero
que se encuentra en el precipitado se somete a vacio. El sobrenadante se
lleva a la torre de destilacion para recuperar la acetona.

1.4.2.3 Purificacion
Tras 5 horas secandose a vacio se resuspende el polimero en agua
bidestilada para llevarlo a un proceso de dialisis y asi eliminar todas las sales
que queden junto al polimero modificado.
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Por Ultimo, se congela y se liofiliza para obtener el biopolimero modificado
sélido puro.
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1.5 DESCRIPCION DEL PROCESO A ESCALA INDSUTRIAL

1.5.1 Diagrama de bloques

En la primera fase el nlcleo del proceso de produccion es una fermentacion a
partir de un cultivo preparado en el laboratorio a partir de una cepa de
Escherichia Coli. Posteriormente se lava con tampén de lavado y se rompen
las células mediante disrupcion para que el polimero se libere y salga del
interior de las células. Una vez que el polimero ya esta liberado se lleva a
cabo en varias etapas la purificacién utilizando como base la temperatura de
transicion inversa del polimero, quedando este unas veces en el
sobrenadante y otras en la parte del precipitado. Finalmente se realiza una
dialisis para eliminar mediante un mecanismo de transferencia de materia las
posibles impurezas que queden en la disolucion de polimero, se congela y se
somete a liofilizacién.

La segunda fase consta de una reaccion a temperatura ambiente para que el
polimero que se ha obtenido en la primera fase quede modificado
guimicamente mediante la reaccion con DMF y Azida en el caso de que sea
VKVx24 y DMF y cicloctino en el caso de HRGD®6. Se lava primero con éter y
posteriormente después de centrifugarlo, se lava con acetona. Estos
elementos se separan de los residuos del lavado mediante destilacion. El
polimero modificado se somete a dialisis para eliminar las impurezas que le
gueden, se congela y finalmente se liofiliza.

El diagrama de bloques se encuentra en el apartado PLANOS

1.5.2 Plan de proyecto

Para cumplir con las especificaciones de produccion requeridas se ha
disenado un plan de proyecto resumido en la Tabla 1.1 realizado a partir de
un diagrama de Gant que se puede consultar en el ANEXO I.

La tabla es un calendario de las semanas de un mes. Los recuadros en
blanco indican el comienzo de produccion del biopolimero VKVx24, los
recuadros en verde son los dias que hay que comenzar a producir el
biopolimero HRGD6 y en naranja se indica el comienzo de la fase de
modificacion de los biopolimeros, da igual cual de los dos sea primero. Hay
que tener en cuenta que la fase de modificacion de cada biopolimero no se
comienza hasta que no se tengan 80g de uno de ellos.

El plan se ha construido considerando que el proceso de purificacion de
HRGD6 es mas largo que el del VKVx24 y que el liofilizador solo tiene
capacidad para lo que se produce en 3 ciclos de fermentacion por lo que sera
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un cuello de botella ya que, esta Ultima etapa de ambas fases tiene una
duracion de 15 dias y se ha querido optimizar para que solo hicieran falta dos
liofilizadores, uno por cada unidad.

Tabla 1.1. Plan de proyecto. Fuente: elaboracion propia

1 VKV [2 3 HRGD |5 6 7
6
11
8 VKV |9 10 HRGD (12 13 14
6
18
15 16 17 HRGD |19 20 21
6
26
22 VKV |23 24 25 Modifi- |27 28
cacion
32 33
29 VKV |30 31 HRGD | Modifi- |34 35
6 cacion

Como se puede observar en la Tabla 1.1, cada 4 semanas se hacen 3
fermentaciones de VKVx24 y 3 fermentaciones de HRGDG.

El ano tiene 52 semanas de las cuales, 4 semanas son de vacaciones, por lo
tanto, semanas de produccion se tienen 48.

Las Ultimas 4 semanas del ano se reservan para realizar el Ultimo ciclo de
modificacion del polimero con su correspondiente liofilizacion y asi tener la
produccion prevista justo para el fin del ano.

Por lo tanto, debido a esto, para el proceso de fermentacion quedan 44
semanas.

44 semanas entre 4 semanas en el que se divide el proceso en conjunto, dan
11 ciclos en un ano. Se hace asi porque 4 semanas son las que se necesitan
para obtener al menos 80g de cada polimero y asi poder comenzar la
segunda fase.

11 ciclos/ano*3 fermentaciones*30g/fermentacion=990¢g de cada polimero
al ano.
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Teniendo en cuenta que la fase Il tiene una conversion del 95%.
990g*0,95=940,5g de cada biopolimero modificado al ano.

De esta manera se produce mas cantidad del objetivo establecido por lo que
se podria suprimir alguna fermentacion por posible falta de capacidad en el
liofilizador o por alguna otra causa.

Ademas, con 10 ciclos también se llegaria a la producciéon requerida. Luego
hay un margen de error elevado o si se introduce una semana mas de
vacaciones 0 se requiere reservar alguna semana al final para la fase de
modificacion.

Asimismo, los procesos se han calculado manteniendo 15 dias el producto en
el liofilizador, que es el minimo tiempo necesario, por lo que podria ser que se
necesite algin dia mas.

Como ya se ha dicho va a haber dos liofilizadores, uno para la parte de
fermentacion y otro para la parte de modificacion del biopolimero, de
capacidad para la cantidad producida en 3 ciclos de fermentacion. En las
primeras semanas coinciden por un dia 4 fermentaciones (ver gant ANEXO I).
Esto se puede solucionar alargando la etapa de congelacion y meterlo cuando
haya espacio o usar el liofilizador reservado para la reaccion en el caso de
que a este le sobre espacio.

La reaccion tiene que comenzar el viernes a Ultima hora porque asi se
aprovecha el tiempo del fin de semana puesto que tiene que estar
reaccionando durante 48 horas.

Para la realizacion del diagrama de Gant de proceso se ha elegido comenzar
por la produccion de VKVx24 porque al tener el proceso de purificacion una
etapa menos, coincide justo para que la etapa de liofilizacion comience el
viernes.

La produccion de HRGD6 se comienza el jueves para que, como se puede
observar en el diagrama de Gant (ANEXO [), no se superpongan las etapas
que se realizan en los mismos equipos de la produccion de VKVx24, ademas
coincide el fin de semana con la agitacion de la solucion a 4°C.
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1.5.3 Descripcion del proceso

1.5.3.1 FASE I: Proceso de fermentacion
Se trata de un proceso discontinuo. En el apartado 1.5.2 se ha explicado
cuando debe iniciarse cada fase y se detalla la manera de trabajar para llegar
a la produccion requerida.

1.5.3.1.1 Preparacion del indculo
Se prepara el cultivo en el laboratorio de la misma manera que lo explicado
enelapartado 1.4.1.1y 1.4.1.2.

En este caso hay que hacer un segundo subcultivo hasta llegar a tener 4L de
masa celular. Los 100 ml de masa celular anterior se disuelven en LB hasta
tener 4L y se anade 1% de glucosa y 100 uL/mL de ampicilina.

1.5.3.1.2 Produccion

Lo primero que se hace es autoesterilizar las diferentes entradas al
fermentador y el propio fermentador para eliminar los posibles
contaminantes.

Se parte de un fermentador de 100L al que llegan 3 corrientes: cultivo K-101,
aire y medio TB.

Los 4L de cultivo K-101 llega preparado del laboratorio, se introducen en el
fermentador junto 94L de medio TB esterilizado a los que se anade un 0,01%
de antiespumante, 0,8% de glicerol y 0,05 mg/ml de antibiético.

Se justan las condiciones de trabajo 6ptimas para el crecimiento de la
bacteria Escherichia Coli:

o pH=7

e Temperatura=37°C
e Agitacion=500rpm

e Flujo de aire=3I/min

Se deja actuar durante 24h.

Antes de vaciar el fermentador se toman varias muestras espaciadas 15
minutos entre ellas y se mide la absorbancia de la misma manera que en el
punto 1.4.1.3.

1.5.3.1.3 Lavado

Una vez comprobado que la absorbancia es constante se lleva la solucion a
centrifugar pasando antes por un intercambiador de calor (HE-101) para
reducir su temperatura a unos 15°C.
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La centrifugacion se hace a 4°C, en este caso como el polimero se encuentra
dentro de las bacterias hay que quedarse con la parte del precipitado.

En el agitador de lavado (A-101), la masa celular se resuspende en 100L de
tampon de lavado con una composicion igual que la utilizada a escala de
laboratorio. Se resuspende durante 2 horas manteniendo la mezcla en frio
para evitar la ruptura de las células. Seguidamente, se lleva de nuevo a la
centrifugadora C-101 durante 15 minutos a 4°C. Debajo de la centrifugadora
hay un tanque de espera (LT-101) donde se almacena el precipitado hasta
que todo es centrifugado. La centrifugadora continua hace descargas de
precipitado cada 600 segundos. Se repite este proceso para que se laven
bien las células.

El sobrenadante se envia al TK-109, donde se almacena toda la biomasa
residual del proceso.

Después de lavar se anade al precipitado, en el mismo agitador del lavado,
tampon de sonicacion, también con la misma composicion que el usado en el
apartado 1.4. Se agita mientras se resuspende durante una hora
manteniéndolo a 4°C. Pasado ese tiempo se hace pasar 3 veces por el
disruptor para asegurarse de que se rompen bien las células. El disruptor
trabaja a una presion de 1500 bares con un caudal de 9l/h a baja
temperatura.

Antes de pasar a la siguiente fase se realiza una toma de muestra para ver si
se han roto bien las células y si es necesario pasar una cuarta vez el caldo
fermentado por el disruptor.

1.5.3.1.4 Purificacion

Una vez extraido el contenido celular se lleva a cabo un proceso de
purificacion para separar los restos celulares y proteinas endogenas del
polimero. Segun que biopolimero sea el que se esté produciendo el proceso
de purificacion sera distinto.

e HRGDG6

El primer paso es centrifugar a 4°C en la centrifugadora C-102, en este caso,
el polimero como ya esta fuera de las células se va a encontrar en el
sobrenadante debido a su comportamiento inteligente frente a la temperatura
de transicion. Se calienta a 42°C en HT-101 durante 1h y 30 minutos y
posteriormente se lleva al agitador A-102 bombeado por P-112 a través de las
corrientes 35 y 36 donde va a estar 16h a 4°C y finalmente centrifugar en C-
102 a 4°C. Se desecha el precipitado (corriente 26) donde se encontraran las
sales que no son capaces de disolverse. El sobrenadante se vuelve a llevar al
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agitador A-102, esta vez a través de la corriente 31, alli se disminuye el pH a

un valor de 4 anadiendo HCI, de esta manera, se produce la precipitacion de
proteinas que no son de interés y se consigue separarlas del polimero que
gueda disuelto. Se agita durante 16h y se centrifuga a 4°C. El sobrenadante
es el que contiene el polimero, ahora en HT-101 se anade NaCl para subir el
pH a 11, se calienta a 42°C y se envia a través de las corrientes 41y 42 a la
centrifugadora C-103. En este caso hay que quedarse con el precipitado que
cae a LT-102, es ahi donde se encuentra el polimero ya que la centrifugacion
se ha hecho a una temperatura superior a la temperatura de transicion
inversa del polimero. Se resuspende en A-103 con 3,3 litros de agua
bidestilada a baja temperatura y se deja agitando durante 16 horas a 4°C, se
recircula a C-103, corriente 37, y se centrifuga a 4°C siendo de interés el
sobrenadante. Desde este momento volvemos al punto en el que se anade
NaCl para aumentar el pH llevando la solucion a HT-101 a través de las
corrientes 38, 39 y 40. Se repiten todos los pasos posteriores ya indicados.
En los casos en los que la centrifugadora C-103 trabaja a 42°C, el
sobrenadante se envia al TK-109 a través de las corrientes 38, 39 y 48. Esta
vez la valvula esta conmutada hacia la corriente 48.

Tras repetir los pasos indicados, el sobrenadante de la centrifugadora C-103
se somete a dialisis para eliminar las sales que queden junto al polimero. A
partir de este momento y hasta el final, el proceso lo realiza el personal de
laboratorio. El volumen de sobrenadante se reparte en matraces de dialisis de
250ml de volumen.

El proceso de dialisis dura 15 horas en las cuales el contenido de agua del
tanque esta agitandose para favorecer la transferencia de materia. Durante
las 15 horas hay 3 cambios de agua del tanque de 100L, las dos primeras de
agua destilada, corriente 50 y la tercera y Ultima, agua bidestilada, corriente
5a.

Transcurrido este tiempo se extrae el contenido de los matraces y se somete
a filtracion (FT-101), proceso que dura 1h. Tras esto, se lleva al congelador
(FZ-101) durante 8h a una temperatura de -20°C y se somete durante 15 dias
a liofilizacion (FD-101) para asi eliminar definitivamente el agua que contenga
el biopolimero y obtenerlo sélido puro.

e VKVx24

De la misma manera que para el otro biopolimero, después de la disrupcion
de las células se centrifuga a 4°C durante 15 minutos. En este caso el
polimero como ya esta fuera de las células se va a encontrar en el
sobrenadante debido a su comportamiento inteligente frente a la temperatura
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de transicion. En este caso el sobrenadante pasa directamente al agitador A-
102, sin calentamiento previo, a través de las corrientes 25 y 31, para
disminuir el pH a un valor de 4 anadiendo HCI, de esta manera, se produce la
precipitacion de proteinas que no son de interés y se consigue separarlas del
polimero que queda disuelto. Se agita durante 16h y se bombea hacia la
centrifugadora C-102 a través de P-113. Se centrifuga a 4°C durante 15
minutos. El sobrenadante es el que contiene el polimero, se lleva a HT-101 y
se anade al igual que en el caso del biopolimero HRGD6, NaCl para subir el
pH a 11, se calienta a 42°C durante 1h y 30 minutos y se lleva a la
centrifugadora C-103 a través de las corrientes 41 y 42 donde se va a llevar a
cabo la centrifugacion a 42°C durante 15 minutos. En este caso hay que
quedarse con el precipitado que cae a LT-102, es ahi donde se encuentra el
polimero. Se resuspende en 3,3L de agua bidestilada a baja temperatura y se
recircula a la centrifugadora C-103 trabajando a 4°C. Al igual que en el caso
anterior, se vuelve al punto en el que se aumenta el pH en el tanque de
calentamiento, a través de las corrientes 38, 39 y 40, repitiendo todos los
pasos hasta ahora. Cuando C-103 trabaja a 42°C, el sobrenadante es masa
residual que se envia a través de las corrientes 38, 39 y 48 al tanque de
biomasa residual TK-109.

Tras repetir los pasos indicados, el sobrenadante de la centrifugadora C-103
se somete a dialisis para eliminar las sales que queden junto al polimero. A
partir de este momento y hasta el final, el proceso lo realiza el personal de
laboratorio. El volumen de sobrenadante se reparte en matraces de dialisis de
250ml de volumen.

Después de 15 horas en agijtacion, de la misma manera que en el caso
anterior, se extrae el contenido de los matraces y se somete a filtracion (FT-
101), proceso que dura 1h. Tras esto, se lleva al congelador (FZ-101) durante
8h a una temperatura de -20°C y se somete a liofilizacion (FD-101) durante
15 dias para asi eliminar definitivamente el agua que contenga el biopolimero
y obtenerlo sélido puro.

Durante todo el proceso de ambos biopolimeros todas las corrientes de
residuos se conducen al tanque de biomasa TK-109, esas son 18, 26y 48. La
corriente 28 que llega al tanque TK-109, contiene HCI y su funcion es la de
controlar el pH del tanque, al igual que el V-102, que contiene NaOH. En
funcion del pH, se inyecta uno u otro en el tanque.

La corriente 48b solo funciona cuando el tanque esta lleno.
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1.5.3.1.5 Refrigeracion
Las corrientes de agua refrigerada estan marcadas en el plano PFD 101 en
azul.

El tanque TK-110 contiene agua a 1°C, desde él se distribuye por las
diferentes corrientes hacia las camisas de los diferentes agitadores, el tanque
de dialisis y el intercambiador de calor.

Esta agua se retorna al tanque, es un circuito cerrado. Cada rama del circuito
funciona en instantes de tiempo diferentes, cuando el proceso lo requiere y
esté funcionando el equipo que alimente dicha rama.

Los datos de cantidad de masa que circula por cada corriente y de la
temperatura de estas en funcion de las necesidades de calor se especifican
en el apartado 1.5.4.

1.5.3.1.6 Lavado de equipos

En verde se indica el circuito de lavado de todo el proceso. Estas corrientes
provienen de la unidad U-300, unidad de lavado. Ahi se encuentran los
depositos con las diferentes sustancias para llevar a cabo el lavado.

Esta unidad funciona en paralelo con las otras dos segun que necesidades
vayan teniendo. Hay que lavar cada equipo después de haber sido utilizado
en cuanto acaba la etapa que en él se esta realizando para que quede listo
para volver a ser utilizado cuanto antes, ya que hay equipos gue en un mismo
ciclo de fermentacion son usados varias veces en diferentes etapas.

El método consiste en hacer pasar por los diferentes equipos de manera
continua:

e Agua que proviene del tanque de retorno (TK-305) para hacer un
primer aclarado.

e Agua de red con sosa diluida (TK-303)

e Agua de red para aclarar

e Agua de red con HNOz diluido (TK-302)

e Agua de red para aclarar

e Agua destilada para conseguir la completa limpieza pura

Todo retorna a U-300, y dependiendo del valor de su conductividad, se envia
al tanque de procedencia para volver a ser usado o al tanque de agua
residual.

El agua destilada en ningln caso se retorna al tanque de agua destilada TK-
301, se lleva directamente al tanque de retorno TK-305, y en el lavado
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siguiente sera el agua que se use para el enjuague inicial que sera de fondo
perdido, es decir, no se va a recuperar.

Con este método de lavado se consigue optimizar la cantidad de agua a
utilizar.

Todo el proceso de lavado de equipos se lleva a cabo a temperatura
ambiente.

Las cantidades a utilizar se especifican en el apartado 1.4.1.8 Lavado de,
calculadas en funcion de las cantidades para un fermentador de 15L
detalladas en el apartado 1.5.4.

1.5.3.2 FASE II: Modificacion del polimero
La segunda fase del proceso consiste en la modificacion del biopolimero
obtenido en la fase anterior. De esta manera se prepara al biopolimero para
gue pueda participar en reacciones de entrecruzamiento por “quimica click”,
procesos ya explicados anteriormente.

En esta fase va a haber muchas etapas que se realizan de manera manual,
es decir, va a ser el personal de laboratorio el que se encargue de realizarlas.

1.5.3.2.1 Reaccion

La etapa principal es la reaccion. A partir de un reactor de 15L al que llegan 3
corrientes, el polimero sin modificar (corriente 1), DMF (corriente 3) y los
reactivos (corriente 2). Si el polimero es HRGD6 el reactivo sera azida y si es
VKVx24 el reactivo sera cicloctino.

Reaccionan durante 48 horas en condiciones ambientales, no es necesario el
control de la temperatura.

1.5.3.2.2 Lavado

Tras la reaccion se lleva a cabo una centrifugacion durante 15 minutos a
10°C. La centrifugadora C-201 es centrifugadora de laboratorio discontinua,
esta etapa la realizan de forma manual el personal de laboratorio.

Después de centrifugar hay que realizar varios lavados con acetona y éter
para purificar asi el polimero modificado.

Los disolventes se dirigen de manera automatica al agitador A-201, pero la
corriente indicada como 4 es manual, el personal de laboratorio extrae la
sustancia de la centrifugadora y lo introduce en el agitador.

Se lavan ambos biopolimeros una vez con éter y dos con acetona. Cada
lavado dura 20 minutos. Las cantidades de cada uno con los diferentes
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biopolimeros vienen indicadas en el apartado 1.5.4 Balance de materia y
energia.

Después de cada lavado se introduce en la centrifugadora de manera manual
y se centrifuga en C-201, también a 10°C durante 20 minutos. El precipitado
es el biopolimero modificado lavado que se vuelve a introducir en el agitador
A-102 o después del tercer lavado se lleva al agitador de resuspension A-202.

El sobrenadante se introduce en la torre de destilacion para asi recuperar el
disolvente, éter o acetona segln el caso.

1.5.3.2.3 Purificacion

Una vez finalizados todos los lavados se filtra a vacio el biopolimero durante 1
hora y posteriormente se resuspende en 8L de agua bidestilada y se deja
agitando durante 14 horas a 4°C.

Al igual que en la primera fase se reparte el contenido del agitador A-202 en
matraces de dialisis de 250ml de volumen.

Después de 15 horas en agitacion se extrae el contenido de los matraces y se
somete a filtracion (FT-201), proceso que dura 1h. Tras esto, se lleva al
congelador (FZ-201) durante 8h a una temperatura de -20°C y se somete a
liofilizacion (FD-201) durante 15 dias para asi eliminar definitivamente el
agua que contenga el biopolimero y obtenerlo sélido puro.

1.5.3.2.4 Refrigeracion
Se trata también de un circuito cerrado que parte del tanque TK-206,
marcado en azul en el plano PFD 201.

En este caso solo hay dos equipos que necesitan refrigeracion, el agitador A-
202 al que le llega el agua por la corriente 23 a 1°C y el tanque de dialisis D-
101 alimentado por la corriente 24.

Al igual que en la unidad U-100, las distintas ramas del circuito no funcionan
de manera simultanea, s6lo cuando el equipo al que alimentan esta
funcionando, dichas etapas no se solapan.

1.5.3.2.5 Lavado de equipos
Igual que en la unidad anterior llegan las corrientes de lavado de la unidad U-
300. Por las corrientes indicadas circulan de manera continua diferentes
fases siguiendo unos pasos. El funcionamiento esta explicado en el punto
1.5.3.1.6 Lavado de equipos.
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1.5.4 Balance de materia y energia

Los datos del balance de materia son referidos a un ciclo, es decir, en la
primera fase, a partir de 100L de caldo fermentado.

Las cantidades indicadas de la fase de modificaciéon del polimero son las
necesarias para tratar 80g de polimero sin modificar, ya que es una de las

condiciones para iniciar dicha fase.

Se han calculado a partir de los datos proporcionados por el laboratorio para
un volumen de caldo fermentado de 15L. (Datos comentados en el apartado

1.4)

Los datos se pueden ver sintetizados en la tabla de corrientes ANEXO II. A

continuacién, se van a explicar detalladamente.

1.5.4.1 U-100

Fermentacion:

e 4L de cultivo

e 96L de medio de crecimiento TB

Las composiciones detalladas se muestran a continuacion.

Tabla 1.2. Cantidades de cultivo

Laboratorio cultivo

Agua bidestilada 4 L
NaCl 0,04 kg
bactotriptona 0,04 kg
levadura 0,02 kg
Ampicilina 0,002
Glucosa 0,2

Tabla 1.3. Cantidades medio TB
Medio TB
bactotriptona 1,152 kg
levadura 2,304 kg
glicerol 0,768 L
antiespumante 0,0096 L
Agua bidestilada 96 L
Ampicilina 0,048 L
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Lavado:

Tabla 1.4. Cantidades tampdn de lavado

Tampén de lavado

Agua bidestilada 100 L
NaCl 0,818 kg
TRIS 0,22 kg

Después del lavado las cantidades son las siguientes.

Tabla 1.5. Cantidades después del lavado

Células lavadas 2312 L
Biomasa residual 197,688 L

En las corrientes 12, 13, 14, 15 y 16 se recircula la disolucion de biomasa
con tampon de lavado 3 o 4 veces segun requerimiento de las condiciones
del flujo. El valor indicado es el que tiene cuando termina el lavado justo
antes de anadir el tampdn de sonicacion.

La cantidad de tampon de sonicacion viene determinada por la Ecuacion 1.2.

Para un valor de absorbancia igual a 15 (valor tipico):

Tabla 1.6. Cantidades tampdn de sonicacion

Tampdn sonicacion

Agua bidestilada 75 L
TRIS 0,018 kg
EDTA 0,003 kg

Al tampén de sonicacion se le anade inhibidor de proteasas para evitar que se
rompan las bacterias y se pierda el polimero. En este caso se anade PMSF
(fluoruro de fenilmetanosulfonilo), 1uL por cada ml de tampdn de sonicacion.

Tabla 1.7 Cantidad de PMSF

PMSF 0,0075 L

La corriente 19 se compone por la mezcla de las células lavadas y el tampdn
de sonicacion. Igual va a ser la composicion de las corrientes siguientes 20,
21, 22 y 23, pero después de la disrupcion las células se rompen y el
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polimero se habra liberado. No se dispone de datos de cual es la cantidad de
polimero.

Como ya se ha dicho anteriormente, la cantidad de polimero que se obtiene
no depende de la absorbancia de la muestra, ya que habra bacterias que no
tengan polimero en su interior, por eso es dificil saber cuanto polimero hay
antes de su purificacion.

A partir de la corriente 25 hasta la 49 va a haber polimero, biomasa y
biomasa residual. No se dispone de datos de las cantidades de cada
componente, no son necesarios para llevar a cabo el proceso, ademas de que
dependera de como haya evolucionado la fermentacion.

En la tabla de corrientes (ANEXO Il), los componentes presentes en las
corrientes de los que no se tienen valor vienen indicados con guion (-).

La cantidad de NaCl de la corriente 34 dependera de las necesidades para
llegar a un pH de 11,4, al igual que en las corrientes 27, 28 y 29 que en este
caso contienen HCI, el necesario para llegar a un pH de 4.

Las corrientes 38 y 39 hay ocasiones que llevan polimero y otras que lleva
biomasa residual, depende la etapa en la que se esté.

En las fases de la purificacion en un mismo ciclo circula fluido por los mismos
equipos en etapas diferentes. Hay 3 centrifugadoras y en cambio en un ciclo
hay hasta 7 centrifugaciones. Se aprovecha la misma centrifugadora para
varias etapas, todo calculado a partir del tiempo de las etapas con un
diagrama de gant comprobando que no se solapen etapas en un mismo
equipo.

Al final de la purificacion se tienen los datos indicados en Tabla 8.

Tabla 1.8. Cantidades final de purificacion

Polimero 0,03 kg
Biomasa residual lavado 197,688 L
Biomasa residual purificacion 9,782 L
Total biomasa 207,47 L

La biomasa residual total en un ciclo es la biomasa residual de la corriente 18
mas la biomasa que contiene la corriente 23 menos la cantidad de polimero
que esta contenga.

El agua de refrigeracion necesaria para cada caso se ha calculado a partir de
un balance de energia. El calculo detallado se muestra en el ANEXO IV.
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A continuacion, se expone una tabla resumen de las necesidades calorificas y
del flujo necesario para cumplir las especificaciones.

Tabla 1.9.Necesidades de agua refrigerada U-100

Q (Kw)  agua refrigeracion (kg)

A-101 0,346 199,871
A-101* 0,180 51,577
A-102 0,440 143,332
A-103  0,00003 1,541
D-101 1,859 585,228
HE-101 7,606 242,400

Hay equipos que se emplean varias veces en un mismo ciclo, se utilizara
mayor cantidad de agua.

Para A-101 es el agua necesaria para refrigerar cuando se estan lavando las
células.

En el caso de A-101 con asterisco indica el agua empleado para refrigerar en
el momento que esta resuspendiendo en tampon de sonicacion.

En A-102 se indica la suma del agua empleado en el enfriamiento mas el
agua necesaria para mantener la temperatura durante 16 horas y se suma
también el agua de una segunda agitacion posterior.

En la tabla de corrientes viene indicado el total que se utiliza en un ciclo. En
las corrientes 60 y 63 el valor indicado es para el caso de produccion de
HRGD6. Cuando se produce VKVx24 el valor es menor porque el primer
calentamiento con posterior enfriamiento no existe.

El calculo de las necesidades del intercambiador se encuentra detallado en el
Anexo de diseno.

El método de lavado se explica en el apartado 1.5.4.3.

1.5.4.2 U-200
Para la modificacion del biopolimero HRGD6 se hace reaccionar con azida y
DMF y en el caso del biopolimero VKVx24 reacciona con cicloctino y DMF.

Tabla 1.10. Reactivos de la fase de modificacion

HRGD6 80 g VKV 80 g
Azida 5,47 g Cicloctino 6,93 g
DMF 4 L DMF 10 L
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La produccion total de polimero modificado viene determinada por la
siguiente expresion con una conversion del 95%.

PM . g
m¢ = mg - —— - conversion Ecuacion 1.3
0" pMm,

Siendo:

ms: masa producida de biopolimero modificado
Mo: masa inicial de biopolimero sin modificar
PMo: peso molecular de biopolimero sin modificar

PMs: peso molecular de biopolimero modificado

Tabla 1.11. Cantidad de masa que se obtiene de polimero modficado

HRGD6 VKV
PM sin mod 60661 Da PM sin mod. 60463 Da
PM mod. 63196 Da PM mod. 62998 Da

Biopolimero mod. 79,176 g  Biopolimero mod. 79,186 g

Lo que no se transforma se va perdiendo en los lavados y dialisis hasta llegar,
tras liofilizar, al componente puro.

Por la corriente 8 en un mismo ciclo se hacen 3 lavados y circula fluido en
diferentes momentos, dos veces es acetona con polimero y una vez éter con
polimero.

Se ha supuesto una recuperacion del 95% de disolvente en la etapa de
destilacion.

Tabla 1.12. Balance de materia de purificacion de la segunda fase

HRGD6 VKVx24

Centrifugacion 1 Centrifugacion 1

HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Liquido 4 L Liquido 10 L
Lavado 1 Lavado 1

HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Eter 16 L Eter 40 L
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HRGD6 VKVx24
Centrifugacion 2 Centrifugacion 2
HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Liquido 16 L Liquido 40 L
Destilacion Destilacion
Eter 15,200 L Eter 38 L
Residuos 0,800 L Residuos 2 L
Lavado 2 Lavado 2
HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Acetona 12 L Acetona 12 L
Centrifugacion 3 Centrifugacién 3
HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Liquido 12 L Liquido 12 L
Destilacion Destilacion
Acetona 11,400 L Acetona 11,400 L
Residuos 0,6 L Residuos 0,6 L
Lavado 3 Lavado 3
HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Acetona 12 L Acetona 12 L
Centrifugacion 4 Centrifugacion 4
HRGD6mod 79,176 g VKVx24mod 79,186 g
Liquido 12 L Liquido 12 L
Destilacion Destilacion
Acetona 11,400 L Acetona 11,400 L
Residuos 0,600 L Residuos 0,600 L

A partir de la etapa de dialisis, las corrientes se componen de biopolimero
hasta que tras la liofilizacion se obtiene completamente puro.

En la tabla de corrientes viene indicado el valor total de masa que contiene en
un ciclo. Las corrientes en las que circula fluido en diferentes fases en el
mismo ciclo estan indicadas con un asterisco. El doble asterisco indica que en
esa corriente, dentro de un ciclo, esa etapa se realiza dos veces, y la cantidad
indicada es la total para un ciclo. En cada etapa la mitad del valor indicado.

Las necesidades del agua refrigerada se muestran en la tabla Tabla 13., el
calculo detallado del balance energético esta en el anexo IV.

Tabla 1.13. Necesidades de agua refrigerada en U-200

agua refrigeracion

o Hw (ke)
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A-202 0,5016 56,371
D-201 0,930 616,001

El circuito de agua refrigerada es un circuito cerrado pero el tanque dispone
de una corriente de salida en caso de que el nivel suba mucho debido a que
se haya necesitado activar la entrada de agua.

El método de lavado se explica en el apartado 1.5.4.3.

1.5.4.3 U-300
En el lavado por una misma corriente pasan diferentes productos
consecutivamente. La informaciéon que da la tabla de corrientes es el total de
cada uno de los componentes en un ciclo de produccion, hay equipos que se
lavan varias veces porque son usados para diferentes etapas.

La tabla de corrientes indica el total de fluido que circula en un ciclo por cada
corriente.

A continuacién, se muestra de manera detallada el calculo de las cantidades
para cada conjunto de equipos y el nimero de veces necesarias que se lava
cada equipo en un ciclo. Las cantidades corresponden con las corrientes que
entran a los equipos indicados.

Tabla 1.14. Cantidades en el lavado U-100

U-100 n°veces Volumen Agua (L) Aguf‘L;jeSt NaOH (g) HNOs (L)
F-101 1 100 500 100 1067 083
HE101 1 1 5 1 1067 0,0083
7101 1 100 500 100 1067 083
A101 1 100 500 100 1067 0,83
DT-101 1 1 5 1 10,67 _ 0,0083
C-102 3 1 15 3 32,01 00249
HT-101 3 10 150 30 3201 0249
A102 2 10 100 20 2134 0,166
C-103 4 1 20 4 42,68 00332
A-103 3 10 150 30 3201 0,249
Total 2150 430 45881 3,569

El agitador 101 solo se lava una vez aunque se recircule, mientras se realiza
el lavado de células no hace falta lavarlo, entre lavado y lavado. Se lava
después de anadir tampodn de sonicacion.
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En HT-101 los valores indicados en la tabla de corrientes son para el caso que
se esté produciendo HRGD®G. En el caso del biopolimero VKVx24 solos pasa 2

VECeS.

Tabla 1.15. Cantidades en el lavado U-200

U-200 N°veces Volumen Agua (L) Aguadest (L) NaOH(g) HNO3 (L)

R-201 1 15 75 15 160,05 0,124
A-201 3 60 900 180 1920,6 1,494
A-202 1 10 50 10 106,7 0,083
Total 1025 205 2187,35 1,7015
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1.6 EQUIPOS

Nomenclatura de equipos:

Tabla 1.16. Nomenclatura de equipos

A Agitador

C Centrifugadora

D Tanque de dialisis

DT Disruptor

F Fermentador

FD Liofilizador

FT Filtro a vacio

FZ Congelador

HE Intercambiador de calor
HT Tanque de calentamiento
LT Tanque pulmén

P  Bomba

R  Reactor

T  Torre de destilacion
TK Tanque

V  Silo

Para la seleccion de las caracteristicas de diseno de los distintos equipos se
basa en diferentes normas segun qué equipo sea, se nombraran a lo largo de
este punto.

1.6.1 Lista de equipos
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REV. 0 TRABAJON®
FECHA 20/04/2019 UNIDAD U-100
POR EFL CLIENTE
FIRMA LOCALIZACION
2 Sl <
) &g
2 ol >
REV ITEM NO. g DESCRIPCION g g OBSERVACIONES
1 TK-101 TANQUE TAMPON DE SONICACION E
2 TK-102 TANQUE AGUA BIDESTILADA E
3 TK-103 TANQUETB E
4 TK-104 TANQUE TAMPON DE LAVADO E
5 TK-105 TANQUE AGUA DESTILADA E
6 F-101 FERMENTADOR E M
7 P-101 BOMBA TAMPON DE SONICACION E
8 P-102 BOMBA AGUA BIDESTILADA E
9 P-103 BOMBA TB E
10 P-104 BOMBA TAMPON DE LAVADO E
1 P-105 BOMBA AGUA DESTILADA E
° HE-101 INTERCAMBIADOR DE CALOR E
3 P-106 BOMBA INTERCAMBIADOR DE CALOR E
U C-101 CENTRIFUGADORA 1 E
5 LT-101 TANQUE PULMON DE LAVADO E
6 A-101 AGITADOR DE LAVADO E M
i P-107 BOMBA TANQUE PULM ON E
8 P-108 BOMBA DE LAVADO E
9 P-109 BOMBA DE CENTRIFUGADORA E
20 DT-101 DISRUPTOR E
21 P-110 BOMBA DISRUPTOR E
22 C-102 CENTRIFUGADORA 2 E
23 V-101 SILO NaCl E
24 HT-101 TANQUE CALENTAMIENTO E
25 A-102 AGITADOR DE PURIFICACION E M
26 P-12 BOMBA TANQUE CALENTAMIENTO E
27 P-113 BOMBA TANQUE PURIFICACION E
28 P-14 BOMBA TANQUE CALENTAMIENTO 2 E
29 C-103 CENTRIFUGADORA 3 E
30 LT-102 TANQUE PULMON PURIFICACION E
31 A-103 AIGTADOR RESUSPENSION E M
32 P-15 BOMBA TANQUE PULM ON 2 E
33 P-16 BOMBA AGITADOR RESUSPENSION E
34 P-117 BOMBA CENTRIFUGADORA 3 E
35 V-102 SILO NaOH E
36 TK-108 TANQUE HCI E
37 P-1M BOMBA TANQUE HCI E
38 TK-109 TANQUE DE BIOMASA E
39 D-101 DIALISIS E
40 FT-101 FILTRO E
41 FZ-101 CONGELADOR E
42 FD-101 LIOFILIZADOR E
43 TK-110 TANQUE REFRIGERACION E
44 P-18 BOMBA TANQUE REFRIGERACION E
45
46
LEGEND:

1- FUNCIONA: M -MOTOR ELECTRICO

T-TURBINA ORIGEN: E-ESPANA O-OTROS

64




ESCUELA DE INGENIERIAS

1_ M EMORlA INDUSTRIALES
. i LISTA DE EQUIPOS
Universidad deValladolid Q
REV. 0 TRABAJON®
FECHA 20/04/2019 UNIDAD U-200
POR EFL CLIENTE
FIRMA LOCALIZACION
5 <f
3 z b
e Qb
REV ITEM NO. 5 DESCRIPCION g 3 OBSERVACIONES
1 TK-201 TANQUEDMF E
2 TK-202 TANQUE DIETILETER E
3 TK-203 TANQUE AGUA BIDESTILADA E
4 TK-204 TANQUE AGUA DESTILADA E
5 P-201 BOMBA DMF E
6 P-202 BOMBA DIETILETER E
7 P-203 BOMBA AGUA BIDESTILADA E
8 P-204 BOMBA AGUA BIDESTILADA E
9 TK-205 TANQUE ACETONA E
10 R-201 REACTOR E
1 C-201 CENTRIFUGADORA DISCONTINUA E
17 A-201 AGITADOR DE LAVADO E
13 A-202 AGITADOR DE RESUSPENSION E
% T-201 TORRE DESTILACION E
15 P-205 BOMBA TORRE DESTILACION E
B FT-201 FILTROA VACIO E
7 P-207 BOMBA ACETONA E
8 D-201 DIALISIS E
9 FT-202 FILTRO E
20 FZ-201 CONGELADOR E
21 FD-201 LIOFILIZADOR E
22 TK-206 TANQUE REFRIGERACION E
23 P-208 BOMBA REFRIGERACION E
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
LEGEND:

1- FUNCIONA: M -MOTOR ELECTRICO

T-TURBINA ORIGEN:

E-ESPANA O-OTROS
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LISTA DE EQUIPOS

REV.

0

TRABAJON°

FECHA

#H###HH

UNIDAD U-300

POR

EFL

CLIENTE

FIRMA

LOCALIZACION

A
m
<

ITEM NO.

TOTVA T,

DESCRIPCION

OBSERVACIONES

TK-301

TANQUE AGUA DESTILADA

TK-302

TANQUE SOLUCION HNO,

TK-303

TANQUE SOLUCION NaOH

TK-304

—=i=i{-1-|CANTIDAD

TANQUE AGUA

TK-305

TANQUE DE RETORNO

V-301

SILOHNO;

V-302

SILO NaOH

P-301

BOMBA DE LAVADO

TK-306

mimimimimimim:mim|ORIGEN (1)

TANQUE AGUA RESIDUAL

slo|o|~v]|o|o|s|w|n |

=

BN |5 | |BS

46

LEGEND:

1- FUNCIONA: M -MOTOR ELECTRICO T-TURBINA ORIGEN: E-ESPANA O-OTROS
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1.6.2 Diseno de equipos

El diseno de los equipos se lleva a cabo siguiendo las especificaciones del
libro: Coulson, J., Richardson, J., Backhurst, J. and Harker, J. (2003). Chemical
engineering. Oxford: Butterworth-Heineman.

Los datos necesarios de partida son respectivos a las necesidades para un
ciclo del proceso. Después de cada ciclo los equipos se lavan y los tanques de
almacenamiento se rellenan.

1.6.2.1 Fermentador
El diseno detallado del fermentador se encuentra en el ANEXO Ill. A
continuacion, se muestra una tabla resumen de las caracteristicas.

Tabla 1.17. Caracteristicas principales del fermentador F-101

Volumen tanque 0,125 m3
Volumen liquido 0,1 m3
Material AISI 316

T? diseno 47 °C
P diseno 3,5 barg
CUERPO

D 0,473 m
L 0,71 m
H 0,568 m
sd 155 Mpa
st 140 MPa
td 3,003 mm
tt 0,004 mm
t nominal 5 mm
FONDO

S 155 MPa
E 0,7

Rdomo 473,416 mm
t 5 mm
P 1,293 Mpa
TECHO

R 0,237 m
Ph 205 MPa
E 194000 MPa
CA 3 mm
td 4,085 mm
Pi 4,5 bar
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S 9,5 ©
DIr 3 kg
Areq 0,894 m?2
Amin 0,492 m?2
AGITACION
W 0,032 m
Zp 0,158 m
Weg 0,039 m
N 8,333 rps
Np 4,8
P 27,562 W

Se escoge un fermentador de 100L de la compania Bioprocess Technology
con las siguientes caracteristicas:

Capacidad total: 130L

Volumen util: 200L

Material en contacto con el producto: acero inoxidable
Temperatura maxima: 150°C

Deflectores: 4 bafles a 90°

1.6.2.2 Reactor

Tabla 1.18. Caracteristicas principales del reactor R-101

Volumen

tanque 0,125 m3
Volumen

liquido 0.1 m3
Material VIDRIO

T? diseno 40 °C
P diseno 3,5 barg
CUERPO

D 0,22 m
L 0,33 m
H 0,264 m
AGITACION

W 0,015 m

ZA 0,073 m

Ws 0,018 m
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N 8,333 rps
Np 4,8
P 0,563 W

Con los datos obtenidos se selecciona un reactor de la marca VidraFoc con

las siguientes caracteristicas:

e (Capacidad: 15L
e Material: vidrio
e Tapa de vidrio con 4 entradas para producto

e Soporte metalico

1.6.2.3 Tanques
Para el diseno de todos los tanques del proceso se ha escogido el material
AISI 316 ya que se requiere elevada pureza.

A continuacién, se muestran las caracteristicas elementales de todos los
tanques calculadas a partir del procedimiento indicado en el ANEXO lll. Alli se
encuentran todos los pasos del calculo a partir del cual se han hallado todos
los tanques.

Tabla 1.19. Caracteristicas principales de todos los tanques del proceso

Volumen Volumen

tanque liquido T2 diseno D L H sd st

(m3) (m3) (°C) (m) (m) (m) (MPa)  (MPa)

-:II-_PC()_:L 0,010 0,008 40 0,204 0,306 0,245 186 140
13_2 0,125 0,1 40 0,473 0,710 0,568 186 140
-ill-_ié_f?) 0,125 0,1 40 0,473 0,710 0,568 186 140
-jll-_ié_4 0,125 0,1 40 0,473 0,710 0,568 186 140
?8_5 0,125 0,1 40 0,473 0,710 0,568 186 140
?(;_8 0,004 0,005 40 0,162 0,243 0,194 186 140
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Volumen Volumen

T2 diseno D

H

sd

st

ta(rrl?;;e "(?ﬁnig)o (°C) (m) (m) (m)  (MPa) (MPa)
?8'9 1,000 0,8 40 0,947 1,420 0,847 186 140
Eo 1,000 08 21 0,947 1,420 0,847 186 140
28’1 0,014 0,017 40 0,246 0,369 0,295 186 140
yé'Q 0,056 0,07 40 0,39 0585 0,468 186 140
283 0,200 025 40 0,596 0,895 0,716 186 140
28'4 02 025 40 0,596 0,895 0,716 186 140
285 0,056 0,07 40 0,390 0,585 0,468 186 140
28'6 0,5 04 21 0,752 1,127 0,902 186 140
yc()_i 0,625 05 40 0,810 1,214 0,971 186 140
%2 0,625 05 40 0,810 1,214 0,971 186 140
283 0,625 05 40 0,810 1,214 0,971 186 140
g& 0,625 05 40 0,810 1,214 0,971 186 140
285 0,625 05 40 0,810 1,214 0,971 186 140
28’6 0,625 05 40 0,810 1,214 0,971 186 140
%’1 0,125 01 30 0,473 0,710 0,568 186 140
%’2 0,008 001 62 0,204 0,306 0,245 155 140
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La presion de diseno es la misma para todos y tiene un valor de 3,5 barg.

El espesor de pared para todos va a ser el espesor minimo permitido, 5mm,
ya que en todos los casos td y tt son inferiores a este valor.

Los tanques TK-109, TK-110, TK-20, TK-206 y TK-306, son tanques
horizontales debido a que tienen un volumen de 1m3 o mas. El resto son
tanques verticales.

El procedimiento de calculo para el techo y el fondo de ambos tipos de
tanques se encuentran en el anexo lll. Para el mismo tipo de tanques estos
elementos seran iguales.

También estan en dicho anexo las caracteristicas de los tanques comerciales
elegidos.

1.6.2.4 Agitadores
Al igual que en el apartado anterior, el material para todo lo que esta en
contacto con el producto va a ser AISI 316 debido a la alta pureza que se
requiere.

A continuacion, se muestran las caracteristicas elementales de todos los
agitadores calculadas a partir del procedimiento indicado en el ANEXO Ill.

En la Tabla 1.20 se muestran las caracteristicas referidas a la parte del
tanque y en la Tabla 1.21 vienen indicadas las caracteristicas de la parte del
agitador.

Tabla 1.20. Caracteristicas referidas a los tanques de los agitadores.

“Grque  lgudo deeno D Lo Mo et st

(m?3) (m3) (°C)
,i_Ol 0,125 0,100 30 0473 0,710 0,568 186 140
?__02 0,009 0,012 30 0,218 0,327 0,262 186 140
?‘__03 0,009 0,012 30 0,218 0,327 0,262 186 140
TCT):L 0,012 0,010 62 0,219 0,329 0,263 155 140
2_01 0,050 0,040 40 0,348 0,523 0,418 186 140
A- 0,010 0,008 30 0,204 0,306 0,245 186 140
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Vt?:c:;een Vl?étrigin disT;ﬁo ) (r';) (: ) (N‘T’ga) (Msga |
(m3) (m3) (°C)
202
Tabla 1.21. Caracteristicas del sistema de agitacion.
Da w z Ws N Np P
(m) (m) (m) (m) (rps) (W)
A-101 0,158 0,032 0,158 0,039 29,47 0,32 79,312
A-102 0,073 0,0145 0,073 0,018 29,147 0,32 1,652
A-103 0,073 0,0145 0,073 0,018 29,147 0,32 1,652
", 0073 00146 0073 0018 2017 032 1,699
A-201 0,116 0,0232 0,116 0,029 29,17 0,32 12,279
A-202 0,067 0,0136 0,068 0,017 29,47 0,32 1,178

1.6.2.5 Centrifugadoras

1.6.2.5.1 C-101, C-102, C-103
Las 3 centrifugadoras usadas en la unidad 100 van a ser centrifugadoras
continuas del proveedor GEA Westfalia separator con
caracteristicas:

Recinto de solidos: 0,5L
Volumen total: 1L

las siguientes

Velocidad para una densidad del producto hasta 1,05 kg/dms3:

10000rpm
Capacidad: 300 I/h como maximo
Altura de impulsion: 0,5 bar como maximo
Potencia del motor:
o Para 50Hz: 1,1 kW
o Para 60Hz: 1,3 kW
Velocidad:
o Para 50Hz: 3000rpm
o Para 60Hz: 3600rpm
Temperatura maxima de centrifugacion: 100°C
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1.6.2.6.2 C-201

La centrifugadora de la unidad 200 es una centrifuga discontinua, elegida en
este caso la centrifuga de bioprocesamiento Thermo Scientific™ Sorvall™
BIOS 16.

Caracteristicas:

e Capacidad: 8x2000mL

e Maxima velocidad: 5400 rpm

e Maxima RCF (fuerza relativa continua): 8509xg

e Tamano reducido y mejoras ergonémicas con un coémodo boton
pulsador que permiten optimizar el uso diario de la centrifuga:

o Apertura y cierre automaticos de la puerta de la centrifuga de
delante a atras con la funcion Thermo Scientific™ Auto-Door™

o Apertura y cierre de la tapa del rotor Thermo Scientific™™ Auto-
Lid ™ con guardado de la tapa

e Thermo Scientific™ Auto-ID permite la deteccion y programacion
inmediatas del rotor mediante la identificacion instantanea del rotor
para ahorrar tiempo y proteger la integridad de las muestras.

e La interfaz Thermo Scientific™ Centri-Touch™ con pantalla brillante, de
alta visibilidad y facil de usar con guantes simplifica la configuracion
de los ciclos. Se ha mejorado alin mas con controles de acceso como
el inicio de sesion de usuario con proteccion con contrasena.

1.6.2.6 Filtros
El proceso de filtracion va a tener las siguientes particularidades:

e Discontinuo
e Avacio
e Fluido filtrado: disolucién de polimero

El tamano del poro de la membrana tiene que ser como maximo 0,2 um para
llegar a esterilizar la bacteria.

SELECCION FILTRO COMERCIAL

La mejor opcion para procesos biolégicos a nivel de laboratorio son los filtros
desechables, en este caso de Thermo Scientific.

Tienen la ventaja de que no necesita mantenimiento.
Requiere de una bomba adicional a la que conectarle para hacer el vacio.

Especificaciones:
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e Volumen: 1L

e Material del filtro: poliestireno

¢ Membrana: Poliestersulfona (PES)

e Tamano poro membrana: 0,2 ym

e El soporte de membrana sin almohadilla minimiza la formacion de
espuma con muestras proteicas.

e Apirégenos y no citotoxicos

e Esterilizacion por radiacion gamma y envasado individual con una vida
atil estéril de 5 anos

Todos los filtros del proceso (FT-101, FT-201 y FT-202) van a ser de este
tipo.

1.6.2.7 Membranas de dialisis
Datos de partida:

e Volumen de muestra: 1,5L
e Tamano de particulas que se dializan.

Tabla 1.22. Peso molecular de los biopolimeros

VKVx24
Sin modificar 60463 Da
Modificado 62998 Da
HRGD6
Sin modificar 60661 Da
Modificado 63196 Da

e Temperatura: 4°C

SELECCION DEL PRODUCTO

Los matraces de dialisis seleccionados seran Slide-A-Lyzer de Thermo
Scientific, 20K MWCO, 250 ml facilitan la eliminacion simple y efectiva de
sales tampon y pequenos contaminantes de proteinas y otras
macromoléculas en volimenes de muestra de hasta 250 ml.

Especificaciones:

e Composicion: Celulosa Regenerada.
e Grosor: 0.9 a 1.2 mil (22.5 a 30 uym); 2K MWCO = 2mil (50um)
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Hidratacion requerida antes del uso: 30 segundos a 2 minutos
Contenido de glicerol: Rastro (el contenido de 10K MWCO es 21%)
Contenido de azufre: 0.04 a 0.17%

Contenido de metales pesados: traza.

Tamano del poro: 20000 Da.

1.6.2.8 Intercambiador de calor

El intercambiador de calor HE-101 se trata de un intercambiador de placas. El
diseno y las caracteristicas de este tipo de intercambiadores se encuentran
detallados en el anexo lll.

Tabla 1.23. Caracteristicas HE-101

Area de intercambio 0,13 m2
N° placas 10

Calor transferido 7,606 kW
Caida de presion 4214 Pa

1.6.2.9 Torre de destilacién

En la misma torre (T-201) se van a realizar dos operaciones:

Destilacion de éter con residuos de lavado
Destilacion de acetona con residuos de lavado

Datos de partida:

Volumen maximo de destilado: 40L
Volumen maximo de colector: 38L
Temperatura de ebullicion éter: 34,6°C
Temperatura de ebullicion acetona: 56°C

Debido a la simplicidad de la separacion de este proceso se va a utilizar una
columna de destilacion simple del proveedor Figmay SRL.

CARACTERISTICAS DE LA TORRE

Material de las partes en contacto con la mezcla: borosilicato (material
inerte, altamente resistente a la corrosion quimica, altas temperaturas
y choques térmicos)

Volumen vaso reactor: 50L

Volumen vaso colector: 40L

Sistema de calefaccion: temperatura auto regulable
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e Sistema de agitacion: paletas de alta eficiencia
e Relleno de columna: anillos raschig
e Sistema de condensacion: refrigerante en vaso colector

1.6.2.10 Disruptor
El disruptor de células es un dispositivo que se usa para lisis celular

El disruptor elegido es disruptor PANDA 1000 de la compania GEA Niro Soavi
Technical Datasheet.

e Caudal: 9l/h

e Maxima presion de operacion: 1000 bar
e Peso neto: 105 kg

e Peso bruto: 135 kg

e Dimensiones: 540 x 440 x 810 mm

e Volumen minimo de muestra: 60 ml

El resto de caracteristicas pueden consultarse en el anexo IX Catalogo de
equipos.

1.6.2.11  Liofilizador
El liofilizador utilizado es LIOFILIZADOR VIRTIS SP SCIENTIFIC.

e Modelo: Génesis 25ES

e Controlador: Wizard 2.0

e 60 Hertz

e (Capacidad del condensador: 25 L

e Temperatura mas baja en el condensador: -85°C
e Temperatura mas baja en la bandeja: -70°C

e NUmero de compresores: 2

El resto de las caracteristicas se pueden encontrar en el anexo IX Catalogo de
equipos.

1.6.2.12 Tuberias
El calculo detallado de tuberias se encuentra en el anexo lll.

Las tuberias se han nombrado atendiendo al siguiente esquema:
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3/8"-TS-101-80SS2-CC40

e El primer dato es el diametro nominal en pulgadas de la tuberia.
e Lo siguiente indica el fluido que circula por la tuberia.
e El siguiente nimero es la designacion de la tuberia. N° Unidad +N°

Tuberia.

e Le sigue el nUmero de catalogo de la tuberia, material y sobreespesor

por corrosion.

e Lo dltimo indica el aislamiento si existe y el espesor de este en mm.

Tabla 1.24. Abreviaturas presentes en nomenclatura de tuberias

Fluido

A Aire

TS Tampodn sonicacion

B Solucion TB

CF Caldo fermentado

TL Tampon de lavado

HC Acido clorhidrico

AB Agua bidestilada

AD Agua destilada

AR Agua de refrigeracion

DMF DMF

DE Dietiléter

AC Acetona

(RY Agua de lavado

Material

WS Acero forjado (Wrought Steal)

SS Acero inoxidable (Stainless Steal)
Aislante

HC Conservacion de calor (Hot conservation)
CcC Conservacion de frio (Cold conservation)

En el ANEXO V se detallan todas las tuberias del proceso con sus diferentes

caracteristicas.
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1.6.2.13 Bombas
Siguiendo el procedimiento de calculo detallado en el anexo Ill se han
calculado todas las bombas del proceso. En el ANEXO V se muestran sus
caracteristicas de diseno y calculo.

Debido a las caracteristicas del flujo y al bajo punto de funcionamiento, todas
las bombas, excepto las del circuito de refrigeracion, van a ser del tipo bomba
lobular rotativa (SLR) de INOXPA, concretamente SLR 0-25. Puede verse el
catalogo de la misma en el anexo IX.

El calculo y las diferentes caracteristicas de las bombas P-118A, P118B, P-
208A y P-208B, bombas del circuito de refrigeracion, se encuentra detallado
en el ANEXO III.

1.6.3 Distribucién en planta

El modelo de distribucion empleado en plantas de pequeno tamano como lo
es en este caso, es el Modelo en Linea de Flujo. Este modelo consiste en
situar los equipos segun el orden establecido en el diagrama de flujo.

Cada unidad va a estar situada en salas diferentes.

En la unidad U-100, el equipo central es el fermentador. Alrededor de él se
van a colocar, en un lado los tanques de materias primas que alimentan a los
diferentes equipos y por otro lado va a estar situada la zona de purificacion
del biopolimero.

En la unidad U-200, el equipo central es el reactor y al igual que en el caso
anterior van a estar a un lado los tanques de materias primas que alimentan
a los diferentes equipos y por el otro en este caso estaran la torre de
destilacion y los equipos para la purificacion y mas alejada, con una distancia
minima de seguridad de 5m estara colocada la torre de destilacion.

En ambas unidades, filtro, congelador y liofilizador estaran en una sala para
aislar el ruido del compresor y bomba a vacio. Tendra una corriente de aire
para reciclar este y evitar el aumento de temperatura de la sala.

La unidad U-300 tendra todos los tanques colocados a la misma distancia
unidos en paralelo a un colector de salida y a un colector de entrada que son
los que les une con las unidades U-100 y U-200.

78



Si

— = ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid 1. MEMORIA INDUSTRIALES

1.7 INSTRUMENTACION Y CONTROL

Todos los instrumentos y enlaces de control del proceso completo se pueden
observar en los planos P&ID disponibles en el apartado PLANOS.

En los planos estan indicados los controladores individuales de cada etapa
para que sea mas visual y mas facil de entender el funcionamiento de la
estrategia de control, pero en realidad van todos unidos a un autémata
central, habiendo uno por cada unidad, y desde este se programa todo el
proceso.

1.7.1 Tanques
El principal control de los tanques de la planta es el control de flujo mediante
una valvula que se cierra cuando ha pasado el flujo necesario.

Los tanques disponen de indicadores de alto y bajo nivel que cuando los
superan se activa una alarma para indicar que esta lleno o que hay que
rellenarlo respectivamente.

Disponen también de un indicador de presion.

El tanque de biomasa TK-109 ademas, posee un controlador de pH que
controla la entrada del depésito de NaOH o del tanque HCI, para que segin el
valor de pH abra una u otra valvula con la finalidad de que en el tanque haya
siempre un valor de pH neutro.

1.7.2 Fermentador
El fermentador tiene integrado su propio control.

El proceso de fermentacion requiere un control de varias variables por ello
dispone de la siguiente instrumentacion y control:

e Control de temperatura de proceso

e Control de pH del medio de proceso

e Control de la presion en clpula del biorreactor
e Control de la cantidad de O2 del medio

e Control de la velocidad de giro del agitador

e Control del caudal de gas aportado al medio

e Medida de espuma y adicion de antiespumate
e Medida de densidad 6ptica del medio

A todo esto se han anadido a la salida dos valvulas on/off que se abren
cuando se ha cumplido el tiempo necesario del proceso.
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La valvula XV-01 es la que controla el proceso de fermentacion y la valvula XV-
02 controla el proceso de lavado.

1.7.3 Intercambiador de calor

En el intercambiador de calor solo hay un control de temperatura que envia
una senal para abrir o cerrar mas una valvula de globo segln la temperatura
de salida del caldo fermentado. Esto s6lo es por si hay algin fallo ya que, el
caudal necesario de agua que hay que enviar se ha calculado previamente y
se ha construido el circuito a partir de la bomba P-118 y las pérdidas
generadas para que de ese caudal.

1.7.4 Centrifugadoras y tanque pulmén
La centrifugadora tiene un indicador de presion para asi poder observar si se
encuentra en el rango seguro.

En la zona de descarga del precipitado, la centrifugadora contiene una valvula
on/off que se abre pasados 600 segundos y deja caer el precipitado en un
tanque pulmoén que posee un transmisor de nivel conectado a la valvula de
salida de este y asi, en el momento en que se supera el nivel establecido, la
valvula se abre y se envia el fluido al agitador.

1.7.5 Agitadores

1.7.5.1 Agitador A-101
En este agitador ocurren varios procesos, el lavado del caldo fermentado
procedente del fermentador y la resuspension en tampoén de sonicaciéon para
mandarlo después hacia el disruptor.

A diferencia del resto de tanques en los que se controla la salida con un
transmisor de flujo, la salida del tanque de tampon de lavado se controla con
un transmisor de nivel en el agitador A-101 en el punto donde se llega a tener
un volumen de 100L de tampoén de lavado. Cuando supera ese nivel, la
valvula se cierra.

Para la salida del fluido, el agitador posee varias valvulas on/off. La valvula
XV-03 que recircula a la centrifugadora C-101, esta valvula esta en marcha
mientras se esté llevando a cabo el proceso de lavado. En el momento que se
resuspende en tampdén de sonicacion se pone en marcha la valvula XV-04,
que se abre pasado el tiempo establecido de resuspension y envia el fluido al
disruptor.

El agitador tiene un transmisor de temperatura que regula el caudal de
entrada de agua refrigerada en funcion de la temperatura del interior del
agitador y el flujo de agua refrigerada que esté circulando en ese instante.
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Funciona de la misma manera que el control de temperatura del
intercambiador, la cantidad de caudal necesaria para llegar a las
especificaciones se ha calculado previamente y el circuito esta preparado
para generarlo.

Por udltimo, contiene un transmisor de presion con una valvula de seguridad
en la que se ha indicado una presion de tarado.

1.7.5.2 Tanque de calentamiento HT-101
El tanque de calentamiento es un agitador pero que dispone de una
resistencia que calienta el interior hasta 42°C controlado por un transmisor
de temperatura.

Contiene un transmisor de presion con una valvula de seguridad en la que se
ha indicado una presion de tarado.

En este caso también hay un control de pH conectado a la valvula del
deposito de NaCl que controla la cantidad de NaCl hasta que llega a tener un
pH de 11.

Tienen dos posibles salidas controladas por valvulas on/off con temporizador.
No funcionan simultaneamente, depende de la etapa del proceso en que se
encuentre. La valvula XV-04 envia el fluido al agitador A-102 y la valvula XV-07
lo envia hacia la centrifugadora C-103 donde se realizan las Ultimas etapas
de la purificacion.

1.7.5.3 Agitador A-102
La temperatura en el agitador se controla con la entrada de agua de
refrigeracion en funcion del caudal de esta y de la temperatura en el interior
del tanque.

Posee un controlador de pH que regula la entrada de HCl en el tanque, este
esta conectado a la valvula de salida del tanque de HCI, en el momento que
llega a un valor de pH 4 se cierra la valvula.

Como en el resto de agitadores y tanques tienen un control de presion con
una valvula de seguridad tarada a una cierta presion.

Tiene una Unica salida controlada por una valvula on/off con temporizador.

1.7.5.4 Agitador A-103
La estrategia de control de este agitador es muy similar a la del agitador A-
102, la temperatura, presion y salida se controlan de la misma manera.
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En este caso contiene un transmisor de nivel que controla la entrada de agua
de lavado, en el momento que supera el limite de nivel alto la valvula de
entrada de agua se cierra.

1.7.5.5 D-101yD-201
El dnico control que hay en este tanque es la temperatura que se lleva a cabo
de la misma manera que en el resto de agitadores, en funcion de la
temperatura del interior y del flujo de agua refrigerada que esté circulado se
abrira o cerrara mas la valvula.

La cantidad de agua necesaria para mantener la temperatura ya esta
calculada y el circuito esta preparado para que circule el caudal necesario,
este control es de seguridad para tenerlo vigilado.

1.7.5.6 Agitador A-201
La estrategia de control de la unidad U-200 tiene un factor mas a tener en
cuenta, las cantidades de los productos cambian seglin que biopolimero se
esté modificando.

En el agitador A-201 se realizan dos etapas distintas, el lavado con acetona y
el lavado con éter.

El control principal es la entrada de fluido al agitador regulada por una valvula
controlada por nivel en el agitador. Posee dos controladores de nivel
conmutados a una valvula de 3 vias. Uno de ellos controla cuando el
disolvente se trata de acetona y otro cuando el disolvente es éter.

El controlador de nivel del éter hay que cambiarlo manualmente de posicion
dependiendo de si se esta lavando HRGD6 o VKVx24.

Contiene una valvula de seguridad que controla la presion.

La temperatura en el interior no se controla ya que el lavado se realiza a
temperatura ambiente. La salida del agitador es manual.

1.7.5.7 Agitador A-202
Lo Unico que se controla durante el proceso de resuspension es la
temperatura, mediante un transmisor de temperatura conectado al interior
del agitador y un control en el flujo de agua refrigerada que entra al agitador.

Contiene una valvula de seguridad.

1.7.6 Reactor
Hay una valvula de seguridad junto con un indicador para controlar la presion.
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La temperatura no se controla porque no es un parametro importante en esta
etapa del proceso.

La cantidad de DMF que va al reactor es diferente si lo que se esta
modificando es HRGD6 o VKVx24. Se rige por un transmisor de flujo que
controla la valvula de salida del tanque de DMF.

La salida del reactor se hace de forma manual.

1.7.7 Torre de destilacion

La torre de destilacion tiene integrado su propio control para calentar o enfriar
en funcion de la temperatura necesaria. Contiene indicadores de presion y
temperatura para que se tenga controlado.

La salida del residuo se realiza de manera manual. La salida del destilado
esta controlada por una valvula que se abre en funcion del nivel del colector
de la torre.

1.7.8 Lavado

En muchos equipos de las unidades U-100 y U-200 hay valvulas on/off que no
se han comentado antes debido a que son todas valvulas que funcionan
cuando esta en funcionamiento el lavado de los equipos. Todas ellas estan
conectadas a la valvula de entrada de fluido de lavado. Cuando estas se
abren, envian una senal para poner en marcha el temporizador de las
valvulas de salida.

Las valvulas de entrada también estan conectadas entre ellas para asi
controlar que una esté cerrada cuando la otra esté abierta.

Las valvulas de lavado de las unidades 100 y 200 se controlan por una
unidad central de control que simplemente manda abrir o cerrar segun el
equipo que toque lavar. La cantidad de flujo que llega se controla en la unidad
central de lavado.

Al controlador FC-04 de la unidad U-300 le llega una senal con informacion
sobre el equipo que toca lavar y sera el que controle la salida de agua de los
distintos tanques mediante la valvula de salida de estos.

La entrada de agua a los tanques de la unidad U-300 esta controlada por un
transmisor de nivel en los tanques que cuando le sobrepasan manda una
senal para cerrar la valvula.

La entrada del agua recirculada se controla mediante un conductivimetro que
en caso de sobrepasar un valor establecido se lleva al tanque de agua
residual y si no se recircula hacia el tanque correspondiente.
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La cantidad de NaOH y HNOs que cae de los depésitos hacia el tanque de
disolucion esta preparada para que lo haga por dosis, no necesita
controladores.
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2.1 INTRODUCCION

En el ambito industrial la seguridad es un punto importante que tiene como
objetivo minimizar los posibles riesgos para personas, instalaciones, servicios
y medio ambiente.

En la Ley 31/1995, de 8 de noviembre, de prevencion de Riesgos Laborales,
normativa basica en materia de prevencion se establece la aplicacion de una
accion preventiva a partir de la evaluacion inicial de los riesgos sobre la
seguridad y la salud de los trabajadores.

Se deben lograr unas condiciones de trabajo controladas para reducir el
riesgo de posibles accidentes. Es importante, para ello, que las actividades
susceptibles de generar riesgos laborales sean integradas dentro de un plan
de seguridad de la planta para evitar danos.
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2.2 LEGISLACION

A continuacién, se nombran las diferentes normas en materia de seguridad y
salud laboral.

e Ley21/1992, de 16 de julio, de Industria.

e Real Decreto 513/2017, de 22 de mayo, por el que se aprueba el
Reglamento de instalaciones de proteccion contra incendios.

e Real Decreto 842/2002, de 2 de agosto, por el que se aprueba el
Reglamento electrotécnico para baja tension.

e Ley Organica 4/1981, de 1 de junio, de los estados de alarma,
excepcion y sitio.

e Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a
agentes biologicos durante el trabajo.

e Real Decreto 486/1997, de 14 de abril, por el que se establecen las
disposiciones minimas de seguridad y salud en los lugares de trabajo.

e Ley 8/2010, de 31 de marzo, por la que se establece el régimen
sancionador previsto en los Reglamentos (CE) relativos al registro, a la
evaluacion, a la autorizacion y a la restriccion de las sustancias y
mezclas quimicas (REACH) y sobre la clasificacion, el etiquetado y el
envasado de sustancias y mezclas (CLP), que lo modifica.

e Ley 9/2003, de 25 de abril, por la que se establece el régimen juridico
de la utilizacién confinada, liberacion voluntaria y comercializacién de
organismos modificados genéticamente.

e Real Decreto 367/2010, de 26 de marzo, de modificacion de diversos
reglamentos del area de medio ambiente para su adaptacion a la Ley
17/2009, de 23 de noviembre, sobre el libre acceso a las actividades
de servicios y su ejercicio, y a la Ley 25/2009, de 22 de diciembre, de
modificaciéon de diversas leyes para su adaptacion a la Ley de libre
acceso a actividades de servicios y su ejercicio.

REGLAMENTO REACH

El Reglamento (CE) n° 1907/2006 (en adelante denominado REACH,
acronimo de Registro, Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de sustancias y
mezclas quimicas) entr6 en vigor el 1 de junio de 2007 y tiene como objetivo
principal mejorar la proteccion para la salud humana y el medio ambiente
frente al riesgo que puede conllevar la fabricacion, comercializacion y uso de
las sustancias y mezclas quimicas.

En principio el REACH es de aplicacion para todas las sustancias quimicas
presentes en la vida diaria ya sea como tales, en forma de mezclas o
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contenidas en articulos, siendo, por tanto, de aplicacion en sectores

econdmicos de indole diversa.

Para cumplir con las disposiciones del REACH las empresas deben identificar
y gestionar los riesgos asociados a las sustancias que fabrican vy
comercializan en la Union Europea. Deben demostrar como usar dichas
sustancias de manera segura y comunicar toda aquella informacion relativa a
las medidas de gestion de riesgos a las partes implicadas. [18]

Para cumplir con estos objetivos el Reglamento REACH contempla los
siguientes procesos:

e Registro (titulo Il): se tendra que registrar toda aquella sustancia
fabricada/importada en cantidades iguales o superiores a 1
tonelada/anual.

e Evaluacion (titulo VI): se evaluaran los riesgos para la salud y el medio
ambiente de toda aquella sustancia que suponga un riesgo conforme a
los criterios establecidos para la asignacion de prioridades.

e Autorizacion (titulo VII): se debera solicitar una autorizacion de uso
para toda aquella sustancia considerada altamente preocupante
conforme al Reglamento REACH.

e Restriccion (titulo VIII): determinados usos de la sustancias estaran
prohibidos o restringidos cuando supongan un riesgo inaceptable para
la salud humana y el medio ambiente. [18]
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2.3 IDENTIFICACION DE RIESGOS

Al tratarse de una planta de pequeno tamano los riesgos presentes van a ser
bajos.

Como no se trabaja con presiones elevadas ni sustancias quimicas peligrosas
no se consideran los riesgos asociados a estos aspectos.

2.3.1 Riesgo eléctrico

Siempre que se trabaja con corriente eléctrica existe un riesgo, Las
disposiciones minimas para la proteccion de la salud y seguridad de los
trabajadores frente al riesgo eléctrico estan reguladas por el RD 614/2001.
La seguridad de los trabajadores depende de la buena conservacion de las
instalaciones eléctricas y de su adecuada utilizacion. Es necesario seguir las
normas escrupulosamente, sobre todo para evitar contactos directos con los
equipos, las personas y también los fluidos de proceso.

En este caso el riesgo esta en los diferentes equipos conectados a red
(congelador, liofilizador, resistencia eléctrica...) estando entre los riesgos mas
comunes, quemaduras, propagacion de incendios o electrocucion.

2.3.2 Riesgo por golpe de objetos proyectados

El riesgo por golpe de objetos proyectados puede ser debido a fugas o rotura
de algun elemento de los equipos a causa de un aumento de presion o a la
falta de inspeccion de estos. Puede ocasionar en el personal heridas o
quemaduras.

2.3.3 Riesgo relacionado con planta biotecnoldgica

Con el fin de proteger la salud de los trabajadores de plantas biotecnologicas
durante el desarrollo de sus actividades, existe el Real Decreto 664/1997, de
12 de Mayo sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicion a agentes biolégicos durante el trabajo, dentro
del marco normativo de la Ley 31/1995, de 8 de Noviembre de Prevencion de
Riesgos Laborales.

El mayor factor de riesgo que existe es que los agentes biolégicos son
capaces de desencadenar enfermedades.

En esta planta se trabaja con agentes del grupo 1 que son aquellos que
resulta poco probable que causen una enfermedad en el ser humano.
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2.4 SISTEMAS DE SEGURIDAD

2.4.1 Medidas de seguridad contra las fugas

2.4.1.1 Distancia de seguridad
Hay que guardar una distancia de seguridad entre los puntos que pudieran
suponer un riesgo para otros equipos y para las personas que trabajen en las
instalaciones.

2.4.1.2 Aislamiento de fugas
El sistema sera independiente en los diferentes tramos en que se halla
dividido, de modo que en el caso de producirse una fuga en una zona de la
instalacion, no afecte al resto del proceso.

2.4.1.3 Juntas por estanqueidad
Seleccion adecuada de tipo de juntas necesarias para que funcione de
manera correcta la instalacion y asi minimizar el riesgo de fuga. No obstante,
realizar un mantenimiento periédico.

También es necesario evaluar las actuaciones que se deben llevar a cabo en
caso de fuga.

2.4.2 Medidas contra incendios
Existen alarmas de incendio que se activan cuando los detectores de humo se
activan o al accionar manualmente el pulsador de alarma.

Hay una red de incendios que se activa cuando se identifica fuego. Ademas
se cuenta con los extintores que por ley tiene que haber.

La fuente de abastecimiento podra ser un depdsito de reserva de agua y
grupo de presion contra incendios, segiin norma UNE-23.500.

Existencia de un plan de evacuacion de las diferentes zonas con su
correspondiente senalizacion.

2.4.3 Plan de emergencias

Cada unidad tendra su plan de emergencias, que considerara las
emergencias que pueden producirse, la forma de controlarlas por parte del
personal y la posible actuacion de servicios externos. Se tendra en cuenta la
aplicacion del Real Decreto de Accidentes Mayores.

2.4.4 Equipos de proteccidn personal
La empresa esta en la obligacion de determinar los puestos de trabajo en los
que se deba recurrir a la proteccion individual y precisar las partes del cuerpo
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a proteger asi como el tipo de equipos de proteccion individual que deberan
utilizarse.

Debera de dotar a todos los trabajadores de manera gratuita de los equipos
de proteccion individual (EPIs) que el puesto de trabajo requiera.

e Cascos de proteccion.

e Protectores de los ojos y de la cara.
e Protectores del oido.

e Protectores de las vias respiratorias.
e Guantes de proteccion.

e Zapatosy botas de seguridad.

e Ropa de proteccion.

Los equipos para la proteccion colectiva son los elementos que se instalan en
la planta que protegen simultaneamente a todos los trabajadores expuestos a
un determinado riesgo, bien cubriendo los elementos peligrosos o evitando el
acceso a los mismos.

e Barandillas

e Sistemas de proteccion de incendios

e Barreras de aire que permiten que éste fluya en una sola direccion y a
una velocidad constante creando una verdadera "cortina" que se
conoce como flujo de aire laminar.

e Colocacion de filtros cuya finalidad principal es atrapar las particulas
contenidas en el flujo del aire. Habitualmente se emplean los llamados
HEPA, que retienen con una eficacia del 99,97% particulas de hasta
0,3 micras de diametro

e Equipo de auxilio de urgencia que comprende:

o Un equipo de primeros auxilios.
o Una ducha de emergencia para el cuerpo y una ducha para los
0jos.

Es necesaria una formacion previa de uso de estos equipos para una mejor
proteccion del personal.

2.4.5 Medidas especificas de una panta biotecnologica

2.4.5.1 Comportamiento en el area de trabajo y en lo respectivo a la
manipulacion de OMG

Técnicas de laboratorio [25]:
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Llevar siempre gafas protectoras en la zona de trabajo y cuando se
manipulen agentes biologicos.

Acceso limitado al espacio, permitiendo la entrada Unicamente al
personal autorizado.

Limpieza y desinfeccion diaria de todas las superficies de trabajo, asi
como siempre gue se produzca un derrame.

Mantenimiento del espacio limpio y ordenado evitando utilizar los
pasillos como almacén. Siempre debe quedar un espacio libre no
inferior a 120 cm para poder evacuar el local en caso de emergencia.
Evitar el empleo de libros y material de escritorio en el area de trabajo,
ya que el papel contaminado es dificil de esterilizar.

Recoger siempre agentes biologicos con guantes de latex o de silicona.
Lavarse las manos tras la recogida de muestras.

Esta rigurosamente prohibido pipetear con la boca. El pipeteo se
llevara a cabo con dispositivos especialmente disenados al efecto,
debiendo entrenarse adecuadamente al personal para su correcto uso
Debe limitarse el uso de agujas hipodérmicas y jeringas, debiendo
utilizarse dnicamente las unidades ya montadas.

No debe volver a ponerse la capucha a las agujas y éstas no deben ser
dobladas ni separadas de la jeringa.

Las agujas y jeringas usadas, asi como los bisturies, deben desecharse
Unicamente en contenedores especiales disenados para este
proposito.

Cuando se centrifugue material biol6gico potencialmente infeccioso
deben utilizarse tubos cerrados. La centrifuga debera disponer de
rotores o cestillos de seguridad que eviten la formacion de aerosoles.
La rotura accidental de un tubo y su vertido en la cubeta representa
una incidencia importante que debe ser comunicada inmediatamente
al responsable del laboratorio y al Servicio de Prevencion de Riesgos
Laborales, procediendo inmediatamente a la desinfeccion segura del
equipo

No deben utilizarse centrifugas que no dispongan de sistema de cierre
de seguridad, ni manipular tales equipos de forma que puedan abrirse
mientras estan en funcionamiento y formar aerosoles

Si el laboratorio dispone de ultracentrifugas, es fundamental llevar a
cabo el equilibrado cuidadoso del rotor

Los derrames y accidentes, como cortes y pinchazos, deben ser
informados inmediatamente al responsable del laboratorio y al Servicio
de Prevencion de Riesgos Laborales, y hacerse constar por escrito
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Cubrir heridas y lesiones con apoésitos impermeables antes de
comenzar el trabajo. Si las lesiones no pueden cubrirse
adecuadamente, no exponerse hasta que curen

Evitar el contacto de la piel con materiales potencialmente infecciosos.
Para ello, cuando se manipulen muestras que contengan posibles
agentes patégenos debera usarse guantes de latex o de silicona, que
deberan retirarse siempre antes de salir del area de trabajo

Jamas se abandonara el laboratorio con los guantes puestos ni se
cogera con ellos el teléfono

Tras quitarse los guantes, se procedera al lavado de manos utilizando
jabones antisépticos

Se usaran gafas protectoras y mascarillas faciales si existe riesgo de
salpicaduras o de formacion de aerosoles

No deberan usarse lentes de contacto

El personal con el cabello largo debe llevarlo recogido

2.4.5.2 Transporte del material biologico

El transporte de las muestras dentro o entre plantas se realizara de tal
modo que, en caso de caida, no se produzcan salpicaduras

Se aconseja llevarlo a cabo en cajas herméticas o neveras portatiles.
Estas cajas 0 neveras deberan ser rigidas y resistentes a los golpes,
contar con materiales absorbentes en su interior y de facil
desinfeccion

Se etiquetaran o identificaran de forma oportuna y no podran ser
utilizadas para otros fines

Bajo ninglin concepto se transportaran muestras a mano

Cuando sea necesario transportar material bioldégico que pueda
presentar riesgo de infeccion, se recurrira a la utilizacion del sistema
basico de embalaje.

2.4.5.3 Almacenamiento de muestras bioldgicas

Las muestras biolégicas deben almacenarse en zonas de acceso
restringido, con el fin de minimizar la posibilidad de contaminacién del
personal o del ambiente

2.4.6 Mantenimiento y revisiones
Hay que realizar inspecciones con una frecuencia establecida siguiendo los
procedimientos de y control establecidos.

Los principales objetivos del mantenimiento son:
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Limitar el envejecimiento del material debido a su funcionamiento.

Mejorar el estado del material, para su eficaz funcionamiento.

e Intervenir antes de que el coste de la reparacion sea demasiado
elevado.

e Eliminar o limitar los riesgos de averias en el material imprescindible
para el proceso.

e Asegurar el buen estado de los servicios generales.

e Permitir la ejecucion de las reparaciones en las mejores condiciones.

e FEvitar los consumos exagerados.

e Suprimir las causas de accidentes.

¢ Minimizar los costos, mientras la instalacion permanezca en activo.

La actividad de mantenimiento se divide en tres bloques:

e Resolucion de averias.
e Mantenimiento preventivo.
e Mantenimiento correctivo o de mejora.
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2.5 HOJAS DE DATOS DE SEGURIDAD

Las hojas de datos de seguridad de los diferentes elementos se encuentran
en el anexo VII.

2.6 HAZOP

A continuacion se muestra el analisis HAZOP de algunos de los equipos del
proceso.
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Tabla 2.1. HAZOP fermentador F-101

Si

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

FERMENTADOR F-101

Palabra Acciones a
guia Desviacion Causas Consecuencias |tomar
MAS Temperatura |1.1 Mal 1.1 Explosion 1.1 Control de
funcionamien | 1.2 la temperatura
to del circuito | Fermentacion no 1.2 Inspeccion
de agua de se llevaacabo de los sistemas
refrigeracion | 1.3 Muerte de control para
celular el buen
1.2 Ruptura funcionamiento
del de estos
termostato
Presion 2.1 Aumenta |2.1 Explosion 2.1 Se instala
caudal de 2.2 Fallo en el controlador de
entrada de crecimiento de  presion PC-01
02 las bacterias que controla
2.2 Fallode |2.3 Muerte valvula PV-01.
la valvula de |celular 2.2 Valvula de
venteo alivio
Flujo de 3.1 Control 3.1Fugas 3.1 Control de
entrada de flujo de TB flujo
falla 3.2 Instalacion
3.2 Falloen |3.2Lla de drenajes
bomba P-103 | fermentacion no
se lleva a cabo
MENOS Temperatura |1.1 Mal 1.1Fermentacié |1.1 Control de
funcionamien | n no se lleva a la temperatura
to del agua cabo 1.2 Inspeccion
refrigeracion de los sistemas
1.2 Ruptura |1.2 Muerte de control para
del celular el bu_en i
termostato funcionamiento
de estos
Presion 2.1 Falloen |2.1 Falloen el 2.1 Se instala
el compresor |crecimiento de |controlador de
CP-101, las bacterias presion PC-01
entrada de que controla
02 valvula PV-0O1.

99

2.2 Control de




Universidad deValladolid

2. ESTUDIO DE SEGURIDAD Y SALUD

©

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

FERMENTADOR F-101

Palabra Acciones a
guia Desviacion Causas Consecuencias |tomar
2.2 Falloen |2.2 Implosién flujo
la bomba P-
103
Flujo de 3.1 Control 3.1Fugas 3.1 Control de
entrada de flujo de TB flujo
falla 3.2 Instalacion
3.2 Falloen |3.2Lla de drenajes
bomba P-103 | fermentacion no | 3.3 Inspeccion
3.3 Tuberia |selleva acabo |periddica de
rota. instalacion
3.4 Tuberia
atascada
1.1 Control 1.1la 1.1 lgual que
de flujo de TB | fermentacion no |en MENOS flujo
NO Flujo falla se lleva a cabo
1.2 Fallo en
bomba P-103
3.3 Tuberia
rota.
3.4 Tuberia
atascada
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Tabla 2.2. HAZOP torre de destilacion T-101

Si

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

TORRE DE DESTILACION T-101

Palabra guia | Desviacion |Causas Consecuencias | Acciones a tomar
MAS Temperatura | 1.1 Fallo en el | 1.1 Explosion | 1.1 Instalacion
condensador de controladores
1.2 Falloen la|1.2 No de temperatura
medida en la |conseguir
resistencia disolvente 1.2 Revisiones
del calentador | puro periodicas de los
elementos de la
1.3 Falloenel 1.3 torre
termostato Condiciones
extremas para
los materiales
1.4
Obstruccion de
las tuberias
con elementos
arrastrados de
residuo
Presion 2.1 2.1 Baja 2.1 nstalar
Incremento eficiencia de la | valvula de
de la destilacion. seguridad
temperatura
2.2 2.2 Explosion.
Obstruccion
de la valvula
de reflujo
2.3 Falloen la
bomba P-205
Recirculacion | 3.1 Fallo en 3.1 Descenso | 3.1 Cambiar
de flujo FRT-01 dela valvula de reflujo
temperatura FRT-01
3.2
Ineficiencia en
la separacion
MENOS Temperatura | 4.1 Fallo en 4.1 No se 4.1 Instalacion
FRT-01. recupera todo |de controladores
Abierta el disolvente de temperatura
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TORRE DE DESTILACION T-101

Palabra guia | Desviacion | Causas Consecuencias | Acciones a tomar
4.2Fallo en la en condensador
regulacion de y sistema de
la calefaccion
temperatura
del
condensador
4.3 Fallo en el
calentamiento
de la
resistencia

NO Recirculacion | 5.1 Fallo en 5.1 5.1 Cambio de la

de flujo valvula de Incremento de |valvula de reflujo

reflujo FRT-01

5.2
Obstruccion
del relleno de
la torre

la temperatura

5.2
Separacion
ineficiente

5.3 Inundacion
y fuga
5.4 Parada del
equipo

5.2 Cambio del
relleno de la
torre
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Tabla 2.3. HAZOP intercambiador de calor HE-101

Si

ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES

INTERCAMBIADOR DE CALOR HT-101

Palabra Acciones a
guia Desviacion |Causas Consecuencias | tomar
MAS Temperatura|1.1 Falloenel |1.1 No 1.1 Inspeccion
controlador TC- | desciende lo periodica de
01 suficiente la los elementos
1.2 Elevado temperatura de control
flujo de del
fermentado fermentado
1.3 antes de llegar
Obstruccion de |a la
la valvula de centrifugacion
flujo 1.2
1.4 Fuga en Ineficiencia en
tuberia de la posterior
refrigeracion centrifugacion
1.3
Incremento de
la presion
Presion 2.1Falloenla [2.1 2.1 Inspeccion
bomba P-106 |Ineficiencia del | de la bomba
2.2 Valvula de |intercambio
salida cerrada |2.2 Explosion
MENOS | Presion 3.1 Falloen 3.1 No llega el |3.1 Inspeccion
bomba P-106  |fjuido a la de tuberias y
centrifugadora |de bomba
C-101 3.2 Instalacion
de drenajes
3.2 Aumento
de pérdidas
debido a
residuos en las
tuberias
NO Flujo de 5.1 Valvula FV- |5.1 5.1 Control
refrigeracion | 01 cerrada Ineficiencia en | periodico del
el proceso de |estado del
purificacion circuito de
5.2 Fallo en refrigeracion

bomba P-118A
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INTERCAMBIADOR DE CALOR HT-101

Palabra Acciones a
guia Desviacion |Causas Consecuencias | tomar
5.3 Fugas en de la valvula de
circuito de control
refrigeracion
Flujo de 6.1 Valvula de |6.1 Gasto 6.1 Control de
fermentado |salida del energético flujo de
fermentador innecesario de | refrigeracion
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3. IMPACTO AMBIENTAL INDUSTRIALES

3.1 INTRODUCCION

Cualquier actividad industrial genera problemas tanto para el medio ambiente
como para las personas que estén en las inmediaciones de la planta.

El impacto ambiental puede ser positivo 0 negativo, dependiendo de si afecta
al medio ambiente mejorandole o causandole mal; permanente o temporal,
dependiendo de su duracion; reversible o irreversible.

La legislacion ambiental ha desarrollado una serie de normas que persiguen
unos objetivos: reducir al maximo la contaminacion, proteger el medio
ambiente, mantener la calidad de vida de los individuos, ahorrar energia y
aprovechar los residuos obtenidos.

Conociendo la legislacion que debe cumplir un proyecto industrial en los
diferentes niveles de organizacion: nivel europeo, nacional, regional y
municipal; se van a identificar y cuantificar los diferentes puntos que
contribuyen a danar el Medio Ambiente y asi poder proponer medidas para
mejorarlo.

El sistema de gestion ambiental constituye un conjunto de elementos
administrativos y normativos que dentro de la estructura organica de la
empresa llevan a cabo la planificacion, la instrumentacion, el control, la
evaluacion y el seguimiento de las acciones de proteccion y conservacion del
Medio Ambiente y del manejo adecuado de los recursos dentro del ambito de
la empresa y alrededores.

La familia ISO 14000 esta compuesta por un grupo de normas, cuyo principal
fin es mejorar los resultados ambientales de una organizacion, sea cual sea
su tamano y grado de implantacion en el mundo, ya que se trata de una
norma internacional. De esta familia la Unica que establece requisitos para
obtener un certificado es la norma ISO 14001. Esta norma engloba los
aspectos ambientales a considerar en proyectos de industria.
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3.2 LEGISLACION

A continuacion, se enumeran las normas generales de proteccion ambiental.

UNION EUROPEA

Reglamento (CE) n° 401/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 23 de abril de 2009, relativo a la Agencia Europea del Medio
Ambiente y a la Red Europea de Informacion y de Observacion sobre el
Medio Ambiente

Directiva 2010/75/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 24
de noviembre de 2010, sobre las emisiones industriales (prevencion y
control integrados de la contaminacion).

Directiva 2003/4/CE, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de
enero de 2003, relativa al acceso del publico a la informacion
medioambiental y por la que se deroga la Directiva 90/313/CEE del
Consejo.

Directiva 2004/35/CE, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21
de abril de 2004, sobre responsabilidad medioambiental en relacion
con la prevencion y reparacion de danos medioambientales.

ESPANA

Constitucion Espanola de 27 de diciembre de 1978.

Ley Organica 10/1995, de 23 de noviembre, del Codigo Penal.

Ley 27/2006, de 18 de julio, por la que se regulan los derechos de
acceso a la informacion, de participacion publica y de acceso a la
justicia en materia de Medio Ambiente.

Resolucion de 25 de marzo de 2002, del Instituto de Contabilidad y
Auditoria de Cuentas, por la que se aprueban normas para el
reconocimiento, valoracion e informacion de los aspectos
medioambientales en las cuentas anuales.

Real Decreto Legislativo 1/2016, de 16 de diciembre, por el que se
aprueba el texto refundido de la Ley de prevencion y control integrados
de la contaminacion.

Ley 21/2013, de 9 de diciembre, de evaluacion ambiental.

Real Decreto 102/2011, de 28 de enero, relativo a la mejora de la
calidad del aire.

Decreto 833/1975, de 6 de febrero, por el que se desarrolla la Ley
38/1972, de 22 de proteccion del ambiente atmosférico.

CASTILLA Y LEON
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o Decreto legislativo 1/2015, de 12 de noviembre, por el que se
aprueba el texto refundido de la Ley de Prevencion Ambiental de
Castillay Ledn

VALLADOLID

e Reglamento regulador del servicio plblico de saneamiento municipal:
Alcantarillado, Vertidos y Depuracion, del Ayuntamiento de Boecillo
(Valladolid)
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3.3 EVALUACION SIMPLIFICADA DEL IMPACTO AMBIENTAL

A continuacion se muestran datos sobre los limites de emision permitidos.

La Tabla 3.1. Limites de emision en industria. Fuente: Decreto 833/1975, de
6 de febrero, por el que se desarrolla la Ley 38/1972, de 22 de proteccion del
ambiente atmosférico., muestra datos de emision permitidos a nivel nacional
y la Tabla 3.2., muestra los limites de vertidos en el municipio de Boecillo.

Tabla 3.1. Limites de emisién en industria. Fuente: Decreto 833/1975, de 6 de febrero, por el que se
desarrolla la Ley 38/1972, de 22 de proteccion del ambiente atmosférico.

Unidad de medida | Niveles de emisitn |

Contaminantes:

Particulas sdlidas mg/Mm? 150
505 maiMm? 4.300
(0] p.p.m. 500
NO; {medido como NO5) p.p.m. 300
Fldor total:

Zonas hiimedas de pastizales maiMNm? 40
Otras zonas mg/Nm? BO
cl mgiMm? 230
HCI mg/Nm? 460
SHz mg/Nm? 10

Tabla 3.2. Parametros limite de vertidos en Boecillo. Fuente BoCyL

Materia en Suspensién (MeS) mg/l 500 pH superior 10

DBOS mg/ 400 Temperatura °C 40

DQO mg/ 1000 Aceites y grasas mg/l 100
pH infenior 6 Conductividad mS/cm 2500
Aluminio mg/ 5 Zinc mgh 5

Arsénico mg/l 1 Cloruros mg/l 1.500

Boro mg/l 2 Sulfatos 500

Cianuros mg/ 1 Sulfuros 5

Cobalto mg/1 0,2 Detergentes mg/l 6

Cobre mgi 3 Fenoles mg/ 3

Cromo hexavalente mg/ 1 Fosfatos mg/l 100

Cromo total mg/l 1 Fosforo Total mg/ 10
Estafo mg/ 2 Nitrégeno Total mg/ 50
Cadmio 1 Sulfatos mg/l 1.000
Hierro mg/ 5 Sulfuros mgi 3
Manganeso mgh 2 Selenio mg/l 1

Niquel mg/ 5 Pesticidas totales mg/ 0,1
Mercurio total 0,002 Sangre 0

Plomo mg/l 1
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3.3.1 Consumo de energia y agua
Se ha realizado un calculo energético de los diferentes equipos que
intervienen en el proceso. Se puede ver el calculo detallado en el ANEXO VI.

Conociendo los kWh aproximados que consume la planta en un ano se
calcula el equivalente en kg de CO2 de la huella de carbono. [17]

Tabla 3.3. Huella de carbono de los equipos de la planta. Fuente: elaboracion propia.

Gasto energético kWh Kg CO2 equivalente Kg de CO2/g biopolimero
29789,117 11021,970 5,863

Existen proyectos para compensar las emisiones de CO2 (reforestacion y
conservacion de bosques, construccion de pequenas centrales
hidroeléctricas...) a los que se aporta una suma de dinero en funcion de las
toneladas de CO2 equivalente emitidas.

Faltaria sumar el gasto de energia que produce la calefaccion y el agua
caliente sanitaria, pero eso se encuentra fuera del alcance de este proyecto.

El agua es la sustancia que mas se consume en este proyecto, de diferentes
formas, agua bidestilada, agua destilada, agua de red, agua de refrigeracion.

A continuacion, se muestran los consumos de agua de la planta.

Tabla 3.4. Consumo de agua de la planta

Lciclo Lano L ano/gbiopoliemero

Agua bidestilada 419 23105 12,290
Agua destiladda 994 48594 25,848
Agua de red 2970 152970 81,367

Agua refrigeracion 1200 - -

El circuito de agua de refrigeracion consiste en un circuito cerrado por lo que
no se considera agua consumida, solamente en la puesta en marcha del
proyecto.

EL agua de red es fundamentalmente el agua de lavado. Tiene un mecanismo
de control de la conductividad que permite recircular si no supera ciertos
valores y asi optimizar el consumo de esta.
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El resto de aguas no se recupera ya que forman parte de las etapas de
produccion y entran en contacto con el producto. Parte de esa agua pasa a
ser biomasa residual.

3.3.2 Efluentes gaseosos

Las Unicas emisiones gaseosas del proceso son las emisiones de CO2
producidas por la fermentacion de las bacterias. No se consideran
contaminantes, no proceden de una combustion y no contribuyen al aumento
del efecto invernadero. Ademas, el volumen de produccion es pequeno.

3.3.3 Efluentes liquidos

Tabla 3.5. Efluentes liquidos. Fuente: elaboracion propia

EFLUENTES concentracion Volumen volumen

LIQUIDOS dﬁ;;ﬁgo L/ano  L/g polimero producido
Biomasa - 13755 7,317
Agua residual - 20500 10,904
Agua de lavado - 91782 48,820
Solucion NaOH 10666666 30594 16,273
Solucién HNO3 12607500 30594 16,273

La segunda columna de la Tabla 3.5 contiene datos de concentracion de los
diferentes vertidos. De los efluentes que aparecen indicados con guion no se
pueden calcular datos ya que depende de como haya evolucionado la
fermentacion.

La concentracion de los efluentes de NaOH y de HNO3 se ha calculado a partir
de los datos de lavado: 160g de NaOH por cada 15L de agua y 125 ml de
HNO3z por cada 15L de agua. Es una concentracidon muy elevada. Ademas, el
pH de ambas corrientes se sale de los limites establecidos indicados en la
Tabla 3.2, que indica pH minimo 6 y pH maximo 10, teniendo el efluente de
disolucion de NaOH un pH superior a 10 y la disoluciéon de HNOs un pH inferior
a 6. Estas dos corrientes se envian al tanque TK-306.

El volumen/ano indicado se ha calculado teniendo en cuenta, como se indica
en el apartado 1.5.2, que se hacen un total de 66 ciclos de fermentaciony 12
ciclos de modificacién de cada polimero.
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El volumen por gramo se obtiene teniendo en cuenta que al ano se van a
producir 1880 g de polimero.

3.3.4 Contaminacion acustica

La ley por la que se rige este aspecto es la Ley 37/2003, de 17 de noviembre,
del ruido (BOE 18/11/2003).

El principal causante de la contaminacion aclstica va a ser en este caso el
ruido de los equipos, concretamente el ruido de las bombas y las bombas de
vacio.

Este problema se puede solventar mediante la incorporacion de silenciadores
de escape y de aspiracion.

3.3.5 Impacto visual
El impacto visual va a ser minimo ya que se va a encontrar en el interior de
una nave en un espacio reservado para la industria como lo es el Parque
Tecnolégico de Boecillo.
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3.4 MEDIDAS CORRECTORAS
e Residuos

La biomasa residual se almacena en el tanque de biomasa TK-109 hasta que
este se llena. Se le anade legia para matar a las bacterias y posteriormente se
lo lleva una empresa para tratarlo y gestionarlo.

Los residuos del tanque TK-306 han sido enviados alli debido a que tienen
una conductividad elevada como para volver a ser utilizados. Al mezclar
ambas corrientes, una de pH basico y otra de pH acido la mezcla total se
neutraliza. Ademas, se anade legia para matar a las posibles bacterias que
tengan obtenidas del proceso de lavado de los equipos. Con estas
condiciones de pH neutro y libre de bacterias vivas se puede verter a la red de
alcantarillado.

El hecho de tener un conductivimetro que controle si la disoluciéon de retorno
puede ser reutilizada o no conlleva una mejora en el consumo de agua y la
optimizacién en la generacion de residuos.

La corriente de agua residual, tanto de la unidad 100 como de la unidad 200
es el agua usado en la dialisis, agua de red con alguna sal que se haya
transferido proveniente del polimero, en ningun caso superara los limites de
conductividad permitida por lo que dicho efluente se verterda a la red de
alcantarillado sin producir un impacto negativo.

e Terreno

Los impactos criticos que se encuentran en este medio son las posibles fugas
y derrames de las diversas sustancias que se manipulan en la planta, que
pueden filtrarse al subsuelo o a la alcantarilla puablica. Para evitar estos focos
de contaminacion, se construyen barreras fisicas para contener los posibles
derrames o desbordamientos de los tanques.

Importante también realizar un buen mantenimiento de valvulas y uniones de
tuberias para evitar la pérdida de producto.

e Consumo de recursos

El consumo de recursos en la industria es alto por necesidad. La Unica forma
de reducir estos consumos es aumentar la eficiencia energética de los
equipos, asi como la minimizacion y reutilizacion del consumo de agua en la
planta y en los usos mas domeésticos.
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Para aumentar los rendimientos energéticos y el consumo de materia es
necesario invertir en nuevas técnicas de produccion y equipos mas modernos,
y hacer un buen mantenimiento de todas las instalaciones y equipos.

e Paisaje

Como es un area industrializada, el impacto en el paisaje es minimo, ya que
esta area ya tiene muchas companias de caracteristicas similares. Ademas,
en el exterior de la nave no va a haber ningln equipo.

e Medios socioecondmicos:

La planta proporciona empleo, esto influye positivamente en el nivel
socioeconémico y conduce a la aceptacion en la sociedad.

El efecto en las carreteras del area es minimo debido al gran volumen de
vehiculos que ya circulan ya que existen muchas companias en el area y es
una zona proxima a la gran ciudad.
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4.1 PRESUPUESTO

En el anexo VIII Presupuesto, se encuentran los precios detallados de los
equipos, materias primas, instrumentacion, costes indirectos y coste en
personal que requiere la planta.

A continuacion, se va a plasmar el valor total de los diferentes tipos de costes.

4.1.1 Costes total invertido

Dentro de los costes fijos se engloba, el coste total de todos los equipos del
proceso, el coste de instrumentacion y control, el coste de la parcela y los
costes indirectos.

Para el calculo de los costes directos se ha consultado a diferentes
companias el precio de cada uno de los equipos del proceso y de los
elementos de instrumentacion. Algunas de ellas ya se han nombrado en el
apartado de diseno de equipos.

4.1.1.1 Costes directos

Tabla 4.1. Costes fijos de la planta

Equipos 764.583 €
Instrumentacion 44,959 €
Parcela 150.211,85 €
Total 959.753,85 €

4.1.1.2 Costes indirectos
Se han estimado un nimero de horas necesarias para la colocacion de los
equipos y la puesta a punto de todos los elementos de instrumentacion.

Tabla 4.2. Costes indirectos de la planta

Montaje y puesta a punto €/unidad horas Coste total
Colocacion equipos 40 120 4.800,00 €
Automatizacion 60 150 9.000,00 €
Ingeniero responsable 60 150 9.000,00 €

Total 22.800€

4.1.2 Costes variables anuales
Los costes variables son los referidos a los costes de materias primas, que
podran cambiar segln la produccion requerida.
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También en estos costes esta incluido el gasto energético de los equipos. Se
encuentra detallado en el anexo VI.

Tabla 4.3. Costes variables

‘ Coste Fungibles 365.588,08 €

4.1.3 Costes fijos anuales
El precio referido al personal engloba 3 técnicos y un responsable de la
produccion.

Tabla 4.4. Coste anual en personal

| Coste en personal 117.490,32 € |

4.1.4 Costes totales

Tabla 4.5. Inversion inicial

Inversion inicial (costes directos y costes 982.553,35 €
indirectos)

Tabla 4.6. Costes anuales

Coste en fungibles 365.588,08 €
Coste en personal 117.490,32 €
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4.2 ESTUDIO DE LA RENTABILIDAD

Para el estudio de la rentabilidad del proyecto se utilizan los siguientes
parametros:

VAN (Valor Actual Neto): se basa en estudiar el movimiento de los
fondos generados o consumidos por el propio proyecto, debe ser

mayor que cero para que el proyecto sea rentable. Se calcula mediante
la férmula:

j=n

Qj ~
VAN = —A Z— Ecuacién 4.1
* o A+I+7r)"
]:

Siendo:

A: Desembolso inicial.

Qj: Es el flujo de caja anual en MM£.

M: Inflacion esperada.

r: Rentabilidad exigida.

j :Es el tiempo para el que se estima el balance econémico

TIR (Tasa Interna de Retorno): Equivale a un tipo de interés anual para
el cual el VAN se iguala a cero. Si el TIR es alto, estamos ante un
proyecto empresarial rentable, que supone un retorno de la inversion
equiparable a unos tipos de interés altos que posiblemente no se
encuentren en el mercado. Sin embargo, si el TIR es bajo,
posiblemente podriamos encontrar otro destino para nuestro dinero.

j=n
0=-4 Z L Ecuacion 4.2
n
= (1+TIR)

Para la realizacion del balance econdomico se fija una amortizacion de la
planta a 10 anos y unos impuestos de 35%.
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Tabla 4.7. Datos del balance econémico en MME.
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Ao

0o | 1|2 |3 |4|5 /|6 /| 7|89/ 10
Al-10,08
A2. 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48
A. |-0,98|-0,48|-0,48 |-0,48 |-0,48 |-0,48 |-0,48 |-0,48 | -0,48 | -0,48 | -0,48
BL. 1,16 [ 1,16 | 1,16 | 1,16 | 1,16 | 1,16 | 1,16 | 1,16 | 1,16 | 1,16
B2. 0,48|-0,48|-0,48 | -0,48 | -0,48 |-0,48 | 0,48 | 0,48 | 0,48 | -0,48
B. 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68 | 0,68
CL. 10,10|-0,10{-0,10|-0,10 |-0,10 |-0,10 | 0,10 |-0,10 | -0,10 | -0,10
C. 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,58
D1. 10,20(-0,20{-0,20 |-0,20 |-0,20 0,20 | -0,20 | 0,20 | -0,20 | -0,20
D. 0,79|0,79 | 0,79 | 0,79 | 0,79 | 0,79 | 0,79 | 0,79 | 0,79 | 0,79
E. |-0,98(0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30
F. |-0,98(-0,68|-0,38|-0,08| 0,23 | 0,53 | 0,83 | 1,13 | 1,44 | 1,74 | 2,04

Tabla 4.8. Leyenda Tabla 26. Datos del balance econémico en MME.

A1l. | Capital inmovilizado

A2. | Capital circulante

A. |Fondos invertidos

B1. [Ingresos por ventas

B2. | Costes

B. |Margen Bruto

C1. | Amortizacion

C. |Beneficio antes de impuestos

D1. | Impuestos

D. |Beneficio después de impuestos

Fondos generados por las
operaciones

F. |Movimiento de fondos. Flujo de caja
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Tabla 4.9. VAN y TIR

VAN: 0,97 | MM€
TIR: 28%

El precio del gramo de polimero se ha fijado ajustando el balance para que
salga rentable el proyecto. Es decir, VAN>0 y TIR un valor mayor que la tasa
minima de rentabilidad exigida que es de 8%.

1,16MM£€ al ano de ingresos por ventas lo que implica la venta a 617,02€
gramo de polimero.

Se trata de un producto de alto valor anadido debido a sus aplicaciones
biomédicas.
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5.1 OBJETIVO

El objeto del presente Pliego de Condiciones es servir de base a la instalacion
y montaje de la planta industrial que se describe en este proyecto.

Contiene las condiciones técnicas normalizadas referentes a los materiales y
equipos, el modo de ejecucion, medicion de las unidades de obra y, en
general, cuantos aspectos han de regir en los trabajos comprendidas en el
presente proyecto.

El contratista esta obligado a ejecutar el proyecto segun se especifica en el
Pliego de Condiciones. Del mismo modo, la administraciéon podra conocer de
forma detallada las diferentes tareas que se desarrollaran durante la
ejecucion del proyecto.
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5.2 PLIEGO DE CONDICIONES GENERALES

El presente Pliego de Condiciones Generales tiene por finalidad regular la
ejecucion de todas las obras e instalaciones que integran el proyecto en el
que se incluye, asi como aquellas que estime convenientes su realizacion la
Direccion Facultativa del mismo, estableciendo los niveles técnicos y de
calidad exigibles, precisando aquellas actuaciones que correspondan segun el
contrato y con arreglo a la legislacion aplicable, al Propietario de la obra, al
Contratista o constructor de la misma, sus técnicos y encargados, al
Ingeniero, asi como las relaciones entre todos ellos y sus correspondientes
obligaciones para el cumplimiento del contrato de obra.

El Contratista estara obligado al cumplimiento de la Reglamentacion del
trabajo correspondiente, la contratacion del Seguro Obligatorio, Subsidio
Familiar o de Vejez, Seguro de Enfermedad y todas aquellas
reglamentaciones de caracter social vigentes en el momento de la ejecucion
de los trabajos.

5.2.1 Definiciones

Propietario: Se entendera por Propietario aquel para el que el Contratista
ejecutara los trabajos. Esta definicion se extiende a los apoderados del
Propietario y a sus representantes legales.

Contratista: Es la persona natural o juridica, cuya oferta fue aceptada por el
Propietario, y con quien ha firmado el correspondiente contrato de ejecucion.
Comprende asimismo, a sus representantes legales, apoderados y sucesores
expresamente aceptados por aquel.

Subcontratista: Es toda persona, natural o juridica, que tiene una relacion
contractual no laboral con el Contratista para ejecutar cualquier trabajo o
prestar algun servicio, suministro o aprovisionamiento en relacion con las
obras, sin vinculacion alguna con el Propietario, ante quien respondera por la
actuacion de aquel.

Director de obra: Es la persona natural o juridica designada por el Propietario
para realizar las funciones de direccion de obra previstas, cuyo nombramiento
sera notificado por escrito al Contratista.

Direccion facultativa: Estara formada por el Ingeniero-Director y por aquellas
personas tituladas o no, que al objeto de auxiliar al Ingeniero-Director en la
realizacion de su cometido, ejerzan, siempre bajo las 6rdenes directas de
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éste, funciones de control y vigilancia, asi como las especificas por él

encomendadas.

5.2.2 Obras que se proyectan-disposiciones

Las obras que se proyectan son las que se especifican en la Memoria y sus
anexos, planos y presupuesto, y las necesarias para dejar totalmente
terminados los trabajos objeto de este proyecto.

Cualquier excepcion o modificacion de lo establecido en el Pliego requerira la
notificacion por escrito y la aprobacion correspondiente al propietario.

5.2.3 Interpretacion de las distintas partes del proyecto

En caso de contradiccion entre los planos y el Pliego de Prescripciones
Técnicas, prevalecera lo indicado en este Ultimo. Lo mencionado en el Pliego
de Prescripciones Técnicas y omitido en los planos o viceversa, habra de ser
aceptado como si estuviese expuesto en ambos documentos, siempre que, a
juicio del director de obra, quede suficientemente definida la unidad de obra
correspondiente y esta tenga precio en el contrato.

En todo caso, las contradicciones, omisiones o0 errores que se adviertan en
estos documentos por el Director de obra o Contratista deberan reflejarse en
el acta de comprobacion.

5.2.4 Trabajos preparatorios
Los trabajos preparatorios para el inicio de las obras consistiran en:

e Comprobacion del replanteo.
e Fijacion y conservacion de los puntos del replanteo.
e Programacion de los trabajos.

5.2.4.1 Comprobacién del replanteo
En el plazo de quince dias a partir de la adjudicacion definitiva se
comprobaran, en presencia del adjudicatario o de su representante, el
replanteo de las obras efectuadas antes de la licitacion, extendiéndose la
correspondiente acta de comprobacion del replanteo.
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El acta de comprobacion del replanteo reflejara la conformidad o la

disconformidad del replanteo respecto a los documentos contractuales del
proyecto, refiriéndose expresamente a las caracteristicas geométricas de los
trabajos, asi como a cualquier punto que en caso de disconformidad pueda
afectar al cumplimiento del contrato.

Cuando el acta de comprobacion del replanteo refleje alguna variacion
respecto a los documentos contractuales del proyecto, debera ser
acompanada de un nuevo presupuesto, valorado a los precios del contrato.

5.2.4.2 Fijacion de los puntos de replanteo
La comprobacion del replanteo debera incluir como minimo los datos y
referencias previstos para poder materializar las obras, asi como los puntos
fijos o auxiliares necesarios para los sucesivos replanteos de detalles y de
otros elementos que puedan estimarse precisos.

Los puntos de referencia para los sucesivos replanteos se marcaran con los
medios adecuados para evitar su desaparicion. Los datos, cotas y puntos
fijados se anotaran en un anexo al acta de comprobacion del replanteo, el
cual se unira al expediente de las obras, entregandose una copia al
contratista. El contratista se responsabilizara de la conservacion de las
senales de los puntos que hayan sido entregados.

5.2.4.3 Programacion de los trabajos
En el plazo que se determine en dias habiles a partir de la aprobacion del acta
de comprobacion del replanteo, el adjudicatario presentara el programa de
trabajos de las obras.

Dicho programa de trabajo incluira los siguientes datos:

e Fijacion de las clases de obras y trabajos que integran el proyecto e
indicacion de las mismas.

e Determinacion de los medios necesarios (instalaciones, equipos y
materiales).

e Valoracion mensual y acumulada de la obra, programada sobre la base
de los precios unitarios de adjudicacion.

e Representacion grafica de las diversas actividades, en un grafico de
barras o0 en un diagrama espacio - tiempo.
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5.2.5 Obligaciones y responsabilidad del contratista
El Contratista queda sometido al cumplimiento de las prescripciones técnicas
contenidas en este Pliego de Condiciones. Si los trabajos exigiesen su
realizacion por personal especializado, la Direccion Facultativa, podra en todo
momento solicitar al Contratista la presentacion de los documentos
necesarios que acrediten la adecuada titulacion del personal.

En la ejecucion de los trabajos que se hayan contratado, la empresa
contratista sera la dU(nica responsable, no teniendo en derecho a
indemnizacion alguna por el mayor precio que pudiera costarle o por las
errbneas maniobras que cometiese durante su construcciéon, siendo por su
cuenta y riesgo e independiente de la inspeccion de la Direccion Facultativa.

Asimismo, el Contratista sera responsable de los accidentes que pudieran
sobrevenir a todo el personal, debiendo atenerse a las disposiciones de la
Policia Urbana y Leyes comunes sobre la materia, Reglamentacion de
Seguridad e Higiene en el trabajo, etc., y lo mismo para cualquier persona con
autorizacion para entrar en la obra.

5.2.6 Personal y medios auxiliares

Sera obligacion de la Contrata disponer con la suficiente antelacion de toda
clase de personal cualificado, debiéndolo sustituir cuando, a juicio de la
Direccion Facultativa, no relna las caracteristicas de trabajo que se le
encomiende o carezca de las condiciones precisas para la convivencia en el
trabajo que le corresponda.

El personal estara dado de alta en la Seguridad Social y debera disponer de
los correspondientes equipos de proteccion individual.

5.2.7 Recepciéon del material

El Director de Obra, de acuerdo con el Contratista, dara su aprobacion a los
materiales suministrados y confirmara su validez para una instalacion
correcta. La vigilancia y conservacion de los materiales sera por cuenta del
Contratista.
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5.2.8 Ejecucion de las obras

Las obras se ejecutaran conforme al Proyecto, a las condiciones contenidas
en el presente Pliego de Condiciones Generales y en el pliego particular, si lo
hubiera y de acuerdo con las especificaciones senaladas en el Pliego de
Condiciones Técnicas. El Contratista, salvo aprobacion por escrito del Director
de Obra, no podra realizar ninguna alteracion o modificacion de cualquier
naturaleza en los datos fijados en Proyecto. El Contratista no podra utilizar en
los trabajos personal que no sea de su exclusiva cuenta y cargo.

El Contratista debera tener al frente de los trabajos un técnico
suficientemente especializado, a juicio del Director de Obra.

5.2.9 Plazo de ejecucion

Los plazos de ejecucion, totales y parciales, indicados en el contrato,
empezaran a contar a partir de la fecha del replanteo de las obras. El
Contratista estara obligado a cumplir los plazos senalados, que seran
improrrogables. No obstante lo anteriormente indicado, los plazos podran ser
objeto de modificaciones cuando los cambios determinados por el Director de
Obra y debidamente aprobados por el Contratante influyan realmente en los
plazos senalados en el contrato. Si por causas ajenas al Contratista, no fuera
posible comenzar los trabajos en la fecha prevista, o tuvieran que ser
suspendidos una vez empezados, se concedera por el Director de Obra la
prorroga estrictamente necesaria.

5.2.10 Recepcidn provisional

Para proceder a la recepcion provisional de las obras sera necesaria la
asistencia del propietario, del Ingeniero Director de la obra y del Contratista o
su representante debidamente autorizado.

Si las obras se encuentran en buen estado y han sido ejecutadas con arreglo
a las condiciones establecidas, se daran por percibidas provisionalmente,
comenzando a correr en dicha fecha el plazo de garantia, que se considerara
de tres meses.

Cuando las obras no se hallen en estado de ser recibidas, se hara constar en
el acta y se especificaran en la misma las precisas y detalladas instrucciones
que el ingeniero director debe senalar al contratista para remediar los
defectos observados, fijandose un plazo para subsanarlos, expirado el cual,
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se efectuard un nuevo reconocimiento en idénticas condiciones a fin de

proceder a la recepcion provisional de la obra.

Después de realizar un escrupuloso reconocimiento y si la obra estuviese
conforme con las condiciones de este Pliego, se levantara un acta por
duplicado, a la que acompanaran los documentos justificantes de la
liguidacion final. Una de las actas quedara en poder de la propiedad y la otra
se entregara al contratista

5.2.11 Plazo de garantia

Desde la fecha en que la recepcion provisional quede hecha, comienza a
contratarse el plazo de garantia que sera de un ano. Durante este periodo, el
Contratista se hara cargo de todas aquellas reparaciones de desperfectos
imputables a defectos y vicios ocultos.

5.2.12 Recepcidn definitiva

Una vez finalizado el plazo de garantia senalado, se procedera a la recepcion
definitiva de las obras, con la concurrencia del Director de Obra y del
representante del Contratista, levantandose, si las obras son conformes, el
Acta correspondiente, por duplicado, firmada por el Director de Obra y el
representante del Contratista y ratificada por el Contratante.

5.2.13 Calidad de los materiales

Los materiales que se emplearan en la construccion y montaje de esta planta
deberan cumplir las normas UNE en vigor que les afecte y los requisitos
indicados en el Pliego de Condiciones. En caso contrario seran otorgados
como defectuosos y retirados de la zona de la obra a no ser que el ingeniero
considere lo contrario.

Los materiales rechazados, de los cuales sus defectos se hayan corregido, no
se utilizaran mientras no se les haya otorgado la aprobacion.

Los materiales empleados de las partes en contacto con la solucion seran:

e Tanques, agitadores, fermentador: AISI 316

e Intercambiador de calor: AlSI 316

e Reactor: vidrio

e Filtros: poliestireno; membrana: poliestersulfona
e Torre de destilacion: borosilicato
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Todo ello perfectamente esterilizado antes de su uso.

Los materiales del resto de partes vienen indicados en el ANEXO IlI: Diseno de
equipos y en el ANEXO IX Catalogos.

5.2.14 Personal técnico

El contratista esta obligado a dedicar a los trabajos personal técnico
cualificado responsable de la instalacion y montaje de las lineas que estara a
pie de obra.

El personal asi designado no sera asignado a otras obligaciones mientras
duren los trabajos.

Por otra parte, el personal a cargo del contratista debera estar lo
suficientemente cualificado para la realizacion de los trabajos. Es
responsabilidad del contratista, por lo tanto, cualquier retraso derivado de la
incompetencia o ighorancia del personal a su cargo.

El director podra prohibir la presencia en la zona de trabajos de determinado
personal del contratista por motivo de falta de obediencia o respeto, o por
causa de actos que comprometan o perturben, a su juicio, la seguridad,
integridad o marcha de los trabajos.

El contratista podra recurrir, si entendiese que no hay motivo fundado para
dicha prohibicion.

5.2.15 Libro de érdenes

Se dispondré en la propia obra de un Libro de Ordenes, en donde se
recogeran todas las incidencias, modificaciones, aclaraciones, etc., que
surjan durante el desarrollo de los trabajos.

El Director de Obra, en ejercicio de sus atribuciones, velara por el
cumplimiento de los requisitos especificados en el proyecto, asi como de las
exigencias de las disposiciones legales que sean de aplicacion, y en especial
aquellas que afecten al buen funcionamiento de las instalaciones y a la
seguridad de las personas.

El Libro de Ordenes, como instrumento destinado a garantizar estos extremos,
dejara constancia del desarrollo de la obra, conteniendo las firmas de la
Direccion Facultativa y de quienes ejerzan como promotores, empleando a tal
efecto cuantas copias fueran necesarias.
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5.3 PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARTICULARES

5.3.1 Normas de diseno utilizadas

API 650: Welded Steel Tanks

ANSI: American National Standard Institute.

ASME B36.19M-2004: Stainless Steel Pipe

ASME B36.10M-2004: Welded and Seamless Wrought Steel Pipe
Norma UNE EN-ISO 10628

ISA S5.1

5.3.2 Definiciones

Con el objetivo de que se entienda todo lo expuesto en este Pliego de
Condiciones Técnicas se definen a continuacion, los parametros técnicos
utilizados.

Presion de diseno (Ppisefo): Se entiende como el valor de la presion
gue se toma para el célculo del espesor del aparato, a la temperatura
de diseno. La presion de diseno no podra ser menor que la presion
maxima de servicio.

Presion maxima (PMO): Se entiende como la presion mas alta que se
puede dar en el aparato o sistema, en condiciones extremas de
funcionamiento del proceso.

Presion alivio: Se entiende como la presion a la que estan tarados los
elementos de seguridad que protegen al aparato o al sistema.

Presion de operacion (Pop.): Se entiende como la presion normal de
trabajo del aparato o sistema a la temperatura de servicio.

Presion shut-off (Pshutoff): Maxima presion de una bomba cuando el
caudal que circula por ella es nulo (La valvula a la salida de la bomba
esta cerrada, con el fluido en contacto con el rodete)

Presion de prueba (Pp): Se entiende como aquella presion a la que se
somete el aparato o sistema para comprobar su resistencia en las
condiciones estaticas para las que fue disenado. Corresponde a la
mayor presion efectiva que se ejerce en el punto mas alto del aparato
o sistema durante la prueba de presion.

Temperatura de diseno (Toiseno): Es el valor de la temperatura que se
toma para el calculo del espesor del aparato.

Temperatura maxima de operacion (Tmax.operacion): ES €l maximo valor de
la temperatura que se estima puede producirse en el interior del
aparato o sistema, en condiciones extremas de funcionamiento.
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e Temperatura de operacion (Toperacion): ES el valor de la temperatura
alcanzada en el interior del aparato o sistema en condiciones
normales de funcionamiento a la presion de servicio.

5.3.3 Instalaciéon mecanica

5.3.3.1 Tuberias
Las tuberias que forman parte de las instalaciones receptoras han de ser de
acero inoxidable 316, cuyo tamano esta normalizado en ASME B36.19M-
2004. Las tuberias de la parte del circuito de refrigeraciéon, no van a ser de
inoxidable, estas siguen la norma ASME B36.10M-2004.

e Presion de diseno:
o Tuberia conectada a un equipo: Ppisero=Pbisefo Equipo
o Linea con valvula de seguridad: Ppisero=Prarapo
o Impulsion bomba: Ppiseno=1,2(Pwmax.aspiracion + APproYECTO bomba)
e Temperatura de diseno:
o Tuberias metalicas no aisladas (ANSI B 31.3)
*  Si Truipo<38°C = Toiseno=TrLuiDO
*  Si Tripo>=38°C 2 Tpiseno=0.95-TrLuipo
o Tuberias metalicas con aislamiento externo: Toiseno=TrLuiDO
o En ausencia de datos: Toiseno=Topreracion + 30°C
e Pérdidas de carga aceptables cuando el fluido es un liquido:
o Succién de bomba: -AP < 2 bar/km
o Impulsion: -AP < 5 bar/km
o Por gravedad: -AP < 0.3 bar/km

El tiempo de vida util de las tuberias es de 20 anos.

5.3.3.2 Caracteristicas: diametros, longitudes y espesores
Las medidas y tolerancias de los accesorios de inoxidable seran acordes con
las caracteristicas dimensionales del tubo al que han de unirse. Los
accesorios para realizar soldadura TIG y los de soldadura manual deberan ser
compatibles con el tubo al que han de soldarse.

5.3.3.3 Uniones
La union de los tubos tanto los de acero como los de acero inoxidable 316 se
realizaran por soldadura TIG.
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El proceso de soldadura TIG (Tungsten Inert Gas), es un tipo de soldadura por

arco bajo la proteccion de gas con electrodo (no consumible), se usa un arco
eléctrico como fuente de energia que se establece entre el electrodo no
consumible y la pieza a soldar con la envoltura protectora del gas inerte.
Cuando se usa material de relleno, éste se proporciona mediante el uso de
varillas, de la misma forma que en la soldadura de oxiacetileno.

Durante el proceso, la antorcha TIG debe estar conectada al polo negativo (-) y
la pinza de masa al polo positivo (+).

La ventaja de este método de soldadura es, basicamente, la obtencion de
cordones mas resistentes, mas ductiles y menos sensibles a la corrosion que
en el resto de procedimientos, ya que el gas protector impide el contacto
entre el oxigeno de la atmésfera y el bano de fusion.

Los accesorios para la ejecucion de uniones, derivaciones, codos, curvas, etc.,
mediante soldadura, estaran fabricados con inoxidable 316 de las mismas
caracteristicas que las del tubo al que han de unirse mediante soldadura TIG.

Las uniones de los tubos entre si y de éstos con los accesorios, se haran de
acuerdo con los materiales en contacto y de modo que la ejecucion de las
operaciones se lleve a cabo de forma que no se llegue a provocar pérdidas de
estanqueidad en las uniones.

Durante el premontaje las uniones de acero inoxidable se realizaran mediante
soldadura TIG, siempre que sea posible, y para el montaje in-situ mediante
soldadura manual de aportacion.

5.3.3.4 Elementos de sujecion de tuberias
Las tuberias que se instalen, deberan estar conveniente sujetas a las paredes
o techos mediante elementos de sujecion del tipo abrazaderas o soportes
guia.

El diseno de los elementos de sujecion mencionados, es decir, los abarcones
y los soportes guia, ha de ser tal que cumplan las siguientes condiciones: El
anclaje de la abrazadera ha de poder realizarse directamente a la pared, bien
por empotramiento o bien atornillada con tacos de expansion. El anclaje del
soporte-guia se realizara por empotramiento en la pared o techo.

El sistema de fijacion del abarcon a la tuberia no ha de poder realizarse
manualmente ni por presion, sino que para su montaje y desmontaje debera
utilizarse un atil adecuado (destornillador, llave fija, etc.).
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El diseno del abarcon ha de ser tal que en ningln caso pueda producirse

contacto de la tuberia con la pared, techo o soporte. Los abarcones de
sujecion que seguiran la norma AISI-304 INOX 18/10 A-2. Deben ser situados
de tal manera que quede asegurada la estabilidad y alineacion de la tuberia.

Han de estar construidos con materiales metalicos de probada resistencia
mecanica y quimica (acero inoxidable 304 o 316L) no deberan estar en
contacto directo con la tuberia, sino que deberan aislarse de la misma a
través de un revestimiento, banda de elastobmero o material plastico
preferentemente, o bien encintando convenientemente la tuberia en la zona
de contacto.

5.3.3.5 Pruebas para las tuberias
Para todas las tuberias contempladas en este proyecto se realizaran las
siguientes pruebas y comprobaciones en el lugar de emplazamiento:

1. Examen visual, control de espesores e identificacion de los materiales.

2. Primera prueba de presion, en el caso de no haber sido probadas en el
taller.

3. Prueba de los sistemas antes de la puesta en marcha.

4. Prueba hidrostatica.

Se deberd comprobar hidrostaticamente todas las lineas y equipos después
de terminar la construccion del circuito, con los equipos interconectados entre
si (comprobacion del sistema). El sistema se llenara con agua y se
comprobara al menos a 1,25 veces la presion de diseno.

Las valvulas de control y placas de orifico deberan quitarse de servicio, asi
como los instrumentos. Las valvulas de seguridad estaran aisladas. Las
secciones cuyas presiones de prueba sean diferentes seran separadas
mediante juntas ciegas temporales.

Durante la prueba, se comprobara que no existen fugas, especialmente por
las bridas atornilladas y por los asientos de las valvulas.

5.3.3.6 Instalacion electroneumatica
Todos los materiales a emplear en la presente instalacion seran de primera
calidad y reuniran las condiciones exigidas en el Reglamento Electrotécnico
para Muy Baja Tensidon y demas disposiciones vigentes referentes a
materiales y prototipos de construccion.
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Todos los materiales podran ser sometidos a los analisis o pruebas, por

cuenta de la contrata, que se crean necesarios para acreditar su calidad.
Cualquier otro que haya sido especificado y sea necesario emplear debera ser
aprobado por la Direccion Técnica, bien entendiendo que sera rechazado el
gue no redna las condiciones exigidas por la buena practica de la instalacion.

Los materiales no consignados en proyecto que dieran lugar a precios
contradictorios reuniran las condiciones de bondad necesarias, a juicio de la
Direccion Facultativa, no teniendo el contratista derecho a reclamacion
alguna por estas condiciones exigidas.

5.3.3.7 Canalizaciones eléctricas
Los cables se colocaran dentro de tubos o canales, fijados directamente
sobre las paredes, directamente empotrados en estructuras, bajo molduras,
en bandeja o soporte de bandeja.

Durante el desmantelamiento o el desplazamiento de elementos eléctricos se
retiraran y modificaran todos aquellos soportes que requiera la nueva
instalacion. Todo ello bajo la autorizacion de la direccion de obra.

Antes de iniciar el tendido de la red de distribucion, deberan estar ejecutados
los elementos estructurales que hayan de soportarla o en los que vaya a ser
empotrada: forjados, tabiqueria, etc. Debera replantearse sobre ésta en forma
visible la situacion de las cajas de mecanismos, de registro y proteccion, asi
como el recorrido de las lineas, sefalando de forma conveniente la naturaleza
de cada elemento.

5.3.3.8 Condiciones para las valvulas
Las valvulas seran del tipo que la direccion de la obra estime el mas
adecuado de cara a la linea y servicio en que vayan a ser instaladas. Estaran
libres de defectos, irregularidades, etc., que puedan dificultar su instalacion o
montaje, 0 que puedan afectar negativamente a su comportamiento durante
el proceso.

Durante su instalacion se tendra especial cuidado de alinear correctamente
los extremos con la tuberia en la que vayan a ser instaladas.

El apriete de los esparragos se hara con llave dinamométrica, previa
introduccion de las correspondientes juntas.
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Hay varios tipos de valvulas, todas ellas debidamente representadas en el

diagrama P&ID segln la Norma UNE EN-ISO 10628 de simbologia de equipos.
En el plano PFD 100 se indica el simbolo de cada una de ellas.

e Valvula de paso

e Valvula de globo

e Valvula de control

e Valvula antirretorno

e Valvula on/off

e Valvula de compensacion
e Valvula de estrechamiento
e Valvula de seguridad

Todas ellas tendran el diametro correspondiente a la tuberia que acompanan.
Las valvulas de seguridad seran de 34” como minimo.

5.3.3.9 Condiciones para las juntas
Las juntas seran espirometalicas o de amianto encamisadas. Estaran libres
de defectos, irregularidades, etc., que puedan dificultar su instalacién o
montaje, o que puedan afectar negativamente a su comportamiento durante
el proceso.

5.3.3.10 Equipos de proceso
e Presion de diseno:
o DeOalbara-> 3,5barg
o 1 bara-> la mayor de:
" Puiseiio = 1,1 - Poperacion
= Pgiseiio = Pshut off = Si hay una bomba aguas arriba y una
valvula aguas abajo
"  Pyiseio= Paivio (PSV) = valvula de seguridad
e Temperatura de diseno:
o T>0° - Lamayor de:
®  Tyisefio = Toperacion + 20°C
®  Tgisefio = Tmax.operaciont D °C
o T<0° - Tdiserio = Toperacisn— D °C
e Ratio L/D:
o P<175barg>L/D=15a3
o 17.5<P<35barg 2L/D=3a4
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o P>35barg>L/D=4a6

Presion maxima permisible del equipo: Presion de diseno.

Para todos los tanques, agitadores y fermentador de esta planta, como no se
trabaja con presiones altas, tendra un valor de 3,5 barg.

En caso de que supere dicho valor disponen de una valvula de seguridad
tarada a la presion de diseno.

El tiempo de vida Util de estos equipos es de 30 anos.

5.3.3.11 Bombas
Sera capaz de suministrar el caudal a la presion que se detalla en la Memoria
y anexo de diseno; sera de las caracteristicas especificas. La casa comercial
suministradora de las bombas se responsabilizara del transporte e instalacion
definitiva y la comprobacion del buen funcionamiento, segun las pruebas que
el Ingeniero Director estime oportunas.

La parte en contacto de las bombas con el producto va a ser de acero
inoxidable 316 a excepcion de las bombas del circuito de refrigeracion que
sera de otro material.

Especificaciones de diseno indicadas en el anexo de diseno.

Se dispondra de al menos 2 bombas de recambio de cada tipo para cubrir
posibles averias.

5.3.3.12 Condiciones para las purgas y venteos
Las purgas y los venteos de las lineas y equipos principales seran de 34" como
minimo, y dispondran de valvulas de compuerta soldadas como elementos de
cierre.

5.3.3.13 Elementos de seguridad
Todos los aparatos y sistemas comprendidos en el presente proyecto deben ir
provistos de los elementos de seguridad que prescriban los codigos de diseno
empleados y los adicionales especificados en el manual de diseno.

Todas las valvulas de seguridad deben ser de apertura total y sistema de
resorte, debiéndose cumplir la condicion de que la apertura total de la valvula
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debera ser ayudada por la presion del fluido evacuado, de tal manera que la

apertura asegure una seccion de paso a través de la valvula igual al 80 % de
la seccion neta de paso en el asiento después de la deduccién de la seccion
transversal de los obstaculos en el orificio, debido a las guias y a la forma del
cuerpo de la valvula en la posicion de apertura maxima.

No se permitira el uso de valvulas de seguridad de peso ni de palanca de
contrapeso.

La descarga de las valvulas de seguridad debera realizarse de tal forma que
impida eficazmente que el fluido evacuado pueda producir danos a personas
0 cosas.

Durante las inspecciones interiores periddicas de los aparatos o sistemas a
presion la valvula o valvulas de seguridad que protejan dichos aparatos o
sistemas se desmontaran y ajustaran para, a continuacion, probarlas y
precintarlas.

5.3.3.14 Lavado del equipos
Esta operacion tiene por objeto eliminar cuerpos extranos que, durante el
montaje, hayan podido quedar en las lineas o en los equipos, tales como
virutas de metal o de madera.

Estos restos pueden provocar durante la operacion atascos en las lineas,
bloqueos en valvulas o destrozar partes moviles de las bombas.

El lavado se llevara a cabo mediante circulacion de agua, a la que
previamente se habra anadido la cantidad adecuada de inhibidor de
corrosion.

Las bombas habran sido alineadas, comprobadas y rodadas de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se instalaran en ellas filtros de aspiracion,
que deberan limpiarse tan a menudo como sea necesario. Mientras dure el
rodaje de las maquinas se vigilaran estrechamente todos los aspectos
relacionados con sobrecalentamientos, vibraciones, posibles fugas y consumo
eléctrico de motores.

Durante el lavado en los puntos bajos, lineas desconectadas, etc., se debe
purgar para eliminar materiales sélidos. EI cambiador de calor sera incluido
en el circuito al final de la operacién, asi como las conexiones a los
instrumentos, teniendo sus purgas abiertas.
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Cuando se observe gue los filtros instalados en las bombas han dejado de

ensuciarse y el agua que se purga aparece limpia, puede darse por concluida
la operacion de lavado. Se parara entonces la circulacion y se drenara
completamente de agua el sistema.

Por dltimo, se instalaran las valvulas automaticas y las placas de orificio,
verificandose su posicion.

5.3.3.15 Comprobacion de servicios auxiliares

e Red eléctrico
Se comprobara la tension de los equipos. Esta debe de ser de 220 V.
e Red contra incendios

Se comprobara la llegada de agua a los hidrantes, asi como el libre y rapido
acceso a los mismos.

También se comprobara que funcionan los detectores de humo.

Esto se va a hacer al inicio, justo antes de la puesta en marcha de la planta y
posteriormente como medida preventiva se realizara cada 6 meses.

e Sistema de drenaje
Se comprobara que todos los drenajes y arquetas desalojan adecuadamente.
e Seguridad

Se comprobara que todas las valvulas de seguridad estén instaladas sin
discos ciegos ni cerrojos.

5.3.3.16 Requerimientos técnicos del contrato de mantenimiento
Se realizara un contrato de mantenimiento preventivo y correctivo, al menos,
de tres anos.

El mantenimiento preventivo implicara, como minimo, una revision anual.

El contrato de mantenimiento de la instalacion incluira las labores de
mantenimiento de todos los elementos de la instalacion aconsejados por los
diferentes fabricantes.
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Se definen dos escalones de actuacion para englobar todas las operaciones

necesarias durante la vida util de la instalacion, para asegurar el
funcionamiento, aumentar la producciéon y prolongar la duracién de la misma:

- Mantenimiento preventivo
- Mantenimiento correctivo

Plan de mantenimiento preventivo: operaciones de inspeccion visual,
verificacion de actuaciones y otras, que aplicadas a la instalacion deben
permitir mantener, dentro de limites aceptables, las condiciones de
funcionamiento, prestaciones, proteccion y durabilidad de la instalacion.

Plan de mantenimiento correctivo: todas las operaciones de sustitucion
necesarias para asegurar que el sistema funcione correctamente durante su
vida atil. Incluye:

- La visita a la instalacion en los plazos indicados y cada vez que el usuario lo
requiera por averia grave en la instalacion.

- El analisis y presupuestacion de los trabajos y reposiciones necesarias para
el correcto funcionamiento de la misma.

- Los costes economicos del mantenimiento correctivo, con el alcance
indicado, forman parte del precio anual del contrato de mantenimiento.

Podran no estar incluidas ni la mano de obra, ni las reposiciones de equipos
necesarias mas alla del periodo de garantia.

El mantenimiento debe realizarse por personal técnico cualificado bajo la
responsabilidad de la empresa instaladora.

El mantenimiento preventivo de la instalacion incluira una visita anual en la
que se realizaran, como minimo, las siguientes actividades:

- Verificacion del funcionamiento de todos los componentes y equipos.
- Revision del cableado, conexiones, pletinas, terminales, etc.

- Comprobacion del estado de los modulos: situacion respecto al proyecto
original, limpieza y presencia de danos que afecten a la seguridad y
protecciones.

- Estructura soporte: revision de danos en la estructura, deterioro por agentes
ambientales, oxidacion, etc.
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- Instrumentacion: estado de indicadores y alarmas.

- Comprobacion del estado de los elementos de seguridad.

Las operaciones de mantenimiento realizadas se registraran en un libro de
mantenimiento.

Garantias
Ambito general de la garantia:

- Sin perjuicio de una posible reclamaciéon a terceros, la instalacion sera
reparada de acuerdo con estas condiciones generales si ha sufrido una averia
a causa de un defecto de montaje o de cualquiera de los componentes,
siempre que haya sido manipulada correctamente de acuerdo con lo
establecido en el manual de instrucciones.

- La garantia se concede a favor del comprador de la instalacion, lo que
debera justificarse debidamente mediante el correspondiente certificado de
garantia, con la fecha que se acredite en la entrega de la instalacion.

Plazos

- ElI suministrador garantizara la instalacion durante un periodo minimo de
tres anos, para todos los materiales utilizados y el montaje. Para los médulos
fotovoltaicos, la garantia sera de ocho anos.

- Si hubiera de interrumpirse la explotacion del sistema debido a razones de
las que es responsable el suministrador, 0 a reparaciones que haya de
realizar para cumplir las estipulaciones de la garantia, el plazo se prolongara
por la duracion total de dichas interrupciones.
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5.4 PLIEGO DE CONDICIONES LEGALES

5.4.1 Jurisdiccion

El Contrato se formalizara mediante documento privado o publico a
peticion de cualquiera de las partes y con arreglo a las disposiciones vigentes.
En el contrato se especificara las particularidades que convengan a ambas
partes. El Contratista y el Propietario, antes de firmar el documento, firmaran
el pie del Pliego de Condiciones.

El Contratista convocado, tiene derecho a sacar copias, a su costa, de
los Planos, Pliegos de Condiciones y demas documentos que los Contratistas
e Industriales precisen, para redactar proposiciones de Presupuesto.

Ambas partes se comprometen en sus diferencias al arbitraje de equidad, que
se ofrecera a la Direccion Facultativa.

El Contratista es responsable de la ejecucion de las obras en las
condiciones establecidas en el Contrato y en los documentos que componen
el desarrollo técnico del Proyecto. Como consecuencia de ello, vendra
obligado el desmontaje o reconstruccion de todo lo mal ejecutado, sin que
pueda servir de excusa el que la Direccion Facultativa hayan examinado y
reconocido la Construccion durante las obras, ni el que le hayan sido
abonadas en liquidaciones parciales.

5.4.2 Accidentes de trabajo

En caso de accidentes ocurridos con motivo y en el ejercicio de los trabajos
para el montaje de la planta, el Contratista se atendra a lo dispuesto a estos
respectos, en la legislacion vigente, y siendo, en todo caso el Unico
responsable de su cumplimiento y sin que por ningln conducto pueda quedar
afectada la Propiedad por responsabilidades en cualquier aspecto.

El Contratista sera responsable de todos los accidentes que por
inexperiencia o descuido sobrevengan, durante la ejecucion de los trabajos de
instalacion. Sera por tanto de su cuenta el abono de las indemnizaciones a
quien corresponda y cuando ello hubiera lugar, de todos los danos y perjuicios
que se puedan causar.

El Contratista cumplira los requisitos que prescriben las disposiciones
vigentes sobre la materia, debiendo exhibir, cuando a ello fuera requerido, el
justificante de tal cumplimiento.
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5.4.3 Pago de arbitrios

En caso de necesitar alglin tipo de arbitrio, éste se llevara a cabo por la
jurisprudencia municipal o comarcal en la que se sitle la empresa
constructora sometiéndose ésta a las leyes y normas del citado municipio o
comarca.

El pago se debera hacer durante el tiempo de ejecucion y correra a cargo de
la Contrata, siempre que en las condiciones particulares del Proyecto no
estipule lo contrario.

5.4.4 Causas de recision del contrato
Se consideraran causas suficientes de recision las que a continuacion se
senalan:

1. La muerte o incapacidad del Contratista
2. La quiebra del Contratista
3. Las alteraciones del contrato por las causas siguiente:
a. La modificacion del Proyecto de forma tal que presente
alteraciones fundamentales del mismo a juicio del Ingeniero
Director, y en cualquier caso siempre que al variacion del
Presupuesto de ejecucion, como consecuencia de estas
modificaciones, represente en mas o menos, del 40 %, como
minimo, de algunas unidades del Proyecto modificadas.
b. La modificacion de unidades de obra, siempre que estas
modificaciones representes variaciones en mas o menos, del
40% como minimo de las unidades del Proyecto modificadas.
4. La suspension de la obra comenzada y, en todo caso, siempre que por
causas ajenas a la Contrata, no se dé comienzo a la obra adjudicada
dentro del plazo de tres meses, a partir de la adjudicacion, en este
caso, la devolucion de la fianza sera automatica.
5. La suspension de obra comenzada, siempre que el plazo de
suspension haya excedido un ano.
6. El no dar comienzo la Contrata a los trabajos dentro del plazo
senalado en las condiciones particulares del Proyecto.
7. El incumplimiento de las condiciones del contrato, cuando implique
descuido o mala fe, con perjuicio de los intereses de la obra.
8. La terminacion del plazo de ejecucion de la obra, sin haberse llegado
a esta.
9. El abandono de la obra sin causa justificada.
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5.5 PLIEGO DE CONDICIONES ECONOMICAS
Como base fundamental, se establece el principio de que el Contratista debe
percibir el importe de todos los trabajos ejecutados, siempre que éstos se
hayan realizado con arreglo y sujecion el Proyecto y Condiciones Generales y
Particulares que rijan la obra.

5.5.1 Garantias

El Ingeniero Director podra exigir al Contratista la presentacion de referencias
bancarias o de otras entidades o personas al objeto de cercenarse de si este
redne todas las condiciones requeridas para el exacto cumplimiento del
Contrato; dichas referencias, si le son pedidas, las presentara el Contratista
antes de la firma del Contrato.

5.5.2 Fianzas
Se podra exigir al Contratista para que responda del cumplimiento de lo
contratado, una fianza del 10% del presupuesto de las obras adjudicadas.

5.5.3 Ejecucion de los trabajos con carga a la fianza

Si el Contratista se negase a hacer por su cuenta los trabajos precisos para
utilizar la obra en las condiciones contratadas, el Ingeniero Director, en
nombre y representacion del Propietario, los ordenara ejecutar a un tercero, o
directamente por administracion, abonando su importe con la fianza
depositada, sin perjuicio de las acciones legales a que tenga derecho el
Propietario en el caso de que el importe de la fianza no baste para abonar el
importe de los gastos efectuados en las unidades de obra que fueran de
recibo.

5.5.4 Devolucion de la fianza

La fianza depositada sera devuelta al Contratista en un plazo que no excedera
de 8 dias una vez firmada el acta de recepcion definitiva de la obra, siempre
que el Contratista haya acreditado que no existe reclamacion alguna contra él
por los danos y perjuicios que sean de su cuenta o por deudas de los jornales
0 materiales, ni por indemnizaciones derivadas de accidentes ocurridos en el
trabajo.
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5.5.5 Precios contradictorios
Si ocurriese algln caso por virtud de la cual fuese necesario fijar un nuevo
precio, se procedera a estudiarlo y convenirlo contradictoriamente de la
siguiente forma:

- El adjudicatario formulara por escrito, bajo su firma, el precio que a su juicio
debe aplicarse a la nueva unidad.

- La direccion técnica estudiara el que, segun su criterio, deba utilizarse. Si
ambos son coincidentes se formulara por la direccion técnica el Acta de
Avenencia, igual que si cualquier pequena diferencia o error fuesen salvados
por simple exposicion y conviccion de una de las partes, quedando asi
formalizado el precio contradictorio.

-Si no fuera posible conciliar por simple discusion los resultados, el director
propondra a la propiedad que adopte la resolucion que estime conveniente,
que podra ser aprobatoria del precio exigido por el adjudicatario, o, en otro
caso, la segregacion de la obra o instalacidon nueva, para ser ejecutada por
administracion o por otro adjudicatario distinto.

- La fijacion del precio contradictorio habra de proceder necesariamente, al
comienzo de la nueva unidad, puesto que, si por cualquier motivo ya se
hubiese comenzado, el adjudicatario estara obligado a aceptar el que
buenamente quiera fijar el director y a concluirlo a satisfaccion de éste.

5.5.6 Reclamaciones de aumento de precios

Si el Contratista, antes de la firma del Contrato, no hubiese hecho la
reclamacion u observacion oportunas, no podra, bajo ningun pretexto de error
y omision, reclamar aumento de los precios fijados en el cuadro
correspondiente del presupuesto que sirve de base para la ejecucion de las
obras.

Tampoco se le admitira reclamacion de ninguna especie fundada en las
indicaciones que, sobre las obras se hagan en la Memoria, por no servir este
documento de base a la Contrata. Las equivocaciones materiales o errores
aritméticos en las unidades de obra o en su importe, se corregiran en
cualquier época que se observen, pero no se tendran en cuenta a los efectos
de la recision de contrato, senalados en los apartados relativos a las
Condiciones Generales o Particulares de Indole Facultativa, sino en el caso de
que el ingeniero director o el contratista los hubieran hecho notar dentro del
plazo de cuatro meses contados desde la fecha de adjudicacion.
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Las equivocaciones materiales no alteraran la baja proporcional hecha en la

Contrata, respecto del importe del presupuesto que ha de servir de base a la
misma, pues esta baja se fijara siempre por la relacion entre las cifras de
dicho presupuesto, antes de las correcciones y la cantidad ofrecida.

5.5.7 Penalizaciones

5.5.7.1 Penalizaciones por baja calidad
Si se advirtiese que los materiales, servicios o productos adquiridos no
cumplen con los requisititos de calidad estipulados el constructor queda
exento del pago de la actividad realizada o de los elementos obtenidos. En el
caso concreto de adquisicion de piezas, si se detecta mas de un 2% de piezas
defectuosas el proveedor sera sancionado con una multa de 10.000 euros,
gue seran abonados en un plazo maximo de 6 meses.

5.5.7.2 Desperfectos en la propiedad
Si el constructor causara algin desperfecto en la propiedad, tendra que
restaurarla a su cuenta, dejandola en el estado que las encontr6 al dar
comienzo las obras de la instalacion.

5.5.7.3 Replanteos
Todas las operaciones y medios auxiliares que se necesite para los replanteos
seran de cuenta del contratista, no teniendo por este concepto derecho a
indemnizacion de ninguna clase. El contratista sera responsable de los
errores que resulten de los replanteos con relacion a los planos acotados que
el director de la obra facilite a su debido  tiempo.
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LEYENDA
CORRENT 1 | 2 | 3 | a | 5 |sa| 6| 7|8 |9 |w|n|n2|3|u|lns|w|wr|8|w|0|a|2|23]|a|5]|26]|2]|28)|2/|30)|3 |33/ 38)|3/|3%) |37 |38|39|40|ua|a|sa|aul|as|aw]|a]|s/|s]|a]|s]s|5|5]|56]|5)]|5]|Sa|5|5a|5s]|5 |5%|sb|6 |6 |6 |6 |6|6|66|67|68[60[n|n|n|{n|u|lns|n|n|n|n|0|sa|a|
c 000 | 000 | 398 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 Linea de flui
inea de flujo
T8 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 9600|000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 )
Aire 000 | 0,00 | 0,00 | 49 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 Linea de agua de refrigeracion
T.L. 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 2000 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 00,0 | 2000 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 Linea de lavado
T3. 7,52 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | G0 | 000 | 000 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | G0 | 750 | 7,50 | 750 | 7,50 | 750 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | GO0 | 000 | 60O | 000 | GO0 | 000 | G0 | 000 | 600 | 00 | 600 | 000 | 600 | 00 | 600 | 00 | 600 | 000 | 600 | 00 | 000 | 000 | 600 | 000 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | G0 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 6 | — — — - Comienzo del proceso en
Biomasa | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 95,48 | 99,48 | 95,48 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 0,00 | 000 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 000 | 000 | 000 | 000 000 000 000 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 modo manual
Polimero | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 000 | 000 | 000 | 000 000 000 000 000 | 0,00 000 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00
Bidest. A | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 1033|1000 000 | 000 | 330 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,50 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 100,0 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Dest. A. | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 2000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 2000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 1000 1,00 | 100,0 | 1000 | 1,00 | 100,0 | 30,00 | 3,00 | 30,00 | 20,00 | 00,0 | 200,0 | 130,0 | 1,00 | 33,00 | 20,00
Agua 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 ] 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1227 | 242,6 | 2514 | 242,6 | 251,4 | 1232 | 638,9 | 593,1 | 144,9 | 3,08 | 3,08 | 1449 | 590,1 | 590,1 500,0 | 5,00 | 500,0| 0,00 | 5,00 | 500,0 | 150,0 | 15,00 | 150,0 | 100,0 | 500,0 | 1000 | 150,0 | 5,00 | 165,0 | 1000
NaCl 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 000 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 500 | 000 | 000 | 000 | 500 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 000 | 000 | 500 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 000 F e e
| | | |
Hel 000 | 590 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 600 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 600 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 00 | 600 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 e —_— o
NaOH | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 0,00 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00 | 1,07 | 001 | 1,07 | 0,00 | 001 | 107 | 032 | 0,03 | 032 | 021 | 107 | 213 | 032 | 001 | 035 | 02 [
PLANTA PARA LA PRODUCCION DE BIOPOLIMEROS
HNO3 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | 0 | 000 | 00 | 000 | 0 | 000 | GO0 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 600 | 000 | GO0 | 00 | 600 | 00 | 600 | 00 | 600 | 00 | 600 | 000 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | G0 | 000 | G0 | 000 | G0 | 000 | 00 | 000 | 126 | 001 | 126 | 000 | 01 | 126 | 38 | 004 | 38 | 025 | 126 | 251 | 038 | 001 | 041 | 05 |——
Residual | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1967 | 1967 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 2064 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 B
AUTOR:
Total 7552 | 59 | 3,98 | 490 | 1033 | 1000 | 96,00 | 100,0 | 3,30 | 9948 | 9948 | 99,48 | 2,30 | 230 | 230 | 1023 | 1023 | 196,7 | 196,7| 9,80 | 9,80 | 9,80 | 9,80 | 980 26,4 2000 | 1,53 | 0,03 | 0,03 | 003 | 3000 | 1227 | 242,6 | 251,4 | 242,6 | 251,4 | 1232 | 6389 | 593,1 | 1449 | 3,08 | 3,08 | 1449 | 590,1 | 590,1 | 0,00 | 6023 | 6,02 | 602,3 | 100,0 | 6,02 | 6023 | 1807 | 18,07 180,7 | 120,5 | 602,3 | 1205 | 280,7 | 6,02 | 1988 | 1205 FRKADE LA FUENTE G2
NOMBRE DEL DIBUJO:
Plbar) | 132 1|15 |15 | 123 | 146 | 156 | 104 | 126 [ 122 | 1 | 1 | 136 | 1,05 | 134 106 1 | 14|14 24 (27| 1| 1|11 1B|132| 1 1|t || s 1| 1|1 |10 |138] 1 102107 13 1| - | 1|18 156 | 1 | 26| 26 | 257 | 26 | 26 | 257|257 | 257|257 | 26 | 26 | 253 | 26 | 26 | 416 | 416 | 4.6 | 4.6 | 426 | 426 |46 (406 |46 (46| 1 [ 1 | 1| 1| 1] 1 | az-pED-10100
Al
o) |w ||y | w|olololo|lolw|w|s|alalalalalalalalalalalalalalalnlnlow|lels|nls|o|lalaels|mloym|lon|ala|leln|als| s gelo]s|o|a|alnla|a|l]|1]ss]|o]l: 3 38| 1| 1 sm| 11|00 n|ln|n|n|n|n|o|o|n|n|n]|n]|n]wn The | T |




TK-201 P-201 TK-202 P-202 TK-203 P-203 TK-204 P-204 TK-205 R-201 C-201 T-201 P-205 FT-201 P-206 A-201 A-202 P-207 D-201  FT-202 FD-201 FZ-201 TK-206 P-208 p-209
TANQUE DMF  BOMBA DMF TANQUE BOMBA TANQUE AGUA BOMBA AGUA TANQUE AGUA  BOMBAAGUA  TANQUE ACETONA REACTOR CENTRIFUGADORA TORRE BOMBA TORRE  FILTRO AVACIO BOMBA A VACIO AGITADORDE  AGITADOR BOMBA DIALISIS ~ FILTRO LIOFILIZADOR CONGELADOR TANQUE BOMBA BOMBA LAVADO
DIETILETER DIETILETER BIDESTILADA BIDESTILADA DESTILADA DESTILADA DISCONTINUA  DESTILACION DESTILACION LAVADO  RESUSPENSION  ACETONA REFRIGERACION REFRIGERACION NOTAS
(1) Parte del proceso de
Hacia U-200 purificaciéon es manual
T | T |
Desde U-300 X X (2) Los valores de la tabla estan en
kg/ciclo.
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FD-201
CORRIENT| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 18a 18b 19 20 21 21a 22 23 24 25 26 26a 27 28 29 30 31 32 33 3% | LEYENDA
HRGD6 | VKVX24 [ HRGD6 [ VKVX24 | HRGD6 | VKVX24| HRGD6 | VKVX24 HRGD6 | VKVX24 [ HRGD6 | VKVX24| HRGD6 | VKVX24| HRGD6 | VKVX24 | HRGD6 | VKVX24 HRGD6 | VKVX24 -
Polimero | 0,080 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 Linea de flujo
Reactivo | 0,000 | 0,005 [ 0,007 [ 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 [ 0,000 [ 0,000 0,000 0,000 Linea de agua de refrigeracion
DMF 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 3,776 | 9,440 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 Linea de lavado
Dietilét. 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 11,41 | 28,552 | 0,000 | 0,000 | 11,41 | 2852 | 11,41 | 2852 | 10,84 | 27,09 | 0,000 | 0,000 | 10,84 | 27,09 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 0,000 0,000
Mod. P. 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,079 | 0,079 | 0,000 | 0,000 | 0,079 | 0,079 | 0,079 | 0,079 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,079 | 0,079 | 0,079 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,079 | 0,079 | 0,079 | 0,079 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000
Acetona 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 ( 18,82 | 18,82 | 18,82 | 18,82 | 17,88 | 17,88 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 17,88 | 17,88 | 24,00 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 0,000 0,000
Bidest. A. | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 8000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 108,0 | 8000 | 100,0 | 0,000 | 8,000 | 8,00 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 100,0 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000
Dest. A. 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |200,000f 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 200,0 | 0,000 [ 0,000 | 15,00 | 180,0 | 10,00 | 15,00 | 180,00 | 10,000
Agua 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 19,81 | 5852 | 6050 | 5852 | 0,000 | 19,81 - 75,00 | 900,0 | 50,00 | 75,00 | 900,00 | 50,00 [=-] e e
[l e | 10/08/2019 |
NaOH 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,160 | 1,921 | 0,107 | 0,160 1,921 0,107 | ucencire: AVERSIOAD DE VALLADOLD
HNO3 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 { 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,188 | 2,260 ( 0,126 | 0,188 2,260 0,126 | o SLANTA PARA LA PRODUCCION DE BIOPOLIMEROS
Residual | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 4,000 [ 10,00 | 0,000 | 0,000 - - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 1,511 | 2,367 | 0,000 | 0,000 - 0,000 - 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 [riooeomsrava:
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