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Objetivos y fundamentos del proyecto UTN

1. OBIJETIVOS Y FUNDAMENTOS DEL PROYECTO
1.1. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO
e Comprobar la viabilidad técnico-econdmica de llevar a cabo la instalacién de una

planta productora de acido hialurénico (HA) a partir de una fermentacién microbiana.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO

e Definir las caracteristicas del mercado consumidor de HA lineal en polvo y de jeringas
precargadas y el de los proveedores de materias primas, en base a un estudio de
mercado que permita tomar decisiones acertadas a partir de la anticipacién de su
evolucién a partir del tiempo, teniendo en cuenta la competencia extranjera existente
para dichos productos.

e Determinar la capacidad de produccién de la planta y su ubicacién éptima.

e Analizar los diferentes procesos de produccién a fin de seleccionar el método mas
conveniente.

e Disefar, haciendo uso de la ingenieria basica, los equipos e instalaciones requeridas en
el proceso de produccién del HA.

e Realizar un analisis técnico que avale la posibilidad de llevar a cabo el proyecto
propuesto.

e Realizar un estudio econémico-financiero para evaluar la viabilidad econdmica de una

planta elaboradora de HA.

1.3. FUNDAMENTOS DEL PROYECTO

Dentro de la categoria de productos Anti-Age, aquellos que poseen Acido hialurénico (HA) en
su formulacién presentan un mercado creciente debido principalmente a las caracteristicas y
beneficios que este muestra frente a otros materiales utilizados con el mismo fin.

Actualmente el HA ha comenzado a utilizarse como un sustituto del bdtox (toxina botulinica)
debido a que se encuentra naturalmente en la piel, no modifica el aspecto natural o los rasgos
del rostro y con el tiempo es reabsorbido por el cuerpo.

Otras grandes ventajas que el HA presenta es que puede obtenerse de diversas fuentes como
por ejemplo, el cordén umbilical humano, tejidos animales (humor vitreo de peces, cresta de
gallo, liquido sinovial de bovinos) o a partir de la fermentacidon microbiana; tiene aplicaciones
en diversos rubros ademas de los cosméticos, tales como en el tratamiento de la osteoartritis,

en oftalmologia, en medicina estética, en cirugias y cicatrizacién de heridas, entre otros; y
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dentro de la cosmética se puede utilizar en diferentes presentaciones (cremas con HA lineal o
inyecciones de HA entrecruzado) lo cual permite llegar a mas consumidores debido a que
muchos de estos prefieren utilizar métodos no invasivos y mas econdmicos que los
tratamientos inyectables.

El consumo de HA en Argentina inicié cerca del aifio 2005 y no se cuenta con una produccién
nacional del mismo, por lo que las cantidades demandadas de este son totalmente importadas

desde paises como Suiza, Francia y Estados Unidos entre otros.
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2. INTRODUCCION — GENERALIDADES

2.1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

El acido hialurénico (HA) es un polimero natural y lineal compuesto por repeticiones de
unidades de disacarido N-acetil glucosamina y dcido glucurénico unidos alternativamente por
enlaces B-1,3 y B-1,4 con un peso molecular de hasta 6 millones de Dalton (Figura 2.1).

Su nombre proviene de su aislamiento histdrico, a partir del humor vitreo del ojo bovino por
Meyer y Palmer en 1934, derivando del nombre del tejido donde fue descubierto (hyalos —
vidrio) y de uno de sus azucares constituyentes, el acido urénico. (CIFUENTES MIMOSO &
SIGNES SOLER, 2009)

Este biopolimero, también conocido como Hialuronan o Hialuronato, se encuentra muy
extendido en la naturaleza, habiendo sido identificado en los tejidos blandos de vertebrados
(articulaciones, liquido sinovial, piel, humor vitreo del ojo y cordones umbilicales) como asi
también en las algas, moluscos e incluso en las capsulas de ciertas cepas microbianas como por
ejemplo en los estreptococos. El HA posee importancia en funciones estructurales, reoldgicas,

fisioldgicas y bioldgicas. (LIU, et al., 2011)

carboxyl hydroxyl

acetamido
| glucuronic acid || N-acetylglucosamine |

Figura 2.1 - Estructura de las unidades de disacaridos que forman el HA.

2.2. PROPIEDADES

El HA presenta una amplia gama de aplicaciones en las industrias de cosméticos, medicina y
farmacéuticos debido a una combinacion Unica de propiedades, tales como:

Alta higroscopicidad: La gran capacidad del polimero para retener agua esta relacionada con su

naturaleza hidrofila. Debido a la presencia de grupos carboxilicos en las cadenas, se comporta
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como un polielectrolito a pH fisioldgico (HA pKa = 2,9) y en presencia de agua sus moléculas
expanden su volumen hasta 1.000 veces formando matrices hidratadas.

Naturaleza viscoelastica: las soluciones acuosas de HA poseen un comportamiento reoldgico
que exhibe la elasticidad de un gel en combinacién con la viscosidad de un fluido. Es decir, las
soluciones de HA se comportan como materiales de pseudo-plastico, su viscosidad disminuye
al aumentar el esfuerzo de corte. Muchos de los usos médicos de HA se basan en este
comportamiento de fluidificacion por cizalla. Dichas propiedades reoldgicas son funcién del
peso molecular del polimero, ya que la viscosidad se incrementa con el aumento de éste
debido a la formacién de entrecruzamiento en su molécula.

Alta biocompatibilidad, no presenta inmunogenicidad: esta propiedad se debe a que las
moléculas del HA poseen la misma estructura en todas las especies y todos los tejidos y por lo
tanto no alteran el sistema inmunoldgico.

Capacidad para degradarse en productos seguros: el HA es degradado in vivo, principalmente a
través de la hidrélisis catalizada por las enzimas hialuronidasas dando productos seguros. Se ha
estimado que la vida media de HA en la piel es de aproximadamente 24 horas, en el ojo 24-

36h, en el cartilago 1-3 semanas y en el humor vitreo 70 dias (SCHIRALDI, et al., 2010).

2.2.1. Especificaciones

Las propiedades fisicoquimicas del acido hialurénico dependen del tamafio de la molécula, ya
gue el mismo puede ser muy variable. En el mercado se puede encontrar HA de grado médico
o farmacoldgico y de grado cosmético, los cuales difieren en la calidad del producto. También
pueden encontrarse en grado laboratorio y grado técnico, en este caso la diferencia es en la

pureza. En general, las propiedades son las siguientes (CONTIPRO, 2011):

Tabla 2.1 - Acido Hialurénico

Férmula Quimica (C14H21NO11),

Estado fisico, aspecto Polvo blanco, sin olor

pH 5,0 — 8,5 (solucién acuosa al 0,5%)
Pureza >93-95%

Recuento Total
. . <10 UFC/g
Microbiano

Endotoxinas Bacterianas <0,05 Ul/mg

Peso Molecular 8—2400 kDa

Soluble en agua y mezclas de agua y solventes organicos
Solubilidad miscibles en agua (ej. alcoholes). Insoluble en grasas y solventes
organicos anhidridos.

Principales Caracteristicas | Higroscépico, poco inflamable
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2.3. USOS

Debido a las propiedades anteriormente resaltadas, el desarrollo y la comercializacion de
productos a base de HA estdn en continuo crecimiento. El HA se utiliza principalmente en el
tratamiento de la osteoartritis, en cosméticos, en oftalmologia, en medicina estética, en
cirugias y cicatrizacion de heridas, en la administracién de farmacos tdpicos, y en la ingenieria
de tejidos.

Existen tres formulaciones comerciales del HA: en forma lineal, derivatizado y reticulado
(Figura 2.2). El HA se encuentra naturalmente en su forma lineal, sin embargo generalmente se
lo somete a procesos de reticulacion (formacién de enlaces covalentes entre las cadenas de HA
para obtener redes de HA tridimensionales) o procesos de derivatizacién (modificacion de la
cadena lineal) ya que de esta forma es menos susceptible a la hidrélisis quimica y enzimatica,
muestra una prolongada persistencia in vivo y se mejoran las propiedades mecanicas
especificas del material.

Dichas modificaciones quimicas de HA implican el hidroxilo o los grupos carboxilo del polimero,

e incluyen procesos de esterificacidn y sulfatacién (SCHIRALDI, et al., 2010).

2.3.1. Aplicacion del HA lineal

En cosmética se utiliza como un componente hidratante debido a su naturaleza hidrofilica. El
uso de productos de belleza, como cremas, que contienen HA ayuda a hidratar la piel, a
restaurar la elasticidad reduciendo la profundidad de arrugas y a proteger la piel contra la
radiacion UV.

En la medicina estética se utiliza como un tratamiento biorevitalizante. El HA se inyecta en la
piel en pequefias dosis para ayudar, restaurar y preservar su elasticidad y aspecto saludable.
Se aplica a las lineas de expresion, patas de gallo y las lineas de marioneta obteniendo como
resultado una piel mds suave, compacta y luminosa.

Su aplicacion como farmaco tépico mejora de manera significativa la penetracion de ciertas
drogas como el Diclofenac a través de la capa cdrnea, y mejora también la retencion vy
localizaciéon de esta droga en la epidermis, con respecto a otros portadores.

Algunas preparaciones a base de HA lineal se utilizan para favorecer la curaciéon en el
tratamiento general de irritaciones y lesiones de la piel, a través de una cicatrizacion y
recuperacion mas rapida. Por ejemplo, se utiliza en heridas crénicas y agudas tales como
abrasiones, zonas de injertos de piel, incisiones post-quirdrgicas, quemaduras de primer y

segundo grado, ulceras vasculares y Ulceras de decubito (SCHIRALDI, et al., 2010).
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HA LINEAL HA DERIVATIZADO HA RETICULADO
\ Y / N~ ~

* Ladegradacion in vivo es rapida e Menos susceptibles a la degradacion

debido principalmente a la enzimatica.

accion de las hialuronidasas. e Prolongado tiempo de residencia in vivo:
e Tiempo de residencia: desde unos meses hasta un afio.

24h (en la piel); pocas e Mejora de las propiedades mecanicas.

semanas (en el cartilago).
e Pobres propiedades mecanicas.

Figura 2.2: Representacion esquematica del HA lineal, derivatizado y reticulado.

En la cirugia oftalmoldgica las soluciones fisioldgicas HA lineales se utilizan para proteger los
delicados tejidos del ojo y para proporcionar espacio durante las manipulaciones quirudrgicas.
La viscoelasticidad del HA es la caracteristica responsable para esta aplicacién ya que protege a
las células oculares de instrumentos quirdrgicos e implantes y permite realizar con mayor
facilidad la inyeccién, la extraccion por empuje y la succién a través de una canula. Por
ejemplo, el hialuronato de sodio de alto peso molecular es utilizado como ayuda quirurgica en:
extraccién de cataratas, lente intraocular, trasplante de cdrnea, filtracién de glaucoma y
cirugia de fijacion de la retina.

En oftalmologia se utiliza como el ingrediente activo de muchas formulaciones de lavado de
ojos, estabilizacidon de la pelicula lagrimal y para la hidratacion y lubricacion de la cérnea.
También es util para aumentar la comodidad durante la aplicacién de lentes de contacto.

En urologia, la instilacion intravesical de HA lineal se ha utilizado recientemente como
tratamiento alternativo eficaz para la cistitis intersticial, infecciones recurrentes del tracto
urinario, y cistitis hemorragica. De hecho HA es una barrera protectora del urotelio. Sin
embargo, los datos clinicos disponibles sobre la eficacia de HA como un potencial tratamiento

para en estos tratamientos son hasta ahora limitadas (SCHIRALDI, et al., 2010).
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2.3.2. Aplicaciéon de HA reticulado

El uso de AH reticulado en la medicina estética ha aumentado considerablemente en la ultima
década. Los rellenos dérmicos basados en el HA se han convertido en la respuesta mas
acertada a la actual demanda del aumento de volumen de forma no quirurgica de tejidos
blandos, tales como labios y mama. Otro uso que presentan las inyecciones intradérmicas, es
el de rellenar arrugas faciales. Estos rellenos se hacen generalmente de particulas
micrométricas del HA reticulado que se encuentra en suspensién en una solucién fisioldgica. A
menudo, también contienen HA lineal para facilitar la capacidad de inyeccién. En el mercado,
estos productos se diferencian por la concentracion del HA, el agente de reticulacidn usado, el
grado de reticulacién, el tamafio de particula, la capacidad de hinchamiento, la cantidad de HA
soluble presente en la formulacion y el mddulo eldstico. Estas propiedades afectan
estrictamente su desempenio clinico final.

Para el tratamiento de la osteoartritis, el HA reticulado se aplica en forma de inyecciones
intraarticulares ya que posee efectos terapéuticos en las patologias artrdsicas. Actua
suprimiendo la degeneracién del cartilago, protegiendo las superficies de los tejidos blandos
de las articulaciones, normalizando las propiedades reoldgicas del liquido sinovial y reduciendo

la percepcidn del dolor (SCHIRALDI, et al., 2010).

2.3.3. Aplicacion de derivados del HA

Dentro de los derivados del HA los mas utilizados son los ésteres. Estos se aplican
especialmente en la ingenieria médica, para la reparacién de tejidos, liberacién controlada de
farmacos, regeneracion del nervio y cartilagos, vendaje de la herida. Un ejemplo es el éster
bencilico de hialuronano, el cual estd disponible como peliculas, gasas, esponjas, tubos y

microesferas (SCHIRALDI, et al., 2010).

2.4. APLICACION DE INYECTABLES COMO PRODUCTO ESTETICO

El Acido Hialurénico se inyecta en la dermis con pequefias infiltraciones en una o varias
sesiones (con un valor promedio de 3 aplicaciones) dependiendo de las caracteristicas de la
paciente (estado de la piel, profundidad de las arrugas, flacidez, etc.) y el resultado deseado.
Este tratamiento estd especialmente indicado para aumentar volumen y rellenar pequefias
arrugas y surcos.

La aplicacién se realiza con distintas técnicas, siendo estas de facil aplicacién y no presentan
irregularidades:

— Trazado lineal

— Trazado radial
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— Punto a punto
— Multipunturas
Zonas de infiltracion:

e Para el relleno de pequefios arrugas y surcos se aplica en las siguientes zonas: marcas
paranasales, surcos nasogenianos, entrecejos y frente. En este caso se utiliza la técnica
de multipuncidon. Requiere de tres sesiones con una periodicidad quincenal,
obteniendo resultados con una duracién aproximada de entre 9 a 12 meses.

e Para restaurar los voliumenes del rostro se aplica en la zona de pdmulos y el mentdn.
La infiltracién se realiza mediante la técnica de abanico en la dermis profunda.
Requiere una sesion anual, con o sin retoques para mantener el resultado, con una
duracién aproximada de 12 a 18 meses.

e Para obtener volumen y redibujar lineas perdidas se aplica en la zona del labio. Se
utiliza la técnica de multipuncidén. Se realizan tres sesiones con una periodicidad
quincenal obteniendo resultados que duran de 9 a 12 meses. Puede ser necesario

sesiones de retoque para mantener el resultado (CANET, 2014).

2.5. DEFINICION DEL PRODUCTO
Se proyecta elaborar dos tipos de HA de grado cosmético:
e Unode tipo lineal, con aplicacién como componente para cremas de belleza.
e Otro parcialmente entrecruzado, aplicable como relleno dérmico.
La diferencia de obtencién consiste en que este ultimo requiere al final del proceso una etapa

de entrecruzamiento.

2.6. MATERIAS PRIMAS E INSUMOS
La produccién de acido hialurdnico se realiza mediante fermentacién microbiana, seguido por

una serie de etapas de purificacion.

2.6.1. Microorganismo

Se conocen bacterias capaces de sintetizar HA, tales como Pasteurella multocida vy
Streptococcus pertenecientes a los grupos A y C, como Streptococcus pyogenes, el cual es
patdogeno en humanos, Streptococcus equi y Streptococcus uberis, patégenos en animales.
Estos microorganismos utilizan el HA para encapsular sus células y de esta forma pasar
desapercibidos frente al sistema inmunoldgico del animal, facilitando la adhesién y

colonizacion de sus células. (BOERIU, et al., 2013)
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Los Streptococcus del grupo C tienen una productividad de HA superior a los del grupo A, y es
por esto que son los mas utilizados en su produccién. La cepa mas comunmente utilizada en la
produccion industrial de HA es S. equi subsp zooepidemicus, el cual puede producir hasta 6-7
g/L de acido bajo las condiciones apropiadas. Debido a que este microorganismo es patogeno
en equinos, frecuentemente se utilizan cepas modificadas genéticamente para producir el HA.
Algunas empresas estan desarrollando nuevas cepas de microorganismos no patégenos que
produzcan HA, como por ejemplo Bacillus Subtilis recombinante desarrollado por Novozymes.
A diferencia de los estreptococos, esta cepa presenta la ventaja de liberar del HA al medio de
cultivo, por lo que la etapa de purificacién es mas simple, y no existe riesgo de contaminar el
HA con toxinas (NOVOZYMES, 2011). Este método de produccién mejorado es muy reciente,
por lo que se vuelve muy dificil la obtencién de datos de proceso.

Por estas razones, el microorganismo a utilizar sera S. zooepidemicus.

2.6.2. Principales sustratos

Los Streptococcus se encuentran entre las bacterias mas exigentes desde un punto de vista
nutricional. Generalmente, se utiliza glucosa o sacarosa como fuente de carbono, mientras que
la fuente de nitrégeno puede ser orgdnica o inorgdnica, como peptona, extracto de levadura,
productos de caseina hidrolizada, aminoacidos, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato
de amonio, urea, etc. También requieren medios que contengan sales inorganicas de iones
divalentes, como magnesio o manganeso. Comercialmente se encuentran medios nutritivos
especificos para Streptococcus, pero estos no son ventajosos ya que requieren componentes
costosos, y el HA obtenido no serd competitivo econdmicamente con el producido a partir de
otras fuentes (CAZZOLA, et al., 1996).

Los principales sustratos del medio de cultivo especifico a utilizar son (MERCK MILLIPORE,

2014):

Tabla 2.2 - Extracto de Levadura

Densidad 0,49 g/cm’

pH 7,0 (10 g/1, H,0, 20°C)
Punto de Ebullicion >200°C

Solubilidad en agua 410g/1 (20 °C)
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Tabla 2.3 — Sacarosa

Férmula Quimica

C12H2,014

Estado fisico, aspecto

Sélido color crema, inodoro

Densidad aparente

Aprox. 800-950 kg/m’

pH Aprox. 7
Masa Molar 242.29 g/mol
Punto de Fusion 169-170°C
Solubilidad en agua Soluble (20°C)
Temperatura de descomposicion >169°C

2.6.3. Insumos

| Tablaz4—Alcoholisopropilco |

Tabla 2.4 — Alcohol isopropilico

Férmula Quimica (CH5),CHOH
Estado fisico, aspecto Liquido incoloro
Densidad relativa 0.79

Masa Molar 60.1 g/mol
Punto de Fusién -90°C

Punto de Ebullicion 83°C
Solubilidad en agua Miscible

Presién de vapor

4.4 kPa (20°C)

Tabla 2.5 - Hidroxido de sodio

Férmula Quimica NaOH

Estado fisico, aspecto Sélido blanco, higroscépico
Densidad 2,13 g/cm’

Masa Molar 40,01 g/mol

Punto de Fusién 318°C

Punto de Ebullicion 1388 °C

Solubilidad en agua

109g/100ml (20°C)

Principales Caracteristicas

Soluble en agua (reaccién exotérmica), muy higroscépico
y corrosivo.

Tabla 2.6 — Carbon activado

Férmula Quimica C

Estado fisico, aspecto Polvo o granulos finos negros, sin olor
Densidad relativa 1,5

Masa Molar 12.01 g/mol

Punto de Fusién 3550°C

Punto de Ebullicion 4827°C

Solubilidad en agua Insoluble
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Tabla 2.7 — Acetato de sodio

Férmula Quimica C,H3NaO,

Estado fisico, aspecto Polvo cristalino higroscdépico, blanco
Densidad 1.5 g/cm?

Masa Molar 82 g/mol

Punto de Fusion 324°C

Punto de Inflamabilidad >250°C

Solubilidad en agua 365 g/La 20°C

pH 7.5-9.2 (30 g/L, H,0, 20°C)

Tabla 2.8 — Clorhidrato de lidocaina

Formula Quimica

C14H23C|N20'H20

Estado fisico, aspecto

Polvo cristalino, blanco, inodoro, ligero sabor amargo.

Clase terapéutica

Anestésico local

Masa Molar 288,8 g/mol (forma monohidratada)
Punto de Fusion 74-79 °C
Solubilidad en agua Muy soluble

pH

4,0-5,5 (en solucién acuosa al 0,5 %)

Otra caracteristicas

Puede esterilizarse en autoclave o por filtracidn

Tabla 2.9 — Divinil Sulfona

Formula Quimica C4He0,S

Estado fisico, aspecto Liquido incoloro, soluble en agua
Masa Molar 118.16 g/mol

Punto de Fusién -15 oF

Punto de Ebullicion 453 oF

Punto de inflamabilidad 217 °F

Inhibidor

Hidroquinona

Composicidon Quimica

Tabla 2.10 — Buffer fosfato salino

NaCl 8 gr/L
KCl 0.2 gr/L
Na,HPO, 1.15gr/L
KH,PO, 0.2 gr/L
H,0 1L

Estado fisico, aspecto

Solucidn incolora, inodora

Peso especifico

Aproximadamente 1

Punto de Fusién -6 °C
Punto de Ebullicion 100.1°C
Solubilidad en agua Infinita
pH 7-7.3

En el ANEXO | se adjuntan las fichas técnicas completas de cada sustrato e insumo.
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3. ESTUDIO DE MERCADO

3.1. INTRODUCCION

Dentro del sector de los cosméticos, el mercado de productos Anti-Age se encuentra en auge,
principalmente aquellos productos que poseen como droga activa al acido hialurdénico (en
adelante, HA) debido que, a diferencia de otros métodos, no modifica el aspecto natural o los
rasgos del rostro y se encuentra naturalmente en la piel, entre otros beneficios.

Debido a la complejidad para localizar cifras actualizadas y comparables, se han utilizado
diversas fuentes que nos permiten tener la idea mas clara posible del mercado de cosméticos
con HA.

En el presente capitulo se analiza el mercado global de este producto en forma general y en
detalle el mercado nacional. Ademas se evalla el mercado de cosméticos en Argentina y el

mercado de la materia prima principal, la sacarosa.

3.2. ACIDO HIALURONICO EN EL MUNDO

Debido a sus diversas funciones naturales, el acido hialurénico ha encontrado numerosas
aplicaciones en medicina, cosméticos y alimentos especiales. El mercado abarca los paises de
la Unidn Europea, Estados Unidos, algunos paises de Asia como Japdn, y recientemente China
e India. El HA es un sustituto del colageno y de otros materiales utilizados como rellenos
dérmicos en cosmética y cirugia reconstructiva (por ejemplo, toxina botulinica) y también se
puede aplicar en productos cosméticos de aplicacién tdpica, dadas sus propiedades como
humectante natural. El impulso en el mercado de este producto se dio cuando surgié como
alternativa a los productos derivados de animales, como el coldgeno bovino. El mercado ofrece
casi 100 tipos diferentes de rellenos dérmicos, de los cuales cerca de la mitad estdn basados en
HA (CHONG, et al., 2005).

Durante el afio 2010 se consumieron aproximadamente 10.2 toneladas de HA en sus
diferentes aplicaciones, con un rango de precios que varia de 10 a 100 ddlares/g dependiendo
de la misma. Esto constituye un mercado global anual de aproximadamente 200 millones de
ddlares. Del volumen total consumido, el 54% corresponde a aplicaciones cosméticas (cuidado
facial y rellenos dérmicos), lo cual equivale a 5500 kg de HA (NOVOZYMES, 2011).

El mercado de los rellenos dérmicos se expande a una tasa anual de mas del 25% en EEUU, y
alrededor del 20% en el resto del mundo. El lanzamiento de productos NASHA (Non-animal
stabilized HA, HA estabilizado no animal) marcé el comienzo de una nueva era en este

mercado, ya que ofrecen una alternativa al coldgeno bovino, son mas resistentes a la
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degradacion, por lo que duran mds tiempo una vez aplicados, y no requieren pruebas de
alergia (LIU, et al., 2011).

Dentro del mercado global, las empresas lideres en calidad son Shiseido (Japdn) y Lifecore
(EEUU), ofrecen un producto de elevada calidad a elevados costos. Contipro (Republica Checa)
y Shandong Freda (China) son lideres en costos, a expensas de calidad del producto, mientras
gue existen pequefios competidores como HTL (Francia) y Fidia (ltalia), quienes ofrecen un
producto de calidad media a precios moderados. La empresa Novozymes (Dinamarca) ha
desarrollado el primer HA comercial recombinante, y cuenta con la tecnologia para producirlo,
por lo que se espera que abarque una porcidn importante del mercado. Todas estas empresas
tienden a un enfoque globalizado, buscan extender su mercado fuera de sus propias regiones
geograficas (NOVOZYMES, 2011).

Respecto a las medidas sanitarias para su produccién, importacién y venta, cada pais cuenta
con sus propias regulaciones internas (BPM, Buenas practicas de manufactura), pero estos
criterios se vuelven cada dia mas homogéneos gracias a diversas entidades cuyas regulaciones
y normativas son exigidas en cada vez mds paises. Dentro de estas entidades se encuentran la
FDA (Food and Drug Administration) y la European Pharmacopeia (CEP). Ademds, las
principales empresas que producen HA cumplen con una o varias de las normas ISO,
respectivas a la calidad de productos y a la fabricacién de cosméticos.

La Sociedad Internacional de Cirujanos Plasticos Estéticos (ISAPS por sus siglas en inglés) realiza
una estadistica anual de procedimientos cosméticos quirdrgicos y no quirdrgicos, cuyos

resultados respecto al HA se muestran a continuacion:
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Gréfico 3.1 — Procedimientos no quirdrgicos con HA en el mundo. Fuente: ISAPS 2011
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En el gréfico 3.1 se observan los principales paises consumidores de HA como relleno dérmico,
siendo Estados Unidos el pais donde se registra el mayor nimero de aplicaciones del producto,
mientras que de los paises que integran el Mercosur, Brasil es donde mas se aplica. Los demas
paises de América Latina que aparecen en la encuesta (Argentina entre ellos), presentan un
consumo intermedio del producto respecto de aquellos paises que no fueron encuestados
(ISAPS, 2011).

De la misma encuesta también se desprende el grafico 3.2, el cual compara el consumo del HA
respecto al de otros rellenos dérmicos, siendo este el segundo mas consumido luego del
Botox. El consumo del HA como relleno dérmico presento un incremento del 16% de 2010 a
2011, mientras que el crecimiento del Bétox fue del 11%, lo cual muestra una tendencia al

desplazamiento de la toxina por productos mas naturales (ISAPS, 2010).
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Procedimiento no quirurgico

Grafico 3.2 — Aplicaciéon mundial de rellenos dérmicos inyectables. Fuente: ISAPS 2010y 2011

El mercado del HA continua en crecimiento, ya que se han obtenido nuevos conocimientos
acerca del rol bioldgico que cumple esta sustancia en el cuerpo. Se busca continuamente
mejorar el desempefio de los productos existentes, haciendo hincapié en la obtencién a partir
de fuentes no animales y en la seguridad del producto, principales areas de enfoque de las

regulaciones legislativas y demandas del mercado actual.

3.3. COSMETICOS CON ACIDO HIALURONICO EN AMERICA DEL SUR

Como reflejo del mercado global, las férmulas que principalmente influyen en el crecimiento
del sector cosmético son los productos anti-age. En la regién Sur de América, pese a los bajos
ingresos de la poblacidn las ventas de productos para cuidado de la piel, especialmente de

humectantes faciales con propiedades reafirmantes o antienvejecimiento, se encuentran en
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alza. Brasil, que es el mercado dominante en la regidén, ha mostrado un fuerte crecimiento en
el cuidado de la piel desde el 2002 hasta la actualidad. Argentina presenta una tendencia
similar, dentro del sector cosmético prevalece el mercado de productos para el cuidado facial,
seguido por el cuidado del cuerpo quedando las manos en ultimo lugar. En el caso de Chile,
Colombia y Venezuela ha crecido el interés de los habitantes por mantener el aspecto de la
piel joven y firme, lo que asegurd que las ventas de productos para el cuidado de la piel se
incrementen, aunque estos paises representen solo pequefios mercados en la region.

En todos los paises, el cuidado de la piel ha experimentado un alto indice de lanzamientos de
nuevos productos debido a los avances en la tecnologia del cuidado de la piel y al
descubrimiento de nuevos ingredientes que ofrecen un mejor desempeio. Estos nuevos
productos tienden a ser mas costosos que los tradicionales del cuidado de la piel, lo que ha
llevado a que el crecimiento del valor sobrepase al crecimiento del volumen. También ha
aumentado el nivel de conocimiento de los consumidores acerca de los avances en el sector a
través de la publicidad y de articulos en la prensa, por lo que estan dispuestos a gastar mds
para obtener mejores resultados.

Tradicionalmente las mujeres no comenzaban a preocuparse por usar productos anti-age hasta
gue llegaban a los 50 afios de edad. Sin embargo, la creciente conciencia del consumidor las ha
llevado a comenzar a usar estas cremas a una edad mds temprana para la prevencién de
arrugas, asi como para tratar las ya existentes. A partir del 2004 se hizo relativamente comun
para las mujeres de entre 25 y 30 afios preocuparse por el cuidado de la piel, y es este grupo
etario el responsable del fuerte incremento de las ventas de estos productos en la regién.

Se espera que el interés del hombre por el cuidado de la piel cobre fuerza, conforme
disminuyan los prejuicios sociales y se incrementen las campafias de comunicacidon enfocadas
hacia ambos sexos (BRINEY, 2005).

De acuerdo a los estudios realizados en 2011 por la ISAPS sobre los tratamientos de belleza a
través de procedimientos quirdrgicos y no quirargicos llevados a cabo por cirujanos plasticos,
de la totalidad de los tratamientos realizados el 90% corresponde a mujeres y el 10% a
hombres, tendencia que continda en aumento. Dentro de los procedimientos no quirurgicos la
aplicacion HA es el segunda mas realizada alcanzando las aproximadamente 2 millones de
aplicaciones, representando el 23,2% del total de los mismos (Grafico 3.2).

En el ranking que realizd la ISAPS con los 25 paises con mas cirujanos pldsticos y
procedimientos realizados en el mundo Brasil aparece en la segunda posicién, seguido por
Colombia en el puesto 10, Venezuela en el 17 y Argentina en el 19 como se muestra en la tabla

3.1. El resto de los paises sudamericanos no se encontraban dentro de dicho ranking, sin
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embargo los valores obtenidos en la encuesta ubican a Sudamérica en el cuarto puesto, de
acuerdo a la cantidad de procedimientos realizados respecto a los demas continentes (ISAPS,
2011). El grafico 3.3 muestra el nimero de procedimientos con HA por millén de habitantes
realizados en los paises de Sudamérica en 2011. Este grafico permite visualizar que, si bien en
Brasil es donde se realizaron mas procedimientos, Colombia es el pais que mas consume este
producto por habitante.

De acuerdo a este estudio y al continuo crecimiento del sector cosmético, las empresas
productoras de HA cuyo objetivo sea expandirse en el futuro deberian considerar los paises

sudamericanos como potenciales consumidores del mismo.

Tabla 3.1 — Consumo de HA inyectable en América del Sur. Fuente: ISAPS 2011

Ubicacion N° de N° de
Total de Aplicaciones
enel Cirujanos Procedimientos
Procedimientos de HA
Ranking Plasticos no Quirurgicos
2 Brasil 5024 1447213 542090 79028
10 Colombia 950 317507 159629 24663
17 Venezuela 383 142185 61027 9518
19 Argentina 347 133300 59594 9553
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Gréfico 3.3 — Procedimientos con HA por millédn de habitantes en América del Sur. Fuente:
ISAPS 2011
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3.4. MERCADO DE COSMETICOS EN ARGENTINA

El sector de tocador, cosméticos y perfumeria se caracteriza por producir y/o comercializar
bienes de consumo final que, pese a presentar una demanda sensible al ingreso de los
individuos, han ido ocupando un espacio cada vez mayor en la vida cotidiana.

Para lograr un mejor posicionamiento en el mercado, las firmas destinan cuantiosos recursos
al desarrollo de productos, marcas, marketing y gestién de calidad, delegando muchas veces
las tareas especificas de la fabricacidn industrial de sus productos en empresas especializadas
en esta actividad, denominadas terceristas. Este Ultimo aspecto constituye un rasgo distintivo
de esta cadena, en donde prima la externalizacién de la produccién.

Otra caracteristica propia de este sector es la diversidad de vias de acceso al consumidor. Los
canales de distribucion mas importantes son: supermercados, farmacias, perfumerias,
mayoristas, venta directa, locales propios y venta a profesionales (peluquerias, centros de
estética y belleza, etc.), que tiene su propia modalidad de comercializacion.

Las principales materias primas utilizadas por el sector provienen de la industria quimica. La
gran mayoria son de origen importado, provenientes principalmente de Estados Unidos,
Alemania y Suiza, ya que Argentina cuenta con una escasa oferta local. Los otros insumos
fundamentales son los materiales de empaque, principalmente envases de pldstico, vidrio y
hojalata, para los que si existe una numerosa red de productores nacionales (CEP, 2005).

El universo de productos que integran esta industria puede ser dividido en nueve grandes

grupos. Teniendo en cuenta su magnitud (en monto), pueden ser ordenados de la siguiente

manera:

1. Productos capilares: champus, enjuagues y acondicionadores, tratamientos
intensivos, tinturas y oxidantes, permanentes, fijadores.

2. Articulos de tocador: desodorantes, cremas y espuma de afeitar, talcos, jabones de

tocador, depilatorios (en cera, crema y otros).
3. Articulos de higiene descartable: pafales descartables, proteccién femenina y

toallitas humedecidas.

4, Cremas: cremas para manos y cuerpo, productos para el sol.
5. Fragancias: perfumes, extractos, aguas de perfumes, lociones, colonias, aguas de
colonia.

6. Articulos de higiene oral: cremas dentales, cepillos dentales, enjuagues bucales, hilos
o cintas dentales.
7. Magquillajes: bases, maquillajes fluidos o semi sélidos, sombras, mascaras para

pestafias, delineadores, lapices, esmaltes, quitaesmaltes, endurecedores.
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8. Productos para nifios y bebés: colonias, aceites, talcos, champues y cremas de
enjuague, cremas, pastas dentales, jabones.

9. Hojas y sistemas de afeitar: maquinas de afeitar, hojas, cartuchos.
El sector de articulos de tocador, cosméticos y perfumeria estd compuesto por un conjunto
grande y heterogéneo de pequefias y medianas empresas (Pymes), y un reducido nucleo de
empresas grandes que tienen una importante participacién de mercado, sobretodo en el
segmento de productos de consumo masivo tales como los articulos de tocador, capilares,
higiene descartable e higiene oral. En estas ramas es donde las grandes firmas pueden
desplegar sus ventajas competitivas, como las fuertes inversiones en publicidad, desarrollo de
productos novedosos o su capacidad de negociacidn con las vias de comercializacién. Por su
parte, las Pymes (locales y extranjeras) tienen mayor presencia en maquillajes, tratamientos
para la piel y el cabello y en fragancias.
Segun el ultimo reporte del Centro de Estudios para la Produccion (CEP) existe un 21% de
empresas de gran tamafio, de las cuales casi el 70% estdn controladas total o parcialmente por
capitales extranjeros. En cuanto a las zonas de localizacién, la mayor parte de las firmas se
concentra en Capital Federal 66%, Gran Buenos Aires 3% y provincia de Buenos Aires 25%,
dejando solo un 6% en resto del pais (CEP, 2008).
En 2004 se calculé que en el pais existian entre 400 y 450 empresas que fabrican y/o
comercializan productos (de las cuales entre el 25% y 30% son terceristas) que emplean
alrededor de 5000 personas. Por su parte, la Cdmara Argentina de la Industria Cosmética y
Perfumeria (CAPA), entidad que representa las firmas del sector, cuenta actualmente con 125
asociados, incluyendo 33 integrantes que producen articulos para terceros.
En el grafico 3.4 se presenta la evolucion seguida por las principales variables, exportaciones
(E), importaciones (I), produccién nacional (PN) y consumo aparente (CA), que es una
aproximacion de las ventas totales (nacionales mas importados) en el mercado interno,

calculado segun la Ec. (1).
CA=PN+I—-E [3.1]

En 2012 el consumo aparente de cosméticos fue de 3400.81 millones de délares
representando un aumento del 244% respecto al afio 2004 con una tasa de crecimiento
promedio anual de aproximadamente 17.45%, a excepcion del aifio 2008 que si bien presentd
una tasa mayor de crecimiento al afo siguiente no se mantuvo, al contrario, se produjo una
disminucion del 1.99%. A partir de ese afio la tasa de crecimiento vuelve a aumentar hasta

alcanzar el valor promedio de 17.45% (CAPA, 2014).
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Grafico 3.4 — Produccidn y Consumo Nacional Aparente de Cosméticos. Fuentes: CEP y CAPA

2012

Tabla 3.2 — Mercado de cosméticos en Argentina. FUENTE: CEP y CAPA 2012

Periodo Produccion | Importaciones | Exportaciones | Consumo Aparente
Nacional ($) ($) ($)
2005 3436 574 754 3256
2006 4189 745 1036 3898
2007 4647 998 1081 4564
2008 6909 1316 1579 6645
2009 7901 1645 1726 7821
2010 8792 2050 2364 8478
2011 11064 2523 2811 10777
2012 15593 3127 3313 15407

3.5. MERCADO DE COSMETICOS CON ACIDO HIALURONICO EN ARGENTINA

Existe evidencia de la tendencia del mercado respecto de producir cosméticos con

componentes bioldgicamente compatibles, tales como el HA, y entre las grandes empresas y

marcas tradicionales puede observarse que vienen introduciendo dentro de sus lineas de

productos este compuesto. El HA adquirié una posicién fuerte en el mercado internacional

cerca del aflo 2000; en Argentina su consumo inicié cerca del afio 2005, por lo que al ser un
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producto relativamente reciente, la estimacién del mercado potencial y demds indicadores
relevantes del andlisis de mercado no son de facil medicién.

En nuestro pais, el HA encuentra aplicaciones en los campos de la industria cosmética y la
industria farmacéutica, ya sea en forma de cremas cosméticas, rellenos dérmicos, gotas
oftalmicas y productos antiartrdsicos. Los datos de mercado acerca de productos cosméticos
son proporcionados por CAPA, pero se desconoce la informacion especifica acerca de
productos con HA. Por otro lado, dentro del Nomenclador Comun del Mercosur (NCM), se
puede encontrar al HA dentro de la posicion arancelaria 3304.99.90.300J, definida como
preparaciones de belleza en forma de gel inyectable. No se encontraron datos de mercado a
nivel nacional de gotas oftdlmicas ni productos antiartrésicos, por lo tanto el presente analisis

se enfocara en el HA de uso cosmético.

3.5.1. Cremas con HA

Las cremas que contienen HA son muy difundidas ya que muchas personas consideran el
tratamiento inyectable como una alternativa demasiado invasiva, y prefieren la aplicacion
tdpica a pesar de requerir mayor frecuencia de aplicacion, y con resultados menos duraderos.
Con el objeto de determinar la porcidn del mercado de cremas faciales ocupada por las cremas
qgue contienen HA, y el contenido de HA de las mismas, se recurre a fuentes primarias de
informacién para formar una tendencia y asumir que la misma se cumple a nivel nacional
(BACA URBINA, 2001). Por tal motivo, se realizd un relevamiento en el rubro cosmético,
especificamente cremas de belleza, en las ciudades de Villa Maria y Villa Nueva en las
principales farmacias y perfumerias. Estos comercios se seleccionaron de acuerdo a la
diversidad y cantidad de productos que ofrecen al consumidor. Se visitaron 4 perfumerias y 25
farmacias, y se obtuvieron datos de ventas de 3 afios, 2012, 2013, y el periodo transcurrido de
2014 (Enero-Abril).

Con los datos obtenidos se realizd una extrapolaciéon a nivel ciudad, en base al total de
farmacias y perfumerias, con lo cual se obtuvo el total de cremas que contienen HA que se
comercializaron en Villa Maria y Villa Nueva en dicho periodo. Para el afio 2014 se realizé una
comparacion a igual periodo con el aifo 2013, se calculé el incremento anual y considerando
gue el mismo se mantendrd constante durante todo el afio, el total de cremas estimado para
este afio. Este tratamiento se realizé de la misma manera para todos los datos recopilados
correspondientes a este afio.

Conocidos los totales de cremas con HA para cada afo, se calculé un consumo promedio anual

de cremas por persona. Para dicho promedio, se utilizd el segmento poblacional que
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comprende personas de sexo femenino dentro de un rango de edades de 25 a 64 afios, ya que
este es el principal consumidor de este tipo de producto. Este segmento se selecciond en base
a la bibliografia consultada (LONDONO BARRERA & SOSSA ATEHORTUA, 2013) y se corroboré
durante el relevamiento realizado. Con el consumo promedio por persona se extrapold al total
del pais, considerando como poblacion total este mismo segmento pero a nivel pais (Datos
Censo 2010 INDEC).

Segun CAPA, el consumo de cremas del afio 2012 fue de 78 millones de unidades. De acuerdo
al relevamiento realizado, 130171 unidades corresponden a cremas que contienen HA, y por lo
tanto, ocupan un 0,17% del mercado total de cremas. El conocimiento de este valor permite
calcular el mercado de cremas con HA para afios anteriores, a partir de los datos de CAPA
como se puede apreciar en el grafico 3.5.

El punto sefialado fue corregido ya que el valor original se desviaba de la tendencia de los
datos, no por factores intrinsecos al mercado de cremas, sino debido a factores externos. Esta
correccion del punto cuya causa de desviacién se conoce da como resultado una curva que
refleja un comportamiento que representa mejor la realidad del mercado, lo que permitira

reducir el error en proyecciones futuras.
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Gréfico 3.5 — Consumo Nacional de Cremas que contienen HA. Fuente: CAPA, Elaboracion

propia.

En el afio 2012 Argentina sufrid un enfriamiento econémico importante, convirtiéndose en el
pais que mas desacelerd su tasa de crecimiento dentro de América Latina. Ademas del efecto

de la crisis mundial, diversos factores domésticos estuvieron involucrados:
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e Disminucion de las inversiones debido a trabas en las importaciones, cepo cambiario,
elevada incertidumbre y pérdida de competitividad externa.
e El consumo fue el principal y Unico motor de la economia.
e Aceleracion de lainflacidn, debido a la liberacién de las tarifas de los servicios publicos
y el tipo de cambio nominal, ademas de la emisién de divisas.
Todos estos factores influyeron directamente en todos los aspectos del mercado considerados,
por lo cual para este afio se realizaran las correcciones correspondientes sin exponer
nuevamente los motivos por los cuales fueron corregidos.
El relevamiento de datos también permitié determinar el contenido de HA de las cremas
presentes en el mercado. Se puede establecer lo siguiente:
e las marcas comerciales mas reconocidas cuentan con lineas cosméticas que contienen
HA, compuestas principalmente por productos anti-edad y humectantes corporales y
faciales.
e Algunos productos de lineas convencionales contienen HA como agente humectante,
por ejemplo algunos protectores solares.
e El rango de composiciones es muy variable, con un minimo de 0,03% para emulsiones
y un maximo de 1% para serum concentrados.
e Las cremas se presentan en cantidades desde 15 g hasta 200 g Disminuyendo el
porcentaje de HA conforme aumenta el volumen.
e En promedio, una unidad de crema contiene 32 mg de HA.
A los datos obtenidos acerca de las cantidades de HA en cada producto se aplicé el mismo
tratamiento que el realizado para las unidades de cremas, con lo cual se obtuvieron las
cantidades totales de HA consumido en cremas para el periodo relevado. Con el valor de
contenido promedio y los datos de CAPA para unidades de cremas de los afios anteriores, se
determind el consumo de HA para el periodo desde 2005 hasta la actualidad. Los resultados se

resumen en la tabla 3.3.

3.5.2. Inyectables con HA

El consumo de rellenos dérmicos con HA se determind en base a datos de Scavage, pagina de
internet que recopila datos del comercio exterior Argentino. Esto se realizé de esta manera ya
gue este tipo de productos no se elaboran en el pais, por lo tanto todos los productos

consumidos son importados.
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El sitio registra datos de exportaciones de rellenos; debido a que el pais no los fabrica se deben
a productos que ingresan pero no son comercializados aqui, sino que se trasladan a otros

paises.

Tabla 3.3 — Consumo Nacional de Inyectables con HA. Fuente: scavage.com (08/06/14)

Cantidad (gr)
Afos
Entrecruzado Lineal Total

2005 602,4 0,50 481,52 120,38 601,9

2006 362,29 18,06 275,38 68,85 344,23

2007 1189,11 44,90 915,37 228,84 1144,21

2008 1385,97 91,28 1035,75 258,94 1294,69

2009 1341,84 190,35 921,19 230,30 1151,49

2010 1691,88 487,00 963,90 240,98 1204,88

2011 3104,04 891,26 1770,22 442,56 2212,78
2012* 3738,21 179,27 2847,15 711,79 3558,94

2013 4372,38 423,65 3158,98 789,75 3948,73
2014** 5114,13 775,32 3471,05 867,76 4338,81

*Valor Corregido - **Valor Estimado

La posicidn arancelaria analizada es la siguiente (SCAVAGE, 2014):

3304.99.90.300J: Preparacion de belleza en forma de gel inyectable (por ejemplo: acido
hialurénico en solucidn salina), de los tipos utilizados para corregir arrugas, pliegues vy
cicatrices de la piel o aumentar los labios, acondicionada para la venta al por menor en su
jeringa de aplicacion junto con agujas.

Estos productos no se adquieren en farmacias, sino que se comercializan directamente desde
el distribuidor mayorista al profesional médico capacitado para aplicarlo. Los datos se resumen
en la tabla 3.3, donde se hace distincidn respecto a las cantidades de HA entrecruzado y lineal

contenido en las jeringas, ya que se utiliza una proporcion 80:20, respectivamente.

3.5.3. Demanda de HA
La tabla 3.4 agrupa los datos obtenidos para unidades de cremas y cantidades de HA, tanto de
cremas como inyectables. La ultima columna corresponde a la demanda total de HA durante el

periodo estudiado.
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Tabla 3.4 — Demanda y Consumo de HA. Fuente: Elaboracion propia, CAPA, scavage.com.

(08/06/14)

Consumo Total Nacional
HA lineal HA en Inyectables (kg) Demanda
Periodo | Unidades Unidades de Total HA

en cremas de HA (kg)
de crema crema con HA Entrecruzado lineal (kg)
(kg)

2005 69000000 115152 3,68 0,48 0,12 3,80 4,28

2006 | 74000000 123496 3,95 0,28 0,07 4,01 4,29

2007 | 80000000 133509 4,27 0,92 0,23 4,49 5,41

2008 | 86000000 143522 4,59 1,04 0,26 4,84 5,88

2009 | 90000000 150198 4,80 0,92 0,23 5,03 5,95

2010 | 92000000 153536 4,91 0,96 0,24 5,15 6,11

2011 93600000 156206 4,99 1,77 0,44 5,43 7,20
2012* | 78000000 158922 5,08 2,85 0,71 5,79 8,64

2013 - 161802 5,17 3,16 0,79 5,96 9,12
2014** - 165104 5,28 3,47 0,87 6,14 9,61
*Valor Corregido - **Valor Estimado

12.00
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4.00

Cantidad de HA (kg)

2.00
A\f & 'S
0.00
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Afo

=== Consumo Total —#—HA Entrecruzado = —e—HA Lineal

Grafico 3.6 - Consumo de HA por tipo.

El grafico 3.6 muestra el consumo total de HA, el cual se obtuvo de la suma del contenido total

del mismo en cremas e inyectables. La curva correspondiente al HA lineal engloba el
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consumido en cremas y la proporcién de lineal contenida en los inyectables, mientras que la

curva para HA entrecruzado corresponde a la cantidad utilizada en inyectables.

La curva referida al HA lineal muestra un crecimiento del consumo no tan pronunciado,
mientras que la curva correspondiente al HA entrecruzado presenta una tendencia creciente
mas marcada a lo largo de los afos, debido al incremento de difusidn acerca de los inyectables
dérmicos conteniendo este producto.

El grafico 3.7 muestra que la demanda presenta una tendencia creciente, se realiza una
regresion lineal para estimar la demanda futura de los préximos afios. Para realizar esta
estimacidn, se suponen constantes las condiciones de mercado actual.

El producto no se elabora en el pais, por lo tanto todos los consumidores deben importarlo, y
dado que presenta un consumo apreciable y creciente, la inversién en una planta que

produzca HA es factible.
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Graéfico 3.7 — Demanda Total y Estimada de HA.

3.6. PRODUCCION Y CONSUMO DE MATERIAS PRIMAS EN ARGENTINA

Las principales materias primas requeridas para la produccién de HA son los sustratos y
nutrientes que se aportaran al medio de cultivo como fuentes de carbono y nitrégeno. El
principal sustrato es la sacarosa, debido a las cantidades requeridas, mientras que en menor
medida se utiliza extracto de levadura y sales. A continuacion se reune la informacién de

mercado disponible de estos.
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3.6.1. Sacarosa

La produccidn de azicar en Argentina se obtiene de la cafia de azucar. Las principales
provincias productoras son Tucumadn, Salta y Jujuy, y en menor medida Misiones y Santa Fe.
Mas del 85 % del azucar se procesa como azucar blanco, quedando el 15 % restante como
azGcar crudo destinado principalmente a la exportacién. (SECRETARIA DE POLITICA
ECONOMICA - MECON, 2011)

Son 8 los principales grupos econdmicos que representan el 85 % de la produccién azucarera.

En la tabla 3.5 se resumen las principales empresas productoras y sus actividades.

Tabla 3.5 — Principales empresas dedicadas a la produccidn azucarera. Fuente: MECON (2011)

Empresa

Plantas industriales

Productos

% Produccion
nacional

. . , Azlcar comun tipo A, Blanco
ATANOR 3 ingenios en Tucuman . 17.4
refinado
) . ) Azlcar comun tipo A, blanco
LEDESMA 1lingenio enJujuy . i 17.3
refinado, aztcar farmacopea
2 ingenios en
AZUCARERA JUAN ) . . , L.
) Tucuman, 1 ingenio en Azucar comun tipo A 10.4
M. TERAN )
Jujuy
CIA AZUCARERA . . ) ,
3 ingenios en Tucuman Azucar 10.0
LOS BALCANES
SAN MARTIN DE ) ) Azlcar comun tipo A, azucar
1ingenio en Salta i 10.0
TABACAL refinada
JOSE MINETTI Y ) ) , Azlcar comun tipo A, azucar
2 ingenios en Tucuman . 8.7
CIA refinada, melaza
LA TRINIDAD 1 ingenio en Tucuman Azlcar comun tipo A 5.9
ARCOR 1ingenio en Tucuman | AzUcar para consumo propio 5.7
1lingenio enJujuy, 2 | Azlcar comun tipo A, azucar
RESTO . . ) ., 14.6
ingenios en Tucuman crudo de exportacién

El azlcar requerido como materia prima sera azucar blanco refinado de primera calidad ya que
este cumple con los requisitos de pureza, y los estdndares microbioldgicos se alcanzan
mediante la esterilizacion del medio de cultivo previa al inicio de la fermentacion. Ademas de
estas empresas productoras, se analiza la posibilidad de adquirir la materia prima de
proveedores de reactivos para laboratorio, ya que pueden certificar la calidad del producto.
Para la seleccién de un proveedor se considera la distancia hasta la planta de produccion, los

costos, la calidad del producto y las cantidades requeridas.
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Tabla 3.6 — Mercado de Sacarosa en Argentina. (CENTRO AZUCARERO ARGENTINO, s.f.)

Sacarosa (Tn)

Producciéon Exportaciones Importaciones Consumo
2004 1616226 150129 7672 1473769
2005 1545323 230675 2599 1317247
2006 1808268 325785 3 1482486
2007 1727314 205249 3 1522068
2008 1852485 186804 26716 1692397
2009 1755011 376541 2809 1607909
2010 1657536 163188 29072 1523420
2011 1716224 23134 43291 1736381
2012 1768191 131309 399 1637281
2013 1821732 166225 17 1655524
2014 1878195 59104 7 1819098

La produccion argentina de azlcar muestra una tendencia creciente a pesar de haberse

mantenido estable la superficie cultivada, esto se debe a las inversiones realizadas en materia

tecnoldgica, genética y agrondmica. Las caidas interanuales se deben fundamentalmente a

factores climaticos, por ejemplo en 2013 la sequia y heladas provocaron que la produccidn

fuera mucho menor respecto a la del afio anterior. La demanda interna de azucar es estable,

mientras que la produccién presenta una tendencia creciente, lo cual tiende a generar

excedentes de produccién.

Las exportaciones presentan un incremento cuantitativo creciente, siendo Chile el principal

pais exportador aunque también se exporta a otros paises.

Las importaciones provienen casi exclusivamente de Brasil, son poco significativas y presentan

un volumen decreciente. (ANTUNA, 2010)
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Grafico 3.8 — Produccion Nacional de Sacarosa y su tendencia. Fuente: CAA (2015)
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Gréfico 3.9 — Consumo Nacional de Sacarosa y su tendencia. Fuente: CAA (2015)

El punto correspondiente al afio 2009 fue corregido, ya que en estos afios la economia global y
Argentina se vieron afectadas por la crisis financiera internacional de 2008 en Estados Unidos,
y los valores registrados se alejan de la tendencia general. El punto correspondiente al afio
2013 fue corregido ya que ese afio los factores climaticos produjeron un desvié importante de
los valores generales.

En los graficos 3.8 y 3.9 se puede apreciar que tanto la produccion como el consumo de la
sacarosa presentan una tendencia de crecimiento lineal. La comparacion de los valores

estimados para el periodo 2014-2024 indica que la diferencia entre la produccion y el consumo
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representa en promedio un 9.5% de la produccidn nacional, lo que permite asegurar que habrd

un exceso de produccidn suficiente para emplearse como materia prima en la produccién de

acido hialurénico.

3.6.2. Otras materias primas

Acerca de las demds materias primas necesarias para la produccién de HA no se cuenta con

datos especificos de mercado, por lo que se describiran brevemente los proveedores en el pais

y las presentaciones comercializadas.

Extracto de levadura: se obtiene por la inactivacion, plasmdlisis, autolisis o hidrolisis de
levaduras alimenticias (Saccharomyces cerevisiae). Se comercializa por su valor
nutricional y por sus cualidades saborizantes, y se incorpora en las formulaciones
industriales de alimentos para mejorar su sabor. Ademas se utiliza como fuente de
nitrégeno, vitaminas y otros factores de crecimiento en la preparacion de medios de
cultivo para el desarrollo de microorganismos (LEZCANO, 2012).

La Unica empresa que fabrica extracto de levadura en Argentina es la Compaiiia
Argentina de Levaduras S.A. (CALSA), quienes abarcan un 85% del mercado de
levaduras del pais. Esta empresa produce extracto en su planta ubicada en San Miguel
de Tucuman, Tucuman. En la tabla 3.7 se listan los laboratorios que proveen este
compuesto para medios de cultivo; estos laboratorios también son proveedores de las

demas sales requeridas para el cultivo del microorganismo.

Tabla 3.7 — Laboratorios proveedores de componentes para medios de cultivo. Fuente:

Elaboracién propia en base a datos de paginas web de cada laboratorio.

Extracto de

Laboratorio Ubicacion Sacarosa
levadura
Ciudad
Laboratorios 500 g
Auténoma de -
Britania S.A. 25 kg
Buenos Aires
Carlos
500 g 250 g
Merck Millipore Spegazzini,
1-25kg 1-5-25-50 kg
Buenos Aires
Neolab Capital Federal,
100-500¢g 1-5-25 kg
Argentina Buenos Aires
San Lorenzo, 500 g 100-250-500
Reagents S.A.
Santa Fe 5-25kg 1-5-20 g
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3.7. ANALISIS FODA

Fortalezas )

Numerosas aplicaciones en diversas areas: cosmética, farmacéutica,
alimenticia.

Mercado ampliamente difundido en Europa, América del Norte vy
algunos paises de Asia.

Rapido crecimiento del mercado debido al incremento del
conocimiento de los consumidores.

Se encuentra naturalmente en el cuerpo humano.

Producto alternativo respeto a aquellos de origen animal, mds seguro,
mas resistente a la degradacion, no requiere pruebas de alergia.
Obtencién biotecnoldgica, proceso mds simple respecto al necesario
para otras materias primas.

Multiples formas de aplicacién, con diversas funciones.

BPM para la fabricacion de ingredientes cosméticos de calidad.

Es el segundo relleno mas utilizado luego del Bétox, y la tendencia
general del mercado es desplazar la toxina por productos mds
naturales.

Conjunto grande de consumidores conformado por pequefias vy
medianas empresas.

El sustrato principal presenta un mercado creciente, con un exceso de
produccion.

Disponibilidad de mano de obra.

Recursos humanos capacitados.

Innovacion y calidad en los diferentes productos cosméticos.

Oportunidades

Auge del consumo de productos anti-age.

Producto no fabricado en el pais ni en la region Mercosur.

Existe un gran consumo del producto en paises cercanos a Argentina,
especialmente de Brasil, que forma parte del MERCOSUR, lo que
facilita el comercio.

Mercado potencial en Sudamérica.

Mercado potencial masculino.

Producto tépico de venta libre en farmacias.

Externalizacion de la produccion de cosméticos.
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Materias primas para productos cosméticos mayoritariamente

importadas.

Debilidades °

Producto incipiente en el mercado cosmético, requiere inversidon en
marketing.

Se requiere en bajos voliumenes.

MO patdgeno en animales.

No es un producto indispensable.

Producto inyectable requiere la aplicacidn por parte de un especialista.
El mercado de cremas con HA representa una porcion muy pequefia
del mercado total de cremas.

MO nutricionalmente exigente.

Amenazas °

Posibilidad de produccidn para otras empresas a partir de MO
recombinantes, no patdgenos.

Inestabilidad de la situacion econdmica financiera nacional.

Materias primas requeridas para la produccién elaboradas por un

pequefio nimero de laboratorios.
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3.8. CONCLUSIONES

En base al estudio anterior se puede concluir que el HA es un producto con demanda creciente
en nuestro pais, y no existe ningiin competidor en el mercado nacional. En el andlisis FODA no
se presenta ninguna debilidad o amenaza sobresaliente que imposibilite la realizacion del
proyecto. Se debe hacer hincapié en las fortalezas y oportunidades evaluadas para lograr llegar
al mercado y sobrellevar las posibles adversidades que se presenten.

La falta de produccidn del mismo en el pais, lo cual obliga a importarlo, permite concluir que la
instalacidn de una planta elaboradora del producto seria una buena alternativa.

El principal sustrato requerido para el medio de cultivo, la sacarosa, presenta una tendencia de
mercado creciente, con un exceso estimado de produccién que se mantiene en el futuro, por
lo cual se puede asegurar que su adquisicion no sera un problema.

Pese a las dificultades para establecer el mercado potencial debido a la falta de registros
histéricos, utilizando las fuentes primarias de informacién fue posible estimar que este
mercado existe y presenta una tendencia creciente.

Si bien el consumo anual nacional de HA parece un volumen pequefio, se corresponde a las
pequefias cantidades de HA requeridas para alcanzar los resultados esperados de las cremas e
inyectables. Se estima que la capacidad de la planta a instalar sera pequefia, por lo tanto se
evaluara la alternativa de anexarla a un laboratorio productor de cosméticos ya existente.
Debido a las aplicaciones de este producto, se requieren diversos niveles de calidad, por lo
tanto este presenta un amplio rango de precios. Para aumentar la calidad se precisan mas
etapas en el proceso de produccién, que se traduce en un aumento del precio de venta final.
Las ventajas competitivas de este producto respecto a otros cuyas funciones son similares
plantean un crecimiento futuro en el mercado, marcado por el desplazamiento de productos
actualmente mas comercializados, como el Botox.

Respecto a las amenazas que representan los desequilibrios econdmicos-financieros que
afectan al mercado nacional, estos afectaran a cualquier proyecto que se plantee y deberan
superarse en cualquier rubro, ya que constituyen parte de los riesgos que se deben afrontar al
realizar una inversion.

Como conclusién general, llevar a cabo la instalacién de una planta productora de acido

hialurdénico en nuestro pais constituye una buena alternativa.
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4. LOCALIZACION DE LA PLANTA

4.1. INTRODUCCION

La adecuada ubicacion de la planta industrial es tan importante para su éxito posterior como lo
es la eleccién del proceso mismo, por lo tanto para lograr esto, se realiza un analisis tan amplio
como sea posible sobre diversos factores que pueden influir en la ubicacion de la misma.

El objetivo de este capitulo es determinar la macro y micro ubicacién de la planta de forma
qgue la eleccion del lugar permita reunir los materiales necesarios, realizar los procesos de
fabricacion y entregar el producto a los clientes con el costo total mas bajo posible (SAPAG

CHAIN & SAPAG CHAIN, 2008).

4.2. MACROLOCALIZACION
El analisis de la ubicacién del proyecto debe realizarse en distintos grados de profundidad,
dependiendo de las consideraciones de distintos conjuntos de factores. La macrolocalizacidn
es un analisis preliminar que de forma general define una regién o macrozona apropiada para
la localizacion. Esto permite reducir el nimero de soluciones posibles al descartar los sectores
geograficos que no responden a las condiciones requeridas por el proyecto, facilitando la
posterior seleccion de la microlocalizacidn definitiva (SAPAG CHAIN & SAPAG CHAIN, 2008).
Este analisis se llevara a cabo utilizando el procedimiento de cribado a partir de dos factores
principales:
e Cercania a la materia prima
En la figura 4.1 se puede observar la ubicacion de las cuatro empresas que
proporcionan la mayor parte de productos que se requieren en la formulacién del
medio de cultivo. De estos, tres se concentran en una pequefia zona de la provincia de
Buenos Aires.
e Cercania a los consumidores
Los consumidores del HA se pueden dividir de acuerdo a la aplicacidon del mismo. Por
un lado se encuentran los laboratorios de cosméticos que producen, entre otros
productos, cremas antiage con HA lineal en su formulacion.
Como puede observarse en la figura 4.2 estos se concentran en una pequefia zona
dentro de la provincia de Buenos Aires. Por otro lado, los consumidores del acido
como inyectable dérmico se encuentran distribuidos por todo el pais. Si bien las
aplicaciones de estas inyecciones son consideradas un procedimiento estético no

quirurgico, deben ser aplicadas en lugares habilitados y por cirujanos plasticos.
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' Merck Millipore
f’ Laboratorio Britania S.A
@ Reagents S.A

@ Neolab Argentina

Figura 4.1 — Ubicacién de los empresas productoras de las principales materias primas. Fuente:

Elaboracién propia en base a los datos de las paginas web de cada empresa.

En base a datos aportados por la Sociedad Argentina de Cirugias Plasticas, Estéticas y
Reparadoras (S.A.C.P.E.R., 2014) se realizé una distribucién por provincia de los cirujanos
Plasticos (figura 4.3) a partir de la cual se puede decir que la mayor parte de estos se
encuentran concentrados en la provincia de Buenos Aires, seguido por la regién centro del

pais.
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Figura 4.2 — Ubicacién de los laboratorios consumidores de HA. Elaboracion propia en base a

datos de las paginas web de cada laboratorio.
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Figura 4.3 — Distribucién por provincia de cirujanos registrados en SACPER. Fuente:

Elaboracién propia en base a datos de la pagina web de SACPER.

En base a estos datos podemos suponer que estas son las zonas de mayor aplicacion y
consumo debido a que presentan un mayor nimero de cirujanos habilitados, sin embargo, aln
no existe un marco legal que regule las actividades de los centros cosméticos por lo que
existen lugares donde quien realiza estas aplicaciones no posee habilitacién. Las provincias que
no presentan color se debe a la falta de informacidn por parte del SACPER.

De acuerdo al andlisis de estos dos factores, se puede concluir que la zona mas apropiada para
la planta es en la provincia de Buenos Aires, ya que en esta se encuentran localizadas la mayor

parte de las fuentes de materia prima y de consumidores para ambos productos.
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4.3. MICROLOCALIZACION
Para determinar la microlocalizacién dentro de la macrozona ya definida se realiza un analisis
mas detallado de los distintos factores que influyen sobre ésta, con el objetivo de definir el
lugar exacto mas adecuado donde se podria instalar la planta industrial, de modo que este
permita cumplir con los objetivos de lograr la mas alta rentabilidad o producir el minimo costo
unitario (SAPAG CHAIN & SAPAG CHAIN, 2008).
Como se menciona en el capitulo 3, la planta para producir el HA no requiere una gran
capacidad por lo que se plantea ubicarla como un anexo en la sede de algin laboratorio
cosmeético ya establecido. Para ello se analizaran cada uno de los laboratorios consumidores de
este producto (figura 4.2) a través del método de puntuaciones ponderadas. Este consiste en
ponderar de acuerdo a su importancia los distintos factores que se deben tener en cuenta para
la ubicacidn de la planta. Luego se le asigna una puntuacidn porcentual a cada laboratorio para
cada uno de los factores segun la perfeccién con relacidon al factor considerado. Estos
porcentajes se multiplican por las ponderaciones correspondientes dando como resultado el
grado de perfeccion. Finalmente la sumatoria de los grados de perfeccién de todos los factores
para cada laboratorio da un valor, el mayor de ellos indica el lugar mds adecuado (BACCIFAVA
& ILLANES, 2014). Los factores a considerar son:
e Capacidad de los laboratorios
La capacidad del laboratorio es uno de los factores mas importantes para determinar
la ubicacién. Sin embargo estos datos no estan disponibles ya que si bien se conoce la
capacidad total de algunos laboratorios, estos no especifican cuanto de ese total
representa a la produccién de cremas antiage con HA. Es por ello que en su lugar se
utiliza para ponderar este factor la cantidad de diferentes productos con HA en su

formulacién que produce cada laboratorio (tabla 4.1).

Tabla 4.1 - Cantidad de productos con HA en su formulacién. Fuente: Elaboracién propia en
base a datos de las paginas web de cada laboratorio.

Cantidad de productos con HA

Laboratorio —
Cremas Relleno dérmico

Andrémaco 1 -
L. Bago 5 1
L. Pablo Cassara 2 -
L. Dr. Madaus 1 -
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Tabla 4.1 — (continuacidn)

. Cantidad de productos con HA
Laboratorio —
Cremas Relleno dérmico

L. Finadiet 1
L. Internacional Arg. S.A.
Lagos L. Arg. S.A.
Maigal S.A.
Microsules Arg. S.A.
Pharmatrix S.A.

Cosméticos AVON S.A.C.I

NP ININIEFEPININ
1

e Disponibilidad de terreno
Si bien la planta no presenta un gran tamafio, la disponibilidad de terreno que posea
cada laboratorio es esencial debido a que no solo se requiere un lugar fisico para la
planta de produccién sino también se necesita un lugar para el tratamiento de los
efluentes. Algunos laboratorios tienen sus sedes ubicadas dentro de barrios urbanos y
con el total de su terreno ocupado por lo que se considera que estos no presentan
espacio suficiente, mientras que otros cuentan con superficie libre en sus terrenos y se
ubican en barrios apartados de la ciudad o en parques industriales.

e Distancia a consumidores
Para analizar este factor solo se consideraron los laboratorios de cosméticos
consumidores del HA lineal ya que, como se menciona anteriormente, estos se ubican
en una pequeia zona de la provincia de Buenos Aires por lo que la distancia a los
consumidores de HA inyectable, ubicados en todo el pais, es aproximadamente la
misma para cada laboratorio.
Como se muestra en la figura 4.5, del total de los laboratorios seis se ubican dentro de
un radio de 20 km, dos en un radio de 30 km y tres en un radio de 50 km. Para ubicar el
punto central de estas zonas se utiliza el valor medio de la distancia existente entre los
dos laboratorios mas alejados.
Los tres marcadores sin referencia presentes en la figura 4.5 son los laboratorios
proveedores de materia prima que se encuentran dentro de esta zona delimitada.
Como puede apreciarse los tres se ubican aproximadamente dentro del radio de 30

km.
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Figura 4.5 - Distribucidn de los laboratorios consumidores de HA lineal. Fuente: Elaboracién

propia en base a datos de las paginas web de cada laboratorio.

e Medioy costo de transporte

Este suele ser un factor importante para cualquier proyecto, sin embargo, en este caso
se puede considerar que la influencia es minima dado que todos los laboratorios
cosméticos donde es posible ubicar la planta se encuentran concentrados en una
pequefia zona de la provincia de Buenos Aires, por lo que las distancias a los
consumidores y a las materias primas no difieren en gran medida de uno respecto de
otro. También se debe considerar que no se manejan grandes volimenes y es posible
que los laboratorios posean un medio de distribucidén propio para el resto de sus
productos.

Disponibilidad de mano de obra

La planta requiere de mano de obra capacitada para realizar el trabajo debido a que
durante la produccidon de HA se emplea un microorganismo patégeno para animales,
haciendo de este un factor importante a tener en cuenta.

Los laboratorios se encuentran ubicados en la cercania de diversas universidades, ya
gue la provincia de Bs.As. cuenta con un total de 29 universidades publicas y privadas
(UNIVERSIDADES DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES, 2014). Por lo tanto, se concluye

gue si bien este es un factor importante, no influye demasiado en la decision de la
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ubicacion debido a que la provincia posee mano de obra calificada en cantidad y
calidad.

e Disponibilidad de servicios auxiliares
La influencia de este factor se considera minima ya que todos los laboratorios cuentan

con las prestaciones de servicios basicas tales como gas, agua y electricidad.

4.3.1. Analisis de alternativas
En la tabla 4.2 se detallan los valores ponderados para cada factor y la puntuacién porcentual
correspondiente a cada laboratorio con el fin de comparar y determinar el lugar mas

adecuado.

Tabla 4.2 — Analisis por valores ponderados

Andromaco L. Pablo Cassara

Factor de localizacion Ponderacion m
Capacidad del laboratorio 300 10 30 80| 240 40 120
Disponibilidad de terreno 500 10 50 10 50 10 50
Distancia a consumidores 200 70 140 40 80 70 140
Total 1000 220 370 310

Tabla 4.2 — (continuacion)

Factor de localizacion Ponderacion

Capacidad del

. 300 10 30 50( 150 40 120
laboratorio
Disponibilidad de terreno 500 10 50 10 50 80 400
Distancia a consumidores 200 70 140 70| 140 40
Total 1000 220 340

Tabla 4.2 — (continuacién)

Microsules Arg.
Lagos L. Arg. S.A.

Factor de localizacion Ponderacion A S.A.

Capacidad del laboratorio 300 10 30 40| 120 40 120
Disponibilidad de terreno 500 10 50 10 50 70 350
Distancia a consumidores 200 60 120 70| 140 40 80
Total 1000 200 310 550
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Tabla 4.2 — (continuacién)

Pharmatrix S.A. Cosméticos AVON S.A.C.I

Factor de localizacion Ponderacion
Capacidad del laboratorio 300 60 180 40 120
Disponibilidad de terreno 500 10 50 60 300
Distancia a consumidores 200 60 120 60 120
Total 1000 350 540

Figura 4.6 — Ubicacién del Laboratorio Internacional Argentino. Fuente: Google Maps.

4.4. CONCLUSION

En base al resultado de este andlisis se puede concluir que el lugar mdas adecuado para la
instalacion de la planta es la sede de la firma Laboratorio Internacional Argentino S.A. con
planta sita en calle N2 8 esquina N2 7, Parque Industrial Pilar en la ciudad de Pilar, provincia de
Buenos Aires (figura 4.6). El laboratorio estd habilitado por ANMAT y se desempefia como una
planta elaboradora de especialidades medicinales en las formas farmacéuticas de inyectables
en solucién, suspensiéon vy liofilizados. Con principios activos citostaticos y hormonales
antineoplasticos, incluyendo presentaciones de gran volumen (ANMAT, 2012).

El Parque Industrial Pilar se ubica en la Ruta Nacional N2 8 km 60, posee aproximadamente 850
hectareas divididas en 255 lotes y 166 empresas en operacién. Cuenta con infraestructura y

equipamientos comunes tales como: aduana interior, area comercial, dreas verdes, bancos,
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calles internas, correos, desaglie pluvial, desaglie sanitario, energia eléctrica, estacion de

servicio, estacionamiento para automoviles, internet, mantenimiento de areas comunes,
nomenclatura de calles, oficinas administrativas, red de gas, seguridad privada, sefalizacion,
sistema contra incendio, subestacion eléctrica, teléfonos y transporte urbano (MINISTERIO DE

INDUSTRIA, 2014).
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5. CAPACIDAD DE PLANTA

5.1. INTRODUCCION

El tamafio de un proyecto es su capacidad instalada, y se expresa en unidades de produccién
por afio. La importancia de las inversiones en capacidad de produccidn plantea el reto de cdmo
utilizar la capacidad mdaxima disponible en las instalaciones. Adecuar esta capacidad al
comportamiento de la demanda exige prever la evolucion de ésta tanto a corto como a largo
plazo, asi como valorar el riesgo que puede ocasionar a la empresa el exceso de capacidad. El
tamafio de la planta debe ser tal que pueda satisfacer la demanda actual y futura, de otra
manera, la organizacién perderia oportunidades de crecimiento y de ganar beneficios. (CARRO

PAZ & GONZALEZ GOMEZ, 2012)

5.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL TAMANO DE LA PLANTA

La seleccion del tamafio adecuado requiere del andlisis de diversas variables de proyecto,
como por ejemplo la demanda del producto, la disponibilidad de insumos, localizacién de la
planta, tecnologia disponible, plan estratégico comercial y opciones de financiamiento (SAPAG
CHAIN & SAPAG CHAIN, 2008). A continuacidn se detallan las variables mas importantes
respecto al presente proyecto.

e Demanda proyectada: este es el factor condicionante mas importante. En un mercado
creciente, el tamafio debe estar en condiciones de enfrentar el aumento esperado de
la demanda actual. Esto hace recomendable definir una capacidad superior a la
necesaria para cubrir la demanda actual, pero adecuada a las expectativas de su
crecimiento. Se debe considerar ademds que se plantea la sustitucién de un producto
ya existente que en la actualidad se importa. En conclusién, el tamafio elegido debe
responder a la situacién a corto plazo y optimizarse frente al dinamismo de la
demanda.

e Distribucion geogrdfica del mercado: los principales consumidores de HA lineal son los
laboratorios productores de cosméticos, mientras que el HA entrecruzado se
comercializa en todo el pais, mediante la venta directa a los especialistas encargados
de su aplicacién, los cirujanos plasticos. La mayoria de las clinicas de cirugia estética y
los laboratorios productores de cosméticos se localizan en la provincia de Buenos
Aires, por lo tanto se define una Unica planta productora de HA ubicada en esta
provincia, que funcionara como punto de distribucién a todo el pais.

e localizacion de la planta: la cercania de la planta respecto a los establecimientos

elaboradores de materias primas y a los posibles consumidores del producto final
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permite una disminucién en los costos de transporte, favoreciendo las economias de
escala, ya que a mayor nivel de operacidn, menor costo unitario de insumos. Esto
refuerza la idea de una sola planta que abarque todo el tamafio.

e Tecnologia disponible: en algunos casos permite la ampliacion de la capacidad
productiva en tramos fijos, mientras que en otros el crecimiento paulatino de la
capacidad se torna imposible, lo que obliga a invertir en una capacidad inicial superior

a la requerida en una primera etapa.

5.3. SELECCION DE LA CAPACIDAD

La seleccion del tamafio de la planta se realiza en base a la proyeccion de la demanda, y de su
tasa estimada de crecimiento. El analisis de la demanda se realiza tanto para la produccion
total de HA como para cada uno de los productos a realizar, HA lineal y HA entrecruzado, ya
gue este ultimo requiere mas etapas de procesamiento que el primero, y debe definirse la
capacidad para las mismas. Se debe tener en cuenta ademas la formulacién de las jeringas que
contienen HA entrecruzado, ya que se plantea la utilizacion de una proporcion 80:20
entrecruzado:lineal, relacién utilizada en la mayoria de estos productos para mejorar las

propiedades de la aplicacién.

5.3.1. Proyeccion de la demanda

El grafico 5.1 muestra las lineas de tendencia y las ecuaciones de ajuste para la demanda de los
dos productos y del total de HA. El ajuste correspondiente al HA lineal comprende tanto el
acido empleado en cremas como el utilizado en inyectables.

En la tabla 5.1 se aplicaron estas ecuaciones para calcular la demanda esperada para cada afio,
para un periodo de 10 afios. Luego se calcula el porcentaje de crecimiento esperado de un afio
al siguiente, para obtener la tasa estimada de crecimiento de la demanda para cada producto

durante el periodo considerado.
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Grafico 5.1 — Proyeccion de la demanda

Tabla 5.1 - Proyeccién de la demanda. Fuente: Elaboracién propia en base a datos del estudio

de mercado
Periodo Demanda de HA (Kg) % Crecimiento
Lineal Entrecruzado Lineal Entrecruzado
2014 6,14 3,47 9,61

2015 6,51 3,64 9,98 6% 5% 4%
2016 6,77 4,00 10,60 4% 10% 6%
2017 7,03 4,36 11,21 4% 9% 6%
2018 7,29 4,72 11,83 4% 8% 6%
2019 7,55 5,07 12,45 4% 8% 5%
2020 7,81 5,43 13,07 3% 7% 5%
2021 8,07 5,79 13,69 3% 7% 5%
2022 8,33 6,15 14,31 3% 6% 5%
2023 8,59 6,50 14,93 3% 6% 4%
2024 8,85 6,86 15,54 3% 5% 4%
Tasa de crecimiento esperada 4% 7% 5%

5.3.2. Calculo de la capacidad
De acuerdo a Sapag Chain, el tamafio dptimo de un proyecto sera aquel que permita mantener

al minimo los costos totales durante la vida Util estimada de los equipos a utilizar. Cuando se
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enfrenta una demanda creciente, como en este caso, no existe un tamafo dptimo de la planta,

sino una estrategia 6ptima de ampliacion que puede definirse con anticipacién (SAPAG CHAIN
& SAPAG CHAIN, 2008).

Se calcula el tamafio de la planta con demanda creciente empleando las ecuaciones [5.1] y
[5.2], las cuales determinan el niumero de anos en que se desarrolla el mercado desde que
inicia la produccion de la empresa. La demanda que se observa en el periodo en que el

mercado llega a su desarrollo éptimo es la que determina el tamafio (SAPAG CHAIN & SAPAG

CHAIN, 1991).

1 1—a] [R-—11"""

ﬁ=1—2-[ a ]'[R+1] [5.1]
R=(1+7) [5.2]

R = Desarrollo porcentual de la demanda

o = Exponente del factor de escala

N = Vida util del equipo

n = Periodo éptimo

r = Tasa de crecimiento estimada del mercado

Una vez calculado el periodo éptimo, se incorpora en la ecuacion [5.3] para determinar la

capacidad de la planta.
D, = Dy(1+1r)" [5.3]

Do = Magnitud del mercado actual

D, = Tamafo de la planta

Este procedimiento solo considera la restriccion del mercado, por lo que en la decision final
también deben considerarse los demas factores. La tabla 5.2 resume los valores de las

variables utilizados y los resultados calculados para cada producto.
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Tabla 5.2 — Calculo de Capacidad

. Producto
Variable -

o 0.65
N 10 afos

4% 7% 5%
R 1,04 1,07 1,05
n 9,688 9,765 9,715
Do 6,14 3,47 9,61
D, 9,28 6,72 15,44

5.4. CONCLUSION

La capacidad total de la planta a instalar sera de 16 kg, los cuales se dividirdn en dos lineas de
proceso, una de 9,3 kg de HA lineal para uso en cremas e inyectables, y otra de 6,7 kg de HA

entrecruzado solo para produccién de inyectables.
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6. PROCESOS DE PRODUCCION Y SELECCION DE PROCESO

6.1. INTRODUCCION

La fabricacion industrial del acido hialurénico se basa principalmente en dos procesos, la
extraccién de tejidos animales y la fermentacién microbiana utilizando cepas bacterianas. Con
ambos procesos se obtiene un acido de alto peso molecular promedio (2 1x10° Da) con un
rango de polidispersion entre 1.2 a 2.3, para aplicaciones biomédicas y cosméticas. (BOERIU, et

al., 2013)

6.2. PROCESOS DE PRODUCCION
6.2.1. Extraccidn del tejido animal
El primer proceso llevado a cabo a escala industrial, fue la extracciéon del HA a partir de
residuos animales. Si bien aun se aplica como una tecnologia importante para la obtencién de
varios de los productos comerciales, su uso se ve disminuido debido a que presenta algunos
inconvenientes durante el proceso de extraccién, tal como la inevitable degradacién del HA
causada principalmente por:

e La actividad de la enzima hialuronidasa presente en los tejidos animales, la cual rompe

la cadena del polimero a través de la hidrélisis enzimatica.

e las duras condiciones de extraccidn.
Si bien los métodos de extraccidon se han mejorado con los afos, la obtencién a partir de
tejidos animales aun presenta bajos rendimientos debido a la baja concentracidn intrinseca del
HA en el tejido, y a la alta polidispersién de polimeros causada tanto por la variaciones
naturales en el peso molecular del acido como la degradacidon no controlada durante la
extraccion.
Otra desventaja de este método es que como proviene de fuente animal existe un riesgo
potencial de contaminacidn con proteinas y virus. Esto puede controlarse utilizando el tejido
de animales sanos y realizando una extensa purificacion. (BOERIU, et al., 2013)
Las principales fuentes para su extraccion a nivel industrial son el cordén umbilical humano, el
humor vitreo de peces y la cresta de gallo, aunque también puede utilizarse el liquido sinovial
de bovinos. El contenido natural de HA que poseen estas fuentes es muy variable, como puede
observarse en la tabla 6.1. Si bien algunos contienen grandes cantidades se debe considerar
gue no es posible recuperar todo el acido debido al rendimiento de las etapas de purificacion y
la degradacién que sufre la molécula durante su procesamiento. (MURADO GARCIA, et al.,

2005)
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Tabla 6.1 - Contenido de HA en diversas fuentes

‘ Fuente ‘ HA (g por litro o kg)
Cresta de gallo 8 — 45%*
Liquido sinovial vacuno 15-40
Humor vitreo de peces 0.06-0.3
Corddn umbilical humano 0.4

*este valor varia de acuerdo a la madurez sexual del gallo

6.2.1.1. Obtencion a partir del cordon umbilical humano y de la cresta de gallo

En el cordén umbilical humano, el HA se localiza principalmente en la llamada gelatina de
Warton, que es el tejido conectivo perivascular que protege al cordén umbilical y evita que
éste se tuerza durante el embarazo. Existen 2 métodos fisicos que permiten obtener el HA de
esta fuente, el mas reciente es el método ultrasénico combinado con la adicidn de hipoclorito
de sodio, sin embargo este no se utiliza comercialmente ya que el empleo de ultrasonido
encarece la obtencion del producto por el elevado consumo de energia. (LAGO MENDOZA,
2007)

Por otro lado, el método mas conocido y usado es el propuesto por Balazs, el cual también se
utiliza para la extraccién a partir de crestas de gallos. La diferencia se encuentra en la forma de
tratar la materia prima durante el proceso de obtencidon. Este procedimiento consta
aproximadamente de 35 pasos, englobados en 5 etapas principales, detalladas en los gréficos
6.1, 6.2, 6.3, 6.4 y 6.5: obtencién y acondicionamiento de la materia prima, extraccién,
desproteinizacion, eliminacion de impurezas y esterilizacion, los cuales se llevan a cabo en un

periodo de 15 dias por cada lote productivo. (LAGO MENDOZA, 2007)
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Grafico 6.2 — Etapa 2: Extraccién de HA
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Gréfico 6.4 — Etapa 4: Eliminacidon de impurezas que provocan reacciones bioldgicas
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Grafico 6.5 — Etapa 5: Esterilizacién

Etapal - Obtencidn y acondicionamiento de la materia prima
La obtencién depende de la fuente:

e Cresta de gallo: se debe obtener de animales de seis meses a tres afios durante la

etapa de desangrado que se realiza cuando se sacrifica al animal. Se le retira la cresta,
se la lava con agua pura para eliminar contaminantes superficiales y se recortan las
puntas. (BALAZS, 1979)
Segun los datos presentado por el INTI, en nuestro pais la industria avicola faena los
pollos aproximadamente a los dos meses de edad, cuando aun no alcanzaron la
madurez sexual. En consecuencia, la cresta de estos animales contienen una menor
proporcion de HA, ya que éste aumenta su concentracion en respuesta a la
testosterona. (INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA INDUSTRIAL (INTI), 2008)

e Coddn umbilical Humano: se debe obtener solo de embarazos sanos y acondicionarlo
o congelarlo hasta 10 minutos después del parto. Se lavan con agua pura para eliminar

la mayor parte de la sangre presionando los vasos hacia afuera. (BALAZS, 1979)
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El aspecto mas significativo durante el acondicionamiento, es el corte del tejido en trozos
pequenos y las extracciones repetidas con etanol fresco 95%. Esto permite la exposicidon
eficiente del tejido a la solucidon de extraccion de etanol. La razén de esto es que el tejido
contiene productos de la sangre que, en combinacién con el oxigeno, pueden causar la

degradacion del HA en los pasos subsiguientes de extraccion.

Etapa 2 - Extraccion del HA

El principal objetivo de esta fase es obtener el mayor rendimiento posible de HA del tejido sin
degradar la macromolécula a un peso molecular mas bajo. EI HA es extraordinariamente
sensible a la degradacion debido a la cizalladura y la oxidacién catalizada por impurezas o
iones metdlicos. El uso de multiples etapas en serie de extraccién mantiene altos rendimientos
y disminuye la probabilidad de degradacién en la produccién a gran escala. La solucién de
extraccién contiene 20 partes de agua destilada y 1 parte de cloroformo y se utiliza 10.5 | de

esta por cada 2.5 kg de tejido.

Etapa 3 - Desproteinizacion del extracto

El principal objetivo es eliminar ciertas impurezas de los tejidos, tales como proteinas y
nucledtidos, en condiciones de pH acido sin degradacién significativa de las macromoléculas
HA. El nUmero de extracciones repetidas con cloroformo variara con la eficiencia de la mezclay
por lo tanto con el tipo de mezclador utilizado y el volumen de la mezcla. Como una
alternativa, la solucién acuosa puede ser tratada con enzimas para ayudar en la eliminacién de
impurezas. Después de la segunda extraccién con cloroformo acido se puede afiadir entre 50-
100 mg de DNasa y RNasa a la fase acuosa, se agita la solucidn durante 24 hs, por ultimo se

eleva el pH a 6.0 -7.0, se aflade 50-100 mg Pronasa y se agita durante 48 hs.

Etapa 4 - Eliminacion de impurezas que provocan reacciones bioldgicas

El paso mas critico en esta etapa, y de hecho, en todo el proceso, es la eficiente pero no
excesiva mezcla entre las fases de cloroformo y de HA purificado, ya que este debe asegurar la
eliminacidon completa de agentes inflamatorios desconocidos. Como alternativa, ademas de la
extracciéon con cloroformo, la separacién de las impurezas puede ser asistida por

centrifugacion a alta velocidad (70.000 a 110.000 fuerza g durante unas 4 horas).
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Etapa 5 — Esterilizacion
Durante esta etapa es importante mantener la esterilidad. El agua que se afiade debe ser
bidestilada y libre de pirégenos. La solucion fisiologica y el acetato que se utilizan también

deben ser estériles. (BALAZS, 1979)

6.2.1.2. Obtencion a partir del humor vitreo de peces

El humor vitreo de distintas especies de pescados, como tiburdn, atun o gallineta pueden ser
utilizados como fuente alternativa para la obtencién del HA (Grafico 6.6). Una vez extraido del
ojo del pescado, el humor vitreo es tratado en una serie de 5 etapas para obtener HA de alta

pureza (superior al 99.5 %), apto para la aplicacion en clinica y cosmética.

Preparacion del ojo para obtener el humor vitreo

Los ojos, congelados a -202C, se someten a dos o tres cortes seriados, luego se descongelan los
fragmentos sobre una urdimbre de hilos de nylon paralelos (las mallas con nudos elevan las
pérdidas y el tiempo de proceso), que permite el goteo del humor vitreo y retiene los restos de
la capsula dptica, incluidos los cristalinos. Se obtiene un liquido viscoso y homogéneo que se

clarifica por decantacién centrifuga. (MURADO GARCIA, et al., 2005)

Humor Electrodeposicion . ., Precipitacion
) > ) > Diafiltracion  |—> o
vitreo de la proteina alcohdlica
A4
HA de alta Separacion de Tratamiento
< , .
pureza HA y proteinas alcalino

Grafico 6.6 — Obtencién de HA a partir del humor vitreo de peces

Las etapas para purificar el HA son:

Etapa 1 - Electrodeposicion proteica
Se utilizan electrodos de platino estableciendo entre ellos una corriente de 10 mA o superior.

En esta etapa se eliminan componentes insolubles de alto peso molecular.
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Etapa 2 — Didfiltracion

Permite obtener fracciones de distintas masas moleculares medias, concentrando el HA vy
reduciendo el consumo de etanol en la etapa siguiente. También elimina parte importante del
material proteico remanente de la electrodeposicion y facilita la ulterior eliminacién del que

aun permanece en solucion en los correspondientes retenidos.

Etapa 3 - Precipitacion alcohdlica
Se agrega cloruro de sodio y etanol al 99% para precipitar. Luego se realiza una resuspension
selectiva del sedimento obtenido y se centrifuga descartandose el sedimento que contiene

proteinas insolubles.

Etapa 4 - Tratamiento alcalino
Esta etapa permite la precipitacién del HA en forma de sal sddica (junto con otras proteinas),

con descensos minimos de su masa molecular media.

Etapa 5 — Separacion

Es una etapa simple y econdmica que reemplaza los tratamientos con enzimas. Se realiza una
redisolucion selectiva con fosfato monosddico que disuelve el HA y ajusta el pH. Por ultimo, se
centrifuga para recuperar el HA en el sobrenadante. Puede concentrarse ain mas el acido

realizando una nueva diafiltracion. (MURADO GARCIA, et al., 2005)

6.2.2. Produccion por fermentacion microbiana

El desarrollo de la produccién de HA a través de fermentacién microbiana comenzé en los afios
60, cuando se descubrié que el HA derivado de fuentes animales podia contener proteinas
indeseadas causantes de posibles respuestas inflamatorias alérgicas. El polimero producido en
bacterias es idéntico al producido en animales, y al ser no inmundgeno es una excelente
fuente para HA de grado medicinal.

La industria ha adoptado los procesos de fermentacidon microbiana con el objeto de obtener un
polimero viable técnicamente. La extraccién de HA de los cultivos de fermentacién microbiana
es un proceso relativamente simple, y presenta elevados rendimientos. Una ventaja adicional e
importante es que las células microbianas pueden ser adaptadas fisiolégica y/o
metabdlicamente para producir mayor cantidad de HA con alto peso molecular.

Este tipo de produccidon, ya sea utilizando estreptococos patdégenos o huéspedes
recombinantes seguros, que contienen la enzima HA sintasa, es el preferido en la actualidad
(BOERIU, et al., 2013). Los estreptococos producen el HA con el objetivo de encapsular sus

células, esto dificulta su separacién y posterior purificacién. En el caso de los bacilos

ALLASIA, Mariana - SARMIENTO, Paula Victoria 60



PRODUCCION DE ACIDO HIALURONICO
POR FERMENTACION MICROBIANA
Procesos de Produccién y Seleccién del Proceso

UTN
genéticamente modificados, liberan el HA al medio, simplificando el proceso de purificacién
(Figura 6.1)

Streptococcus
‘ D
Figura 6.1 — Produccién de HA seguln la cepa bacteriana
6.2.2.1. Obtencidn a partir de cepas de estreptococos

El acido hialurdnico se encuentra presente en la capsula que rodea un pequefio nimero de
microorganismos patégenos, tales como Pasteurella multocida y los grupos A y C de
estreptococos, entre los cuales se encuentran Streptococcus pyogenes (patdgeno en
humanos), y los patdgenos en animales Streptococcus equi y Streptococcus uberis. Estos MO
usan el HA para encapsular sus células, formando un disfraz perfecto contra el sistema
inmunoldgico del animal y facilitando la adhesién y colonizacién de las células bacterianas.

Los Streptococcus del grupo C, los cuales no son patégenos en humanos, presentan una
productividad de HA superior a los del grupo A, por lo tanto son los mas utilizados en su
sintesis. Las cepas mas utilizadas son S. equi sp. Equi y S. equi sp. Zooepidemicus. Estos
microorganismos son nutricionalmente fastidiosos, anaerobios facultativos y producen acido
lactico como subproducto del catabolismo de la glucosa. Los estrictos requerimientos
nutricionales para la fermentacién influyen en la economia, prohibiendo el uso de un medio
guimicamente definido para la produccidon de fermentadores a escala, limitando la eleccién al
empleo de un medio de cultivo complejo. (BOERIU, et al., 2013)

Se han probado varios medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono, y se ha
demostrado que el tipo de fuente de carbono influye en el peso molecular del HA obtenido.

Mientras que el crecimiento celular permanece casi invariable para las mismas
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concentraciones de diversas fuentes, medios con lactosa y sacarosa producen HA de mayor

peso molecular, respecto a medios que contienen glucosa como fuente de carbono.
El peso molecular es el pardmetro que mds afecta las propiedades fisicas de los productos
basados en HA. En particular, las soluciones que requieren una viscosidad dada para proveer
ciertas ventajas requieren menores concentraciones de acido mientras mayor sea su PM.
Ciertos parametros durante la fermentacion afectan el PM del acido producido: factores como
temperatura, aireacidn y concentracion inicial de sustrato influyen sobre el PM del polimero
obtenido, mientras que el pH y la agitacidn no lo hacen. En particular, el cultivo a bajas
temperaturas en presencia de aireacidn y altas concentraciones iniciales de sustrato favorecen
un PM alto. (RANGASWAMY, et al., 2011)
El proceso productivo del acido hialurdnico de elevado peso molecular y grado medicinal a
partir de Streptococcus Zooepidemicus consiste en tres etapas generales:

a) Preparacion de HA por fermentacion

b) Remocion de impurezas proteicas

c) Diafiltracion

Streprococcus
Zooepidemicus |
Fermentacién > Precipitacion > Homogeneizacion
Medio de cultivo —|
\ 4
Tratamiento
Concentracion |[€— Diafiltracion |[€ Filtracion < con carboén
activado

Acido
Hialurénico

Secado

Grafico 6.7 — Proceso de obtencion de HA a partir de Streptococcus Zooepidemicus

En el grafico 6.7 se esquematiza el diagrama de flujo de este proceso. El medio de cultivo para
la fermentacién comprende una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, elementos trazas
tales como sales inorganicas, etc. Como fuente de carbono se puede utilizar almidén, glucosa,
sacarosa, galactosa, fructosa y similares. En este caso se utilizarad sacarosa, ya que se obtienen
mejores rendimientos y un producto de mayor peso molecular respecto a otros carbohidratos.

Como fuente de nitrégeno se puede utilizar sulfato de amonio, nitrato de amonio, nitrato de
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sodio, extracto de levadura, peptona, triptona, etc. Ademds se puede afiadir cloruro de sodio,

dihidrogenofosfato de sodio, hidrogenofosfato de sodio, sulfato ferroso, cloruro de potasio,
sulfato de magnesio, etc. El peso molecular del HA producido se incrementa al anadir una sal
de Zn™ al medio. (RANGASWAMY, et al., 2011)

Se utiliza un fermentador con un volumen de trabajo del 60%, con el medio de cultivo
detallado en la tabla 6.5. Existen diferentes modos de realizar el cultivo, pero el mas utilizado
es el batch, que es el adoptado en este caso. Las condiciones de cultivo son pH 7.0, regulado
mediante la adicién de NaOH, temperatura 37°C, velocidad de aireacién 0.5 VVM y agitacién
200 rpm, mantenidas durante 16 horas. (LIU, et al., 2008 (2))

Luego de la incubacién, el caldo de cultivo se clarifica mediante centrifugacidn para separar las
células microbianas. El HA presente en el liquido clarificado se precipita con la adicién de
solvente (isopropanol, etanol o acetona); el precipitado se separa por centrifugacion y luego se
redisuelve en solucién de acetato de sodio al 3% utilizando un homogeneizador mecanico.

La suspension homogeneizada se trata en modo batch con carbdn activado al 2% para lograr la
adsorcion de proteinas. El carbdn es separado de la solucién de hialuronato por centrifugacion.
La siguiente etapa consiste en hacer pasar la solucién de hialuronato a través de un conjunto
de filtros con tamafio de poro de 0.45 um, con este paso se remueve parte de la proteina
remanente por adsorcion.

Se realiza una ultrafiltracion en modo diafiltracién a volumen constante, esto es, se adiciona
agua libre de pirégenos a la solucién de HA a medida que esta se hace circular en flujo cruzado
a un soporte de filtro equipado con un casete de polietersulfona de 100 kDa. La adicidn de
solvente se realiza a la misma velocidad a la que fluye el permeado con impurezas. La presién
de entrada del flujo cruzado al filtro se mantiene entre 0.5-1.5 Bar. Al final de la operacién se
recogen por separado el permeado y el retenido, este Ultimo contiene el HA que continua
hacia posteriores etapas de purificacion, mientras que el permeado es descartado.

La solucién de HA proveniente de la diafiltracién se concentra nuevamente con isopropanol, se
centrifuga y se seca para obtener hialuronato de sodio de elevado peso molecular y grado
medicinal.

Este proceso de purificacion tiene un rendimiento de HA del 73%, y la proteina remanente en

el producto es de aproximadamente 0.3%. (REDDY KANALA, et al., 2011)

ALLASIA, Mariana - SARMIENTO, Paula Victoria 63



PRODUCCION DE ACIDO HIALURONICO
POR FERMENTACION MICROBIANA

Procesos de Produccién y Seleccién del Proceso UTN

6.2.2.2. Obtencién a partir de microorganismos recombinantes no patégenos
Se han modificado genéticamente microorganismos seguros para volverlos productores de HA,
mediante la introduccion del cédigo genético encargado de la produccién de enzimas HA
sintasas, obtenido de cepas de Streptococcus. Esto constituye una mejora en el producto
obtenido, ya que se evita el riesgo de contaminacién con exotoxinas secretadas por los
microorganismos patogenos.
La empresa biofarmacéutica Novozymes ha desarrollado un proceso de produccion de
hialuronato de sodio ultra puro por fermentacion con una nueva cepa recombinante no
patdgena de Bacillus Subtilis. Las ventajas de la utilizacién de este microorganismo son las
siguientes (NOVOZYMES, 2011):

e Permite el cultivo econdmico a gran escala.

e MO no exigente en cuanto a nutrientes.

e MO reconocido como GRAS (Generally Recognized as Safe).

e No produce exo- ni endotoxinas.

e No produce la enzima hialuronidasa.
Las células huésped de Bacillus subtilis se cultivan mediante fermentacién fed-batch en un
medio nutritivo apropiado conteniendo fuentes de carbono, nitrégeno y sales minerales (Tabla

6.2), en tanques agitados con capacidad de 3 L y un volumen inicial de 1.5 L.

Tabla 6.2 - Composicién del medio de cultivo Bacillus Subtilis

Compuesto Cantidad (por litro de medio)

KH,PO, 6.5¢g
Na,HPO, 45¢g
(NH,4),S0,4 3.0g
Na-citrato-2H,0 20¢g
MgS0,.7H,0 3.0g
Mikrosoy-2 6 ml
Biotina 0.15mg
Sacarosa 150¢g
Polipropilenglicol (antiespumante) 2.0 ml
CaCl,.2H,0 05¢g
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Grafico 6.8 — Proceso de obtencidon de HA con Bacillus subtilis

El cloruro de calcio se debe agregar luego de autoclavar. El pH antes de autoclavar es de 6.3 —
6.4, y se ajusta antes de inocular a 6.8-7.0 utilizando amoniaco; luego se mantiene a 7.0 £ 0.2
con amoniaco y acido fosférico. La temperatura de operacién es de 37°C. La agitacidn se
mantiene en 1300 rpm usando dos impulsores Rushton de seis palas de 6 cm de didmetro, con
un volumen inicial del reactor de 1.5 L. La aireacidn presenta un maximo de 1.5 VVM (L de
aire/L de cultivo/minuto). En el grafico 6.8 se muestra el diagrama de flujo de este proceso.

El HA se produce en una célula huésped no encapsulada y se libera al medio de cultivo, es
decir, no esta asociado a ninguna capsula envolvente de la bacteria. Esto simplifica mucho su
separacion posterior, y permite el uso de disolventes acuosos.

La alimentacién al reactor consiste en solucidon simple de sacarosa, se inicia cuatro horas
después de la inoculacion, en el momento donde el oxigeno disuelto comienza a disminuir

(reduccién en la concentracién de sacarosa). El flujo de alimentacion se va elevando
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linealmente desde 0 hasta 2 g de sacarosa por litro y por hora, durante un lapso de tiempo de
7 horas.

La viscosidad del medio se vuelve significativa luego de 10 horas de cultivo, mientras que
después de 24 horas alcanza 3220 cP, causando un descenso brusco en la concentracién del
oxigeno disuelto. El crecimiento celular se acerca a su maximo (12 a 15 g/L) luego de 20 horas.
La figura 6.2 muestra como varian la viscosidad, la concentracién de oxigeno disuelto y la
produccidn de HA a lo largo de la fermentacion. El maximo rendimiento de HA es de 5 g/L y se
logra luego de 25 horas de cultivo. El peso molecular del polimero es de 1.1 — 1.2 MDa, con un

indice de polidispersidad de 1.5. (WIDNER, et al., 2005)
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Figura 6.2 — Perfiles de fermentacion

El medio de cultivo se diluye con agua para reducir su viscosidad en una relacion 1:3, y luego
las células de Bacillus y las fibras celulares se remueven por centrifugacién a 30000 rpm. El
sobrenadante remanente se somete a ultrafiltracion para concentrar el HA y remover
pequefias moléculas de contaminantes.

El HA se separa del liquido sobrenadante por precipitacion simple utilizando una sal, alcohol o
una combinacién de los mismos. Una vez precipitado se filtra, se concentra y se seca en una

camara de secado por aspersion. (SLOMA, et al., 2012)
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6.3. SELECCION DEL METODO DE PRODUCCION

En el siguiente cuadro se resumen las ventajas y desventajas de cada método de produccién.

Tabla 6.3 — Comparacién de procesos productivos

Proceso |

Ventajas

Tecnologia consolidada

Desventajas
Variacion en la calidad del
producto

Disponibilidad de materias
primas a bajos costos

Riesgo de degradacion del
polimero

Extraccion de tejidos animales

Producto de muy elevado
peso molecular, hasta 20
MDa

Riesgo de contaminacién con
proteinas, dcidos nucleicos y
virus

Producto natural

Requiere extensa purificacion

Bajos rendimientos

Tecnologia establecida

Riesgo de contaminacidon con
endotoxinas bacterianas,
proteinas, dcidos nucleicos y

S.
) ) metales pesados
Zooepidemicus — - -
Elevado rendimiento MO patdgeno en animales
. Producto con elevado ) o
Fermentacion MO exigente nutricionalmente
. . peso molecular (1-4 MDa)
microbiana —
L. . Uso de MO genéticamente
Facil cultivo a gran escala o
modificado
MO seguro, no libera Informacién y patentes
B. Subtilis toxinas, no produce pertenecientes a una Unica

hialuronidasa

empresa

Método de purificacién
simple

Relativamente bajo peso
molecular (1 MDa)

Debido a las numerosas desventajas del proceso a partir de tejidos animales, se prefiere la
fermentacién microbiana como método de produccién para el HA.

Si bien la produccién a partir de Bacillus subtilis presenta muchas ventajas, sus desventajas
tienen un peso mayor, principalmente la falta de informacidon de proceso. Por lo tanto, se
considera que la obtencién a partir de Streptococcus zooepidemicus es el proceso de

produccion éptimo.
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6.4. DESCRIPCION DETALLADA DEL PROCESO

Streptococcus mmmme e R :
Zooepidemicus i Agual:l i Solventel:1
(inéculo) v oy T T T
> Fermentacion el Dilucién S| Precipitacidon
Medio de cultivo
(sacarosa, pH 7.0-T 37°C
fuentes de N, b e i
sales minerales)
"""""""""""""" 9512 rpm . .
Esterilizar 121°C _ Centrifugacion
17 min
30 min R
Cb '''''''''''''''' Acetato de
arbon con impurezas -
______________________ p sodio 3% p/v |
A \ ZR A
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volumenes !
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polietersulfona i HAlineal
100 kDa o e
............................ \
Entrecruzamiento € Secado
v V \ 4
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e Polvo para cremas
PM 1.3 MDa-HR < 5%

Graéfico 6.9 — Proceso de obtencion de HA con Streptococcus Zooepidemicus

ALLASIA, Mariana - SARMIENTO, Paula Victoria 68



PRODUCCION DE ACIDO HIALURONICO
POR FERMENTACION MICROBIANA

Procesos de Produccién y Seleccién del Proceso UTN

6.4.1. Fermentacion

6.4.1.1. Tratamiento de la materia prima

El microorganismo que se utiliza en este proceso es Streptococcus zooepidemicus WSH-24. Se

prepara el indculo con el cual se siembra el fermentador en el medio de cultivo detallado en la

tabla 6.4. Se cultiva un volumen equivalente al 10% del volumen del caldo de fermentacién
con una agitacion de 200 rpm a 37°C durante 12 horas. El medio de cultivo del fermentador es
el presentado en la tabla 6.5. Tanto el medio de cultivo del inoculo como el del fermentador
son esterilizados a 121°C, el tiempo depende del volumen esterilizado y del método empleado.

Durante la esterilizacidn, debe tenerse en cuenta lo siguiente (ERTOLA, et al., 1994):

e La sacarosa debe esterilizarse aparte de los compuestos nitrogenados, ya que de otra
manera puede hidrolizarse y/o caramelizarse, disminuyendo la cantidad disponible en el
medio.

e Los fosfatos deben esterilizarse separados de sales de magnesio y calcio, ya que los
fosfatos de estos elementos pueden precipitar.

Por lo tanto, se esteriliza el extracto de levadura y los fosfatos por un lado, y la sacarosa junto

con las sales, por el otro. El método de esterilizacion es por calor hiumedo, con vapor a presion.

Tabla 6.4 — Composicion indculo

Compuesto | Cantidad (g/L)
Sacarosa 20.0
Extracto de levadura 20.0
KH,PO, 2.0
MgS0,4.7H,0 2.0
MnS0,.4H,0 0.1
CaCOs 0.02
Solucién elementos traza (CaCl,, ZnCl,, CuSO,4.5H,0) 1mL

Tabla 6.5 - Composicién del medio de cultivo Streptococcus Zooepidemicus

Compuesto Cantidad (gramos por litro de medio)
Sacarosa 70.0
Extracto de Levadura 25.0
K;SO, 1.3
MgS0,.7H,0 2.0
Na,HPO,4.12H,0 6.2
FeS0,.7H,0 0.005
Solucién elementos traza (CaCl,, ZnCl,, CuSO,4.5H,0) 2.5mL
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Tabla 6.6 — Solucién de elementos traza

Compuesto | Cantidad (g/L)

CaCIZ 2.0

ZnCl, 0.046

CuS0,4.5H,0 0.019
6.4.1.2. Cinética microbiana

La fermentacién batch es el método usual para la produccion de HA, sin embargo, se
presentan ciertas desventajas, tales como la inhibicién por sustrato cuando la concentracion
de sacarosa es muy elevada, la inhibicién por producto a elevadas concentraciones de acido
l[actico, y la limitada transferencia de oxigeno debido a la elevada viscosidad del cultivo. Este
ultimo es el principal cuello de botella en la produccién del polimero. Por otro lado, a bajas
concentraciones de sustrato el crecimiento celular compite con la producciéon de HA por la
fuente de carbono, disminuyendo la produccién de este ultimo (LIU, et al., 2008 (1)). Dentro de
las ventajas de este tipo de fermentador se encuentra la facilidad de esterilizacién apropiada,
disminuyendo los riesgos de infeccion y mutaciones, asi como la posibilidad de obtener Ila
conversidon completa del sustrato.

El cultivo continuo es una alternativa atractiva, ya que reduce los tiempos muertos del reactor,
y permite mantener el crecimiento celular en la fase exponencial evitando la contaminacidn
con proteinas de la pared celular. Sin embargo, este modo de operacién no es conveniente
para obtener HA, ya que la produccidn del mismo en las cepas de estreptococos se vuelve

inestable a velocidades de dilucion elevadas. (LIU, et al., 2008 (1))

6.4.1.3. Modo de operacion

Los principales cuellos de botella durante la produccién microbiana de HA son el rendimiento
de mezclado deficiente y la baja velocidad de transferencia de oxigeno al medio de cultivo.

La fermentacion para obtener HA corresponde a un tipo de cultivo de elevada viscosidad
donde el nivel de oxigeno disuelto (OD) disminuye hasta valores cercanos a cero durante la
fase exponencial de crecimiento, como puede observarse en la figura 6.3. Existe un nivel critico
de oxigeno disuelto para la sintesis de HA de 5% de saturacion de aire, valores inferiores a este
disminuyen la producciéon de HA. Generalmente durante la fermentacidon batch, el OD
disminuye hasta 0-1% luego de 8-16 horas de cultivo, lo cual se traduce en un pobre

rendimiento de HA.
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Los enfoques convencionales para incrementar la velocidad de transferencia de oxigeno

generalmente incluyen aumentar la velocidad de agitacion o la velocidad de aireacidn, elevar
la presidn parcial de oxigeno en la fase gaseosa, o mejorar el diseio del reactor.

Luego de un tiempo de cultivo el fluido presenta comportamiento no newtoniano, debido a la
concentraciéon de HA, y la viscosidad del medio de cultivo alcanza su maximo valor de 372 £ 5.0
mPaS luego de 16 horas. Existe un limite técnico maximo alcanzable cercano a 7 g/L de HA, ya
gue a concentraciones mayores la viscosidad es tan elevada que limita la transferencia de

masa en el cultivo.

100 420

80 350

280
60

Dissolved oxygen level (%)
35
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Broth viscosity (mPaS)
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140
20 70
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Figura 6.3 - Variacion en el tiempo del nivel de oxigeno disuelto y la viscosidad del medio de

cultivo durante la fermentacién de HA. < Oxigeno disuelto - B Viscosidad del cultivo.

Las soluciones de HA en agua presentan el comportamiento de fluidos pseudoplasticos, esto
es, la viscosidad aparente del fluido es baja frente a elevados esfuerzos cortantes. El sistema
de cultivo completo puede dividirse en dos partes: el area perfectamente mezclada alrededor
del impulsor, denominada “caverna”, y el area pobremente mezclada cercana a las paredes del
tanque, o zona estancada. A medida que aumenta la cantidad de HA en el cultivo el volumen
de la caverna disminuye mientras que se incrementa la zona estancada, disminuyendo la
eficiencia en la transferencia de masay calor.

Liu (LIU, et al., 2010) propone un modelo de cultivo donde se controla el volumen de la
caverna mediante el control dindmico de la velocidad de agitacién, basandose en la ley de
potencia para la viscosidad de fluidos no newtonianos y en el modelo de caverna cilindrico. De
esta manera, el sistema de cultivo permanece en un estado de mezcla completa durante toda

la fermentacion.
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El coeficiente Kia aumenta cuando se incrementan la velocidad de agitacién y el flujo de aire,

mientras que si estos pardmetros se mantienen constantes, el coeficiente decrece con el
tiempo debido al aumento de la viscosidad del cultivo. EIl modelo de control de velocidad de
agitacién propuesto logra que K,a se incremente a lo largo del periodo de fermentacién,
manteniendo el OD por encima del nivel critico durante todo el cultivo. Estas mejoras no
tienen un impacto significativo en el crecimiento celular pero si lo tienen en la produccién de
HA alcanzada, lo cual puede atribuirse a la absorcién de oxigeno lograda y a la disminucién en
la cantidad de acido lactico producido. Por lo tanto, este modo de operacidn es efectivo ya que
mejora el rendimiento de agitacion y la eficiencia en la transferencia de oxigeno, logrando una
mayor productividad de HA.

En funcidn de lo expuesto anteriormente, el fermentador se opera de la siguiente manera: el
volumen de trabajo corresponde al 75% del reactor, el pH se mantiene controlado durante
todo el proceso en 7.0 y la temperatura en 37°C. La agitacion se realiza mediante tres turbinas
de disco de 6 palas, y se aplica el control dindmico de la velocidad de manera tal de mantener
el volumen de la caverna igual al volumen del fermentador. Para mantener el coeficiente K,a
igual al logrado a escala laboratorio, se trabaja con un caudal volumétrico de aire variable a lo
largo de tres periodos. El tiempo total de cultivo es de 16 horas en el cual se obtiene una
cantidad de HA de 6.4 g/L, con un rendimiento de 0.091 g HA/g sacarosa, un peso molecular de

1.3 MDay un indice de polidispersién de 1.8.

6.4.2. Purificacion

Los métodos de purificacion comunmente utilizados incluyen al menos tres etapas sucesivas
de precipitacién con solventes, resultando asi en un incremento en el nimero de etapas del
proceso y un exceso de humedad en la corriente de ingreso a la etapa de secado. Estos
métodos también incluyen el uso de surfactantes o detergentes como agentes precipitantes
del medio de cultivo. La remocidn del detergente o surfactante residual incrementa el nimero
de etapas de proceso requeridas, asi como su complejidad y costo. Ademds, algunas etapas de
la purificacidn, como la diafiltracién para obtener HA de alto peso molecular requieren grandes
volumenes de solvente organico. El uso de estos solventes crea problemas de maniobrabilidad
cuando se incrementa la escala de las operaciones y resulta en problemas medioambientales.
A continuacidn se describe un método de purificacion eficiente y rentable que no emplea
detergentes o surfactantes, ni tampoco condiciones de pH acidas. La remocidn de proteinas no

requiere quimicos peligrosos, y emplea diluciones menores, reduciendo los volimenes
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manipulados. El HA obtenido es apto para aplicaciones biomédicas. (RANGASWAMY, et al.,
2011)

Clarificacion

Luego de la incubacidn, el medio de cultivo altamente viscoso se diluye en una relacién 1:1 con
agua libre de pirégenos. Luego se centrifuga a 9512 rpm durante 17 minutos para remover la

mayor parte de las células bacterianas.

Precipitacion

El HA presente en el liquido clarificado se precipita mediante la adiciéon de isopropanol en
relacion 1:1 v/v; el precipitado se separa por centrifugacién a 9512 rpm durante 17 minutos a 'y
luego se redisuelve en solucién de acetato de sodio al 3% p/v hasta el volumen original,
utilizando un homogeneizador mecanico a 3879 rpm durante 10 minutos por 3 ciclos. En este

paso se obtiene el hialuronato sédico y se reduce la viscosidad de la solucidn.

Tratamiento con carbon activado

La suspension homogeneizada se trata con carbdn activado al 2% en modo batch durante 1
hora con una agitacidn de 120 rpm para lograr la adsorcidn de proteinas y acidos nucleicos. El
carbén activado con impurezas se separa de la solucidon de hialuronato por centrifugacion a

9512 rpm durante 13 min.

Filtracion

La solucion tratada con carbdn activado se diluye con agua libre de pirégenos en una relacién
1:1 v/v para reducir la concentracién y la viscosidad de la corriente que alimenta un filtro de
profundidad con tamafio de poro de 0.45 um, el cual tiene la funciéon de remover restos

celulares y proteinas.

Diafiltracion

La solucidn proveniente del filtro se trata por ultrafiltracién en modo diafiltracion a volumen
constante. Se realiza la dilucidn continua en el tanque de alimentacion mediante la adicién de
3.5 volumenes de agua libre de pirégenos, a la misma velocidad de flujo a la que se extrae el
permeado. La solucién se bombea en flujo cruzado a un soporte de filtro equipado con un
casete de polietersulfona de 100 kDa. Al inicio de la operacidn la vélvula de permeado se
mantiene cerrada para recircular el caldo acuoso varias veces hasta que el sistema sea estable
y no se observen burbujas en el retenido. La védlvula de permeado se abre luego de 10 minutos

y el caldo acuoso se recircula al tanque de alimentacion por 10 minutos mas para asegurar que
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no se producen fugas de HA a través de la valvula de permeado. La presién diferencial entre el

punto de alimentacién y el retenido se mantiene en 1 Bar, y tanto permeado como retenido se
recogen por separado durante 2 horas de operacion. El retenido contiene el HA que continua

hacia la siguiente etapa mientras que el permeado es descartado.

Concentracion y Secado

El HA retenido proveniente de la diafiltracion se precipita mediante la adicion de alcohol
isopropilico (1:1 v/v) en forma de agregados de fibras blancas. El producto asi formado se
centrifuga para separar el sélido, y luego se trata en un horno de bandejas al vacio. La pasta
proveniente de la centrifuga se distribuye uniformemente sobre bandejas de aluminio en
capas de 3 mm de espesor. La temperatura de operacidn es de 60°C, y se mantiene durante 3
horas y media. En un momento de la operacidn, se detiene el equipo y se remueve el material
para lograr una mejor distribucién del calor. El tratamiento térmico provoca una pérdida del
15% del peso molecular. (TOEMMERAAS & BACH, 2014)

El producto granulado con un 5% de humedad proveniente del horno se trata en un molino
pulverizador para obtener un didmetro de particula menor y mejorar asi su solubilidad en
agua. El tamafio final se encuentra entre 100-200 um, y solubiliza en 2 minutos en agua a 25°C.
(BACH & THWAITES, 2013)

Parte del polvo obtenido se fracciona en bolsas de 1, 5y 10 g y se comercializa en esta forma,
destinado al uso en cremas cosméticas mientras que el restante continlda hacia la linea de
entrecruzamiento para su formulacidn como inyectables dérmicos.

La purificacién logra un rendimiento del 73%, y un hialuronato de sodio con una pureza del
99,7 % (REDDY KANALA, et al., 2011). La siguiente tabla resume los porcentajes de

recuperacion de HA y remocién de proteinas de cada etapa.

Tabla 6.7 — Porcentajes recuperacion de HA y proteina remanente por etapa

Etapa % HA | % Proteinas
Fermentacion 100 100
Clarificacion 98 15
Carbén activado | 83 1.65
Filtracion 78 1.5
Diafiltraciéon 73 0.05

6.4.3. Entrecruzamiento
Como se menciona en el capitulo 2, existen tres formulaciones comerciales del HA, el lineal, el

derivatizado y el reticulado. El uso de HA, en algunos casos, se ve limitado ya que es soluble en
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agua a temperatura ambiente (25°C) y se degrada rapidamente por accion de la hialuronidasa
en el cuerpo. Con el fin de mejorar sus propiedades fisicas y mecdnicas y su tiempo de
residencia in vivo, pero manteniendo su biocompatibilidad y su actividad biolégica, se lleva a
cabo la reticulacion o entrecruzamiento del mismo (LONGIN & SCHWACH-ABDELLAQUI, 2013).
De esta forma se le proporciona al producto la capacidad para levantar y rellenar las arrugas
en la piel. (KABLIK, et al., 2009)

Existen diversos tipos de agente entrecruzantes disponibles en el mercado, los cuales
reaccionan con los grupos carboxilos (-COOH) e hidroxilos (-OH) del HA, formando diversos

tipos de enlaces. Estos se resumen en la tabla 6.8. (SCHIRALDI, et al., 2010)

Tabla 6.8 - Agentes entrecruzantes disponibles en el mercado

Grupo del HA
) Agente entrecruzante Enlace formado
Implicado

. L HA reticulado a través de grupos urea
Bis-carbodiimida o )
N-glucuronil o isourea O-glucuronil
Hidrazida polivalente junto con HA reticulado por medio de enlaces de
carbodiimida y un coactivador hidrazida
Grupo Carbodiimida + coactivadores HA auto-reticulado a través de enlaces
Carboxilo (sulfo NHS / HOBt) o CMPI éster
Ditiobishidrazida junto con HA reticulado por enlaces disulfuro a
Carbodiimida través de la oxidacion del aire
Metacrilato junto con HA fotoentrecruzado después de
carbodiimida exposicién a la luz
Grupo Di-epodxido HA reticulado a través de enlaces éter
Hidroxilo Divinil Sulfona (DVS) HA reticulado a través de enlaces éter

De estas opciones, el proceso que se adopta para entrecruzar el HA es el que utiliza DVS
debido a que el proceso es nuevo y sencillo, no precisa un agente coactivador, consume
pequefias cantidades del reactivo y requiere una sola reacciéon que no origina subproductos

indeseados. A continuacion se explica con mayor detalle dicho método.

6.4.3.1. Método de entrecruzamiento con DVS

El agente reticulante DVS reacciona con los grupos hidroxilo del HA, formando un enlace éter
(Figura 6.4). La reaccidon es simple y rapida, se lleva a cabo en soluciones alcalinas a
temperatura ambiente obteniendo geles fuertes en cuestiéon de minutos. La reticulacion con
DVS no implica otros grupos funcionales bioldgicamente reactivos de la molécula de HA, por lo

tanto los geles preparados conservan en gran medida las propiedades bioldgicas del HA nativo.
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El gel producto del entrecruzamiento del HA con DVS se lo conoce como “hilanos”, “hylan b” o

“hylaform”. (SVIDRONOVA, 2014)

OH 0)
N T 0 0
H& - 0//St W r \/\,/S\f\/ W
A © ©  HA
DVS .
Crosslinked HA-DVS

Figura 6.4 — Reaccidn del DVS con el grupo OH del HA

Al evaluar el grado de modificacidn, se debe considerar que la DVS es un agente reticulante
bifuncional. Este, no necesariamente reacciona con sus dos grupos funcionales para entrelazar
dos hebras de HA diferentes. A menudo, el reticulante se une sélo en un extremo, dejando el
otro extremo colgante o pendiente (Figura 6.5). Asi, el grado total de modificacién queda

definido por la ecuacidn [6.1]:

Grado total de modificacion (%) = % entrecruzado + % pendiente [6.1]

El grado de modificacidon tiene un efecto significativo sobre las propiedades del material de
relleno. A medida que este aumenta, la distancia entre los segmentos reticulados se hace mas
corto, por lo tanto aumenta la dureza o rigidez del gel. Los grupos pendientes disminuyen la
rigidez del gel otorgdndole mayor suavidad. La relacién de reticulacion se define como la
relacidn entre el porcentaje de reticulacion y el grado total de modificacién. (KABLIK, et al.,

2009)

HA lineal = Liquido

..: \/’A _\

HA con grupos colgantes

Figura 6.5 - A: representacion del HA lineal. B: HA entrecruzado con DVS el cual se encuentra
unido con sus dos grupos funcionales. C: DVS unido a la molécula de HA a través de un solo

enlace originando los grupos pendientes

6.4.3.2. Obtencion del hidrogel de HA reticulado

En el grafico 6.10 se muestra el diagrama de proceso y a continuacién se detallan las etapas.
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Grafico 6.10 - Diagrama para la obtencidn del hidrogel de HA reticulado

Alcalinizacion

Esta consiste en elevar el pH y diluir el HA lineal en polvo proveniente de la etapa de
purificacion antes mencionadas. El HA presenta un peso molecular promedio de 1.3x10° Da, el
cual influye en las propiedades del hidrogel de HA entrecruzado formado posteriormente. La
dilucién del acido se realiza con una solucion de NaOH 0.04M hasta obtener una concentracion
inicial del polimero (IPC, Initial Polymer Concentration) de 4% p/v. Durante la adicidn se agita
la solucién a temperatura ambiente (20-302C) durante aproximadamente una hora, para

asegurar la homogeneidad (LONGIN & SCHWACH-ABDELLAOUI, 2013).

Adicion del DVS

Esta etapa es la mas importante debido a que la concentracion del agente reticulante tiene un
profundo impacto en los geles resultantes. La proporcidon en peso mds adecuada que se utiliza
para conseguir los resultados deseados es 1:10 de DVS/HA (peso seco). El rendimiento de la
reaccion se determina por la relacion entre la cantidad de HA modificado obtenido
(entrecruzado y grupos pendientes) y la cantidad de DVS utilizada, siendo para estas
condiciones 0.372 gHA odgificado/ EDVSconsumido- La cantidad de HA modificado representa el 3.72%
del 4cido total alimentado. Luego de la adicidon se realiza una agitacidn continua a temperatura
ambiente (20-30°C) durante unos 15 minutos. (LONGIN & SCHWACH-ABDELLAOQOUI, 2013)

La reaccidén de reticulacion es relativamente rdpida y geles fuertes se forman generalmente en
varios minutos cuando la concentracion de HA es lo suficientemente alta y la concentracion de
DVS es baja. Por lo general la formacion de gel se inicia a 5-10 minutos después de la adicién
del DVS, y en la mayoria de casos, una hora es suficiente para completar la reaccion de

reticulacién (BALAZS & LESHCHINER, 1986). Bajos grados de sustitucion o de reticulacion son
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suficientes para obtener el efecto deseado en el gel final, esto permite utilizar bajas
concentraciones del agente entrecruzante con lo cual se asegura su reaccion total (SCHANTE,

et al., 2011).

Calentamiento

Una vez formado el gel se procede a calentar a 50°C, manteniendo la temperatura hasta un
maximo de 2 horas. Luego se deja reposar unas 16 horas a temperatura ambiente.

El objetivo de esta etapa es mejorar la homogenizaciéon del hidrogel final mejorando asi su
inyectabilidad. El calentamiento ayuda a obtener, en la etapa posterior, una relacidon de
hinchamiento mds alta y una mayor suavidad en comparacién con un hidrogel obtenido sin
tratamiento térmico. De esta manera se evita la homogeneizacidn mecanica que da como
resultado un amplio rango de didmetros de particulas, resultando en un perfil de inyeccion
muy irregular durante la aplicacion del hidrogel final. Cabe destacar que la fuerza de inyeccién
aumenta al aumentar el grado de reticulacidon debido a la formaciéon de un gel fuerte (LONGIN

& SCHWACH-ABDELLAOUI, 2013).

Hidratacion del gel

En esta etapa se utiliza una solucién tampdn debido a que no solo produce la hidratacion del
gel reticulado, sino también la neutralizacidon del mismo ya que el gel presenta un pH elevado
luego de la reaccion. El NaOH proveniente de la etapa de alcalinizacién reacciona con las sales

del buffer segun la siguiente reaccion:
NaH,PO, + NaOH = Na,HPO, + H,0

La cantidad de agua que se produce al neutralizar el hidroxido mediante esta reaccién es
despreciable frente a los volimenes manejados para la hidratacidn. Se utilizara un volumen de
solucion buffer 3 veces mayor al del gel proveniente de la etapa anterior ya que se debe
considerar que el volumen del buffer sea el suficiente para dar cabida a la total hinchazén del
gel. La hidratacion se realiza por 24 horas a temperatura ambiente con un tampdn fosfato a pH
6.7 de manera que el pH final del gel totalmente hidratado sea préximo a 7.1 y contenga una
concentracion final del polimero (FPC, Final Polymer Concentration) de 1.4% p/v.

Durante el proceso de hinchamiento el HA entrecruzado absorbe grandes cantidades de agua
dando como resultado grandes volimenes del hidrogel, lo cual es posible dado que el HA se
enlaza con parte del agua de hidratacion. Por lo tanto se puede agrupar el agua contenida en

estos hidrogeles en dos grandes grupos: por un lado se encuentra la fraccién conocida como
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agua libre o no enlazada, que es aquella que permanece retenida por la estructura del gel y

gue posee la misma entalpia y temperatura de fusion/cristalizacion que el agua pura. Por otro
lado esta la fraccidn de agua que se encuentra enlazada o asociada al HA, la cual se subdivide
en dos grupos de acuerdo a su capacidad para congelarse o no. El agua enlazada-no congelable
es aquella que se encuentra estrechamente asociada con la matriz del polimero, mientras que
la fraccion de agua enlazada-congelable se encuentra débilmente asociada, posee un punto de
fusidn/cristalizacién y una entalpia significativamente menor a la del agua pura.

La técnica de analisis térmico mds comunmente empleada en la caracterizacion del contenido
de agua, es la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), la cual permite distinguir las fracciones
de agua libre y enlazada-congelable que presenta el hidrogel. La fraccién enlazada-no
congelable no puede obtenerse con dicho analisis por lo que se calcula mediante la siguiente

ecuacion:
Wc = Wf + Wfb + Wnf [6.2]

Donde Wf es la cantidad de agua libre, Wfb es la cantidad de agua enlazada-congelable, Wnf
es la cantidad de agua enlazada-no congelable. Wc es el contenido total de agua presente en el

hidrogel y se define segun la siguiente ecuacion:

masa de agua
We gua (g)

~ masa de HA seco (g [6-3]

Los valores determinados por Liu y Colman (2000) para soluciones semidiluidas de HA fueron,
Wnf: 0.6 gH20/gHA y Wfb: 44 gH20/gHA. El valor de Wc depende de proceso utilizado para
obtencién del hidrogel. (PRUSOVA, 2013)

Filtracion y lavado

El hidrogel se filtra para separar el agua de hidratacién no absorbida y