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DESCRIPCION
Utilizacion de particulas celulares generadas a partir de la recuperacion de PHA para crecimiento celular mejorado.
Antecedentes de la invencion

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para producir materiales poliméricos biodegradables a partir de
una fuente de carbono organico, por ejemplo melaza y pulpa de remolacha azucarera. Particularmente, la presente
invencion se refiere a un procedimiento para producir materiales poliméricos biodegradables incluyendo
polihidroxialcanoatos con particulas celulares, un tipo de desecho organico que queda de la recuperacion y
purificacién de polihidroxialcanoatos de células.

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son homopolimeros o copolimeros de hidroxialcanoatos, tales como 3-
hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivalerato (3HV), 4-hidroxivalerato (4HV) y 3-hidroxihexanoato (3HH). Estos
biopolimeros termoplasticos o elasticos se sintetizan y acumulan por muchos microorganismos, bacterias en
particular, como materiales de almacenamiento de carbono y energia. Los PHA se sintetizan convenientemente
cultivando las células microbianas en un medio acuoso con una fuente de carbono, incluyendo azucares, acidos
organicos y alcoholes. Dependiendo de las cepas y las condiciones de crecimiento, los biopoliésteres en forma de
pequerios granulos (0,3-0,5 [im) pueden representar el 50-80% en peso de la masa celular seca.

Los granulos de PHA deben separarse del resto de la masa celular que no es PHA de modo que los bioplasticos
presenten la propiedad material y pureza deseadas. Las particulas celulares residuales de la recuperacion de PHA,
que consisten en proteinas, acidos nucleicos, lipidos y fragmentos de pared, no presentan valor comercial y o bien
se desechan como desecho sélido o bien se descargan en el agua residual de procedimiento.

Habitualmente se utilizan dos tecnologias para la recuperacion de PHA, basadas o bien en extraccién con disolvente
organico de poliésteres o bien en digestién de la masa celular que no es PHA. En la primera, los granulos de PHA se
disuelven en disolventes organicos apropiados, quedando soélidos de particulas celulares. En la segunda, quedan
granulos de PHA como sélidos, pero la masa celular que no es PHA se digiere y se disuelve en disoluciones
acuosas con ayuda de agentes bioldgicos y quimicos. Una separacion sélido/liquido convencional después de los
tratamientos genera una corriente de producto de PHA y otra corriente de particulas celulares que no son PHA.
Segun la composicién celular, las particulas celulares son realmente la verdadera masa celular que contiene todos
los componentes esenciales del crecimiento celular, mientras que el PHA de producto sé6lo es un material de reserva
de carbono. Con el fin de producir poliésteres de PHA, deben consumirse suficientes nutrientes (C, N, P, minerales y
factores de crecimiento organicos) para hacer crecer suficientes células que a su vez sintetizan biopoliésteres a
partir de la fuente de carbono.

La patente U.S. n° 7.514.525 se refiere a un procedimiento para recuperar, purificar y aislar biopolimeros de PHA a
partir de una masa celular que contiene PHA, que incluye: (a) solubilizar la masa celular que no es PHA en una
disolucién &cida, quedando una suspension de granulos de PHA parcialmente cristalizados; (b) ajustar el pH de la
suspension a 7-11 y separar los sélidos de PHA de la masa celular que no es PHA disuelta; (c) resuspender los
sélidos de PHA en una disolucién de blanqueamiento para su decoloracién; y (d) secar los sélidos de PHA
resultantes. Se recupera aproximadamente el 95% o mas del PHA original en la masa celular, y la pureza de los
solidos de PHA es de aproximadamente el 97% o superior.

Sumario de la invencion.

El solicitante se ha enfrentado al problema de mejorar el rendimiento de un procedimiento para producir PHA a partir
de una fuente de carbono organico mediante fermentacion microbiana. El solicitante también se ha enfrentado al
problema de deshacerse de las particulas celulares que quedan de la recuperacion y purificacion de PHA. El
solicitante ha encontrado que los problemas anteriores pueden solucionarse utilizando las particulas celulares
obtenidas tras solubilizar la masa celular que no es PHA para suministrar adicionalmente los microorganismos que
producen PHA. La reutilizacién de las particulas celulares anteriores como nutrientes aumenta notablemente los
rendimientos de crecimiento celular y sintesis de PHA sobre sustratos carbonosos tales como glucosa, fructosa y
sacarosa, puesto que pueden asimilarse facilmente por las células microbianas.

Por tanto, segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir materiales
poliméricos biodegradables incluyendo polihidroxialcanoatos (PHA) a partir de una fuente de carbono organico, que
comprende:

(a) cultivar células microbianas que producen PHA en una disolucion de medio que contiene una fuente de
carbono organico para formar PHA que se acumulan en las células como cuerpos de inclusion;

(b) recoger las células del medio gastado y solubilizar la masa celular que no es PHA para obtener un sélido de
PHA y una disolucién de particulas celulares;
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(c) separar el s6lido de PHA de la disolucion de particulas celulares;
(d) suministrar la disolucion de particulas celulares a la etapa de cultivo (a).
Descripcion detallada de la invencion.

Con “fuente de carbono organico” quiere decirse cualquier compuesto organico o mezclas de los mismos que
pueden metabolizarse por células microbianas que producen PHA, tales como glucosa, fructosa, sacarosa o hidratos
de carbono similares o cualquier mezcla organica de hidratos de carbono tales como pulpa de remolacha azucarera,
melaza de remolacha azucarera, melaza de cana de azUcar. La disolucion de medio, ademas de la fuente de
carbono organico, puede contener factores de crecimiento organicos adicionales, N, P y/u otros minerales tales
como nutrientes para el crecimiento celular.

Segun una realizacion preferida, la etapa de solubilizacién (b) se lleva a cabo:

(b1) solubilizando la masa celular que no es PHA en una disolucién acida para obtener una primera suspension
de un solido de PHA en una disolucién acida de particulas celulares;

(b2) ajustando el pH de la primera suspension a un valor de 7 a 11 para obtener una segunda suspensién del
sélido de PHA en una disolucién basica de particulas celulares.

Segun la realizacion preferida anterior, las células que contienen granulos de PHA se tratan en primer lugar en una
disolucién acida que libera una parte sustancial de las proteinas (particulas celulares acidas). Al mismo tiempo, los
granulos de PHA se cristalizan parcialmente a partir de la estructura labil original, lo que hace que los poliésteres
sean duros y resistentes a la digestion quimica. El tratamiento acido puede llevarse a cabo afadiendo una disolucién
acuosa de un acido fuerte, tal como éacido sulfarico. Preferiblemente, la disolucién acuosa de un acido fuerte se
anade a la masa celular que no es PHA en una cantidad como para lograr una concentraciéon de iones de hidrégeno
(H*) comprendida entre 0,01 y 0,5 moles/l. La etapa de solubilizacién (b1) se lleva a cabo preferiblemente a una
temperatura comprendida entre 80° y 130°C, durante un periodo de tiempo comprendido entre 0,5 y 5 horas.

Tras la separacién de la disolucion acida, las células con granulos de PHA se tratan adicionalmente en una
disolucién basica para disolver el resto de la masa celular que no es PHA. Preferiblemente, la disolucién basica es
una disolucién acuosa de al menos una base fuerte, tal como hidréxido de sodio o hidréxido de potasio.

El tratamiento alcalino puede ayudarse afiadiendo al menos un tensioactivo, preferiblemente al menos un
tensioactivo iénico, preferiblemente un sulfato de alquilo Ce-C1s, tal como dodecilsulfato de sodio (SDS). El al menos
un tensioactivo promueve la alteracion celular y la descomposicion de la membrana. El al menos un tensioactivo se
afade preferiblemente en una cantidad comprendida entre 2 y 10 g/l, preferentemente entre 4 y 7 g/l.

El tratamiento de dos etapas anterior digiere y disuelve la mayoria de la masa celular que no es PHA mientras que
se pierde poco PHA. Igualmente importante, los tratamientos pueden convertir las particulas celulares en formas
apropiadas que pueden asimilarse directamente por las células microbianas como nutrientes para el crecimiento y la
formacion de PHA.

Pueden generarse tres tipos de disoluciones de particulas celulares en la recuperacién de PHA como desechos
acuosos:

1. Disolucién acida de particulas celulares (ACDS) que contiene proteinas y otros compuestos bioldgicos
solubles liberados de las células en disolucion &cida.

2. Disolucion basica de particulas celulares (BCDS), que incluye opcionalmente al menos un tensioactivo, que
contiene aminodcidos, acidos grasos y otros componentes celulares digeridos derivados de los particulas
celulares tratados con &cido en condiciones alcalinas.

3. Disolucion acido-base de particulas celulares (ABCDS), que incluye opcionalmente al menos un tensioactivo,
que contiene aminodacidos, acidos grasos, péptidos y otros componentes celulares digeridos en condiciones
tanto acidas como basicas. Esta disolucion de desecho acuoso se genera cuando los tratamientos con acido
y con base secuenciales se realizan sin separacion celular.

Segun la presente invencién, estos tres tipos de particulas celulares pueden reutilizarse como nutrientes en la
produccion microbiana de biopoliéster de PHA.

Por tanto, segun una primera realizacion preferida, en el procedimiento de la presente invencion, se lleva a cabo una
etapa de separacién (c1) en la primera suspension y la disolucién acida de particulas celulares resultante se
suministra segun la etapa (d).
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Segun una segunda realizacién preferida, en el procedimiento de la presente invencién, se lleva a cabo una etapa
de separacion (c2) en la segunda suspension y la disolucion béasica de particulas celulares resultante se suministra
segun la etapa (d).

Preferiblemente, tanto la etapa de separacion (c1) como la etapa de separacion (c2) se llevan a cabo en la primera
suspension y en la segunda suspensién respectivamente, y las disoluciones de particulas celulares resultantes se
suministran segun la etapa (d).

Segun una tercera realizacion preferida, en el procedimiento de la presente invencion, se lleva a cabo una etapa de
separacion (c3) solo en la segunda suspension y la disolucién &cido-base de particulas celulares resultante se
suministra segun la etapa (d).

Preferiblemente, la cantidad total de particulas celulares que se suministra conjuntamente con la fuente de carbono
organico a la etapa de cultivo (a) esta comprendida entre el 5 y el 50% en peso, preferentemente entre el 10 y el
40% en peso, con respecto al peso del sustrato de carbono equivalente a glucosa. Con “peso del sustrato de
carbono equivalente a glucosa” quiere decirse la cantidad de la fuente organica de carbono expresada por la
cantidad correspondiente de glucosa como sustrato para la fermentacion microbiana.

En el caso de la disolucion acida de particulas celulares (ACDS) suministrada a la etapa (a), la cantidad de
particulas celulares esta comprendida preferentemente entre el 5 y el 20% en peso con respecto al peso del sustrato
de carbono equivalente a glucosa. De hecho, se ha observado un efecto de inhibicién por la ACDS sobre el
crecimiento celular y la formaciéon de PHA cuando la cantidad anterior es superior al 20% en peso. Un efecto de este
tipo no se ha observado cuando se suministra la BCDS o la ABCDS.

El sélido de PHA obtenido a partir de la etapa de separacién (c) puede someterse a tratamientos adicionales, tales
como decoloracién, lavado y/o secado para lograr la calidad y pureza de producto deseadas segun técnicas
conocidas, tales como las notificadas en la patente US n° 7.514.525 mencionada anteriormente.

Los siguientes ejemplos de trabajo se facilitan para ilustrar mejor la invencion, pero sin limitar su alcance.

Disoluciones de particulas celulares.

Tras la fermentacién de PHA, se recogieron las células que contienen granulos de PHA del medio con centrifugacion
a 5000 g durante 10 min. Los sedimentos celulares humedos presentaban una densidad de 450-500 g de masa
seca/l dependiendo del volumen del medio, la fuerza y el tiempo de centrifugacién. Se recuperaron PHA y se
purificaron de las células eliminando la masa celular que no es PHA (aproximadamente el 30% p/p) en tres etapas:
(1) pretratamiento con acido, (2) tratamiento con base, (3) decoloracion con hipoclorito y (4) lavado y secado. Se
detallan tal como sigue.

(1) Pretratamiento con acido: Se resuspendieron los sedimentos celulares himedos del caldo de fermentacion en un
volumen equivalente de disoluciéon acuosa de H>SO, 0,2 M. Se calentd la suspension espesa de 200-250 g de
materia seca/l hasta ebullicion y entonces se mantuvo durante una hora en condiciones ambientales. Tras enfriar
hasta temperatura ambiente, se separaron los sedimentos pretratados con &cido de la disolucion acida con
centrifugacién a 5000 g durante 10 min. El sobrenadante limpio presentaba un color parduzco y un contenido en
solidos de entre 35-65 g/l dependiendo de la densidad de suspension espesa y las condiciones de tratamiento.
Después de esto, se denomina disolucién &cida de particulas celulares (ACDS).

(2) Tratamiento con base: Se resuspendieron los sedimentos celulares himedos del pretratamiento con acido en un
volumen equivalente de agua que se ajusté previamente a pH de 10,2 a 10,5 con disolucién de NaOH 5 M. Se
anadié una pequefa cantidad de tensioactivos tales como dodecilsulfato de sodio (SDS, CH3(CH2)110SO3sNa) hasta
una concentracion de 5 g/l y se agitd la suspensién espesa en condiciones ambientales durante 30 min. Se calentd
hasta ebullicion y se mantuvo en condiciones ambientales durante 10 min. Se separaron las células/PHA tratados de
un sobrenadante oscuro tras centrifugacion a 5000 g durante 15 min. La disoluciéon de sobrenadante presentaba un
contenido en sélidos de 30 a 60 g de materia seca/l y después de esto se denomina disolucion basica de particulas
celulares (BCDS).

(3) Los tratamientos con &cido y base secuenciales anteriores también podrian realizarse sin separacion de células
después del tratamiento con acido. Se afadieron directamente una base tal como hidroxido de sodio y un
tensioactivo tal como SDS a la suspensién espesa acida de células y se elevo el pH hasta 10-10,5 para el
tratamiento con base. Se gener6 una disolucion &cido-base de particulas celulares, denominada después de esto
ABCDS, con separacion sélido/liquido tras el tratamiento con base. Los desechos acuosos contenian dos tipos de
particulas celulares disueltas en los tratamientos con acido y base secuenciales.

(4) Decoloracién con hipoclorito: Se resuspendieron los sedimentos humedos del tratamiento con base en una
disolucién de blanqueamiento disponible comercialmente que contenia el 6% p/p de hipoclorito. El volumen de la
disolucién de blanqueamiento se estim6 basandose en 1 parte de hipoclorito por 1 parte de sélido seco que contenia
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PHA. La cantidad de s6lido de PHA se estimé a partir de la masa humeda y su contenido en sélidos secos del 60%
p/p. Se agitd la suspension espesa durante 2 horas en condiciones ambientales. Se recuperaron unos sedimentos
de PHA de color blanco tras la centrifugacion a 5000 g durante 20-30 min. La disolucién de sobrenadante que
contenia hipoclorito residual se reutilizé para el blanqueamiento tras anadirse hipoclorito nuevo.

(5) Lavado y secado: Los sélidos de PHA de color blanco himedos del blanqueamiento se lavaron con agua dos
veces y se secaron en un horno a 80°C. El producto de PHA final era un polvo de color blanco.

El siguiente esquema muestra un ejemplo de recuperacioén y purificacion de PHA y descarga de disoluciones &cidas
y basicas de particulas celulares. Comenz6 con 0,3 | de suspensidn espesa de células que contenia 83,4 g de masa
celular seca (DM) con un contenido en PHA del 72% p/p. Tras el tratamiento con eliminacién de particulas celulares,
el polvo de PHA final contenia el 96,4% de PHA.

Suspension espesa de
células H2S04 0,2 M 0,3 |,
278 g de DM/l 72% de

PHA
83,4 g de DM
5 Y Particulas
retratamiento celulares
con acido ‘ ’ 129
72,2 g de DM
A Particulas
Tratamiento con | » celulares
base 128 g
59,4 g de DM
Yy
Decoloracién Particulas
- lul
Lavado/Secado ce1u7a(;es
Polvo de PHA

57,7 g Pureza del 96,4%

Tras el pretratamiento con acido, se recuperaron 72,2 g de sélido seco y se disolvieron 11,2 g de particulas celulares
en disolucion acida y se descargaron. Con tratamiento con base y SDS, se recuperaron 59,4 g de sélido seco y se
disolvieron 12,8 g de particulas celulares en disolucion basica y se descargaron. Se perdié una pequeia cantidad de
polimeros de PHA en particulas celulares debido a pérdida por separacion. Las particulas celulares descargadas de
los tratamientos con acido y base representaban mas del 90% en peso de las particulas celulares totales
descargadas del procedimiento de recuperacion y purificacion de PHA.

Utilizacién de particulas celulares en fermentacién de PHA.

En la recuperacion de PHA tal como se mostrd anteriormente, se descompuso la masa celular que no es PHA que
incluye proteinas, acidos nucleicos, lipidos de membrana y fragmentos de pared celular en particulas celulares que
se disolvieron como sélidos solubles en disoluciones acuosas.

Comenzando con masa celular de contenido en PHA alto (72% p/p), la produccion de 1 kg de PHA, con una pureza
de 96,4 p/p, genera aproximadamente 0,45 kg de particulas celulares tal como se muestra en el esquema notificado
anteriormente. Deshacerse de esta gran cantidad de desecho en disolucién acuosa es una tarea muy costosa, pero
podria evitarse con beneficio adicional si las particulas celulares pudieran reutilizarse en la fermentaciéon de PHA.
Con el fin de revelar el efecto de las particulas celulares sobre el crecimiento celular y la formacién de PHA, se
realizaron cultivos microbianos en matraces de 500 ml en paralelo. Se establecieron los cultivos de los matraces con
las mismas concentraciones de glucosa (10-20 g/l), el mismo volumen de disolucién mineral (160 ml) tal como se
muestra en la tabla 1 notificada a continuacion en la presente memoria, y el mismo indculo y tamafo. Tras afadirse
una cantidad predeterminada de disoluciones de particulas celulares, se elevo el volumen total de los cultivos de los
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matraces hasta 200 ml afadiendo agua destilada y desionizada destilada previamente. Se agitaron los matraces a
200 rpm y 30°C en una incubadora giratoria durante 24 o 48 horas. Se determinaron la concentracién de la masa
celular y el contenido en PHA tal como se describe en la bibliografia (véase Jian Yu y Lilian X. L. Chen (2006), “Cost-
effective recovery and purification of polyhydroxyalkanoates by selective dissolution of cell mass”, Biotechnology
Progress, 22:547-553).

TABLA 1 Disoluciones minerales para el crecimiento celular y la sintesis de PHA

Medio mineral(a) Concentracion (g/l) Disolucién traza (b) Concentracion (g/l)
NaH2PO4 2 citrato de Fe(NH4) 50
KoBPO4 2,8 CaCly-2H0 7,8
MgSO4:7H20 0,5 ZnS04'7H20 0,5
(NH4)2SO4 1 MnSO4-H20 0,1
Disolucién traza (b) 1ml CuCly-2H0 0,05

Na>MoQO4-2H.0 0,15
H3BOs 1,5
C0S0O4-7H-0 1,1
NiClo-6H.0 0,1
(a) La disolucidn mineral se somete a autoclave a 121°C durante 10 min.
(b) La disolucion traza se prepara en HCI 0,1 N y se afiade directamente, sin esterilizacién, en el medio mineral
sometido a autoclave

Caso 1. Utilizacién de disolucién acida de particulas celulares (ACDS)

Se utilizd una disolucién &cida de particulas celulares que contenia 38 g/l de sélidos solubles en este experimento.
Se anadié una cantidad predeterminada de ACDS a los matraces para dar una razén diferente de particulas
celulares con respecto a glucosa al 0, 10, 20 y 25% de azlcar, respectivamente. Se ejecutaron duplicados sin
particulas celulares en paralelo como controles experimentales. Tal como se muestra en la figura 2, las particulas
celulares son claramente beneficiosas para el crecimiento celular y la sintesis de PHA. Los beneficios son
estadisticamente significativos en comparacién con dos controles. En primer lugar, las particulas celulares conducen
a una velocidad de crecimiento celular més répida que los controles en las primeras 24 horas. En segundo lugar, las
particulas celulares también pueden utilizarse como fuente de carbono extra que genera mas células que los
controles en 48 horas. En tercer lugar, las particulas celulares presentan el mismo efecto positivo sobre la sintesis
de PHA. En cuarto lugar, existe una razén éptima de particulas celulares con respecto a glucosa (el 10% p/p en este
caso). Demasiadas particulas celulares podrian inhibir el crecimiento celular y la formaciéon de PHA tal como se
muestra en la figura 2.

En esta demostracion, el rendimiento de crecimiento celular global (Yx/s) y el rendimiento de la formacion de PHA
(Yp/s) se calculan a partir de las cantidades de masa celular y PHA formadas y la cantidad de azicar anadida
inicialmente, independientemente de la cantidad de azicar no utilizada. Los beneficios de la reutilizacion de
particulas celulares en la fermentacion de PHA son claros y sustanciales cuando se comparan los rendimientos con
los de los controles tal como se muestra en la tabla 2. Las diferencias de los rendimientos relativos son
estadisticamente significativas. En términos generales, a la dosificacion de particulas celulares de alrededor del 10%
p/p de azlcar, el crecimiento celular presentaba un aumento del 40-50% y la formacion de PHA presentaba un
aumento del 45-65% p/p en comparacion con los controles. Los rendimientos son relativos con respecto a los
controles sin adicién de particulas celulares.

TABLA 2. Efectos de particulas celulares acidas sobre los rendimientos de formacién de PHA y masa celular

Particulas celulares/azicar (% p/p) | Yx/s (g de células/g de azucar) | Yp/s (g de PHA/g de azucar)
24 h 48 h 24 h 48 h
0 1,00 £ 0,06 1,00 £ 0,05 1,00 £ 0,1 1,00 £ 0,02
10 1,54 1,43 1,67 1,46
20 1,60 1,29 1,63 1,20
25 1,34 1,29 1,14 1,07

Caso 2. Utilizacién de la disolucién acido-base de particulas celulares (ABCDS)

En los mismos cultivos de matraces anteriores, se afiadié una disolucién acido-base de particulas celulares (48,5 g/l
de sélidos solubles) para dar razones diferentes de particulas celulares con respecto a glucosa (el 0-40% en peso)
tal como se muestra en la tabla 3. En comparacién con los controles sin particulas celulares anadidas, las
concentraciones de tanto la masa celular como el contenido en PHA aumentaron sustancialmente. Los rendimientos
relativos aumentaron en un 100 - 300%. No se observd ningun efecto inhibidor de las particulas celulares &cidas-
basicas, probablemente debido a la digestion de los inhibidores en el tratamiento alcalino.
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TABLA 3. Efecto de particulas celulares acidas-basicas sobre el crecimiento celular y la formacién de PHA en 48

horas.
Particulas celulares Particulas/azticar | Masa celular PHA PHA | Yx/s | Yp/s
(g/ (% en peso) (a/1) (% en peso) (g/
0,0 0 2,1 45 0,95 1,0 1,0
1,15 9,4 4 55 2,2 1,8 2,25
2,30 18,8 4,5 60 2,7 2,1 2,75
4,60 38,8 5,6 61 3,4 2,6 3,50

Caso 3. Comparacion de los tres tipos de particulas celulares como nutrientes de crecimiento

En los mismos cultivos de matraces anteriores, se afiadieron tres tipos de disoluciones de particulas celulares
(ACDS, BCDS y ABCDS) a diferentes concentraciones de particulas celulares. Se comparan las concentraciones de
masa celular en relacion con los controles sin particulas celulares tras 48 horas de cultivo tal como se muestra en la
figura 2. El aumento celular relativo célula notificado en la figura 2 es la razén de una concentracion de masa celular
con respecto al control. El efecto nutricional de ACDS y BCDS sobre el crecimiento celular es muy similar, mientras
que ABCDS presenta un mejor valor de nutrientes que ACDS y BCDS.

Caso 4. Efecto del tensioactivo en particulas celulares

Se utilizan opcionalmente tensioactivos tales como SDS en la recuperacion de PHA para alterar las células y
eliminar lipidos y pigmentos de los poliésteres. Son solubles y quedan en las disoluciones de particulas celulares, lo
que puede provocar un efecto adverso sobre el crecimiento celular cuando se reutiliza la disolucion de particulas
celulares en la fermentacion de PHA. Se utilizé en este caso una disolucion acido-base de particulas celulares que
contenia 48,5 g/l de sdlidos solubles y 5 g/l de SDS. En los mismo cultivos de matraces anteriores (12 g/l de
glucosa), se afiadieron 8 ml de ABCDS para dar 1,94 g/l de particulas celulares y 0,2 g/l de SDS. También se afadio
SDS adicional para aumentar la concentracion de SDS hasta 0,4, 0,6 y 0,8 g/l. La tabla 4 facilita los resultados del
crecimiento celular y la formacién de PHA a diferentes niveles de tensioactivo. En comparacién con el control sin
particulas celulares y tensioactivo, todos los matraces con particulas celulares muestran beneficios para el
crecimiento celular. La formacién de PHA también se potencia a concentraciones de tensioactivo de bajas a
moderadas (0,2-0,6 g/l), pero se perjudica en un alto grado a la concentraciéon de SDS alta (0,8 g/l). El beneficio de
las particulas celulares a concentracién de SDS baja (0,2-0,4 g/l) conduce a un 200-300% de aumento en la
concentracién de PHA en comparacion con el control.

TABLA 4. Efecto del tensioactivo SDS sobre el crecimiento celular y la formacién de PHA

Particulas celulares SDS 24 horas 48 horas

(gl (9/) | Masa celular PHA PHA | Masa celular PHA PHA

(g/1) (% en peso) (g/ (g/1) (Y% enpeso) | (g/)

0 0 2,08 36,8 0,77 2,7 44.4 1,20

1,94 0,2 3,69 49,7 1,83 4,99 60,6 3,02

1,94 0,4 3,33 43,7 1,45 4,62 57,0 2,63

1,94 0,4 3,22 39,6 1,27 4,46 53,8 2,40

1,94 0,6 2,70 33,9 0,92 3,51 50,3 1,77

1,94 0,8 2,59 17,8 0,46 3,54 25,8 0,91
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir materiales poliméricos biodegradables incluyendo polihidroxialcanoatos (PHA) a
partir de una fuente de carbono organico, que comprende:

(a) cultivar células microbianas que producen PHA en una disolucién de medio que contiene una fuente de
carbono organico para formar PHA que se acumulan en las células como cuerpos de inclusion;

(b) recoger las células a partir del medio gastado y solubilizar la masa celular que no es PHA para obtener un
sélido de PHA y una disolucion de particulas celulares;

(c) separar el sélido de PHA de la disolucion de particulas celulares;
(d) suministrar la disolucion de particulas celulares a la etapa (a) de cultivo.
2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la etapa (b) de solubilizacién se lleva a cabo:

(b1) solubilizando la masa celular que no es PHA en una disolucién acida para obtener una primera suspension
de un solido de PHA en una disolucién acida de particulas celulares;

(b2) ajustando el pH de la primera suspension a un valor comprendido entre 7 y 11 para obtener una segunda
suspension del sélido de PHA en una disolucién basica de particulas celulares.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que se lleva a cabo una etapa de separacion (c1) en la primera
suspensioén y la disolucién acida de particulas celulares resultante se suministra segun la etapa (d).

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se lleva a cabo una etapa de separacion (c2) en la segunda
suspension y la disolucion basica de particulas celulares resultante se suministra segun la etapa (d).

5. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que se lleva a cabo una etapa de separacion (c3) en la segunda
suspension y la disolucién acido-base de particulas celulares resultante se suministra segun la etapa (d).

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad total de particulas
celulares suministrada a la etapa de cultivo (a) estd comprendida entre el 5 y el 50% en peso con respecto a la
cantidad del sustrato de carbono equivalente a glucosa.

7. Procedimiento segln la reivindicacion 3, en el que la cantidad de la disolucién acida de particulas celulares
(ACDS) suministrada a la etapa (b) esta comprendida entre el 5 y el 20% en peso con respecto al peso del sustrato
de carbono equivalente a glucosa.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que la etapa de ajuste (b2) comprende anadir al menos un
tensioactivo a la primera suspension.

9. Procedimiento segln la reivindicacién 8, en el que el al menos un tensioactivo es un tensioactivo iénico.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 8 o 9, en el que el al menos un tensioactivo se afade en una cantidad
comprendida entre 2y 10 g/l.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones desde 2 hasta 10, en el que la etapa de solubilizacion
(b1) comprende anadir una disolucién acuosa de un acido fuerte a la masa celular que no es PHA.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que se afade la disolucion acuosa de un &cido fuerte a la masa
celular que no es PHA en una cantidad suficiente para lograr una concentracion de iones de hidrégeno (H*)
comprendida entre 0,01 y 0,5 moles/I.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones desde 2 hasta 12, en el que la etapa de solubilizacién
(b1) se lleva a cabo a una temperatura comprendida entre 80° y 130°C, durante un periodo de tiempo comprendido
entre 0,5y 5 horas.

14. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, en el que la etapa de ajuste (b2) comprende
afadir una disolucién acuosa de al menos una base fuerte a la primera suspension.
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