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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacién de acidos a- o -hidroxicarboxilicos libres.

Sector del invento

Es objeto del invento un procedimiento para la preparacion de acidos a- o B-hidroxicarboxilicos libres, que

comprende las etapas de procedimiento de

A) preparacion de un acido a- o B-hidroxicarboxilico mediante una célula bioldgica que se encuentra en un
medio acuoso, la cual es un microorganismo, mediando adicién de una amina de la férmula general (1)

R’ R?
"‘xN ~

3
R Formula (1)

representando R' R? y R?, independientemente unos de otros, unos radicales hidrocarbilo ramificados o sin

ramificar, eventualmente sustituidos, iguales o diferentes, o H,
B) en el caso de que la amina afiadida en la etapa A) del procedimiento sea soluble en agua, la adicién de una

amina insoluble en agua, de la férmula general (1),
obteniéndose en la etapa A) o respectivamente B) del procedimiento un sistema de mudltiples fases, y formandose a
partir de la amina insoluble en agua y del acido a- o 3-hidroxicarboxilico el correspondiente carboxilato de amonio, y
C) separacion de la fase insoluble en agua y
D) calentamiento de la fase insoluble en agua mediando liberacién de un acido a- o B-hidroxicarboxilico libre,
caracterizado por que el acido a- o B-hidroxicarboxilico se escoge entre el conjunto que se compone de acido lactico,
acido citrico, acido tartarico, acido glicolico, acido 2-hidroxi-isobutirico, acido 3-hidroxi-propionico, acido 3-hidroxi-
butirico, acido 3-hidroxi-valerianico, acido 3-hidroxi-hexanoico, acido 3-hidroxi-heptanoico, acido 3-hidroxi-octanoico
y acido 3-hidroxi-isobutirico, siendo definido el concepto de "insoluble en agua" como una solubilidad de menos que
100 g/kg de la solucién acuosa y el concepto de "soluble en agua" como una solubilidad igual a o de mas que 100
g/kg de la solucién acuosa.

Estado de la técnica

La preparacion bioquimica de acidos carboxilicos es bien conocida debido p.ej. a la produccién del acido lactico o
del acido citrico. Puesto que la mayoria de los procesos de fermentacion se llevan a cabo a un valor del pH del
medio, que esta situado por encima del valor de pKs del acido carboxilico que se debe de preparar, los acidos
carboxilicos resultan en su mayor parte en forma de una sal y no en forma del acido libre. Estos carbonatos son
transformados en la mayoria de los casos en sus acidos libres mediante la adicién de unos acidos.

El documento de solicitud de patente internacional WO9815517 describe un procedimiento para la extraccién del
acido lactico con un disolvente organico de caracter basico o respectivamente con unas aminas inmiscibles con
agua.

El documento de patente alemana DE 102006052311 describe un procedimiento para la preparacion de acidos a-
hidroxicarboxilicos libres mediante calentamiento de los correspondientes carboxilatos de amonio en presencia de
unas aminas terciarias mediando una eliminacidon por destilacion del amoniaco resultante, seguida por otra
separacion por destilacion, y una consiguiente formacién de la amina terciaria y del acido a-hidroxicarboxilico libre.

El documento de patente de los EE.UU. US 4.275.234 describe un procedimiento extractivo de acidos carboxilicos
con ciertas aminas como agente de extraccion, que comprende una adicional etapa de extraccién de retorno en
condiciones acuosas, que permite que el acido carboxilico se presente de nuevo en una solucién acuosa.

El documento US 4.444.881 describe un procedimiento para el aislamiento de unos acidos organicos a partir de un
caldo de fermentacién mediante la transformacion del acido en su sal de calcio, la adicion de un carbonato de una
amina terciaria soluble en agua mediando formacién de la sal de trialquilamonio y de un carbonato de calcio que
precipita, el aumento de la concentracion de la solucion de la sal de trialquilamonio y el desdoblamiento de la sal de
trialquilamonio por calentamiento.

El documento EP 1385593 describe un procedimiento para el tratamiento de unos acidos carboxilicos de cadena
corta a partir de una solucion de sus complejos con alquil-amonio por destilacion mediando la adicién de un
hidrocarburo formador de azeotropos, en unas condiciones en las que el complejo de alquil-amonio se descompone
en el acido carboxilico de cadena corta libre, y en la alquil-amina.
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El documento US 5.510.526 describe un procedimiento para el tratamiento de un acido lactico libre a partir de un
caldo de fermentacion mediante la extraccién con un agente de extraccién que contiene una trialquil-amina no
miscible con agua, que tiene un nimero de por lo menos 18 atomos de carbono, en presencia de CO», la separacion
de la fase organica con respecto de la fase acuosa y la separacion final del &cido lactico libre con respecto de la fase
organica.

El documento WO 02090312 describe un proceso para la purificaciéon de acidos carboxilicos libres a partir de unas
soluciones acuosas, en el que se calienta la soluciéon acuosa en forma de una mezcla con un disolvente organico y
de este modo se obtiene el acido libre.

El documento US 5.132.456 describe un procedimiento de multiples etapas para la purificacion de acidos
carboxilicos libres a partir de un medio acuoso, en el que en primera lugar el acido carboxilico se extrae con un
agente absorbente de acidos, y después de la separacion de este agente con respecto del medio acuoso, el acido
carboxilico se extrae de retorno de nuevo a partir de o desde este agente absorbente de acidos, con unas aminas
solubles en agua, en forma del carboxilato de amonio. A continuacién, se desdobla el carboxilato de amonio.

El articulo recopilativo de Wasewar K L y colaboradores (Ind. Eng. Chem. Res. 2004, tomo 43, paginas 5969-5982)
describe la fermentacion y la extraccion reactiva del acido lactico, enfocandose principalmente en la extracciéon con
unas alquil-aminas. Se describen diversos métodos para el aislamiento del acido lactico a partir de la fase organica,
predominantemente mediante una extraccion de retorno en una fase acuosa.

Todos los procedimientos tienen la desventaja de que resultan grandes cantidades de unas corrientes acuosas de
sustancias o de que se forman unos productos, que no pueden ser aportados de nuevo al procedimiento y, por
consiguiente, quedan como un material de desecho.

La mision del invento fue poner a disposicion un procedimiento, que supere las desventajas antes mencionadas del
estado de la técnica.

Descripcion del invento

Sorprendentemente, se encontréd que un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para la preparacion de
acidos a- o B-hidroxicarboxilicos libres, que comprende las etapas del procedimiento de preparacion de un acido a- o
B-hidroxicarboxilico mediante una célula biolégica mediando la adicién de una amina y eventualmente, en el caso de
que esta amina afiadida sea soluble en agua, la adicién de otra amina insoluble en agua, separacion de la fase
insoluble en agua y calentamiento de la misma mediando liberacién de un acido a- o B-hidroxicarboxilico libre,
resuelve el problema planteado por esta mision.

Constituye una ventaja del invento el hecho de que se suprime un proceso de acidificacion de las soluciones de
reaccion con, por ejemplo, unos acidos inorganicos o didxido de carbono. De esta manera se suprime la formacion
de grandes cantidades de sales tales como p.ej. el sulfato de amonio, o de yeso, tal como aparece frecuentemente
en otros procesos.

Otra ventaja consiste en que el agua se separa tempranamente en el procedimiento de una manera
energéticamente favorable, mediante por ejemplo una separacion de fases, y por consiguiente en el procedimiento
se reducen aun mas unas corrientes de sustancias que consumen energia. Asimismo, no es necesario evaporar
estas corrientes de sustancias.

Todavia otra ventaja del presente invento reside en el hecho de que la inhibicién de los productos, que aparece
frecuentemente en el caso de ciertos procesos bioquimicos, se puede evitar mediante la utilizacion de una amina
que no es soluble en agua.

El concepto de "acido carboxilico" en el sentido del presente invento abarca tanto al acido carboxilico libre (-COOH)
como también a la correspondiente sal (-COO).

El concepto de "acido hidroxicarboxilico" en el sentido del presente invento describe a unos acidos carboxilicos que
tienen por lo menos un grupo hidroxilo y un grupo de acido carboxilico, y contiene tanto el acido carboxilico libre
(-COOH) como también la correspondiente sal (-COQO").

El concepto de "carboxilato de amonio" en el sentido del presente invento incluye a todos los carboxilatos de un
grupo cargado positivamente de modo monovalente con un nitrdgeno que tiene cuatro enlaces. Como ejemplo se ha
de mencionar la siguiente férmula general
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R'—N—R? RY——COO’

R3

representando R1', RZ', R% y R4', independientemente unos de otros, unos radicales hidrocarbilo ramificados o sin
ramificar, eventualmente sustituidos, iguales o diferentes, o H.

El concepto de "insoluble en agua" se define en el sentido del presente invento como una solubilidad de menos que
100 g/kg de la solucion acuosa.

El concepto de "soluble en agua" se define en el sentido del presente invento como una solubilidad igual a o de mas
que 100 g/kg de la solucién acuosa.

Todos los tantos por ciento (%) indicados en son, siempre y cuando que no se indique otra cosa distinta, tantos por
ciento en masa.

Por lo tanto, es un objeto del invento un procedimiento para la preparacién de acidos a- o B-hidroxicarboxilicos

libres, que comprende las etapas de procedimiento de

A) preparacion de un acido a- o B-hidroxicarboxilico mediante una célula biolégica, que se encuentra en un
medio acuoso, la cual es un microorganismo, mediando la adicién de una amina de la férmula general (1)

R R?
"‘MN ~

3
R Férmula (1)
representando R1, R? y RS, independientemente unos de otros, unos radicales hidrocarbilo ramificados o sin
ramificar, eventualmente sustituidos, iguales o diferentes, o H,
B) en el caso de que la amina afadida en la etapa A) del procedimiento sea soluble en agua, la adicién de una
amina insoluble en agua de la férmula general (1),
obteniéndose en la etapa A) o respectivamente B) del procedimiento un sistema de multiples fases y formandose el
correspondiente carboxilato de amonio a partir de la amina insoluble en agua y del acido a- o B-hidroxicarboxilico, y
C) separacion de la fase insoluble en agua y
D) calentamiento de la fase insoluble en agua mediando liberacién de un acido a- o B-hidroxicarboxilico libre,
caracterizado por que el acido a- o B-hidroxicarboxilico se escoge entre el conjunto que se compone de acido lactico,
acido citrico, acido tartarico, acido glicdlico, acido 2-hidroxi-isobutirico, acido 3-hidroxi-propiodnico, acido 3-hidroxi-
butirico, acido 3-hidroxi-valerianico, acido 3-hidroxi-hexanoico, acido 3-hidroxi-heptanoico, acido 3-hidroxi-octanoico
y acido 3-hidroxi-isobutirico, estando definido el concepto de "insoluble en agua" como una solubilidad de menos que
100 g/kg de la solucién acuosa y el concepto de "soluble en agua" como una solubilidad igual a o de mas que 100
g/kg de la solucién acuosa.

En la etapa A de procedimiento se preparan unos acidos a- o B-hidroxicarboxilicos mediante una célula bioldgica,
que se encuentra en un medio acuoso, la cual es un microorganismo, de acuerdo con unos procedimientos que son
conocidos por un experto en la especialidad. Segun sean la célula empleada y el acido carboxilico preparado, los
parametros de los procedimientos se adaptan de una manera correspondiente. En los casos de estos
procedimientos se puede tratar, por ejemplo, de unos procedimientos fermentativos.

De manera preferida, la célula empleada se escoge entre el conjunto de los géneros que comprenden:

Aspergillus, Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Acinetobacter, Alcaligenes, Lactobacillus, Paracoccus,
Lactococcus, Candida, Pichia, Hansenula, Kluyveromyces, Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia,
Methylobacterium, Ralstonia, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodobacter, Burkholderia, Clostridium y Cupriavidus.

De manera especialmente preferida, la célula empleada se escoge entre el conjunto que se compone de las
especies Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Alcaligenes latus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces
lactis, Candida blankii, Candida rugosa, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium efficiens, Zymomonas
mobilis, Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha, Methylobacterium extorquens, Ralstonia eutropha, en particular
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Ralstonia eutropha H16, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter sphaeroides, Paracoccus versutus, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaceticus y Pichia pastoris, prefiriéndose muy especialmente
Escherichia coli, Yarrowia lipolytica, Corynebacterium glutamicum y Ralstonia eutropha.

Una forma especial de realizacion del procedimiento conforme al invento se distingue por el hecho de que en la
etapa A) del procedimiento se emplea una célula, que es capaz de formar acidos a- o B-hidroxicarboxilicos a partir
de por lo menos una fuente de carbono, que se escoge entre el conjunto que se compone de dioxido de carbono y
mondxido de carbono.

Por consiguiente, en este caso se trata del empleo de unas células que crecen acetogénica o bien autotréficamente,
de manera preferida de aquellas que se escogen entre el conjunto que se compone de Acetfogenium Kkivui,
Acetobacterium woodii, Acetoanaerobium noterae, Clostridium aceticum, Butyribacterium methylotrophicum,
Clostridium acetobutylicum, Clostridium thermoaceticum, Eubacterium limosum, Peptostreptococcus productus,
Clostridium ljungdahlii, Ralstonia eutropha y Clostridium carboxydivorans.

Como una amina afiadida en la etapa A) del procedimiento se pueden emplear amoniaco y unas alquil-aminas; en
este caso, se pueden emplear unas alquil-aminas primarias, secundarias y terciarias, asi como unas sales
cuaternarias de aminas.

Se prefiere que la amina afadida se emplee en la etapa A) del procedimiento, con el fin de influir sobre el valor del
pH del medio acuoso, de manera preferida para aumentarlo. De manera preferida, el valor del pH es mantenido,
mediante la amina afiadida en la etapa A) del procedimiento, en un intervalo de 2 hasta 9, de manera preferida de 4
hasta 8, de manera especialmente preferida de 5 hasta 7.

De manera preferida, como aminas en la etapa A) del procedimiento se emplean unas aminas insolubles en agua.
De manera preferida, en la etapa A) del procedimiento se emplean unas aminas en las que R" R? y R® representan,
independientemente unos de otros, unos radicales alquilo sin ramificar, sin sustituir, iguales o diferentes, de manera
preferida con 2 hasta 20, de manera especialmente preferida con 4 hasta 16, de manera muy especialmente
preferida con 6 hasta 12 atomos de C, o H.

De manera preferida, en la etapa A) del procedimiento, en el caso de las aminas insolubles en agua se trata de unas
alquil-aminas que tienen por lo menos 16 atomos de C, de manera preferida de unas trialquil-aminas y de manera
especialmente preferida de unas trialquil-aminas que se escogen entre el conjunto que se compone de trihexil-
aminas, trioctil-amina, tridecil-amina, tricapril-aminas y tridodecil-aminas.

En una forma especial de realizacion del procedimiento conforme al invento puede ser ventajoso emplear en la
etapa A) del procedimiento unas aminas con una fuerza basica mas grande; en este caso, como aminas, se prefiere
emplear unas dialquil-aminas, y de manera preferida unas dialquil-aminas escogidas entre el conjunto que se
compone de di-isotridecil-amina, bis(2-etil-hexil)amina, lauril-trialquil-metil-aminas, diundecil-amina y didecil-amina.

La amina se afiade en la etapa A) del procedimiento por lo menos en la relacién molar de 1,1 por 1, de manera
preferida de 1,5 a 5 por 1, referida al acido carboxilico.

Después de, o también constantemente durante, la etapa A) del procedimiento, las porciones liquidas o una parte de
las porciones liquidas y las células biolégicas se pueden separar unas de otras segun unos procedimientos
conocidos por un experto en la especialidad, tales como, por ejemplo, los de centrifugacion, filtracion tangencial etc..
Eventualmente, unos componentes separados tales como un medio acuoso o unas células se pueden aportar de
nuevo al procedimiento.

Eventualmente, los componentes liquidos obtenidos en la etapa A) del procedimiento se pueden aumentar de
concentracion antes de las otras etapas del procedimiento.

Como una amina afiadida en la etapa B) del procedimiento se pueden emplear todas las aminas insolubles en agua,
de manera preferida unas alquil-aminas, que son conocidas por un experto en la especialidad. De manera preferida,
en la etapa B) del procedimiento se emplean unas aminas insolubles en agua, en las que R' R? y R® representan,
independientemente unos de otros, unos radicales alquilo sin ramificar, sin sustituir, iguales o diferentes, de manera
preferida con 2 hasta 20, de manera especialmente preferida con 4 hasta 16, de manera muy especialmente
preferida con 6 hasta 12 atomos de C, o H.

Unas aminas que se emplean de manera mas preferida corresponden a las aminas insolubles en agua mas arriba
mencionadas en la etapa A) del procedimiento.

La amina se afade en la etapa B) del procedimiento por lo menos en la relacion molar de 1,1 por 1, de manera
preferida de 1,5 a 5 por 1, referida al acido a- o B-hidroxicarboxilico.

En la etapa B) del procedimiento, la amina soluble en agua de la etapa A) del procedimiento puede ser eliminada por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 545490 T3

lo menos parcialmente. Especialmente, cuando en la etapa B) del procedimiento se emplea una amina insoluble en
agua, que constituye una base mas débil (que tiene un valor de pKg mas pequefio) que la amina soluble en agua, se
prefiere que sea eliminada por lo menos una parte de la amina soluble en agua.

Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante una extraccion, por medio de un intercambiador de iones, mediante
un calentamiento, y por consiguiente mediante una expulsién térmica de la amina soluble en agua, o sino mediante
la introduccion de COg, precipitando la amina soluble en agua en forma de un carbonato. Un procedimiento dado a
modo de ejemplo para la separacién de la amina soluble en agua se describe en el documento DE 102006052311.
La amina soluble en agua que se habia eliminado, puede ser aportada de nuevo a la etapa A) del procedimiento.

Después de la etapa A) o respectivamente B) del procedimiento se presenta un sistema de multiples fases, y a partir
de la amina insoluble en agua y del acido a- o B-hidroxicarboxilico se ha formado el correspondiente carboxilato de
amonio.

El carboxilato de amonio se presenta de manera preferida - referido a los mismos volimenes de las fases acuosas y
de las fases organicas - en su mayor parte, de manera preferida en mas que un 60 %, de manera especialmente
preferida en mas que un 80 %, y de manera muy especialmente preferida en mas que un 90 % en una fase insoluble
en agua.

Un disolvente insoluble en agua adicional se puede afiadir eventualmente a la amina insoluble en agua, con el fin de
garantizar unas propiedades ventajosas, tales como, por ejemplo, unas mejores separaciones de las fases o unas
fases mas estables, de disminuir la viscosidad de la amina o de aumentar la solubilidad del acido carboxilico.

Como un disolvente insoluble en agua adicional se pueden emplear por ejemplo unos alcoholes con por lo menos
ocho atomos de carbono tales como, por ejemplo, la metil-isobutil-cetona, unos disolventes aromaticos tales como
por ejemplo el tolueno y el xileno, y unos disolventes alifaticos no polares, tales como por ejemplo el queroseno y el
hexano. De manera preferida se emplean el alcohol oleilico y el dodecanol.

De manera preferida, se emplean aquellos disolventes adicionales, cuyo punto de ebullicion esta situado por encima
del punto de ebullicion de la amina insoluble en agua.

En la etapa C) del procedimiento se separan con respecto de la fase acuosa unas fases insolubles en agua que
contienen el carboxilato de amonio. Esto se puede realizar mediante todos los procedimientos conocidos por un
experto en la especialidad, con los cuales se puedan separar unas fases organicas con respecto de unas fases
acuosas, tales como por ejemplo los de decantacion, centrifugacion o también destilacion. Unos ejemplos de ellos se
encuentran, entre otros lugares, en la obra Perry's Chemical Engineers' Handbook (Manual del Ingeniero Quimico de
Perry, (seccion 15); de Robert H Perry, Don W Green, James O Malone; publicado en 1999; McGraw-Hill.

Dentro del marco del procedimiento conforme al invento puede ser ventajoso que la fase acuosa separada sea
aportada de nuevo al procedimiento.

Asimismo puede ser ventajoso purificar ulteriormente a la fase insoluble en agua que se ha separado, tal como, por
ejemplo, mediante una extraccion, una filtracion, una centrifugacion, unos intercambiadores de iones o un aumento
de la concentracién tal como, por ejemplo, mediante una destilacion o una extraccion.

La liberacion de un acido a- o B-hidroxicarboxilico libre en la etapa D) del procedimiento se efectia mediante
calentamiento de la fase insoluble en agua, de manera preferida bajo una presion reducida, por medio del
desdoblamiento del carboxilato de amonio.

Una presion reducida significa en el sentido del invento una presion de menos que 1*10° Pa, de manera preferida de
menos que 0,9*10° Pa, y de manera especialmente preferida de menos que 0,8*10° Pa.

El tipo del calentamiento depende del equipo o de la instalacién que se utilice y puede efectuarse, por ejemplo, a
través de un bafio de calefaccion, de una camisa de envoltura atemperable del reactor o mediante una puesta en
contacto de la fase insoluble en agua con una corriente gaseosa calentada.

La temperatura se escoge, en dependencia de la presion utilizada, de tal manera que tenga lugar el desdoblamiento
térmico de la sal y que se minimice la formacion de productos secundarios. De manera preferida, simultdneamente
se elimina por destilaciéon por lo menos una parte del acido a- o B-hidroxicarboxilico que se haya formado durante la
reaccion. Unos apropiados intervalos de temperaturas y presiones pueden ser determinados por un experto en la
especialidad al igual que la duracién necesaria del tratamiento térmico, por ejemplo, mediante una vigilancia de la
cantidad que se forme de la amina o respectivamente del acido carboxilico o de la evolucién de la temperatura de la
solucién de reaccion.

En una forma de realizacion preferida, la temperatura en la etapa D) del procedimiento se sitia en un intervalo de
temperaturas de 80°C a 300°C, de manera preferida de 120°C a 250°C, de manera especialmente preferida de
150°C a 220°C.
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La amina insoluble en agua, que se ha obtenido en la etapa D) del procedimiento, puede ser aportada de nuevo al
procedimiento.

La fraccién de productos, que se ha obtenido en la etapa D) del procedimiento y que contiene unos acidos a- o -
hidroxicarboxilicos, puede ser convertida quimicamente sin mas purificacion para dar unos productos consiguientes.
Se prefiere, por ejemplo, la deshidratacion de unos acidos hidroxicarboxilicos para dar unos acidos carboxilicos
insaturados.

Una serie de procedimientos destinados a realizar la deshidratacion de acidos hidroxicarboxilicos son conocidos por
un experto en la especialidad, unos tales se describen a modo de ejemplo en el documento de solicitud de patente
europea PCT/EP2007/055394 (divulgado como el documento WO 2007/141208), asi como en los documentos
US 3.666.805 y US 5.225.594.

El procedimiento conforme al invento puede contener, por lo demas, una o varias etapas subsiguientes para realizar
la purificacion y el aislamiento de los acidos carboxilicos a partir de la fraccion de productos. Unas apropiadas
etapas del procedimiento son, entre otras, unos procesos de concentracion, cristalizacion, cromatografia por
intercambio de iones, electrodialisis, extraccion con unos disolventes reactivos, y la purificacion por esterificacion del
acido carboxilico con unos alcoholes apropiados, una subsiguiente destilacion del éster obtenido y una subsiguiente
hidrdlisis del éster para dar el acido libre, asi como unas combinaciones de estas etapas. Unos productos
secundarios que estan contenidos en la fraccion de productos, se pueden eliminar después del aislamiento del acido
carboxilico libre que se ha formado al realizar el desdoblamiento térmico de la sal, o se pueden convertir
quimicamente en el acido carboxilico.

En los Ejemplos expuestos a continuaciéon se describe el presente invento a modo de ejemplo, sin que el invento,
cuya amplitud de uso se establece a partir de la descripcion global y de las reivindicaciones, deba de estar
restringido a las formas de realizacion mencionadas en los Ejemplos.

Las siguientes Figuras son una parte constituyente de los Ejemplos:

Figura 1: Crecimiento de células en presencia de diferentes concentraciones de TOA

Figura 2: Preparaciéon del acido 2-hidroxi-isobutirico en presencia de diferentes concentraciones de TOA
Figura 3: Esquema del proceso con el empleo de una amina insoluble en agua en la etapa A) del procedimiento
Figura 4: Esquema del proceso con el empleo de una amina soluble en agua en la etapa A) del procedimiento

Ejemplos:

Biocompatibilidad de la TOA (trioctil-amina) con Ralstonia eutropha

Unos cultivos de Ralstonia eutropha PHB-4 (reclasificada como Cupriavidus necator, DSMZ 541) que habian sido
transformados con el plasmido: pBBR1MCS-2::icmA-icmB con la SEQ ID No. 1, fueron fermentados a la escala de
400 ml en un medio patrén durante 46 horas hasta llegar a una DO (densidad 6ptica a 600 nm) de aprox. 30, lo que
corresponde a unas CFU (acrénimo del inglés "colony formed units" = unidades de formacién de colonias) de 1x10"’
por ml, en unas condiciones clasicas (30°C; pH 6,8; rpm (revoluciones por minuto) 250-750; pO2 20 %).

Después de un periodo de tiempo de fermentacion de 48 horas se afiadieron 0,5 %, 1 %, 5 % y 10 % (p/v = en
peso/volumen) de la trioctil-amina (TOA) en condiciones estériles. Después de otras 6 y 20 horas se determinaron
las CFU.

Para la determinacion de las CFU se prepararon unas series de diluciones de los caldos. Las diluciones se
sembraron en placas sobre unas placas de agar y se incubaron durante 24 horas a 30°C. Se efectu6 una
determinacion repetida cuatro veces de las diluciones 10’ y 108,

Resultado: Las CFU continuaron aumentando a lo largo de un periodo de tiempo de 20 horas (periodo de tiempo de
fermentacion 46-65 horas) en presencia de TOA (0,5 %, 1 %, 5 % y 10 % (p/v)).

Los valores se han recopilado en la siguiente Tabla, los valores de las CFU se han normalizado con respecto a 1 ml
del caldo de fermentacion.

Oh 6h 24 h
0,5 % de TOA 3,75E+10, 5,31E+10 6,00E+10
1% de TOA 3,60E+10 3,73E+10 1,44 E+11
5 % de TOA 1,44E+11 1,25E+11 8,08E+11
10 % de TOA 1,34E+11 1,61E+11 1,82E+11

Preparacion de un acido carboxilico mediante una célula biolégica, que se encuentra en un medio acuoso, en
presencia de una trialquil-amina

Unas células de Ralstonia eutropha PHB-4 (reclasificada como Cupriavidus necator, DSMZ 541), que producen el
acido 2-hidroxi-isobutirico, que habian sido transformadas con el plasmido pBR1MCS-2::icmA-icmB, SEQ ID No. 1,
se cultivaron como dos cultivos de 50 ml en un incubador con sacudimiento en unas condiciones clasicas (30°C, 140
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rpm, 20 h) en un medio LB.

De este material se sobreinocularon 5 x 10 ml en 40 ml de un medio de una sal inorganica que habia sido
modificado para la produccién de una biomasa (de acuerdo con Schlegel y colaboradores, 1961) y se incubaron
durante 10 h en unas condiciones clasicas.

Los cultivos de la biomasa se separaron por centrifugacion y se resuspendieron en 10 ml de un medio modificado de
una sal inorganica.

Con las resuspensiones se inocularon 5 matraces de un incubador con sacudimiento Ramos (acrénimo del inglés
"Respiration Activity Monitoring System", = sistema para la vigilancia de la actividad de respiracién). Los matraces
habian sido cargados con un medio modificado de una sal inorganica (por adicion de 1 g/l de un extracto de
levadura y de 15 g/l de fructosa) con la vitamina B12 (60 mg/l). 3 matraces contenian adicionalmente 1,5 y 10 %
(p/v) de trioctil-amina (TOA).

Los matraces se incubaron durante 24 h en unas condiciones clasicas (30°C, 140 rpm).

Después de 0, 15 y 24 horas se extrajeron unas muestras y se determinaron las CFU (la DO), el pH y la
concentracion de 2HIB en el caldo.

Para la determinacion de las CFU se prepararon unas series de diluciones de los caldos. Las diluciones se
sembraron en placas con 300 mg/I de kanamicina sobre unas placas de agar LB y se incubaron durante 24 h a 30°C.
Se efectud una determinacion repetida 4 veces de las diluciones de 10°® y 107,

La Figura 1 muestra los resultados de las cultivaciones; los valores de las CFU se han normalizado con respecto a
un 1 ml de caldo de fermentacion. El crecimiento de las células no es influenciado evidentemente por la presencia de
la alquil-amina.

La determinacion de la concentracion del acido carboxilico preparado, a saber el acido 2-hidroxi-isobutirico, se
efectu6 mediante una cromatografia de iones (con el acréonimo IC (Methrom 761 Compact con un Autosampler,
método Dionex AS154 x 250 mm + una columna previa AG 154 x 350 ml) y una HPLC (cromatografia de fase liquida
de alto rendimiento) (de Agilent Technologies HPLC series 1200, método Aminex).

La Figura 2 muestra el valor de medicion de la IC de las cultivaciones mas arriba mencionadas de las
concentraciones de 2-HIB.
En todas las tandas el acido 2-hidroxi-isobutirico se forma a lo largo de todo el periodo de tiempo de ensayo.

Desdoblamiento térmico de la sal de alquil-amonio

Una solucion de la sal de trioctil-amonio se preparé mediante mezcladura del acido 2-hidroxi-isobutirico (2-HIB) con
la trioctil-amina (TOA). Para esto, se pesaron inicialmente 10 g del acido 2-hidroxi-isobutirico y se disolvieron en 90 g
de TOA. A partir de este pesaje de entrada se establece una relacion estequiométrica de la TOA al acido 2-hidroxi-
isobutirico de 2,64.

En un evaporador rotatorio se dispusieron previamente 50,6 g de esta soluciéon de sal de trioctil-amonio. Mediante
una bomba de vacio se ajusté una presion absoluta de 27 mbar para el desdoblamiento térmico de la sal. El bafo de
aceite utilizado para el atemperamiento de la carga previa se ajustd y se mantuvo constante a 180 °C. Después de
aproximadamente 20 min cristalizaron junto a las partes frias de vidrio unos cristales de color blanco. Después de
aprox. 4 h se interrumpié el ensayo. El pesaje de la carga previa, después del desdoblamiento térmico, proporcioné
una reduccion de la masa de 3,5 g. Los cristales de color blanco, que se encontraban junto al vidrio, se separaron
por lavado con agua y se analizaron mediante una HPLC. Este analisis mostré que en el caso de estos cristales se
trata del acido 2-hidroxi-isobutirico. Mediante un analisis elemental (de C, H, N, O) se analizaron las muestras, tanto
antes del comienzo del ensayo como también después de haber finalizado el experimento. Sobre la base de estos
analisis se pudieron calcular las concentraciones y las cantidades de sustancia de las respectivas sustancias. En el
colector de carga previa se encontré después del ensayo todavia un 98,4 % de la cantidad alimentada de TOA; al
final del ensayo se encontraba todavia en la carga previa un 34,4 % de la masa de sustancia inicial del acido
2-hidroxi-isobutirico. Un 65,6 % de la masa pesada inicialmente del acido 2-hidroxi-isobutirico se pudo desdoblar
térmicamente desde la sal y se pudo recuperar parcialmente en forma de cristales junto a las partes frias de vidrio.

Esquema ejempilificativo del proceso con el empleo de una amina insoluble en agua en la etapa A) del procedimiento
La Figura 3 describe una forma de realizacién del procedimiento conforme al invento, en la que en la etapa A) del
procedimiento se emplea una amina insoluble en agua. Estas se emplean en el fermentador para la regulacién del
valor del pH. De esta manera se forman en el fermentador unos carboxilatos de amonio. Después de la separacion
de la biomasa, se pueden separar la fase insoluble en agua y la fase acuosa. La fase acuosa se puede devolver al
fermentador después de una purificacién eventual. En la fase insoluble en agua se encuentran los carboxilatos de
amonio. Estos se pueden desdoblar en un desdoblamiento térmico de la sal, conectado a continuacién, en el acido
libre y en la correspondiente amina. Después de una purificacion eventual, la amina se puede devolver de nuevo al
fermentador para efectuar la regulacion del valor del pH, y por consiguiente, se puede conducir en circuito.

Esquema ejempilificativo del proceso con el empleo de una amina soluble en agua en la etapa A) del procedimiento

La Figura 4 describe una forma de realizacion del procedimiento conforme al invento, en la que en la etapa A) del
procedimiento se emplea una amina insoluble en agua para la regulacion del valor del pH. De esta manera se
forman unos carboxilatos de amonio en el fermentador. Después de la separacién de la biomasa, las aminas
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insolubles se afiaden a la soluciéon acuosa. En esta etapa B) del procedimiento los carboxilatos se transfieren a la
fase organica y eventualmente las aminas insolubles en agua se eliminan parcialmente. La fase organica se aporta
al desdoblamiento térmico de la sal, con lo cual se forman, por una parte, el acido libre y, por otra parte, las aminas.
Las dos corrientes de sustancias pueden ser purificadas en caso necesario en una etapa separada de purificacion
(no tomada en cuenta en el procedimiento). Las aminas obtenidas de esta manera pueden ser aportadas de nuevo
al proceso.
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accttcggga
aggccaaggc
aagtccagcg
aaaagtgcca
cgcaaagaga
tttatggaca
gccctgcaaa
aagatctgat
cgcaggttct
aatcggetgce
tgtcaagacc
gtggctggece
aagggactgg
tcectgecgag
ggctacctgc
ggaagccggt
cgaactgttc
tggcgatgec
ctgtggccgg

tgctgaagag

gcgcctgaag
cgccgecgatce
ccagaaacag
cctgggatga
aagcaggtag
gcaagcgaac
gtaaactgga
caagagacag
ccggecgett
tctgatgecyg
gacctgteceg
acgacgggcg
ctgctattgg
aaagtatcca
ccattcgacc
cttgtcgatc
gccaggctca
tgcttgeccga
ctgggtgtgg

cttggecggeg
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cccgttetgg
atcaaggccg
gcccagoegec
atgtcagcta
cttgcagtgg
cggaattgcec
tggctttett
gatgaggatc
gggtggagag
ccgtgttecg
gtgccctgaa
ttecettgege
gcgaagtgec
tcatggctga
accaagcgaa
aggatgatct
aggcgcgeat
atatcatggt
cggaccgcta

aatgggctga

acgccctggg
tgggcgaaaa
agcaggaacg
ctgggctatc
gcttacatgg
agctggggeg
gccgccaagyg
gtttcgecatg
gctattegge
gctgtcageg
tgaactgcag
agctgtgetce
ggggcaggat
tgcaatgcgg
acatcgcatc
ggacgaagag
gcccocgacgga
ggaaaatggc
tcaggacata

ccgcttecte
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gccecgttgaat
gctgctgacg
cgggcgcegea
tggacaaggg
cgatagctag
ccctetggta
atctgatggc
attgaacaag
tatgactggg
caggggcgcec
gacgaggcag
gacgttgtca
cteectgteat
cggctgcata
gagcgagcac
catcaggggc
gaggatctcg
cgcttttcectg
gcgttggcecta

gtgctttacg

cgggatatgc
gaacagcggg
catttccccg
aaaacgcaag
actgggcggt
aggttgggaa

gcaggggatc

atggattgca
cacaacagac
cggttctttt
cgcggctatce
ctgaagcggg
ctcaccttge
cgcttgatcc
gtactcggat
tcgecgeccagce
tcgtgaccca
gattcatcga
cccgtgatat

gtatcgccgce
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240
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360

420
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tccegatteg
ctggggttcg
accgcecgect
atcctceccage
tacgcaaggc
tggcttcecat
acgcaaaccg
tccegactgg
ggcaccccag
ataacaattt
tcactaaagg
gcttgatatce
actttaagaa
ccaactccaa
ggcececcgag
caccgetgee
gttecacgege
cgcecggette
ccagaccgyge
cccgatgage
ggaggcgcetyg
gagcgectgg
gaacaagctg
gtacatctac
gaagaacctg
ctcctegeceg
ggtgacgaag
gtcgcaaggt
gaagatcatg
ctgtcagacc

gtcgetgeag

cagcgceatcg
aaatgaccga
tctatgaaag
gcggggatcet
gacaaggtgce
gtcggcagaa
ccteteceeccyg
aaagcgggea
gctttacact
cacacaggaa
gaacaaaagc
gaattcctge
ggaattcagg
tcggagegea
cgcaaggage
gacatcgecg
gggecctace
ggcaccggcey
atctccaccy
gacggcgagyg
ctggcegaca
atcctgeteg
tcgggcacgyg
ccgatcgege
aagcgctaca
ctccaggagg
accggtatge
gacttctteg
aaggagcgcet
gcggcggcega

gcgetgtegg
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ccttetateg
ccaagcgacg
gttgggcttc
catgctggag
tgatgccget
tgcttaatga
cgcgttggec
gtgagcgcaa
ttatgettec
acagctatga
tgggtaccgg
agceccggggyg
agcccttcac
aggactggga
agttccacac
acacgecgcet
cgacgatgta
aggacaccaa
acttcgacat
tcggececgcega
tecgacctcga
cgatgtacgt
tgcaggccga
cgtcggtgeg
acccgatcaa
cggcecttcac
acgtcgacga
aggaggtcge
tcggtgeaag
cgctgaccaa

ccgtgetcag

cecttettgac
cccaacctge
ggaatcgttt
ttcttcgece
ggcgattcag
attacaacag
gattcattaa
cgcaattaat
ggctegtatg
ccatgattac
geccececeocte
atccactagt
catgacctgg
agcgaacgaa
gatcggggac
ggaggacatc
cecgcageoge
caagcgettce
gceccacgetyg
gg9g9cgtggcyg
gaagatcteg
ggcgetcgge
catcctgaag
catcgtgcge
catcteocggge
gctggocaac
attcgecgeceg
gaagttcoge
aaatccggaa
gcegeagtac

cggcgcegceag
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gagttettet
catcacgaga
tccgggacgce
acccccatgg
gttcatcatg
tttttatgca
tgcagctgge
gtgagttagce
ttgtgtggaa
gccaagcgeg
gaggtcgacy
tctagaaata
cttgageege
gtcggegect
ttcecggtee
ggtetteecgg
acctggacga
aagtatctga
atgggctacg
atcgacacgce
gtctegttca
gagaagcgcg
gagtacatgg
gacatcatca
taccacatca
ctgatcacct
cggttggect
gcecetgegec
tcgatgeggt
atggtcaacg

tcgetgeaca

gagcgggact
tttecgattec
cggctggatg
gcaaatatta
ccgtttgtga
tgcgeccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgg
caattaaccc
gtatcgataa
attttgttta
agataaagtc
tcttgaagaa
agcgcaccta
ggcgctaccec
tgegeeagat
tcgecgcaggg
actccgacca
tggccgacat
cgatcaaccc
gctacgacct
cgcagaagga
cctacagcege
gcgaggccgg
acgtgaacga
tcttettegt
gctgctacge
tgcgetteca
tegtgegtac

ccaacggcta
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cgacgaagcc
gatcattgece
cgtcgaggcg
gaagcgcggt
cttcgettac
ccgecttegte
ggccgaacgc
gcaagcgatg
gctgaccatc
ggggatctgg
gaccaaatcc
gtcaaggtcg
catcgeacgce
gtaagcctcc
gagagaggcyg
gcggccatcec
atcatcgact
tccaattege
cgtgactggg
gccagetgge
ctgaatggcg
gttaaatcag
aattttttta
taataagcgg
cagggtecgtt
agcagtgtga
gaggtaataa
aatccgttag
cgcgacgcaa

tctggaacag

ttecgecgatce
gaggagagtyg
ctgaccaccg
ggcaccatca
gagaccgcgce
gagaacgaag
cagatttccc
ctcgaccaac
gaactgctga
ggtacctacc
cgatccgegt
tcgectcgege
ccgaagaggt
tgtccggegt
ctggcgactt
gcaagctcgg
cgatccgetce
cctatagtga
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggaaatt
ctcatttttt
aggcagttat
atgaatcgca
aaatagccgce
ccgtgtgett
ttgacgatat
cgaggtgeeg
cgcggggagyg

cgcacttacg
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cgaccgagga
gtgtecgecga
agtacgagaa
agctgatcga
tgcgcaagca
aggacgtcaa
gcacgcgccg
tggtggctgt
aggccggcege
gcgagacgcce
tcttectegeo
gctgcgecgac
ggtcaacacc
gcagctcacg
gatcgtgatce
cgtgcgcgag
cttggtcgee
gtcgtattac
cgttacccaa
agaggccegce
gtaagcgtta
aaccaatagg
tggtgceett
gaaattcgaa
ttatgtctat
ctcaaatgcc
gatcatttat
ccggcttcca

cagacaaggt

ggttgctgeg

tgcgatgaag
cgtgatcgac
gaagatcttc
gcagggctgyg
gtcecggecag
gatcgagatc
cgttcgegece
cgccaaggac
aacgatgggg
ggtcttcectga
aaagtcggcece
gccggeatgg
gccatccagg
gtcttceccea
gceggtggeg
gtgctactgce
gcgegeggceyg
gcgcgcetcecac
cttaatcgcecc
accgatcgeco
atattttgtt
ccgactgcga
aaacgccectgg
agcaaattcg
tgctggttta
tgaggcecagt
tctgectecee
ttcaggtcga
atagggcggce

caacccaagt
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atggecgetge
ccgetgggtyg
gagatcctcg
ttccagaage
aagccggtga
cacccgtacg
gagcgcgacyg
gagtcccaga
gacatcgtcg
gcaggaagct
tcgacggcca
acgtcatcta
aagacgtgga
agatcttcaa
tgatgccgga
aggacacgcc
cecegcetgaaa
tggccgtegt
ttgcagcaca
cttceccaaca
aaaattcgcg
tgagtggcag
tgctacgect
acccggtcgt
ccggtttatt
ttgctcaggce
agagcctgat
ggtggcececgyg
gaggcggcta

gctaccggeg

gcacgcagca
gcagctacta
aggaagtcga
agattgcgga
tcggggtgaa
acaacacgac
aggccaaggt
acctgatgcee
agaagctgaa
tcccacecatg
tgaccgagge
ctccggecett
cgtgctgggt
gctcctggac
cgaggacgcec
ccecgeaggece
gggcgagetc
tttacaacgt
tccececttte
gttgcgcage
ttaaattttt
ggcggggegt
gaataagtga
cggttcaggg
gactaccgga
tcteccegtyg
aaaaacggtg
ctccatgcecac
cagcecgatag

cggcagegtyg
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3240

3300
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acccgtgteg
ggcaggcget
ggttccatge
tgctgetege
tcgtecctggt
tegegggget
ccgttgaget
accgtccgea
ttctggtgge
gcaataagcc
ttgttettgg
tagggtgcceg
aacaattatg
gagctattge
tttttaagtc
cctgeggggt
ggggcettgtt
aacccccgea
gcccecacte
cgctgegcga
gccgeaggec
ggccgegeag
ctgtggtcaa
acgggecgayg
ggctggcaag
gccgecagoeeg
cattgagtgg
aaaagggagyg
tgggcaacgt
acgccagcag

gccgactgeg

gcggetecaa
gctgeccgeg
ccggaatgece
ccggatacag
cgtcgtgatce
ggccccacygc
tcacgacgga
aagaacgtcc
ccatctgege
cggceccacgc
cttgaatgec
cacggttgcg
cgttgegtaa
ggggggtgec
tttcgcattt
tcececacge
gatcgactgce
ctcgeecgecyg
gcataggcett
gccttgacce
ggaggctttt
ttggagcegyg
gctegtggge
cgaagcgagc
ggagcgcagc
ccgtaggegy
ccecgecggag
ggcaggcatg
ggcggccagt
gacgccagag

cgagttgctyg
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cggctegecea
ccgtteccat
gggctggctg
ggtcgggatg
aaccaccacg
cacgcggtcea
gatccagege
gatgagcttg
cacgaggtga
ctcatgecget
gatttctetg
gcaccatgcg
aagtggcagt
gcaatgagcet
cgccctatat
ctteggegeg
gcggectteg
tgaggctcgg
gggtcgttec
gccttecact
ccccagagaa
tgggtatgtg
aggcgcagcec
cagccggtgg
gaccgcegceag
tcacgacttt
gcaccgectt
gcggeatacg
ctcaagcacg
aacgagcact

ccagagaagc

tegtccagaa
tcctecgttt
ggcggctect
cggcgcaggt
gcggcactga
ttgaccacgt
tcggceccacca
gaaagtgtct
tgcagcagca
ttgcgttceg
gactgcgtgg
caatcagctg
caattacaga
gttgcgtacc
ctagttcttt
gcteccecte
gecttgecea
ggggcaggcyg
aggcgcgtca
tggtgtccaa
aattaaaaaa
gtcgaaggcet
tgtccatcag
ccgctcecgegg
ggcgaagooc
gcgaagcaaa
gecgetgeoec
cgatcatgeg
cctaccgega
gggcggccag

ggcgcaagga
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aacacggctce
cggtcaagge
cgcecggggec
cgccatgeec
acaccgacag
aggccgacac
agtccttgac
tctggetgac
ttgcegecgt
tttgcaccca
ccatgettat
caacttttcg
ttttetttaa
cccectttttt
ggtgcccaaa
cggcaaaaag
aggtggegcet
ggcgggette
aggccaagcc
ccggcaagog
attgatgggy
gggtagccgg
cttgtecage
ccatcgtcca
ggagagcaag
gtctagtgag
cgtcgagecyg
atgcaagaag
gcgegagacyg
cagcaccgat

cgctgtgttyg

atcgggeatce
tggcaggtct
ggtcggtagt
caacagcgat
gcgcaactgg
ggtgccgggg
tgcgtattgg
caccacggcg
gggtttccte
gtgaccggge
ctececatgegg
gcagcgcgac
cctacgcaat
aagttgttga
gaagggcacc
tggececctec
gcecececttgg
gccttegact
gctgogeggt
aagcgcogcag
caaggccgea
tgggcaatcc
agggttgtce
catatccacg
cccgtaggge
tatactcaag
gttggacacc
ctggcgaaaa
cccaacgcetg
gaagcgatgg

gcggtegagt

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



acgtcatgac
tcttcgagaa
ccagcatcca
aggacggcag
agaccacgtt
aggcacgtca
acgtcaccat
aaaagctggg
aagcggttcg

gcaagaaggc

ggccagcecog
ggcgcacaag
ccgtgacgaa
gctgteggee
tgcggecget
cacgcgcatt
cagcccgceaa
aatctcaaag

gcaggggtat

cgatcaagec
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gaatggtgga
tggctggcegg
accagcccgc
aaggagttca
gtggccgatc
caggcgttct
gcggtcgage
cgcgttgaga
gagcctgcecce

caagagacqgg

agtcggcecag
acaagtacgg
acatgaccgc
tcggcaacaa
tagggctgeca
acgaggccect
cacgcgcecta
cgcecggaagce
tacaggccgc

cccgag
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ccaagaacag
ggcggatcge
gttcgtggtg
agcgcagatg
acggggcatc
ggagcggceca
tgcaccgeag
cgtggeccgac

cgcaggadgcg

caggcggegt
atcgtgacygy
ccgctgacge
acccgcegaca
gagggcagea
ccagtgggcec
ggattggccg
cggctgacaa

cgtgagatgce

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7296
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacién de acidos a- o B-hidroxicarboxilicos libres, que comprende las etapas de

procedimiento de

A) preparaciéon de un acido a- o B-hidroxicarboxilico mediante una célula biolégica, que se encuentra en un
medio acuoso, la cual es un microorganismo, mediando adicion de una amina de la formula general (l)

R R?
"‘MN ~

3
R Férmula (1)

en la que R1, R? y R® representan, independientemente unos de otros, unos radicales hidrocarbilo

ramificados o sin ramificar, eventualmente sustituidos, iguales o diferentes, o H,
B) en el caso de que la amina afadida en la etapa A) del procedimiento sea soluble en agua, la adicién de una

amina insoluble en agua de la férmula general (1),
obteniéndose en la etapa A) o respectivamente B) del procedimiento un sistema de multiples fases, y formandose a
partir de la amina insoluble en agua y del acido a- o B-hidroxicarboxilico el correspondiente carboxilato de amonio, y
C) separacion de la fase insoluble en agua y
D) calentamiento de la fase insoluble en agua mediando liberacion de un acido a- o B-hidroxicarboxilico libre,
caracterizado por que el acido a- o B-hidroxicarboxilico se escoge entre el conjunto que se compone de acido lactico,
acido citrico, acido tartérico, 4cido glicdlico, acido 2-hidroxi-isobutirico, acido 3-hidroxi-propidnico, acido 3-hidroxi-
butirico, acido 3-hidroxi-valerianico, acido 3-hidroxi-hexanoico, acido 3-hidroxi-heptanoico, acido 3-hidroxi-octanoico
y &cido 3-hidroxi-isobutirico,
estando definidos los conceptos de "insoluble en agua" como una solubilidad de menos que 100 g/kg de la solucion
acuosa y de "soluble en agua" como una solubilidad igual a o de mas que 100 g/kg de la solucion acuosa.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que en la etapa A) del procedimiento se
afade una amina insoluble en agua de la formula general (I).

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, caracterizado por que en la etapa A) o B) del procedimiento
R1, R? y R® representan, independientemente unos de otros, unos radicales hidrocarbilo sin ramificar y sin sustituir,
iguales o diferentes,.

4. Procedimiento de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 hasta 3, caracterizado por que en la
etapa D) del procedimiento, el acido a- o B-hidroxicarboxilico libre es liberado bajo una presion reducida.

5. Procedimiento de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 hasta 4, caracterizado por que en la
etapa D) del procedimiento, el acido a- o B-hidroxicarboxilico libre es liberado en un intervalo de temperaturas de
80°C a 300°C.

6. Procedimiento de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 hasta 5, caracterizado por que la amina
afiadida se emplea en la etapa A) del procedimiento con el fin de influir sobre el valor del pH del medio acuoso.

7. Procedimiento de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 hasta 6, caracterizado por que en la
etapa D) del procedimiento el compuesto de la férmula general (I) se recupera y se aporta de nuevo al
procedimiento.

8. Procedimiento de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 hasta 7, caracterizado por que la célula
empleada en la etapa A) del procedimiento se escoge entre el conjunto que se compone de los géneros:

Aspergillus, Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Acinetobacter, Alcaligenes, Lactobacillus, Paracoccus,
Lactococcus, Candida, Pichia, Hansenula, Kluyveromyces, Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia,
Methylobacterium, Ralstonia, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodobacter, Burkholderia, Clostridium y Cupriavidus.
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