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@Resumen:

Procedimiento para la producci6on de
polihidroxialcanoatos y de ectoina mediante
sacarificacion y fermentacion simultdnea a partir de
hidrolizados de grano de cereal. La invencion se
refiere a un procedimiento de aprovechamiento de
grano de cereal licuefactado que permite obtener
polihidroxialcanoatos (PHA) y ectoina, mediante un
proceso de fermentacion y sacarificacion simultaneas
(SSF) utilizando una bacteria halofila. El
procedimiento permite flexibilizar la operacion de una
biorrefineria de etanol derivando una fraccién de la
materia prima a producir PHA y/o ectoina, en funcién
del precio de mercado de los combustibles.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccion de polihidroxialcanoatos y de ectoina mediante sacarificacion y fermentacion
simultédnea a partir de hidrolizados de grano de cereal

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) y ectoina a
partir de hidrolizados de grano de cereal. El procedimiento, objeto de la presente invencion se puede integrar en
una instalacién de produccién de bioetanol en la que parte del cereal se derivaria, una vez pretratado, hacia la
produccién de bioplasticos y ectoina. Esta invencion se basa en la adaptacién del proceso de fermentacion y
sacarificacion simultaneas (SSF), usado en la produccion de etanol, para la produccion de PHA y ectoina.

ESTADO DE LA TECNICA

La producciéon mundial de plasticos en el afio 2012 alcanzé los 288 millones de toneladas. Se estima que tan
solo el 6% de los residuos plasticos llegan a reciclarse. Un estudio reciente estima que se encuentran flotando a
la deriva en los océanos unas 270,000 toneladas de residuos plasticos (Eriksen M. et al., 2014; Plos ONE 9:
€111913. doi:10.1371/journal.pone.0111913). A pesar de ser un material fabricado para resistir y durar en el
tiempo, a menudo también se disefia para aplicaciones de un solo uso. Los bioplasticos o plasticos
biodegradables podrian sustituir en muchas de sus aplicaciones a los plasticos de origen fosil. La capacidad de
ser degradados facilmente supondria una ventaja medioambiental importante con respecto a los plasticos de
origen fosil.

Existen diferentes tipos de microorganismos capaces de producir y acumular diferentes tipos de PHA, aunque los
que se obtienen con mayor frecuencia son los polihidroxibutiratos (PHB) y polihidroxivaleriatos (PHV). De forma
general, se clasifican como poliésteres termoplasticos. Estos materiales son acumulados por diversos
microorganismos en su interior como material de reserva. En funciéon del mecanismo o cinética de acumulacion
empleado, los microorganismos se pueden clasificar en tres categorias (Lopar M. et al., 2013; Biochem Eng J 79:
57-70):

i) Especies que presentan una estricta separacion entre la fase de crecimiento y la de produccién de PHA
bajo una limitacion de nitroégeno o fésforo (p. ej. Methylomonas extorquens).

ii) Especies que acumulan PHA bajo condiciones equilibradas de nutrientes, pero alcanzan la maxima
produccién bajo limitacion de nutrientes como nitrégeno o fésforo (p. ej. Cupriavidus necator).

iiiy [Especies que alcanzan altos ratios de acumulaciéon incluso sin ninguna limitacion de nutrientes
esenciales (p. ej. Azahydromonas lata).

Halomonas boliviensis pertenece al primer tipo de especies, por lo que para que se produzca el cambio de
metabolismo hacia la acumulaciéon de PHA es necesario aplicar una limitaciéon en algun nutriente esencial como
nitrégeno o fosforo. En estudios previos, se ha indicado que esta halobacteria es capaz de acumular PHA en una
proporcion de hasta el 80% de su peso, usando glucosa como substrato en una operacion fed-batch
(Quillaguaman J. et al., 2008; Appl Microbiol Biotechnol 78: 227-232). Ademas, debido a su caracter
halotolerante, se obtiene ectoina como subproducto extracelular, un soluto compatible con propiedades
interesantes para productos de cosmeética, como estabilizador de proteinas y otras estructuras celulares frente a
radiaciones UV y sequedad (Pastor J.M. et al., 2010; Biotechnol Adv 28:782-801).

La produccién de bioplasticos todavia no puede competir en términos de costes de produccidn con los plasticos
derivados del petroleo. Los costes actuales de produccion de PHA (4-6 €/kg) son significativamente mayores que
los de los plasticos sintéticos obtenidos mediante procesos quimicos (1-2 €/kg). Los factores que mas influyen
en este coste son el precio del substrato y la etapa de recuperacion del bioplastico, pudiendo representar el coste
del substrato hasta el 50% del coste total de produccion. Este porcentaje se redujo hasta un 30% cuando se
realizé la produccion integrada de PHA y etanol utilizando cafia de azicar como materia prima (Nonato R.V. et
al., 2001; Appl Microbiol 57: 1-5). Cuando se utilizan cultivos puros en la produccién de bioplasticos, el
mantenimiento de condiciones estériles en el biorreactor representa un coste adicional a tener en cuenta.

La sacarificacion y fermentacion simultanea es un proceso frecuentemente utilizado en la produccién de etanol a
partir de cereal. Algunas de sus ventajas frente al uso de un proceso de sacarificacion y fermentacion en dos
etapas (SHF) son: i) reduccion del riesgo de contaminacion microbiana; ii) menor estrés osmaético debido a la
reduccion de la concentracion de glucosa vy iii) mayor eficiencia energética (Bothast R.J. y Schlicher M.A., 2005;
Appl Microbiol Biotech 67: 19-25). Algunas patentes previas han empleado una forma modificada de este
proceso para producir etanol utilizando una levadura termotolerante (Otto E. y Escovar-Kousen J., 2005. US
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2005/0026261 A1), en la producciéon de butanol mediante el proceso ABE (Davidov E.R. et al., 2011. WO
2010087737 A3) y en la produccion de glutamato monosddico, acido lactico y succinico (Bergsma M.H. et al.,
2012. WO 2012019159 A1). Previamente se ha estudiado la produccién de PHA a partir de hidrolizados de trigo
utilizando la bacteria Cupriavidus necator siguiendo un esquema de hidrélisis y fermentacién en dos etapas
(Koutinas A.A. et al., 2007; Enz Microb Technol 40: 1035-1044), pero no existen reportes previos de su
produccién aplicando un proceso SSF.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de PHA y ectoina adaptando el proceso
de obtencion de bioetanol a partir de grano de cereal , en un esquema integrado de biorrefineria. De este modo,
a partir de una unica corriente de entrada, se pueden obtener diversos productos (etanol, PHA, ectoina).

La invencion permite reducir los costes de produccion de PHA mediante la integracion en una biorrefineria de
etanol, usando un substrato de bajo coste, la utilizacién de una bacteria haléfila, que no requiere un proceso de
esterilizacion previo a la fermentacion, y la obtencién de un co-producto de alto valor comercial como la ectoina.
La integraciéon en una biorrefineria de la produccion de etanol y PHA ayuda a reducir los costes asociados a la
materia prima (cereal) y reactivos (enzimas). Ademas permite flexibilizar la operacion de la planta para la
produccién de proporciones variables de etanol, PHA y ectoina, en funcidon del precio de mercado de los
combustibles.

La invencion se refiere a un procedimiento de aprovechamiento de grano de cereal licuefactado, caracterizado
porque comprende las siguientes etapas:

a) centrifugar el grano de cereal licuefactado;

b) someter el sobrenadante obtenido, mosto de cereal, a un proceso de fermentaciéon y sacarificacion
simultaneas (SSF) en un reactor;

c) centrifugar el mosto fermentado en la etapa anterior y separar la biomasa bacteriana, que contiene el
PHA, del sobrenadante que contiene la ectoina;

d) someter la biomasa bacteriana a un procedimiento de extraccion y purificacion del PHA; y

e) concentrar el sobrenadante obtenido tras la centrifugacién del mosto fermentado utilizando evaporacion
a presioén reducida y purificar la ectoina.

Teniendo en cuenta las caracteristicas del proceso, resulta imprescindible la centrifugacién de la corriente de
alimentacién para eliminar, al menos, los sélidos de mayor tamafo. Ya que los polimeros se acumulan
intracelularmente, la separacion previa de los sélidos de la alimentacion facilitara el proceso de extraccion del
producto. Se comprobo que a pesar de efectuar la separacion soélido-liquido tras la licuefaccién, el rendimiento en
azucares de la sacarificacion se mantiene.

En una realizacién preferente el volumen inicial del medio de fermentaciéon, formado por los compuestos
indicados en la Tabla 2, es del 35% con respecto al volumen final de trabajo. Ademas, en una realizacion
particular el medio de fermentaciéon se somete a un proceso de esterilizacién a una temperatura preferente de
115°C durante unos 20 minutos.
El proceso de sacarificacion y fermentacion simultdnea del mosto de cereal comprende:

a) llenado progresivo del reactor; y

b) operacién del reactor en modo discontinuo, también denominado modo batch.

El llenado progresivo del reactor en el proceso de sacarificacion y fermentaciéon simultanea (SSF) comprende las
siguientes etapas:

a) adicion de enzima glucoamilasa, desde el inicio del llenado del reactor hasta alcanzar su llenado
completo de tal forma que su concentracion final esté comprendida en el rango 0,15 a 1,5 g/L;

b) adicion del inéculo; y
c) adicion del medio de fermentacion, que comprende el mosto de cereal, sales y glutamato sdédico.

El medio de propagacion utilizado para la preparacion del indculo esta compuesto por un 50% (v/v) de mosto de
cereal y 50% (v/v) de agua con las sales, NaCl, MgSO4-H20, KoHPO4, NH4Cl, FeSO4-7H,0, Tris, glutamato

3



10

15

20

25

30

35

40

ES 2562377 Al

sédico y la enzima glucoamilasa. El inéculo se afade al reactor en forma de pulso, en una proporciéon del 10%
con respecto al volumen final del reactor. Dicho inéculo estd caracterizado por tener una densidad optica
comprendida en el rango 2,8 a 3. La adicién del indculo se produce entre las dos horas y media y las tres horas y
media de inicio de operacién del rector, preferentemente a las tres horas de operacién del reactor.
Durante el llenado progresivo del reactor se suministra aire al reactor, que en una realizacién preferente se lleva
a cabo a través de un filtro estéril. El caudal del aire suministrado al reactor esta en el rango de 0,5 a 2,5 L aire/(L
medio-min). El pH se mantiene durante todo el proceso de SSF a un valor preferente de 7,5 mediante la adicion
de NaOH 5 M, mientras que la temperatura se mantiene preferentemente a 30°C.
La adicidon del medio de fermentacion se realiza entre las cuatro horas y media y las cinco horas y media de
operacién del reactor, preferentemente en la quinta hora de operacion del reactor. Las sales introducidas en el
proceso de llenado comprenden NaCl, MgSO4-H,0, KzHPO4, NH4Cl y FeSO4-7H,0.
El proceso de adicion de la enzima y del medio de fermentacion finaliza entre las trece horas y media y las
catorce horas y media de operacién del reactor, preferentemente a las catorce horas de operacion del reactor. El
reactor opera en modo batch hasta la hora 72 aproximadamente.
En un modo de realizaciéon el procedimiento de extraccion y purificacion del PHA es el procedimiento acido
descrito en Lopez Lopez-Abelairas et al.,, 2015; Biochemical Engineering Journal 93: 250-259. La etapa de
extraccion y purificacion del PHA comprende:

a) separar por centrifugacion la biomasa bacteriana;

b) liofilizar la biomasa resultante de la centrifugacion;

¢) homogenizar el solido resultante de la etapa anterior mediante agitacién mecanica;

d) someter la suspensién homogénea de biomasa con una carga de soélidos determinada a un proceso de
digestion acida usando una soluciéon de H2S04;

e) ajustar el pH del producto de la digestion a 10, con una disolucion de NaOH 0,5 N;

f) lavar el sélido con agua; y

g) aplicar una etapa de blanqueo con hipoclorito sédico, para eliminar la proteina residual.
En un aspecto de la invencioén la solucion de H SO, utilizada en la etapa de suspensién homogénea tiene una
concentracion del 3,5%. La etapa de digestion acida se lleva a cabo a una temperatura comprendida en el rango
70°C a 90°C, preferentemente a 80°C; con una duracién de entre 5 a 7 horas, preferentemente 6 horas; y con
una carga de solido preferente de 5% (p/v). En otro aspecto de la invencién el hipoclorito sédico utilizado en la

etapa de blanqueo tiene una concentracion del 3% (p/v).

El procedimiento para purificar la ectoina comprende las siguientes etapas (Onraedt et al, 2005; Biotechnology
Progress 21: 1206-1212):

a) concentrar el sobrenadante obtenido tras la centrifugacién del mosto fermentado utilizando evaporacion
a presion reducida y 60°C;

b) eliminar las sales y el glutamato mediante lavado con etanol;

c) cristalizar el liquido concentrado resultante de la etapa anterior;
d) separar los cristales de ectoina por filtracion;

e) lavar con etanol los cristales de ectoina formados; y

f) cristalizar el liquido resultante para obtener ectoina purificada.

En otro aspecto la invencion se refiere a una biorrefineria que incorpora el procedimiento objeto de la presente
invencioén para la produccién de polihidroxialcanoatos y ectoina.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Las modalidades detalladas en las figuras se ilustran a modo de ejemplo y no a modo de limitacion:
La Figura 1 muestra un esquema del proceso clasico de produccion de bioetanol de primera generacion.

La Figura 2 muestra un esquema del proceso integrado de biorrefineria, con la produccién de bioetanol, PHA y
ectoina. El proceso convencional de produccion de etanol se muestra dentro del area marcada.

La Figura 3 muestra el esquema del proceso de llenado del reactor SSF para la produccién de PHA y ectoina.

La Figura 4 muestra la evolucion del crecimiento y la acumulacién de H. boliviensis durante un proceso SSF con
mosto de cereal. Siendo DCW (Dry Cell Weight), el peso total de la biomasa y RCM (Residual Cell Mass), el
peso de la biomasa, sin tener en cuenta el PHA.

EJEMPLOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

El procedimiento anteriormente descrito se aplicé a la produccion de PHA y ectoina utilizando como substrato
mosto de maiz obtenido tras una etapa de licuefacciéon. La primera etapa de llenado del reactor dur6é 14 horas,
durante la cual se realizé el llenado progresivo del mismo mientras que se llevaba a cabo parte de la
sacarificacion y la fermentacion. Tras las 14 horas de llenado, continué la fermentacion hasta el agotamiento del
substrato. El proceso de llenado consta de las siguientes etapas, recogidas en la Figura 3:

a) Esterilizacion (115°C durante 20 min) del reactor con las sondas correspondientes de pH, pO2 y
temperatura con un volumen de medio de fermentacion, ver Tabla 1, del 35% con respecto al volumen
final de trabajo.

b) Hora 0: El proceso se inicié con la adicion de la enzima glucoamilasa, durante las primeras 14 horas
del proceso. Se adicioné enzima diluida en agua destilada de forma que la concentracién final de
enzima en el reactor fue de 1,5 g/L.

c) Hora 3: adicion del inéculo con un ratio del 10% (v/v). Preparado en el medio de propagacion descrito
en la Tabla 2. La densidad 6ptica del inéculo utilizado estuvo comprendida en el rango 2,8 a 3.

d) Hora 5: comenzo la adicion del resto del medio de fermentacién hasta la hora 14, junto con el enzima
restante.

e) Hora 14: finalizé la entrada de nutrientes y enzima. Debido a la sacarificacion continua de glucosa,
este substrato siempre se mantuvo en exceso. El nutriente limitante fue el nitrégeno, de forma que, de
acuerdo a las caracteristicas de crecimiento de H. boliviensis, se observé crecimiento bacteriano hasta
que la falta de nitrégeno provocé un cambio de metabolismo hacia la acumulacién de PHA. La duraciéon
total del proceso fue de 72 horas.

Tabla 1. Medio de fermentacion.

Compuesto Concentracion

Mosto licuefactado y centrifugado 100% viv
NaCl 45 g/l
MgSQO4-H20 2,8 g/L
K2HPO4 2,2g/lL
NH4CI 4 g/L
FeSO,4-7H>0 0,005 g/L
Glutamato sddico 20 g/L
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Tabla 2. Medio de propagacion

Compuesto Concentracion

Mosto licuefactado y centrifugado 50% viv
Agua 50% vlv
NaCl 45 g/L
MgS0O4-H,0 1,4 g/L
KoHPO, 0,55 g/L
NH4CI 2,3 g/L
FeSO4 7H0 0,005 g/L
Glutamato sddico 3g/L
Tris 15 g/L
Glucoamilasa 146 mg/L

Los medios utilizados tanto en el caso de la propagacién como en el reactor SSF son una adaptacion para mosto
de cereal del medio usado por Quillaguaman J. et al., 2008; Appl Microbiol Biotechnol 78: 227-232.

El proceso SSF se llevé a cabo en un biorreactor a escala de laboratorio de 2 L de volumen que contaba con
monitorizacién on-line y control automatico de temperatura, agitacion, pH y caudal de aire, y monitorizacién del %
de oxigeno disuelto y % CO2 en la corriente de salida de gas.

El pH se mantuvo durante todo el proceso en 7,5 mediante la adicion de NaOH 5 M, mientras que la temperatura
se mantuvo en 30°C.

En estudios previos se estudié el comportamiento del enzima en estas condiciones éptimas para el crecimiento
de la bacteria, en cuanto a concentracion de sal, temperatura y pH, y se comprobd que incluso en estas
condiciones, la disminucion de la actividad glucoamilasa no era relevante para la continuidad del proceso.

A diferencia de la produccién de etanol, este proceso es aerobio, por lo que se suministré aire al reactor a través
de un filtro estéril. El caudal de aire sumistrado varié desde 1 L/L-min hasta 5 L/L-min, el cual se incrementd
progresivamente para mantener una concentraciéon adecuada de oxigeno disuelto (pO2) en el reactor.

En la Figura 4 se representa la evolucion del proceso SSF con el tiempo. Se mantuvo un exceso de
concentracion de glucosa (20 - 60 g/L) durante el proceso, asi como la concentracion de P-PO,* (0,1 -0,2 g/L).
Hasta la hora 32 se observé un gran crecimiento bacteriano (RCM), llegando a alcanzar una concentracion de 22
g/L. A partir de la hora 32 se observa como el crecimiento bacteriano se detiene, pero el contenido en PHA
comienza a incrementarse exponencialmente, coincidiendo con la desaparicion del nitrgeno amoniacal en el
medio. A través de la cuantificaciéon de PHA por cromatografia de gases se comprobd que el tipo de polimero
acumulado esta formado por unidades de PHA. Aunque la fermentacién se siguié hasta la hora 77, en la hora 72
se alcanzo el maximo de acumulacion, 50% (en peso) de PHA con respecto a la biomasa seca (Dry cell weight,
DCW) ademas de 4 g/L de ectoina en el medio liquido.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de aprovechamiento de grano de cereal licuefactado para la obtencién de ectoina y
polihidroxialcanoatos (PHA), caracterizado porque comprende las siguiente etapas:

a. centrifugar el grano de cereal licuefactado;

b. someter el sobrenadante obtenido, mosto de cereal, a un proceso de fermentacién vy
sacarificacion simultaneas en un reactor;

C. centrifugar el mosto fermentado en la etapa anterior y separar la biomasa bacteriana, que
contiene el PHA, del sobrenadante que contiene la ectoina;

d. someter la biomasa bacteriana a un procedimiento de extraccion y purificacion del PHA; y

e. concentrar el sobrenadante obtenido tras la centrifugacion del mosto fermentado utilizando
evaporacion a presion reducida y purificar la ectoina.

El procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el proceso de sacarificacion y
fermentacion simultanea del mosto de cereal comprende:

a. llenado progresivo del reactor; y
b. operacioén del reactor en modo discontinuo, también denominado modo batch.

El procedimiento, segun la reivindicacién 2, caracterizado porque el llenado progresivo del reactor
comprende las etapas de:

a. adicion de enzima glucoamilasa, desde el inicio del llenado del reactor hasta alcanzar su
llenado completo;

b. adicion del indculo; y

C. adicion del medio de fermentacidén en continuo, que comprende el mosto de cereal, sales y
glutamato sédico.

El procedimiento, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque las sales del medio de fermentacion
comprenden NaCl, MgSO4-H20, KoHPO4, NH4Cl y FeSO4-7H20.

El procedimiento, segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque la etapa de fermentacion del proceso
de sacarificacion y fermentacion simultanea es realizada utilizando una bacteria halofila.

El procedimiento, segun la reivindicacidon 2, caracterizado porque el mosto de cereal se somete a un
proceso de esterilizacion.

El procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizado porque la esterilizacién del mosto se lleva a
cabo dentro del reactor a una temperatura preferente de 115°C.

El procedimiento segun la reivindicacion 6, caracterizado porque la esterilizacion del mosto tiene una
duracion preferente de 20 minutos.

El procedimiento, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el proceso de sacarificacion y
fermentacion simultanea se lleva a cabo a un pH preferente de 7,5.

El procedimiento, segun la reivindicacion 2, caracterizado porque se suministra aire al reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacion 10, caracterizado porque el suministro de aire se produce a
través de un filtro estéril.

El procedimiento segun las reivindicaciones 10 y 11, caracterizado porque el caudal de aire
suministrado esta en el rango de 0,5 a 2,5 L aire/(L medio-min).

El procedimiento segun la reivindicaciéon 3, caracterizado porque la enzima glucoamilasa se afiade en
continuo en el reactor manteniendo su concentracion final en el rango 0,15 - 1,5 g/L.
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El procedimiento, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el inéculo se prepara en un medio de
propagacion compuesto por 50% (v/v) de mosto de cereal y 50% (v/v) de agua con las sales, NaCl,
MgSQ4-H20, K:HPO4, NH4CI, FeSO4-7H0, Tris, glutamato sédico y la enzima glucoamilasa.

El procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el indculo se afiade en una proporcion
del 10% (v/v) con respecto al volumen final del reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el indculo tiene una densidad optica
comprendida en el rango 2,8 a 3.

El procedimiento segun la reivindicacion 3 caracterizado porque la adicion del indculo se realiza en las
dos horas y media y las tres horas y media de operacion del reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacion 17, caracterizado porque la adicién del inéculo se realiza
preferentemente en la tercera hora de operacion del reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacion 3 caracterizado porque la adicion del resto del medio de
fermentacion se realiza en las cuatro horas y media y las cinco horas y media de operacién del reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacién 19 caracterizado porque la adicién del resto del medio de
fermentacion se realiza preferentemente en la quinta hora de operacion del reactor.

El procedimiento segun la reivindicacion 3 caracterizado porque la adicién de la enzima, del inéculo y
del medio de fermentacion finaliza entre las 13 horas y media y las 14 horas y media de operacion del
reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacion 21, caracterizado porque la adiciéon de la enzima, del inéculo y
del resto del medio de fermentacion finaliza preferentemente a las 14 horas de operacion del reactor.

El procedimiento segun la reivindicacion 3 caracterizado porque el reactor opera en modo discontinuo
hasta la hora 72 de operacion del reactor.

El procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de extraccion y purificacion
del PHA comprende:

a. separar por centrifugacion la biomasa bacteriana;
b. liofilizar la biomasa resultante de la centrifugacion;
c. homogenizar el sélido resultante de la etapa anterior mediante agitacién mecanica;

d. someter la suspension homogéneas de biomasa con una carga de solidos a un proceso de
digestién acida usando una solucion de HSOy;

e. ajustar el pH de la solucion obtenida en la etapa anterior a 10 utilizando una solucion de NaOH
0,5N;

f. lavar el sélido con agua; y
g. aplicar un blanqueo con hipoclorito sédico para remover la proteina residual y obtener el PHA.

El procedimiento, segun la reivindicacién 24, caracterizado porque la disolucién de H.SO4 utilizada en la
etapa de suspension homogénea tiene una concentracion del 3.5%.

El procedimiento, segun la reivindicacion 24, caracterizado porque la etapa de digestion acida se lleva a
cabo a una temperatura comprendida en el rango 70°C a 90°C, preferentemente a 80°C.

El procedimiento, segun la reivindicacion 24, caracterizado porque el proceso de digestion acida tiene
una duracion comprendida en el rango 5 a 7 horas, con una duracion preferente de 6 horas.

El procedimiento, segun la reivindicacion 24, caracterizado porque el proceso de digestion acida se lleva
a cabo con una carga de solido de 5% (p/v).

El procedimiento, segun la reivindicacion 24, caracterizado porque el hipoclorito sédico utilizado en la
etapa de blanqueo tiene una concentracion del 3% p/v.
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30. El procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de recuperacion y purificacion
de ectoina comprende:

a. concentrar el sobrenadante obtenido tras la centrifugacion del mosto fermentado utilizando
evaporacion a presion reducida;
5 b. eliminar las sales y el glutamato mediante lavado con etanol;
c. cristalizar el liquido concentrado resultante de la etapa anterior;
d. separar los cristales de ectoina por filtracion;
e. lavar con etanol los cristales de ectoina formados; y
f.  cristalizar el liquido resultante para obtener ectoina purificada
10 31. Polihidroxialcanoatos, PHA, obtenidos mediante el procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 29.

32. Ectoina obtenida mediante el procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 30.

33. Biorrefineria que incorpora el procedimiento segun las reinvidicaciones a 1 a 30.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201531498

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DOAN VAN T: "Production of poly(3-hydroxybutyrate) and ectoines using a
halophilic bacterium" (Doctoral Thesis 2009) en Lund University Publications
[online] (17.11.2009). [Recuperado el 22.02.2016]. Recuperado de Internet:
https://lup.lub.lu.se/search/publication/1503880

D02 MOTHES G et al. Biotechnological Coproduction of Compatible Solutes and 30.11.2008
Polyhydroxyalkanoates using the Genus Halomonas. Engineering in Life
Sciences DIC 2008 (12.2008) VOL: 8 No: 6 Pags: 658-662

ISSN 1618-0240(print) ISSN 1618-2863(electronic)

Doi: doi:10.1002/elsc.200800097.

D03 RIVERA-TERCEROS P et al: "Production of poly(3-hydroxybutyrate) by
Halomonas boliviensis in an air-lift reactor", Journal of Biological Research-
Thessaloniki (03.08.2015), vol. 22 (8), DOI 10.1186/s40709-015-0031-6.
D04 YIN JIN et al. Halophiles, coming stars for industrial biotechnology. 31.10.2015
Biotechnology Advances NOV 15 2015 00.11.2015 VOL: 33 No: 7, Sp. Iss.
S| P4ags: 1433-1442 ISSN 0734-9750(print) ISSN 1873-1899 (electronic)

Doi: doi:10.1016/j.biotechadv.2014.10.008

D05 DOAN VAN T "High productivity of ectoines by Halomonas boliviensis using
a combined two-step fed-batch culture and milking process”, Journal of
Biotechnology (2010), Vol. 147, pp.: 46-51, doi:10.1016/j.jbiotec.2010.03.003
D06 WO 2004046333 A2 (NOVOZYMES NORTH AMERICA INC) 03.06.2004
D07 DE 102008045237 Al (HELMHOLTZ ZENT UMWELTFORSCHUNG) 04.03.2010

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud reivindica un procedimiento para la obtencién de ectoina y polihidroxialcanoatos (PHA) a partir de grano de
cereal licuefactado. Aunque en la descripcion se explica que este procedimiento estaria integrado dentro de un proceso de
obtencion de bioetanol, lo que permitiria reducir costes, sorprendentemente esta caracteristica no se reivindica en la
solicitud.

La solicitud reivindica, ademas de este procedimiento, los productos obtenidos (ectoina y PHA) mediante la realizacion del
mismo, asi como una biorrefineria que incorpore dicho procedimiento.

Los PHA tienen una gran importancia econdmica en la fabricacion de plasticos. La ectoina, por otro lado, es una molécula
con importancia en el campo de la cosmética, como estabilizadora de proteinas y otros componentes celulares frente a
radiaciones UV y sequedad.

La clave del procedimiento esta en la sacarificacion (hidrolisis de los azlcares) y la fermentaciéon simultaneas del sustrato
(SSF). La sacarificacion se lleva a cabo mediante la adicion de una glucoamilasa. La halobacteria que se utiliza para llevar a
cabo la fermentacion y posterior produccion de ectoina y PHA no puede alimentarse bien de los azlcares no hidrolizados del
grano de cereal. Requiere su previa hidrdlisis (sacarificacion). A medida que la glucoamilasa va degradando los azlicares
complejos en otros més sencillos, la halobacteria va llevando a cabo la fermentacién de forma simultanea.

Una vez finalizada esta etapa simultanea, los medios de cultivo se someten a centrifugacion y se extraen posteriormente
PHA y ectoina del sedimento y del sobrenadante respectivamente.

D01-D07 representan el estado de la técnica anterior. De dicho estado de la técnica se conoce la obtenciéon de PHA a partir
de fuentes de carbono utilizando halobacterias (D03 y D04), la de ectoina (D04 y D05), o la de ambos productos (D01, D02 y
D07). Tal y como se describe en D01 y D02, también se conoce la posibilidad de utilizar residuos agricolas como fuente de
alimentacion para las halobacterias en la produccién de ectoina y PHA de forma que se puedan reducir los costes del
procedimiento.

Por otro lado, también son conocidos los procedimientos en los que se lleva a cabo una fermentacion de forma simultanea a
una sacarificacion (D06).

Sin embargo no se ha encontrado documento alguno que muestre la existencia de una etapa de fermentacion simultanea a
un proceso de sacarificacion en un procedimiento de obtenciéon de ectoina y PHA como el reivindicado en la solicitud.
Ademas, se considera que un experto en la materia no llegaria de forma obvia a idear esta etapa a partir de lo ya conocido
del estado de la técnica anterior.

Por todo ello, se estima que las reivindicaciones 1-33 de la solicitud cumplen los requisitos de novedad en el sentido del
articulo 6.1 de la Ley 11/1986, y de actividad inventiva en el sentido del articulo 8.1 de la Ley 11/1986.
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