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DESCRIPCION

Procedimiento para producir un acrilato de alquilo inferior y 2-buteno a partir de una biomasa genéticamente modificada
de poli-3-hidroxibutirato

Antecedentes de la invencion

Los polimeros biodegradables, de base bioldgica tales como polihidroxialcanoatos (PHA), se producen naturalmente en
sistemas de biomasa, tales como biomasa vegetal, biomasa microbiana (por ejemplo, bacterias que incluyen
cianobacterias, levaduras, hongos) o biomasa de algas. Recientemente se han desarrollado sistemas de biomasa
modificados genéticamente que producen una amplia variedad de polimeros y copolimeros de PHA biodegradables (Lee
(1996), Biotechnology & Bioengineering 49: 1-14, Braunegg et al., (1998), J. Biotechnology 65: 127- 161; Madison, LL y
Huisman, GW (1999), Metabolic Engineering of Poly-3-Hydroxyalkanoates; From DNA to Plastic, en: Microbial. Mol. Biol.
Rev. 63: 21-53).

También recientemente ha habido avances en el desarrollo de sistemas de biomasa que producen quimicos "verdes"
tales como 1,3-propanodiol (BioPDO® de Dupont), 1,4-butanodiol (Genomatica) y acido succinico (Bioamber) para
nombrar unos pocos. Analogamente a los polimeros de PHA de base bioldgica, estos productos quimicos de base
biolégica han sido producidos por sistemas de biomasa modificados genéticamente que utilizan materias primas
renovables, tienen menor huella de carbono y, segun se informa, menores costos de produccion en comparacion con los
métodos tradicionales de produccidon quimica a partir del petréleo. Sin embargo, una desventaja de producir
directamente productos quimicos a través de un bioprocedimiento es que los productos quimicos a menudo son tdxicos
para las células que los producen de modo que el rendimiento quimico general de las células es bajo. Ademas, otros
compuestos producidos por las células terminan como impurezas en los productos quimicos de interés y, por lo tanto, se
debe agregar una etapa de purificacion al procedimiento, agregando un factor de costo adicional. Por lo tanto, existe la
necesidad de superar las desventajas de la toxicidad celular y la pureza descritas anteriormente.

El documento WO 03/051813 A1 describe la preparacion de acidos alquenoicos tales como acido acrilico y acido
crotoénico por calentamiento de polihidroxialcanoatos.

Resumen de la invencion y la divulgacion adicional

Se ha encontrado que los productos quimicos de base bioldgica (componentes monoméricos y derivados) pueden
producirse de manera simple y econdémica mediante la descomposicion térmica de la biomasa genéticamente
modificada que contiene polihidroxialcanoatos (PHA) en presencia de un catalizador. Los huéspedes pueden
modificarse genéticamente para producir polihidroxialcanoatos en sus células en cantidades y composiciones
enriquecidas. Con la variedad de polimeros de PHA disponibles, se produce una amplia gama de productos quimicos
utiles e importantes de manera facil y econémica, a la vez que se superan los problemas de toxicidad y pureza celular.
Los polimeros de PHA en la biomasa se degradan a componentes monoméricos y otros productos quimicos
modificados (por ejemplo, derivados) bajo condiciones que son eficientes en cuanto a costos y tiempo.

La presente descripcion se refiere en general a métodos para producir componentes monoméricos de base biolégica de
alta pureza y alto rendimiento a partir de recursos de carbono renovables. Las ventajas de este procedimiento de
biorrefineria son que utiliza una fuente de carbono renovable como materia prima, los huéspedes genéticamente
modificados producen PHA con alto rendimiento sin efectos adversos para la célula huésped (lo que podria limitar la
eficiencia del procedimiento) y cuando se combinan con catalizadores y se calientan son capaces de producir
componentes monoméricos de base bioldgica y sus derivados con alto rendimiento y alta pureza.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a métodos para producir un componente monomérico a partir
de una biomasa de polihidroxialcanoato (PHA) modificado genéticamente, que comprende: calentar la biomasa en
presencia de un catalizador para liberar un componente monomérico del PHA, en donde el rendimiento del componente
monomeérico es aproximadamente 70% con base en un gramo de monémero por gramo de polihidroxialcanoato.

En ciertas realizaciones, el polihidroxialcanoato es uno o mas seleccionados de un poliglicélido, un poli-3-
hidroxipropionato, un poli-3-hidroxibutirato, un poli-4-hidroxibutirato, un poli-5-hidroxivalerato, o un copolimero de los
mismos. En algunas realizaciones, el componente monomeérico es glicdlido, 3-hidroxipropolactona, acido acrilico, acido
croténico, 5-hidroxivalerolactona o una mezcla de dos o mas de los mismos. En algunas realizaciones, el componente
monomeérico contiene menos del 10% en peso de productos secundarios. En ciertas realizaciones, la biomasa es de un
huésped recombinante seleccionado de un cultivo de planta, bacterias, una levadura, un hongo, un alga, una
cianobacteria o una mezcla de dos o mas de los mismos. En ciertas realizaciones, el huésped es bacteriano. En algunas
realizaciones, la bacteria se selecciona de Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus (renombrado como Ralstonia
eutropha), Bacillus spp., Alcaligenes latus, Azotobacter, Aeromonas, Comamonas, Pseudomonas, Pseudomonas,
Ralstonia, Klebsiella), Synechococcus sp PCC7002, Synechococcus sp. PCC 7942, Synechocystis sp. PCC 6803,
Thermosynechococcus elongatus BP-1, Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus, Chromatium tepidum, Chromatium
vinosum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus y Rhodopseudomonas palustris. En otras realizaciones, el
huésped es un cultivo vegetal. En algunas realizaciones, el cultivo vegetal se selecciona de tabaco, cafia de azucar,
maiz, pasto varilla, sorgo miscanthus, sorgo dulce, o una mezcla de dos o mas de los mismos. En otras realizaciones, el
huésped es un alga recombinante seleccionada entre Chlorella minutissima, Chlorella emersonii, Chlorella sorokiniana,
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Chlorella ellipsoidea, Chlorella sp., o Chlorella protothecoides. En ciertas realizaciones, la biomasa genéticamente
modificada tiene una mayor cantidad de producciéon de PHA en comparacion con el organismo de tipo natural.

En ciertas realizaciones de los métodos descritos en la presente memoria, el calentamiento incluye pirdlisis, torrefaccion
o pirdlisis instantanea. En algunas realizaciones, el calentamiento es a una temperatura de aproximadamente 200°C
hasta aproximadamente 350°C. En ofras realizaciones, la biomasa se seca antes del calentamiento. En aun otras
realizaciones, el secado es a una temperatura de 100°C hasta 175°C. En ciertas realizaciones, la biomasa seca tiene un
contenido de agua de 5% en peso, o menos. En ciertas realizaciones, el calentamiento es de aproximadamente 1
minuto hasta aproximadamente 30 minutos o de 1 minuto hasta aproximadamente 2 minutos.

En ciertas realizaciones, los métodos comprenden ademas recuperacion del componente monomérico, por ejemplo,
condensacioén u otros métodos de recuperacion.

En ofras realizaciones, el catalizador es un catalizador metalico o un catalizador organico. En algunas realizaciones, el
catalizador es de 4% a 15% en peso.

En otro aspecto, los métodos de la presente divulgacion incluyen secado de una biomasa (por ejemplo, biomasa
genéticamente modificada), que comprende PHA, calentamiento de la biomasa seca a 200-350°C para producir
componentes monomeéricos y luego modificar los productos monoméricos por hidrogenacion directa, esterificacion y/o
amidacion para producir los dioles, ésteres de hidroxilo o amidas correspondientes. Por ejemplo, cuando una biomasa
comprende poli-3HB, el componente monomérico, acido crotdnico, puede modificarse adicionalmente hasta otros
productos de cuatro carbonos (productos C4, por ejemplo, derivados) que incluyen, pero no se limitan a, acido fumarico,
buteno, anhidrido maleico (MAN), 2-propileno, acido acrilico y similares. Del mismo modo, cuando una biomasa
comprende 3-hidroxipropionato (3HP), el componente monomérico, B-propiolactona, puede modificarse hasta otros
productos de tres carbonos (productos C3, por ejemplo, derivados) tales como acido acrilico, acrilato de metilo,
acrilamida, acrilonitrilo, 3-hidroxipropioato de etilo, acido maldnico y similares. La biomasa que comprende poli-5-
hidroxivalerato para producir &-valerolactona también se puede modificar a otros productos de cinco carbonos (C5) (por
ejemplo, derivados).

En algunas realizaciones, se describen los métodos para producir acido crotdnico a partir de una biomasa de
polihidroxialcanoato (PHA) genéticamente modificada. Estos métodos incluyen calentamiento de la biomasa en
presencia de un catalizador para liberar el componente de acido croténico a partir del PHA, en donde el rendimiento del
monomero es de aproximadamente 70% con base en un gramo de mondmero por gramo de polihidroxialcanoato,
haciendo reaccionar el acido croténico formando un éster de alquil crotonato inferior; y haciendo reaccionar el éster de
crotonato de alquilo inferior (por ejemplo, butilo) en condiciones adecuadas para formar un acrilato de alquilo inferior y
un 2-buteno mediante metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador con una cantidad suficiente de
propileno. El propileno se puede formar a partir de una reaccion de metatesis de etileno y 2-buteno en presencia de un
segundo catalizador y el exceso de propileno se elimina continuamente. El éster de crotonato de alquilo inferior puede
reaccionar adicionalmente en presencia de un segundo catalizador para formar un alcohol.

En ciertos aspectos, el primer catalizador es un catalizador de metatesis (por ejemplo, un catalizador de metatesis
cruzada de Hoveyda-Grubb, 1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-2-imidazolidiniliden)dicloro(o-isopropoxifenilmetilen)rutenio o
similares). En otros aspectos, el primer catalizador no esta expuesto a etileno. En ciertos aspectos, el segundo
catalizador es un catalizador de metatesis.

En otras realizaciones, los métodos para producir acido croténico a partir de una biomasa de polihidroxialcanoato (PHA)
genéticamente modificada incluye el calentamiento de la biomasa en presencia de un catalizador para liberar un
componente de acido croténico del PHA, en donde el rendimiento del componente de Aacido croténico es
aproximadamente de 70% con base en un gramo de monémero por gramo de polihidroxialcanoato que reacciona con el
acido croténico para formar un éster de crotonato de butilo e hidrogenar el éster de crotonato de butilo para formar dos
moles de butanol. En ciertas realizaciones, los métodos incluyen producir una 3-hidroxipropriolactona a partir de una
biomasa de polihidroxialcanoato (PHA) modificado genéticamente, que comprende el calentamiento de la biomasa en
presencia de un catalizador, por ejemplo, carbonato de sodio sulfato ferroso heptahidratado para liberar un componente
monomérico del PHA, en donde el rendimiento del componente monomérico es de aproximadamente 70% con base en
un gramo del componente monomérico por gramo de polihidroxialcanoato y se forma acido acrilico. En algunas
realizaciones, se proporcionan métodos para producir acido croténico a partir de una biomasa de polihidroxialcanoato
(PHA) genéticamente modificada, que comprende el calentamiento de la biomasa en presencia de un catalizador para
liberar el componente de acido crotonico del PHA, en donde el rendimiento del monémero es de aproximadamente 70%
con base en un gramo de mondmero por gramo de polihidroxialcanoato y el acido crotdnico se modifica adicionalmente
a acido fumarico, buteno, anhidrido maleico (MAN), 2-propileno o acido acrilico.

En algunas realizaciones, el catalizador es un catalizador metalico. En ciertas realizaciones, el catalizador es un
compuesto de cloruro, éxido, hidréxido, nitrato, fosfato, sulfonato, carbonato o estearato que contiene un ion metalico
que es aluminio, antimonio, bario, bismuto, cadmio, calcio, cerio, cromo, cobalto, cobre, galio, hierro, lantano, plomo,
litio, magnesio, molibdeno, niquel, paladio, potasio, plata, sodio, estroncio, estafio, tungsteno, vanadio o cinc o mezclas
de los mismos. En algunas realizaciones, el catalizador es un catalizador organico que es una amina, azida, enol, glicol,
sal de amonio cuaternario, fendxido, cianato, tiocianato, dialquilamida y tiolato de alquilo o mezclas de los mismos. En
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ciertas realizaciones, el catalizador es hidréxido de calcio, sulfato ferroso heptahidratado o carbonato de sodio o una
mezcla de estos. En ciertas realizaciones, el catalizador es un lecho de catalizador fijo que consiste en granulos de
alumina de 1/8 impregnados con pentdxido de vanadio o compuestos similares.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere ademas a un procedimiento de biorrefineria continua para la
produccion de acido acrilico a partir de una biomasa de PHA utilizando un protocolo de reaccion de catalisis en tandem
multiple, que comprende: cultivar una biomasa de PHA genéticamente modificada para producir poli-3-hidroxibutirato,
pirolizar el poli-3-hidroxibutirato para producir acido croténico, hacer reaccionar el acido croténico para formar un éster
de crotonato de alquilo inferior en presencia de un catalizador de transesterificacion; y hacer reaccionar el éster de
crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar un acrilato de alquilo inferior y 2-buteno mediante
metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador de metatesis con una cantidad suficiente de propileno, en
donde el propileno se forma a partir de una reaccion de metatesis de etileno y 2-buteno en presencia de un segundo
catalizador de metatesis y el exceso de propileno se elimina continuamente.

En otra realizacion, la presente descripcion se refiere a un procedimiento continuo de biorrefineria para la produccion de
acido acrilico a partir de una biomasa de PHA genéticamente modificada que comprende, cultivar la biomasa de PHA
genéticamente modificada para producir poli-3-hidroxipropionato, calentando el poli-3-hidroxipropionato con un
catalizador para producir acido acrilico y recuperar el acido acrilico. En otra realizaciéon mas, la invencion se refiere a un
procedimiento continuo de biorrefineria para la produccion de glicélido a partir de una biomasa de PHA genéticamente
modificada que comprende cultivar la biomasa de PHA genéticamente modificada para producir poliglicélido, calentando
el poliglicélido con un catalizador para producir un componente monomérico de glicolido y recuperar el mondémero de
glicolido. Un procedimiento continuo de biorrefineria para la produccion de 5-hidroxivalerolactona a partir de una
biomasa de PHA genéticamente modificada que comprende, cultivar la biomasa de PHA genéticamente modificada para
producir poli-5-hidroxivalerolactona, calentando la poli-5-hidroxivalerolactona con un catalizador para producir un
monomero de 5-hidroxivalerolactona y recuperar el monémero de 5-hidroxivalerolactona.

En los procedimientos de biorrefineria continua, el cultivo es continuo, y las otras etapas en cada realizacion descrita
(por ejemplo, calentamiento, reaccion, etc.) se realizan continuamente de acuerdo con procedimientos de fabricacion
estandar.

En ciertas realizaciones, la recuperacion del componente monomérico incluye condensar el componente monomeérico.
Como se usa en la presente memoria, el término "recuperacion” tal como se aplica al componente monomeérico significa
aislarlo de los materiales de biomasa, por ejemplo, incluyendo, pero sin limitarse a: recuperaciéon por condensacion,
metodologias de separacion, tales como el uso de membranas, separacion de la fase gaseosa (por ejemplo, vapor), tal
como destilacion, y similares. Por lo tanto, la recuperacion puede lograrse a través de un mecanismo de condensacion
que captura el vapor del componente monomérico, condensa el vapor del componente monomeérico a una forma liquida
y lo transfiere lejos de los materiales de biomasa.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento que incluye el secado de hojas de pasto varilla (por ejemplo, hojas de
pasto varilla genéticamente modificada), que incluyen poli-3-hidroxiproprionato a una temperatura de 100°C a 175°C
para proporcionar hojas de pasto varilla secas que tienen un contenido de agua de 5% en peso, 0 menos; calentamiento
de las hojas de pasto varilla secas a una temperatura de 200°C a 350°C durante un periodo de tiempo suficiente para
descomponer el poli-3-hidroxiproprionato y liberar acido acrilico, y producir biomasa residual; recuperacion del acido
acrilico; y torrefaccion de la biomasa residual. En algunas realizaciones, el periodo de tiempo es de 1 minuto a 5
minutos. En otras realizaciones, el periodo de tiempo es de 1 minuto a 2 minutos. En algunas realizaciones, la
recuperacion del acido acrilico incluye condensacién del acido acrilico. En algunas realizaciones, la torrefaccion incluye
mantener una temperatura de la biomasa residual a 200°C a 350°C. En ciertas realizaciones, la torrefaccion incluye
mantener la temperatura durante un periodo de tiempo de 10 minutos a 30 minutos. En algunas realizaciones, los
procedimientos descritos también incluyen afiadir un catalizador a la biomasa antes del calentamiento. En ciertas
realizaciones, el catalizador es un catalizador metalico.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento que incluye secar hojas de tabaco (por ejemplo, hojas de tabaco
genéticamente modificadas), que incluyen poli-3-hidroxibutirato a una temperatura de 100°C a 175°C para proporcionar
hojas de tabaco secas que tienen un contenido de agua de 5% en peso, o menos; calentar las hojas de tabaco secas a
una temperatura de 200°C a 350°C durante un periodo de tiempo suficiente para descomponer el poli-3-hidroxibutirato y
liberar una mezcla de acido croténico cis y trans, y producir una biomasa residual; recuperar el acido crotonico cis y
trans; y torrefaccion de la biomasa residual. En algunas realizaciones, el periodo de tiempo es de 1 minuto a 10 minutos
o0 de 1 minuto a 5 minutos o de 1 minuto a 2 minutos o periodos de tiempo entre estos tiempos. En algunas
realizaciones, la recuperacion del acido croténico cis y trans incluye la condensacion del acido croténico cis y trans. En
algunas realizaciones, la torrefaccion incluye mantener una temperatura de la biomasa residual a 200°C a 350°C. En
algunas realizaciones, la torrefaccion incluye mantener la temperatura durante un periodo de tiempo de 10 minutos a 30
minutos (o periodos de tiempo entre estos tiempos). En algunas realizaciones, el procedimiento también incluye afadir
un catalizador a la biomasa antes del calentamiento. En ciertas realizaciones, el catalizador es un catalizador metalico.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento que incluye tratar una biomasa (por ejemplo, biomasa genéticamente
modificada), que incluye un PHA en un procedimiento lignocelulésico para producir azicares fermentables; secar la
biomasa para proporcionar una biomasa seca que tiene un contenido de agua de 5% en peso, o menos; calentar la
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biomasa a una temperatura de 200°C a 350°C durante un periodo de tiempo suficiente para descomponer el PHA y
liberar un componente monomérico, y producir una biomasa residual; recuperar el componente monomérico y usar la
biomasa residual como combustible. En algunas realizaciones, el procedimiento incluye ademas recuperar los aztcares
fermentables. En algunas realizaciones, el procedimiento también incluye afiadir un catalizador a la biomasa antes del
calentamiento. En ciertas realizaciones, el catalizador es un catalizador metalico.

La biomasa de PHA se ha modificado genéticamente para aumentar el rendimiento de PHA sobre la biomasa de tipo
natural, luego la biomasa se trata para producir productos intermedios versatiles que pueden procesarse adicionalmente
para producir productos deseados, especializados y basicos.

En ciertas realizaciones, la produccién de biomasa usa reacciones multiples de catalisis en tandem. La utilizacién de
materias primas renovables a partir de biomasa de PHA para generar productos deseables, por ejemplo, acidos
acrilicos, se ajusta a los principios de la tecnologia ecolégica sin las desventajas de utilizar materias primas de petréleo.

La invencion para la que se reivindica proteccion se refiere a un método para producir un acrilato de alquilo inferior y 2-
buteno a partir de una biomasa de poli-3-hidroxibutirato genéticamente modificada como se define en la reivindicacion 1.

Breve descripcion de los dibujos

Lo anterior sera evidente a partir de la siguiente descripcion mas particular de realizaciones que sirven de ejemplo de la
presente descripcion, tal como se ilustra en los dibujos adjuntos en los que los mismos caracteres de referencia se
refieren a las mismas partes a lo largo de las diferentes vistas. Los dibujos no son necesariamente a escala, sino que se
hace énfasis en ilustrar realizaciones de la presente descripcion.

La Figura 1 es un esquema de la recuperacion de PHA de la biomasa con el residuo convertido en combustible sélido,
de acuerdo con diversas realizaciones.

La Figura 2 es un cromatograma de gases de tabaco + P3HB (10% en peso) pirolizado a 350°C, de acuerdo con una
realizacion.

La Figura 3 es un cromatograma de gases de tabaco + P3HB (10% en peso) + cal (5% en peso) pirolizado a 350°C, de
acuerdo con una realizacion.

La Figura 4 es un diagrama de flujo del proceso para la produccion de acido acrilico de base biologica a partir de
biomasa + P3HB usando catalizadores de metatesis, de acuerdo con una realizacion.

La Figura 5 es un diagrama de flujo del proceso para la esterificacion e hidrogenacion de acido croténico, de acuerdo
con una realizacion.

La Figura 6 es un diagrama de flujo del proceso para la oxidacion de acido croténico hasta anhidrido maleico (MAN), de
acuerdo con una realizacion.

La Figura 7 es un cromatograma de gases de biomasa microbiana seca + P5HV pirolizada a 300°C, de acuerdo con una
realizacion.

La Figura 8 es un cromatograma de gases de biomasa microbiana seca + P5HV + cal (5% en peso) pirolizada a 300°C,
de acuerdo con una realizacion.

La Figura 9 es un cromatograma de gases de pasto varilla seco + P3HP pirolizado a 300°C, de acuerdo con una
realizacion.

La Figura 10 es un cromatograma de gases de pasto varilla seco + P3HP + FeSO, 7 H20O (5% en peso) pirolizado a
300°C, de acuerdo con una realizacion.

La Figura 11 es un cromatograma de gases de pasto varilla seco + P3HP + Na>COs (5% en peso) pirolizada a 300°C, de
acuerdo con una realizacion.

La Figura 12 es un esquema del ciclo catalitico para la autometatesis de propileno para producir 2-buteno y etileno.
Descripcion detallada de la invencion y la divulgacion adicional
Sigue una descripcion de ejemplos de realizaciones de la presente descripcion.

En general, la presente descripcion se refiere a la produccion de productos quimicos especializados y basicos a partir
de biomasas de polimeros de polihidroxialcanoato modificados genéticamente en condiciones controladas. Se describen
en la presente memoria métodos para obtener productos quimicos a partir de biomasa que contiene PHA. En un
aspecto, la biomasa ha sido genéticamente modificada para producir PHA que esta a una concentracién o cantidad
mayor que el PHA que se presenta naturalmente en la biomasa de tipo natural. El organismo huésped ha sido
genéticamente modificado mediante la introduccion de genes y/o supresion de genes en un productor de PHA de tipo
natural o genéticamente modificado que crea cepas que sintetizan PHA a partir de materias primas de bajo costo. La
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biomasa de PHA se produce en un procedimiento de fermentacion donde el microbio modificado genéticamente se
alimenta con un sustrato renovable. Los sustratos renovables incluyen materias primas de fermentacion tales como
azucares, aceites vegetales, acidos grasos o gas de sintesis producido a partir de material vegetal. El nivel de PHA
producido en la biomasa del sustrato de azucar es mayor al 10% (por ejemplo, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% u 80%). El enriquecimiento del PHA permite aumentos directos de los productos de
PHA de partida y la conversion a componentes monomeéricos para su posterior procesamiento en otros productos de
reaccion. En otra realizacion, la biomasa ha sido genéticamente modificada para producir un PHA con ciertos
componentes monoméricos. En ciertos aspectos, estos componentes monoméricos son intermedios para el
procesamiento adicional con otros productos de reaccién o componentes monoméricos, por ejemplo, componentes
monoméricos que son productos quimicos de materias primas.

En otro aspecto, se proporciona un método para convertir un PHA en una biomasa seca que contiene PHA (por ejemplo,
biomasa genéticamente modificada) en componentes monomeéricos, tales como lactonas, glicélidos y acidos organicos
que se recuperan como productos quimicos de materia prima y se usan en otros procedimientos o reacciones. En
ciertas realizaciones, este procedimiento se integra con un procedimiento de torrefaccion mediante el cual la biomasa
residual continla siendo tratada térmicamente una vez que los intermedios quimicos volatiles se han liberado para
proporcionar un material combustible. Los materiales combustibles producidos por este procedimiento se usan para la
combustiéon directa o se tratan adicionalmente para producir liquidos de pirdlisis o gas de sintesis. En general, el
procedimiento tiene la ventaja adicional de que la biomasa residual se convierte en un combustible de mayor valor que
luego puede usarse para la produccion de electricidad y vapor para proporcionar energia para el procedimiento,
eliminando asi la necesidad de tratamiento de residuos.

Aunque se sabe que los polihidroxialcanoatos (PHA) son térmicamente inestables en su forma pura, se encontrd
sorprendentemente que cuando los PHA estan presentes en biomasa en una forma no purificada, se pueden convertir
en productos quimicos intermedios de molécula pequeia, es decir, componentes monoméricos que tienen de 3 a 6
atomos de carbono, con alto rendimiento (por ejemplo, hasta aproximadamente 70%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 90%, aproximadamente 95%) y sorprendentemente alta pureza (por ejemplo,
desde aproximadamente 95% hasta aproximadamente 100%). Al calentar la biomasa a una temperatura
predeterminada durante un corto periodo de tiempo, puede efectuarse la conversion del PHA en los intermedios
quimicos. Los componentes monoméricos son luego recuperados y su valor se explota. Sin embargo, queda una
cantidad significativa de una biomasa residual del procedimiento. Como se usa en este documento, el término "biomasa
residual” se refiere a la biomasa después de la conversion de PHA a los compuestos intermedios de molécula pequena.
La biomasa residual puede convertirse a través de la torrefaccion en un combustible utilizable, reduciendo asi el
desperdicio de la produccion de PHA y obteniendo productos quimicos basicos valiosos adicionales de los
procedimientos de torrefaccion tipicos. Como se indicd anteriormente, la torrefaccion se realiza a una temperatura que
es suficiente para densificar la biomasa residual.

En la presente tecnologia, se ha encontrado que cuando la temperatura de torrefaccion se mantiene durante un corto
periodo de tiempo (por ejemplo, en un periodo de tiempo de 1-5 minutos), los componentes monoméricos de un PHA
contenido dentro de la biomasa pueden recogerse con alto rendimiento y pureza. Por lo tanto, en algunas realizaciones,
después del secado de la biomasa para formar una biomasa seca, la biomasa seca se calienta a una temperatura entre
aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C durante un corto periodo de tiempo. En algunas realizaciones,
el corto periodo de tiempo es de 1 minuto a 5 minutos. En otras realizaciones, el corto periodo de tiempo es de 1 minuto
a 2 minutos, o menos de un minuto (por ejemplo, 55 segundos, 50 segundos, 45 segundos, 40 segundos 0 menos) o de
1 minuto a 4 minutos o de 2 minutos a 5 minutos, o de 3 minutos a 5 minutos o de 2 minutos a 5 minutos, o en algunas
realizaciones de 5 minutos a 10 minutos. La temperatura esta a una temperatura de aproximadamente 200°C hasta
aproximadamente 350°C e incluye temperaturas entre, por ejemplo, aproximadamente 205°C, aproximadamente 210°C,
aproximadamente 220°C, aproximadamente 230°C, aproximadamente 240°C, aproximadamente 250°C,
aproximadamente 260°C, aproximadamente 270°C, aproximadamente 280°C, aproximadamente 290°C,
aproximadamente 300°C, aproximadamente 310°C, aproximadamente 320°C, aproximadamente 330°C,
aproximadamente 340°C, aproximadamente 345°C, asi como las temperaturas entre estas temperaturas.

Estas observaciones sorprendentes permiten una separacion temporal de la conversiéon rapida de PHA a una
temperatura de, a o entre aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C para producir los componentes
monomeéricos seguido por torrefaccion lenta a aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C para producir un
combustible sélido. Por lo tanto, los componentes monoméricos se recuperan y su valor se explota y la biomasa se
puede convertir en combustibles sélidos valiosos que se recuperan.

Alternativamente, también se ha encontrado que la biomasa (por ejemplo, biomasa genéticamente modificada) que
contiene el PHA, puede secarse primero y el PHA convertido a los componentes monoméricos en una pirdlisis
instantanea, a alta temperatura, con la recuperacion de los componentes monoméricos, y el sometimiento de la biomasa
residual a altas temperaturas para la conversién en combustibles solidos. La pirdlisis instantanea y de alta temperatura
se realiza a temperaturas superiores a 500°C (por ejemplo, aproximadamente 510°C, aproximadamente 520°C,
aproximadamente 530°C, aproximadamente 540°C, aproximadamente 550°C, aproximadamente 560°C,
aproximadamente 570°C, aproximadamente 580°C, aproximadamente 590°C, aproximadamente 600°C,
aproximadamente 610°C, aproximadamente 620°C, aproximadamente 630°C, aproximadamente 640°C,
aproximadamente 650°C, aproximadamente 660°C, aproximadamente 670°C, aproximadamente 680°C,
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aproximadamente 690°C, aproximadamente 700°C, aproximadamente 710°C, aproximadamente 720°C,
aproximadamente 730°C, aproximadamente 740°C, aproximadamente 750°C, aproximadamente 760°C,
aproximadamente 770°C, aproximadamente 780°C, aproximadamente 790°C, aproximadamente 800°C, o mayor a
aproximadamente 800°C) con un tiempo de permanencia suficiente para descomponer al menos una porcion de la
biomasa en liquidos de pirdlisis y una biomasa pirolizada. En algunas realizaciones, el tiempo de permanencia es de 1
segundo a 15 segundos, o de 5 segundos a 20 segundos. En otras realizaciones, los tiempos de permanencia son de 1
segundo a 5 segundos, o menos de 5 segundos. La temperatura y el tiempo se pueden optimizar para cada producto o
componente monomérico. Otros productos del procedimiento de pirdlisis instantanea incluyen otros gases ligeros que
pueden recolectarse y recuperarse, o pueden quemarse como combustible, proporcionando vapor del proceso y/o calor
durante todo el procedimiento.

Un procedimiento para recuperar intermedios quimicos con base en PHA a partir de biomasa se expresa
esquematicamente en la Figura 1, como un procedimiento de diagrama de flujo no limitante. La Figura 1 describe un
sistema de recuperacion integrado de PHA a partir de una biomasa con biomasa residual convertida en combustibles.

De acuerdo con algunas realizaciones, los PHA son aquellos que proporcionaran una serie de componentes
monoméricos que pueden recuperarse facilimente a bajo costo y de manera eficiente en cuanto a energia, sin la
separacion previa del PHA de la biomasa. Los materiales adecuados de PHA son aquellos que se forman por la
polimerizacién intracelular de uno o mas componentes monoméricos. Los componentes monoméricos adecuados de los
PHA incluyen, pero no se limitan a, 3-hidroxibutirato, 3-hidroxipropionato, 3-hidroxivalerato, 3-hidroxihexanoato, 3-
hidroxiheptanoato, = 3-hidroxioctanoato,  3-hidroxianonanoato, 3-hidroxidecanoato,  3-hidroxidodecanoato, 3-
hidroxidodecenoato, 4-hidroxibutirato, 4-hidroxivalerato, 5-hidroxivalerato y 6-hidroxihexanoato. Tales componentes
monoméricos pueden formar homopolimeros o copolimeros.

En algunas realizaciones, el PHA es un homopolimero. Como se usa en el presente documento, el término
"homopolimero" se refiere a un polimero en el que existe un Unico componente monomérico presente en el polimero.
Los ejemplos de homopolimeros de PHA incluyen, pero no se limitan a, poli-3-hidroxipropionato (poli-3HP), poli-3-
hidroxibutirato (poli-3-HB), poli-4-hidroxibutirato (poli-4-HB), poli-5-hidroxipentanoato, poli-6-hidroxihexanoato, acido
polilactico y acido poliglicdlico.

En otras realizaciones, el PHA es un copolimero. Tal como se usa en el presente documento, el término "copolimero" se
refiere a un polimero que contiene dos, o0 mas, componentes monomeéricos diferentes. Los ejemplos de copolimeros de
PHA incluyen poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxipropionato, poli-3-hidroxibutirato-co-(D)-lactido, poli-3-hidroxibutirato-co-
4-hidroxibutirato (poli-3HB-co-4HB), poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (poli-3-HB-co-3HV), poli-3-hidroxibutirato-
co-5-hidroxivalerato y poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato. En algunas realizaciones, cuando el PHA es un
copolimero, la relacion del primer comondémero al segundo comondmero puede ser del 3% al 97% en peso. Aunque se
han proporcionado ejemplos de copolimeros de PHA que tienen dos componentes monoméricos diferentes, el PHA
puede tener mas de dos componentes monoméricos diferentes (por ejemplo, tres componentes monomeéricos
diferentes, cuatro componentes monomeéricos diferentes, cinco componentes monomeéricos diferentes, etc.).

Los componentes monoméricos que se recuperan de la conversién de PHA son Unicos para cada polimero de PHA
particular. Las reacciones de degradacion tipicamente favorecen la eliminacion B para producir un acido alquenoico
insaturado, o la despolimerizaciéon para formar lactonas que corresponden al inverso de una polimerizacion de apertura
de anillo. Las reacciones de descomposicion térmica tipicas se muestran a continuacion como varios ejemplos no
limitantes:

0 0
O nOH \ OH
poli-3-HP acido acrilico
0 0 0
H - /\)J\ UL
0 ~OH A OH * N\ OH
poli-3-HB 4cido trans-croténico 4cido cis-croténico
/\/\/(iq\ @
s
H
(6) nOH 0 0
poli-5-HV d-valerolactona
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Los acidos alquenoicos insaturados y las lactonas pueden ser luego convertidas (por ejemplo, modificadas) por medios
cataliticos convencionales para producir productos derivados adicionales.

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion, se proporciona un procedimiento que incluye secado de microbios o de
biomasa vegetal que contiene un nivel adecuado de un PHA; opcionalmente la adiccion de un catalizador adecuado; el
secado de la biomasa para formar una biomasa seca que tiene un bajo contenido de humedad; el calentamiento de la
biomasa seca hasta un intervalo de temperatura entre aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C durante
un periodo de aproximadamente 1-5 minutos. Esto da como resultado una descomposicion controlada del PHA hasta
los componentes monoméricos como una fase de vapor que luego puede ser recuperada mediante condensacion.
Después de descomponer el PHA, la biomasa residual se puede alimentar a un reactor de torrefaccién que opera a una
temperatura de aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C (o una temperatura entre estas temperaturas,
tales como las descritas en la presente memoria) con un tiempo de permanencia entre aproximadamente 10 hasta
aproximadamente 30 minutos para producir una biomasa torrefactada y gases residuales livianos (combustible). Los
gases no condensables de la descomposicion del PHA se alimentan al reactor de torrefaccion para su recuperacion
como combustible.

Segun otra realizacion, después de que el PHA se descompone como se describié anteriormente, la biomasa residual
se alimenta a un reactor de pirdlisis rapida a alta temperatura que tipicamente opera a una temperatura de
aproximadamente 500°C, o mayor, con un tiempo de permanencia de 1 segundo a 15 segundos para producir aceites
de pirdlisis liquidos condensables y gases ligeros no condensables que se recuperan para combustible, y una biomasa
carbonizada que también se puede usar como combustible sélido. En algunas realizaciones, el exceso de calor de la
pirdlisis rapida a alta temperatura se usa para calentar el reactor de descomposicion de PHA a temperatura mas baja.
Tal integracion de todas las etapas en un proceso puede dar como resultado una alta eficiencia energética general para
el procedimiento.

De acuerdo con otra realizacion, una biomasa que contiene PHA se trata mediante procedimientos lignoceluldsicos
estandar para producir azucares fermentables y una fraccion rica en lignina de la biomasa. Dichos procedimientos
lignoceluldsicos utilizan acidos diluidos y tratamiento enzimatico de la biomasa. Debido a que varios PHA son
tipicamente resistentes al acido diluido y al tratamiento enzimatico, los PHA permanecen en gran medida en la biomasa
residual después de dicho tratamiento. Como es tipico en las instalaciones lignoceluldsicas, la biomasa rica en lignina
residual se seca para usarse como combustible. Sin embargo, de acuerdo con la realizaciéon, antes de alimentar la
biomasa rica en lignina a una planta generadora de energia o vapor, el PHA se recupera por descomposicion térmica de
aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C (o una temperatura entre estas temperaturas, tal como las
descritas en este documento) con un tiempo de permanencia de aproximadamente 1-5 minutos (0 menos, o un tiempo
de permanencia entre estos tiempos, como los descritos en este documento), produciendo los componentes
monoméricos de PHA correspondientes, y una segunda biomasa rica en lignina reducida. La biomasa rica en lignina
reducida del reactor puede alimentarse directamente a las calderas, o, alternativamente, procesarse adicionalmente
para producir biomasa torrefactada o aceites de pirdlisis. Dicha integracion de calor puede usarse con plantas de
generacion de energia o vapor que utilizan combustibles de biomasa y son posibles usando técnicas de ingenieria
estandar de integracion de procedimientos.

En realizaciones previas, se describié la conversion de PHA en productos quimicos correspondientes de interés por
degradacioén a baja temperatura. Por ejemplo, el poli-3HP se puede convertir directamente en acido acrilico mediante
termolisis usando un catalizador diferente.

En ofra realizacion, también es posible someter los productos quimicos de PHA generados a partir de la termolisis
directamente a condiciones de hidrogenacion, esterificacion o amidacion para producir los dioles, ésteres hidroxilicos y
amidas correspondientes. Por ejemplo, poli-3HB produce butanol o anhidrido maleico cuando se somete a
hidrogenacion con H; u oxidacion, respectivamente. Un problema importante con la conversion directa de biomasa que
contiene PHA a través de medios quimicos es el potencial de reacciones secundarias con lipidos, azucares y proteinas
de la biomasa que desperdician reactivos caros y dan como resultado una pobre selectividad y pureza. Sin embargo,
sera necesario desarrollar nuevas configuraciones de reactor para manejar las materias primas de biomasa a diferencia
de las materias primas liquidas o gaseosas convencionales. Por lo tanto, seria de gran beneficio aislar primero el PHA
como una molécula pequefia que luego se puede convertir en una variedad de productos quimicos corriente abajo
usando catalizadores y reactores convencionales de hidrogenacion, esterificacion y amidacion.

El procesamiento de grasas y aceites para producir alcoholes proporciona alguna orientacion a este respecto. Los
aceites y las grasas son fuentes significativas de alcoholes grasos que se usan en una variedad de aplicaciones tales
como lubricantes y surfactantes. Las grasas no son tipicamente hidrogenadas directamente ya que las condiciones
intensivas de reaccion tienden a degradar el glicerol a alcoholes inferiores tales como propilenglicol y propanol durante
el curso de la hidrogenaciéon. Por esta razén, es mas convencional hidrolizar primero el aceite y luego purificar
previamente los acidos grasos para permitir una hidrogenacién mas eficiente (véase, por ejemplo, el procedimiento de
hidrogenacion de Lurgi en Bailey’s Industrial Oil and Fat Products, sexta edicion, volumen seis. Editado por Fereidoon
Shahidi, John Wiley & Sons, Inc. 2005).

El poli-3HB (poli-3-hidroxibutirato) es el PHA mas simple que se encuentra en la naturaleza y se convierte en acido
croténico cuando se somete a termdlisis a 250-350°C. Durante esta reaccién, se forman varios isémeros que no se
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separan facilmente (acido crotonico trans, cis e iso). El acido crotonico tiene algunos usos especiales, pero no es una
materia prima quimica importante. De hecho, el crotonaldehido se produjo histéricamente (a través de condensacion
alddlica de acetaldehido) como materia prima primaria para la produccién de butanol. Solo cantidades menores de
crotonaldehido se convirtieron en acido croténico a pesar de ser una conversién directa.

Usando una conversion altamente selectiva de poli-3HB en acido crotonico, es posible separar y purificar el contenido
de poli-3HB contenido en la biomasa de origen microbiano o vegetal usando termdlisis directa a acido croténico. En una
modificacién del procedimiento clasico de crotonaldehido a butanol, el acido croténico se reduce a butanol mediante
hidrogenacion directa. Alternativamente, el acido crotonico puede esterificarse primero y a continuaciéon hidrogenarse
para liberar los alcoholes correspondientes.

En comparacion con el procedimiento de descarboxilacion, la etapa de hidrogenacién transcurre con la pérdida de agua
solamente y el 86% del peso molecular crotonico se conserva en el butanol. El butanol es una materia prima quimica
versatil e importante. Un uso del butanol es para la producciéon de acrilato de butilo (esterificacion de butanol y acido
acrilico) que se utiliza ampliamente en los revestimientos arquitecténicos. La combinacion de la conversion de poli-3HP
con base en biomasa en acido acrilico y la conversion de poli-3HB con base en biomasa hasta acido crotdnico seguido
por hidrogenacion hasta butanol generara 100% de precursores de materia prima renovable que permitiran la
produccién de acrilato de butilo completamente renovable.

Se han desarrollado muchas técnicas diferentes para hidrogenar acidos grasos con productos industriales de grasa y
aceite de Bailey, proporcionando una buena visién general. Varias patentes describen diversos catalizadores y
procedimientos de hidrogenacién diferentes (véanse las patentes de Estados Unidos Nos. 5.334.779, 4.480.115 y
6.495.730). La reduccion directa de acido croténico a butanol también puede realizarse quimicamente como se describe
en J. Org. Chem. 1981 46 (12).

Histéricamente, los acidos grasos no se han hidrogenado directamente a los correspondientes alcoholes ya que el acido
tiene la tendencia a degradar el catalizador empleado. Por esta razén, el acido se convierte tipicamente en un éster
seguido de hidrogenacion, tipicamente sobre un lecho fijo. Este procedimiento requiere separacion y reciclaje del
alcohol y, por lo tanto, es menos eficiente que la hidrogenacion directa. Se han desarrollado diferentes sistemas de
catalizadores para permitir la hidrogenacion directa de acidos grasos en soluciéon acuosa (por ejemplo, hidrogenacién de
Lurgi de anhidrido maleico a butanodiol). También es posible usar un procedimiento de suspension para hidrogenar el
acido alimentandolo en una gran corriente de recirculacion del producto alcohdlico. Bajo las condiciones de reaccion
esto da como resultado la esterificacion in situ, protegiendo de ese modo los catalizadores. Ventajosamente, cualquier
enlace doble también se reduce simultaneamente.

En ciertas realizaciones, un componente monomérico se modifica o convierte en otros componentes monoméricos. Por
ejemplo, el acido crotonico se modifica adicionalmente o se convierte en otros componentes monoméricos tales como
anhidrido maleico. Por ejemplo, el acido crotdnico tiene mercados limitados, pero es un producto quimico de
construcciéon muy versatil. La conversion de acido croténico a butanol a través de crotonaldehido y también la
conversion a propileno a través de la descarboxilacion son rutas de modificaciéon, asi como la oxidaciéon del acido
croténico para formar anhidrido maleico. El anhidrido maleico es un bloque de construccién quimico funcional con
aplicaciones en resinas de poliéster insaturadas, como material de partida para butanodiol y también diversas
aplicaciones en plastificantes, agroquimicos y como material de partida para acidos fumarico y maleico.

El anhidrido maleico se produce tipicamente por oxidaciéon parcial catalitica de butano. Varios procedimientos
comerciales estan en uso, incluida la tecnologia de lecho fijo y los procedimientos de tecnologia de lecho fluidizado. El
anhidrido maleico se recupera y purifica mediante un disolvente o un procedimiento acuoso. Los procedimientos de
cristalizaciéon en etapa de fusién también se han desarrollado para producir anhidrido maleico de alta pureza después de
la separacion inicial por destilacién. Los procedimientos de cristalizacion en etapa de fusién también se describen para
producir anhidrido maleico de alta pureza después de la separacién inicial. La patente de los Estados Unidos N°
5.929.255 describe un procedimiento de precipitacion en estado fundido para coproducir y purificar anhidrido maleico y
acido fumarico para evitar pérdidas asociadas con la incineracién de acido fumarico que se coproduce con anhidrido
maleico durante la oxidacién de butano. La produccion directa de acido maleico a partir de acido croténico como se
proporciona aqui, ofrece varias ventajas sobre el procedimiento convencional de oxidacion de butano. En comparacion
con el procedimiento de oxidacién de butano que tiene un calor de formacion AHf = -1.236 kJ/mol, la oxidacién parcial
directa del acido crotonico tiene un AHf = -504 kJ/mol. Por lo tanto, el procedimiento genera menos vapor de coproducto
que representa una pérdida de rendimiento y también requiere la colocacion conjunta de plantas de butano con grandes
usuarios de vapor, tales como una refineria.

Huéspedes recombinantes con rutas metabdlicas para producir PHA

La ingenieria genética de los huéspedes (por ejemplo, bacterias, hongos, algas, plantas y similares) como plataformas
de produccién para materiales modificados y nuevos, proporciona una solucion sostenible para aplicaciones industriales
de alto valor para la produccién de productos quimicos. En la presente memoria, se describen métodos de
procedimiento para producir componentes monoméricos y otros productos quimicos modificados a partir de una
biomasa recombinante de polihidroxialcanoato (PHA) genéticamente modificada. Los procedimientos descritos en este
documento evitan los efectos tdxicos para el organismo huésped mediante la produccién del cultivo quimico posterior o
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recoleccion posterior quimica de base bioldgica, son rentables y altamente eficientes (por ejemplo, usan menos energia
para la produccion), disminuyen las emisiones de gases de efecto invernadero, usan recursos renovables y pueden ser
procesados adicionalmente para producir productos de alta pureza con alto rendimiento.

Como se usa en la presente memoria, "biomasa de PHA" pretende significar cualquier biomasa genéticamente
modificada que incluye una cantidad no natural de polimero de polihidroxialcanoato (PHA). La biomasa de PHA natural
se refiere a la cantidad de PHA que un organismo tipicamente produce en la naturaleza. En ciertas realizaciones, el
titulo de biomasa (g/L) de PHA se ha incrementado en comparacion con el huésped sin la sobreexpresion o inhibicion
de uno o mas genes en la ruta de PHA. En ciertas realizaciones, el titulo de PHA se reporta como un porcentaje del
peso celular seco (% de pcs) o como gramos de PHA/Kg de biomasa. En algunas realizaciones, una fuente de la
biomasa de PHA es un cultivo vegetal, bacterias, levaduras, hongos, algas, cianobacterias o una mezcla de dos o mas
de los mismos.

"Sobreexpresion” se refiere a la expresion de un polipéptido o proteina codificada por un ADN introducido en una célula
huésped, en la que el polipéptido o proteina no estd normalmente presente en la célula huésped, o cuando el
polipéptido o proteina esta presente en la célula huésped a un nivel mas alto que el normalmente expresado a partir del
gen endogeno que codifica el polipéptido o proteina. "Inhibicién" o "subregulaciéon” se refiere a la supresion o delecion
de un gen que codifica un polipéptido o proteina. En algunas realizaciones, la inhibicion significa inactivar el gen que
produce una enzima en la ruta. En ciertas realizaciones, los genes introducidos son de un organismo heterélogo.

Se han desarrollado sistemas de produccion de PHA microbianos disefiados genéticamente con organismos de
crecimiento rapido tales como Escherichia coli. La ingenieria genética permite la modificacion de microbios de tipo
natural para mejorar la produccion de copolimeros de PHA especificos o para introducir la capacidad de producir
diferentes polimeros de PHA afiadiendo enzimas biosintéticas de PHA que tengan diferentes propiedades de
especificidad de sustrato o incluso cinéticas para el sistema natural. Ejemplos de estos tipos de sistemas se describen
en Steinbuchel & Valentin, FEMS Microbial Lett. 128: 219 - 28 (1995). La Publicacién PCT No. WO 1998/04713 describe
métodos para controlar el peso molecular usando ingenieria genética para controlar el nivel de la enzima PHA sintasa.
Cepas comercialmente utiles, que incluyen Alcaligenes eutrophus (renombrada como Ralstonia eutropha), Alcaligenes
latus, Azotobacter vinlandii, y Pseudomonads, para la produccién de PHA se describen en Lee, Biotechnology &
Bioengineering, 49: 1-14 (1996) y Braunegg et al., (1998), J. Biotechnology 65: 127-161. En algunas realizaciones, una
fuente de la biomasa incluye la bacteria, E. coli. La E. coli puede ser una genéticamente modificada para expresar o
sobreexpresar uno o mas PHA. Ejemplos de cepas, fermentacion, medios y condiciones de alimentacion se describen
en las patentes de Estados Unidos nimeros 6.316.262; 6.323.010; 6.689.589; 7.081.357; 7.202.064 y 7.229.804.

El huésped recombinante que contiene los genes necesarios que codificaran la ruta enzimatica para la conversion de
una sustancia de carbono en PHA se puede construir usando técnicas conocidas en el arte.

El siguiente enfoque general se usa para generar productores transgénicos de PHB de E. coli: (1) un gen de resistencia
a antibiéticos sin promotor (abr) se clona en el polienlazador de un plasmido adecuado tal como pUC18Notl o pUC18Sfil
de modo que la mayor parte del polienlazador esta secuencia arriba de abr; (2) los genes phb se clonan posteriormente
secuencia arriba y en la misma orientacion que el gen abr; (3) el casete de phb-abr se corta como un fragmento Notl o
Auvrll (Avrll reconoce el sitio Sfil en pUC18Sfil) y se clona en los sitios correspondientes de cualquier plasmido como los
de la serie pUT o pLOF; (4) los plasmidos resultantes se mantienen en cepas de E. coli Ay se electroporan o conjugan
en la cepa de E. coli de eleccion en la que estos plasmidos no se replican; y (5) nuevas cepas en las que el casete phb-
abr se ha integrado con éxito en el cromosoma se seleccionan en medio selectivo para el huésped (por ejemplo, acido
naladixico cuando el huésped es resistente al acido naladixico) y para el casete (por ejemplo, cloranfenicol, kanamicina,
tetraciclina, cloruro de mercurio, bialafos). Los integrantes de PHB resultantes se criban en un medio minimo en
presencia de glucosa para el crecimiento y la formacién de PHB. Se pueden hacer modificaciones de este
procedimiento general. Los huéspedes recombinantes que contienen los genes necesarios que codificaran la ruta
enzimatica para la conversién de un sustrato de carbono en PHA se pueden construir usando técnicas bien conocidas
en el arte.

Por ejemplo, para la produccion de mondémero de acido acrilico, se necesita un huésped genéticamente modificado que
produzca P3HP. Para la produccion de poli-3HP, se pueden utilizar huéspedes recombinantes tal como aquellos
descritos en las patentes de Estados Unidos Nos. 6.576.450, 6.316.262; 6.323.010; 6.689.589; 7.081.357; 7.202.064 y
7.229.804. En general, si un organismo huésped no produce PHA de forma natural, pueden introducirse genes para la
via P3PH. Por ejemplo, para producir los polimeros 3HP directamente a partir de materias primas de carbohidratos, el
huésped puede modificarse adicionalmente para expresar glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y glicerol-3-fosfatasa.
Dichas cepas recombinantes de E. coli y los métodos para su construccion se conocen en la técnica (Anton, D.
"Biological production of 1,3-propanediol”, presentada en la conferencia de United Engineering Foundation Metabolic
Engineering Il, EImau, Alemania, octubre 27, 1998, PCT WO 1998/21339).

Los huéspedes recombinantes para producir polihidroxialcanoatos (PHA) que comprenden mondémeros de 5-
hidroxivalerato (5HV) y métodos para producir PHA que comprenden mondémeros de 5HV a partir de sustratos de
carbono renovables se describen en el documento WO 2010/068953 A2. Un huésped recombinante que expresa genes
que codifican una polihidroxialcanoato (PHA) sintasa y una 5-hidroxivalerato-CoA (5HV-CoA) transferasa o 5HV-CoA
sintetasa y al menos un transgén que codifica una enzima heterdéloga implicada en rutas catabdlicas de lisina en las que
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el huésped produce un polimero de PHA que contiene monémeros de 5HV cuando el organismo esta provisto de un
sustrato de carbono renovable seleccionado de: lisina, almidon, sacarosa, glucosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa,
arabinosa o combinaciones de los mismos y el nivel de monémero de 5HV producido es mayor que en ausencia de
expresion del transgén o transgenes que se proporcionan. Un ejemplo de huésped para la produccion de poli-5-
hidroxivalerato expresa uno o mas genes que codifican lisina 2-monooxigenasa, 5-aminopentanamidasa, 5-
aminopetanoato  transaminasa, glutarato semialdehido reductasa, 5-hidroxivalivato = CoA-transferasa vy
polihidroxialcanoato sintasa para producir un polimero de PHA que contiene monémeros de 5HV. Ciertos huéspedes
tienen supresiones o mutaciones en genes que codifican glutarato semialdehido deshidrogenasa y/o genes que
codifican el exportador de lisina.

También se describen huéspedes con uno o mas de los genes que codifican la PHA sintasa, la 5HV-CoA transferasa o
la SHV-CoA sintetasa también se expresa a partir de un transgén para producir los polimeros de poli-5-hidroxivalerato
que se pueden usar en los métodos descritos en la presente invencion.

También se pueden usar huéspedes que naturalmente producen PHA y se pueden manipular adicionalmente para
aumentar los rendimientos de PHA. Los ejemplos de tales organismos incluyen Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus y
Azotobacter, pero muchos otros son bien conocidos por los expertos en la técnica (Braunegg et al., 1998, Journal of
Biotechnology 65: 127-161). La introduccion de la diol deshidratasa se lleva a cabo usando técnicas estandar como lo
describen Peoples y Sinskey (1989, J. Biol. Chem. 164, 15298-15303). El huésped genéticamente modificado se puede
usar entonces para seleccionar una mayor resistencia al 3-hidroxipropionaldehido. En otras realizaciones, también
pueden utilizarse mutaciones que son beneficiosas para la produccién de los homopolimeros de P3HP en estos
organismos. Por ejemplo, las mutaciones especificas incluyen la inactivacion de los genes de B-cetotiolasa y/o
acetoacetil-CoA reductasa. Como estos genes son generalmente bien conocidos y estan disponibles o pueden aislarse,
las alteraciones génicas se pueden llevar a cabo facilmente como se describe, por ejemplo, por Slater et. al., 1998 (J.
Bacterial.) 180 (8): 1979-87.

El acido acrilico, también conocido como acido 2-propenoico, significa el acido carboxilico que tiene la formula quimica
C3H4O,. El acido acrilico es un liquido transparente e incoloro que es soluble en agua y es totalmente miscible en
alcoholes, éteres y cloroformo. El acido acrilico es el acido carboxilico insaturado mas simple con un doble enlace y un
grupo carbonilo. El acido acrilico incluye el ion acrilato y sus sales. Como se usa en el presente documento, "éster de
acrilato" se refiere a la forma éster del acido acrilico.

Los métodos para obtener los genes deseados de un organismo fuente (huésped) son comunes y bien conocidos en la
técnica de la biologia molecular. Dichos métodos se pueden encontrar descritos, por ejemplo, en Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (2001); Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, MD (1999). Por ejemplo, si se conoce la
secuencia del gen, el ADN puede amplificarse a partir de ADN genémico usando la reaccion en cadena de la polimerasa
(Mullis, patente de Estados Unidos No. 4.683.202) con cebadores especificos para el gen de interés para obtener
cantidades de ADN adecuadas para la ligacion en vectores apropiados. Alternativamente, el gen de interés puede
sintetizarse quimicamente nuevamente con el fin de tomar en consideracion el sesgo del codén del organismo huésped
para potenciar la expresién de proteinas heterdlogas. Las secuencias de control de la expresion tales como los
promotores y los terminadores de la transcripcion se pueden unir a un gen de interés a través de la reaccion en cadena
de la polimerasa usando cebadores modificados genéticamente que contienen tales secuencias. Otra forma es
introducir el gen aislado en un vector que ya contiene las secuencias de control necesarias en el orden apropiado
mediante digestion con endonucleasas de restriccion y ligacion. Un ejemplo de este Ultimo enfoque es la tecnologia
BioBrickMR (véase la pagina web en biobricks.org) donde muiltiples piezas de ADN se pueden ensamblar
secuencialmente de forma estandarizada utilizando los mismos dos sitios de restriccion.

Ademas de usar vectores, los genes que son necesarios para la conversion enzimatica de un sustrato de carbono a
PHA se pueden introducir en un organismo huésped mediante integracion en el cromosoma usando un enfoque dirigido
o aleatorio. Para una integracion dirigida en un sitio especifico en el cromosoma, se usa el método generalmente
conocido como modificacion recombinante Red/ET como se describié originalmente por Datsenko y Wanner (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 2000, 97, 6640-6645). La integracion aleatoria en el cromosoma implica el uso de un enfoque mediado
por el transpos6n mini-Tn5 como lo describen Huisman et al. (patentes de Estados Unidos Nos. 6.316.262 y 6.593.116).

Se han desarrollado cepas para producir copolimeros, algunos de los cuales se han producido en E. coli recombinante.
Estos copolimeros incluyen poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)
(P3HB-co-4HB), poli(4-hidroxibutirato) (P4HB) y los PHA de cadena lateral larga que comprenden unidades de 3-
hidroxioctanoato (Madison y Huisman, 1999). Se han desarrollado cepas de E. coli que contienen los genes phb en un
plasmido para producir P(3HB-3HV) (Slater, et al., Appl. Environ. Microbial 58: 1089-94 (1992); Fidler & Dennis, FEMS
Microbiol Rev. 103: 231-36 (1992); Rhie y Dennis, Appl. Environ. Micobiol. 61: 2487-92 (1995); Zhang, H. et al., Appl.
Environ. Microbiol. 60: 1198-205 (1994)). La produccion de P(4HB) y P(3HB-4HB) en E. coli se consigue introduciendo
genes de una via metabdlicamente no relacionada en un productor de P(3HB) (Hein, et al., FEMS Microbiol. Lett. 153:
411-18 (1997); Valentin y Dennis, J. Biotechnol., 58: 33-38 (1997)). E. coli también ha sido modificado para producir
polihidroxialcanoatos medianos de cadena corta (msc-PHA) mediante la introduccién del gen phaC1 y phaC2 de P.
aeruginosa en un mutante fadB::kan (Langenbach, et al., FEMS Microbiol. Lett. 150: 303-09 (1997); Qi, et al., FEMS
Microbiol. Lett. 157: 155-62 (1997)).
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Se han descrito métodos para la produccion de plantas en la patente de los Estados Unidos No. 5.245.023 y en las
patentes de los Estados Unidos Nos. 5.250.430; 5.502.273; 5.534.432; 5.602.321; 5.610.041; 5.650.555: 5.663.063; y
las publicaciones PCT Nos.: WO 1991/00917, WO 1992/19747, WO 1993/02187, WO 1993/02194 y WO 1994/12014,
Poirier et al., 1992, Science 256; 520-523, Williams y Peoples, 1996. Chemtech 26, 38-44, cuyas ensefianzas se
incorporan aqui por referencia).

Se han desarrollado plantas transgénicas, en particular plantas transplastémicas, que producen mayores niveles de
polihidroxialcanoatos (PHA). Se describen métodos y constructos para la modificacion genética de plastos de plantas
con genes para PHA estable, de alto nivel, en particular la producciéon de PHB. Véase, por ejemplo, la publicacion PCT
No.: WO 2010/102220. Se han reportado pruebas de estudio de concepto para la sintesis de polihidroxibutirato (PHB)
en pasto varilla (Somleva et al., Plant Biotechnol. J. 6: 663-678 (2008)), cafia de azucar (Petrasovits et al., Plant
Biotechnol. J. 5: 162-172 (2007)), Purnell et al., Plant Biotechnol. J. 5: 173-184 (2007)), canola (Valentin et al., Int. J.
Biol. Macromol., 25: 303-306 (1999)); Slater et al. al., Nat. Biotechnol. 17: 1011-1016 (1999); Houmiel et al., Planta 209:
547-550 (1999)), y rastrojo de maiz (Poirier et al., 2002, Polyhydroxyalkanoate production in transgenic plants, en
Biopolymers, Vol 3a, Steinbuchel, A. (ed), Wiley-VHC Verlag GmbH, paginas 401-435). Si bien estos estudios han
producido resultados cientificos significativos (Slater et al., Nat. Biotechnol., 17: 1011-1016 (1999)), se necesitan
mayores rendimientos que mejoran la economia general del polimero producido en una plataforma de cultivo. El
porcentaje en peso de PHA en la biomasa silvestre varia con respecto a la fuente de la biomasa. Para sistemas
microbianos producidos por un procedimiento de fermentacién a partir de materias primas basadas en recursos
renovables tales como azlcares, aceites vegetales o glicerol, la cantidad de PHA en la biomasa puede ser
aproximadamente de 65% en peso, o mas, del peso total de la biomasa. Para los sistemas de cultivo de plantas, en
particular los cultivos de biomasa, tales como la cafia de azucar o el pasto varilla, la cantidad de PHA puede ser de
aproximadamente 3%, o mas, del peso total de la biomasa. Para las algas o los sistemas de cianobacterias, la cantidad
de PHA puede ser de aproximadamente 40% o mas del peso total de la biomasa.

Solicitud de patente de Estados Unidos: US20100229258, describe plantas transgénicas fértiles que producen niveles
elevados de PHA, es decir, al menos 10% en peso seco en tejidos de plantas y se produjeron usando expresion génica
codificada por plastidos.

En ciertos aspectos de la presente descripcion, el huésped recombinante ha sido modificado genéticamente para
producir una cantidad mayor de PHA en comparacion con el huésped de tipo silvestre. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el PHA se incrementa entre aproximadamente el 20% y aproximadamente el 90% sobre el tipo silvestre o
entre aproximadamente el 50% y aproximadamente el 80%. En otras realizaciones, el huésped recombinante produce al
menos aproximadamente un 20% de aumento de PHA sobre el tipo silvestre, al menos aproximadamente un 30% de
aumento sobre el tipo silvestre, al menos aproximadamente un 40% de aumento sobre el tipo silvestre, al menos
aproximadamente un 50% de aumento sobre el tipo silvestre, al menos aproximadamente 60% de incremento sobre el
tipo silvestre, al menos aproximadamente 70% de aumento sobre el tipo silvestre, al menos aproximadamente 75% de
aumento sobre el tipo silvestre, al menos aproximadamente 80% de aumento sobre el tipo silvestre o al menos
aproximadamente 90% de aumento sobre el tipo silvestre. En otras realizaciones, el PHA esta entre aproximadamente
un aumento de 2 veces hasta aproximadamente un aumento de 400 veces sobre la cantidad producida por el huésped
de tipo silvestre. La cantidad de PHA en el huésped o planta se determina por cromatografia de gases de acuerdo con
los procedimientos descritos en Doi, Microbial Polyesters, John Wiley & Sons, pagina 24, 1990. En ciertas realizaciones,
se logra un titulo de biomasa de 100-120 g de PHA/Kg de biomasa. En otras realizaciones, la cantidad de titulo de PHA
se presenta como porcentaje de peso de células secas (% de dcw).

En algunas realizaciones, el PHA es poliglicdlido, poli-3-hidroxipropionato, poli-3-hidroxibutirato, poli-4-hidroxibutirato,
poli-5-hidroxibutirato o un copolimero de los mismos. En ciertas realizaciones, el PHA es poliglicélido, poli-3-
hidroxipropionato, poli-3-hidroxibutirato, poli-4-hidroxibutirato o poli-5-hidroxibutirato. En ciertas realizaciones, el PHA es
poli-3-hidroxibutirato. En otras realizaciones, el PHA es poli-3-hidroxipropionato.

En ciertas realizaciones, puede ser deseable marcar los constituyentes de la biomasa. Por ejemplo, puede ser util
marcar deliberadamente con un is6topo de carbono (por ejemplo, '3C) para facilitar la determinacion de la estructura o
por otros medios. Esto se logra cultivando microorganismos modificados genéticamente para expresar los
constituyentes, por ejemplo, polimeros, pero en lugar de los medios usuales, las bacterias se cultivan en un medio de
crecimiento con fuente de carbono que contiene '*C, como glucosa, glicerol, acido pirdvico, etc. De esta manera, se
pueden producir polimeros que estan marcados con ®C de manera uniforme, parcial o en sitios especificos. Ademas, el
etiquetado permite conocer el porcentaje exacto en bioplasticos que provienen de fuentes renovables (por ejemplo,
derivados de plantas) a través de la norma ASTM D6866, una aplicacion industrial de datacién por radiocarbono. La
norma ASTM D6866 mide el contenido de carbono 14 de materiales biolégicos; y dado que los materiales basados en
fésiles ya no tienen carbono 14, la norma ASTM D6866 puede disipar efectivamente las afirmaciones inexactas de
contenido de base biologica.

Cultivo del huésped para producir biomasa de PHA

En general, el huésped recombinante se cultiva en un medio con una fuente de carbono y otros nutrientes esenciales
para producir la biomasa de PHA mediante técnicas de fermentacién en lotes o en forma continua usando métodos
conocidos en la técnica. También se pueden incluir aditivos adicionales, por ejemplo, agentes antiespumantes y
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similares para lograr las condiciones de crecimiento deseadas. La fermentacion es particularmente util para la
produccion a gran escala. Un ejemplo de un método utiliza biorreactores para cultivar y procesar el caldo de
fermentacién para el producto deseado. Otras técnicas, como las técnicas de separacion, se pueden combinar con la
fermentacion para produccion a gran escala y/o continua.

Como se usa en el presente documento, el término "materia prima" se refiere a una sustancia utilizada como materia
prima de carbono en un procedimiento industrial. Cuando se usa en referencia a un cultivo de organismos tales como
organismos microbianos o de algas, como un procedimiento de fermentacion con células, el término se refiere a la
materia prima utilizada para suministrar un carbono u otra fuente de energia para las células. Las fuentes de carbono
Utiles para la produccion de componentes monomeéricos incluyen fuentes simples y econdmicas, por ejemplo, glucosa,
sacarosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa y similares. En otras realizaciones, la materia prima es melaza o
almidon, acidos grasos, aceites vegetales o un material lignocelulésico y similares. También es posible usar organismos
para producir la biomasa de PHA que crece en el gas de sintesis (CO2, CO e hidrégeno) producido a partir de recursos
de biomasa renovables.

La introduccion de los genes de la ruta de PHA permite flexibilidad en la utilizacion de materias primas facilmente
disponibles y de bajo costo. Como se usa en el presente documento, el término "materia prima" se refiere a una
sustancia utilizada como materia prima en un procedimiento industrial. Cuando se usa en referencia a un cultivo de
organismos microbianos o de algas, como un procedimiento de fermentacion con células, el término se refiere a la
materia prima utilizada para suministrar carbono u otra fuente de energia para las células. Una materia prima
"renovable" se refiere a una fuente de energia renovable, como el material derivado de organismos vivos o sus
subproductos metabdlicos, incluido el material derivado de la biomasa, que a menudo consiste en componentes
subutilizados como la paja o el rastrojo. Los productos agricolas especificamente cultivados para su uso como materias
primas renovables incluyen, por ejemplo, maiz, soja, pasto varilla y arboles como el dlamo, el trigo, la linaza y la colza,
la cafia de azucar y el aceite de palma. Como fuentes renovables de energia y materias primas, las materias primas
agricolas basadas en cultivos son el reemplazo final de las reservas de petrdleo en declive. Las plantas usan energia
solar y diéxido de carbono para elaborar miles de compuestos bioquimicos complejos y funcionales mas alla de la
capacidad de la quimica sintética moderna. Estos incluyen productos quimicos finos y a granel, productos
farmacéuticos, polimeros, resinas, aditivos alimentarios, biocolorantes, adhesivos, solventes y lubricantes.

En general, durante o después de la produccion (por ejemplo, mediante cultivo) de la biomasa de PHA, la biomasa se
combina con un catalizador para convertir el polimero de PHA en un producto del componente monomérico de alta
pureza. El catalizador (en forma sdlida o en solucién) y la biomasa se combinan, por ejemplo, mediante mezcla,
floculacién, centrifugacion o secado por atomizacion u otro método adecuado conocido en la técnica para promover la
interaccion de la biomasa y el catalizador que conduce una conversion eficiente y especifica de PHB en el componente
monomeérico. En algunas realizaciones, la biomasa se seca inicialmente, por ejemplo, a una temperatura entre
aproximadamente 100°C y aproximadamente 150°C y durante una cantidad de tiempo para reducir el contenido de agua
de la biomasa. La biomasa seca se vuelve a suspender en agua antes de combinarse con el catalizador. Las
temperaturas y duracion adecuadas para el secado se determinan para la pureza y el rendimiento del producto y en
algunas realizaciones pueden incluir bajas temperaturas para eliminar agua (tal como entre 25°C y 150°C) durante un
periodo de tiempo prolongado o en otras realizaciones pueden incluir secado en una temperatura alta (por ejemplo,
superior a 450°C) durante un periodo corto de tiempo. Alternativamente, el agua se puede eliminar mediante otros
métodos conocidos en la técnica distintos del calentamiento. Bajo "condiciones adecuadas” se refiere a las condiciones
que promueven la reaccion catalitica. Por ejemplo, bajo condiciones que maximizan la generacion del componente
monomeérico del producto tal como en presencia de coagentes u otro material que contribuye a la eficacia de la reaccion.
Otras condiciones adecuadas incluyen la ausencia de impurezas, tales como metales u otros materiales que dificultarian
el progreso de la reaccion.

Degradacion térmica de la biomasa de PHA

"Calentamiento”, "pirdlisis", "termdlisis" y "torrefaccion" como se usan en la presente memoria se refieren a la
degradacién térmica (por ejemplo, descomposicion) de la biomasa de PHA para la conversién en componentes
monoméricos. En general, la degradacion térmica de la biomasa de PHA se produce a una temperatura elevada en
presencia de un catalizador. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la temperatura de calentamiento para los
procedimientos descritos aqui estd entre aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 400°C. En algunas
realizaciones, la temperatura de calentamiento es de aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C. En otras
realizaciones, la temperatura de calentamiento es aproximadamente 300°C. "Pirdlisis" tipicamente se refiere a una
descomposicion termoquimica de la biomasa a temperaturas elevadas durante un periodo de tiempo. La duracién puede
oscilar desde unos pocos segundos hasta horas. En ciertas condiciones, ocurre la pirdlisis en ausencia de oxigeno o en
presencia de una cantidad limitada de oxigeno para evitar la oxigenacion. Los procedimientos para la pirdlisis de
biomasa de PHA pueden incluir transferencia directa de calor o transferencia de calor indirecta. La "pirdlisis ultrarrapida”
se refiere a calentar rapidamente la biomasa a alta temperatura para la descomposiciéon rapida de la biomasa de PHA,
por ejemplo, la despolimerizacion de un PHA en la biomasa. Otro ejemplo de pirdlisis ultrarrapida es la pirdlisis térmica
rapida RTPMR, La tecnologia y el equipo de RTPMR de Envergent Technologies, Des Plaines, IL, convierte las materias
primas en bioaceite. "Torrefaccién" se refiere al procedimiento de torrefacciéon, que es un término reconocido en la
técnica que se refiere al secado de la biomasa. El procedimiento tipicamente implica calentar una biomasa en un
intervalo de temperatura de aproximadamente 200 hasta aproximadamente 350°C, durante un periodo relativamente
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largo (por ejemplo, 10-30 minutos), tipicamente en ausencia de oxigeno. El procedimiento resulta, por ejemplo, en una
biomasa torrefactada que tiene un contenido de agua que es inferior al 7% en peso de la biomasa. La biomasa
torrefactada puede procesarse posteriormente. En algunas realizaciones, el calentamiento se realiza al vacio, a presion
atmosférica o bajo presidon controlada. En ciertas realizaciones, el calentamiento se logra sin el uso o con un uso
reducido de energia generada por petroleo.

En ciertas realizaciones, la biomasa de PHA se seca antes del calentamiento. Alternativamente, en otras realizaciones,
el secado se realiza durante la degradacion térmica (por ejemplo, calentamiento, pirdlisis o torrefaccion) de la biomasa
de PHA. El secado reduce el contenido de agua de la biomasa. En ciertas realizaciones, la biomasa se seca a una
temperatura de entre aproximadamente 100°C hasta aproximadamente 350°C, por ejemplo, entre aproximadamente
200°C y aproximadamente 275°C. En algunas realizaciones, la biomasa de PHA seca tiene un contenido de agua de 5%
€n peso, 0 Menos.

El calentamiento de la mezcla de biomasa/catalizador de PHA se lleva a cabo durante un tiempo suficiente para
convertir eficiente y especificamente la biomasa de PHA en un componente monomérico. En ciertas realizaciones, el
periodo de tiempo para el calentamiento es de aproximadamente 30 segundos a aproximadamente 1 minuto, de
aproximadamente 30 segundos hasta aproximadamente 1,5 minutos, de aproximadamente 1 minuto hasta
aproximadamente 10 minutos, de aproximadamente 1 minuto hasta aproximadamente 5 minutos o un tiempo entre, por
ejemplo, aproximadamente 1 minuto, aproximadamente 2 minutos, aproximadamente 1,5 minutos, aproximadamente
2,5 minutos, aproximadamente 3,5 minutos.

En otras realizaciones, el periodo de tiempo es de aproximadamente 1 minuto hasta aproximadamente 2 minutos. En
otras realizaciones mas, la duracién del tiempo de calentamiento es durante un tiempo entre aproximadamente 5
minutos y aproximadamente 30 minutos, entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 2 horas, o entre
aproximadamente 2 horas y aproximadamente 10 horas o durante mas de 10 horas (por ejemplo, 24 horas).

En ciertas realizaciones, la temperatura de calentamiento es a una temperatura de aproximadamente 200°C hasta
aproximadamente 350°C que incluye una temperatura entre, por ejemplo, aproximadamente 205°C, aproximadamente
210°C, aproximadamente 215°C, aproximadamente 220°C, aproximadamente 225°C, aproximadamente 230°C,
aproximadamente 235°C, aproximadamente 240°C, aproximadamente 245°C, aproximadamente 250°C,
aproximadamente 255°C  aproximadamente 260°C, aproximadamente 270°C, aproximadamente 275°C,
aproximadamente 280°C, aproximadamente 290°C, aproximadamente 300°C, aproximadamente 310°C,
aproximadamente 320°C, aproximadamente 330°C, aproximadamente 340°C, o 345°C. En ciertas realizaciones, la
temperatura es aproximadamente 250°C. En ciertas realizaciones, la temperatura es aproximadamente 275°C.

Como se usa en el presente documento, "metatesis de olefina" se refiere a una reacciéon organica que implica la
redistribucion de fragmentos de alquileno mediante la escision de dobles enlaces carbono-carbono en olefinas
(alquenos). Las ventajas de la metatesis de las olefinas incluyen la creacion de menos productos secundarios y
desechos peligrosos. La reaccién se lleva a cabo a través de la escision de doble enlace de alqueno, seguido de una
redistribucion estadistica de fragmentos de alquilideno. La reaccion es catalizada por catalizadores organometalicos que
incluyen metales tales como niquel, tungsteno, renio, rutenio y molibdeno. En comparacion, los catalizadores de
molibdeno son tipicamente mas reactivos frente a las olefinas, aunque también reaccionan con aldehidos y otros grupos
polares o proticos. El rutenio reacciona preferentemente con dobles enlaces carbono-carbono sobre la mayoria de las
otras especies, lo que hace que estos catalizadores sean inusualmente estables frente a alcoholes, amidas, aldehidos y
acidos carboxilicos. Los ejemplos de catalizadores incluyen los catalizadores de Grubbs (complejos de rutenio-carbina)
y catalizadores de alquilidenos de Schrock (catalizadores basados en molibdeno (VI) y volframio (V1)) discutidos con
mas detalle a continuacion. En los métodos descritos en este documento, la metatesis de olefina es metatesis cruzada.

Como se usa en el presente documento, "catalizador" se refiere a una sustancia que inicia o acelera una reaccion
quimica sin verse afectada o consumida en la reaccion. Los ejemplos de catalizadores utiles incluyen catalizadores
metdlicos. En ciertas realizaciones, el catalizador reduce la temperatura para el inicio de la descomposicion térmica y
aumenta la velocidad de descomposicion térmica a ciertas temperaturas de pirdlisis (por ejemplo, aproximadamente
200°C hasta aproximadamente 325°C).

De acuerdo con algunas realizaciones de cualquiera de los procedimientos, la eficiencia de la conversion y la
selectividad para un producto quimico intermedio particular se promueve mediante la adicién de un catalizador a la
biomasa antes o durante la conversion. El catalizador es un material que promovera reacciones de eliminacién o
reacciones de descompresion del hidroxilo w de las cadenas poliméricas de PHA en la biomasa. En ciertas
realizaciones, el catalizador es un catalizador metalico. En algunas realizaciones, el catalizador es un compuesto de
cloruro, éxido, hidréxido, nitrato, fosfato, sulfonato, carbonato o estearato que contiene un ion metalico que es aluminio,
antimonio, bario, bismuto, cadmio, calcio, cerio, cromo, cobalto, cobre, galio, hierro, lantano, plomo, litio, magnesio,
molibdeno, niquel, paladio, potasio, plata, sodio, estroncio, estafio, tungsteno, vanadio o zinc. En algunas realizaciones,
el catalizador es un catalizador organico que incluye, pero no se limita a, una amina, azida, enol, glicol, sal de amonio
cuaternario, fenoxido, cianato, tiocianato, dialquilamida y alquil tiolato. La cantidad de catalizador es una cantidad
suficiente para promover la reaccion. También se incluyen mezclas de dos o mas catalizadores.
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En ciertas realizaciones, la cantidad de catalizador metdlico es de aproximadamente 0,1% hasta aproximadamente 15%
con base en el peso del ion metalico respecto al peso de solido seco de la biomasa. En algunas realizaciones, la
cantidad de catalizador esta entre aproximadamente 7,5% y aproximadamente 12%. En otras realizaciones, la cantidad
de catalizador es aproximadamente 0,5% de peso de células secas, aproximadamente 1%, aproximadamente 2%,
aproximadamente 3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%, aproximadamente 6%, aproximadamente 7%,
aproximadamente 8%, aproximadamente 9 %, aproximadamente 10%, aproximadamente 11%, aproximadamente 12%,
aproximadamente 13%, aproximadamente 14%, aproximadamente 15%, o mas, tal como hasta 20%, o mas, tal como
hasta 30%, o mas, tal como hasta 40% o mas, tal como hasta 50%.

En ciertas realizaciones, la recuperacion del catalizador se incluye adicionalmente en los procedimientos de la
invencion. Por ejemplo, cuando se usa un catalizador de calcio, la calcinacion es una técnica de recuperacion util. La
calcinacion es un procedimiento de tratamiento térmico que se lleva a cabo en minerales, metales o menas para
cambiar los materiales a través de descarboxilacion, deshidratacion, desvolatilizacion de la materia organica,
transformacion de fase u oxidacién. El procedimiento se lleva a cabo normalmente en reactores tales como hornos de
solera, hornos de cuba, hornos rotatorios o, mas recientemente, reactores de lecho fluidizado. La temperatura de
calcinacion se elige para que esté por debajo del punto de fusion del sustrato, pero por encima de su temperatura de
descomposicion o transicion de fase. A menudo esta se toma como la temperatura a la cual la energia de reaccion libre
de Gibbs es igual a cero. Para la descomposicion de CaCO3; a CaO, la temperatura de calcinacion en AG = 0 se calcula
que es ~ 850°C. Tipicamente para la mayoria de los minerales, la temperatura de calcinacion esta en el intervalo de
800-1.000°C.

Para recuperar el catalizador de calcio de la biomasa después de la recuperaciéon del componente monomérico, se
transferiria el residuo de biomasa agotado directamente de la pirdlisis o torrefaccion a un reactor de calcinacion y se
continuaria calentando el residuo de biomasa al aire a 825-850°C durante un periodo de tiempo para eliminar todos los
rastros de la biomasa organica. Una vez que se elimina la biomasa organica, el catalizador podria usarse como tal o
purificarse mas mediante separacion de los éxidos metalicos presentes (del medio de fermentacion y el catalizador) con
base en la densidad utilizando un equipo conocido por los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término "cantidad suficiente" cuando se usa en referencia a un reactivo
quimico en una reaccion pretende significar una cantidad del reactivo de referencia que puede satisfacer las demandas
de la reaccioén quimica.

Como se usa en el presente documento, "hidrogenacion” significa tratar con hidrégeno, también una forma de reduccion
quimica, es una reaccion quimica entre hidrégeno molecular (Hz) y otro compuesto o elemento, habitualmente en
presencia de un catalizador. El procedimiento se emplea cominmente para reducir o saturar compuestos organicos.

Como se usa en este documento, "alquilo inferior" se refiere a un alquilo C2-C4, (por ejemplo, etilo, propilo, butilo).

Como se usa en el presente documento, alqueno inferior se refiere a un alqueno C2-C4, (por ejemplo, eteno (etileno),
propileno, buteno). "Etileno" (eteno) es un gas inflamable incoloro que presenta solubilidad en agua. "Propileno” es un
compuesto organico insaturado que tiene la féormula quimica CsHs. "Buteno”, también conocido como butileno, es un
alqueno con la formula C4Hs. Es un gas incoloro que esta presente en el petréleo crudo como un constituyente menor
en cantidades que son demasiado pequefias para una extraccion viable. Por lo tanto, se obtiene por craqueo catalitico
de hidrocarburos de cadena larga que quedan durante el refinado del petréleo crudo. El craqueo produce una mezcla de
productos y el 2-buteno se extrae por destilacion fraccionada.

"Esterificacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la reaccién quimica en la que dos reactivos
(tipicamente un alcohol y un acido) forman un éster como el producto de reaccion.

Una "huella de carbono" es una medida del impacto que tienen los procedimientos en el medio ambiente, y en particular
en el cambio climatico. Se relaciona con la cantidad de gases de efecto invernadero producidos.

La presente tecnologia, asi descrita en general, se entendera mas facilmente por referencia a los siguientes ejemplos,
que se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitantes de la presente tecnologia.

En ciertas realizaciones, "recuperar" el vapor de monémero incluye condensar el vapor. Como se usa en el presente
documento, el término "recuperar" cuando se aplica al vapor significa aislarlo de los materiales de la biomasa de PHA,
por ejemplo, incluyendo, pero sin limitarse a: recuperacion por condensacion, metodologias de separacion, tales como
el uso de membranas, separacion en fase gaseosa (por ejemplo, vapor), tal como destilacion, y similares. Por lo tanto, la
recuperacion puede lograrse a través de un mecanismo de condensacion que captura el vapor del componente
monomeérico, condensa el vapor del componente monomérico a una forma liquida y lo transfiere lejos de los materiales
de la biomasa.

Como un ejemplo no limitativo, la condensacion de vapor del componente monomérico se puede describir de la
siguiente manera. La corriente de gas/vapor entrante de la camara de pirdlisis/torrefaccion entra en un intercambiador,
donde la corriente de gas/vapor puede enfriarse previamente. La corriente de gas/vapor pasa luego a través de un
enfriador donde la temperatura de la corriente de gas/vapor se reduce a la requerida para condensar los vapores
designados del gas por contacto indirecto con un refrigerante. El gas y los vapores condensados fluyen desde el
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enfriador a un separador, donde los vapores condensados se recogen en el fondo. El gas, libre de vapores, fluye desde
el separador, pasa a través del intercambiador y sale de la unidad. Los liquidos recuperados fluyen, o se bombean,
desde el fondo del separador hasta el almacenamiento. Para algunos de los productos, los vapores condensados se
solidifican y el solido se recoge.

En otras realizaciones, el componente monomérico puede purificarse adicionalmente si es necesario mediante
procedimientos adicionales conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante destilacion, mediante destilacion reactiva
(por ejemplo, el componente monomérico se acidifica primero para oxidar ciertos componentes (por ejemplo, para
facilidad de separacion) y luego se destila) mediante tratamiento con carbén activado para la eliminacion de cuerpos de
color y/o olor, mediante tratamiento de intercambio i6nico, mediante extraccion liquido-liquido con un componente
monomérico disolvente inmiscible para eliminar acidos grasos, etc., para purificacion después de la recuperacion del
mondémero, mediante destilacion al vacio, mediante destilacion por extraccién o usando métodos similares que darian
como resultado una purificacién adicional del componente monomérico para aumentar el rendimiento del monémero.
Las combinaciones de estos tratamientos también se pueden utilizar.

En ciertas realizaciones, el procedimiento es selectivo para producir monémeros con una cantidad relativamente
pequefia de productos secundarios no deseados. El término "componente monomérico" del procedimiento incluye el
monoémero y productos secundarios, tales como dimeros y oligdmeros. En ciertas realizaciones, el componente
monomeérico puede incluir 95% en peso de mondmero tal como acido acrilico y 5% de productos secundarios tales como
dimeros. De este modo, la cantidad de monémero en el componente monomeérico puede ser de aproximadamente 70%
en peso, aproximadamente 71% en peso, aproximadamente 72% en peso, aproximadamente 73% en peso,
aproximadamente 74% en peso, aproximadamente 75% en peso, aproximadamente 76 % en peso, aproximadamente
77% en peso, aproximadamente 78% en peso, aproximadamente 79% en peso, aproximadamente 80% en peso, 81%
en peso, aproximadamente 82% en peso, aproximadamente 83% en peso, aproximadamente 84% en peso,
aproximadamente 85% en peso, aproximadamente 86% en peso, aproximadamente 87% en peso, aproximadamente
88% en peso, aproximadamente 89% en peso, aproximadamente 90% en peso, 91% en peso, aproximadamente 92%
en peso, aproximadamente 93% en peso, aproximadamente 94% en peso, aproximadamente 95% en peso,
aproximadamente 96% en peso, aproximadamente 97% en peso, aproximadamente 98% en peso, aproximadamente
99% en peso o aproximadamente 100% en peso.

El uso de un catalizador especifico en una cantidad suficiente reducira la produccién de productos secundarios
indeseados y aumentara el rendimiento del mondmero en al menos aproximadamente 2 veces. En algunas
realizaciones, la produccién de productos secundarios no deseados se reducira hasta al menos aproximadamente 50%,
al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 20% al menos
aproximadamente 10%, o aproximadamente al menos aproximadamente 5%. En cierta realizacion, los productos
secundarios no deseados seran menos de aproximadamente 5% del mondmero recuperado, menos de
aproximadamente 4% del mondémero recuperado, menos de aproximadamente 3% del monémero recuperado, menos
de aproximadamente 2% del monémero recuperado, o menos de aproximadamente 1% del mondémero recuperado.

Los procedimientos descritos en este documento pueden proporcionar un rendimiento del componente monomeérico
expresado como porcentaje de rendimiento, por ejemplo, cuando se cultiva a partir de glucosa como fuente de carbono,
el rendimiento es de hasta 95% con base en [gramo del componente de PHA por gramo de glucosa] x 100% o el
rendimiento de monémero se expresa como [gramo del mondmero por gramo de componente de PHA] x 100%. En otras
realizaciones, el rendimiento esta en un intervalo entre aproximadamente 40% y aproximadamente 95%, por ejemplo,
entre aproximadamente 50% y aproximadamente 70%, o entre aproximadamente 60% y 70%. En otra realizacion, el
rendimiento es aproximadamente 75%, aproximadamente 70%, aproximadamente 65%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 55%, aproximadamente 50%, aproximadamente 45% o aproximadamente 40%. Por lo tanto, se
puede calcular el rendimiento ((g del componente monomérico/g de PHA inicial) x100%)

Produccién de acido croténico

El acido croténico es un intermedio quimico util que se produce comercialmente mediante la oxidaciéon catalitica de
crotonaldehido. El tamafio del mercado de acido croténico se estima actualmente en $ 5 millones. Sin embargo, no se
utiliza como materia prima del producto quimico intermedio porque puede convertirse cataliticamente en productos
quimicos de mayor valor afiadido como butanol, acido acrilico, acido maleico y acido fumarico que son componentes
basicos para la produccion de adhesivos, pinturas, recubrimientos y productos de cuidado personal y resinas
modificadas.

Se han informado recientemente nuevos procedimientos para convertir productos olefinicos "naturales" en productos
quimicos de base biologica utiles (J. Metzger (2009), Eur. J. Lipid Sci, 111, pagina 865; A. Ryback, M. Meier (2007),
Greet Chem., 9, pagina 1356; el documento US2009/0155866A1, de M. Burk et al.). La clave de estos procedimientos
es el uso de catalizadores de metatesis para hacer reaccionar diferentes tipos de olefinas, de los cuales los primeros
catalizadores bien definidos y altamente activos fueron desarrollados por Schrock y Grubb y posteriormente extendidos
por Hoveyda (Y. Schrodt, R. Pederson (2007), Aldrichimica ACTA, volumen 40, No. 2, pagina 45).

La metatesis cruzada se ha convertido en una ruta de reaccién particularmente importante para producir productos
quimicos de base bioldgica a partir de materias primas de biomasa. Por ejemplo, la metatesis cruzada de acidos grasos
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insaturados basados en plantas con etileno tiene el potencial de producir de manera sostenible una variedad de
polimeros que incluyen poliésteres, poliamidas y poliéteres con alto rendimiento (V.P. Kukhar (2009), Kem. Ind., 58 (2),
pagina 57). El etileno es un monémero conveniente para reaccionar con otros compuestos de base bioldgica, ya que
puede conducir directamente a una gama de productos intermedios basicos de gran volumen como &acidos y ésteres
acrilicos. Con el desarrollo de etileno "verde", producido por deshidratacion catalitica de etanol de base bioldgica (A.
Morschbaker (2009), Polymer Reviews, volumen 49, No. 2, pag. 79), la capacidad para producir compuestos
intermedios 100% de base bioldgica se esta convirtiendo en una opcion atractiva. Sin embargo, un desafio para hacer
reaccionar el monémero de etileno con catalizadores de Grubbs es la propension del etileno a desactivar o degradar el
catalizador, lo que conduce a bajas tasas de conversion y pérdida de rendimiento (Z. Lysenko et al. (2006), J. of
Organometallic Chem., 691, pagina 5197; X. Lin et al. (2010), J. of Molecular Catalysis A: Chemical, 330, pagina 99; K.
Burdett et al. (2004), Organometallics, 23, pagina 2027). Esto es especialmente importante cuando se desarrollan
aplicaciones industriales que usan catalizadores de metatesis.

En la presente memoria se describen métodos que superan este problema utilizando un método y procedimiento de
reaccion de catalisis multiple en tandem. En la primera etapa, el etileno y el 2-buteno se convierten primero en propileno
usando un catalizador de metatesis que no es sensible a la desactivacion por etileno tal como los catalizadores de
molibdeno-alquilideno o de tungsteno-alquilideno de Schrock (Schrock et al. (1988), J. Am. Chem. Soc., 110, pagina
1423). En la segunda etapa, el propileno se hace reaccionar luego con el compuesto de base bioldgica deseado usando
un catalizador de Grubb (tal como (1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-2-imidazolidinilideno)dicloro(o-isopropoxifeniimetilén)
rutenio). En este esquema de reaccion, el catalizador de Grubb nunca se expone al etileno y, por lo tanto, es capaz de
mantener las altas velocidades de reaccioén y los altos rendimientos necesarios para los procedimientos bioquimicos
industriales.

En un aspecto de la invencion, se describe un procedimiento continuo de biorrefineria para la produccién de acido
acrilico a partir de biomasa de PHA usando un protocolo de reaccién de catalisis multiple en tandem. El procedimiento
incluye cultivar una biomasa de PHA genéticamente modificada para producir poli-3-hidroxibutirato, calentar (por
ejemplo, pirdlisis ultrarrapida) el poli-3-hidroxibutirato para producir acido croténico, haciendo reaccionar el acido
croténico en condiciones adecuadas para formar un éster de crotonato de alquilo inferior en presencia de un catalizador
de transesterificacion; hacer reaccionar el éster de crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar
un acrilato de alquilo inferior y 2-buteno mediante metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador de metatesis
con una cantidad suficiente de propileno. El propileno se forma a partir de una reaccion de metatesis separada de
etileno y 2-buteno en presencia de un segundo catalizador de metatesis y el exceso de propileno se elimina
continuamente.

Como se indico anteriormente, se sabe bien que PHB es térmicamente inestable (Cornelissen et al., paginas 2523-2532,
Fuel, 87, 2008) y se convierte bajo ciertas condiciones en compuestos intermedios que incluyen acido crotonico tras
calentamiento (véase Kopinke et al., Polymer Degradation and Stability, 52: 25-38 (1996). El acido crotonico puede
procesarse adicionalmente para formar acido acrilico y ésteres de acrilato. La estabilidad térmica del polimero es
tipicamente un factor limitante para las aplicaciones termoplasticas, sin embargo, como se describe en este documento,
se puede aprovechar para convertir PHB a bajo costo (por ejemplo, a partir de fuentes de biomasa) en acido croténico
de alta pureza y altos rendimientos. El acido croténico en si mismo tiene mercados limitados, principalmente se usa
como un comonomero en sistemas de vinilo donde imparte algunas propiedades hidréfobas a los productos finales. El
acido crotonico se hace reaccionar en condiciones adecuadas para formar un éster de crotonato de alquilo inferior, y
haciendo reaccionar el éster de crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar un acrilato de alquilo
inferior y 2-buteno mediante metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador con una cantidad suficiente de
propileno.

Los productos quimicos de base bioldgica producidos a partir de la biomasa (por ejemplo, acido crotonico, acido acrilico,
propileno, butano, etc.) pueden utilizarse como materiales de partida para una amplia variedad de aplicaciones. Por
ejemplo, el acido acrilico y sus ésteres se combinan facilmente consigo mismos u otros monémeros (por ejemplo,
acrilamidas, acrilonitrilo, vinilo, estireno y butadieno) al reaccionar en su doble enlace, formando homopolimeros o
copolimeros que se usan en la fabricacion de diversos plasticos, fabricacion de papel y recubrimiento, pinturas para
exteriores para madera y mamposteria, recubrimientos para aglomerados y materiales de construccion relacionados,
floculacion de minerales finos y aguas residuales, y tratamiento de aguas residuales, tintas de impresion, pinturas de
paredes interiores, pulimentos para pisos, recubrimientos de pisos y paredes, imprimaciones industriales, encolado
textil, tratamientos y acabados, impregnacion y acabado de cueros y selladores de mamposteria, recubrimientos,
adhesivos, elastdmeros, asi como pulidores para pisos y pinturas. El acido acrilico también se usa en la produccién de
materiales poliméricos, como el acido poliacrilico, que es un componente principal de los pafiales superabsorbentes.

Asimismo, el propileno es materia prima para una amplia variedad de productos, incluido el polipropileno, un polimero
versatil utilizado en el envasado y otras aplicaciones. Es la segunda materia prima petroquimica de mayor volumen
después del etileno. El propileno y el benceno se convierten en acetona y fenol a través del proceso del cumeno. El
propileno también se usa para producir isopropanol (propan-2-ol), acrilonitrilo, éxido de propileno (epoxipropano) y
epiclorhidrina.

Estos productos quimicos se utilizan luego para fabricar productos duraderos de base bioldgica, por ejemplo, productos
en las industrias electrénica y automotriz.
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Comenzando con biomasa que contiene poli-3-hidroxibutirato (PHB), el componente monomérico obtenido calentando la
biomasa de PHB es principalmente acido trans-croténico. El acido croténico se convierte posteriormente para producir
acido acrilico, ésteres acrilicos y butanol utilizando reacciones de catalisis multiple de metatesis en tandem. Aqui se
describen los materiales y procedimientos necesarios para producir estos diversos productos quimicos a partir de
biomasa que contiene PHB.

De acuerdo con esto, los métodos para producir un acido croténico en una biomasa de PHA, haciendo reaccionar el
acido croténico en condiciones adecuadas para formar un éster de crotonato de alquilo inferior, haciendo reaccionar el
éster de crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar un acrilato de alquilo inferior y 2-buteno
mediante metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador con una cantidad suficiente de propileno. El propileno
se forma por una reaccion de metatesis separada de etileno y 2-buteno en presencia de un segundo catalizador,
mientras que el exceso de propileno es continuamente retirado. En ciertas realizaciones, los métodos incluyen ademas
hacer reaccionar el éster de crotonato en condiciones adecuadas en presencia de un tercer catalizador para formar un
alcohol.

La presente descripcion también se refiere a un método para producir un acido croténico en una biomasa de PHA, hacer
reaccionar el acido crotonico en condiciones adecuadas para formar un éster de crotonato de butilo e hidrogenar el éster
de crotonato de butilo para formar dos moles de butanol.

En otro aspecto de la invencién, se describe un procedimiento para producir un acrilato de alquilo inferior. El
procedimiento incluye el crecimiento de una biomasa de PHA genéticamente modificada para producir poli-3-
hidroxibutirato, pirolizando (calentando a alta temperatura, o mediante torrefaccion) el poli-3-hidroxibutirato para producir
acido croténico, haciendo reaccionar el acido croténico en condiciones adecuadas para formar un éster de crotonato de
alquilo inferior, haciendo reaccionar el éster de crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar un
acrilato de alquilo inferior y 2-buteno mediante metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador con una
cantidad suficiente de propileno.

En otro aspecto mas de la invencidn, se describe un procedimiento de biorrefineria continuo para la produccion de acido
acrilico a partir de biomasa de PHA usando un protocolo de reaccion de catalisis multiple en tandem. El procedimiento
incluye cultivar una biomasa de PHA genéticamente modificada para producir poli-3-hidroxibutirato, pirolizar el poli-3-
hidroxibutirato para producir acido croténico, hacer reaccionar el acido croténico en condiciones adecuadas para formar
un éster de crotonato de alquilo inferior en presencia de un catalizador de esterificacién; hacer reaccionar el éster de
crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar un acrilato de alquilo inferior y 2-buteno mediante
metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador de metatesis con una cantidad suficiente de propileno. El
propileno se forma a partir de una reaccion de metatesis separada de etileno y 2-buteno en presencia de un segundo
catalizador de metatesis y el exceso de propileno se elimina continuamente. Los rendimientos del producto se optimizan
separando las reacciones y seleccionando catalizadores apropiados.

El método incluye un método de reaccion catalitica multiple en tandem que proporciona un proceso eficiente para la
produccion de alto rendimiento de acido acrilico y productos de éster de acrilato derivados de acido crotonico. En ciertas
realizaciones, la biomasa residual, después de la conversiéon de PHA en acido croténico, se utiliza como fuente de
energia.

Un "catalizador de metatesis" puede usarse solo o en combinacién con uno o mas catalizadores adicionales. La
reaccion de metatesis se realiza en presencia de una cantidad cataliticamente eficaz de un catalizador de metatesis. El
término "catalizador de metatesis" incluye cualquier catalizador o sistema catalizador que cataliza la reaccion de
metatesis. La funcion fundamental de un catalizador de metatesis es facilitar la reordenacion de los dobles enlaces
carbono-carbono a través de un procedimiento de coordinacion de metal activado. Como tales, estos catalizadores
pueden utilizarse para acoplar (metatesis cruzada o CM), escindir, abrir anillo (ROM), cerrar anillo (RCM) o polimerizar
(ROMP) una gama de compuestos olefinicos. Catalizadores de metatesis particularmente Utiles son los catalizadores de
Grubbs que se basan en un atomo de rutenio central rodeado por cinco ligandos: dos grupos neutros donantes de
electrones, dos grupos monoaniénicos y un grupo alquilideno. La ultima generacion de catalizadores de metatesis de
rutenio tiene la ventaja de poder manejarse al aire, reaccionar a temperaturas relativamente bajas y son tolerantes a
diversos grupos funcionales olefinicos que incluyen grupos proticos tales como alcoholes y acidos, a la vez que
mantienen una alta actividad catalizadora (S. Connon, S. Bleichert (2003), Ang. Chem. Int. Ed., 42, pagina 1900).

Estos catalizadores sintéticos representan una tecnologia de avanzada que permite que la quimica de la metatesis se
apligue a moléculas funcionales tales como acidos grasos derivados de aceites vegetales insaturados, ésteres de
acidos grasos, acidos grasos de hidroxilo y ésteres de poliol insaturados. Ejemplos de catalizadores de metatesis
incluyen catalizadores de carbeno metalicos basados en metales de transicion, por ejemplo, rutenio, molibdeno, osmio,
cromo, renio y tungsteno. Ejemplos de catalizadores de metatesis basados en rutenio, catalizadores de metatesis
basados en rutenio, denominados generalmente catalizadores de Grubb, son particularmente Utiles en la metatesis de
olefinas. Los catalizadores de metatesis incluyen los "catalizadores de primera generacion” originales, los "catalizadores
de segunda generacion” (Véase Schrodi y Pederson, Aldrichimica ACTA Vol 40 (2) 45-52 (2007) y la patente de Estados
Unidos No. 7.322.9758) y "analogos de Hoveyda-Grubbs". Estos catalizadores son especialmente Utiles en reacciones
con compuestos oxigenados.
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Muchos factores influyen en las rutas cataliticas complejas de la metatesis de olefinas. Las tecnologias cataliticas de
metatesis actuales tienen limitaciones que incluyen la desactivacion catalitica, baja rotacion catalitica, inestabilidad
catalitica y degradacion y baja selectividad, por nombrar algunas. Estas limitaciones dan como resultado un bajo
rendimiento del producto y un aumento de los costos.

El recambio catalitico es la cantidad de moles de sustrato que una mol de catalizador puede convertir antes de
inactivarse. Se ha estimado que para que la metatesis de olefinas produzca suficiente producto en un procedimiento de
biorrefineria econdmicamente viable, la rotaciéon catalitica deberia ser mayor de cincuenta mil. (Burdett et al.,
Organometallics 23: 2027-2047 (2004)).

La desactivacion del catalizador de metatesis a menudo implica la inhibicién de la olefina terminal con la acumulacion de
productos insaturados. La limitacién de la desactivacion del catalizador de metatesis al convertir etileno y butilenos en
propileno se lleva a cabo tratando previamente o acondicionando el catalizador con 2-buteno cis, mientras que el
pretratamiento con etileno se correlaciona con la desactivacion catalitica. (Véase Lysenko et al., J. of Organometallic
Chem., 691: 5197-5203 (2006)).

Las reacciones y procedimientos cataliticos mudltiples en tandem descritos en la presente memoria permiten la
selectividad, la desactivacion reducida y otras condiciones de reaccidon que aumentan el rendimiento del producto de
acido acrilico. El acido crotonico es un acido carboxilico con un doble enlace entre los carbonos C2 y C3. Los acidos
carboxilicos libres y el etileno desactivan los catalizadores de metatesis. Al convertir el acido croténico en acido acrilico
en un procedimiento catalitico multiple en tandem, los catalizadores de metatesis son especificos de la reacciéon y no
estan expuestos al acido carboxilico libre o al etileno. Cada etapa de la reaccion global se separa y optimiza para un alto
rendimiento.

En la primera etapa de un ejemplo de procedimiento ilustrativo del procedimiento catalitico multiple en tandem, el acido
croténico se convierte en el éster de crotonato de butilo usando un catalizador de esterificacion. En la segunda etapa, el
etileno y el 2-buteno se convierten en propileno usando un catalizador que no es sensible a la desactivacion por etileno.
La selectividad de la reaccién se maximiza mediante la eliminaciéon continua del propileno que limita las reacciones
secundarias no deseadas. Finalmente, en la tercera etapa, el propileno se hace reaccionar con el crotonato de butilo
usando otro catalizador de metatesis especifico diferente para producir acrilato de butilo y 2-buteno.

La Figura 12 detalla la reaccion de metatesis general del propileno para producir butano y etileno. El punto de partida
para el ciclo catalitico es el carbeno metalico (I). Este reacciona con propileno para generar el compuesto intermedio de
metalociclobutano (Il). Este anillo de cuatro miembros se fragmenta luego en la direccion opuesta para liberar etileno y
crear un nuevo carbeno metalico (lll), que reacciona con otro equivalente de propileno. La fragmentacion del
metalociclobutano (IV) resultante produce 2-buteno y regenera la carabina metalica (1) inicial que luego vuelve a entrar
en el ciclo catalitico.

En ciertas realizaciones de la invencién, se usa un catalizador de metatesis en la reaccion en ausencia de etileno u otro
producto desactivante o producto secundario. En otras realizaciones, un catalizador de metatesis es insensible a etileno
u otros compuestos desactivantes. En otras realizaciones, el catalizador de metatesis reacciona con un alqueno
asimétrico, por ejemplo, propileno.

Las tasas de selectividad y de reaccion de cada etapa del procedimiento descrito en este documento pueden
optimizarse mediante la seleccién del catalizador de metatesis apropiado. Los catalizadores que tienen una actividad
deseable en cada etapa de la reaccion catalitica multiple en tdandem bajo condiciones de reaccion variables pueden
disefiarse y probarse comparando la tasa de formacién del producto. Se estan desarrollando nuevos catalizadores de
metatesis para satisfacer la necesidad de la produccion industrial de productos bioquimicos en los que los catalizadores
son mas activos y realizan transformaciones mas dificiles de forma selectiva en una variedad de condiciones de
reaccion con una reactividad Unica y velocidades de iniciacion adaptadas. Estos catalizadores de metatesis se
adaptaran a la estabilidad, reactividad y selectividad necesarias para la reaccion de metatesis deseada. También se
contemplan aqui, el desarrollo de nuevos catalizadores de metatesis que mejoran la reactividad, selectividad o velocidad
de iniciaciéon de los métodos descritos en este documento. Es posible optimizar el catalizador de metatesis para
reacciones especificas cambiando los grupos de ligandos unidos al centro metalico. Por ejemplo, se encontréo que
dependiendo del tipo de ligandos de fosfina separables utilizados en los catalizadores de Grubbs, la velocidad de
iniciacion de la reacciéon de metatesis podia controlarse. Esto es importante cuando se considera que, dependiendo de
la aplicacion, es ventajoso emplear catalizadores que se inicien de forma mas lenta (por ejemplo, para reacciones de
ROMP) o mas rapidamente (por ejemplo, reacciones de baja temperatura).

Las fuentes comerciales de catalizadores de metatesis incluyen Sigma-Aldrich, Materia and Elevance (publicacion de la
solicitud de patente de Estados Unidos No. US 2009/0264672).

Los ejemplos de catalizadores de metatesis adicionales incluyen, sin limitaciéon, complejos de carbeno metalico
seleccionados del grupo que consiste en molibdeno, osmio, cromo, renio y tungsteno. El término "complejo” se refiere a
un atomo de metal, tal como un atomo de metal de transiciéon, con al menos un ligando o agente complejante
coordinado o unido a él. Tal ligando tipicamente es una base de Lewis en complejos de metal carbeno Utiles para
metatesis de alquino o alqueno. Los ejemplos tipicos de tales ligandos incluyen fosfinas, haluros y carbenos
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estabilizados. Algunos catalizadores de metatesis pueden emplear metales plurales o cocatalizadores metalicos (por
ejemplo, un catalizador que comprende un haluro de tungsteno, un compuesto de tetraalquil estafio y un compuesto de
organoaluminio).

Se puede usar un catalizador inmovilizado para el procedimiento de metatesis. Un catalizador inmovilizado es un
sistema que comprende un catalizador y un soporte, el catalizador asociado con el soporte. Pueden darse asociaciones
a modo de ejemplo entre el catalizador y el soporte por medio de enlaces quimicos o interacciones débiles (por ejemplo,
enlaces de hidrégeno, interacciones donador-aceptor) entre el catalizador, o cualquiera de sus porciones, y el soporte o
cualquiera de sus porciones. Se pretende que el soporte incluya cualquier material adecuado para soportar el
catalizador. Tipicamente, los catalizadores inmovilizados son catalizadores en fase sélida que actuan sobre reactivos y
productos en fase liquida o gaseosa. Los ejemplos de soportes son polimeros, silice o alumina. Tal catalizador
inmovilizado se puede usar en un procedimiento de flujo. Un catalizador inmovilizado puede simplificar la purificacion de
productos y la recuperacion del catalizador de modo que el reciclado del catalizador puede ser mas conveniente.

El procedimiento de metatesis puede realizarse en cualquier condicién adecuada para producir los productos de
metatesis deseados. Por ejemplo, se pueden seleccionar la estequiometria, la quimica de coordinacién entre el
catalizador y los sustratos, la atmdsfera, el disolvente, la temperatura y la presion para producir un producto deseado y
para minimizar los subproductos indeseables. El procedimiento de metatesis puede realizarse en una atmdsfera inerte.
De forma similar, si el reactivo de olefina se suministra como un gas, se puede usar un diluyente gaseoso inerte. La
atmosfera inerte o diluyente gaseoso inerte es tipicamente un gas inerte, lo que significa que el gas no interacciona con
el catalizador de metatesis para impedir sustancialmente la catalisis. Por ejemplo, los gases inertes particulares se
seleccionan del grupo que consiste en helio, nedn, argdn, nitrdgeno y combinaciones de los mismos.

De forma similar, si se usa un disolvente, el disolvente elegido puede seleccionarse para que sea sustancialmente inerte
con respecto al catalizador de metatesis. Por ejemplo, los disolventes sustancialmente inertes incluyen, sin limitacion,
hidrocarburos aromaticos, tales como benceno, tolueno, xilenos, etc.; hidrocarburos aromaticos halogenados, tales
como clorobenceno y diclorobenceno; disolventes alifaticos, que incluyen pentano, hexano, heptano, ciclohexano, etc.; y
alcanos clorados, tales como diclorometano, cloroformo, dicloroetano, etc.

En ciertas realizaciones, la reaccion de metatesis también puede realizarse sin el uso de disolventes.

En otras realizaciones, se puede afadir un ligando a la mezcla de reaccién de metatesis. En muchas realizaciones que
usan un ligando, el ligando se selecciona para que sea una molécula que estabilice el catalizador, y de este modo
puede proporcionar un numero de renovacion aumentado para el catalizador. En algunos casos, el ligando puede alterar
la selectividad de la reaccion y la distribucion del producto. Los ejemplos de ligandos que pueden usarse incluyen
ligandos de base de Lewis, tales como, sin limitacion, trialquilfosfinas, por ejemplo, triciclohexilfosfina y tributilfosfina;
triarilfosfinas, tales como trifenilfosfina; diarilalquilfosfinas, tales como, difenilciclohexilfosfina; piridinas, tales como 2,6-
dimetilpiridina, 2,4,6-trimetilpiridina; asi como otros ligandos basicos de Lewis, tales como 6xidos de fosfina y fosfinitos.
Los aditivos también pueden estar presentes durante la metatesis que aumentan la vida util del catalizador.

Cualquier cantidad util del catalizador de metatesis seleccionado se puede usar en el procedimiento. Por ejemplo, la
relacion molar del reactivo con respecto al catalizador puede variar de aproximadamente 5:1 a aproximadamente
10.000.000:1 o de aproximadamente 50:1 a 500.000:1.

La temperatura de la reaccion de metatesis puede ser una variable de control de la velocidad en la que la temperatura
se selecciona para proporcionar un producto deseado a una velocidad aceptable. La temperatura de la metatesis puede
ser mayor que -40°C, puede ser mayor que aproximadamente -20°C, y tipicamente es mayor que aproximadamente 0°C
0 mayor que aproximadamente 20°C. Tipicamente, la temperatura de la reaccion de metatesis es inferior a
aproximadamente 150°C, tipicamente inferior a aproximadamente 120°C. Un ejemplo de un intervalo de temperatura
para la reaccion de metatesis varia desde aproximadamente 20°C hasta aproximadamente 120°C.

La reaccion de metatesis se puede ejecutar a cualquier presion deseada. Tipicamente, sera deseable mantener una
presion total que sea lo suficientemente alta para mantener el reactivo de metatesis cruzada en solucion. Por lo tanto, a
medida que aumenta el peso molecular del reactivo de metatesis cruzada, el intervalo de presién inferior tipicamente
disminuye a medida que aumenta el punto de ebullicion del reactivo de metatesis cruzada. La presion total puede
seleccionarse para que sea mayor que aproximadamente 10 kPa, en algunas realizaciones mayor que
aproximadamente 30 kPa, o mayor que aproximadamente 100 kPa. Tipicamente, la presion de reacciéon no es mayor de
aproximadamente 7.000 kPa, en algunas realizaciones no mayor de aproximadamente 3.000 kPa. Un ejemplo de
intervalo de presién para la reaccién de metatesis es de aproximadamente 100 kPa hasta aproximadamente 3.000 kPa.
Ademas, el pH puede oscilar entre aproximadamente 2-10.

En algunas realizaciones, la reaccién de metatesis es catalizada por un sistema que contiene tanto un componente
metdlico de transicion como no de transicion. El numero mas activo y mas grande de sistemas de catalizadores de
metatesis se deriva de los metales de transicion del Grupo VI A, por ejemplo, tungsteno y molibdeno.

El uso del catalizador de metatesis en la metatesis cruzada de olefina permite la selectividad del producto y la
reactividad de la olefina. (A. Chatterjee et al., J. Am. Chem. Soc. 125: 11360-11370 (2003)).
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Ejemplos de catalizadores incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:
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Catalizador de Hoveyda-Grubbs de 2da generacion Catalizado de Grubbs de 2da generacion
(1,3-Bis-(2,4,6-trimetilfenil)-2-imidazolidinilideno)dicloro(o- 1,3-Bis-(2,4,6-trimethylphenyl)-2-(imidazolidinilideno)
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Catalizador de Hoveyda-Grubbs de primera generacion Catalizador de Schrock
1,3-Bis-(2,4,6-trimetilfenil)-2-(imidazolidinilideno) 2,6-Diisopropilfenilimidoneocfilideno molibdeno(V1)
(diclorofenilmetileno) (triciclohexilfosfina)rutenio bis(hexafluoro-t-butdxido)

Proceso continuo de biorrefineria

Las realizaciones utiles del procedimiento de biorrefineria continuo son la produccion de acidos acrilicos de base
bioldgica y productos relacionados derivados por reacciones cataliticas multiples en tandem a partir de acido croténico
derivado de biomasa de PHA. Este procedimiento es una conversion altamente eficiente de carbono de una fuente
bioldgica en acido acrilico y productos relacionados para su uso en una variedad de aplicaciones.

Biomasa residual

Como se usa en el presente documento, los "liquidos de pirdlisis” se definen como un fluido de baja viscosidad con
hasta 15-20% de agua, que contienen tipicamente azlcares, aldehidos, furanos, cetonas, alcoholes, acidos carboxilicos
y ligninas. También conocido como bioaceite, este material se produce por pirdlisis, tipicamente pirdlisis rapida de
biomasa a una temperatura que es suficiente para descomponer al menos una parte de la biomasa en gases y liquidos
recuperables que pueden solidificar al reposar. En algunas realizaciones, la temperatura que es suficiente para
descomponer la biomasa es una temperatura entre 400°C y 800°C.

En otras realizaciones, el procedimiento incluye la torrefaccién de la biomasa residual. En ciertas realizaciones, la
torrefaccion incluye mantener la biomasa residual a una temperatura de 200°C a 350°C. En otras realizaciones, la
torrefaccion incluye mantener la biomasa residual a una temperatura durante un periodo de tiempo de 10 a 30 minutos,
por ejemplo, 12 minutos, 13 minutos, 14 minutos, 15 minutos, 16 minutos, 17 minutos, 18 minutos, 19 minutos, 20
minutos, 21 minutos, 22 minutos, 23 minutos, 24 minutos, 25 minutos, 26 minutos, 27 minutos, 28 minutos, 29 minutos o
mas de 30 minutos.

Tal como se usa en la presente memoria, "torrefaccion” se refiere al procedimiento de torrefaccién, que es un término
reconocido en la técnica que se refiere al secado de biomasa. El procedimiento tipicamente implica calentar una
biomasa en un intervalo de 200-350°C, durante un periodo de tiempo relativamente largo (por ejemplo, 10-30 minutos),
tipicamente en ausencia de oxigeno. El procedimiento da como resultado una biomasa torrefactada que tiene un
contenido de agua inferior al 7% en peso de la biomasa. La biomasa torrefactada puede procesarse posteriormente.

Aplicaciones

Los productos quimicos de base bioldgica producidos a partir de la biomasa (por ejemplo, acido croténico, acido acrilico,
propileno, butano, etc.) pueden utilizarse como materiales de partida para una amplia variedad de aplicaciones. Por
ejemplo, el acido acrilico y sus ésteres se combinan facilmente consigo mismos u otros mondmeros (por ejemplo,
acrilamidas, acrilonitrilo, vinilo, estireno y butadieno) al reaccionar en su doble enlace, formando homopolimeros o
copolimeros que se usan en la fabricacion de diversos plasticos, fabricacion y recubrimiento de papel, pinturas para
exteriores para madera y mamposteria, recubrimientos para aglomerados y materiales de construccion relacionados,
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floculacion de minerales finos y aguas residuales, y tratamiento de aguas servidas, tintas de impresion, pinturas de
paredes interiores, pulimentos para pisos, recubrimientos de pisos y paredes, imprimaciones industriales, encolado
textil, tratamiento y acabado, impregnacién y acabado de cuero y selladores de mamposteria, recubrimientos,
adhesivos, elastébmeros, asi como pulidores para suelos y pinturas. El acido acrilico también se usa en la produccion de
materiales poliméricos, como el acido poliacrilico, que es un componente principal de los pafiales superabsorbentes.

Asimismo, el propileno es materia prima para una amplia variedad de productos que incluyen polipropileno, un polimero
versatil usado en envases y otras aplicaciones. Es la segunda materia prima petroquimica de mayor volumen después
del etileno. El propileno y el benceno se convierten en acetona y fenol a través del proceso de cumeno. El propileno
también se usa para producir isopropanol (propan-2-ol), acrilonitrilo, 6xido de propileno (epoxipropano) y epiclorohidrina.

Ejemplos

La presente tecnologia se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como
limitantes de ninguna manera.

Métodos experimentales

Mediciéon de productos de degradacion térmica por pirdlisis-cromatografia de gases-espectroscopia de masas (Py-GC-
MS)

Para identificar y semicuantificar los compuestos monoméricos generados a partir de biomasa seca mientras se calienta
a diversas temperaturas, se us6 un GC-MS Agilent 7890A/5975 equipado con un pirolizador Frontier Lab PY-2020iD.
Para esta técnica, se pesa una muestra en una copa de acero y se carga en el automuestreador del pirolizador. Cuando
se inicia el pirolizador y GC-MS, la copa de acero se coloca automaticamente en el pirolizador que se ha ajustado a una
temperatura especifica. La muestra se mantiene en el pirolizador durante un corto periodo de tiempo mientras que los
volatiles son liberados por la muestra. Los compuestos volatiles se barren con gas de helio en la columna GC donde se
condensan en la columna que esta a temperatura ambiente. Una vez que termina la pirdlisis, la columna de GC se
calienta a una velocidad determinada para eluir los volatiles liberados de la muestra. Luego, los compuestos volatiles se
barren usando gas de helio en un detector de ionizacion de electrones/espectros de masas (intervalo de masa 10-700
daltons) para identificacion y cuantificacion.

Para los siguientes ejemplos, se pesaron 200-400 pg de biomasa seca en una copa de acero del pirolizador usando una
microbalanza. La copa se cargo en el automuestreador del pirolizador. El pirolizador fue programado para calentarse a
una temperatura de 300-350°C durante 0,2-1 minutos. La columna de GC utilizada en los ejemplos era una columna
capilar Frontier Lab Ultra Alloy o una columna HP-5MS (longitud 30 m, ID 0,25 ym, grosor de pelicula 0,25 ym). El GC
se programd entonces para calentar desde la temperatura ambiente hasta 70°C durante 5 minutos, luego a 240°C a
razéon de 10°C/min durante 4 min y finalmente a 270°C a razén de 20°C/min durante 1,5 min. El tiempo total de
ejecucion del GC fue de 25 minutos. Los picos que se muestran en los cromatogramas se identificaron por la mejor
probabilidad de coincidencia con los espectros de una biblioteca espectral de masas NIST.

Ejemplo 1: Generacion de acido croténico de base bioldgica procedente de la pirdlisis de tabaco genéticamente
modificado que expresa poli-3-hidroxibutirato.

En este ejemplo, se muestra que el calentamiento de biomasa de plantas modificadas genéticamente que contiene poli-
3HB genera mondmero de acido crotonico de base bioldgica. El tabaco se modificd genéticamente para expresar poli-
3HB y se cultivd en condiciones de invernadero produciendo biomasa vegetal que contenia 10% de poli-3HB con base
en hojas secas. Las hojas de tabaco se retiraron de sus plantas, se secaron hasta < 5% en peso de humedad y se
molieron manualmente hasta un tamafio de particula de < 1 mm. Una porcién del polvo de hoja de tabaco se mezclo a
continuacién con una suspension acuosa de cal (Ca(OH), al 95%+ Sigma Aldrich) y se sec6 a 110°C en un horno antes
de someterse a Py-GC-MS a 350°C. La concentracion final de cal en la biomasa de tabaco seco fue del 5% en peso.
Las Figuras 2 y 3 muestran las graficas de Py-GC-MS para el tabaco sin cal y con el catalizador de cal, mientras que las
Tablas 1 y 2 enumeran los tiempos de retencién del pico del cromatograma y las coincidencias de la biblioteca espectral
de masas. Los resultados muestran que a 350°C, los compuestos principales generados calentando el tabaco con 10%
de poli-3HB eran CO,, acido acético y acido croténico. Los primeros dos compuestos volatiles se originaron a partir de
polisacaridos y hemicelulosas presentes en la planta de tabaco, mientras que el acido croténico (cis y trans) se origind a
partir del poli-3HB. Cuando se agreg6 cal al tabaco + poli(3HB), el efecto general fue aumentar la cantidad relativa de
CO, generado. Se ha demostrado que la adicion de iones metdlicos (potasio, calcio y litio) a la madera aumenta las
velocidades de ciertas reacciones de pirdlisis, especialmente las reacciones de descarboxilacion de lignina,
hemicelulosa y celulosa (G. Richards y G. Zheng, J. of Anal. and Applied Pyrolysis, 21 (1991), pagina 133). Esto podria
explicar el gran aumento de CO- generado durante la pirdlisis del tabaco después de la adicion del catalizador de cal. El
catalizador también parecié suprimir la generacion de picos con tiempos de retencion en la region de 9-10 minutos que
se identificaron como compuestos de tipo éster y alcohol.

Tabla 2. Tiempos de retencién de picos de GC-MS y compuestos generados durante la pirdlisis a 350°C de tabaco con
10% de poli-3HB.
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Pico # Tiempo de retencién (min) ID del pico
1 1,781 CO:
2 1,852 CO:
3 2,874 Acido Acético
4 3,120 1-Hidroxi-2-propanona
5 5,132 Acido cis-crotonico
6 6,150 Acido trans-crotdnico
7 6,810 2-Metil-1,3-butanediol
8 7,200 2-Hidroxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona
9 7,725 Ciclopropilmetanol
10 9,575 Ester etilico del acido ciclopropanocarboxilico
11 10,279 3-Etil-3-pentanol
12 12,508 2,6,10-Trimetil-14-etilen-14-pentadeceno
13 13,125 Acido hexadecanoico
14 14,178 Compuesto de metano-azuleno
15 16,003 1-Acetil-2-piridinil-2,3,4,5-tetra-hidropirrol
16 17,940 Octacosano

Tabla 3. Tiempos de retencién de picos de GC-MS y compuestos generados durante la pirdlisis a 350°C de tabaco con

10% de poli-3HB + 5% de cal.

Pico # Tiempo de retencién (min) ID del pico
1 1,779 CO:
2 1,822 CO:
3 2,102 CO:
4 2,505 - 2,798 Acido acético
5 3,091 1-Hidroxi-2-propanona
6 5,839 Acido trans-crotdnico
7 6,792 1-Vinil pirazol
8 7,150 2-Hidroxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona
9 7,712 Ciclopropilmetanol
10 9,287 Indol
11 9,400 2-Metoxi-4-vinilfenol
12 9,637 2,6-dimetoxifenol
13 12,507 2,6,10-Trimetil-14-etilen-14-pentadeceno
14 13,117 Acido hexadecanoico
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15 14,169 Hexadecanamida

16 17,353 - 19,074 Eicosano, Tricontano, Octacosano

Ejemplo 2: Hidrdlisis lignocelulésica seguida por la generacion de acido crotonico de base bioldgica procedente de la
pirdlisis del tabaco genéticamente modificado que expresa poli-3-hidroxibutirato.

En este ejemplo, se describe un procedimiento en el que la biomasa vegetal que contiene poli-3HB se procesa primero
para eliminar azUcares solubles y otros componentes y luego se calienta para generar acido crotonico de base bioldgica.
El tabaco modificado para expresar poli-3HB al 10% en peso en la hoja de la planta se cosech6 después de crecer
hasta tamafio completo en un invernadero. Se recogi6é un total de 100 g de hojas de tabaco secas que contenian
aproximadamente 10 g de PHA y se molieron hasta un tamafio < 1 mm. Las hojas molidas se sometieron entonces a un
procedimiento de hidrdlisis estandar usando acido diluido y enzima para producir azicares solubles (40 g), solubles no
identificados (20 g) y biomasa seca residual (40 g). La biomasa residual se analiz6 mediante GC (véase Doi, Microbial
Polyesters, John Wiley & Sons, 1990, pagina 24) que indica un contenido total de PHA de aproximadamente 8 g (80%
de recuperacion de PHA). Este residuo seco se sometio a pirolisis-GC a 350°C produciendo acido croténico con una
recuperacion del 90% y una pureza de > 95% (cis y trans combinados).

Ejemplo 3: Generacion de éster de acido acrilico de base bioldgica a partir de la pirdlisis de una biomasa genéticamente
modificada que produce poli-3-hidroxibutirato seguido de metatesis de acido crotonico.

En el ejemplo anterior, se mostré como la biomasa + poli-3HB podria usarse para generar acido croténico de base
bioldgica calentando a temperaturas en las que se inicia la descomposicion térmica del poli-3HB. El acido croténico
recuperado a partir de este procedimiento podria transformarse ademas en productos quimicos intermedios valiosos
mediante el uso de reacciones de metatesis cruzada. Este ejemplo detalla un método para convertir acido croténico en
ésteres de acido acrilico usando un procedimiento de catalisis multiple en tandem.

La metatesis cruzada es el acoplamiento de dos reactivos que contienen enlaces de carbono insaturados y se ha
limitado histéricamente a compuestos de partida que no tienen ninguin grupo funcional tal como olefinas simples (etileno,
propileno, etc.). Los catalizadores organicos a base de rutenio que ahora estan siendo fabricados por Materia (patentes
de Estados Unidos Nos. 6.620.955 y 7.026.495) y desarrollados por Elevance (solicitud de patente de Estados Unidos
No. 2009/0264672) representan una tecnologia innovadora que permite aplicar la quimica de metatesis cruzada a
moléculas funcionales tales como acidos grasos derivados de aceites vegetales insaturados, ésteres de acidos grasos,
acidos grasos hidroxilicos y ésteres de poliol insaturados. El acido croténico es otra molécula (un acido carboxilico de
cadena corta insaturada) que se presta a esta nueva forma de metatesis cruzada con olefinas tales como etileno,
incluido el etileno derivado de fuentes bioldgicas procedente de la deshidratacion del etanol, para producir ésteres de
acido acrilico. Un desafio, sin embargo, en la reaccién de monémero de etileno con catalizadores de metatesis es la
propension del etileno a desactivar o degradar el catalizador, lo que conduce a bajas tasas de conversion y pérdida de
rendimiento (Z. Lysenko et al. (2006), J. of Organometallic Chem., 691, pagina 5197; X. Lin et al. (2010), J. of Molecular
Catalysis A: Chemical, 330, pagina 99; K. Burdett et al. (2004), Organometallics, 23, pagina 2027). Esto es
especialmente importante cuando se desarrollan aplicaciones industriales que usan catalizadores de metatesis para la
produccién quimica de base biolégica.

Se describe a continuacion la utilizacion un procedimiento de catalisis multiple en tandem en el que el catalizador de
metatesis primario (catalizador # 3 mas adelante) no esta expuesto a etileno. En la primera etapa del procedimiento, el
acido croténico se convierte en el éster de crotonato de butilo usando un catalizador de esterificacion conocido por los
expertos en la técnica, pero podria incluir acidos, hidroxidos de metales alcalinos, alcoxidos y carbonatos, enzimas y
bases no idnicas, tales como aminas, amidinas, guanidinas y triamino(imino)fosforanos. La reaccion de esterificacion
también puede proceder a través de la conversion del acido croténico en cloruro de crotonilo y luego se hace reaccionar
con un alcohol. Una ventaja de la ultima reaccién es que no es reversible. En la segunda etapa, el etileno y el 2-buteno
se convierten en propileno usando un catalizador que no es sensible a la desactivacion por etileno, tal como los
catalizadores de alquilideno-molibdeno o los de tungsteno-alquilideno de Schrock (Schrock et al. (1988), J. Am. Chem
Soc., 110, pagina 1423). La selectividad de la reaccién se maximiza mediante la eliminacion continua del propileno que
limita las reacciones secundarias no deseadas. Finalmente, en la tercera etapa, el propileno se hace reaccionar con el
crotonato de butilo usando un catalizador de segunda generacion de Hoveyda-Grubb (tal como (1,3-bis(2,4,6-
trimetilfenil)-2-imidazolidinilideno)dicloro(o-isopropoxifenilmetilen)rutenio) para producir acrilato de butilo y 2-buteno. Los
catalizadores de este tipo se usan para hacer reaccionar sustratos altamente deficientes en electrones a presion
atmosférica y temperaturas de 5-30°C. En este esquema de reaccion, el catalizador de metatesis nunca se expone al
etileno y, por lo tanto, es capaz de mantener las altas velocidades de reaccion y los altos rendimientos necesarios para
los procedimientos bioquimicos industriales. Las reacciones de catalisis multiple en tandem para transformar el acido
croténico en acrilato de butilo se muestran a continuacion:

Etapa #1:
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Etileno 2-Buteno Propileno
Etapa #3:
e) + /\ catalizador 3 0]
\/u\ \ /
Crotonato de Butilo Propileno Acrilato de Butilo 2-Buteno

La clave de la transformacion anterior es la conversion del acido crotonico al éster (los catalizadores de metatesis
pueden ser inactivados por acidos carboxilicos libres) y el uso de propileno y no de etileno para la conversion del
crotonato de butilo en acrilato de butilo. El uso de otros alcoholes, como el etanol, produciria otros ésteres de acido
acrilico.

El 2-buteno producido mediante la reaccion de la Etapa (3) se puede usar como materia prima quimica para la
conversion a butadieno o mediante metatesis con etileno a propileno segun la reaccion de la Etapa (2). En el caso de
que el etileno se derive de etileno producido de manera renovable, el propileno resultante seria un producto quimico
completamente de base bioldgica.

Para llevar a cabo las reacciones anteriores en una escala de laboratorio, se podrian tomar 5 g de biomasa vegetal o
microbiana que contenga poli-3HB tal como la descrita en el Ejemplo 1 y calentar a presion atmosférica bajo atmdsfera
nitrégeno a 300°C. Los vapores se enfrian luego con solidificacion directa de acido crotonico en una superficie fria
mantenida a 20°C (el punto de fusion crotonico es 70°C). Aproximadamente 3 g de acido croténico se recuperan para la
posterior catalisis multiple en tdndem como se describe en las reacciones anteriores. La Figura 4 muestra un diagrama
de flujo del proceso (PFD) que ilustra la produccion industrial integrada de acrilato y propileno a partir de acido croténico
y materiales de partida de etileno mientras que,

La Figura 5 muestra la esterificacion e hidrogenacion de acido crotonico.

Ejemplo 4: Generacién de butanol de base bioldgica a partir de la pirdlisis de una biomasa genéticamente modificada
que produce poli-3-hidroxibutirato seguido de hidrogenacion directa del acido croténico (ejemplo de referencia).

El siguiente ejemplo describe la generacion de acido croténico de base bioldgica a partir de biomasa que contiene poli-
3HB y luego la conversion del acido croténico en butanol de base biolégica mediante hidrogenacion. Se calientan 5 g de
biomasa microbiana o vegetal que contiene poli-3HB a presion atmosférica bajo atmdsfera de nitrégeno a 300°C. Los
vapores generados se enfrian con solidificacion directa de acido croténico en una superficie fria mantenida a 20°C (el
punto de fusion del acido croténico es de 70°C). Aproximadamente 3 g de acido crotdnico se recuperan para la
hidrogenacion posterior. Un autoclave de 50 mL se carga con 5 g de agua, 2 g de acido crotonico y 0,3 g de un
catalizador de Ru-Sn-Pt como se describe en el Ejemplo 3 de la patente de Estados Unidos No. 6.495.730. Después de
purgar el autoclave con nitrégeno, se introduce hidrégeno gaseoso seguido de la presurizacion del autoclave a 20 bar 'y
la elevacion de la temperatura a 180°C. Después de alcanzar la temperatura objetivo, el reactor se presuriza
adicionalmente a 150 bar y se permite que la reaccion de hidrogenacién avance durante 6 horas. Una vez completada la
reaccion, el reactor se enfria y se despresuriza, seguido de purga con nitrégeno. El contenido del autoclave se descarga
y el catalizador se separa por decantacion. El catalizador se lava con agua DI adicional que se combina con el
sobrenadante. Se filtra una alicuota de sobrenadante y se analiza por HPLC para determinar el % de conversion de
acido crotonico y el % de rendimiento de butanol sobre una base molar. Alternativamente, el material de alimentacion
para la hidrogenacion anterior podria ser un éster de crotonato tal como el crotonato de butilo formado en el Ejemplo 3.
El crotonato de butilo formaria después 2 moles de butanol después de la hidrogenacién. La reaccion se muestra a
continuacion:

Hidrogenacion

Reaccion:
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La Figura 5 muestra el procedimiento industrial integrado para la produccion de butanol a través de la hidrogenacion y la
esterificacion del acido crotonico.

Ejemplo 5: Generacion de anhidrido maleico de base biolégica mediante pirdlisis de una biomasa genéticamente
modificada que produce poli-3-hidroxibutirato seguido de oxidacién catalitica (ejemplo de referencia).

Este ejemplo muestra como el anhidrido maleico de base biolégica (MAN) puede generarse a partir de acido croténico
de base biolégica mediante oxidacion catalitica. Se someten 5 g de biomasa microbiana o vegetal que contiene poli-3HB
a calentamiento a presion atmosférica bajo atmdsfera de nitrégeno a 300°C. Los vapores generados se enfrian con
solidificacion directa de acido croténico en una superficie fria mantenida a 20°C (el punto de fusién del acido croténico
es de 70°C). Aproximadamente 3 g de acido crotdnico se recuperan para su posterior oxidacion. El acido croténico se
alimenta con una bomba a través de un rotametro para liquido en la parte superior de un vaporizador calentado
eléctricamente donde se pone en contacto con aire alimentado a través de un rotametro separado en la parte inferior del
vaporizador. El vaporizador funciona de 150°C a 200°C y se rellena con lana de acero inoxidable para garantizar una
buena transferencia de calor y una vaporizacion y mezcla eficaces del acido croténico y el aire. La mezcla se envia
luego a un calentador previo calentado eléctricamente, también se rellena con lana de acero inoxidable, y se calienta a
250°C a 300°C. La corriente de vapor se envia a un lecho de catalizador fijo que consiste en granulos de alimina de 1/8
impregnados con pentéxido de vanadio (como se describe con mas detalle en Church, JM y Bitha, P., "Catalytic air
oxidation of crotonaldehyde to maleic anhydride", I&EC Product Research and Development, Vol. 2 (1), 1963, paginas
61-66) contenidos dentro de un recipiente de reactor encamisado. El reactor se calienta eléctricamente para la puesta
en marcha y se enfria utilizando aceite circulante para transferencia de calor para mantener las condiciones del reactor.
Los gases de salida se alimentan a un separador ciclénico refrigerado por agua para permitir que el anhidrido maleico y
el acido crotonico se condensen. Cualquier producto no condensado y aun presente en los gases ligeros se absorbe
luego en una torre empacada con agua fria circulante utilizada como liquido de lavado de contacto directo. Al final de la
ejecucion, el producto liquido del separador de ciclén y el liquido de lavado se recogen y analizan para calcular el
rendimiento de MAN (como porcentaje del valor tedrico) y la conversion de acido croténico. La Figura 6 muestra un
diagrama esquematico del procedimiento para la conversion de acido croténico en anhidrido maleico con mas detalle.

Ejemplo 6: generacién de 8-valerolactona a partir de un microbio genéticamente modificado que produce poli-5HV
(ejemplo de referencia).

Se prepar6 biomasa microbiana que contenia poli-(5-valerolactona) (poli-5HV) mediante un procedimiento de
fermentacion usando los procedimientos descritos en el documento WO 2010/068953. Una cepa de E. coli
genéticamente modificada disefiada especificamente para la produccion de poli-5HV a partir de jarabe de glucosa como
fuente de alimentacion de carbono. Después de que se completd la fermentacion, se mezclaron 100 g del caldo de
fermentacion (por ejemplo, biomasa de P5HV) con una suspension acuosa que contenia 10% en peso de cal (Ca(OH).
95%+, Sigma Aldrich). Después se secd una porcion de 2 g de la mezcla del caldo + P5HV + cal en un recipiente de
aluminio a 150°C usando una balanza de calentamiento infrarrojo (Analizador de Humedad Ohaus MB-45) hasta peso
constante. El agua residual remanente fue < 5% en peso. La concentracion final de cal en el caldo seco fue de 50 g de
cal/kg de sdlidos secos 0 5% en peso. También se prepard una muestra que contenia solo caldo de fermentacion seco
+ P5HV (sin adicion de cal). Las muestras fueron luego analizadas por Py-GC-MS a una temperatura de pirdlisis de
300°C.

Las Figuras 7 y 8 muestran los cromatogramas de GC-MA para caldo seco + poli-5HV y caldo seco + poli-5HV con 5%
de cal afiadida respectivamente. En los cromatogramas, los compuestos correspondientes a los principales picos de GC
también se enumeran. Los compuestos menores generados a 300°C de las muestras incluian CO,, acido aceético,
acetaldehido y agua observados al comienzo del cromatograma de GC. Los principales compuestos generados por €l
calentamiento de las muestras a 300°C fueron valerolactona (marcada como acido valérico) con un tiempo de retencién
de 8,7 minutos y una impureza a los 6,3 minutos identificada como alcohol furfurilico. El poli-5HV era la fuente del
compuesto de valerolactona y probablemente el azicar no metabolizado era la fuente del alcohol furfurilico. Se
demostré que la adicion del catalizador de cal a la biomasa + poli-5HV inhibe la generacién de alcohol furfurilico y
también un grupo de picos no identificados a los 14-18 minutos. La generacién de alcohol furfurilico también se mostré
que era dependiente de la temperatura utilizada para la pirdlisis reactiva. Por ejemplo, cuando el calentamiento se llevo
a cabo a 250°C, la generacion de alcohol furfurilico a partir de caldo seco + poli-5HV fue mucho menor que a 300°C.

Ejemplo 7: Generacién de acido acrilico de base bioldgica a partir de la pirdlisis de poli-3-hidroxipropionato derivado de
plantas (ejemplo de referencia).

En este ejemplo, se muestra la factibilidad de generar acido acrilico por pirdlisis de una fuente de biomasa vegetal de
poli-3-hidroxiproprionato (poli-3-HP).

Se preparé poli-3HP por fermentacion usando una cepa de E. coli genéticamente modificada disefiada especificamente
para la produccion de poli-3HP a partir de jarabe de glucosa como fuente de alimentacion de carbono. Los ejemplos de
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las cepas de E. coli, las condiciones de fermentacion, los medios y las condiciones de alimentacién se describen en las
patentes de los Estados Unidos Nos. 6.316.262; 6,323,010; 6.689.589; 7.081.357; 7,202,064 y 7,229,804. El poli-3HP se
extrajo con disolvente de la biomasa microbiana usando metilpropilcetona calentada a 75°C. A continuacion, se afiadié
heptano frio a la solucion para precipitar poli-3HP. El precipitado se filtré luego, se lavdé con metanol y se seco al vacio
durante la noche. El pasto varilla de tipo silvestre, como se describe en la publicacién de patente de Estados Unidos No.
US 2009/0271889 A1, se cultivd en condiciones de invernadero y las hojas viejas se recogieron después de volverse
marrones y se secaron en la planta. Las hojas se mezclaron luego con soluciones acuosas al 10% en peso que
contenian carbonato de sodio (Na;COs3, 99,5%+, Sigma Aldrich) o sulfato ferroso hidratado (FeSO4 7H,0O, JT Baker, 222
Red School Lane, Phillipsburg, NJ 08865). Diversos catalizadores disponibles para la conversion de 3HP en acido
acrilico se describen en la patente de los Estados Unidos No. 2.361.036. Después de mezclar, se secaron luego las
mezclas de pasto varilla + catalizador a 110°C y se molieron congeladas utilizando un molino congelador Spex Sample
Prep 6870. El tamario final de particula fue < 0,5 mm.

Las muestras secas de pasto varilla + catalizador + poly-3HP se analizaron mediante Py-GC-MS con el fin de identificar
los compuestos producidos durante la pirdlisis de poli-3HP en presencia de biomasa vegetal a 300°C. Para preparar las
muestras de pirdlisis, se disolvio primero el poli-3HP en cloroformo al 5% en peso y se afiadié gota a gota a un
recipiente de automuestreo de acero para pirdlisis. La mezcla seca de pasto varilla + catalizador se afiadié entonces a la
copa y el cloroformo se evapord al vacio. El porcentaje en peso de poli-3HP en la mezcla de biomasa seca se
selecciono al 20% mientras que el catalizador se seleccioné al 5% en peso de biomasa seca. También se prepararon y
analizaron con fines comparativos recipientes de muestra de pirdlisis que contenian solo pasto varilla y poli-3HP al 20%
€en peso.

La Figura 9 muestra el cromatograma de Py-GC-MS para pasto varilla + poly-3HP sin catalizador presente. Los
principales picos de interés generados a partir del poli-3HP fueron acido acrilico a 3,7 minutos y dimero de acido acrilico
a 9,3 minutos. Las Figuras 10 y 11 muestran el cromatograma de Py-GC-MS para pasto varilla + poly-3HP con los
catalizadores de Na;COs3 y FeSO., respectivamente. La produccion de dimero de acido acrilico durante la pirdlisis de
poli-3HP no fue inesperada ya que el acido acrilico es muy reactivo a altas temperaturas incluso en presencia de
inhibidores de la polimerizacién. Sin embargo, se encontré que la generacion del dimero de acido acrilico se minimizaba
mas eficazmente en presencia del catalizador de sulfato de hierro hidratado en comparaciéon con el catalizador de
carbonato de sodio. También se encontraron temperaturas de pirdlisis mas altas para minimizar la generacion de
dimeros de acido acrilico.

Ejemplo 8: Generacion de glicdlido a partir de la pirdlisis de un microbio genéticamente modificado que produce acido
poliglicélico (ejemplo de referencia).

Se espera que la adicién de sales metalicas en exceso a caldos de fermentacion que contienen el biopolimero de PHA
acido poliglicédlico (PGA) tenga el mismo efecto durante la pirdlisis a 300°C como se demuestra para poli-5HV en el
Ejemplo 6. Cuando se somete el PGA a pirdlisis desde aproximadamente 200°C hasta aproximadamente 350°C
descomprimira el PGA en el extremo de la cadena »-OH del polimero para formar componentes monoméricos o
diméricos glicdlicos.

Las realizaciones, descritas aqui ilustrativamente, se pueden poner en practica adecuadamente en ausencia de
cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no divulgados especificamente en el presente documento. Por
lo tanto, por ejemplo, los términos "que comprende”, "que incluye", "que contiene", etc. se leeran de forma amplia y sin
limitacion. Ademas, los términos y expresiones empleados en este documento se han usado como términos de
descripcion y no de limitacion, y no hay intencién en el uso de tales términos y expresiones de excluir cualquier
equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas, pero se reconoce que varias
modificaciones son posibles dentro del alcance de la tecnologia reivindicada. Ademas, se entendera que la frase "que
consiste esencialmente en" incluye aquellos elementos especificamente citados y aquellos elementos adicionales que
no afectan materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas de la tecnologia reivindicada. La frase "que consiste

en" excluye cualquier elemento no especificado.

La presente divulgacion debe limitarse Unicamente por los términos de las reivindicaciones adjuntas. Debe entenderse
que esta descripcion no esta limitada a métodos, reactivos, composiciones, compuestos o sistemas bioldgicos
particulares, que pueden, por supuesto, variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en este
documento tiene el propdsito de describir realizaciones particulares solamente, y no pretende ser limitante.

Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos de la divulgacion se describen en términos de grupos Markush, los
expertos en la técnica reconoceran que la divulgacion también se describe en términos de cualquier elemento individual
o subgrupo de elementos del grupo Markush.

Aunque esta invencion se ha mostrado y descrito particularmente con referencias a ejemplos de realizaciones de la
misma, los expertos en la técnica entenderan que pueden realizarse diversos cambios en la forma y los detalles sin
apartarse del alcance de la invencion abarcada por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un acrilato de alquilo inferior y 2-buteno a partir de una biomasa de poli-3-hidroxibutirato
genéticamente modificada, que comprende calentar la biomasa en presencia de un catalizador para liberar un
componente monomérico del poli-3-hidroxibutirato,

en el que:

el rendimiento del componente monomérico esta entre 40% y 95% con base en un gramo de componente monomeérico
por gramo de poli-3-hidroxibutirato;

el componente monomeérico es acido croténico; y
el procedimiento comprende ademas las etapas de
hacer reaccionar el acido croténico para formar un éster de crotonato de alquilo inferior, y

hacer reaccionar el éster de crotonato de alquilo inferior en condiciones adecuadas para formar un acrilato de alquilo
inferior y 2-buteno mediante metatesis cruzada en presencia de un primer catalizador con una cantidad suficiente de
propileno,

y en donde el alquilo inferior es un alquilo C2-C4.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el propileno se forma a partir de una reaccion de metatesis de etileno y 2-
buteno en presencia de un segundo catalizador y el exceso de propileno se elimina continuamente.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que el primer catalizador no esta expuesto a etileno.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el primer catalizador es un catalizador de metatesis cruzada de Hoveyda-
Grubb.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que el primer catalizador es un catalizador de metatesis cruzada de Hoveyda-
Grubb que es 1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-2-imidazolidiniliden)dicloro(o-isopropoxifenilmetilen)rutenio.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que el alquilo inferior es butilo.
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la biomasa se seca antes del calentamiento.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la biomasa procede de un huésped recombinante
seleccionado de un cultivo de plantas, bacterias, levaduras, hongos, algas, cianobacterias o una mezcla de dos o mas
de los mismos.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que el huésped es una bacteria.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que la bacteria se selecciona de Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus
(rebautizada como Ralstonia eutropha), Bacillus spp., Alcaligenes latus, Azotobacter, Aeromonas, Comamonas,
Pseudomonas, Pseudomonas, Ralstonia, Klebsiella, Synechococcus sp PCC7002., Synechococcus sp. PCC 7942,
Synechocystis sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongatus BP-l, Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus,
Chromatium tepidum, Chromatium vinosum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus y Rhodopseudomonas
palustris.

11. El método de la reivindicacién 8, en el que el huésped es un cultivo de plantas.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que el cultivo de plantas se selecciona de tabaco, cafia de azucar, maiz,
pasto varilla, sorgo miscanthus, sorgo dulce, camelina o una mezcla de cualquiera de dos o mas de los mismos.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que el calentamiento es a una temperatura de 200°C
a 350°C.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que el calentamiento es pirdlisis, torrefaccion
o pirdlisis instantanea.
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