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DESCRIPCION

Método de recuperaciéon de polihidroxialcanoatos estabilizados a partir de biomasa que se ha utilizado para tratar
residuos organicos

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir y recuperar polihidroxialcanoatos (PHA) a partir de
biomasa, y mas particularmente a un procedimiento para estabilizar quimica y térmicamente los PHA en el
procedimiento de recuperacion.

Antecedentes de la invencion

La biomasa producida como parte de los servicios de tratamiento de las aguas residuales industriales y/o municipales
puede enriquecerse deliberadamente con bacterias acumuladoras de PHA (BAP). La biomasa rica en BAP muestra
un potencial significativo de acumulacion de PHA al alimentarla con corrientes organicas de residuos que contienen
demanda quimica de oxigeno facilmente biodegradable (DQOFB). La DQOFB tipicamente comprende, aunque sin
limitarse a ellos, acidos grasos volatiles (AGV).

Chua A.S.M. et al., "Production of polyhydroxyalkanoates (PHA) by activated sludge treating municipal wastewater:
effect of pH, sludge retention time (SRT), and acetate concentration in influent" (Water Res., 2003, 37, 3602-3611)
describieron una investigacion sobre la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) plasticos biodegradables mediante
el tratamiento de aguas residuales municipales con lodos activados. Se estudiaron tres factores operativos: la
concentracion de acetato, el pH y el tiempo de retencion de los lodos (TRL). Los lodos acondicionados con aguas
residuales municipales complementadas con acetato pudieron acumular PHA hasta alcanzar 30% del peso seco de
los lodos, mientras que los lodos acondicionados con sé6lo aguas residuales municipales alcanzaron 20% del peso
seco de los lodos.

Kopinke F.-D. et al., "Thermal decomposition of biodegradable polyesters - I: Poly(B - hydroxybutyric acid)" (Polym.
Degrad. Stab. 1996, 52, 25-38,) describieron la descomposicion térmica de poli(acido B-hidroxibutirico) biodegradable
(PHB). La ruta de reaccién dominante es una eliminacion en cis estereoselectiva que da lugar a la formacién de acido
trans-crotonico y sus oligdmeros. La estabilidad térmica del PHB se reduce por la presencia de biomasa bruta del
procedimiento de fermentacion.

El documento US 2006/057692 A1 describe un procedimiento para la extraccion de polihidroxialcanoatos a partir de
biomasa. Comprende la mezcla de la biomasa con un disolvente organico durante 1 segundo a 15 minutos a una
primera temperatura de entre 5°C, inferior al punto de fusion del polihidroxialcanoato, y 10°C, superior al punto de
fusion del polihidroxialcanoato, y a una presion de 0,1 a 1 MPa (1 a 10 bar), proporcionar una composicion que
comprende el disolvente organico.

Al alimentar DQOFB a BAP, puede conseguirse la acumulacion de PHA en la biomasa hasta niveles significativos del
peso seco final de la biomasa. La biomasa rica en BAP se mezcla con unas aguas residuales ricas en DQOFB bajo
condiciones aerdbicas o andxicas de manera que se maximice el rendimiento de PHA. Tipicamente, el peso seco final
de biomasa supera ampliamente el 40% de PHA, en donde un kilogramo de peso seco de biomasa activa puede
conseguirse que acumule mas de dos tercios de kilogramo de peso seco de PHA. Este contenido de PHA se distribuye
en la BAP en la biomasa en forma de pequefios granulos intracelulares incluidos en el citoplasma y estos granulos
pueden tener un diametro de hasta aproximadamente 0,5 um. Las inclusiones se encuentran circundadas por su propia
membrana fosfolipidica, que contiene proteinas para la sintesis de las inclusiones. Los PHA pueden recuperarse de
la biomasa en forma de un polimero con una pureza superior a 95% e incluso hasta 99%. El polimero recuperado se
denominara resina de PHA recuperada. El objetivo del desarrollo de la presente invencion descrita es:

1. establecer un procedimiento viable para la recuperacién de resina de PHA a partir de la biomasa,

2. maximizar el rendimiento de masa de PHA recuperado a partir de la biomasa en el procedimiento,

3. minimizar el potencial de reduccién incontrolada del peso molecular del PHA durante la extraccion con disolvente, y
4. facilitar medios para extraer una resina de PHA que muestra una estabilidad térmica elevada.

El PHA producido por dicha biomasa es tipicamente, aunque no exclusivamente, poli(acido 3-hidroxibutirico) y/o un
copolimero de los acidos 3-hidroxibutirico y 3-hidroxivalérico. El PHA que puede recuperarse de esta biomasa es un
poliéster biodegradable o biopolimero que muestra propiedades fisicas similares a las de plasticos como el
polipropileno (PP) y el polietileno (PE). Los PHA pueden mezclarse en plasticos o convertirse adicionalmente en
productos quimicos plataforma centrales. Sin embargo, al contrario que el PP y el PE, el PHA es completamente
biodegradable. La invencion representa un subcomponente del concepto global de biorrefineria para un procedimiento
de tratamiento de aguas residuales que puede comprender, aunque sin limitacion, los elementos siguientes (figura 1):

I. Un procedimiento unitario disefiado para convertir parte o todo el material organico en el afluente a un agua
residual rica en DQOFB y para eliminar la totalidad del DQOFB del agua residual, produciendo simultaneamente
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una biomasa con potencial actual de acumulacion significativa de PHA.

Il. Medios para la retenciéon controlada y exportacion medida de la biomasa producida con fines de operacion
estable del procedimiento de tratamiento de aguas residuales y produccion de PHA.

[ll. Un procedimiento unitario para acumular PHA hasta niveles significativos en la biomasa producida mediante la
utilizacion de una alimentacion rica en DQOFB derivada de las mismas aguas residuales u otras fuentes de
residuos organicos in situ o externas.

IV. Un procedimiento unitario para hacer que el PHA-en-biomasa sea térmicamente estable y resistente a la
descomposicion debida a temperaturas elevadas o interacciones quimicas, garantizando simultdneamente un
beneficio paralelo en, por ejemplo, la produccidn de energia a partir de cualquier material no PHA extraidode esta
biomasa.

V. Un procedimiento unitario para extraer una resina de PHA con estabilidad térmica.

La presente invencion se centra en la etapa IV, es decir, en la preparacion de PHA en la biomasa para la recuperacion
y, como etapa necesaria para la purificacion eventual (V) a partir de esta biomasa rica en PHA después de la
acumulacion. La invencion proporciona soluciones practicas para satisfacer los objetivos de calidad del producto en la
recuperacion del PHA y para satisfacer objetivos paralelos de tratamiento de las aguas residuales y de rendimiento de
la manipulacién de desechos residuales y de ahorros, tal como se explica en mayor detalle posteriormente.

La recuperacion de PHA a partir de la biomasa rica en PHA es el problema de separacion de los granulos del otro
material celular no PHA (MCNP) que contienen fracciones tanto organicas como inorganicas. La calidad de la resina
de PHA recuperada de la biomasa para la utilizacion como ingrediente en la formacién de plasticos puede evaluarse
en términos de su: (1) pureza, (2) peso molecular medio y distribucion del mismo, (3) estabilidad térmica, (4) estabilidad
quimica, y (5) microestructura y composicion de copolimeros. La pureza se refiere al MCNP de la biomasa restante y
quiza también a otros compuestos quimicos o elementos introducidos o arrastrados durante el procedimiento de
purificacion.

El peso molecular medio refleja el tamafio medio de las longitudes de cadena de polimero. En la mayoria de casos, el
PHA es un polimero con una distribucion de pesos moleculares relativamente amplia. Mn es la masa molar media en
numero y se define como:

NM,
w, = 2 NM:

n = ZN,

en donde N; es el numero de moléculas con masa molar M. La masa molar media en peso, My, se define como:

M = ZNIM‘.Z
Y Y NM,

El indice de polidispersidad (PDI, por sus siglas en inglés), una medida de la distribucion de pesos moleculares, se
define como:

PDI = M,
M

n

My siempre es mayor que M,, de manera que el PDI siempre sera superior a 1. El PDI de la resina de PHA tipicamente
es de aproximadamente 2 y M,, puede estar comprendido entre 10.000 y 3.000.000 Da. La distribucion de pesos
moleculares puede verse influida por el método de acumulacion de PHA en la biomasa, por el método de recuperacion
de la resina de PHA y por el método de procesamiento adicional de la resina en los productos de usuario final.

La estabilidad térmica se refiere a la resistencia del polimero a la descomposicion como funcién de la temperatura y
el tiempo en una atmosfera especificada. La atmdsfera puede ser inerte (tal como nitrégeno) o reaciva (tal como aire
u oxigeno). La estabilidad térmica puede evaluarse en términos de una temperatura de descomposicion caracteristica
de volatilizacion o pérdida de peso de la muestra. En la practica, la estabilidad del polimero a su temperatura de
procesamiento o a una temperatura ligeramente superior también resulta relevante. De esta manera, la estabilidad
térmica también se evallua mediante la cinética de degradacion durante el procesamiento, es decir, la reduccion del
peso molecular y/o la reduccion de la viscosidad dinamica, en aire o en una atmdsfera inerte, tal como gas nitrégeno,
y a temperaturas de procesamiento relevantes. La estabilidad quimica en este contexto se refiere a la tendencia a la
degradacion del polimero en contacto con liquidos (disolventes, no disolventes, acuosos, no acuosos o mezclas de
los mismos). Las reacciones quimicas pueden iniciarse debido a la temperatura en el transporte y la difusién de
compuestos o grupos reactivos que seran mas moviles con el polimero en contacto con liquido. Los productos de
reaccion quimica en el medio liquido pueden fomentar adicionalmente el proceso de degradacion.
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Pueden prepararse cultivos mixtos para producir homopolimeros y copolimeros de PHA y el tipo y distribucion de los
monomeros en el copolimero influye sobre las caracteristicas de procesamiento y las propiedades del material final.
Por ejemplo, la alimentacion de la biomasa con acido butirico o acético representa DQOFB para la acumulacion de
poli(acido 3-hidroxibutirico) (PHB). La alimentacion de la biomasa con una mezcla de DQOFB de acidos acético y
propionico puede fomentar la produccion de copolimeros de los acidos 3-hidroxibutirico y 3-hidroxivalérico (PHBV).

Las impurezas en la resina de PHA pueden ser organicas y/o inorganicas. Aunque resulta deseable una pureza
elevada, algunas impurezas pueden ser aceptables debido al hecho de que diferentes impurezas muestras diferentes
efectos sobre las propiedades o procesabilidad del polimero. En general los presentes inventores han intentado una
recuperacion del PHA a pureza absoluta, superior a 95% e idealmente superior a 99%. Las impurezas tipicamente se
relacionan con componentes organicos e inorganicos presentes en los MCNP de la biomasa. Las impurezas organicas
pueden incluir residuos de proteinas, carbohidratos y lipidos de la biomasa. Las impurezas inorganicas pueden incluir
cationes, tales como calcio, magnesio, sodio y aniones correspondientes, tales como fosfato, sulfato y cloruro. La
impureza del PHA también puede deberse a la retencion de humedad, que es un reflejo de la presencia de impurezas
organicas o inorganicas no deseables. Las impurezas organicas pueden producir coloracién no deseada y malos
olores en el procesamiento de la resina de PHA para formar plasticos y productos. Las impurezas organicas también
estan implicadas en la estabilidad quimica del polimero. Las impurezas inorganicas pueden reducir gravemente la
estabilidad térmica de laresina. EI PHA en la biomasa rica en PHA seca después de un procedimiento de acumulacion
tipicamente puede encontrarse comprendida entre 40% y 60% de la masa seca.

Las estabilidades quimicas y térmicas de PHA en biomasa en cultivo puro y mixto después de la acumulacion
tipicamente son bajas y no pueden utilizarse temperaturas superiores a 100°C en el procesamiento de la biomasa o
en la recuperacion de PHA si se desea evitar la pérdida excesiva de peso molecular.

Dado que hasta 60 por ciento de la biomasa rica en PHA seca puede ser MCNP, podria resultar necesario resolver
concurrentemente el destino de esta fraccion que no es PHA junto con una recuperacion eficiente del PHA. La
eliminacion final del exceso de biomasa creado por el tratamiento bioldgico de las aguas residuales se ha convertido
en un problema global. Se han dedicado esfuerzos significativos de investigacion y desarrollo a desarrollar la
tecnologia que maximiza la recuperacion de energia y recursos a partir de la biomasa de residuos y que minimiza el
material que exige una eliminacion segura.

El destino de MCNP es una limitacién a la recuperacion de PHA dentro del contexto del exceso de biomasa utilizado
para tratar las aguas residuales. Los residuos de MCNP podrian ser compatibles e idealmente mejorar adicionalmente
el estado de la técnica referido a la proteccion medioambiental en el aspecto de la manipulacion de sélidos en las
instalaciones de tratamiento de aguas residuales. Se han realizado grandes inversiones de tecnologia y desarrollo
para corregir las deficiencias y problemas creados por las actuales soluciones de procedimiento para la manipulacion
de lodos en las plantas de tratamiento de aguas residuales. Idealmente, el enfoque para la recuperacion de PHA no
so6lo deberia generar potencial en la producciéon de biopolimero de valor afiadido, sino también una oportunidad de
control mayor y mas eficaz en la gestion global de los residuos sélidos.

En la conversion del PHA de biopolimero en plastico a partir de una resina purificada, pueden combinarse aditivos.
Estos componentes se combinan a la temperatura de procesamiento de la resina o a una temperatura ligeramente
superior y la mezcla se extruye y se forman pellets plasticos a partir de la misma. En un ciclo de fusién, puede reducirse
la cantidad final de PHA en el material debido a la mezcla de aditivos con el fundido. Habitualmente se pretende
mezclar el PHA en los pellets plasticos y estos pellets seguidamente se convierten en una materia prima alimentada
a la produccioén de productos de usuario final que nuevamente requieren calentamiento y formacioén del plastico. De
esta manera, la resina de PHA generalmente sobrevive por lo menos dos ciclos de calentamiento antes de convertirse
en un producto de usuario final. Por cada ciclo de calentamiento, el PHA en el plastico reducira su peso molecular
medio. Las propiedades del material plastico se ven directa e indirectamente influidas por el peso molecular de la
resina. Por ejemplo, la viscosidad del fundido se reduce con el peso molecular y la procesabilidad del plastico es
sensible a la viscosidad del fundido. Una viscosidad excesivamente alta o excesivamente baja puede resultar
igualmente no deseable. Sin perjuicio de lo anterior, se prefiere un comportamiento predecible del polimero en el
fundido, por lo que un polimero de estabilidades térmica y quimica consistentes resultan de beneficio general. Las
propiedades mecanicas dependen del peso molecular final del polimero procesado y la reduccién del peso molecular
puede implicar una influencia negativa sobre las propiedades mecanicas del producto.

El nivel de reduccion del peso molecular medio depende de factores entre los que se incluyen las estabilidades térmica
y quimica de PHA, el tiempo en el fundido, las temperaturas, las velocidades del husillo y las fuerzas de cizalla
aplicadas para el procesamiento. La degradacion del polimero en el fundido también se ve fuertemente influida por
impurezas o aditivos quimicos que pueden incrementar o reducir la estabilidad del polimero a una temperatura de
procesamiento dada. La fraccion no PHA en el material final puede comprender las impurezas originales presentes en
la resina extraida. La fraccion que no es PHA también consistira en los compuestos organicos e inorganicos afadidos.

Los objetivos de los compuestos afadidos pueden resumirse del modo siguiente: 1. los agentes estabilizadores
térmicos ayudan a reducir la degradacion de polimero no deseada en el fundido que perjudica la procesabilidad de las
propiedades del material del producto final. Pueden incluir aditivos tanto inorganicos como organicos e introducir
costes en la produccion de plastico a partir de PHA. Son ejemplos los 6xidos de cinc, estearato de cinc, estearato de
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magnesio, estearato de calcio, estearato de bario y los acidos fosfénicos.

2. Los agentes de nucleacion incrementan la aparicion y tasa de cristalizacion del polimero a partir del fundido y la
cristalizacion rapida resulta de importancia practica para el procesamiento industrial del plastico y la vida util del
producto final. La morfologia final del PHA se ve influida, lo que, a su vez, afecta a las propiedades del material. Son
ejemplos, nitruro de boro, talco, acido palmitico, acido oleico, acido linoleico, sacarina, cloruro aménico, sales de acido
estearico y acidos fosfénicos.

3. Los compuestos plastificadores reducen la transicion vitrea del polimero, ablandandolo, reduciendo la fragilidad y,
de esta manera, incrementando la resistencia a la elongacioén y al impacto. Estos aditivos desempefian un papel para
los PHA de longitud de cadena corta, como PHB y PHBYV, los cuales son fragiles. Son ejemplos, los citratos de
acetiltrialquilo, triacetina, ésteres de ftalato, maleato, sebacato, adipato, oligémeros de PHA, dioles y trioles.

4. Los agentes colorantes que proporcionan una coloracion especifica al plastico. Los requisitos de color son muy
exigentes, por lo que resulta deseable que cualquier tendencia a la coloracion de la resina debida al procesamiento
sea consistente y pueda compensarse.

5. Los materiales compuestos implican un aditivo que posee un papel funcional de carga y potencia las propiedades
mecanicas del material. Por ejemplo, el MCNP de la biomasa puede considerarse que es una carga y el material
compuesto resultante se ha utilizado como recipiente biodegradable para plantulas de arbol, donde las demandas de
propiedad mecanica no son grandes. También pueden utilizarse fibras naturales como material compuesto con PHA,
donde el polimero proporciona la matriz para la red de fibras. Este PHA reforzado con fibras puede mostrar la
resistencia del PHA con una resistencia al impacto muy superior a la del PHA por si solo. También pueden utilizarse
cargas para reducir el coste del plastico, al reducir el contenido de PHA con la condicién de que las propiedades del
material compuesto satisfagan las exigencias de la aplicacion.

Se ha observado que los PHA recuperados a partir de la biomasa muestran estabilidades térmica y quimica bajas. La
resina nativa disponible actualmente en el mercado se degrada rapidamente en el fundido. La pérdida de peso
molecular durante el procesamiento soélo puede permitirse hasta el punto en que la viscosidad del fundido es
excesivamente baja o la calidad del producto final resulta impactada negativamente. Sin embargo, la obtencion de
tales margenes de pérdida de peso molecular podria no ser viable en la practica en los tiempos de procesamiento. La
estabilidad térmica de la resina de PHA recuperada puede mejorarse mediante la purificacion adicional para eliminar
las impurezas implicadas o mediante la adicién de agentes estabilizadores. Ello afiadira complejidad y costes. Ademas,
algunos agentes estabilizadores pueden generar la desventaja de un potencial de problemas medioambientales en el
ciclo de vida de los productos de plasticos a base de PHA.

Los MCNP de la biomasa pueden eliminarse para enriquecer el contenido de PHA de la biomasa recuperada de un
procedimiento de acumulacién. Los MCNP pueden eliminarse utilizando estrategias de tratamiento que implican
medios mecanicos, quimicos, enzimaticos y térmicos o combinaciones de los mismos. Las condiciones optimas de
eliminaciéon de los MCNP implican la duracion del tratamiento, la concentracion quimica/enzimatica, la entrada de
energia y la temperatura. A pesar del potencial de mejora del contenido de PHA de la biomasa hasta un nivel muy
superior a 70%, tal tratamiento puede fomentar cierta degradacion de los PHA en la biomasa. La lisis de las células y
la liberacion de granulos de PHA a la matriz puede complicar adicionalmente la separacion de las inclusiones de PHA
respecto de otros residuos celulares y reducir el rendimiento de producto. Una solubilizacion significativa de la biomasa
crea un problema en el tratamiento de las aguas residuales aguas abajo debido a la liberacion a la solucién de carbono
organico, nitrégeno y fésforo.

Aunque el contenido de PHA pueda enriquecerse, el acondicionamiento de la biomasa crea una desventaja paralela
en la gestion de los residuos debido a la liberacion concomitante de carbono, nitrégeno y fosforo. Esta desventaja
puede convertirse en una ventaja en situaciones en las que el carbono puede utilizarse para producir biogas y los
nutrientes pueden reciclarse para el tratamiento bioldgico de las aguas residuales industriales pobres en nutrientes.
Sin embargo, el rendimiento de recuperacion de polimero puede reducirse debido a la captura deficiente de solidos
en suspension tras la disrupcion celular, que conduce a mezclas de residuos celulares y granulos de PHA.

Aungue el contenido de PHA pueda enriquecerse mediante el acondicionamiento de la biomasa, la produccién de una
resina de PHA puede requerir finalmente en todos los casos alguna forma de extraccion con disolvente. Se separa los
PHA de los MCNP mediante disolucién de los PHA en un disolvente. En el caso de que deban evitarse temperaturas
superiores a 100°C debido a la mala estabilidad térmica de los PHA en la biomasa, entonces pueden resultar
necesarios disolventes clorados, tales como cloroformo y diclorometano. En el caso de que estos disolventes se
utilicen para extraer los PHA, se utiliza un no disolvente, tal como agua o metanol, para precipitar los PHA a partir del
disolvente después de la filtracion de los MCNP no disueltos. Se generan grandes volumenes de residuos peligrosos
debido a la combinacién de un disolvente clorado y el codisolvente utilizado.

En el caso de los PHA, si la biomasa ha sido acondicionada por lo menos en la medida de estabilidades térmicas y
quimicas mejoradas de los PHA en la matriz, las temperaturas necesarias en el procedimiento de recuperacion de
PHA pueden estar comprendidas entre 100°C y 160°C con poca pérdida de peso molecular. Dentro de este intervalo
de temperaturas, varios disolventes deficientes pueden extraer los PHA a partir de los MCNP. Estos son disolventes
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que no disuelven los PHA por debajo de 100°C pero son buenos disolventes para extraer los PHA a mas de 100°C.
Son ejemplos de tales disolventes, acetona, butanol, propanol, etanol, metanol y carbonato de 1,2-propileno, entre
otros. Sin embargo, la estabilidad de los PHA disueltos en estos disolventes también es dependiente del tipo de
disolvente y del isdbmero. Algunos PHA pueden extraerse a temperaturas mas bajas, de manera que el disolvente
requerido y la temperatura de extraccién también son dependientes de PHA. El PHB representa el peor escenario
posible de solubilidad y extraccion con disolvente. A pesar del potencial de exposicion a temperaturas elevadas
requerido para la extraccién con disolvente de la resina de PHA a partir de biomasa, el secado de la biomasa en
general antes de la extraccion con disolvente puede llevarse a cabo mas eficazmente a temperaturas claramente
superiores a 100°C. Por ejemplo, el secador de doble cinta de baja temperatura puede implicar la exposicion de la
biomasa a temperaturas de entre 140°C y 180°C.

Los MCNP residuales después de la extraccion todavia contienen la mayor parte del carbono organico, nitrégeno y
fésforo de la biomasa original. Este residuo de extraccion es higiénico y una materia prima adecuada para tecnologias
bioldgicas y termoquimicas que rinde compuestos quimicos plataforma y/o energia. Los MCNP o residuos resultantes
de la extraccién quimica/energética también pueden utilizarse directamente en formulaciones de producto destinadas
a suministrar nutrientes y minerales para la agricultura. Por lo tanto, el método de recuperacién de PHA también puede
considerarse un método paralelo de captura de otros residuos de valor afiadido, evitando simultaneamente problemas
de gestion de residuos que si existen en el estado de la técnica actual de gestion de lodos.

Los esfuerzos en el desarrollo de una solucién de recuperacion de PHA a partir de biomasa rica en PHA han tenido
los objetivos centrales siguientes:

1. limitar la necesidad de adiciones quimicas a fin de reducir la complejidad del procedimiento y los costes asociados
al procesamiento de la biomasa residual,

2. permitir el secado de la biomasa a temperatura mas alta antes de la extraccién de la resina,

3. permitir la extracciéon con disolvente de la resina a temperatura mas alta a partir de la biomasa con disolventes no
clorados al garantizar que los PHA en la biomasa son térmica y quimicamente estables antes de la extracciéon con
disolvente,

4. facilitar la produccién de un PHA de elevada estabilidad térmica con el fin de reducir significativamente la necesidad
de agentes estabilizadores en la formulacién de plastico, y

5. captura de una fuente de MCNP residuales que pueda gestionarse y explotarse faciimente para su contenido
mineral, organico y calorifico.

Compendio de la invencion

La presente invencion implica un método segun la reivindicacion 1. El método incluye solubilizar iones asociados a la
biomasa en el licor mixto mediante el tratamiento del mismo mediante reduccién del pH del licor mixto a un valor
inferior a 6, o mantener el pH del licor mixto en un valor inferior a 6 durante un periodo de tiempo seleccionado.
Después, desaguar el licor mixto y separar eficazmente por lo menos algunos de los iones de los PHA en la biomasa,
lo que resulta en una estabilidad incrementada de los PHA en la biomasa.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Diagrama de flujo del procedimiento de produccion de PHA.

Figura 2. Diagrama de flujo del procedimiento de recuperacion de PHA a partir de biomasa.
Figura 3. ATG de biomasa de LO-S seca durante la acumulacién de los PHA.

Figura 4. Tasa de pérdida relativa de peso de la biomasa de LO-S seca.

Figura 5. Tasa de pérdida de peso normalizada de los PHA en la biomasa y efecto del acondicionamiento del pH de
la biomasa sobre la temperatura de descomposicion.

Figura 6. Efecto de la fraccion inorganica de la biomasa y acondicionamiento del pH de la biomasa sobre las
temperaturas de descomposicion de los PHA en la biomasa durante la acumulacién de los PHA de LO-S.

Figura 7. Temperaturas de descomposicion de los PHA en la biomasa para ocho réplicas de acumulacion de PHA de
LO-S con respecto a la acumulacién de materia inorganica concurrente al almacenamiento de los PHA.

Figura 8. Fraccion relativa de masa inorganica previamente a la acumulacion de los PHA, al final de la acumulacion
de los PHA y después de la acidificacion (acondicionamiento del pH de la biomasa).

Figura 9. Contenido de calcio de la biomasa correlacionada con las temperaturas de descomposicion de los PHA en
la biomasa para la biomasa LO-S.
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Figura 10. Contenido de calcio de la biomasa correlacionado con la fraccion de descomposicion de los PHA en la
biomasa a 250°C para la biomasa LO-S.

Figura 11. PHA en la biomasa y fracciones inorganicas de la biomasa durante la acumulacién de PHA AS-F.

Figura 12. Temperatura de descomposicion de los PHA en la biomasa con respecto a la fraccién inorganica variable
de la biomasa para la acumulacién de PHA LO-F.

Figura 13. Efecto de la extraccion con disolvente sobre el peso molecular de los PHA a partir del control de AS-F seco
y después de la acidificacion del licor mixto (LM).

Figura 14. Efecto de la extraccion con disolvente sobre la fraccion de masa residual que no es PHA y temperatura de
descomposicion para el control y después de la acidificacion del licor mixto (LM) para PHA en la biomasa AS-F y resina
de PHA resultante.

Figura 15. Tasas normalizadas de descomposicion segun ATG de los PHA en la biomasa para biomasa liofilizada PC-
F y preacondicionada.

Figura 16. Efecto del preacondicionamiento CP-F sobre la fraccién inorganica de la biomasa y la temperatura de
descomposicion de los PHA en la biomasa.

Figura 17. Efecto del preacondicionamiento CP-F sobre la fraccion de descomposicion de los PHA en la biomasa y
temperatura de descomposicion de la biomasa CP-F.

Figura 18. Efecto de la extraccion con disolvente sobre el peso molecular relativo de los PHA procedente de biomasa
PC-F sin y con enjuague de preacondicionamiento.

Figura 19. Efecto de la extraccion con disolvente y preacondicionamiento sobre la fraccion de masa residual que no
es PHA y temperatura de descomposicion para PHA dentro de biomasa PC-F y para la resina de PHA.

Figura 20. Estabilidad térmica de la resina de PHA considerando las temperaturas de descomposicion Ts y Tq con
respecto a la descomposicion fraccionada de PHA, 425,

Figura 21. Influencia del enjuague con agua acida en combinacion con la extraccion con acetona sobre CP-F con
respecto a la tasa de descomposicién de la resina de PHA.

Figura 22: Comparacion del contenido de no PHA de resina de PHA producida a partir de cultivo mixto (CM-PHA-AK)
utilizando LO-S y grados comerciales de resina de PHA derivada de procedimientos de fermentacion de cultivo puro
(PC-PHA-1y -2).

Figura 23. Contenido estimado de elementos inorganicos en la resina de PHA de cultivo mixto (CM-PHA-AK) utilizando
AS-S y grados comerciales de resina de PHA derivada de procedimientos de fermentacion de cultivo puro (PC-PHA-
1y-2).

Figura 24. Estabilidad térmica de la resina de PHA como funcién del contenido de calcio.
Figura 25. Efecto del enjuague y nuevo secado de CP-PHA-1 con agua desionizada y acida.

Figura 26. Efecto del enjuague de CP-PHA-1 sobre el contenido no de PHA y la temperatura de descomposicion
térmica de la resina de PHA.

Figura 27. Influencia de los iones introducidos sobre la temperatura de descomposicion térmica de la resina de PHA.
Figura 28. Viscosidad de la resina de PHA derivada de LO-S fundida a partir de la reologia del polimero.

Figura 29. Estabilidades del fundido 1-log de la resina de PHA de cultivo mixto derivada de LO-S y grados comerciales
de resina de PHA derivado de cultivo puro.

Figura 30. Diagrama de dispersion de la pureza estimada segun ATG y estabilidades del fundido de muestras de
resina de PHA procedente de fuentes tanto de cultivo puro como de cultivo mixto.

Figura 31. Relacién entre Ts y la estabilidad de fundido 1-log para muestras de resina de PHA procedentes de fuentes
tanto de cultivo puro como de cultivo mixto.

Figura 32. Relacion entre la pérdida relativa de peso a 250°C y la estabilidad del fundido 1-log para muestras de resina
de PHA procedentes de fuentes tanto de cultivo puro como de cultivo mixto.

Descripcion de realizaciones preferentes

Los PHA en biomasa de cultivo puro y de cultivo mixto pueden mostrar una estabilidad térmica reducida. La resina de
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PHA disponible comercialmente también es conocido que muestra una estabilidad térmica reducida en ausencia de
cualquier agente estabilizador. La estabilidad térmica de los PHA en la biomasa, asi como los PHA en forma de una
resina pura se entiende que se ven influidos significativamente por la presencia de metales residuales de los grupos |
y Il, tales como calcio, magnesio y sodio.

La inestabilidad térmica de los PHA en la resina puede superarse en cierto grado mediante la adicién de agentes
estabilizadores, tipicamente mientras los PHA se encuentran en un estado fundido. De esta manera, se afiaden
agentes estabilizadores a expensas de la reduccion del peso molecular medio. Ademas, los agentes estabilizadores
podrian no interactuar homogéneamente con la matriz de resina de PHA, lo que, a su vez, afecta a las propiedades
del material. De esta manera, cuanto mayor es la estabilidad térmica de fondo de la resina de PHA, mejores seran las
propiedades globales de la matriz mezclada.

Alternativamente, se ha informado de que la estabilidad térmica de la resina de PHA puede mejorarse mediante la
reduccion del contenido residual de metales a mayor coste y esfuerzo mediante lavado acido en un disolvente clorado
acidificado. Una estabilidad térmica baja de los PHA como resina purificada puede comprometer la procesabilidad del
polimero. Se compense (con agentes estabilizadores) o se mejore (tratamiento con disolvente acido-clorado) o no la
estabilidad térmica de la resina de PHA, estos remedios introducen costes y residuos adicionales, restando atractivo
a los PHA como materia prima para la ingenieria 'verde'. Ademas, el potencial de restriccion del tipo de disolvente de
extraccion adecuado para la purificacion de la resina significa que se desea una biomasa rica en PHA en la que puedan
aplicarse temperaturas superiores a 100°C para el secado y extraccion con disolvente sin pérdida significativa de peso
molecular en la resina final y, por lo tanto, las estabilidades térmica y quimica de los PHA en la biomasa necesita
mejorarse antes del secado de la biomasa y la extraccion con disolvente de la resina.

Una solucién para procesar biomasa de cultivo mixto tras la acumulaciéon de PHA implica una secuencia de etapas de
procesamiento (figura 2). Puede ocurrir perfectamente que algunas de las etapas de procesamiento se lleven a cabo
como parte de actividades diferentes e independientes separadas sustancialmente en el tiempo y/o en el espacio.
Aunque pueden requerirse procedimientos unitarios diferentes (reactores) para llevar a cabo algunas de estas etapas
de procedimiento, otras etapas en la secuencia pueden integrarse faciimente y combinarse dentro del mismo
procedimiento unitario o reactor. La entrada en el procedimiento es una biomasa nueva después de la acumulacién y
que contiene mas de 40% en peso seco de PHA. Los PHA en esta matriz de biomasa muestran estabilidades quimica
y térmica bajas. La biomasa también se encuentra todavia activa con sistemas enzimaticos con tendencia a
despolimerizar los PHA almacenados. La salida del procedimiento V en la figura 1 es la misma biomasa, que contiene
menos de 5% en peso de humedad y PHA con una estabilidad quimica y térmica significativamente mejoradas. Esta
biomasa puede extraerse con un disolvente a temperaturas superiores a 100°C sin perjudicar las propiedades de los
PHA. Los productos después de la extraccion con disolvente son una resina de PHA, MCNP y un disolvente que puede
reciclarse.

La secuencia de etapas es la siguiente:
1. Deshidratacion primaria de la biomasa después de la acumulacion:

descargar el maximo posible de agua residuales tratadas. Tras la acumulacion, tipicamente puede esperarse un licor
mixto con 2 a 10 g/l de SST en donde los PHA de esos SST es superior a 40% en una base en peso seco. El pH del
licor mixto tipicamente es superior a 7 aunque inferior a 10. El procedimiento de acumulaciéon proporciona el
tratamiento bioldgico de eliminacion del carbono. La manipulacion posterior de la biomasa requiere el ajuste del pH,
por lo que resulta ventajoso eliminar el maximo de liquido para reducir la capacidad tamponadora. Las condiciones
anaerdbicas resultan beneficiosas para minimizar la pérdida de PHA debido al metabolismo aerébico de la biomasa.
La biomasa sedimentada se ha almacenado hasta 12 horas sin ningun impacto significativo sobre el contenido de
polimero. Se prevé que esta deshidratacion inicial conseguira un contenido de sélidos secos superior a 1% aunque
inferior a 10%. Pueden utilizarse las adiciones quimicas para ayudar a la floculacion de la biomasa. Deberia evitarse
el arrastre de aire en la deshidratacion, pero si resulta inevitable, deberia minimizarse la cantidad y duracion del
arrastre de aire.

2. Reduccion del pH en el licor mixto:

Se ajustdé el pH del licor mixto a un valor entre 2 y 5 con el fin de inhibir la actividad microbiana, mejorando
simultaneamente también la estabilidad térmica y quimica de los PHA en la biomasa. La mejora de la estabilidad
térmica de los PHA en la biomasa puede evaluarse mediante analisis termogravimétrico (ATG) siguiendo un método
estandarizado. Resulta preferente una estabilidad térmica mejorada para el secado de la biomasa y la posterior
extraccion con disolvente, ambas con temperaturas superiores a 100°C. La estabilidad térmica se correlaciona
positivamente con el contenido inorganico de la biomasa y mas notablemente con cationes, tales como el calcio.

La mejora de la estabilidad quimica de los PHA puede evaluarse, por ejemplo, a partir de la pérdida de peso molecular
tras una extraccion estandarizada en acetona a 125°C durante dos horas. Es posible que los PHA en la biomasa sean
térmicamente estables sin ser quimicamente estables y es posible conseguir estabilidad quimica con sélo una mejora
menor de la estabilidad térmica. Aunque la estabilizacion térmica o quimica por si sola reduce el grado de pérdida del
peso molecular con el secado a alta temperatura y la extraccion con disolvente, una combinacion de estabilidad térmica
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y quimica proporciona el mejor resultado.

La reduccion del pH resulta en un efecto secundario de solubilizacion de la biomasa marginal. Por ejemplo, la
acidificacion con H,SO4 a pH 2 puede esperarse que libere del orden de 100 mg de DQO/g de SST y 5 mg de N/g de
SST. La solubilizacion del DQO y del nitrédgeno de la biomasa se relaciona con la liberacién de (muy probablemente)
proteinas y polisacaridos extracelulares. En general, la liberacion de nitrégeno a partir de la biomasa es proporcional
a la liberacion de carbono. A un pH inferior a 5, la capacidad tamponadora de la matriz liquida se vuelve despreciable.
Sin embargo, se ha observado que la biomasa ejerce una capacidad tamponadora significativa y constante a un pH
inferior a 5 y superior a 2. A un pH préximo a 2, la capacidad tamponadora de la biomasa se incrementa drasticamente.
Los presentes inventores han observado que los objetivos de estabilizacion térmica y quimica de los PHA en la
biomasa pueden alcanzarse adecuadamente a un pH superior a 2 pero inferior a 5. El pH necesario puede variar de
caso a caso segun la naturaleza de la matriz de licor mixto y la alimentacion de acumulacién. Debido a que el ajuste
del pH supone un coste operativo, el ajuste del pH no debe ser mayor del necesario. Las mediciones de ATG
proporcionan un medio para determinar si se ha alcanzado la estabilizacién 6ptima de los PHA en la biomasa.

La reduccion del pH del licor mixto puede incluir la liberacion de gas dioxido de carbono como carbono inorganico
forzado a acido carbénico. Dichas burbujas de diéxido de carbono pueden utilizarse para la flotacion con gas disuelto
y la separacion de la biomasa respecto al licor mixto tras el ajuste del pH. Si se utiliza la oxidacion o dispersion
mecanica de la biomasa con el ajuste acido del pH, se ha encontrado que se degradan las propiedades de
deshidratacion de los sélidos en suspension.

Pueden conseguirse resultados similares de estabilidad quimica incrementada con cierta mejora de la estabilidad
térmica de los PHA en la biomasa mediante oxidacion suave. Ejemplos de oxidantes no especificos incluyen
hipoclorito, peroxido de hidrogeno y ozono. La oxidacion suave de la biomasa con hipoclorito solo puede no mejorar
la estabilidad térmica en la misma medida, aunque, sin embargo, aparentemente genera una mejora satisfactoria de
la estabilidad de los PHA para la extraccion con disolvente caliente. Las mediciones de ATG indican que el tratamiento
de hipoclorito incrementa la temperatura, marcando el inicio de la degradacion térmica de los PHA en la biomasa. La
oxidacion suave de la biomasa mejora la estabilidad quimica de los PHA. Tal oxidacion suave puede combinarse con
el ajuste del pH con buenos resultados de estabilidad térmica y quimica para la extraccion con disolvente de los PHA
a partir de la biomasa. Sin embargo, la oxidacion de la biomasa también solubiliza una cantidad significativa del
carbono organico y nitrégeno en la solucion. La ventaja de arrastrar la DQO de la biomasa es un enriquecimiento en
contenido de PHA en los sdlidos suspendidos. La desventaja de la liberacion de DQO y nitrégeno es que ello genera
un problema de tratamiento de las aguas residuales. Los oxidantes también pueden degradar los polimeros, ademas
de la biomasa.

3. Espesamiento y deshidratacion secundarios de la biomasa después de la reduccion del pH:

La biomasa se deshidrata adicionalmente por diversos medios, incluyendo la flotacién con gas disuelto, por ejemplo.
El gas puede deberse en parte a las burbujas de diéxido de carbono formadas por la acidificacion. También puede
afnadirse aire de dispersion para conseguir la separacion de la biomasa mediante flotacion. Ademas, pueden afadirse
compuestos quimicos durante la separacion con el fin de mejorar la deshidratabilidad de la biomasa. Tras reducir el
pH del licor mixto, se reduce la actividad metabdlica de la biomasa y los PHA en la biomasa presenta, de esta manera,
una menor tendencia a la degradacion metabdlica durante la flotacion con aire disuelto u otras formas de arrastre con
aire. La biomasa preferentemente se deshidrata hasta un nivel superior a 20% de contenido de sdlidos secos. La
flotacion con aire disuelto puede conseguir un nivel superior a 4% de soélidos secos, por lo que se requeriran medios
adicionales, tales como la centrifugacion. Pueden aplicarse otros métodos de reduccion del contenido de agua de la
biomasa en lugar de la flotacion con aire disuelto y/o la centrifugacion.

La solubilizacién de la DQO también puede incrementarse mediante el tratamiento de la biomasa con oxidantes,
enzimas, tensioactivos, dispersion, homogeneizacion y/o el térmico. El tratamiento quimico, térmico o mecanico de la
biomasa en esta etapa puede resultar interesante por motivos que incluyen, aunque sin limitarse a ellas, (1) el
enriquecimiento en contenido de PHA de la biomasa, (2) el suministro de DQO para la produccién de AGV o biogas,
(3) el suministro de nitrégeno para el tratamiento biolégico de las aguas residuales, o (4) la mejora de la deshidratacion
de los sdlidos en suspension. Simultdneamente, existe el riesgo de que estos tratamientos pueden resultar
excesivamente agresivos y provocar la pérdida de PHA. La introduccion de recursos (compuestos quimicos y energia)
puede estar justificada desde el punto de vista de la gestion tanto de los PHA como de los MCNP. La optimizacion de
las condiciones, incluyendo la dosis, el tiempo y la temperatura, probablemente resultara necesaria de manera
individualizada para los sistemas de cultivo mixto.

4. Secado de la biomasa o desplazamiento del agua:

Para conseguir condiciones 6ptimas para la extraccion con disolvente a alta temperatura, la biomasa deberia secarse
o deberia desplazar el agua. El contenido de humedad final después del secado preferentemente no deberia ser
superior al 5%. El acondicionamiento anteriormente indicado para conseguir la estabilidad de los PHA en la biomasa
permite la utilizacion de temperaturas de secado muy superiores a 100°C.
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5. Extraccion con disolvente:

Los PHA pueden extraerse de los MCNP con un disolvente organico no clorado a temperaturas superiores a 100°C y,
para el PHB, preferentemente superiores a 120°C. Tras la extraccién, se separan los PHA de los MCNP antes o
después de la precipitacion de los PHA. Dependiendo del disolvente de extraccion, la precipitacion de la resina de
PHA puede requerir la adicion de un segundo disolvente. El disolvente se separa de los MCNP y PHA. El disolvente
puede recuperarse y reutilizarse mediante destilacion. Se secan los PHA. Los MCNP y el disolvente con residuos
asociados pueden recuperarse y/o utilizarse en parte como combustible para necesidades de calefaccion.

Si se ha conseguido un acondicionamiento (estabilizacion) suficiente de los PHA en la biomasa, la resina de PHA
después de la extraccion debe haber retenido gran parte de su peso molecular (en comparacion con el caso de ningun
acondicionamiento de la biomasa) y los PHA deberian ser estables segun evaluacion mediante ATG o a partir de la
tasa de pérdida de peso molecular segun las mediciones de reologia dinamica.

Evaluacioén de los PHA en la biomasa y de la estabilidad de la resina de PHA
Analisis termogravimétrico (ATG)

Una muestra seca de biomasa rica en PHA o de resina de PHA de 2 a 5 mg se pesa y se calienta al aire o en un medio
de gas inerte, tal como gas nitrégeno. Se eleva la temperatura de la muestra a 105°C y se deja que se equilibre el
peso. Se evalua la pérdida de humedad después del equilibrado del peso a 105°C. Se eleva la temperatura y se
registra la pérdida de peso bajo condiciones de incremento constante de la temperatura (rampa) o de tiempo a
temperatura constante (isotérmico). Para las evaluaciones de procedimiento, y para los resultados presentados en la
presente exposicion, se ha adoptado un protocolo estandarizado de medicion de ATG. Este protocolo de ATG incluye
someter una biomasa de muestra a una rampa continua y constante de 10°C/min (tras eliminar la humedad a 105°C)
bajo una atmoésfera de nitrogeno hasta 350°C y bajo una atmésfera de aire posteriormente a 10°C/min hasta una
temperatura final de 600°C. Puede evaluarse tanto los polimeros en la biomasa como la resina de PHA extraida
mediante este método estandarizado. Se considero la pérdida de peso y la tasa de cambio de la pérdida de peso como
funcién de la temperatura.

Tipicamente se observa en el intervalo de 200°C a 300°C un pico en la tendencia de tasa de pérdida de peso de la
muestra como funcién de la temperatura para los PHA en la biomasa y la resina de PHA. El area de este pico que se
asocia a la descomposicion de la masa de PHA se extrae, se normaliza y se definen los diferentes atributos
caracteristicos relacionados con la temperatura de este pico. La temperatura de descomposicion (T4) se define como
la temperatura en el punto de maxima tasa de pérdida de peso de PHA utilizando el protocolo estandarizado de ATG
definido anteriormente. Las temperaturas que representan las fracciones caracteristicas del area de pico total también
pueden definirse, tales como los percentiles 5 (Ts), 25 (T2s), 50 (Tso), 75 (T75) y 95 (Tes). Se puede comparar ademas
la fraccion de area del pico a una temperatura especifica, tal como la fracciéon de descomposicion de PHA a 250°C
(f42%0). Los términos Ts, T2s, etc. se definen como basados en el protocolo estandarizado de medicion de ATG definido
anteriormente. De esta manera, para determinar Ts, por ejemplo, se somete una biomasa de muestra al protocolo
estandarizado de medicion de ATG. Lo mismo seria de aplicacién a la determinacion de la Tg.

Medicion de la viscosidad dinamica mediante reologia

De manera similar a los datos de ATG presentados, se ha aplicado un método estandarizado de medicién de la
viscosidad dinamica a los datos proporcionados en la presente descripcion. Una muestra de PHA extraido seco de 0,6
g se prenso a una presion maxima de 1 MPa a 180°C durante dos minutos. La muestra se prensoé en fundido formando
un molde discoidal de 1 mm de grosor y 25 mm de diametro. Tras el prensado, la muestra se extrajo del molde discoidal
y se eliminé el material en exceso de rebaba. La muestra de disco de PHA resultante se mont6 en un redmetro, tal
como un instrumento AR 2000 de TA Instruments y se midi6 la viscosidad dinamica en un barrido temporal de hasta
40 minutos a 180°C. Durante este barrido temporal, se mantuvieron constantes la amplitud de la deformacién a 2% y
la frecuencia a 10 Hz. La temperatura se mantuvo constante mediante enfriamiento con gas nitrégeno.

La viscosidad dinamica (| r]*| ), expresada en Pa-s, puede relacionarse linealmente con la masa molecular media en
peso (My), a condicién de que el fundido sea no newtoniano:

Mw=m-|17°|+b

donde my b son constantes de proporcionalidad que pueden depender del tipo de PHA y de las condiciones de la
medicion reolodgica (temperatura, frecuencia y deformacion). Una reduccion de | r]*| es equivalente a una reduccion
de M,,. Para un polimero dado en el que se prevé que las constantes m y b sean iguales, las diferencias de | r]*| indican
diferencias proporcionales en la M,, del polimero.

Evaluacién de la distribucion media de pesos moleculares

Se extrajeron los PHA a partir de la biomasa seca con un disolvente organico a una temperatura seleccionada
constante y durante un tiempo de extraccion predeterminado. El polimero extraido se precipitdé y se separd del
disolvente mediante un método estandarizado. La influencia del pretratamiento de la biomasa y del método de
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extraccion sobre la reduccion del peso molecular puede determinarse a partir de varios puntos de referencia relativos,
tales como: (1) el coeficiente de degradacion de primer orden en referencia al mismo método de extraccion para
diferentes tiempos de exposicion, (2) el cambio en referencia a un método de extraccion estandarizado, o (3) la
sensibilidad térmica con una pérdida de peso molecular de referencia con un cambio en la temperatura de extraccion.

La distribuciéon de pesos moleculares (en referencia a estandares de poliestireno) del polimero extraido se determiné
mediante cromatografia de exclusion por tamario (CET). La CET se llevé a cabo con una bomba (Viscotek VE 1122),
un detector dual refractdmetro/viscosimetro (Viscotek modelo 250) y tres columnas lineales acopladas en una serie
(Shodex KF-805, Shodex KF-804 y Shodex KF802.5). La temperatura del detector era 37°C, mientras que los estudios
se llevaron a cabo a temperatura ambiente. El disolvente utilizado fue el cloroformo (Merck pro analysis >99%) con un
caudal de 1 ml/min. El volumen de inyeccion era de 100 pl.

Se calibré el peso molecular en referencia a cuatro estandares de poliestireno diferentes con pesos moleculares
medios conocidos, de 1.800, 650, 96 y 30,3 kg/mol, respectivamente. Se utilizd el detector que media el indice
refractivo para examinar la sefial de estandar y muestra.

La muestra examinada mediante CET se disolvié en cloroformo hasta una concentracion de 5 mg/ml a 100°C durante
10 minutos. Antes de inyectar la muestra en la columna, la solucion de polimero se filtro (filiro de jeringa PALL Life
Sciences Acrodisc® CR 25 mm con tamafio de poro de 0,45 pym). A partir de la distribucion resuelta de pesos
moleculares para los PHA de cada muestra, se calcularon las cantidades caracteristicas de My, M, y PDI.

Base experimental y prueba de concepto
Fuentes de biomasa y acumulaciones de PHA en la biomasa

Se consideraron tres fuentes diferentes de biomasa acumuladora de PHA. Se acumularon los PHA mediante
alimentacién de la biomasa con fuentes seleccionadas de DQOFB bajo condiciones de limitacion de nutrientes. El
término nutriente se refiere a cualquier elemento para el crecimiento de biomasa que no es PHA y excluye el carbono
organico. Por ejemplo, se han utilizado limitaciones de nutrientes en términos de requisitos de nitrégeno y/o fésforo
para el crecimiento microbiano a fin de estimular una respuesta de almacenamiento de PHA en la biomasa.

Las fuentes de biomasa fueron las siguientes:

. Lodo activado (LA) utilizado para tratar las aguas residuales de la industria lactea en una instalacién a escala
de planta piloto en Suecia (LO-S). Se recibieron las muestras de LO-S y se llevaron a cabo rutinariamente
experimentos de acumulacién de PHA con esta biomasa durante dos afos de funcionamiento de la planta
piloto y 5 afios de desarrollo del procedimiento a escala de laboratorio. La planta piloto consistia en un reactor
por lotes de secuenciacion (RLS). El RLS presentaba un volumen de trabajo de 400 | operado en ciclos de
12 horas. La retencion de biomasa en el RLS se realizé mediante sedimentacion por gravedad. El tiempo de
retencion hidraulica (TRH) nominal de las aguas residuales era de 1 dia y el proceso estaba impulsado por
diversas edades de los lodos (tiempos de retencion de soélidos o TRS), de 1 a 8 dias. Se aplicaron tasas de
carga organica de 1 a 2 g de DQOFB/I/dia y se suministraron los nutrientes segun necesidad de manera que
no fuesen limitantes del crecimiento microbiano en el proceso de tratamiento de aguas residuales. Esta
biomasa de lodo activado mostré un potencial significativo de acumulacion de PHA, de hasta
aproximadamente 100% del peso seco de la biomasa sin PHA.

. Lodo activado (LA) utilizado para tratar unas aguas residuales municipales a escala real en Francia (LO-F).
Se recibioé una muestra de LA-F y se llevaron a cabo experimentos de acumulacion de PHA en esta biomasa
a escalas de laboratorio (500 ml) y piloto (100 ).

La planta de tratamiento municipal de aguas residuales productora de esta biomasa es de escala real y ha
sido disefiada para 200.000 habitantes equivalentes. La planta gestiona el tratamiento de la contaminacion
de 26.750 kg de DQO/dia de aguas residuales organicas urbanas. Un procedimiento unitario de lodos
activados altamente cargados elimina el contenido organico facilmente biodegradable de las aguas residuales
de penetracion y ello produce aproximadamente 22,2 toneladas de lodos activados de residuos (LAR) al dia.
Esta biomasa de lodos activados muestra un potencial de acumulacién de PHA de hasta aproximadamente
67% del peso seco de la biomasa sin PHA.

. Se cultivé y produjo una biomasa de cultivo puro (CP) de Cupriavidus necator en Francia (CP-F) y se
proporcioné como una muestra de biomasa de CP secada tras la acumulacion de PHA. Cupriavidus necator
es un procariota Gram-negativo que ha sido utilizado durante muchos afios en la investigacion de cultivos
puros para la produccion de PHA. Este cultivo puro muestra un potencial excesivo de acumulacién de PHA
de hasta aproximadamente 400% del peso seco de biomasa sin PHA.

Se acumularon los PHA en la biomasa aerébicamente. La biomasa de LA de Suecia y Francia (LA-S y LA-F) se
acumulé con PHA en un reactor de alimentacion por lotes de 100 | utilizando aguas residuales de industria lactea
fermentadas o aguas residuales industriales como sustratos. Ambos sustratos son ricos en AGV. Simultaneamente,
ambas fuentes son deficientes en su contenido de nutrientes, lo que implica que el crecimiento microbiano estaba
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limitado por nutrientes al alimentar la biomasa con estas aguas residuales. De esta manera, se utilizaron los AGV de
las aguas residuales como DQOFB para la acumulacion de PHA en la biomasa y se mitigo la respuesta de crecimiento
microbiano durante la respuesta de acumulacion. Los ciclos de acumulacion eran de 5 a 24 horas y el nivel final de
PHA en la biomasa era de 30% a 60% de la biomasa seca después de la acumulacién. Tras un ciclo de acumulacion,
se interrumpio la aireacion y la biomasa se sedimenté por gravedad. Los niveles de AGV residuales en el reactor al
final de la acumulacion eran despreciables. Se decantaron las aguas residuales tratadas suprayacentes. La biomasa
sedimentada por gravedad y espesada fue la alimentacion bruta inicial para la evaluacion de la estabilidad de los PHA
en la biomasa y la recuperacion de resina de PHA a partir de esta biomasa rica en PHA.

El CP-F se alimentd por lotes con acido butirico como fuente de DQOFB a escala de laboratorio. Al final de la
acumulacion, se centrifugo la biomasa y se decanto el sobrenadante. La biomasa espesada de C. necator rico en PHA
se liofilizé directamente. Esta biomasa liofilizada se utiliz6 como materia prima para considerar la estabilidad de PHA
en esta biomasa de cultivo puro rico en PHA.

Estabilidad térmica de los PHA en la biomasa y la fraccién inorganica de la biomasa

El ATG de las muestras de biomasa proporciona informacion de la fraccion inorganica de la biomasa y de la cantidad
y estabilidad térmica de los PHA en la biomasa. Se estim6 la fraccion inorganica de la biomasa a partir del peso
residual de la muestra después de alcanzar una temperatura del horno de 600°C (figura 3). La expresion fraccion
inorganica o ceniza de biomasa se utilizara para referirse al residuo estimado de la muestra de ATG remanente tras
llevar la muestra a 600°C en aire. Después de estimar el contenido de ceniza, se considerd adicionalmente el peso de
muestra menos el contenido estimado de ceniza, es decir, el peso organico estimado de la muestra. El ATG indicaba
una reduccioén progresiva del peso organico relativo de la muestra que tendia asintéticamente a un peso relativo de
cero. La cantidad y calidad de los PHA en la biomasa pueden evaluarse a partir de la tasa de pérdida de masa como
funcién de la temperatura (figuras 4 y 5). Siguiendo el método estandar de los presentes inventores para el ATG con
una rampa de 10°C/min, se identificaron los PHA en la biomasa como un pico caracteristico de tasa de pérdida de
peso que se produce tipicamente entre 200°C y 300°C. A mayor temperatura del pico de PHA, mas estable
térmicamente son los PHA en la biomasa. Para el propdsito de la presente descripcion, la temperatura de
descomposicion (Ty) de los PHA en la biomasa se define como la temperatura de maxima tasa de pérdida de peso
para los PHA en la biomasa aunque la descomposicion se inicia a una temperatura inferior a esta temperatura y
continda después. Las temperaturas de descomposicién de PHA caracteristicas también pueden definirse mediante
percentiles de descomposicion para los PHA en la biomasa, tales como los percentiles 5 (Ts), 25 (T2s), 50 (Ts0), 75
(T7s) y 95 (Tos). En algunos casos también resulta informativo identificar la descomposicion fraccionada de PHA a una
temperatura fija, tal como 250°C (f4?%°). A partir de la tendencia en el ATG de contenido organico de la biomasa, se
observo una fraccion organica de PHA de la biomasa y una fraccidn organica que no es PHA, y la estabilidad térmica
de los PHA en la biomasa.

La estabilidad térmica de los PHA en la biomasa durante la acumulacion se correlacionaba negativamente con el nivel
de materia inorganica asociada a la biomasa. En general, los niveles reducidos de materia inorganica en la biomasa
resultaron en una estabilidad térmica mas alta de los PHA. La fraccion inorganica de la biomasa se redujo
significativamente mediante la reduccion del pH del licor mixto antes de la deshidratacion y secado finales (figura 6).

Se llevaron a cabo réplicas de experimentos de acumulaciéon con LA-S. Se acumularon los PHA en la biomasa
utilizando aguas residuales de industria quimica ricas en acido butirico o aguas residuales de la industria lactea ricas
en acidos butirico y acético. El pH durante la acumulacién de PHA no estaba controlado, pero tipicamente se
encontraba dentro del intervalo de pH 7,5 a pH 9. Al final de cada acumulacion de PHA, se centrifugd una muestra de
biomasa y se decanté el sobrenadante. El pellet concentrado remanente se sec6 a 70°C. Se observo que la estabilidad
térmica de los PHA en la biomasa no era consistente, sino que variaba para cada tanda. En paralelo con la
acumulaciéon de PHA (g-VSS), también se observé que la biomasa se asociaba a niveles incrementados de materia
inorganica en grado variable para cada experimento. La estabilidad térmica de los PHA en la biomasa al final del
experimento de acumulacion se correlacionaba negativamente con el nivel de asimilacién concurrente de materia
inorganica (g-ceniza) por la biomasa. El Unico valor atipico sugirié que el tipo de materia inorganica, y no solo el nivel,
necesitan considerarse mas a fondo (figura 7).

Foco en la fraccién inorganica de la biomasa

Con el fin de entender mejor el papel del contenido de ceniza en la biomasa con respecto a la estabilidad térmica de
los PHA en la biomasa, se enviaron muestras de biomasa de diferentes experimentos de acumulacion para el analisis
elemental. Se seleccionaron muestras deshidratadas y secas de biomasa obtenidas antes de la acumulacion de PHA
(2 muestras), después de la acumulacion de PHA (3 muestras) y después de la acidificacion del licor mixto previa a la
deshidratacion final (3 muestras).

La composicion inorganica relativa de la biomasa era consistente y estaba dominada por calcio y fosforo, seguido de
potasio, hierro y magnesio (figura 8). Los siguientes en abundancia relativa eran el cobre, el cinc y el aluminio,
representando niveles de contenido relativo de aproximadamente 1%. Manganeso, bario, estroncio, cobalto, niquel,
cromo y molibdeno eran componentes menores, a niveles relativos de una fraccion de 1%. Los metales de los grupos
Iy Il, tales como Ca?*, Mg?* y Na*! son elementos que es conocido de la bibliografia que influyen sobre la estabilidad
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térmica de los PHA. La estabilidad térmica de los PHA también se ha demostrado anteriormente que practicamente
no resulta afectada por los metales Zn?*, Sn?* o AlI®*. La evaluacion de contenido relativo de calcio de la biomasa antes
de la acumulacion fue la mas variable. Sin embargo, la acumulacion de PHA aparentemente estaba asociada a una
tendencia consistente de incremento marcado del componente relativo de calcio y fosforo del contenido inorganico.
De manera similar, la acidificacién del licor mixto después de la acumulacion de los PHA, antes de la deshidratacion
y secado finales, se observé que fomentaba una reduccion significativa del contenido relativo de calcio del contenido
de ceniza de la biomasa.

Desde por lo menos una perspectiva de quimica del agua, estas observaciones de incremento del calcio durante el
procedimiento de acumulacién son previsibles. El procedimiento de acumulacion convierte la DQOFB en el agua en
PHA y dioxido de carbono. A pH incrementado, mayores fracciones del diéxido de carbono producido resultaran
retenidas en solucién en forma de carbonato. La tendencia a la formacién de mineral de carbonato de calcio se
incrementara a mayor concentracién de calcio y/o carbonato. El pH alcalino fomenta la formacion de mineral, mientras
que el pH acido favorece la solubilidad de los minerales. Otros minerales del calcio, incluyendo el fosfato de calcio,
también pueden formarse con una tendencia similar de solubilidad incrementada a menor pH. Otros cationes como el
magnesio se comportaran de manera similar al calcio.

El contenido de calcio de la biomasa se correlacionaba fuertemente con el fosforo, potasio, magnesio, manganeso,
bario y estroncio. Debido a que el calcio dominaba el contenido de ceniza de la biomasa, siendo conocido ademas
como un elemento que puede influir sobre la estabilidad térmica de los PHA, se considerd la relacion aparente entre
el contenido medido de calcio de la biomasa y la estabilidad térmica de los PHA en la biomasa (figuras 9 y 10). Las
tendencias aparentemente no eran sensibles a diferencias en el contenido de PHA de la biomasa, que era de 40% a
50% en estas muestras.

La reduccioén del contenido de mineral de calcio en la biomasa se asociaba a un incremento progresivo del intervalo
de temperaturas que representan descomposicion de los PHA en la biomasa. El efecto aparentemente no era
progresivo, sino que disminuia hasta valores limitantes. La descomposicion de los PHA en la biomasa se desplazo
desde un intervalo inferior de temperaturas de 210°C a 230°C hasta un intervalo de temperaturas de 270°C a 290°C
(figura 9). El grado de descomposicion de los PHA en la biomasa a 250°C se redujo de 100% a menos de 10% (figura
10).

En caso de que PHA se vaya a extraer de la biomasa utilizando un disolvente organico a temperaturas superiores a
100°C, y la descomposicion térmica de los PHA en la biomasa deba evitarse, resulta necesaria una estabilidad térmica
elevada de los PHA en la biomasa. La estabilidad térmica de los PHA en la biomasa en réplicas de experimentos de
acumulacion era variable, con una Ty de 220°C a 260°C. La acidificacion del licor mixto antes de la deshidratacion y
secado finales de la biomasa incremento la T4 hasta un nivel consistente superior a 280°C. El grado de acidificacion
requerido puede definirse operacionalmente como una reduccién del pH que da lugar a una biomasa seca con una
temperatura de descomposicién de los PHA en la biomasa superior a 270°C, aunque preferentemente superior a
280°C.

El papel de la estabilidad térmica de los PHA en la biomasa antes de la extraccion con disolvente

La importancia del acondicionamiento de la biomasa para incrementar la estabilidad térmica de PHA se ilustré de
manera similar mediante los experimentos de acumulacion realizados con la biomasa LA-F (figuras 11, 12y 13). Las
muestras de biomasa, secas a 70°C, se obtuvieron antes de la acumulacién de PHA, después de la acumulacién de
PHA y deshidratacién (muestra de control) en los que el pH era de entre 7 y 9, y después de la acumulacién de PHA
con un ajuste del pH a 3 y etapas de concentracidon posteriores, incluyendo la flotacién en gas disuelto y la
centrifugacion hasta 150 g/l. Durante la acumulacion, la fraccion inorganica de la biomasa se redujo progresivamente
y la acidificacion dio como resultado una reduccion adicional que rindid el incremento mas significativo de la
temperatura de descomposicion de los PHA en la biomasa.

El fracaso en la consecucion de una estabilidad térmica mas alta de los PHA en la biomasa dio como resultado una
pérdida significativa de peso molecular durante la extraccion a 125°C durante 2 horas utilizando sistemas de disolvente
(no clorados) de acetona o carbonato de 1,2-propileno. También se observd cierta reduccién del peso molecular para
la extraccion con diclorometano a 40°C. Las purezas de la resina de PHA para las extracciones de control y de licor
mixto (LM) acidificado fueron de 96 y 93 (diclorometano), de 96 y 97 (acetona) y de 97 y 95 (carbonato de propileno)
por ciento, respectivamente. La polidispersidad de la resina de PHA era de 1,8+0,2. En todos los disolventes de
extraccion respectivos sometidos a ensayo en este experimento, el preacondicionado de la biomasa mediante
acidificacion del licor mixto (LM) rindié resultados superiores (figura 13). El rendimiento de extraccion de polimero
puede incrementarse con un tiempo de extraccién mas prolongado y se ha observado que la pérdida de peso molecular
sigue una cinética de primer orden. Por lo tanto, en ocasiones puede ser inevitable un equilibrio entre el rendimiento
de extraccion y la pérdida de peso molecular. Estos equilibrios pueden mitigarse mediante una estabilidad térmica
mejorada de los PHA en la biomasa antes de la extraccion.

Sin embargo, la pérdida de peso molecular (figura 13) no influyé sobre la T4 de la resina de PHA extraida (figura 14).
La acidificacion del licor mixto (LM) dio como resultado una T4 de los PHA en la biomasa mas alta y la extraccion con
acetona dio como resultado una resina de PHA con una estabilidad térmica todavia mas mejorada (figura 14). En
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contraste, la extraccion con diclorometano y con carbonato de propileno dio como resultado una estabilidad térmica
de la resina de PHA que era mas similar a la T4 de los PHA en la biomasa. La Tq4 para la resina de PHA después de la
extraccion no se correlacioné con la fraccion de masa residual no PHA derivada mediante ATG.

De esta manera, el acondicionamiento de la biomasa para mejorar la estabilidad térmica de los PHA en la biomasa
puede reducir el grado de pérdida de peso molecular durante el secado de la biomasa y la extraccion con disolvente.
Ademas, el preacondicionamiento que conduce a una mejora de la T4 de los PHA en la biomasa se traduce en la
resina de PHA después de la extraccion. Adicionalmente, la acetona como disolvente de extraccion de los PHA mostré
un atributo claro de mejora adicional de la estabilidad térmica de la resina de PHA superior a la Ty inicial de los PHA
en la biomasa. La pureza de la resina de PHA extraida no era indicativa de la Tq4 resultante.

Los parametros de ATG para la evaluacién de la resina de PHA extraida que se encontré que eran indicativos de una
estabilidad mejorada de la resina de PHA fundida son la fraccion de descomposicion de PHA a 250°C (f42*°) y la
temperatura a la que la descomposicién de la resina de PHA es de 5% (Ts). A mayores Ts y menores f4?5°, mejor sera
la calidad de la estabilidad de la resina de PHA fundida. La extraccién con acetona proporciono una f£2%° de la resina
de PHA consistentemente baja en ambos casos. El preacondicionamiento de la estabilidad térmica de los PHA en la
biomasa y el tipo de disolvente utilizado pueden influir sobre la calidad de procesamiento resultante de la resina de
PHA.

Principios de ensayos sobre la biomasa de cultivo puro

El procedimiento de produccion de PHA se ha establecido junto con las actividades de gestion de los lodos en las
instalaciones de tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, los presentes inventores sin perjuicio de lo anterior
deseaban clarificar si los principios de la presente descripcion eran igualmente relevantes para la produccion de PHA
basada en procedimientos de fermentacién de cultivos puros para la produccion de PHA. Con este fin, se deshidraté
mediante centrifugacion una muestra de CP-F y se liofilizé directamente tras la acumulacion de PHA. La fraccion
organica de la biomasa CP-F era de aproximadamente 81% de PHA en peso. El principio de preacondicionamiento
de los PHA en la biomasa se someti6 a ensayo, aunque partiendo de una biomasa ya seca.

El CP-F se dividié en 3 fracciones: una referencia, un enjuague con agua desionizada y un enjuague con agua acida.
La referencia era la biomasa de CP-F sin modificacion evaluada y extraida sin ninguna forma de preacondicionamiento.
El enjuague se llevd a cabo combinando 45 ml de solucién de enjuague (agua desionizada o acido clorhidrico 0,001
N, respectivamente) por gramo de biomasa y mezcla continua a temperatura ambiente durante 25 minutos.
Finalmente, después del enjuague, estas fracciones de biomasa se deshidrataron mediante centrifugacion;
seguidamente se decantaron los sobrenadantes y la biomasa retenida se sec6 a 70°C.

La estabilidad térmica de los PHA en la biomasa se examin6 mediante ATG (figura 15). El enjuague de la biomasa de
CP-F estimul6 una mejora significativa de la estabilidad térmica de los PHA en la biomasa. La mejora es analoga a los
resultados en LA-S y LA-F para la acidificacion del licor mixto antes de la deshidratacion y secado finales de la
biomasa. Respecto a los LA-S y LA-F, un enjuague acido del CP-F proporciond la mayor mejora de la estabilidad
térmica de los PHA en la biomasa. El grado de mejora de la temperatura de descomposicion (Tq4) de los PHA en la
biomasa no fue tan alto como el alcanzado para la biomasa de LO. Se consigui6 una T4 de los PHA en la biomasa
proxima a 280°C para los LA-S y LA-F, mientras que el CP-F alcanzé una Tq4 de practicamente 270°C tras el enjuague
acido (figuras 15 y 16). Esta diferencia podria haberse visto influida por el acondicionamiento de una biomasa que ya
estaba seca, en lugar de preacondicionarla directamente después de la acumulaciéon, como en los experimentos con
LA-S y LA-F. Sin embargo, el grado de descomposicién de los PHA en la biomasa a 250°C fue similar al de los LA,
siendo inferior a 10% después del acondicionamiento acido (figura 17). El preacondicionamiento del CP-F antes de la
extraccion con disolvente dio como resultado de manera similar una fraccién inorganica reducida de la biomasa (figura
16) y la fraccion organica de PHA se incrementd ligeramente hasta 83%. Las observaciones y principios fundamentales
de la manipulacion de la estabilidad térmica de los PHA en la biomasa se reprodujeron y se encontré6 que eran
igualmente validos para la extraccion con disolvente de cultivo puro de la resina de PHA.

Se extrajeron los PHA de la biomasa de CP-F a temperatura baja (40°C) y a temperatura alta (125°C) utilizando tres
sistemas de disolventes diferentes (diclorometano a 40°C, acetona a 125°C y 2-butanol a 125°C). El polimero extraido
se analizé mediante CET para la distribucion de los pesos moleculares (figura 18), asi como mediante ATG para la
estabilidad térmica y la pureza de la resina de PHA (figuras 19 y 20). El peso molecular medio mas alto se obtuvo con
la extraccion con diclorometano a temperatura baja de biomasa de CP-F liofilizada. En contraste con la biomasa de
LA-F (figura 13), la extracciéon con acetona resulté en una pérdida de unicamente 10% del peso molecular que era
insensible al enjuague con agua desionizada y al enjuague con agua acida de la biomasa. Sin embargo, la influencia
del enjuague de la biomasa sobre el peso molecular medio extraido resultd mas evidente para la extraccion con 2-
butanol. Tras el enjuague acido de la biomasa de CP-F, la extraccion con 2-butanol rindié PHA con una distribucion
de pesos moleculares similar a aquella sometida a la extraccion de referencia con diclorometano. Aunque los PHA
eran mas susceptibles a la pérdida de peso molecular en 2-butanol a temperaturas elevadas, el preacondicionamiento
de la biomasa de CP-F mejoro la estabilidad de los PHA para la extraccion con 2-butanol. La polidispersidad de todas
las muestras se mantuvo relativamente constante a 1,8+0,3.

El preacondicionamiento de enjuague muestra el potencial de mitigar la pérdida de peso molecular medio de los PHA
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durante los procedimientos de extraccion con disolvente a temperaturas superiores a 100°C. A pesar de los potenciales
beneficios de conservacion del peso molecular, el preacondicionamiento de enjuague podria servir para producir unos
PHA extraidos con resistencia a la descomposicion en el fundido durante el procesamiento posterior. La figura 19
contrasta las diferencias entre las estabilidades térmicas de los PHA en la biomasa y de la resina de PHA después de
las extracciones respectivas. De manera similar a los resultados para las extracciones con carbonato de propileno de
los LA-F comentados anteriormente, las extracciones con diclorometano y con 2-butanol siguieron las tendencias de
la T4 de los PHA en la biomasa. La Tq4 de la resina de PHA para las extracciones con 2-butanol reflejan la T4 actual de
los PHA en la biomasa antes de la extraccion. La T4 de los PHA en la biomasa mejoré con el acondicionamiento de la
biomasa, aunque durante las extracciones con diclorometano, la T4 de la resina de PHA fue consistentemente la mas
baja. De acuerdo con los resultados de extraccion de LA-F informados, la extraccion con acetona incremento la Ty de
la resina de PHA por encima de la estabilidad térmica respectiva de los PHA en la biomasa.

El CP-F tras enjuague acido y extraccion con acetona mostro la Tq mas alta, de 283°C, comparada con una T4 de
255°C para el CP-F extraido con el disolvente de referencia diclorometano. La estabilidad térmica mejorada de la
resina de PHA extraida no estaba asociada a una pureza mejorada del producto extraido (figura 19). Por lo tanto, la
pureza quimica de la resina de PHA no es sindnima de una estabilidad funcional mejorada, que implica cuestiones
practicas tales como la estabilidad del fundido. Una resina de PHA mas pura no es necesariamente mejor desde la
perspectiva practica del procesamiento de plasticos.

Los parametros de la ATG para el analisis de la resina de PHA extraida que se encontré que eran indicativos de una
estabilidad del fundido mejorada son la fraccion de descomposicion de los PHA a 250°C (f4?%°) y la temperatura de
descomposicién de 5% de la resina de PHA (Ts). Con una Ts mas alta y una f4?>° mas baja, mejor sera la calidad de
la resina de PHA para la estabilidad del fundido. La figura 20 ilustra la asociacion entre la f4?° y la Ts segtn el método
de enjuague y el disolvente para la extraccion. Un enjuague acido del CP-F, el resecado y la extracciéon con acetona
proporcionaron resultados 6ptimos para fs2°° y Ts, aunque la pureza no era tan buena como la del CP-F extraido con
acetona o con el disolvente de referencia diclorometano (figura 21).

Por lo tanto, la pureza de la resina de PHA es quiza un factor menor que el tipo de impureza si debe considerarse la
calidad funcional como atributo del producto. Ademas, se obtuvieron resultados equivalentes de conservacion del peso
molecular para la extraccion con disolvente caliente al preacondicionar los PHA en la biomasa para la mejora de la
estabilidad térmica. A mayor estabilidad térmica de los PHA en la biomasa, la resina de PHA tiende a ser mas estable
térmicamente. Simultaneamente, el tipo de disolvente utilizado para la extraccién puede influir sobre el resultado.

En vista de la importancia practica de la estabilidad de la resina de PHA fundida y de que la estabilidad térmica no se
correlacionaba bien con la pureza de la resina de PHA extraida, se investigd adicionalmente la pureza entre los PHA
de cultivo mixto de los presentes inventores y los PHA de cultivo puro comercial, analizando ademas la asociacion
entre los datos de ATG de descomposicion, la reologia del polimero fundido y la estabilidad del fundido.

Impurezas inorganicas y estabilidad térmica de la resina de PHA

Se analiz6 el contenido de elementos inorganicos de una muestra de resina de PHA de LA-S (CM-PHA-AK), asi como
de dos grados comerciales diferentes de resina de PHA (CP-PHA-1 y CP-PHA-2) (figuras 22 y 23). El CM-PHA-AK se
deriva de un cultivo mixto de tratamiento de aguas residuales de la industria lactea y los PHA comerciales se
produjeron mediante procedimientos de fermentacion de cultivo puro (CP). La ATG del contenido no PHA de estas
muestras se basa en la fraccion de material residual con respecto al peso de la muestra a 200°C después del pico de
pérdida de peso de PHA y a una temperatura de la ATG de 350°C. El contenido no PHA del andlisis elemental se
refiere a la fraccion no PHA basada en la masa de elementos detectada (figura 23). En términos de pureza absoluta
(figura 22), el CP-PHA-1 era excepcionalmente puro, mientras que las otras dos muestras presentaban una pureza
comparable. Sin embargo, el contenido no PHA estimado mediante ATG no se correlacionaba con la suma de masas
inorganicas no PHA basada en el analisis elemental.

Basandose en la pureza aparente de PHA derivada del analisis elemental (figura 23), el orden de pureza de las resinas
de PHA cambi6é a CM-PHA-AK, CP-PHA-1 y CP-PHA-2, con 247, 559 y 1.642 mg/kg de masa inorganica cuantificada.
La composicién elemental relativa varid, aunque se encontré que los contribuyentes principales eran calcio, sodio,
magnesio, fésforo, potasio, hierro y aluminio. La variacion del contenido de calcio de las muestras de PHA se
correlacionaba fuerte y positivamente con Na, Mg, P, K, Zn, Pb, Cu y Mn. El contenido de calcio de los PHA también
se correlacionaba fuerte y negativamente con la estabilidad térmica de la resina de PHA (figura 24). Por lo tanto, al
contrario que el orden de purezas absolutas, la calidad funcional de las resinas de PHA se relacionaba con el contenido
elemental (figura 23), en las que el calcio era un elemento dominante.

Con el fin de evaluar la naturaleza de la asociacion de estos elementos con la resina de PHA, se enjuagaron los PHA
comerciales con agua desionizada o acidificada, se secaron nuevamente y después se sometieron a ensayo
nuevamente para los cambios de estabilidad térmica. El enjuague y secado de CP-PHA-1 mejord la estabilidad térmica
de la resina de PHA, aunque introdujo un ligero incremento del contenido no PHA (figuras 25 y 26). La mejora de la
estabilidad era mas significativa con un enjuague acido, lo que concuerda en paralelo con la influencia sobre la
estabilidad térmica de los PHA en la biomasa. La pureza absoluta de la resina de PHA no es necesariamente indicativa
de una estabilidad térmica mejorada. Los elementos que aparentemente influyen sobre la estabilidad térmica de la
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resina de PHA no se encuentran unidos estrictamente, sino que se desasimilan facilmente del polimero mediante
lavado a pH reducido. Es conocido que algunos minerales de cationes, tales como calcio y magnesio, se vuelven mas
solubles en acido.

Con el fin de establecer el hecho de que la asociacion de cationes con los PHA influye sobre la estabilidad térmica, se
llevé a cabo el experimento inverso (figura 27). La resina de PHA se disolvié en cloroformo a 100°C y se afadio
lentamente metanol que contenia 0, 40, 400 o 4.000 ppm (calculados segun la cantidad de polimero) de CaCl, (como
Ca®*), MgCl, (como Mg?*), FeSO4 (como Fe?*) y NH4Cl (como NH4*) al cloroformo bajo agitacion continua para
estimular la precipitacion del polimero. El polimero se transfirid a una placa Petri y se evaporé el disolvente durante
24 h a 70°C. Se utilizaron las diferentes concentraciones de soluciones idnicas para proporcionar niveles mas elevados
de iones especificos en asociaciéon con la resina de PHA precipitada. El incremento de los iones respectivos que se
asociaron a la resina de PHA era consistente en este experimento controlado con un incremento observado en la ATG
de contenido no PHA del polimero. El calcio y el magnesio tuvieron una influencia similar y la mas significativa en una
base en masa sobre la reduccion de la estabilidad térmica. Simultaneamente, el procedimiento de disolucion y
reprecipitacion de la resina de PHA sin ningun ion afiadido inesperadamente también mostré una influencia negativa
sobre la estabilidad térmica. Sin embargo, un incremento paralelo del contenido no PHA de estas muestras de control
sugiere una fuente de contaminacion. La resina de PHA aparentemente es sensible a la contaminacion con iones
particulares a niveles bastante bajos.

Los resultados de estabilidad térmica de la resina de PHA eran consistentes con los resultados de estabilidad térmica
de los PHA en la biomasa. La materia inorganica, en particular cationes tales como el calcio y el magnesio debido a
la dominancia observada en el analisis elemental de la resina de PHA y la biomasa, desempefian un papel en la
estabilidad térmica del polimero. La reduccién del nivel de estos iones en la biomasa o en la resina de PHA sirve para
incrementar la estabilidad térmica. La reduccion del contenido inorganico, en términos de estos iones, de la biomasa
rica en PHA puede reducir el grado de pérdida de peso molecular durante el secado de la biomasa y la extracciéon con
disolvente. La estabilidad térmica mejorada de los PHA en la biomasa progresa (extracciones con diclorometano, 2-
butanol y carbonato de propileno) o incluso se incrementa adicionalmente (extraccion con acetona) en la estabilidad
térmica de la resina de PHA. Por lo tanto, conseguir una estabilidad térmica elevada de los PHA en la biomasa es
equivalente a producir una resina de PHA de estabilidad térmica equivalente o incluso mas elevada.

Aunque se produzca una resina de PHA con estabilidad térmica inferior, los presentes inventores han encontrado que
los iones responsables de este efecto aparentemente no se unen fuertemente al polimero. Estos iones pueden, por lo
menos en cierta medida, eliminarse por enjuague del polimero con un lavado acuoso. Un lavado acuoso acido muestra
una influencia mas fuerte, lo que sugiere que los iones responsables son mas solubles a un pH mas bajo. El polimero
enjuagado puede secarse nuevamente y mostrara una mejora marcada de la estabilidad térmica. Pueden conseguirse
los mismos efectos para los PHA en la biomasa con la ventaja adicional de la conservacion del peso molecular con el
secado y extraccion con disolvente a temperatura elevada, asi como en menores necesidades externas posteriores al
procedimiento, tales como un lavado adicional de la resina y nuevo secado.

Estabilidad térmica de la resina de PHA en relacion a la estabilidad del fundido

Se llevo a cabo trabajo adicional para obtener una mejor comprension de como una mejor estabilidad térmica podria
relacionarse con una resina de PHA de calidad funcional superior para el procesamiento. La calidad funcional se refiere
a la estabilidad de los PHA en el fundido, tal como se requeriria para el procesamiento. Se examiné la viscosidad
dinamica mediante reologia de muchas muestras de resina de PHA derivadas de un cultivo puro disponible
comercialmente, asi como de resina de PHA derivada del cultivo mixto (lodo activado) de los presentes inventores.

La viscosidad dinamica inicial de la resina de PHA en el fundido puede correlacionarse con el peso molecular medio
del polimero. La reduccion de la viscosidad dinamica con el tiempo en el fundido, a temperatura y deformacion
constante, se correlaciona con la pérdida de peso molecular medio. Un resultado tipico de la resina de PHA derivada
de LA-S se muestra en la figura 28. Con el fin de reducir esta tendencia a un solo nimero que pueda utilizarse para
reflejar la calidad funcional, o la estabilidad de la resina de PHA fundida, se midi6 la estabilidad del fundido 1-log, en
minutos. La estabilidad 1-log del fundido es el tiempo para que la viscosidad dinamica de los PHA se reduzca en un
orden de magnitud en referencia a los métodos especificos de ensayo reolédgico de polimeros utilizados en la presente
memoria. Resulté inmediatamente evidente que, mediante el preacondicionamiento de la estabilidad térmica de los
PHA en la biomasa seguido de la extraccidon con acetona, se producian PHA funcionalmente superiores a por lo menos
2 resinas de PHA comerciales (figura 29).

Se evaluaron los resultados de la estabilidad de la resina de PHA fundida para muchas muestras diferentes y
procedentes de diferentes fuentes de biomasa, incluyendo cultivos puros y mixtos. Tal como se observa para la
estabilidad térmica de la resina de PHA, la estabilidad del fundido 1-log no puede relacionarse de manera general con
el porcentaje de contenido de material no PHA (figura 30). El contenido no PHA segun la ATG se basa en la fraccion
de material residual con respecto al peso de muestra a 200°C, después del pico de pérdida de peso de PHA y a una
temperatura de la ATG de 350°C. Aunque la pureza de la resina de PHA puede estar relacionada con las cuestiones
de propiedades materiales segun el uso deseado de la materia prima, la pureza aparentemente era un mal indicador
absoluto de la calidad funcional para el procesamiento. Una pureza de una resina de PHA mas baja no es
necesariamente indicativa de una estabilidad térmica mas baja del polimero. Los plasticos derivados de la combinacién
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de resina de PHA pueden contener un componente PHA significativamente reducido, lo que hace que resulte todavia
menos relevante si la resina de PHA inicial es pura al 96% o al 99%. Lo que aparentemente era mas relevante para la
produccion de compuesto plastico era el rendimiento y estabilidad de los PHA en el fundido.

Con una abundancia de resultados de ATG de la resina de PHA, y debido a que los datos del analisis ATG son mas
faciles de obtener con menos material de muestra que las mediciones de viscosidad dinamica, se establecié una
asociacion empirica entre los resultados de estabilidad térmica y estabilidad del fundido 1-log (figuras 31 y 32). Estos
resultados sugieren que, con una Ts superior a 260°C (y preferiblemente superior a 262°C), la estabilidad del fundido
1-log muy probablemente excedera de 15 minutos. La f42°° sugiere ademas 4 zonas de calidad de la resina de PHA a
partir de los datos de ATG en relacion a las estabilidades de fundido 1-log:

Zona 1: 0,1<f%0<1,0 0 < estabilidad del fundido 1-log < 5 minutos
Zona 2: 0,012 < 4250 < 0,1 5 < estabilidad del fundido 1-log < 15 minutos
Zona 3: 0,01 <f4259 < 0,012 15 < estabilidad del fundido 1-log < 25 minutos
Zona 4: 0,001 < f4250 < 0,01 25 < estabilidad del fundido 1-log < 35 minutos

La variabilidad observada de los datos dificulta la discriminacion fiable de las zonas 3 y 4. Podria afinarse
adicionalmente las zonas de calidad presentadas utilizando un analisis mas sofisticado de los datos de ATG. También
podria ser que la variabilidad de los datos experimentales en torno a la linea de tendencia en la figura 32 se deba al
potencial de limitacion de la relacion de sefial a ruido de la medicion de ATG misma con los equipos utilizados para el
presente estudio. Sin embargo, estos resultados de calidad funcional de la resina de PHA indican que se prevé un
producto superior con una Ts superior a 260°C y una f42°° igual o inferior a 0,011. El preacondicionamiento de los PHA
en la biomasa para una estabilidad térmica mas elevada de los PHA en la biomasa es una via eficaz para conseguir
fiablemente como minimo una resina de PHA de zona 3.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de incremento de la estabilidad quimica y/o térmica de los PHA (polihidroxialcanoato) en la
biomasa hasta una temperatura de descomposiciéon superior a 260°C, donde la biomasa esta contenida en un licor
mixto, comprendiendo el método:

a. solubilizar los iones asociados a la biomasa en el licor mixto mediante el tratamiento del licor mixto
mediante reduccion del pH del licor mixto a menos de 6; y

b. deshidratar el licor mixto y separar eficazmente por lo menos algunos de los iones de los PHA en la
biomasa, lo que da como resultado una estabilidad quimica y/o térmica incrementada de los PHA en la
biomasa.

2. El método segun la reivindicacion 1, que incluye ademas secar la biomasa a temperaturas iguales o
superiores a 100°C.

3. El método segun la reivindicacion 1 o 2, que incluye ademas extraer los PHA de la biomasa mediante la
utilizacién de un disolvente no clorado a una temperatura superior a 100°C.

4. El método segun la reivindicacion 1, que incluye:

a. deshidratar el licor mixto, donde el agua mixta comprende 2 a 10 g/l de sdlidos en suspension totales
(SST) y el PHA esta en exceso de 40% de dichos SST en una base de peso seco, y donde el licor mixto
presenta un pH superior a 7 pero inferior a 10, para la obtencién de un licor mixto que comprende mas de
1% pero menos de 10% de sdlidos secos;

b. después de deshidratar el licor mixto, reducir el pH del licor mixto entre 2 y 5,

c. después de reducir el pH del licor mixto a entre 2 y 5, deshidratar adicionalmente el licor mixto mediante
flotacion en gas disuelto, para la obtencion de un licor mixto que comprende mas de 4% de sélidos secos;

d. después de la deshidratacion adicional del licor mixto, secar la biomasa a una temperatura superior a
100°C, para la obtencién de un licor mixto que comprende mas de 95% de solidos secos; y

e. después del secado del licor mixto, extraer los PHA con un disolvente organico no clorado a
temperaturas superiores a 100°C.
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Peso molecular relativo
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Temperaturas de descomposiciéon T5 y Td de PHA en ATG (°C)
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Tasa de pérdida de peso especifica de resina de PHA (1/min)
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Temperatura de descomposicién T, en ATG (°C)
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Viscosidad dindmica [n*| (Pas)
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Porcentaje de residuos no PHA del ATG
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Temperatura de descomposicion T, del ATG (°C)
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Pérdida relativa de peso en ATG a 250°C
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