ES 2707304 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 707 304
Eint. a1

C08J 11/10 (2006.01)
C12P 7/44 (2006.01)
CO08L 67/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 19.11.2013  PCT/EP2013/074173
Fecha y numero de publicacién internacional: 30.05.2014 WO014079844

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  19.11.2013  E 13795210 (7)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 31.10.2018  EP 2922906

Tl'tulo: Método para reciclar productos de plastico

Prioridad: @ Titular/es:

20.11.2012 EP 12306442 CARBIOS (100.0%)
Rue Emile Duclaux Biop6le Clermont-Limagne

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la 63360 Saint-Beauzire, FR
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

03.04.2019 BOISART, CEDRIC y
MAILLE, EMMANUEL

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2707304 T3

DESCRIPCION
Método para reciclar productos de plastico

La presente descripcion se refiere a un método para reciclar productos de plastico, tales como plasticos de desecho.
Mas particularmente, la descripcion se refiere a un método bioldgico para despolimerizar al menos un polimero de un
producto de plastico y recuperar los monémeros resultantes para reprocesarlos adicionalmente con el fin de
sintetizar nuevos polimeros y fabricar nuevos productos de plastico.

Contexto de la invencion

Los plasticos son materiales baratos y duraderos que se pueden usar para fabricar una serie de productos que se
pueden utilizar en una amplia gama de aplicaciones, por lo que la produccidon de plasticos ha aumentado
espectacularmente a lo largo de las ultimas décadas. Aproximadamente el 40 % de estos plasticos se usan para
aplicaciones desechables de un solo uso, tales como envases, laminas agricolas, bienes de consumo desechables o
para productos de vida corta que se desechan en el plazo de un afio desde su fabricacién. Debido a la durabilidad
de los polimeros implicados, se amontonan cantidades sustanciales de plasticos en los vertederos y habitats
naturales a escala mundial, lo que genera cada vez mas problemas medioambientales. Incluso los plasticos
degradables y biodegradables pueden perdurar durante décadas en funcidon de factores medioambientales locales
como los niveles de exposicion a la luz ultravioleta, la temperatura, la presencia de microorganismos adecuados, etc.

Una solucion para reducir los impactos medioambiental y econémico correlacionados con la acumulacion de plastico
es el reciclamiento de circuito cerrado, en donde el material plastico se reprocesa mecanicamente para fabricar
nuevos productos. Por ejemplo, uno de los reciclamientos de circuito cerrado mas habituales es el reciclamiento de
tereftalato de polietileno (PET). Los desechos de PET se someten a tratamientos sucesivos que conducen a PET
reciclado homologado para contacto alimentario (rPET), que se recoge, clasifica, prensa en balas, tritura, lava, pica
para producir escamas, funde y extruye en pelets y se pone a la venta. A continuacion, estos PET reciclados se
pueden usar para producir tejidos para la industria textil o envases nuevos tales como botellas o envases blister, etc.

Sin embargo, los desechos plasticos generalmente se recogen todos juntos, por lo que las balas de plastico
contienen una mezcla de diferentes plasticos, cuya composicion puede variar de fuente a fuente, y cuyas
proporciones pueden variar de bala a bala. Por consiguiente, los procedimientos de reciclamiento requieren una
seleccion preliminar para clasificar los productos de plastico seguin su composicion, tamafo, tipo de resina, aditivos
funcionales usados, etc.

Ademas, los procedimientos de reciclamiento de plastico actuales usan cantidades enormes de electricidad,
especialmente durante la etapa de extrusion, y los equipos usados también son costosos, lo que conduce a precios
elevados que pueden resultar no competitivos en comparacion con el plastico virgen.

Otro procedimiento potencial para reciclar plastico consiste en el reciclamiento quimico, que permite recuperar los
constituyentes quimicos del polimero. Los mondmeros resultantes se pueden usar a continuacion para volver a
fabricar plastico o para fabricar otros productos quimicos sintéticos. Sin embargo, hasta ahora, tal procedimiento de
reciclamiento solo se ha realizado sobre polimeros purificados y no es eficaz sobre productos de plastico en bruto
constituidos por una mezcla de polimeros cristalizados y amorfos y aditivos.

El documento JP2009039095 se refiere a cepas bacterianas y fungicas Utiles para descomponer poliéster, en donde
los monémeros producidos son asimilables por dichas cepas.

Xiaoping Hu et al. (Applied Microbiology and Biotechnology, Springer, Berlin, Alemania, vol. 87, n.° 2, 15 de abril del
2010, paginas 771-779) describen un método de compostaje de poliésteres mediante el uso de bacterias que
poseen la capacidad de degradar poliésteres.

Por tanto, existe necesidad de un procedimiento mejorado para reciclar productos de plastico que no requiera
clasificacion preliminar ni pretratamientos costosos y que se pueda usar para reciclar diferentes materiales plasticos.

Compendio de la invencién

Ahora, los inventores describen un procedimiento biolégico para despolimerizar al menos un polimero de al menos
un producto de plastico con bajo consumo de energia. El procedimiento descrito permite recuperar los monémeros
que integraban los polimeros originales de un producto de plastico, de forma que dichos monémeros pueden
reprocesarse para sintetizar cadenas de polimero del mismo tipo nuevas. Mas particularmente, los inventores
proponen usar unas enzimas particulares que son capaces de despolimerizar uno o mas polimeros de dicho
producto de plastico y producir una mezcla de los monémeros que integraban el o los polimeros originales.

A este respecto, un objetivo de la invencion es proponer un método para reciclar al menos un producto de plastico,
que comprende despolimerizar al menos un polimero del producto de plastico para convertilo en mondémeros
usando una enzima y recuperar los mondémeros resultantes, como se expone en la reivindicacion 1.
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El producto de plastico comprende al menos tereftalato de polietileno (PET).
Los mondmeros recuperados se reprocesan adicionalmente para sintetizar uno o mas nuevos polimeros.

La enzima es una cutinasa (EC 3.1.1.74) adecuada para despolimerizar al menos el PET del producto de plastico
para convertirlo en monémeros.

La solicitud también describe una realizaciéon en donde la enzima es una enzima intermedia que produce y/o activa
al menos una molécula intermedia adecuada para despolimerizar al menos un polimero del producto de plastico para
convertirlo en monémeros.

En una realizacion particular, el método comprende las etapas siguientes:

a) Poner en contacto el producto de plastico con al menos un microorganismo que expresa y excreta la
cutinasa;

b) Recuperar los monémeros de acido tereftalico (TA) resultantes de la despolimerizacion del PET de dicho
producto de plastico para polimerizar nuevo(s) polimero(s).

En una realizacion particular, el microorganismo que expresa y excreta dicha enzima es un microorganismo
recombinante con un metabolismo modificado que evita el consumo de los mondmeros resultantes.

En una realizacion particular adicional, el microorganismo es un microorganismo recombinante que expresa y
excreta una enzima degradadora recombinante.

En otra realizacion particular, el método comprende las etapas siguientes:
a) Poner en contacto el producto de plastico con al menos una cutinasa;

b) Recuperar los monémeros TA resultantes de la despolimerizacion del PET de dicho producto de plastico
para polimerizar nuevo(s) polimero(s).

Segun la invencion, la enzima degradadora puede usarse con al menos un agente lipofilo y/o hidrofilo.

El producto de plastico puede pretratarse antes de su degradacion. Mas particularmente, el pretratamiento puede
incluir una modificacion mecanicalfisica del producto de plastico, como corte e impacto, trituracion y molturacion,
fraccionamiento, etapa de enfriamiento criogénico, desecacion, deshidratacion, aglomeracion o granulacion.

En una realizacion particular, los productos de plastico pueden adicionalmente clasificarse, lavarse y/o limpiarse
bioldgicamente antes de su degradacion.

Estos y otros objetivos y realizaciones de la invencion resultaran mas evidentes tras la descripcion detallada de la
invencion, que incluye realizaciones preferidas de la misma dadas en términos generales.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la produccién de acido lactico tras la hidroélisis del polimero de acido polilactico contenido en
pelets de plastico segin el procedimiento descrito. El ajuste del pH para mantenerlo alrededor de 8 permite
aumentar la produccién de monémero incluso tras 48 h o 72 h;

la Figura 2 muestra que un tereftalato de polietileno contenido en un producto de plastico puede hidrolizarse
mediante el procedimiento de la invencion y pueden recuperarse los monémeros de acido tereftalico;

la Figura 3 muestra el impacto del tamafio de particula de un producto de plastico PET sobre la eficacia del
procedimiento de la invencion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencioén se refiere a un procedimiento de reciclamiento completo para reciclar un producto de plastico
mediante despolimerizacion de al menos el PET que constituye dicho producto de plastico, en donde se genera y
recupera una mezcla de mondémeros repolimerizables para polimerizar polimero(s) nuevo(s).

Definiciones
La presente descripcion se entendera mejor por referencia a las definiciones siguientes.

Dentro del contexto de la invencién, el término “producto de plastico” se refiere a cualquier articulo fabricado a partir
de al menos un material plastico, tal como lamina, tubo, varilla, perfil, matriz, bloque macizo, fibra de plastico, etc.,
que contiene al menos un polimero, y posiblemente otras sustancias o aditivos, tales como plastificantes, cargas
minerales u organicas. Preferiblemente, el producto de plastico esta constituido por una mezcla de polimeros
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semicristalinos y/o amorfos, o polimeros semicristalinos y aditivos. Mas preferiblemente, el producto de plastico es
un producto fabricado como envases, laminas agricolas, articulos desechables o similares. Los materiales plasticos
de la invencion incluyen plasticos sintéticos, degradables y biodegradables. Dentro del contexto de la invencion, los
cauchos naturales y sintéticos no se consideran materiales plasticos, y los productos de caucho quedan excluidos
del alcance de la invencion.

Un “polimero” se refiere a un compuesto quimico o una mezcla de compuestos quimicos cuya estructura esta
constituida por multiples unidades de repeticién enlazadas mediante enlaces quimicos covalentes. Dentro del
contexto de la invencion, el término polimero incluye polimeros naturales o sintéticos, constituidos por un tnico tipo
de unidad de repeticién (es decir, homopolimeros) o por una mezcla de diferentes unidades de repeticion (es decir,
copolimeros de bloques o copolimeros con estructuras distribuidas al azar).

Un “procedimiento de reciclamiento” en lo que respecta a un producto de plastico se refiere a un procedimiento
mediante el que se degrada al menos un polimero de dicho producto de plastico para producir monémeros
repolimerizables, que se recuperan con el fin de ser reutilizados.

En la presente descripcion, un “microorganismo recombinante” se refiere a un microorganismo cuyo genoma se ha
modificado mediante insercion de al menos una secuencia o unidad de acido nucleico. Habitualmente, la secuencia
o unidad de acido nucleico insertada no esta presente de forma natural en el genoma del microorganismo. Dicha
secuencia o unidad de acido nucleico se ha ensamblado y/o insertado en dicho microorganismo o un ancestro del
mismo usando tecnologia de ADN recombinante (también denominada clonaciéon de genes o clonacidon molecular),
que se refiere a técnicas para transferir ADN de un organismo a otro. La secuencia o unidad de acido nucleico puede
integrarse en el cromosoma microbiano o presentarse sobre un plasmido. Un “microorganismo recombinante* se
refiere ademas a un microorganismo cuyo genoma se ha modificado mediante inactivacién o delecién de al menos
una secuencia o unidad de acido nucleico. El microorganismo recombinante resultante puede fabricarse mediante
una serie de métodos y, una vez fabricado, puede reproducirse sin el uso de tecnologia de ADN recombinante
adicional. De otro modo, el microorganismo recombinante puede obtenerse de una biblioteca metagenomica.

Los términos “acido nucleico”, “secuencia nucleica”, “polinucleétido”, “oligonucleétido” y “secuencia de nucledétidos”
se usan indistintamente y se refieren a una secuencia de desoxirribonucledtidos y/o ribonucleétidos. La secuencia de
nucleétidos se puede preparar primero mediante, p. ej., técnicas recombinantes, enzimaticas y/o quimicas v,
posteriormente, replicar en una célula huésped o un sistema in vitro. La secuencia de nucleétidos preferentemente
comprende un marco de lectura abierta que codifica un (poli)péptido. La secuencia de nucleotidos puede contener
secuencias adicionales tales como un terminador de la transcripcion, un péptido sefial, un intrén, etc.

Dentro del contexto de la invencion, el término “obtenida/o a partir de un microorganismo” en lo que respecta a una
enzima o un (poli)péptido indica que la enzima o el (poli)péptido se ha aislado a partir de tal microorganismo, o que
la enzima o el (poli)péptido comprende toda o una parte biolégicamente activa de la secuencia de aminoacidos de
una enzima o un (poli)péptido aislado o caracterizado a partir de tal microorganismo.

El término “vector” se refiere a una molécula de ADN usada como vehiculo para transferir material genético
recombinante a una célula huésped. Los tipos principales de vectores son los plasmidos, bacteriéfagos, virus,
césmidos y cromosomas artificiales. El propio vector generalmente es una secuencia de ADN que consiste en una
insercion (una secuencia de acido nucleico heterdloga, transgén) y una secuencia mas grande que funciona como
“esqueleto” del vector. Habitualmente, el fin de un vector que transfiere informaciéon genética al huésped es aislar,
multiplicar o expresar la inserciébn en la célula diana. Los vectores denominados vectores de expresion
(construcciones de expresion) estan especificamente adaptados para la expresion de las secuencias heterélogas en
la célula diana y, generalmente, tienen una secuencia de promotor que estimula la expresion de las secuencias
heterélogas que codifican un polipéptido. Generalmente, los elementos reguladores que estan presentes en un
vector de expresion incluyen un promotor transcripcional, un sitio de unién del ribosoma, un terminador vy,
opcionalmente, presentan un operador. Preferiblemente, un vector de expresion también contiene un origen de
replicacion para la replicacion autbnoma en una célula huésped, un marcador seleccionable, un nimero limitado de
sitios para enzimas de restriccion utiles y potencial para un nimero de copias alto. Ejemplos de vectores de
expresion son los vectores de clonacion, los vectores de clonacion modificados, los plasmidos disefiados
especificamente y los virus. Los vectores de expresion que proporcionan niveles adecuados de expresion de
polipéptidos en diferentes huéspedes son bien conocidos en la técnica. Los vectores de expresion bacterianos bien
conocidos en la técnica incluyen el pET11a (Novagen), lamda gt11 (Invitrogen).

Los vectores de expresion pueden introducirse en células huésped usando técnicas normalizadas. Los ejemplos de
tales técnicas incluyen la transformacion, transfeccion, lipotransfeccion, fusion de protoplastos y electroporacion. Los
ejemplos de técnicas para introducir acido nucleico en una célula y expresar el acido nucleico para producir proteina
se proporcionan en documentos de consulta tales como Ausubel, Current Protocols in molecular biology, John wiley,
1987-1998, y Sambrook, et al., en Molecular cloning, A laboratory Manual 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989.

Productos de plastico
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La presente invencion propone degradar los productos de plastico que comprenden tereftalato de polietileno (PET)
amorfo y/o semicristalino hasta el nivel de monémero, de forma que dichos monémeros puedan reutilizarse para
repolimerizar polimeros y fabricar ademas productos de plastico nuevos.

El método de la invencién puede usarse para reciclar productos de plastico fabricados con varios materiales
plasticos diferentes. Por ejemplo, el producto de plastico puede comprender capas sucesivas de materiales plasticos
diferentes.

El procedimiento de reciclamiento de la invencion puede usarse para degradar todas las clases de productos de
plastico que comprenden tereftalato de polietileno (PET) amorfo y/o semicristalino, sin necesidad de clasificacion y/o
limpieza preliminares del plastico. Mas particularmente, el procedimiento de la invencién puede aplicarse
directamente a productos de plastico que proceden de la recogida de desechos de plastico. Por ejemplo, el
procedimiento de la invencién puede aplicarse sobre una mezcla de desechos de plastico domésticos, que incluyen
botellas de plastico, bolsas de plastico, envases de plastico, desechos textiles, etc.

Los productos de plastico objetivo del procedimiento de la invencién pueden comprender diferentes clases de
materiales plasticos, que incluyen materiales plasticos sintéticos, derivados de petroquimicas o materiales plasticos
de base bioldgica (es decir, compuestos en su totalidad o en una parte significativa por productos bioldgicos).

Los productos de plastico objetivo pueden contener uno o varios polimeros, y aditivos. Un producto de plastico
puede estar formado por varias clases de polimeros dispuestas en diferentes capas o fundidas todas juntas.
Asimismo, el producto de plastico puede estar constituido por polimeros semicristalinos o una mezcla de polimeros
semicristalinos y amorfos, asi como aditivos.

Los productos de plastico contienen PET vy, opcionalmente, otros poliésteres y/o poliamidas. Los poliésteres
preferidos son tereftalato de politrimetileno (PTT), tereftalato de polibutileno (PBT), tereftalato de polietileno
isosorbida (PEIT), acido polilactico (PLA), poli(acido L-lactico) (PLLA), poli(acido D-lactico) (PDLA), poli(acido D,L-
lactico) (PDLLA), PLA estereocomplejo (scPLA), polihidroxialcanoato (PHA), poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)/PHB),
poli(3-hidroxivalerato) (P(3HV)/PHV), poli(3-hidroxihexanoato) (P(3HHXx)), poli(3-hidroxioctanoato) (P(3HO)), poli(3-
hidroxidecanoato) (P(3HD)), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)/PHBV), poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)  (P(3HB-co-3HHXx)/(PHBHHXx)),  poli(3-hidroxibutirato-co-5-hidroxivalerato)
(PHB5HYV), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxipropionato) (PHB3HP), polihidroxibutirato-co-hidroxioctonoato (PHBO),
polihidroxibutirato-co-hidroxioctadecanoato (PHBOd), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato-co-4-hidroxibutirato)
(P(3HB-co-3HV-co-4HB)), succinato de polibutileno (PBS), succinato-adipato de polibutiieno (PBSA), adipato
tereftalato de polibutileno (PBAT), furanoato de polietileno (PEF), policaprolactona (PCL), poli(adipato de etileno)
(PEA) y mezclas/combinaciones de estos materiales, y las poliamidas preferidas son poliamida-6 o poli(e-
caprolactama) o policaproamida (PAB6), poliamida-6,6 o poli(hexametileno adipamida) (PA6,6), poli(11-
aminoundecanoamida) (PA11), polidodecanolactama (PA12), poli(tetrametileno  adipamida) (PA4,6),
poli(pentametileno sebacamida) (PA5,10), poli(hexametileno azelaamida) (PA6,9), poli(hexametileno sebacamida)
(PA6, 10), poli(hexametileno dodecanoamida) (PA6,12), poli(m-xilleno adipamida) (PAMXD6), copolimero de
polihexametileno  adipamida/polihexametilenotereftalamida  (PA66/6T), copolimero de  polihexametileno
adipamida/polihexametilenoisoftalamida (PA66/61) y mezclas/combinaciones de estos materiales.

En otra realizacién, el producto de plastico esta constituido por tereftalato de polietileno, mas particularmente
semicristalinos.

Degradacion del plastico

Un objeto de la presente invencion es proporcionar enzimas degradadoras adecuadas para hidrolizar los enlaces
quimicos entre los monémeros de tereftalato de polietilieno (PET) amorfo y/o semicristalino de un producto de
plastico.

Segun la invenciodn, tal enzima degradadora es una cutinasa.

Por ejemplo, puede usarse una cutinasa (como la de Thermobifida fusca o Thermobifida alba o Fusarium solani pisi)
para despolimerizar un producto de plastico que contiene PET.

El producto de plastico que se va a reciclar se pone en contacto con la enzima degradadora, que puede ser natural o
sintética.

Por ejemplo, la enzima degradadora se puede producir mediante técnicas recombinantes, o se puede aislar o
purificar a partir de fuentes naturales, cuando esta presente de forma natural, o se puede producir artificialmente. La
enzima puede estar en forma soluble, o en fase sdlida. En concreto, puede estar unida a membranas celulares o
vesiculas lipidicas, o a soportes sintéticos tales como vidrio, plastico, polimeros, filtro, membranas, p. €j., en forma
de lechos, columnas, placas y similares.

Las enzimas estan preferiblemente en forma aislada o purificada. Preferentemente, las enzimas de la invencion se
expresan, derivan, se secretan, se aislan o se purifican a partir de un microorganismo. Las enzimas pueden
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purificarse mediante técnicas conocidas per se en la técnica y almacenarse con técnicas convencionales. Las
enzimas se pueden modificar adicionalmente para mejorar, p. €j., su estabilidad o actividad.

En ofra realizacion, el producto de plastico que se va a reciclar se pone en contacto con un microorganismo que
sintetiza y excreta la enzima degradadora. En el contexto de la invencion, la enzima se puede excretar en el medio
de cultivo o hacia la membrana celular del microorganismo, en donde dicha enzima se puede anclar.

Dicho microorganismo puede sintetizar la enzima degradadora naturalmente, o puede ser un microorganismo
recombinante, en donde se ha insertado una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la enzima
degradadora usando, por ejemplo, un vector.

Por ejemplo, se inserta una molécula de nucleétido, que codifica la enzima degradadora de interés, en un vector,
p. €j., un plasmido, virus recombinante, fago, episoma, cromosoma artificial y similares. Ventajosamente, la molécula
de nucledtido estd bajo el control de un promotor especifico. El vector se transfecta a continuacion a
microorganismos huésped para formar microorganismos recombinantes. Los huéspedes se cultivan adicionalmente
en condiciones de cultivo adecuadas para los huéspedes para, de ese modo, obtener células recombinantes que
contienen la enzima de la presente invencién. Las condiciones de cultivo adecuadas para el huésped son bien
conocidas por los expertos en la técnica.

La molécula de nucledtido de la invencion puede estar en forma aislada o purificada, y se puede fabricar, aislar y/o
manipular mediante técnicas conocidas per se en la técnica, p. €j., clonacion y expresion de bibliotecas de ADNCc,
amplificacion, sintesis enzimatica o tecnologia recombinante. La molécula de nucleétido también se puede sintetizar
in vitro mediante técnicas de sintesis quimica bien conocidas. Las moléculas de nucleétido de esta invencion pueden
comprender secuencias de nucledtidos adicionales, tales como regiones reguladoras, es decir, promotores,
mejoradores de cadena, silenciadores, terminadores y similares, que pueden usarse para inducir o regular la
expresion de la enzima en una célula o un sistema huésped seleccionado.

Los microorganismos recombinantes pueden usarse directamente. De otro modo, o ademas, las enzimas
recombinantes pueden purificarse a partir del medio de cultivo. Puede usarse cualquier medio de
separacion/purificacion utilizado habitualmente, tal como precipitacion por adicion de sal, filtracion por gel,
cromatografia hidrofoébica o cromatografia de intercambio i6nico, para este fin.

En realizaciones particulares, pueden usarse microorganismos que se sabe que sintetizan y excretan enzimas
degradadoras. Por ejemplo, pueden usarse Aspergillus oryzae, Humicola insolens, Penicillium citrinum, Fusarium
solaniy Thermobifida cellulolysitica, que sintetizan y excretan una cutinasa para degradar un producto de plastico
que contiene PET. Del mismo modo, la Candida antarctica, el Thermomyces lanuginosus, la Burkholderia sp. y el
Triticum aestivum sintetizan una lipasa que despolimeriza el PET.

Pueden usarse varios microorganismos y/o enzimas purificadas y/o enzimas sintéticas de forma conjunta o
secuencialmente para despolimerizar diferentes clases de polimeros contenidos en un mismo producto de plastico o
en productos de plastico diferentes.

Ventajosamente, el microorganismo de la invencion presenta un metabolismo modificado con el fin de evitar el
consumo de los monémeros obtenidos a partir del polimero degradado. Por ejemplo, el microorganismo es un
microorganismo recombinante, en donde se han eliminado o suprimido las enzimas que degradan dichos
monomeros. De otro modo, el procedimiento de la invenciéon puede realizarse en un medio de cultivo que contenga
al menos una fuente de carbono utilizable por el microorganismo, de forma que dicho microorganismo consuma
preferentemente esta fuente de carbono en lugar de los monémeros.

Ventajosamente, el producto de plastico se pone en contacto con un medio de cultivo que contiene los
microorganismos, glucosa o similares como fuente de carbono, asi como una fuente de nitrdgeno organico
asimilable por los microorganismos, que incluye una fuente de nitrégeno organica (p. €j., peptona, extracto de carne,
extracto de levadura, licor de maiz fermentado) o una fuente de nitrégeno inorganico (p. €j., sulfato de amonio,
cloruro de amonio). Si es necesario, el medio de cultivo puede contener ademas sales inorganicas (p. €j., ion sodio,
ion potasio, ion calcio, ion magnesio, ion sulfato, ion cloro, ion fosfato). Asimismo, el medio también puede estar
suplementado con componentes en trazas tales como vitaminas, oligoelementos y aminoacidos.

Parametros del procedimiento de reciclamiento

Segun la invencion, un producto de plastico que comprende tereftalato de polietileno (PET) amorfo y/o semicristalino
puede reciclarse poniendo en contacto dicho producto de plastico con una cutinasa que se dirige al menos al PET de
dichos productos de plastico y/o con un microorganismo que sintetiza y excreta tal cutinasa.

El procedimiento de la invencion es especialmente util para degradar un PET semicristalino contenido en un
producto de plastico que contiene dicho PET semicristalino y, en Ultima instancia, uno o varios otros polimeros
semicristalinos y/o amorfos y/o aditivos.

En una realizacion particular, el producto de plastico puede tratarse preliminarmente para cambiar fisicamente su
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estructura con el fin de aumentar la superficie de contacto entre los polimeros y las enzimas. Por ejemplo, el
producto de plastico se puede transformar en una emulsiéon o un polvo, que se afade a un medio liquido que
contiene los microorganismos y/o las enzimas. De otro modo, el producto de plastico se puede molturar
mecanicamente, granular, peletizar, etc., para reducir la forma y el tamafio del material antes de afadirlo a un medio
liquido que contiene los microorganismos y/o las enzimas.

El tiempo necesario para la degradacion de un producto de plastico puede variar en funcion del propio producto de
plastico (es decir, la naturaleza y el origen del producto de plastico, su composicion, forma, etc.), el tipo y la cantidad
de microorganismos/enzimas usados, asi como de diversos parametros del procedimiento (es decir, temperatura,
pH, agentes adicionales, etc.). Un experto en la técnica puede adaptar facilmente los parametros del procedimiento a
los productos de plastico y/o las enzimas degradadoras.

Ventajosamente, el procedimiento se implementa a una temperatura comprendida entre 20°C y 80 °C, mas
preferiblemente entre 25°C y 60 °C. Preferiblemente, la temperatura se mantiene entre 25°C y 50 °C al menos
durante la etapa de despolimerizacion. En términos mas generales, la temperatura se mantiene por debajo de una
temperatura de inactivacion, que corresponde a la temperatura a la que la enzima se inactiva y/o el microorganismo
ya no sintetiza la enzima degradadora. Sorprendentemente, los inventores descubrieron que el procedimiento de la
invencion puede implementarse a una temperatura inferior a la Tg del polimero objetivo. Segun la invencion, la
cantidad de enzima afiadida para la etapa de despolimerizacion puede ser de al menos el 0,005 % en peso de los
productos de plastico, preferiblemente al menos del 0,1 % y mas preferiblemente al menos del 1 %. Y la cantidad
afadida es ventajosamente como maximo del 15 % en peso de los productos de plastico y mas preferiblemente
como maximo del 5 %. Ventajosamente, la cantidad de enzima degradadora esta en un intervalo del 0,005 % al
15 % en peso de producto de plastico, preferiblemente en un intervalo del 0,1 % al 10 % y mas preferiblemente en
un intervalo del 1 % al 5 %.

El pH del medio esta en el intervalo de 4 a 10. Ventajosamente, el pH se ajusta segun la pareja polimero/enzima
objetivo para mejorar la eficacia del procedimiento. Mas particularmente, el pH se ajusta para que se mantenga al pH
6ptimo de la cutinasa. De hecho, la despolimerizacion de poliésteres produce monémeros acidos que inducen una
reduccion del pH. Se puede usar una adicion de un alcali diluido para compensar esta acidificacion y mantener el pH
en el 6ptimo.

En una realizacion particular, se afiade al menos un agente lipéfilo y/o agente hidréfilo al medio para mejorar la
etapa de despolimerizacion. Se puede afiadir un inductor tal como gelatina al medio para mejorar la produccion de
enzima. Se puede afiadir un tensioactivo tal como Tween al medio para modificar la energia en la interfase entre el
polimero y la enzima o el microorganismo y mejorar la eficacia de degradacion. Se podria usar una sustancia
organica para expandir el polimero y aumentar su accesibilidad al microorganismo o la enzima.

Ventajosamente, el procedimiento de la invencion se realiza sin acelerante de la degradacion. En una realizacion
particular, el procedimiento de la invencién se realiza en un liquido de degradacion que contiene solo la enzima
degradadora y agua. En una realizacion particular, el procedimiento de la invencion se realiza sin disolvente
organico.

El tiempo de reaccién para la despolimerizacion de al menos un PET del producto de plastico esta comprendido
ventajosamente entre 5 y 72 horas. Tal tiempo de reaccidon puede permitir que la despolimerizacion avance lo
suficiente y no resultara econdmicamente perjudicial.

Tratamiento y reutilizacion de los monémeros recuperados

Al final de la etapa de despolimerizacién, se recupera una mezcla de los mondmeros resultantes de la
despolimerizacion del PET, de forma secuencial o continua. Se puede recuperar un Unico monémero O varios
monomeros diferentes, en funcion de los polimeros despolimerizados y/o de los productos de plastico reciclas.

Los mondédmeros se pueden purificar adicionalmente, usando cualquier método de purificaciéon adecuado, y
acondicionar en una forma repolimerizable. Los ejemplos de métodos de purificacion incluyen el procedimiento de
destilacién, separacion mediante solucion acuosa, condensacion selectiva de vapor, filtracion y concentracion del
medio tras el bioprocesamiento, separacion, destilacion evaporacion al vacio, extraccion, electrodialisis, adsorcion,
intercambio idnico, precipitacion, cristalizacion, concentracion, deshidratacion y precipitacion por adicion de acido,
nanofiltracién, tratamiento con catalizador acido, destilacion en modo semicontinuo o destilaciéon en modo continuo,
extraccion en disolvente, concentracién evaporativa, cristalizaciéon evaporativa, extraccion liquido/liquido,
hidrogenacion, procedimiento de destilacion azeotrépica, adsorcidn, cromatografia en columna, destilaciéon al vacio
sencilla y microfiltracion, combinadas o no.

Los monoémeros repolimerizables se reutilizan a continuacion para sintetizar polimeros. Ventajosamente, se
repolimerizan polimeros de la misma naturaleza. Sin embargo, es posible mezclar los monémeros recuperados con
otros mondmeros y/o oligémeros con el fin de sintetizar copolimeros nuevos.

En una realizacién particular, la repolimerizacién se lleva a cabo usando una hidrolasa en condiciones apropiadas
para permitir la reaccion de polimerizaciéon. Se pueden afadir iniciadores a la solucién de monémero para favorecer
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la reaccién de polimerizacién. Un experto en la técnica puede adaptar facilmente los parametros del procedimiento a
los mondmeros y los polimeros que se van a sintetizar.

En los ejemplos siguientes, que deben considerarse ilustrativos y no limitan el alcance de esta solicitud, se
describiran aspectos y ventajas adicionales.

Ejemplos
Reciclamiento de poliéster aromatico con una enzima

Los productos de plastico que contienen PET pueden reciclarse gracias al procedimiento de la invencién. Los
presentes experimentos muestran la recuperacion de acido tereftalico tratando productos de plastico que contienen
PET y/o PTT.

Productos de plastico y pretratamiento

Se usaron diferentes sustratos:

- lamina de PET adquirida en Goodfellow (ES 301445), espesor 0,25 mm, amorfo

- pelet de PTT adquirido en DuPont (Sorona® 3301 NC010)

- botellas de PET (de la marca comercial Cristalline® que previamente contenian agua mineral)

La lamina de PET se cort6 en trozos de 10 mg (alrededor de 0,5 cm x 1 cm). Se lavo en tres etapas en serie con el
fin de retirar todos los contaminantes de proteina o lipido: en la primera etapa se lavé con 5 g/L de Triton-X 100, en
una segunda etapa con Na2CO3 100 mM vy, por ultimo, con agua desionizada. Cada etapa de lavado se realiz6 a
50 °C durante 30 min. A continuacién, se sec6 la lamina de PET con aire comprimido.

El PTT se moli6 para convertilo en polvo usando un molino de corte SM-2000 (Retsch) durante 5min y, a
continuacion, se tamizé con un tamiz AS 200 (Retsch) durante 10 min con una amplitud de 1,5 mm para obtener un
polvo de 1 mm.

Las botellas enteras se pretrataron para aumentar la superficie de contacto entre PET y enzima. Se molturaron
mecanicamente para convertirlas en polvos de diferentes tamanos de particula usando un molino de corte SM-2000
(Retsch) durante 5 min. El polvo recogido se tamiz6 a continuacién con un tamiz AS 200 (Retsch) durante 10 min
con una amplitud de 1,5mm para obtener 3 polvos de tamafio de particula 1 mm, 500 um y 250 pm,
respectivamente.

Se usaron ensayos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) con el fin de determinar la temperatura de transicion
vitrea (Tg) y la cristalinidad de los polimeros en los productos de plastico, usando un aparato Q 100 TA - RCS 90 en
atmosfera de nitrogeno (50 mL/min) a una velocidad de barrido de 10 °C/min de -50 °C a 300 °C en recipientes de
aluminio sobre muestras de alrededor de 8 mg.

Los polvos de PTT y de las botellas de PET presentaron una Tg de 50,6 °C y 77,2 °C, respectivamente, y fueron
semicristalinos, con una cristalinidad del 36 % y 30 %, respectivamente.

Produccién de cutinasa

Se obtuvo Thermobifida cellulosilytica DSM44535 del Centro Aleman de Recursos de Material Biolégico (DSMZ,
Alemania). La cepa se mantuvo sobre placas de LB-agar y se cultivé en matraces de agitacion de 500 mL (200 mL
de medio LB) a 37 °C y 160 rpm durante 24 h. Las células se cosecharon mediante centrifugacion a 3200 gy 4 °C
durante 20 min.

Se uso el vector pET26b(+) (Novagen, Alemania) para la expresion de cutinasa THC_Cut2 a partir de Thermobifida
cellulosytica en Escherichia coli BL21-Gold (DE3) (Stratagene, Alemania).

El gen Thc_cut2 que codifica para cutinasa se amplifico a partir del ADN gendmico de T. cellulosilytica DSM44535
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) normalizada. En base a la secuencia conocida de genes que
codifican para cutinasas a partir de T. fusca YX (nimeros de acceso al Genbank YP 288944 y YP 288943,33) se
disefiaron dos cebadores, 5'-CCCCCGCTCATATGGCCAACCCCTACGAGCG-3' (SEQ ID 1- cebador directo) y 5'-
GTGTTCTAAGCTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCCAGGCACTGAGAGTAGT-3' (SEQ ID 2 -
cebador inverso), lo que permitié la amplificacién del gen correspondiente sin péptido sefal y la introduccion de la
cola de 6xHis en el extremo C-terminal de la cutinasa. Los cebadores disefiados incluian sitios de restriccion Ndel y
Hindlll para clonar el gen en el vector pET26b(p). La RCP se llevé a cabo en un volumen de 50 yL con ADN
genémico como molde, 0,4 uyM de cada cebador, 0,2mM dNTPs, 5 unidades de ADN polimerasa Phusion
(Finnzymes) y 1 X tampdn de reaccion proporcionado por el proveedor. La RCP se realizé en un termociclador Gene
Amp PCR 2200 (Applied Biosystems, EE. UU.). Se llevaron a cabo 35 ciclos, cada ciclo con exposicion secuencial
de la mezcla de reaccion a 98 °C (30 s, desnaturalizacion), 63 °C (30 s, anillamiento) y 72 °C (30 s, extension). Los
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plasmidos y fragmentos de ADN se purificaron mediante equipos de reactivos para purificacion de ADN de Qiagen
(Qiagen, Alemania). Los productos de la RCP amplificados purificados asi obtenidos se digirieron con las
endonucleasas de restriccion Ndel y Hindlll (New England Biolabs, EE. UU.), se desfosforilaron con fosfatasa
alcalina (Roche, Alemania) y se ligaron al pET26b(p) con ADN-ligasa T4 (Fermentas, Alemania) y transformaron en
E. coli BL21-Gold(DE3) segun las instrucciones del fabricante.

La secuencia del gen se determind mediante secuenciacion de ADN usando los cebadores 5'-
GAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAA-3' ((SEQ ID 3) y 5-CAGCTTCCTTTCGGGCTTTGT-3' (SEQ ID 4). EI ADN
se secuencid como servicio personalizado (Agowa, Alemania). El analisis y la manipulacion de secuencias de ADN
se realizd con Vector NTi Suite 10 (Invitrogen, EE. UU.). Las secuencias de proteinas se alinearon usando el
programa Clustal W (nodo servidor suizo de la EMBnet). La secuencia de nucledtidos del gen aislado se ha
depositado en la base de datos GenBank con el nimero de acceso HQ147786 (Thc_cut2).

Se usaron células de E. coli BL21-Gold (DE3) recién transformadas para inocular 20 mL de medio LB suplementado
con 40 ug/mL de kanamicina y se cultivaron durante la noche a 37 °C y 160 rpm. El cultivo realizado durante la
noche se uso6 para inocular 200 mL de medio LB con 40 pg/mL de kanamicina a OD600 = 0,1 y se incubaron hasta
que se alcanzé una OD600 = 0,6-0,8. Después, se enfri6 el cultivo a 20 °C y se indujo con IPTG a una concentracion
final de 0,05 mM. La induccién se llevo a cabo durante 20 h a 20 °C y 160 rpm. Las células se cosecharon mediante
centrifugacion (20 min, 4 °C, 3200 g).

Se resuspendid el sedimento de células de 200 mL de cultivo celular en 30 mL de tampdén de unién
(NaH2P0O4*2H20 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, pH 7,4). Las células resuspendidas se sometieron a
ultrasonidos con tres pulsos de 30 s bajo enfriamiento con hielo (Vibra Cell, Sonics Materials, Meryin/Satigny, Suiza).
Los lisados se centrifugaron (30 min, 4 °C, 4000 g) y filtraron a través de una membrana de 0,2 pym. El lisado celular
se purificé usando un sistema de purificacion Akta con columnas HisTrap FF (tampdén de elucion NaH2PO4*2H20
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, pH 7,4). Para la caracterizacion de cutinasa se intercambio6 el tampon de
elucién de cola de polihistidina por Tris HCI 100 mM pH 7,0 mediante el uso de columnas de desalacion PD-10 (GE
Healthcare).

Las concentraciones de proteina se determinaron mediante el equipo de reactivos para ensayo de proteinas de Bio-
Rad (Bio-Rad Laboratories GmbH) y albumina sérica bovina como proteina patrén. Se realiz6 SDS-PAGE segun
Laemmli (Laemmli, U.K. Nature 1970, 227 (5259), 680-685) y se tifieron las proteinas con Coomassie Brillant Blue R-
250.

Todos los productos quimicos fueron de grado analitico y procedentes de Sigma (Alemania).
Reaccién de hidrolisis

La hidrdlisis de los productos de plastico se realizé como se indica a continuacién. En cada muestra, se incubaron
10 mg de producto de plastico con cutinasa 5 yM en 1 mL de tampén K2ZHPO4/KH2PO4 100 mM, pH 7,0 durante de
6h a72h a 50°C con agitacion a 300 rpm en un Thermomixer Comfort (Eppendorf). Todos los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado.

Los controles se realizaron usando i) producto de plastico en tampdn sin enzima; ii) enzima en tampén sin producto
de plastico.

Ensayo de acido tereftalico (TA)

Tras el tratamiento enzimatico, se precipitaron las proteinas usando metanol absoluto (Merck) en hielo 1:1 (v/v). Las
muestras se centrifugaron (Hettich MIKRO 200 R, Tuttlingen, Alemania) a 16 000 g a 0°C durante 15 min. El
sobrenadante se llevé a un vial de HPLC y se acidificé afadiendo 3,5 uyL de HCI 6 N. La HPLC usada fue una
DIONEX P-580 PUMP (Dionex Cooperation, Sunnyvale, EE. UU.), con un inyector de muestras automatizado ASI-
100 y un detector de haz de fotodiodos PDA-100. Para el analisis del TA, se us6 una columna de fase reversa RP-
C18 (Discovery HS-C18, 5 um, 150 x 4,6 mm con precolumna, Supelco, Bellefonte, EE. UU.). El andlisis se llevo a
cabo con un 60 % de agua, 10 % de H2SO4 0,01 N y 30 % de metanol como eluyente, gradual (15 min) al 50 % de
metanol y 10 % de é&cido, gradual (a 20 min) 90 % de metanol y acido, permaneciendo 2 min y, a continuacion,
gradual a la posicién de partida, 5 min posciclo. El caudal se ajusté a 1 mL/min y la columna se mantuvo a una
temperatura de 25 °C. El volumen de inyeccion fue de 10 uL. La deteccion del TA se realizé con un detector de haz
de fotodiodos a una longitud de onda de 241 nm. La cuantificacion fue posible usando patrones de acido tereftalico
(cédigo Merck: 800762) diluidos en tampon:MetOH 1:1 con diferentes concentraciones (1, 5, 10, 50, 100, 250 uM)
preparados de la misma forma que las muestras.

Resultados

Los presentes experimentos demostraron que los productos de plastico formulados con PET y aditivos pueden
reciclarse usando el procedimiento de la invencién. Asimismo, con el fin de mejorar la recuperacion de monémero,
ventajosamente, se puede realizar un pretratamiento mecanico del producto de plastico que aumenta la superficie de
contacto entre producto de plastico y enzima.
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Mas particularmente, la lamina de PET se hidroliz6 mediante cutinasa durante 72 h para obtener TA. Cuanto mas
largo era el tiempo de reaccion, mas TA se producia (figura 2).

Se hidrolizé el PTT mediante cutinasa: se obtuvo TA 4,087 + 0,122 uM en 24 h.

Se hidrolizé la botella de PET en forma de polvo con tamafio de particula de 1 mm mediante cutinasa: se obtuvo TA
7,301 £ 0,162 uM en 24 h. Por consiguiente, el procedimiento de la invencion también puede aplicarse a plastico de
PET formulado con aditivos, como los encontrados en los desechos de plastico.

Se hidrolizaron diferentes tamarfos de particula de polvo de botella de PET mediante cutinasa para obtener TA en
24 h. La reduccion del tamafio de particula mediante molturacién mecanica mejoro la eficacia de la enzima para
producir mas TA: TA 15,296 + 1,012 uM con tamafio de particula de 250 pm en lugar de TA 7,301 + 0,162 uM con
tamafio de particula de 1 mm (figura 3).
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<400> 5
gtgaaattcg

ggcggteegg
aacgccacca
gcgacgatca
acctacacgt
tccacgatca
gtgaacgcca
tcggtctacg
tacctgaagg
gtcgeecgtgt
atgttcgett
gcgtacacca
<210>6
<211> 1191

<212> ADN
<213> E. Coli

<400> 6
atgattattt

ctgttccact
gatttgtcag
gaaacgacgc
tgtggcatgt
attccgttta
aagcgcccaa
ctggagcgag
ccgggegeac
cgctacttge
ccacatgatt
atcggctggce
cgcgatttcet
gatgcagtac
gacggtgtac
atagccattc
ctcggtgeeg
caggcgggtg
ctgactggceg

aaagagttgc

gcaagttegt
cggccgcecga
gtggcccectg
tcgececegea
tcecgecategg
cgcgctacce
cctactcgee
gctggggege
tcgegacggt
gcgcgaaccg
ccggecgeca

acatcacgceg

ccgcagccag
atatggatgg
aagtggcgcet
tgtttaatga
atgcgcegteg
ctctctcgac
tgtggttcca
caaaagcagc
gctaccgtga
aagcggtgac
taggtaatat
tggggaataa
gggatggcce
gttttggtge
tectetteege
tggcggatag
acaccgtact
tagctaacct
cgaaatcgat

ctgcggcact

cctgetggee
cagcaccccg
ggcggccegg
gtacatcctce
cagcctggac
gggctccgece
actcggcagce
gaccagccag
gcgggtgaac
cgtcaacggce
ggtcggegte

ttatcgcage

cgattatcge
tggtgcatat
gcgccagegt
gaaattgtcg
tggcgaagtt
ggtttcecgtt
gctttatgta
gggttgtteg
tgcgcattca
acatccgcaa
ctcagcttat
cttecgateeg
gatggtgatc
tgatggaatt
ccgtgcactg
cggaattcgt
gctgggtegt
gctaaatctg
cagcgaaatt

ggctcccatg
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gcgagcaccg
caggcccagce
ctgttcgtca
accgccaagce
cagacgagcg
gacctggcga
gtcggtgacg
tgcggeteceg
tcgatcaget
atcaccgceceg
gcgtcgacca

tggatttege

gcecgecagege
tctgaataca
attctgaaaa
atgccggtgg
caggcagcca
tgcccgattg
ctgecgegatce
acgctggttt
ggtatgagcg
tgggcgtggg
ctcggcaaac
tccatctcat
aaagggatcc
gtggtttcta
cctgctattg
aacgggcttg
gctttettgt
atcgaaaaag
acgcaagatt

gcgaaaggga

cactggccgt
cgtcgatcat
acggccggca
actgcgtcag
gcggcacgat
tcgtecgget
tttcggtegg
agatcaactg
gcagcgacta
gcggecgactce
gcgaccgggt

aggtggcggg

aacgcattct
cgctgegeeg
acatgtccga
cactggctcc
aagcggcgga
aagaagtcgc
gcggcetttat
tcaccgtgga
gcccgaacge
atgtgggcct
cgaccggact
ggaaagacct
tcgatccgga
accacggtgg
cagatgcggt
atgtcgtgeg
atgcgctgge
agatgaaagt
cgctggtgea

atgcggcata
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gaacaacacg

cgtctga
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caacgtggaa
cttaagcctg
ggtgggtttg
cgcgcatggt
gccagccatc
gcgtaacgeg
tatgccgaca
ggcaatgcge
gaacggtcgt
ggaagattac
tgaatggatc
agatgcgcge
ccgecagcetg
gaaaggtgat
tatgattgcg
aacagcgggc
ggcgatgacg
ggggctgggt
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<210>7

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>7
atgattattt ccgcagccag catatgaata tcctccttag

<210> 8

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
gctttcecett acgecgtate tgtaggctgg agcetgcettcg

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
cattcgaggg agaaaaacgc 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
agcaaacgcg ggggagtggg 20
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REIVINDICACIONES

1. Un método para reciclar al menos un producto de plastico que comprende tereftalato de polietileno (PET) amorfo
y/o semicristalino, comprendiendo el método

- una etapa de despolimerizacion, realizada a una temperatura entre 20 °C y 80 °C, en donde dicho al menos un
producto de plastico se pone en contacto con una cutinasa adecuada para despolimerizar el PET hasta sus
mondémeros;

- una etapa de recuperar los monémeros de acido tereftalico (TA) resultantes, y

- una etapa de reprocesar dichos monémeros de TA recuperados para polimerizar nuevo(s) polimero(s), en donde
la etapa de despolimerizacion se lleva a cabo en un medio liquido cuyo pH se ajusta para que se mantenga al pH
optimo de la cutinasa, entre pH 4 y 10, durante toda la etapa de despolimerizacion.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la etapa de despolimerizacion comprende poner en contacto el
producto de plastico con al menos un microorganismo que expresa y excreta dicha cutinasa, en donde el
microorganismo es preferiblemente un microorganismo recombinante que expresa y excreta una enzima
recombinante y/o un microorganismo recombinante con un metabolismo modificado que evita el consumo de los
monomeros resultantes.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el producto de plastico se pretrata antes
de la etapa de despolimerizacion, incluyendo preferiblemente el pretratamiento la modificacion mecanicalfisica del
producto de plastico para aumentar la superficie de contacto entre los polimeros y la enzima.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el pretratamiento comprende la molturacién del producto de plastico.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se usa al menos un agente lipofilo y/o
hidrofilo junto con dicha cutinasa.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas una etapa de purificar los
mondmeros antes de la etapa de reprocesar.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se reciclan al menos dos productos de
plastico, simultanea o secuencialmente.
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