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DESCRIPCION

Procedimiento para la separacion de particulas de polihidroxialcanoatos, obtenidas por fermentacién, mediante la
utilizacién de un separador de toberas.

La invencién se refiere a un procedimiento para el aislamiento de polihidroxialcanoatos a partir de una célula
productora.

Los polihidroxialcanoatos (PHA) tal como, por ejemplo, el polihidroxibutirato (PHB) pueden ser sintetizados
con ayuda de bacterias. De manera ejemplificativa se han descrito en la publicaciéon Biopolymer, Wiley-VCH, 2002
procedimientos biotecnolégicos de este tipo.

El PHB se presenta, al final de la fermentacion en las células bacterianas, en forma de granulos, que estdn rodeados
por una cubierta proteinica (J. Biol. Chem. 1989, Vol. 264(6), paginas 3286 - 3291). Con el fin de obtener un PHB
suficientemente puro, éste tiene que ser separado de las células bacterianas.

Las masas en bruto, que son obtenidas por medio de biotecnologia, contienen, ademds del polihidroxialcanoato
deseado, los microorganismos que han producido el polihidroxialcanoato (células productoras, biomasa o masa que
no es de polihidroxialcanoato). El aislamiento del polihidroxialcanoato a partir de la biomasa puede conseguirse a)
por medio de la disolucién de la biomasa, b) por medio de la extraccién del polihidroxialcanoato en un agente de
extraccion adecuado o ¢) por medio de la digestion mecdnica de la biomasa (células productoras) y, a continuacion,
separacion de los fragmentos celulares de los granulos del polihidroxialcanoato (PHA).

El método mds frecuente, con esta finalidad, estd constituido por la extraccion de los granulos de PHA a partir de
la biomasa con un disolvente. Como agentes de extraccién, que son adecuados para los polihidroxialcanoatos, pueden
ser empleados los compuestos clorados (método b)). Se han indicado ejemplos en la publicaciéon EP 0124309 y en la
literatura alli citada. Por consiguiente, el empleo de disolventes tiene una serie de inconvenientes. Para la manipulacién
y para la recuperacién del disolvente es necesario invertir en una infraestructura complicada y costosa. La biomasa
extraida tiene que liberarse de los restos de disolvente como paso previo a su utilizacién ulterior como abono o como
pienso. Puesto que el PHB se disuelve insuficientemente en muchos disolventes, las cantidades de disolvente, que son
necesarias, son muy elevadas.

Para la degradacién y la disolucién de la biomasa (elaboracién a)) pueden ser empleados, por ejemplo, enzimas
o procedimientos quimicos. De manera adicional pueden ser aportados compuestos tensioactivos. Es posible una
combinacién de varios procedimientos.

En la publicacién EP 0145233 se describe la degradacion de la biomasa por medio de enzimas.

En la publicaciéon WO 94/24302 se describe la degradacion de la biomasa por medio de enzimas y de peréxido de
hidrégeno.

En la publicaciéon US 5110980 se describe la degradacién de la biomasa por medio de hipoclorito, lo cual hace
que sean accesibles polihidroxialcanoatos con elevado peso molecular. En dicha publicacién se investigan diversos
pardmetros tales como la temperatura, el tiempo o el pH durante el tratamiento con el hipoclorito. No ha sido descrita
una purificacién del polihidroxialcanoato con 4cidos diluidos.

Se ha descrito (Research In Microbiology 2005, 156, paginas 865-873) otro método para la liberacién del poli-
hidroxibutirato (PHB), que se forma a partir de células de Escherichia coli, que estdn modificadas por medio de la
ingenieria genética. En este caso, se conecta aguas abajo una autolisis. Las condiciones exactas para la autolisis no han
sido descritas. La autolisis es un procedimiento de autodisolucién de las células por medio de enzimas propios. Este
método de obtencidn tiene los siguientes inconvenientes. Puesto que la autolisis transcurre de una manera incompleta
y que estan adheridos todavia entre si fragmentos celulares asi como granulos de PHB, tinicamente se libera el 80%
aproximadamente del PHB’ formado.

La memoria descriptiva de la patente JP 7031488 A divulga un procedimiento para la separacién de particulas
de polihidroxialcanoato, obtenidas por fermentacién, por medio de una etapa de centrifugacion, que se acopla con la
digestion celular por medio de una homogeneizacién a alta presion.

Por consiguiente, la tarea consistia en encontrar un procedimiento que condujese a una separacién completa entre
los fragmentos celulares de las células productoras y los granulos formados de polihidroxialcanoato.

Una vez que habian fracasado los ensayos con centrifugas convencionales, se encontrd, de manera sorprendente,
que los fragmentos celulares podian ser separados de una manera muy eficiente de los granulos de polihidroxialcanoato
por medio de un separador de toberas, que trabaja de manera continua. El pellet, que esta constituido por los granulos
de polihidroxialcanoato, es evacuado de manera permanente a través de las toberas, mientras que los segmentos celula-
res son separados de manera efectiva, permanentemente, en el sobrenadante (de una manera mas precisa la “corriente
clara”). No existe un vaciado por apertura del tambor y, por consiguiente, tampoco existen pérdidas, arremolinamien-
tos ni inestabilidades similares, que perjudiquen una separacion eficiente. Con objeto de conseguir una pureza todavia
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mas elevada, los granulos de PHA pueden ser combinados con agua clara y pueden ser centrifugados de nuevo. De esta
forma, se llega a una suspensién acuosa de granulos de PHA de elevada pureza, cuya suspension puede ser secada a
continuacién de manera conocida, por ejemplo por medio de un secado por pulverizacién. El producto que se obtiene
es adecuado para la elaboracion ulterior para dar materiales sintéticos termopldasticos. No se requiere el empleo de
disolventes.

Por consiguiente, el procedimiento se caracteriza, frente a los procedimientos tradicionales, por medio de una
elevada eficiencia, una elevada economia y una excelente procesabilidad.

Los separadores de toberas son asi mismo conocidos con la denominacién de separador de Westfalia. Puede con-
seguirse una descripcion detallada, por ejemplo, en la direccion www.gea-westfalia.de. De manera ejemplificativa, se
ha indicado el sistema VisCon®, en el cual las toberas son controladas por medio de la viscosidad. De este modo, se
evita la adaptacién de los pardmetros del separador (tiempos de vaciado) cuando se modifiquen las condiciones de ali-
mentacién y como consecuencia de ello se alcanzan concentraciones en la descarga de materia sélida, que permanecen
constantes. En el caso del sistema VisCon® las toberas no yacen sobre el borde del tambor, sino que lo hacen sobre
un didmetro menor en el tambor. La introduccién a través de la alimentacién hidrohermética asi como la descarga a
través de las toberas aumenta la actividad celular de las células separadas.

Los aparatos necesarios estdn técnicamente disponibles y pueden ser extrapolados a voluntad de tal manera que el
procedimiento puede ser extrapolado a escala industrial sin problemas.

Una forma de realizacion especial del procedimiento, de conformidad con la invencion, efectia la digestion meca-
nica de las células productoras en la etapa i). La digestién exenta de productos quimicos tiene ventajas. Se ha descrito
que pueden someterse a digestion células de la bacteria Alcaligenes eutrophus productora del PHB con ayuda de un
homogeneizador (Bioseparation 1991, 2, paginas 155-166). Los granulos de PHB que estdn presentes en las células
pudieron ser separados por disolucién casi por completo de las células después de varios pasajes a través de un homo-
geneizador. En este tipo de homogeneizador la suspensién celular es prensada a través de una valvula. Por medio de
la regulacidn de la distancia intersticial entre el cono de la valvula y el asiento de la vdlvula se genera una turbulencia.
La suspensién, que sale de la valvula, choca entonces sobre una placa de acero. Por consiguiente la presion de esta
m4quina estd limitada a 1.500 bares.

Para la generacién de presiones mayores se requieren grandes cantidades de corriente eléctrica. Una digestion celu-
lar con un homogeneizador es especialmente econémica cuando las células queden completamente digeridas después
de un solo pasaje. El método descrito en la publicacién Bioseparation 1991, 2, pdginas 155-166, tiene el inconveniente
de que se requieren cuatro pasajes a través del homogeneizador.

Ahora hemos observado, de manera sorprendente, que las células que contienen PHA especialmente de Alcali-
genes eutrophus pueden ser digeridas de una manera muy buena con un homogeneizador a alta presion, tal como el
que se describe a continuacién. En este caso se digiere mds del 99% de las células con un solo pasaje a través del
homogeneizador a alta presion, a una presién de 2.000 bares y mayor que este valor y el PHA es liberado casi por
completo. Por consiguiente, el objeto de la presente invencion estd constituido asi mismo por la digestiéon por medio
de un homogeneizador a alta presién, que trabaje a presiones de 2.000 atmdsferas y mayores que este valor. De manera
ejemplificativa, el procedimiento estd constituido por la siguiente disposicion:

Ejemplos para dispositivos de homogeneizacion adecuados

a) constituidos por un diafragma con, al menos, una tobera de entada y un diafragma con, al menos, una tobera
de salida, llevandose a cabo, en caso dado, un aporte de energia mecdnica en el recinto intermedio, que esta
comprendido entre los diafragmas o

b) constituidos por un diafragma con, al menos, una tobera de entrada y una placa deflectora, llevandose a
cabo, en caso dado, un aporte de energia mecdnica en el recinto intermedio, que estd comprendido entre el
diafragma y la placa deflectora.

Forma de realizacion a)

El dispositivo de homogeneizacién destinado al aislamiento de los polihidroxialcanoatos estd constituido, por
ejemplo, por un diafragma con, al menos, una tobera de entrada y por un diafragma con, al menos, una tobera de
salida, estando dispuestas las toberas axialmente entre si. En el recinto intermedio, que estd comprendido entre los
diafragmas, puede encontrarse un mezclador estdtico. En caso dado, se verifica en el recinto intermedio de manera
adicional un aporte de energia mecanica.

Los diafragmas, que pueden ser empleados de conformidad con el procedimiento segtn la invencién, presentan,
al menos, un orificio, es decir al menos una tobera. En este caso, los dos diafragmas pueden presentar respectiva-
mente un nimero arbitrario de orificios, pero de manera preferente no presentan respectivamente mds de 5 orificios,
de forma especialmente preferente no presentan respectivamente mas de tres orificios, de manera muy especialmente
preferente no presentan respectivamente mas de dos orificios y, de manera especialmente preferente, no presentan
respectivamente mas que un orificio. Los dos diafragmas pueden presentar un nimero de orificios diferente o pueden
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presentar el mismo nimero de orificios, de manera preferente ambos diafragmas tienen el mismo nimero de orifi-
cios. En general, los diafragmas estdn constituidos por placas perforadas con, al menos, un orificio en cada una de
ellas.

En otra forma de realizacién de este procedimiento, de conformidad con la invencién, el segundo diafragma esta
reemplazado por un tamiz, es decir que el segundo diafragma tiene una pluralidad de orificios o bien de toberas. Los
tamices que pueden ser empleados pueden cubrir un gran intervalo de los tamafios de los poros, por regla general los
tamaifios de los poros se encuentran comprendidos entre 0,1 y 250 um, de manera preferente se encuentran compren-
didos entre 0,2 y 200 um, de manera especialmente preferente se encuentran comprendidos entre 0,3 y 150 um vy, de
manera especial, se encuentran comprendidos entre 0,5 y 100 ym.

Los orificios o bien las toberas pueden tener cualquier forma geométrica imaginable, por ejemplo pueden ser circu-
lares, ovaladas, poligonales con un niimero arbitrario de vértices que, en caso dado, también pueden estar redondeados,
o incluso pueden tener forma de estrella. De manera preferente, los orificios tienen una forma circular.

Los orificios del diafragma de entrada tienen, por regla general, un didmetro comprendido entre 0,05 mm y 1 cm,
de manera preferente comprendido entre 0,08 mm y 0,8 mm, de manera especialmente preferente entre 0,1 y 0,5 mm
y, de manera especial, entre 0,2 y 0,4 mm. Los orificios del diafragma de salida tienen, por regla general, un didmetro
comprendido entre 0,5 mm y 1 cm, de manera preferente comprendido entre 5 mm y 50 mm, de manera especialmente
preferente comprendido entre 10 y 20 mm.

De manera preferente, los dos diafragmas estdn construidos de tal manera, que los orificios, o bien que las toberas,
estén dispuestos axialmente entre si. Se entendera por disposicion axial que es idéntico el sentido de flujo de los dos
diafragmas, generado por medio de la geometria del orificio de la tobera. Con esta finalidad no tienen que encontrarse
en una linea los sentidos de apertura de las toberas de entrada y de salida, pudiendo estar incluso desplazados paralela-
mente, tal como se desprende de las realizaciones precedentes. De manera preferente, los diafragmas estn orientados
de manera paralela.

Sin embargo son posibles otras geometrias, especialmente diafragmas no paralelos u orientaciones diferentes de
apertura de las toberas de entrada y de salida. En el sistema de dos diafragmas (diafragma de entrada y diafragma
de salida) la tobera de salida presenta, como se ha indicado precedentemente, orificios mayores. De este modo, se
produce un apaciguamiento de la turbulencia. En este caso no se requiere una chapa deflectora.

El espesor de los diafragmas puede ser arbitrario. De manera preferente, los diafragmas tienen un espesor situado
en el intervalo comprendido entre 0,1 y 100 mm, de manera preferente tienen un espesor comprendido entre 0,5 y
30 mm y, de manera especialmente preferente, comprendido entre 1 y 10 mm. En este caso, el espesor (1) de los
diafragmas se elige de tal manera que el cociente entre el didmetro (d) de los orificios y el espesor (1) se encuentre en
el intervalo de 1 : 1, de manera preferente de 1 : 1,5 y, de manera especialmente preferente, de 1 : 2.

El recinto intermedio, que estd comprendido entre los dos diafragmas, puede tener una longitud arbitraria, por regla
general la longitud del recinto intermedio estd comprendida entre 1 y 500 mm, de manera preferente estd comprendida
entre 10 y 300 mm y, de manera especialmente preferente, estd comprendida entre 20 y 100 mm.

En el recinto intermedio, que estd comprendido entre los diafragmas, puede encontrarse un mezclador estético, que
puede llenar por completo o en parte el tramo que estd comprendido entre los dos diafragmas. De manera preferente,
el mezclador estatico se extiende a lo largo de toda la longitud del recinto intermedio, que estd comprendido entre los
dos diafragmas. Los mezcladores estdticos son conocidos por el técnico en la materia. En este caso puede tratarse,
por ejemplo, de un mezclador de vélvula o puede tratarse de un mezclador estético con taladros, puede tratarse de
un mezclador constituido por laminillas corrugadas o puede tratarse de un mezclador constituido por nervaduras, que
engranen entre si. Por otra parte, puede tratarse de un mezclador estdtico en forma de espiral o en forma de N o
puede tratarse de un mezclador de este tipo con un elemento mezclador que puede ser calentado o que puede ser
refrigerado.

Asi mismo, puede verificarse en el recinto intermedio, que estd comprendido entre los dos diafragmas, un aporte
de energia mecédnica, de manera adicional al mezclador estatico. La energia puede ser aplicada, por ejemplo, en forma
de oscilaciones mecdnicas, en forma de ultrasonidos o en forma de energia de rotacién. De este modo, se genera un
flujo turbulento que hace que las particulas no se aglomeren en el recinto intermedio.

Forma de realizacion b)

De forma alternativa a la de esta primera variante, el dispositivo mezclador puede estar constituido por un diafragma
con, al menos, una tobera de entrada y con una placa deflectora, encontrdndose en el recinto intermedio, que estd
comprendido entre el diafragma y la placa deflectora, en caso dado, un mezclador estdtico. De manera alternativa, o
adicional, al mezclador estatico puede llevarse a cabo en el recinto intermedio un aporte de energia mecdnica.

Lo que se ha dicho precedentemente es valido para el diafragma con tobera de entrada, con recinto intermedio, que
comprende un mezclador estatico, y para el aporte de la energia mecénica.
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En esta variante se substituye el segundo diafragma por una placa deflectora. La placa deflectora tiene, por regla
general, un didmetro que es menor entre un 0,5 y un 20%, de manera preferente entre un 1 y un 10%, que el didmetro
del tubo en el punto en el que estd montada la placa deflectora.

En general, la placa deflectora puede tener cualquier forma geométrica, de manera preferente puede tener forma de
un disco redondo de tal manera, que en vista de frente se vea un intersticio anular. De manera ejemplificativa, puede
imaginarse también la forma de una ranura o de un canal.

La placa deflectora puede estar dispuesta, de manera andloga a la del segundo diafragma, en la variante que ha
sido descrita precedentemente, a distancias diferentes con respecto al primer diafragma. De este modo, el recinto
intermedio, que estd comprendido entre el diafragma y la placa deflectora, tiene una longitud arbitraria, por regla
general la longitud del recinto intermedio estd comprendida entre 1 y 500 mm, de manera preferente entre 10 y 300
mm Yy, de manera especialmente preferente, entre 20 y 100 mm.

El procedimiento, de conformidad con la invencidn, presenta algunas ventajas frente a las de los procedimientos
que son conocidos por el estado de la técnica, puesto que pueden conseguirse rendimientos especialmente elevados
del polihidroxialcanoato con elevado peso molecular. De manera especial, con esta variante de elaboracién pueden
realizarse polihidroxialcanoatos con un Mn comprendido entre 50.000 y 2.000.000 y, de manera especial, comprendido
entre 100.000 y 200.000.

La temperatura, a la que se lleva a cabo la emulsificacion de la emulsién en bruto para formar la emulsién finamente
dividida de conformidad con el procedimiento segun la invencién, se encuentra situada, por regla general, entre 0 y
150°C, de manera preferente se encuentra entre 5 y 80°C, de manera especialmente preferente se encuentra entre 20 y
40°C. En este caso pueden termostatarse todas las unidades de homogeneizacién que son empleadas en el dispositivo.

La homogeneizacion se lleva a cabo, por regla general, a presiones situadas por encima de la presion atmosférica,
es decir > 1 bar. Sin embargo, las presiones no sobrepasan en este caso un valor de 10.000 bares de tal manera, que se
regulan presiones de homogeneizacion preferentes > 1 bar hasta 10.000 bares, de manera preferente entre 5 y 2.500
bares y, de manera especialmente preferente, entre 100 y 2.000 bares.

Las concentraciones de las células productoras, que son empleadas en el procedimiento de conformidad con la
invencidn, estdn comprendidas aproximadamente desde 20 hasta 300 g/l, de manera preferente estdn comprendidas
entre 50 y 220 g/1.

En este caso, se denominan células productoras a cualquier tipo de células o de conjunto de células; especialmente
aquellas células de origen animal, vegetal o microbiano. De igual modo, son preferentes las células productoras de
organismos recombinantes. Las células productoras adecuadas de una manera especialmente buena son los procariotas
(con inclusién de las arqueas) o los eucariotas, de manera especial las bacterias con inclusién de las halobacterias y
de los metanococos, los hongos, las células de insectos, las células vegetales y las células de mamiferos, de manera
especialmente preferente Alcaligenes eutrophus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Aspergi-
llus oryzea, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Pichia pastoris, Pseudomonas spec., Lactobacillen, Hansenula
polymorpha, Trichoderma reesei, SF9 (o bien células emparentadas). El microorganismo Alcaligenes eutrophus es
especialmente preferente.

La célula productora puede ser empleada en el procedimiento de conformidad con la invencién directamente des-
pués del cultivo (por ejemplo la fermentacién); sin embargo es posible, también, destruir la célula productora s6lo por
medio de una esterilizacion, por ejemplo, y, en caso dado, enriquecer la masa celular por medio de una filtracién del
medio de cultivo.

Se entienden por polihidroxialcanoatos aquellos polimeros que son preparados por medio de la biotecnologia. Entre
estos polihidroxialcanoatos deben entenderse, de manera especial: el poli-3-hidroxibutirato (P-3HB), el poli-3-hidro-
xibutirato/co-3-hidroxivaleriato (P-3HBco-3HV), el poli-3-hidroxibutirato/co-4-hidroxibutirato (P-3HB-co-4HB), el
poli-3-hidroxibutirato/co-3-hidroxihexanoato (P-3HB-co-3HHX) y el poli-3-hidroxibutirato/co-3-hidroxioctanoato (P-
3HB-co-3HO).

Aparatos empleados

En el ejemplo se eligié como homogeneizador a alta presion, para la digestion de las células productoras, el equipo
I siguiente: como tobera de entrada se utilizé un diafragma con 14 taladros de 0,2 mm de espesor. El caldo de fermen-
tacion se presentd en forma de suspension y se comprimi6 a través del diafragma con una presion de 2.000 atmésferas
aproximadamente. En el recinto intermedio (longitud 15 mm y didmetro de 8 mm) se arremoliné la suspensién, como
paso previo a su encuentro con el segundo diafragma, que actuaba como tobera de salida. La suspension celular se guié
a través de un taladro cénico hasta el diafragma de salida y a continuacidn salié a través de un solo taladro (didmetro
1,5 mm) del bloque de los diafragmas. El diafragma de salida estaba dispuesto de manera centrada frente a los taladros
de la tobera de entrada.

Como separador de tobera se utilizé un dispositivo de la firma GEA Westfalia tipo HFC-15.
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Ejemplo 1

Aislamiento del 3-hidroxi-polihidroxibutirato (3-PHB) a partir de células productoras de Alcaligenes eutrophus

1) Fermentacion del 3-hidroxipolihidroxibutirato en células productoras de Alcaligenes eutrophus

La fermentacién se llevé a cabo segtin la publicacion de los autores Kim, Lee, Lee, Chang, Chang y Woo en
Biotechnology and Bioengineering, Vol. 43, paginas 892-898 (1994).

Digestion de las células y separacion de los grdnulos de 3-PHB

Se cargaron en el fermentador 3.300 litros de caldo de fermentacion de Alcaligenes eutrophus con un contenido
de 90 g/l de biomasa seca, el 80% del cual era PHB, una vez concluida la fermentacién a 2°C. El caldo se
conduce a continuacion a través de un homogeneizador a alta presion I a una presion de 2.000 bares. Puesto
que la presién tuvo que establecerse previamente, se acumularon los primeros litros de caldo separados y se
reciclaron al fermentador. El caldo de fermentacién se hizo pasar, en su totalidad, a través del homogeneizador
a alta presion.

La actividad de la digestion celular se midié por medio de la distribucién en placas de los caldos de fermentacién
antes y después de la digestion, sobre un agar nutriente adecuado. El nimero de células vivas fue, antes de la
digestién, de 5 x 10" cfu/ml (= 100%). Después de la digestién el nimero de células vivas se determiné de
la misma manera. Este niimero era de 5 x 10° cfu/ml. Esto corresponde a una actividad de la digestién a alta
presion del 99,99%.

El homogeneizado celular se condujo a continuacién a través de un separador de toberas de la firma GEA West-
falia tipo HFC-15. El material, que habia sido separado por medio de las fuerzas centrifugas (concentrado) se
acumul6 independientemente de los detritos celulares, que no se habian separado (sobrenadante). Se determina-
ron, respectivamente, la substancia seca total y la concentracién en PHB (para los resultados véase la tabla mas
adelante). El concentrado se diluyé con agua completamente desionizada hasta el volumen de partida inicial y
se centrifugé de nuevo. El proceso se repitié una vez mas.

iii) Secado de los granulos de 3-PHB

La suspensién de 3-PHB, obtenida en ii), se sometié a un secado por pulverizacién en un secadero por pulve-
rizacién convencional. El gas para el secado era nitrégeno con una temperatura de entrada del gas de 200°C,
una temperatura de salida del gas de 90°C. La suspension de PHB se inyect6 con ayuda de una tobera para dos
productos. El producto seco se separ de la corriente gaseosa por medio de una esclusa de rueda dentada. Los
resultados del ensayo estan indicados en la tabla siguiente.

(Tabla pasa pagina siguiente)
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el aislamiento de polihidroxialcanoatos a partir de células productoras, caracterizado por-
que

i) las células protectoras son sometidas a una digestion y, a continuacién

ii) se separan los fragmentos celulares de los granulos de polihidroxialcanoato por medio de un separador de
toberas, que trabaja de manera continua.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque las células productoras son sometidas a una
digestion en la etapa i) por medio de un dispositivo de homogeneizacién a alta presion.

3. Procedimiento segtin la reivindicacion 2, caracterizado porque el dispositivo de homogeneizacién

a) estd constituido por un diafragma con, al menos, una tobera de entrada y por un diafragma con, al menos,
una tobera de salida, verificindose en el recinto intermedio, que estd comprendido entre los diafragmas, en
caso dado, ademads un aporte de energia mecdnica o

b) esta constituido por un diafragma con, al menos, una tobera de entrada y una placa deflectora, verificindose
en el recinto intermedio, que estd comprendido entre el diafragma y la placa deflectora, en caso dado, un
aporte de energia mecénica.

4. Procedimiento segtn la reivindicacion 1, caracterizado porque la célula productora estd constituida por un
organismo recombinante.

5. Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el polihidroxialcanoato estd constituido por un
poli-3-hidroxibutirato (P-3HB), un poli-3-hidroxibutirato/co-3-hidroxivaleriato (P-3HB-co-3HV), un poli-3-hidroxi-
butirato/co-4-hidroxibutirato (P-3HB-co-4HB), un poli-3-hidroxibutirato/co-3-hidroxihexanoato (P-3HB-co-3HHx) o
un poli-3-hidroxibutirato/co-3-hidroxioctanoato (P-3HB-co-3HO).

6. Procedimiento segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque la célula productora es destruida como paso
previo a la homogeneizacion.
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