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DESCRIPCION
Método de produccién de etanol con la ayuda de levadura liquida

[0001] La presente invencion se refiere a un método de produccion de etanol por el uso de una preparacién de
levadura liquida estabilizada que contiene un compuesto de polihidroxi, preferiblemente glicerol, y una goma, que
comprende algarroba, guar, tragacanto, goma arabiga o xantana, preferiblemente goma xantana.

[0002] La produccién de combustible de etanol ha ganado popularidad significativamente en los Ultimos pocos
afios. Hoy en dia méas de 80 de tales plantas estan en funcionamiento sélo en los USA. Este entusiasmo ha sido
impulsado por la necesidad de un reemplazo para el MTBE y el deseo de convertirse menos dependientes de la
energia de otros paises. Una planta de produccién de etanol tipica usa levadura (tipicamente Saccharomyces) para
producir una media de 189 millones de litros (50 millones de galones) de etanol puro por afio, mayormente pero no
exclusivamente de almidon de maiz hidrolizado en grandes fermentadores de mas de 2 millones de litros.

[0003] Las fuentes de carbono y energia béasicas para el crecimiento de la levadura son los azucares. El almidon
no modificado no puede ser usado porque la levadura con contiene los enzimas apropiados para hidrolizar este
sustrato en azucares fermentables. Las melazas de remolacha y cafia son usadas normalmente como materia prima
en la fermentacién porque los azucares presentes en las melazas, una mezcla de sacarosa, fructosa y glucosa, son
facilmente fermentables. Ademas del azlcar la levadura también requiere ciertos minerales, vitaminas y sales para
crecer. Algunos de estos pueden ser afadidos a la mezcla de melazas de remolacha y cafia antes de la
esterilizacion flash mientras otros son afiadidos separadamente a la fermentacion. Alternativamente, un tanque de
alimentacion de nutrientes separado puede ser usado para mezclar y repartir algunas de las vitaminas y minerales
necesarios. El nitrégeno requerido es suministrado en forma de amoniaco y el fosfato es suministrado en forma de
acido fosforico. Cada uno de estos nutrientes es afiadido separadamente a la fermentacion para permitir un mejor
control del pH del proceso. La melaza esterilizada, referida cominmente como pasta o fermento, es almacenada en
un tanque de acero inoxidable separado. La pasta almacenada en este tanque es después usada para afiadir aztcar
y otros nutrientes a los recipientes de fermentacion apropiados.

[0004] En la produccién de etanol comercial de alto volumen, el sustrato de eleccion es el almidén de maiz, por su
bajo coste y por su disponibilidad. Al usar almidén de maiz, a menudo un primer paso de hidrélisis parcial (usando
alfa-amilasa) precede un paso de fermentacion por co-sacarificacion (en presencia de glucoamilasa) que es después
seguido por destilacion.

[0005] Un preparado de levadura es usado para inocular varios fermentadores, incluyendo los llamados
propagadores, normalmente esto ocurre en la etapa de fermentacion por co-sacarificacion. La fermentacién por co-
sacarificacion asegura una hidrolisis controlada y progresiva de las dextrinas producidas en el paso previo de
hidrolisis parcial. Esta hidroélisis y fermentacion simultanea proporciona una liberacién lenta de los azucares y
asegura que la levadura es es expuesta a una presién osmética puntual, muy grande, que podria existir si todas las
dextrinas hubiesen sido ya hidrolizadas al principio de la fermentacion y antes de la inoculacion de la levadura.

[0006] La produccion de levadura para el uso en la fermentacion comercial es, en si misma, un proceso
multietapa. En muchos casos, la produccién comercial requiere que la levadura sea empaquetada, almacenada y
transportada en grandes cantidades de una manera que garantice la pureza y viabilidad del producto de levadura
final.

[0007] La produccion de levadura de panaderia, por ejemplo, a menudo empieza con un tubo de cultivo puro o vial
congelado de la cepa de levadura apropiada. Esta levadura sirve como el inéculo para el tanque de cultivo prepuro,
un recipiente de presion pequefio donde la semilla se cultiva en el medio bajo estrictas condiciones estériles.
Siguiendo al crecimiento, los contenidos de este recipiente son transferidos a un fermentador de cultivo puro mas
grande donde la propagacién es llevada a cabo con alguna aireacion, de nuevo bajo condiciones estériles. Estas
etapas tempranas son realizadas como fermentaciones por conjunto de lotes. En la fermentacién por conjunto de
lotes, todos los medios de cultivo y nutrientes son introducidos en el tanque antes de la inoculacion.

[0008] Del recipiente de cultivo puro, las células crecidas son transferidas a una serie de fermentadores de
semillas y semi-semillas progresivamente mas grandes. Estas etapas tardias son realizadas como fermentaciones
por lotes alimentadas. Durante la fermentacion por lotes alimentada, las melazas, el acido fosférico, el amoniaco y
los minerales son afiadidos a la levadura a una tasa controlada. Esta tasa esta disefiada para afiadir justo suficientes
azucares y nutrientes a la levadura para maximizar la multiplicacién y evitar la produccion de alcohol. Ademas, estas
fermentaciones por lotes alimentadas no son completamente estériles. No es rentable usar tanques presurizados
para garantizar la esterilidad de los grandes volimenes de aire requeridos en estos fermentadores para conseguir
condiciones estériles durante todas las transferencias a través de las muchas tuberias, bombas y centrifugadoras.
Se ejerce una limpieza extensiva del equipamiento, vaporizacion de las tuberias y tanques, y filtrado del aire para
asegurar unas condiciones tan asépticas como sea posible.
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[0009] Al final de la fermentacion de las semi-semillas, los contenidos del recipiente son bombeados a una serie de
separadores que separan la levadura de las melazas gastadas. La levadura es después lavada con agua fria y
bombeada a tanque de almacenamiento de levadura de semi-semilla donde la crema de levadura es mantenida a
aproximadamente 1,1° C (34 grados Fahrenheit) hasta que es usada para inocular los tanques de fermentacion
comerciales. Estos fermentadores comerciales son la etapa final en el proceso de fermentacion y son referidos a
menudo como fermentacion final o comercial.

[0010] Las fermentaciones comerciales son llevadas a cabo en grandes fermentadores con volimenes de trabajo
de hasta 189.000 litros (50.000 galones). Para comenzar la fermentacion comercial, un volumen de agua, referido
como agua establecido, es bombeado en el fermentador. Después, en un proceso referido como pitcheo, la levadura
de semi-semilla del tanque de almacenamiento es transferida al fermentador. Después de la adicion de la levadura
de semilla, se comienza la aireacion, enfriamiento y adicion de nutrientes para empieza la fermentacion de 15-20
horas. En el comienzo de la fermentacion, la levadura de semilla liquida y el agua adicional puede ocupar soélo
alrededor de un tercio a un medio del volumen del fermentador. Las adiciones constantes de nutrientes durante el
curso de la fermentacion llevan al fermentador a su volumen final. La tasa de adicion de nutriente aumenta durante
la fermentacion porque se tienen que suministrar mas nutrientes para apoyar el crecimiento de la poblacion de
células en aumento. El niumero de células de levadura aumenta alrededor de cinco a ocho veces durante esta
fermentacion.

[0011] El aire es proporcionado al fermentador a través de una serie de tubos perforados localizados en la parte de
abajo del recipiente. La tasa del flujo de aire es de alrededor de un volumen de aire por volumen de fermentador por
minuto. Una gran cantidad de calor es generado durante el crecimiento de la levadura y el enfriamiento es realizado
por serpentines de refrigeracion internos o bombeando el liquido de fermentacion, también conocido como caldo, a
través de un intercambiador de calor externo. La adicion de nutrientes y la regulacion del pH, la temperatura y el flujo
de aire son monitorizados cuidadosamente y controlados por sistemas informéticos durante todo el proceso de
produccién. A lo largo de la fermentacién, la temperatura es mantenida a aproximadamente 30° C (86 grados
Fahrenheit) y el pH esta generalmente en el rango de 4,5-5,5.

[0012] Al final de la fermentacion, el caldo del fermentador es separado por centrifugadoras del tipo boquilla,
lavado con agua y re-centrifugado para producir una crema de levadura con una concentracion de sélidos del 15 al
24%, y a menudo en el intervalo del 18%. La crema de levadura es enfriada a alrededor de 45 grados Fahrenheit y
almacenada en un tanque de crema de acero inoxidable refrigerado, separado. La crema de levadura puede ser
cargada directamente en camiones cisterna y entregada a clientes equipados con un sistema de tratamiento de
crema de levadura apropiado. Alternativamente, la crema de levadura puede ser bombeada a un filtro prensa de
placas y estructura y deshidratada a una consistencia similar al pastel que contiene un 27-33% de solidos de
levadura de. Esta levadura de pastel prensada es desmenuzada en piezas y empaquetada en bolsas de 23 kg (50
libras) que son apiladas en un pallet. La levadura se calienta durante las operaciones de prensado y empaquetado y
las bolsas de levadura desmenuzada deben ser enfriadas en un refrigerador durante un periodo de tiempo con la
ventilacion adecuada y colocacion de los pallets para permitir el acceso libre del aire de refrigeracion. Las bolsas
paletizadas de levadura desmenuzada son después distribuidas a clientes en camiones refrigerados. La crema de
levadura puede ademas ser también procesada en levadura seca (92-97% de sélidos) usando un secador de lecho
fluidizado o tipos similares de secadores.

[0013] En contraste, la produccion de levadura para plantas de combustible de etanol es significativamente
diferente. Aunque las plantas de combustible de etanol son muy grandes, consumes mucha menos levaduras que
las panaderias industriales. Una panaderia industrial grande, por ejemplo, recibird en cualquier parte entre 1y de 4 a
5 cargas de camion de 20.000 litros de crema de levadura (medio de 18% de soélidos) por semana. Es por lo tanto
comun ver sistemas de crema de levadura instalados en esas panaderias; normalmente estan compuestos de dos
grandes receptores refrigerados, agitados que pueden recibir al menos una carga de camion de levadura liquida
cada uno, un anillo de distribucion a los mezcladores de masa y un sistema de limpieza total en el lugar (CIP). Por
analogia, una planta de combustible de etanol grande usara tipicamente de 200 a 500 kg de levadura seca por
semana o el equivalente a de 1500 a 2500 litros de crema de levadura por semana. Tal uso reducido, sin embargo,
no puede justificar instalar sistemas de crema de levadura sofisticados que son comunes en la industria de la
panaderia.

[0014] Las plantas de combustible de etanol, por otro lado, usan levadura seca y una serie de tanques de
propagacion para multiplicar y activar la levadura. El uso de tales tanques de propagacion reduce la cantidad de
levadura requerida y elimina efectivamente la necesidad de almacenamiento refrigerado. La levadura seca tiene el
beneficio adicional de tener una vida util relativamente larga (hasta alrededor de 3 meses). El paso de propagacion
visto cominmente en plantas de combustible de etanol) y no es tan rapida como la levadura fresca (27-33% de
sélidos).

[0015] La industria del etanol ha estado también usando levadura fresca pero la levadura fresca comprimida o
desmenuzada requiere refrigeracion para el almacenamiento y tiene una vida de almacenamiento media de 2 a 3
semanas. La levadura comprimida puede por supuesto ser guardada por un periodo de tiempo mas largo (hasta 6
semanas) pero esto resulta en una pérdida significativa de actividad y también permite la posibilidad del desarrollo
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de moho en la superficie de la levadura. La crema de levadura liquida (15 a 24%) sufre del mismo envejecimiento y
problema de refrigeracién y requiere agitacion por la tendencia natural de la levadura a sedimentarse.

[0016] Ninguna de las anteriormente mencionadas formas en las que la levadura es actualmente suministrada es
satisfactoria. Las mas bien pequefias cantidades de levadura requeridas en las instalaciones de etanol comerciales,
comparadas con el tamafio de las operaciones, no hace rentable entregar cantidades pequefias de levadura en una
base frecuente a esas plantas. En muchos casos, la levadura fresca puede no estar disponible o la levadura
comprimida fresca puede secarse, mohosa o inactiva. A la inversa, un producto de levadura seca permanece activo
durante un largo periodo de tiempo pero, en cualquier caso, debe ser despertado apropiadamente y no es tan rapido
como la levadura fresca; esta es una de las principales razones por la que los propagadores son comunes en la
industria. En cuanto a la crema de levadura, tiene la tendencia a sedimentarse en la parte de abajo del contenedor
en el que se transporta. Consecuentemente la crema de levadura tiene que ser agitada antes del uso.

[0017] La US-A-6033887 describe un gel polisacarido parcialmente deshidratado (alginato) que comprende una
levadura o bacteria, un azucar seleccionado de la xilosa, glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa en una cantidad de al
menos 100g/kg del gel antes de la deshidratacién, y un poliol seleccionado del sorbitol, inositol y glicerol en una
cantidad de al menos 30 g/kg del gel antes de la deshidratacién.

[0018] La WO 91/12315 describe una composicién que comprende levadura fresca y un compuesto de polihidroxi
seleccionado de propilengicol, glicerol, mono- o oligosacaridos no fermentables o alcoholes de azucar, carbohidratos
oligo- o poliméricos solubles y polietilenglicol, 0 mezclas de los mismos.

[0019] La EP 461725 describe una composicién que comprende una crema de levadura y una goma, como la
goma de algarroba, guar, de tragacanto, Arabiga o xantana.

[0020] La GB 1425979 describe una composiciéon que comprende levadura y manitol.

[0021] La presente invencién pretende eliminar las desventajas descritas anteriormente.

[0022] Uno de los objetos de la presente invencién es proporcionar un proceso para la produccién de etanol que
comprende combinar una preparaciéon de levadura liquida estabilizada (SLY) que comprende un compuesto de
polihidroxi, preferiblemente glicerol, y una goma, preferiblemente goma xantana, con una sustancia fermentable. El
proceso es definido en la reivindicacion 1. El glicerol estabiliza la vitalidad de la levadura y la goma xantana
estabiliza la consistencia, evitando el asentamiento de la levadura.

[0023] La preparacion de SLY usada en el proceso no requiere agitacion y tiene una vida util mejorada sobre la
levadura liquida estandar de hasta 90 dias.

[0024] Ademas, la preparacion de SLY usada en el proceso tiene una fase de retraso mas corta y un rendimiento
general superior que la levadura comprimida correspondiente.

[0025] Otro objeto de la invencién es un nuevo proceso para la produccion de etanol que comprende la adicion
directa o pitcheo de levadura liquida estabilizada de alta germinacion a un fermentador de produccién, obviando de
este modo la necesidad de un paso de propagacion.

[0026]

La Figura 1 ilustra la actividad fermentativa relativa de una preparacioén de levadura liquida estabilizada contra
la de las bolsas (levadura comprimida) y la de la levadura liquida normal.

La Figura 2 ilustra el mejor rendimiento de una preparacion de levadura liquida estabilizada contra la levadura
comprimida normal y la levadura seca durante las 12 primeras horas de la fermentacion de la pasta de maiz.

La Figura 3 el rendimiento de etanol mejorado de la levadura liquida estabilizada sobre la levadura
comprimida.

[0027] La levadura fresca, ya sea en su forma liquida (crema) o en forma prensada o desmenuzada, tiene un
numero de beneficios. Tal levadura esta optimizada para la actividad, no requiere rehidratacion, y tiene una fase de
retraso mas corta en el fermentador. La levadura fresca es usada generalmente para cepas que no pueden tolerar el
secado.

[0028] La levadura seca, ya sea activa o inactiva, tiene un conjunto de beneficios diferente. Esta generalmente
optimizada para la estabilidad, no requiere refrigeracion y es buena para el uso intermitente (puesta en marcha de la
fermentacion continua). Es generalmente usada para cepas que se usan en volimenes pequefios.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2369833 T3

[0029] Lo que se necesita es una Levadura Liquida Estabilizada (SLY) que tiene muchos de los beneficios de tanto
la levadura liquida como la levadura seca. En particular lo que es necesario es una formulaciéon de levadura que
tiene una mayor actividad que la levadura fresca convencional; mayor estabilidad que la levadura fresca
convencional; una fase de retraso méas corta en el fermentador; no requiere agitacion; y proporciona la posibilidad de
picheo directo sin la necesidad de un propagador.

[0030] Se proporciona una SLY que cumple estas necesidades insatisfechas y estd comprendida de una crema de
levadura, en combinacion con una 0 mas gomas y uno o0 mas compuestos de polihidroxi.

[0031] Maés especificamente, la crema de levadura (15-24% de sélidos) comprende una goma y un compuesto de
polihidroxi. La goma esta presente en la crema de levadura en una concentracion de 0,03 al 1% por peso de la
levadura de crema, y es seleccionada de la algarroba, guar, tragacanto, goma arabiga o xantana. El termino goma
incluye gomas que pueden ser obtenidas de plantas o que son de origen microbiano o mezclas de los mismos.

[0032] La formulacion también incluye uno o mas compuestos de polihidroxi seleccionados de propilenglicol,
glicerol, mono- o oligosacéaridos no fermentables, como la xilosa, o alcoholes de azlcar no fermentables, como el
manitol y el sorbitol, carbohidratos oligo- o poliméricos solubles como el almidon parcialmente hidrolizado, celulosa o
agarosa Yy polietilenglicol 0 mezclas de los mismos. Preferiblemente la formulacién contiene de un 1 a un 5% de
glicerol por peso de la crema de levadura.

[0033] En una realizacién mas preferida se usa 0,5 g/kg de pasta de SLY en la fermentacién en donde el SLY esta
compuesto de 3,2% (w/v) de 95% de glicerol y 0,1% (w/v) de goma xantana.

[0034] Ademaés, la formulacién de SLY comprende una levadura que es alta en nitrogeno, proteinas, actividad o
levadura en germinacion del género Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora, en particular Saccharomyces
cerevisiae 0 combinaciones de una o0 mas de las especies de levadura mencionadas.

[0035] Un objeto adicional de la invencién es un nuevo proceso para la produccion de etanol, que comprende la
adicion directa o pitcheo de la SLY de alta germinacion descrita a un fermentador de produccion, por lo tanto
obviando la necesidad para un paso de propagacion.

[0036] Tales preparaciones de SLY no son s6lo de interés para la industria de combustible de etanol (no limitada a
la fermentacion de pasta de maiz tampoco, incluyendo también sustratos celulésicos o “biomasa” o cualquier otro
sustrato usado en la fabricacion de combustible de etanol) si no que también son aplicables a los alcoholes potables
(destilacién), fermentacion, panificacién, bebidas fermentadas en general, y cualquier proceso de fermentacion que
requiera las caracteristicas de la mencionada SLY.

[0037] También pueden ser afiadidas ayudas a la transformacion a las composiciones de levadura descritas en tal
cantidad que las propiedades del producto final son mejoradas cuando las mencionadas composiciones son
afadidas a | mezcla de fermentacién o masa. Como se describe mas adelante las ayudas a la transformacion
pueden ser divididas en nutrientes, aditivos quimicos y enzimas.

[0038]Los componentes nutrientes pueden incluir nitrégeno inorganico (como urea y sales nitrogenadas), nitrégeno
organico (como levadura, autolisado de levadura, extracto de levadura, o solubles de fermentacién), fésforo (como
sales de nitrdgeno y fésforo), minerales (como las sales), vitaminas.

[0039]Los aditivos quimicos adecuados son agentes oxidantes como el acido ascorbico, el bromato y la
azodicarbonamida y/o agentes reductores como la L-cisteina y el glutatién. Un agente oxidante preferido usado a
menudo para la panificacién es el acido ascérbico, que es afiadido a la composicion en tales cantidades que resultan
en una cantidad de entre 5 y 300 mg por kg de harina. Otros aditivos quimicos adecuados son los emulsionantes
actuando como acondicionadores de masa como los ésteres diacetiltartaricos de mono/diglicéridos (DATEM), el
lactilato estearoil de sodio (SSL) o el lactilato estearoil de calcio (CSL), o actuando como suavizantes de las migas
como el monoestearato de glicerol (GMS) o sales biliares, materiales grasos como los triglicéridos (grasas) o lecitina
y otros. Los emulsionantes preferidos son los DATEM, SSL, CSL o GMS. Las sales biliares preferidas con colatos,
deoxicolatos y taurodeoxicolatos.

[0040]Los enzimas adecuados don enzimas degradantes de almiddn, arabinoxilano- y otros enzimas degradantes de
la hamicelulosa, enzimas degradantes de la celulosa, enzimas oxidantes, enzimas divisores de material graso,
enzimas degradantes de proteinas. Los enzimas degradantes de almidon preferidos son amilasas endo-activas
como la amilasa-alfa y amilasas exo-activas como la beta-amilasa y la glucoamilasa. Los enzimas degradantes de
arabinoxilano preferidos son las pentosanasas, las hemicelulosas, las xilanasas y/o arabinofuronosidadas, en
particular xilanasas del Aspergillus de la especie Bacillus. Las enzimas degradantes de celulosa preferidas son las
celulasas (es decir endo-1,4-beta-glucanasas) y las celobiohidrolasas en particular de la especie Aspergillus,
Trichoderma o Humicola. Los enzimas oxidantes preferidos don las Hpoxigenasas, las oxidasas de glucosa, las
oxidasas de sulfhidrilo, las oxidasas de hexosa, las oxidasas de piranosa y las lacasas. Los enzimas divisores del
material graso preferidos son las lipasas, en particular lipasas fungicas de la especie Aspergillus o Humicola, y las
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fosfolipasas como la fosfolipasa Al y/o A2. Los enzimas degradantes de proteinas son proteinasas endo-activas
como las pertenecientes a las clases tiolproteasas, metaloproteasas, proteasas de serina y proteasas de aspartil, asi
como proteinasas exo-activas, también conocidas como peptidasas, pertenecientes a la clase de las
aminopeptidasas y las carboxipeptidasas. Adicionalmente, también pueden ser afiadidas las proteasas microbianas
y vegetales para producir nitrégeno libre de amino de las proteinas en grano.

[0041]Los enzimas pueden proceder de origen animal, vegetal o microbiano y pueden ser obtenido de estas fuentes
por procesos clasicos conocidos en la técnica, o, alternativamente, pueden ser producidos por tecnologia de ADN
recombinante. Un proceso de produccién preferido comprende procesos de fermentacién en el que se cultivan
hongos, levadura o bacterias t producen los enzimas deseados, ya sea inherentemente o como un resultado de
modificacién genética (tecnologia de ADN recombinante). Estos procesos son bien conocidos en la técnica.
Preferiblemente, los enzimas son secretados por micro-organismos en el caldo de fermentacion. Al final del proceso
de fermentacion, la biomasa celular es habitualmente separada y, dependiendo de la concentracion de enzimas en
el caldo, las Ultimas pueden ser concentradas mas y opcionalmente lavadas por técnicas conocidas como la
ultrafiltracién. Opcionalmente, los concentrados de enzima o una mezcla de tales concentrados pueden ser secados
por técnicas conocidas como el secado por aspersion.

[0042] Ademés, a pesar de que la invencion contempla el uso de la mencionada preparacion de SLY en
fermentadores comerciales, no esta tan limitada. La SLY puede ser afiadida en cualquier paso del proceso,
incluyendo los propagadores.

EJEMPLOS
Muestras de almidon de maiz y de levadura

[0043] Se us6 pasta de maiz industrial en todas las pruebas de fermentacion comparativa a escala de laboratorio.
La pasta ya tenia el backset afiadido. Es alrededor del 60% del liquido usado para hacer la pasta. La pasta fue
hecha de maiz de Dakota del Sur y habia sido cocinada a chorro a 130° C durante 2 minutos. La pasta de maiz fue
recogida justo después de la licuefaccion. No se afiadieron glucoamilasa o urea en la pasta. Se determind que los
sdlidos totales de la pasta de maiz eran de alrededor del 30%.

[0044] La levadura usada es una cepa de combustible de etanol de Saccharomyces cerevisiae producida por
Lallemand Inc y distribuida por Ethanol Technology. La levadura comprimida fue hecha de la misma cepa.

Experimentos de fermentacion de frascos de pasta

[0045] Se usé el protocolo de fermentacion de pasta de maiz de laboratorio estandar. Se dispensaron precisamente
100g de pasta de maiz industrial como se ha descrito anteriormente en frascos de Erlenmeyer de 125 ml. A cada
frasco, se afadieron 2Qum de glucoamilasa y 16 mM de urea. Para los experimentos, la tasa de pitcheo fue de 0,5
g/kg (as Is). Las muestras de levadura IDY fueron primero rehidratadas en agua corriente a 37° C durante 15
minutos antes de la inoculacion. Tras inocular cada frasco, las fermentaciones de la pasta de maiz se llevaron a
cabo en un agitador rotatorio a 35° C y 150 rpm. Todos los experimentos de frascos agitadores fueron realizados por
triplicado.

[0046] El fundamento del método gravimétrico estd basado en la pérdida de peso durante la fermentacién de la
pasta de maiz. Durante la fermentacion se produce y se libera dioxido de carbono, resultando en una pérdida de
peso en el tarro o frasco. Después la produccion de etanol es determinada en base a la relacion estequiométrica
entre el diéxido de carbono y el etanol. Registrando la pérdida de peso a ciertos intervalos durante la fermentacion,
se pueden determinar la tasa y el rendimiento de produccion de etanol. EL método gravimétrico proporciona un
método fiable, conveniente y barato para la determinacién del etanol.

Ejemplo 1: Test de Estabilidad: Comparacion de la Vida Util

[0047] La estabilidad y vida util de la Levadura Liquida Estabilizada fue comparada con la de la Levadura Liquida
tradicional y productos de Levadura Comprimida. La Actividad de Fermentacion fue medida por el método
gravimétrico. La levadura usada es una cepa de combustible de etanol de Saccharomyces cerevisiae producida por
Lallemand Inc. y distribuida por Ethanol Technology. La actividad fue medida por el método gravimétrico.

[0048] Como se muestra en la tabla siguiente y en la Figura 1, la preparacion estabilizada tiene una mejor vida Uutil
Yy no muestra signos de asentamiento.
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Tabla 1: comparacion de la Vida Util

Tiempo (dias) Levadura Liquida Estabilizada Levadura Liquida (Crema) Levadura Comprimida

Actividad Fermentativa (%)

0 100 100 100
15 95 90 85
30 92 80 75
45 88 70 65
60 85 65 55
75 82 45 40
90 83 38 30

Ejemplo 2: Rendimiento Comparativo de la produccién de Etanol de la levadura SLY

[0049] Se realizé una comparacion de la capacidad de produccion de etanol de la levadura seca activa, la levadura
comprimida y la levadura liquida estabilizada. Como se ha mencionado anteriormente, toda la levadura usada en
este experimento es una cepa de combustible de etanol de Saccharomyces cerevisiae producida por Lallemand Inc.
y distribuida por Ethanol Technology. La actividad fue medida por el método gravimétrico descrito anteriormente. La
levadura liquida estabilizada probada comprendia 3,2 % (w/v) de 95% de Glicerol y 0,1 % (w/v) de goma Xantana.

[0050] La levadura fue incubada con pasta de maiz y la produccién de etanol fue medida a intervalos de 2 horas
durante 12 horas. La Tabla 2 y la Figura 2 muestran que la LSY tenia un rol de fermentacién mas rapido que la
levadura comprimida o que la levadura seca activa.

[0051] La pasta de maiz es de origen industrial, contiene un 60% de backset y ya ha sido tratada con alfa-amilasa.
Ver mas arriba. llustra como el glicerol contribuye a estabilizar la vitalidad de la levadura “muy activa” que a su vez
se traduce en una fase de retraso mas corta. A pesar de que la invencidn cubre la levadura en todos los estados
fisiologicos (fase exponencial de crecimiento, fase estacionaria de crecimiento, etc.), el término levadura “muy activa”
supone levadura con mas del 3% de células en germinacién o/y levadura con contenido de proteinas (N x 6,25)
mayor del 40%) y con/o un contenido de fosfato (como el P205) mayor del 2%. Esta fase de retraso mas corta
también contribuye a reducir el impacto de la contaminacion bacteriana inherente que viene con la pasta y permite al
productor de combustible de etanol evitar el paso de propagacién y afadir la levadura (paso de pitcheo)
directamente a los fermentadores. También puede contribuir a reducir el uso de antibiéticos usados comdnmente en
esta industria.
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Ejemplo 3: Rendimiento de Etanol Mejorado de la Levadura Liquida Estabilizada

[0052] La Tabla 3y la Figura 3 ademas ilustran como el proceso de estabilizacion permite a una preparacion de
levadura liquida rendir mejor (es decir, tiene un rendimiento de etanol mejor). La Levadura Liquida Estabilizada fue
comparada con la levadura Comprimida para la misma cantidad de solidos “tal cual’. Se us6 la misma composicion
de pasta de maiz que en el Ejemplo 2.

[0053] Como se ha mencionado anteriormente, toda la levadura usada en este experimento es una cepa de
combustible de etanol de Saccharomyces cerevisiae producida por Lallemand Inc. y distribuida por Ethanol
Technology. La actividad fue medida por el método gravimétrico descrito anteriormente. La levadura liquida
estabilizada probada comprendia 3,2 % (w/v) de 95% de Glicerol y 0,1 % (w/v) de goma Xantana.

[0054] Resulta aparente de los resultados que el proceso de estabilizacion permite que la levadura de un
rendimiento de etanol mejor que la forma no estabilizada. La leve diferencia observada se traduce en una mejora
impresionante en una escala industrial completa.
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Ejemplo 4: Comparacion del Rendimiento de fermentacién tras almacenamiento de 8 semanas

[0055] Como se ha mencionado anteriormente, toda la levadura usada en este experimento es una cepa de
combustible de etanol de Saccharomyces cerevisiae producida por Lallemand Inc. y distribuida por Ethanol
Technology. La actividad fue medida por el método gravimétrico descrito anteriormente. La levadura liquida
estabilizada probada comprendia 3,2 % (w/v) de 95% de Glicerol y 0,1 % (w/v) de goma Xantana.

Tabla 4: Rendimiento de la fermentacién tras almacenamiento de 8 semanas

Tiempo Levadura de Bolsa Fresca Levadura Liguida Estabilizada
6,5 Horas 0,630 g 0,664 g

8 Horas 13419 1,393 g

10 Horas 2,633 9 2,710 g

24 Horas 8,012 g 8,085 g

32 Horas 9,712 g 9,868 g

48 Horas 11,007 g 11,234 g

Experimento 5: Actividad Tras Almacenamiento de 8 semanas

[0056] En este experimento, se uso la levadura de Panaderia de Lallemand; la SLY fue producida usando 3,2% de
95% de glicerol y 0,1% de goma xantana (todos w/v). Bajo estrés normal la levadura fue probada en una formulacion
de pan blanco que contenia, entre otros ingredientes, 3,8% (w/w Vs harina) de azucar, 1,7% (w/w) de sal de mesa
(NaCl), y 181 g de agua por cada 275 g de harina. Bajo condiciones de estrés la levadura fue probada para su
produccién de gas en una masa que contenia 16,7% (w/w Vs harina) de azlcar (sacarosa), 16,7% (w/w Vs harina)
de grasa (materia grasa), 2% (w/w) de sal y 147 g de agua por cada 300 g de harina.

[0057] La produccion de gas fue evaluada poniendo una cantidad conocida de masa en el fermentografo, (SJA
(Suecia) o Risograph (USA)) e incubandola durante una hora a 35 C. La misma cantidad de levadura fue usada en
este ejemplo; es decir 4,7% (w/w Vs harina) de levadura comprimida o su equivalente de SLY para las condiciones
de Estrés Normales y 5,0% de levadura comprimida o su equivalente de SLY bajo condiciones de Estrés Altas.

[0058] Este experimento muestra que la Levadura Liquida Estabilizada supera la levadura de bolsa fresca tras un

periodo de almacenamiento extendido (8 semanas). También muestra que la LSY tiene unas caracteristicas de
fermentacion significativamente mejoradas en situaciones de estrés altas.

Tabla 5: Resultados de la Prueba de Actividad tras almacenamiento de 8 semanas

Pruebas de Actividad Levadura de Bolsa Fresca Levadura Liquida Estabilizada
Estrés Alto 275 cc 360 cc
Estrés Normal 550 cc 575 cc

11
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de etanol que comprende combinar una composicion que comprende (a) levadura (b)
una o mas gomas y (c) uno o mas compuestos de polihidroxi con una sustancia fermentable, en donde la levadura
es de un género seleccionado de: Saccharomyces, Kluyveromyces y Torulaspora y esta en forma de levadura en
crema, la goma esta presente en alrededor de ,03 a alrededor del 1% por peso y es seleccionada del grupo
consistente de algarroba, tragacanto, goma arabiga, guar y xantana, y el compuesto de polihidroxi esta presente en
alrededor de un 1 a un 5% por peso y es seleccionado del grupo consistente de glicerol, propilengicol,
monosacaridos no fermentables, oligosacaridos no fermentables, alcoholes de azlUcar no fermentables,
oligocarbohidratos solubles, carbohidratos poliméricos solubles y polietilenglicol, y mezclas de los mismos.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende pitchear la composicién directamente al fermentador de
produccién.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la crema en la composicion estd compuesta de
alrededor del 15-24% de solidos.

4. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en done la levadura en la composicién es Saccharomyces.

5. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde le monosacarido no fermentable en la composicion
es xilosa.

6. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde el alcohol de azucar no fermentable en la
composicion es seleccionado del grupo consistente de manitol y sorbitol.

7. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el carbohidrato polimérico en la composicion es
seleccionado del grupo consistente de almidén hidrolizado, celulosa y agarosa.

8. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la levadura en la composicion es seleccionada del
grupo que comprende levadura de alta actividad, levadura de alta germinacion, levadura de nitrégeno alto y levadura
de proteinas altas.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde la levadura es levadura de alta germinacién.

12
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