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DESCRIPCION
Pretratamiento alcalino suave y sacarificacion y fermentacion simultaneas de biomasa lignoceluldsica en acidos organicos.

Campo de la invencién

[0001] La invencién se refiere a un método para la produccion de acidos organicos como un producto de fermentacion de
biomasa lignoceluldsica, donde la biomasa lignoceluldsica es pretratada usando un agente alcalino. La invencion ademas se
refiere a un reactor para llevar a cabo el método de la invencién.

Antecedentes de la invencién

[0002] Materias primas de biomasa lignocelulésica se pueden utilizar para procesos de fermentacién, en particular, bioetanol
y acido lactico. Procesos convencionales para convertir materiales lignocelulésicos en productos quimicos en masa, tal
como acido lactico, requiere pretratamiento, hidrélisis enzimatica y fermentaciéon microbiana. Biomasa lignocelulésica es una
fuente de carbono renovable muy disponible y poco costosa que no tiene valor alimenticio competitivo. Lignocelulosa
consiste principalmente en celulosa y hemicelulosa; polimeros se desarrollan principalmente de azicares de hexosa y
azucares de pentosa, que se introducen en una matriz del polimero fendlico de lignina. La ruta principal para derivar
azucares fermentables de lignocelulosa es a través de hidrélisis enzimatica por enzimas hemiceluloliticas y celuloliticas. Un
pretratamiento quimico y mecanico de la lignocelulosa se requiere para reducir tamafo de particula, para modificar y/o para
eliminar la lignina y con aquello mejorar la accesibilidad de los polisacaridos para hidrélisis enzimatica (Claassen et al.
(1999) Microbiol. Biotecnol. 52:741-755).

[0003] Varios pretratamientos quimicos de biomasa han sido estudiados en la investigacion y desarrollo de tecnologia de
producciéon de lignocelulosa-a-etanol (Mosier et al. (2005) Bioresour. Technol. 96:673-686). Pretratamiento alcalino de
biomasa lignoceluldsica con cal (Ca(OH);) a temperaturas moderadas (<100°C) se mostré que era un pretratamiento
prometedor para mejorar hidrolisis enzimatica, y se puede caracterizar por una alta degradabilidad enzimatica sin
deslignificacion significativa o degradacion de xilano del sustrato lignocelulésico (Chang et al. (1998) Appl. Biochem.
Biotecnol. 74:135-159). Sin embargo, este pretratamiento alcalino en un valor de pH relativamente alto (>10) no es atractivo
ya que la actividad de enzimas xilanoliticas y celuloliticas comunes, necesario para la despolimerizacion de (hemi)-celulosa,
es baja en este pH. Por ejemplo, cepa de especie Bacillus 36D1 fue descrita como un biocatalizador para producciéon de
acido lactico a través de sacarizacion y fermentacion simultaneas (por sus siglas en inglés SSF) en la que azucares
derivados de ambas hemicelulosa y celulosa se fermentan en un vaso Unico y donde la productividad volumétrica de SSF a
acido lactico era 6ptima con pH 5.0 a 50°C (Patel et al. biotecnol. Prog. 2005, 21,1453-1460 )). Por lo tanto, reducir el pH es
esencial para conseguir una hidrélisis enzimatica eficaz de los polisacaridos. Un método para eliminar hidréxido calcico es
lavando la biomasa tratada de cal antes de la hidrdlisis enzimatica (Chang et al. (1998) Appl. Biochem. Biotecnol. 74:135-
159); no obstante, esto conduce al uso de altas cantidades de agua. Otra manera para reducir el pH del material pretratado
es neutralizando hidroxido calcico con acidos, tales como acido sulfurico y acido acético, o con CO,. Aun esto produce la
formacion de las sales de valor bajo como subproducto, tal como yeso o carbonato calcico. Por lo tanto, este problema de
alto valor de pH (>10) de material lignocelulésico después del pretratamiento con cal y antes de la hidrdlisis enzimatica, aun
no ha sido debidamente resuelto.

[0004] La presente invencion proporciona un método para la produccion de un &cido organico como un producto de
fermentacion de biomasa lignocelulésica, un reactor para llevar a cabo el método de la invencion y uso del reactor para
llevar a cabo el método de la invencion, donde la naturaleza alcalina de la biomasa pretratada alcalina se usa en el proceso
de sacarificacién y fermentacion simultanea para controlar el pH durante fermentacion.

Descripcién de la invencion

[0005] En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para la producciéon de un acido organico como un
producto de fermentacién de biomasa lignoceluldsica, que incluye las etapas de:

a) pretratamiento de biomasa lignocelulésica con un agente alcalino para obtener biomasa lignocelulosica pretratada
alcalina con un pH de entre aproximadamente 8,0 y aproximadamente 14,0

b) sacarificacién y fermentacion simultanea (SSF) de la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina de fase a) en un
fermentador, por la cual la reduccion en pH, provocada por la produccion del acido organico, es neutralizada por la adicién
de biomasa lignocelulésica pretratada alcalina como obtenida en la fase a) con un pH de entre aproximadamente 8,0 y
aproximadamente 14,0, opcionalmente en combinacion con un &lcali, para adaptar el pH por debajo de aproximadamente
8,0 y/o para mantener el pH a un especifico pH por debajo de 8,0, permitiendo actividad éptima del microorganismo(s) y/o
enzimas anadidas; y

c¢) opcionalmente recuperacion del producto de fermentacién; donde el SSF de paso b) comprende una fase de pre-hidrélisis
donde el pH de una parte de la biomasa pretratada alcalina obtenida por paso a) se adapta por adicién de uno o varios
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acidos hasta entre 2,0 y 8,0 para permitir la conversiéon de biomasa pretratada alcalina en azlicares fermentables para iniciar
la conversion microbiana de biomasa en acidos organicos.

[0006] El término "acido organico como un producto de fermentacion" es aqui definido como un producto que ha sido
obtenido por fermentacion por uno o mas microorganismos, en el que el producto es una molécula organica que comprende
al menos un grupo carboxilo. En una forma de realizacién, el producto de fermentacion que se produce por el método de la
presente invencién es seleccionado del grupo que consiste en, pero no se limita a: acido lactico, acido citrico, acido
itaconico, acido succinico, acido fumarico, acido glicélico, acido piravico, acido acético, acido glutamico, acido malico, acido
maleico, acido propiénico, acido butirico, acido glucénico y combinaciones de lo mismo. En una forma de realizacion
particularmente preferida, el producto de fermentacion es acido lactico.

[0007] Alternativamente o en combinacién con formas de realizacién preferidas precedentes, en otra forma de realizacion
preferida, la biomasa lignocelulésica es seleccionada del grupo que consiste en, pero se no limita a: césped, madera,
bagazo, paja, papel, material vegetal (paja, heno, etc.), y combinaciones de lo mismo. En una forma de realizacion, la
biomasa lignoceluldsica es paja de trigo, paja de maiz, paja de cebada, paja de arroz, paja de centeno o paja de cualquier
planta cultivada.

[0008] Alternativamente o en combinacién con formas de realizacion preferidas precedentes, en otra forma de realizacion, la
biomasa lignocelulésica es aire seco, teniendo al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 89.5, 90 0 95% (p/p) de materia seca.
En otra forma de realizacién, la biomasa lignocelulésica no es secada, es decir biomasa fresca puede ser utilizada.

[0009] Alternativamente o en combinacién con formas de realizacién preferidas precedentes, en otra forma de realizacion
preferida, la biomasa lignocelulésica sufre una pre-extraccion antes del pretratamiento para eliminar componentes solubles
no fermentables tales como proteinas, aminoacidos o componentes inorganicos solubles contenidos en la biomasa que
puedan interferir con hidrdlisis posterior y fermentacion. En otra forma de realizacion preferida, componentes solubles
fermentables se pueden quitar de la biomasa lignocelulésica. El término "pre-extraccion" es aqui definido como cualquier
tratamiento que elimina componentes solubles de la biomasa lignocelulésica.

[0010] Alternativamente o en combinacién con formas de realizacién preferidas precedentes, en otra forma de realizacion
preferida, el pretratamiento de biomasa lignocelulésica es precedido por o se combina y/o se integra con una trituracion
mecanica de biomasa lignocelulésica. Trituracion mecanica se realiza para cambiar la distribucion del tamafio de las
particulas de la biomasa lignocelulésica de manera que la eficiencia del pretratamiento y procesos posteriores son
mejorados, y el agente alcalino es integramente mezclado en la biomasa lignocelulésica. En una forma de realizaciéon
preferida, la trituracion mecanica comprende, pero no se limita a: fresado, refinacion mecanica y extrusion.

Paso a) pretratamiento de biomasa lignocelulésica con un agente alcalino

[0011] Pretratamiento de biomasa lignoceluldsica se requiere para liberar la matriz lignocelulésica, eliminando o modificando
la lignina y aumentando el area de superficie de celulosa. El término "pretratamiento" es aqui definido como cualquier
método realizado antes de la hidrdlisis procurando aumentar el grado de hidrdlisis después de hidrolizacion de lignocelulosa.
Pretratamiento de biomasa lignoceluldsica es preferiblemente realizado hasta que al menos aproximadamente 50%, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 75%, aun mas preferiblemente al menos aproximadamente 85% de
componentes de carbohidrato en la biomasa pretratada se convierten por una o mas enzima(s) hidrolitica(s) en uno o mas
azucares monomeéricos dentro de un periodo temporal razonable, tal como aproximadamente 24 horas.

[0012] En combinacion con formas de realizacién preferidas precedentes, en otra forma de realizacion preferida, la presente
invencién se refiere al pretratamiento de biomasa lignocelulésica con un agente alcalino para obtener biomasa
lignocelulésica pretratada alcalina con un pH dispuesto entre aproximadamente 8.0 y aproximadamente 14.0,
preferiblemente entre aproximadamente pH 8,0 y pH 12,5 o 12,0. Asi, una cantidad adecuada de uno o mas agentes
alcalinos se afiaden a la biomasa y son incubados para un periodo de tiempo adecuado y a una temperatura adecuada,
como indicado aqui posteriormente. Durante el pretratamiento alcalino de la biomasa lignocelulésica, el pH puede descender
aproximadamente 0.5 a aproximadamente 2.0 unidades debido a la liberacion de &acidos contenidos en la biomasa
lignocelulésica. En una forma de realizacion preferida, la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina segun la invencién
tiene un valor de pH dispuesto entre aproximadamente 8.5 y aproximadamente 12.5, mas preferiblemente dispuesto entre
aproximadamente 9.0 y aproximadamente 12.0, dispuesto incluso mas preferiblemente entre aproximadamente 9.5 y
aproximadamente 12.0, de la forma mas preferible un valor de pH de aproximadamente 11.8.

[0013] Alternativamente o en combinacién con formas de realizacion preferidas precedentes, en otra forma de realizacién
preferida, el agente alcalino que se usara en la fase a) del método de la presente invencion es seleccionado del grupo que
consiste en, pero no se limita a: hidroxido calcico (Ca(OH).), 6xido de calcio (CaO), amoniaco (NHs), hidroxido sédico
(NaOH), hidréxido potasico (hidréxido de potasio), urea, o combinaciones de los mismos.
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[0014] Alternativamente o en combinacién con la forma de realizacion preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, la proporcién de biomasa lignocelulésica del agente alcalino es dispuesta entre aproximadamente 1:100 vy
aproximadamente 20:100, mas preferiblemente entre aproximadamente 2,5:100 y aproximadamente 17,5:100 y de la forma
mas preferible entre aproximadamente 5:100 y aproximadamente 15:100. El agente alcalino: proporcién de biomasa
lignoceluldsica se puede seleccionar de tal manera que mejore la degradabilidad enzimatica y fermentabilidad de celulosa y
hemicelulosa. Alternativamente o en combinacion con la forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de
realizacion preferida, el pretratamiento de biomasa lignocelulésica con un agente alcalino se realiza a una temperatura
adecuada. La temperatura mas adecuada para realizar el paso (a) de la invencion es la temperatura resultante de los costes
de produccion minimos del producto de fermentacion, preferiblemente sin afectar la eficiencia de fermentacion, para
cualquier tipo seleccionado y concentracion de biomasa, las otras condiciones seleccionadas de pretratamiento (p. ej., pH y
periodo de tiempo) y las condiciones seleccionadas para SSF (por ejemplo; microorganismo(s), temperatura, enzima(s)). En
una forma de realizacion preferida la temperatura adecuada es dispuesta entre aproximadamente 50°C y aproximadamente
115°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 60°C y aproximadamente 95°C, mas preferiblemente entre
aproximadamente 70°C y aproximadamente 90°C, incluso mas preferiblemente entre aproximadamente 80°C vy
aproximadamente 90°C y de la forma mas preferible aproximadamente 85°C.

[0015] Alternativamente o en combinacion con la forma de realizaciéon preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, el pretratamiento de biomasa lignocelulésica con un agente alcalino se realiza durante un periodo de tiempo
dispuesto entre aproximadamente 2 horas hasta aproximadamente 20 horas, mas preferiblemente entre aproximadamente 4
horas y aproximadamente 16 horas, mas preferiblemente entre aproximadamente 5 horas y aproximadamente 12 horas,
mas preferiblemente entre aproximadamente 6 horas y aproximadamente 10 horas, y de la forma mas preferible durante un
periodo de tiempo de aproximadamente 8 horas. El periodo de tiempo mas adecuado para realizar el paso (a) de la
invencién es el periodo de tiempo, resultante de los costes de produccién minimos del producto de fermentacion,
preferiblemente sin afectar la eficiencia de fermentacion, para cualquier tipo seleccionado y concentracién de biomasa, las
otras condiciones de pretratamiento seleccionadas (p. ej., pH y temperatura) y las condiciones seleccionadas para SSF (por
ejemplo; microorganismo(s), temperatura, enzima(s)).

[0016] Alternativamente o en combinacion con la forma de realizacion preferida precedente, en otra forma de realizacién
preferida, la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina de la invencion, esta sujeta a uno o varios de los siguientes pasos
antes de SSF: un paso de enfriamiento, un paso de lavado y/o un paso de deshidrataciéon. En una forma de realizacion mas
preferida, la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina se enfria hasta aproximadamente 80°C, mas preferiblemente hasta
aproximadamente 70°C, mas preferiblemente hasta aproximadamente 60°, mas preferiblemente hasta aproximadamente
50°C, mas preferiblemente hasta aproximadamente 40°C y de la forma mas preferible aproximadamente 30°C. El término
"deshidratacion" o "drenaje" como se utiliza en este caso se define como eliminacion del agua libre de la biomasa. En otra
forma de realizacion preferida, el paso de deshidratacion es realizado usando filtracion mientras se aplica presion a la
biomasa pretratada, donde la presiéon aplicada es dispuesta entre 0 y aproximadamente 100 bar. Otros métodos de
deshidratacién seran conocidos por el experto en la materia. En otra forma de realizacién mas preferida, el paso de lavado
se realiza para eliminar inhibidores de fermentacion tales como acidos organicos (p. €j., acido acético). En una forma de
realizacion preferida, el paso de lavado se realiza por adicion de agua después de la deshidratacion seguido de un paso
siguiente de deshidratacion.

[0017] Alternativamente o en combinacién con una forma de realizacion preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida de la presente invencion, la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina del paso (a) se afiade a la sacarificacion y
fermentacion simultanea (SSF) proceso de paso (b) descrito abajo, mas preferiblemente en una manera lote alimentado,
para neutralizar la acidificacion que se provoca por la fermentacién microbiana en el paso (b). El término "neutralizar" o
"neutralizacion" es aqui definido como adaptando y/o manteniendo el pH de la mezcla SSF a un pH igual a o por debajo de
aproximadamente 8.0, tal como adaptando y/o manteniendo el pH a/en un especifico pH de aproximadamente 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5, 7.0, 7.5 u 8.0, dependiendo de pH 6ptimo de enzima(s) hidrolitica y/o microorganismo(s). Asi, en el proceso SSF de
paso (b) descrito abajo , biomasa lignocelulésica pretratada alcalina se afiade a la mezcla SSF para neutralizar la
disminucion de pH provocada por la produccion del acido organico, manteniendo el pH a un nivel constante. El experto en la
técnica sabra elegir el nivel de pH que sera mantenido en la mezcla SSF.

Paso b) sacarificacién y fermentacién simultanea

[0018] EI término "sacarificacion y fermentacion simultanea" (SSF) es aqui definido como la hidrélisis enzimatica simultanea
de carbohidratos poliméricos de la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina en sacaridos fermentables y ademas la
conversion de sacaridos en el producto de fermentacion por uno o mas microorganismo(s).

[0019] La presente invencion se refiere a SSF de la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina en un fermentador, por la
cual la biomasa lignoceluldésica pretratada alcalina se afiade a la mezcla SSF, preferiblemente en una manera lote
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alimentado para neutralizar la acidificacién que se provoca por la fermentacion microbiana en el paso (b).

[0020] Alternativamente o en combinacion con una forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida de la presente invencion, el proceso SSF del paso (b) se acciona en un modo de quimiostato, en el que la biomasa
lignoceluldsica pretratada alcalina se usa como un nutriente. Un "modo de quimiostato" es aqui definido como un dispositivo
fermentador para mantener los parametros de fermentacion, tal como concentracion de nutrientes y pH, esencialmente
constante. Alternativamente o en combinacion con la forma de realizacion preferida precedente, en otra forma de realizacién
preferida, la SSF comprende los pasos de: i) opcionalmente una fase de pre-hidrdlisis; ii) hidrolisis enzimatica con una
enzima hidrolitica para obtener sacaridos fermentables; y iii) Fermentacidn microbiana que usa uno o mas
microorganismo(s) que es capaz de convertir los sacaridos del paso ii) en el producto de fermentacion.

[0021] La SSF comprende una fase de pre-hidrélisis donde una parte de la biomasa pretratada alcalina, de la cual el pH se
adapta al nivel deseado por adicién de uno o mas acidos, se convierte en azlcares fermentables, proporcionando un
entorno adecuado para el microorganismo(s) para iniciar la conversién microbiana de biomasa en acidos organicos.

[0022] Alternativamente o en combinacién con la forma de realizacion preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, la fase de pre-hidrélisis se realiza durante un periodo suficiente para aumentar la concentracion de azucar
fermentable en el reactor hasta un valor de entre 0,5 y 10, mas preferiblemente de entre 1y 5 g/l.

[0023] Alternativamente o en combinacion con la forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, la SSF comprende una fase de hidrdlisis enzimatica con una o mas preparaciones enzimaticas hidroliticas para
obtener sacaridos. Los sacaridos que se pueden obtener por hidrélisis enzimatica pueden comprender por ejemplo glucosa,
manosa, fructosa, lactosa, galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, acido galacturénico y sacaridos oligoméricos de
(combinaciones de) estos.

[0024] La hidrdlisis enzimatica de carbohidratos poliméricos segun el método de la invencion es necesaria para formacion de
un sustrato que se puede utilizar por el(los) microorganismo(s) en el paso de fermentaciéon. Una enzima hidrolitica para usar
en el método de la invencioén, es decir que se afiade en una cantidad adecuada al proceso SSF del paso (b), puede ser,
pero no se limita a, el grupo que comprende: preparaciones con celulasa, preparaciones de hemicelulasa, celobiasa,
preparaciones de xilanasa, amilasa y pectinasa. Tales preparaciones enzimaticas son disponibles comercialmente y pueden
por ejemplo ser obtenidas de Genencor International B.V. (Leiden, Paises Bajos). Una cantidad adecuada de actividad
enzimatica hidrolitica para usar en el método de la invencién es la cantidad de actividad enzimatica hidrolitica, que resulta
de los costes de produccion minimos del producto de fermentacion mientras retiene actividad enzimatica buena u 6ptima,
con el tipo seleccionado y concentracion de biomasa, las condiciones seleccionadas de pretratamiento (p. €j., pH, periodo
de tiempo y temperatura) y las condiciones seleccionadas para la SSF (por ejemplo; microorganismo(s) y temperatura). Una
cantidad adecuada de actividad enzimatica hidrolitica por ejemplo estaria en la variedad de aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 50, mas preferiblemente aproximadamente 5 a aproximadamente 40 unidades de papel de filtro (FPU),
aunque actividades enzimaticas hidroliticas mas altas pueden ser utilizadas. Alternativamente o en combinacién con la
forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de realizacion preferida, la hidrélisis enzimatica durante la SSF
segun el método de la invencion produce un hidrolizado que comprende concentraciones muy bajas o incluso
concentraciones insignificantes de compuestos de inhibicion de fermentacion. En una forma de realizacion preferida, las
concentraciones de furfural, compuestos fendlicos y 5-HMF que se forman en la SSF son menos que 0.2 g/l. La cantidad de
tales compuestos se pueden medir usando métodos estandar, tal como Analisis de HPLC.

[0025] Uno o mas microorganismo(s) para usar en el método de la invencién, es decir que se afiaden a la mezcla SSF del
paso (b) anterior antes y/o durante la SSF, puede ser una bacteria, un hongo (incluyendo una levadura), una arquea o un
alga. En una forma de realizacion preferida, la bacteria es seleccionada de una cepa de Bacillus termotolerante. En otra
forma de realizaciéon preferida, el microorganismo es seleccionado del grupo consistiendo en, pero no limitado a:
Acetobacter aceti, A. hansenii, A. liquefaciens, A. mesoxidans, A. pasteurianus, A. suboxydans, A. xilinum, Achromobacter
agile, A. lactium, Acinetobacter baumanii, A. calcoaceticus, A. genospecies, A. genospesis, A. haemolyticus, A. junii,
Acinetobacter sp. Actinomycete sp., Actinoplane missouriensis, Aerobacter aerogenes, A. cloacae, Aeromonas culicicola , A.
formicans, Aeromonas, sp. Agrobacterium radiobacter, A. rhizogenes, A. tumefaciens, Alcaligenes faecalis, Alcaligenes sp.,
A. tolerans, A. viscolactis, Amylolatopsis mediterranei, Anabaena ambigua, A. subcylindria, Aquaspirillium intersonii,
Arthroascus javanensis, Arthrobacter albidus, A. citreus, A. luteus, A. nicotinae, A. polychromogenes, A. simplex,
Arthrobacter sp., A. ureafaecalis, A. viscosus, Azomonas macrocytogenes, Azospirillum brasilense, A. lipoferum, Azotobacter
chroococcum, A. agilis, A. chroococcum, A. macrocytogenes, Azotobacter sp., A. vinelandii, Azotomonas Insolita, Bacillus
aminovorans, B. amyloliquefaciens, B. aneurinolyticus, B. aporrheous, B. brevis, B. cereus, B. cereus subsp. mycoids, B.
circulans, B. coagulans, B. firmus, B. freudenreichii, B. globigii, B. laevolacticus, B. laterosporus, B. lentus, B. licheniformis,
B. macerans, B. macquariensis, B. marcescens, B. megaterium, B. mesentericus, B. pantothenticus, B. pasteurii, B.
polymyxa, B. pumilus, B. racemilacticus, Bacillus sp., B. sphaericus, B. stearothermophilus, B. subtilis, B. thuringiensis, B.
zopfii, B., subtilis, Beijerinckia indica, B. lactiogenes, Bordetella bronchiseptica, Brettanomyces intermedius, Brevibacterium
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ammoniagene, B. diverticatum, B. immariophilum, B. imperiale, B. linens, B. liquifaciens, B. luteum, B. roseum, B.
saccharoliticum, B. vitarumen, Candida albicans, C. bombii, C. brumptii, C. catenulata, C. colliculosa, C. deformans, C.
epicola, C. etchellsii, C. famata, C. freyschussii, C. glabrata, C. gropengiesseri, C. guilliermondii, C. krusei, C. lambica, C.
lusitaniae, C. magnoliae, C. mannitofaciens, C. melibiosica, C. mucifera, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. rugosa, C,
rugosa, C. tropicalis, C. utilis, C. versatilis, C. wickerhamii, C. sake, C. shehatae Candida Sp., C. stellata, Cellulomonas
bibula, C. bizotea, C. cartae, C. fimi, C. flavigena, C. gelida, C. uda, Chainia, sp. Chlorella pyirenoidosa, Chromatium sp.,
Citeromyces matritensis, Citrobacter fruendii, C. acetobutylicum, C. felsineum, C. pasteurianum, C. perfringens, C. roseum,
C. sporogenes, C. tetanomorphum, Corynebacterium rubrum, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium sp.
Cryptococcus laurentii, C. leteolus, C. neoformans, C. neoformans, Crytococcus, sp., Cytophaga hutchinsonii, Debariomices
castellii, D. fibuligera, D. hansenii, D. marama, D. poyimorphus, D. vanriji, Dekerra anomala, D. claussenii, D. bruxellensis, D.
intermedia, D. naardensis, Desulfotomaculum nigrificans, Desulfovibrio desulfuricans, Enterobacter aerogenes, E. clocae,
Erwinia cherysanthemi, Escherichia coli, E. intermedia, E. irregular, Euglena gracilis, Filobasidium capsuligenum, F.
uniguttulatum, Flavobacterium dehidrogenans, F. devorans, F. odoratum, Flavobacterium sp., Geotrichum, sp.
Gluconobacter melanogenes, G. melanogenus, G. oxydans, G. roseus, Guilliermondella selenospora, Hafnia alvei,
Halobacterium cutirubrum, H. halobium, H. salinarium, H. trapinium, Haneseniaspora vineae, Hansenula beckii, H.
beijerinckii, H. canadensis, H. capsulata, H. ciferrii, H. polymorpha, H, valbiensis, Hormoascus ambrosiae, Issatchenkia
orientalis, Janthinobacter lividum, jensinia canicruria, Klebsiella aerogenes, K. pneumoniae, K. terrigena, Klockera corticis, K.
javancia, Kluveromyces marxianus, Kluyvera citrophila, K. lodderi, K. marxianus, K. marxianus var. lactis, Lactobacillus
acidophilus, L. brevis, L. buchneri, L. bulgaricus, L. casei, L. casei var. rhamnosus, L. delbrueckii, L. fermentum, L.
helveticus, L. jugurti, L. lactis, L. leichmannii, L. pentosus, L. plantarum, Lactobacillus sp., L. sporogenes, L. viridescens,
Leuconostoc mesenteroides, L. oenos, Leuconostoc sp., Leucosporidium frigidium, Lineola longa, Lipomyces lipofera, L.
starkeyi, Metschnikowia pulcherrima, M reukaufii, Micrococcus sp. Micrococo flavus, M glutamicus, M luteus, Microcyclus
aguaticus, M flavus, Morexella it, sp. Mycobacterium phlei, M smegmatis, Mycobacterium sp., Micoplana bullata, M dimorfa,
Microciclus aquaticus, Nadsonia elongata, Nematospora coryli, Nitrobacter, sp. Nitrosomona, sp. Nocardia asteroids, N.
calcaria, N. cellulans, N. hydrocarbonoxydans, N. mediterranei, N., rugosa Nocardia sp., Nocardiopsis dassonvillei, Nostoc
elipsosporum, N. entrophytum, N. muscorum, N. punctriforme, Oerskovia xantineolyitica, Oosporidium margaritiferum,
Pachysolen tannophilus, Pachytichospora transvaalensis, Pediococcus acidilactici, P. cerevisiae, P. pentosaceous, Pichia
anomala, P. carsonii, P. farinosa, P. fermentans, P. fluxuum, P. guilliermondii, P. haplophila, P. ohmeri, P. pastoris, P. pijperi,
P. rhodanensis, P. toletana, P. trihalophila, P. stipitis, Propionibacterium freudenreichii, P. shermanii, P. toenii, P. zeae,
Protaminobacter alboflavus, Proteus mirabilis, P. morganii, P. morganii, P. vulgaris, Prototheca moriformis, Providencia
styartii, pseudomonas aeruginosa, P. acidovorans, P. aeruginosa, P. aureofaciens, P. auruginosa, P. azotogensis, P.
cariophylli, P. cepacia, P. convexa, P. cruciviae, P. denitrificans, P. desmolytica, P. desmolitycum, P. diminuta, P.
fluorescens, P. fragi, P. glutaris, P. hydrophila, P. lemonnieri, P. maltophilia, P. mildenbergi, P. oleovorans, P. ovalis, P.
pictorum, P. pisi, P. pseudoalcaligenes, P. pseudoflava, P. putida, P. reptilivora, P. resinivorans, P. solanacerum,
Pseudomonas sp., P. stutzeri, P. syringae, P. testosteroni, P. viridiflava, Rhizobium indigofera, R. japonicum, R.
leguminosarum, R. lupini, R. meliloti, R. phaseoli, Rhizobium sp, R. trifoli, Rhodococcus sp., R. terrae, Rhodosporidium
torreloides, Rhodotorula aurantiaca, R. glutinis, R. graminis, R. marina, R. minuta, R. rubra, Rhodotorula, sp. Saccharomyces
capsulraries, S. cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii, Saccharomicopsis fibuligera, Salmonella abony, S. typhimurium,
Sarcina lutea, Sarcina sp., S. subflava, Scenedesmus abundans, Schizosacaromyces octosporus, S. pombe, S. slooffii,
Schwanniomyces occidentalis, Serratia marcescens, S. marinorubra, S. plymuthiea, Spirulina sp. Sporobolomyces
holsaticus, S. roseus, S. salmonicolor, Sreptomyces diastaticus, S. olivaceous, S. rimosus, Sreptomyces sp., S. venezuelae,
Staphylococcus afermentans, S. albus, S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus agalactiae, S. cremoris, S. diacetilactis, S.
faecalis, S. faecium, S. lactis, S. pyogenes, S. salivaris, Streptococcus sp., S. thermophilus, S. zymogenes, S. peuceticus, S.
albogriseolus, S. albus, S. antibioticus, S. atrofaciens, S. aureofaciens, S.caelastis, S. diastaticus, S. erythraeus, S.
fluorescens, S. fradiae, S. griseoflavus, S. griseus, S. hawaiiensis, S. hygroscopicus, S. kanamyceticus, S. lavendulae, S.
lividans, S. nataliensis, S. nitrosporeus, S. niveus, S. noursei, S. olivaceous, S. olivaceus, S. phacochromogenes, S.,
pseudogriseolus, Streptomyces sp., S. termonitrificans, S. venezualae, S. vinaceus, S. viridefaciens, Streptosporangium, sp.
Streptoverticillium cinnamoneum, S. mobaraense, Streptoverticillium sp., Thermospora sp., Thiobacillus acidophilus, T.
ferrooxidans, T. novellus, T. thiooxidans, Torulaspora delbrueckii, Torulopsis ethanolitolerans, T. glabrata, Torulopsis sp.,
Tremella mesenterica, Trichosporon beigelii, T. capitatum, T. pullulans, Trichosporon sp, Trigonopsis variabilis, Williopsis
californica, W. saturnus, Xanthomonas campestris, X malvacearum, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomices bisporus, Z.
rouxii, Z. bisporus, Z. priorionus, Zygosporium aromyces, Z. priorionus, Zymomonas anaerobia, Z, mobilis, Absidia
coyimbifera, Acremonium chrysogenum, Actinomucor sp., Agaricus bitorquis, Alternaria alternata, A. brassicicola, Alternaria
sp., A. terreus, Artrhobotrys conoides, A. oligospora, A. gossipii, Aspergillus awamori, A. candidus, A. clavtus, A. fischeri, A.
flavipes, A. flavus, A. foetidus, A. funiculosus, A. luchuensis, A. nidulans, A. Noger, A. oryzae, A. oryzae var. viridis, A.
proliferans, A. sojae Aspergillus sp, A. terreus, A. terreus var. aureus, A. ustus, A. versicolor, A. wentii, Aureobasidium
mausonii, A. pullulans Auricularia poyitricha, Basidiobolus haptosporus, Beauveria bassiana, Benjaminella multispora, B.
poitrasii, Botryodiplodia theobromae, Botryotrichum piluliferum, Botryitis allii, Cephaliophora irregularis, Cephalosporium sp.,
Chaetomella raphigera, Chaetomium, globosum, Cladosporium herbarum, Cladosporium sp.., Claviceps paspali, C.
purpurea, Cokeromyces recurvatus, Coriolus versicolor, Cunninghamella blakesleeana, C. echinulata, C. elegans, C. sp.,
Curvularia brachyspora, C. cymbopogonis, C. fallax, C. lunata, Daedalea flavida, Datronia mollis, Dipodascus uninucleatus,
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Flammulina velutipes, Fusarium moniliforme, F. oxysporum, F. proliferatum, Fusarium sp., F. tricinctum, Ganoderma lucidum,
Georichum candidum, Gibberella fujikuroi, G. saubinetti, Gliocladium roseum, Gongronella butleri, Helmintosporium, sp.
Humicola grisea, Hymenochaete rubigonosa, Laetiporus sulphureus, Lenzites striata, Lepiota rhacodes, Monilinia, fructicola,
Mucor hiemails, M. plumbeus, Mucor sp.., Mycotypha africana, M microspora, Myrothecium roridum, M verrucaria,
Neurospora crassa, N. sitophila, Paecilomyces sp., P. varioti, Pencillium ochrocloron, Pencillium sp., P. argillaceum, P.
asperosporum, P. chrisogenum, P. citrinum, P. frequentans, P. funiculosum, P. janthinellum, P. lignorum, P. notatum, P.
ochrocloron, P. pinophillum, P. purpurogenum, P. roqueforti, P. variabile, Phaenerochaete chrysosporium, Phialofora bubakii,
P. calciformis, P. fastigiata, P. lagerbergii, P. richardsiae, Phialophora sp., Phoma exigua, Phycomyces blakesleeanus,
Pleurotus flabellatus, P. Florida, P. floridanus, P. ostreatus, P. sajor-caju, Polyporus meliae, Poria placenta, Ptychogaster
sp., Pycnoporus cinnabarinus, P. sanguineus, Rhizopus oryzae, R., stolonifer Saccharomyces cerevisiae, Sclerotium rolfsii,
Scopulariopsis brevicaulis, Sporothecium sp. Sporotrichum sp. Stachybotrys chartarum, Stemphilium sarcinaeforme,
Stemphylium sp., Tolypocladium inflatum, Trametes cubensis, T. hirsuta, T. lactinea, T. serialis, T. versicolor, T. inaequalis,
T. harzianum, T. reesei, Trichoderma sp., T., viride Trichosporon, Trichothecium. roseum, Ustilago maydis, Volvariella
diplasia, Volvariella sp. y V. volvacea. La mayoria de los microorganismos preferidos para usar en el método de la invencion
son Acetobacter species, Bacillus coagulans, B. racemilacticus, B. laevolacticus, Corynebacterium glutamicum, Escherichia
coli, Gluconobacter species, Pseudomonas species, bacterias del acido latico, Aspergillus niger, Aspergillus terreus y
Saccharomyces cerevisiae. Una densidad de inéculo adecuado de microorganismo(s) para usar en el método de la
invencién es la densidad de microorganismo(s), que resulta de los costes de produccién minimos del producto de
fermentacion mientras proporciona buen crecimiento, capacidades metabdlicas y de fermentacion, con el tipo seleccionado y
concentracion de biomasa, las condiciones seleccionadas de pretratamiento (p. €j., pH, periodo de tiempo y temperatura) y
las condiciones seleccionadas para SSF (por ejemplo; enzima(s) y temperatura). En un forma de realizacion preferida la
densidad de microorganismo(s) es desde aproximadamente 0.1 a aproximadamente 50, mas preferiblemente desde
aproximadamente 2 a aproximadamente 20, ain mas preferiblemente desde aproximadamente 5 a aproximadamente 10 g
de microorganismo(s)/kg de biomasa lignocelulésica pretratada.

[0026] Alternativamente o en combinacion con una forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, la concentracion de soélidos totales en la variedad SSF oscila desde aproximadamente 5% a aproximadamente
50%, tal como desde aproximadamente 5% a aproximadamente 40%, 30% o 25%, de la forma mas preferible desde
aproximadamente 40% a aproximadamente 50%.

[0027] La temperatura éptima para realizar SSF, depende de la temperatura 6ptima del microorganismo(s) y/o de la enzima
0 mezclas enzimaticas. El experto en la técnica sabra determinar la temperatura éptima para realizar SSF. La temperatura
6ptima para ser usada en combinacién con uno o mas microorganismo(s) y/o enzima(s) se puede establecer por analisis de
la actividad del microorganismo(s) y/o enzima(s) bajo condiciones de temperatura diferentes usando métodos conocidos. En
una forma de realizaciéon preferida, la temperatura durante la SSF esta en el rango desde aproximadamente 20 a
aproximadamente 80°C, mas preferiblemente en el rango desde aproximadamente 25 a aproximadamente 60°C, y de la
forma mas preferible en el rango desde aproximadamente 30 a aproximadamente 50°C.

[0028] Alternativamente o en combinacién con forma de realizacion preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, el pH durante la SSF se ajusta y/o se mantiene entre aproximadamente 2.0 y 10.0, mas preferiblemente entre
aproximadamente 4.0 y 8.0, mas preferiblemente entre aproximadamente 5.0 y 7.0 y de la forma mas preferible el pH
durante la SSF se ajusta y/o se mantiene para estar en aproximadamente 6.0. El pH se puede controlar por (p. €j.
automatico) adiciéon de biomasa pretratada alcalina y opcionalmente alcali en forma de una solucién o suspensién, por
ejemplo mediante una bomba o alimentador cuya salida se fija por un controlador (ordenador) basandose en el valor de pH
deseado y el valor de pH como determinado por un electrodo de pH estandar.

[0029] Alternativamente o en combinacién con forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida el pH durante SSF se puede controlar por adicién de la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina, sin la
necesidad de una fuente adicional de alcali y sin fluctuaciones grandes en pH. En otra forma de realizacion preferida, el pH
durante la SSF se puede controlar por adicidon de la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina y un agente alcalino.

[0030] En una forma de realizacion preferida, la SSF puede comprender una fase de pre-hidrdlisis, una fase lote alimentado
con control de pH por adicion de biomasa lignocelulésica pretratada alcalina y una fase de lote con control de pH por adicion
de un alcali. En una forma de realizacién preferida, la fase lote alimentado es acompafiada y/o seguida de una fase de lote
en la que el alcali se afade para neutralizar la reduccién de pH provocada por la produccion del acido organico,
manteniendo el pH a un nivel constante. En una forma de realizacién preferida, el alcali es seleccionado del grupo que
consiste en, pero no se limita a: hidréxido calcico (Ca(OH),), 6xido de calcio (CaO), amoniaco (NH3), hidréxido sédico
(NaOH), hidréxido potasico (hidroxido de potasio), carbonato de sodio, urea y combinaciones de los mismos.

[0031] Alternativamente o en combinacion con una forma de realizacién preferida precedente, en otra forma de realizacion
preferida, el producto de fermentacion se produce en una cantidad de al menos 50%, mas preferiblemente al menos 70%,
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incluso mas preferiblemente al menos 90%, incluso mas preferiblemente al menos 95%, incluso mas preferiblemente al
menos 98%, de la forma mas preferible 100% del maximo tedrico. El maximo tedrico se puede calcular segun la siguiente
ecuacion:

LA theormaX: DM * F * HF * FF

donde

DM = sustancia seca total de biomasa lignocelulésica pretratada alcalina (g);

F = fraccion de polisacaridos (g) por gramo de biomasa lignocelulésica pretratada alcalina;

HF = factor de hidrdlisis para convertir el peso molecular de los polisacaridos en los monosacaridos resultantes;
FF = factor de fermentacién de 1.00 g de producto de fermentacion por g de monosacaridos.

Paso c) recuperacion

[0032] EI término "recuperacion” es aqui definido como cualquier método o combinacion de métodos en el que el producto
de fermentacion de la invencién se obtiene de la mezcla SSF del paso (b) de manera mas pura y/o mas concentrada, por
ejemplo para obtener el producto de fermentacién con una concentracion inferior de otros componentes o un nimero inferior
de otros componentes en comparaciéon con la mezcla SSF del paso (b).

[0033] En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un reactor que comprende un contenedor para el pretratamiento
alcalino de biomasa lignocelulésica opcionalmente o temporalmente enlazado a un fermentador para la sacarificacion y
fermentaciéon simultanea (SSF) de la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina, donde el reactor es para el uso en el
método de la presente invencion, y donde:
1) el contenedor comprende:

1) un dispositivo de mezcla;

I1) un dispositivo de calefaccion; y

III) opcionalmente, medio para pre-extraccion de componentes solubles de la biomasa lignoceluldsica;

2) el fermentador comprende:
1) control de pH automatico; y
II) una entrada para biomasa lignocelulésica pretratada alcalina obtenible por reivindicacién 1 paso a) del
contenedor, que se controla por el control de pH automatico.

[0034] En una forma de realizacién preferida, el dispositivo de mezcla es capaz de mezclar un agente alcalino en la biomasa
lignocelulésica pretratada alcalina.

[0035] En otra forma de realizacién preferida, el dispositivo de calefaccién es capaz de calentar la mezcla de un agente
alcalino y la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina a la temperatura de proceso requerida. En una forma de realizacion
preferida, la mezcla se calienta por calefaccion eléctrica o por vapor.

[0036] En una forma de realizacion preferida, el dispositivo de conexiéon o medio de conexién entre el contenedor y el
fermentador es una bomba, preferiblemente un alimentador roscado para permitir alimentacién automatica de la biomasa
lignocelulésica pretratada alcalina en el fermentador. El dispositivo de conexion o medio de conexién no tiene que estar
presente necesariamente, o no necesita estar fisicamente enlazado, durante la fase de pretratamiento, pero es
preferiblemente establecido, unido o afiadido al menos antes de y/o durante la fase SSF. El dispositivo de conexién o medio
de conexién puede asi estar temporal u opcionalmente presente. En una forma de realizacion diferente el dispositivo de
conexién o medio de conexién entre el contenedor y el fermentador esta presente permanentemente .

[0037] En una forma de realizacion preferida, el alcali se puede seleccionar del alcali que se describié anteriormente.

[0038] En otra forma de realizacién preferida, el fermentador comprende uno o mas de lo siguiente: una entrada para
alimentaciéon automatica de un alcali, que se controla por el control de pH automatico; una entrada para una o mas
enzima(s) o mezcla(s) enzimatica, para uno o mas microorganismo(s) y/o un acido o base, por ejemplo acido sulfurico o
Ca(OH),, mas preferiblemente acido sulfurico 3M o0 20% p/v Ca(OH),; una salida para muestreo y/o monitor; regulacion de la
temperatura automatica; y/o un ensamblaje de agitador.

[0039] En otro aspecto, la invencion se refiere al uso del reactor de la invencién como se ha descrito anteriormente, para la
produccién de un acido organico de biomasa lignoceluldsica segun el método de la invencion.
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[0040] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no
limitativo para significar que estan incluidos los elementos después de la palabra, pero los elementos no especificamente
mencionados no son excluidos. Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido "uno" o "una" no excluye la
posibilidad que mas de uno de los elementos esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y
so6lo uno de los elementos. El articulo indefinido "uno" o "una" asi normalmente significa "al menos uno".

Descripcion de las figuras

[0041]

Figura 1. Representacion esquematica de la sacarificacion y fermentacion simultanea de paja de trigo tratada con cal (por
sus siglas en inglés, LTWS) a acido lactico.

Figura 2. Control de pH (A) durante la sacarificacion y fermentaciéon simultdnea de paja de trigo tratada con cal por
preparacion enzimatica comercial GC 220 y Bacillus coagulans DSM 2314 (B). Las areas entre las lineas punteadas
representan la fase de pre-hidrolisis (I), la fase lote alimentado (Il) con control de pH por adicién de LTWS alcalino y
enzimas, y la fase de dosificaciéon (Ill) con control de pH por adicién de Ca(OH). en suspension. Preparacion enzimatica
Extra GC220 fue afadida en los tiempos indicados por las flechas.

Figura 3. Perfiles de glucosa (O), xilosa (), arabinosa (A) (A) y acido lactico (¢) (B) en la sacarificacién y fermentacién
simultanea de paja de trigo tratada con cal por preparacion enzimatica comercial GC 220 y Bacillus coagulans DSM 2314.
Las areas entre las lineas punteadas representan la fase de pre-hidrdlisis (1), la fase lote alimentado (ll) y la fase de
dosificacion (ll). Preparacién enzimatica Extra GC220 fue afiadida en los tiempos indicados por las flechas.

Figura 4. Fraccién Insoluble (0) y fraccion soluble hidrolizada (&) (g) (calculada por la diferencia entre cantidades iniciales y

cantidades insolubles analizadas) del glucano polisacarido (A), xilano (B) y arabinano (C) en varios puntos temporales
durante la sacarificacion y fermentacion simultanea de paja de trigo tratada con cal. Figura representa también el porcentaje
de polisacarido hidrolizado en productos solubles (A ). Las barras de error indican la desviacion de analisis por duplicado.

Ejemplos

Ejemplo 1. Materia prima y pretratamiento

[0042] La paja de trigo fue seleccionada como materia prima demodelo de lignocelulosa y fue comprada en una granja en el
nordeste de Paises Bajos. La paja de trigo era aire seco (89.5% (p/p) sustancia seca) y tierra a través de un filtro 2-mm. El
pretratamiento de cal fue realizado rellenando dos mezcladores 15 1 (Terlet, Paises Bajos), ambos con 1650 g paja de trigo
de tierra, 13 kg agua del grifo y 165 g hidréxido calcico. Esta suspension de paja de trigo fue calentada y mantenida a 85°C
durante 16 horas bajo continua agitacion a 30 r.p.m. La suspensiéon de paja de trigo tratada con cal (LTWS) fue
posteriormente enfriada a 30°C, deshidratada colocando el LTWS en una bolsa de algodén, y presionando la suspensién
que usa un piston de presién manual a presiéon hasta 9.7 kg/mz. Después de la deshidratacién, una cantidad de 11.45 kg
LTWS con un contenido medio de sustancia en seco de 27.0% (p/p) y pH 11.8 se obtuvo y sirvi6 como sustrato para
experimentos sucesivos. La composiciéon quimica de LTWS fue determinada como se describe por Van den Oever et al.
(Van den Oever et al. (2003) J. Mater. Sci. 38:3697-3707).

Ejemplo 2. Preparacién enzimatica

[0043] La preparacion enzimatica GC 220 (Genencor-Danisco, Rochester, EEUU) que contiene celulasa, celobiasa y
actividad de xilanasa de 116,215 y 677 U/ml, respectivamente, (Kabel et al. (2006) biotecnol. Bioeng. 93(1):56-63) y fue
usada para este estudio. La preparacién tenia una densidad relativa de 1.2 g/ml y contenia 4.5 mg/ml glucosa, 2.9 mg/ml
manosa y 0.8 mg/ml galactosa.

Ejemplo 3. Microorganismo y pre-cultivo

[0044] La bacteria cepa de Bacillus coagulans DSM 2314 (disponible al DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstralle 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) fue usada como microorganismo productor de
acido lactico. Células bacterianas fueron mantenidas en un 10% (p/p) solucién madre de glicerol y almacenadas a -80°C.
Productos quimicos, a menos que se indique de otra manera, fueron comprados en Merck (Darmstadt, Alemania). Placas de
gelrite fueron preparadas con medio que contenia (por litro) glucosa, 10 g; Gelrite, 20 g (Duchefa, Haarlem, Paises Bajos);
extracto de levadura, 10 g (Duchefa); (NH4)2HPO,, 2 g; (NH4)2.SOs, 3.5 g; BIS-TRIS, 10 g (USB, Ohio, USA); MgCl».6H,0,
0.02 g y CaCl, .2H20, 0.1 g. Glucosa y Gelrite fueron disueltos en solucion madre A (4 veces concentrada). El pH de esta
solucion madre fue ajustada a 6.4 con &cido clorhidrico 2M y sometida a autoclave durante 15 min a 125°C. Los nutrientes
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restantes fueron disueltos en solucion madre B (1.33 veces concentrado) que fue también ajustada a pH 6.4 con &acido
clorhidrico 2M pero fue esterilizado por filtro (filtro de acetato de celulosa con tamafio de los poros de 0.2 um, Minisart,
Sartorius). Después de la esterilizacion, el medio fue preparado combinando solucion madre A y B y fueron vertidas Placas
de gelrite. Las bacterias fueron cultivadas en las Placas de gelrite durante 48 h a 50°C.

Una colonia aislada fue usada para inocular un caldo de 100 ml con composicién similar y preparacion como se ha descrito
anteriormente, no obstante sin la adicion de Gelrite. El cultivo fue incubado estaticamente durante 24 h a 50°C y funcionaba
como in6culo para un caldo de 1400 ml. Este cultivo fue incubado también estaticamente durante 12 h a 50°C y sirvi6 como
un 10% (v/v) pre-cultivo para los experimentos SSF.

Ejemplo 4. Sacarificacién y fermentacién simultanea

[0045] La SSF de LTWS se efectud en un fermentador de 20L (Applikon, Schiedam, Paises Bajos) con pH y regulacion de la
temperatura (biocontrolador ADI 1020). Al principio de SSF, el fermentador se llené de 6.0 kg agua del grifo y 1400 g de
LTWS deshidratado (DM contenido de 27.0% (p/p)). Los siguientes nutrientes fueron luego afiadidos a la suspension de
LTWS: extracto de levadura, 150 g (Duchefa); (NH4)2 HPO4, 30 g; (NH4)2 SO4,52. 5 g; MgCl, .6H20, 0.3 g y CaCl, .2H0, 1.5
g. La suspension de LTWS fue luego calentada a 50°C y el pH fue ajustado a 6.0 con 101 g acido sulfarico 3M (- 30 g
H2S04). El proceso SSF de LTWS a acido lactico consistia en tres fases; |) la fase de pre-hidrélisis de LTWS pre-cargado, )
la fase lote alimentado con alimentacion automatica de LTWS desde un alimentador roscado y lll) la fase de dosificacion con
control de pH por una suspension de hidréxido calcico y sin alimentacion LTWS. Una representacion esquematica de la
disposicidon experimental se muestra en Figura 1. La pre-hidrélisis fue iniciada por adicién de 40 ml de preparacion
enzimatica (88 mg enzima/g DM sustrato) a la suspension de LTWS y fue incubada durante dos horas a 50°C bajo continua
agitaciéon a 250 r.p.m. La fase lote alimentado fue iniciada por adicion de 1500 ml de pre-cultivo de B. coagulans DSM 2314
al fermentador. El &cido lactico producido por las bacterias fue neutralizado por la adicion automatica de 8623 g LTWS
deshidratado (DM de 27.0%) al fermentador a través de un alimentador (K-Tron Soder Feeders, Canada) y fue regulado por
el pH del medio que fue establecido en 6.0. En toda la fase de lote alimentado, una cantidad de 280 ml de preparacion
enzimatica (carga de enzima total de 98 mg/g DM sustrato) fue afiadida de manera proporcional al nivel de adicion de LTWS
en el fermentador. Durante la fase de dosificacion, el pH fue controlado a 6.0 por la adicién de 20.0% (p/v) suspension de
hidroxido calcico. Las muestras fueron retiradas para sustancia seca, sustrato y andlisis del (sub)-producto.

Ejemplo 5. Métodos analiticos

[0046] Para el analisis de azUcares monoméricos, las muestras de caldo de fermentacién fueron centrifugadas (3 min a
17400xg), el pH del sobrenadante fue ajustados a 5.0 con carbonato de bario que usa un indicador de pH (Azul de
bromofenol) seguido de filtracidn del liquido. El andlisis fue realizado por cromatografia de cambio aniénico de alto
rendimiento usando una columna Carbopack PA1 (temperatura de columna de 30°C) y un detector amperométrico pulsado
(ED50) (Dionex, Sunnivale, CA). Antes de la inyeccion, el sistema fue equilibrado con 25.5 mM NaOH durante 10 min a una
velocidad de flujo de 1.0 ml/min. Para la separaciéon de azdcares monomeéricos, en la inyeccién la fase movil fue desplazada
a agua desionizada durante 30 min. La adicién de post-columna de hidroxido sddico fue usada para deteccion de los
azucares monomericos neutros.

[0047] La determinacion de azucares oligoméricos solubles fue realizada por centrifugado durante 5 minutos a 3000 r.p.m.
(Centaur 2, Beun de Ronde, Paises Bajos) de muestras prepesadas y liofilizacion del sobrenadante durante toda la noche.
Los granulos fueron pesados, hidrolizados con acido sulfurico y aziicares monoméricos neutros fueron determinados segun
el método como se describe por Van den Oever et al. (Van den Oever et al. (2003) J. Mater. Sci. 38:3697-3707). Para los
calculos, un peso molecular medio de oligbmeros de glucano y xilano de 166 y 132 g/mol, respectivamente, fueron
aplicados, dando como resultado un factor de hidrdlisis de 1.08 y 1.14, respectivamente.

[0048] Para el analisis de azucares poliméricos insolubles, muestras de 25 gramos fueron centrifugadas durante 5 min a
3000 r.p.m. (Centaur 2, Beun de Ronde, Paises Bajos), el sobrenadante fue quitado y el granulado fue lavado por
resuspension en 25 ml de agua fresca desmineralizado seguido por un paso de centrifugado de 5 minutos a 3000 r.p.m.
(Centaur 2, Beun de Ronde, Paises Bajos). La secuencia de resuspension y centrifugado fue repetida tres veces. Después
de la ultima eliminacién del sobrenadante, los granulos fueron liofilizados durante toda la noche. Los granulos fueron
pesados (valores usados para el célculo de sustancia seca (DM)), material polimérico hidrolizado con é&cido sulfurico y
azucares neutros analizados segun el método como se describe por Van den Oever et al. (Van den Oever et al. (2003) J.
Mater. Sci. 38:3697-3707). Para los calculos, un peso molecular de glucano y xilano de 162 y 132 g/mol, respectivamente,
fueron aplicados y dando como resultado un factor de hidrdlisis de polimero para mondémero de 1.11 y 1.14,
respectivamente.

[0049] El analisis de acidos organicos fue realizado por cromatografia en fase liquida de alta presion segun el procedimiento
descrito por Maas et al. (Maas et al. (2006) Appl. Microbiol. Biotecnol. 72:861-868).
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[0050] La pureza quiral (%) de acido lactico fue determinada por derivatizacién de todos los lactatos usando metanol,
después de lo cual ambos enantiomeros de metil lactato fueron separados en una columna quiral de cromatografia de gases
y detectados usando un detector de ionizacion de llama. La pureza quiral fue expresada como el area del enantidmero
principal dividida por la suma de areas de ambos enantiomeros.

Ejemplo 6. Célculos

[0051] La produccioén de acido lactico de maximo tedrico (LA tor max- (9)) fue calculada segun la siguiente ecuacion [Eq. 1].

I—Ateor max — DMsustrato * I:polisac * HFmonosac/poIisac *FF [Eq- 1]

[0052] Donde DMsustrato = la sustancia seca total de sustrato LTWS (g); Fpoiisac = polisacaridos de fraccion por sustrato (g/g);
HF monosacipolisac = Factor de hidrdlisis de polisacaridos, incorporacion de agua produce 1,11 g hexosa a partir de 1,00 g
glucano y 1,14 g de pentosa de xilano y arabinano (g/g) y FF = Factor de fermentacién de 1,00 g acido lactico por g de
azucar monomeérico.

[0053] La eficiencia de la hidrodlisis enzimatica (%; p/p) se basada en la cantidad de polisacaridos hidrolizados (g) (calculada
por la diferencia entre cantidades iniciales y cantidades insolubles analizadas) dividida por la cantidad de polisacaridos (g)
inicialmente presentes en el sustrato. La eficiencia de fermentacién (%; p/p) se expresa como la cantidad de acido lactico
producida (g) dividida por la cantidad de azicares monoméricos consumida (g) por las bacterias. La eficiencia total del SSF
(%; p/p) fue calculada por la cantidad de acido lactico producida (g) dividida por la cantidad de maximo tedrico de acido
lactico (g) determinado como se describe en Eq. 1.

Ejemplo 7. Sacarificacién y fermentacién simultanea de LTWS a acido lactico

[0054] La composicion polisacarida de la paja de trigo tratada con cal (LTWS) consistia principalmente de glucano, xilano y
arabinano de 33,0, 19,0 y 2,0% (p/p), respectivamente, mientras que la masa restante consistia en lignina, ceniza,
extractivos y acidos urénicos. Algunos de los componentes solubles en la paja de trigo fueron parcialmente quitados por la
separacion sdlido/liquido (deshidratacidn) del LTWS. El foco de este estudio estaba en la conversién de glucano, xilano y
arabinano que son los polisacaridos predominantes presentes en LTWS y contabilizados en el 99.8% (p/p) de los azucares
poliméricos totales. El trabajo precedente mostraba que la preparacion con celulasa GC 220, usada para la sacarificaciéon de
polisacaridos, funcionaba éptimamente a 50°C y pH 5.0 (manuscrito en propuesta), mientras que condiciones de crecimiento
para Bacillus coagulans DSM 2314 fueron 54°C y pH 6.5 (WO 2004/063382). En este estudio, la hidrdlisis enzimatica y la
fermentacién ocurrida simultdneamente en el mismo reactor en condiciones comprometedoras que fueron establecidas a
50°C y pH 6.0.

[0055] La SSF de LTWS a &cido lactico fue estudiada en un fermentador agitado controlado de 20L. Resultados previos
mostraban que cuando este proceso se realizaba sin una pre-hidrdlisis de una cantidad inicial de LTWS, la concentracién de
azucares monomeéricos era baja y daba como resultado, por lo tanto, una productividad de acido lactico relativamente baja.
Como una consecuencia, el nivel de adicién lote alimentado del sustrato alcalino para neutralizar el acido lactico producido
era bajo (resultados no mostrados). Para iniciar la fermentacién con una cantidad inicial sustancial de aztcares fermentables
(> 2 g/l), una pre-hidrolisis de 378 g LTWS y preparacion enzimatica (88 mg por g DM LTWS) en aproximadamente 6
volumen de litro a pH 6.0 para dos horas fueron introducidos. Esto dio como resultado glucosa, xilosa y concentraciones de
arabinosa de 2.0,0.4 y 0.3 g/l, respectivamente (Fig. 3A).

[0056] La segunda fase (Il) fue iniciada introduciendo un pre-cultivo de 1500 ml de B. coagulans DSM 2314. Una cantidad
menor de acido lactico producida en el pre-cultivo provocéd una ligera reduccion de pH y fue automaticamente neutralizada
por la adicion de LTWS (Fig. 2A, B). Después de una fase de latencia de cuatro horas, la concentracion de oxigeno disuelto
disminuyé rapidamente desde el 100% a condiciones que limitan el oxigeno por debajo de 1% (resultados no mostrados).
En ese momento, una concentraciéon de glucosa, xilosa y arabinosa de 3.3,0.7 y 0.3 g/l, respectivamente, estaba presente
(Fig. 3A). Estos azucares fueron consumidos simultaneamente donde la glucosa fue utilizada mas rapido que xilosa y
arabinosa.

[0057] Simultaneamente al consumo de estos azlUcares monoméricos, fue producido acido lactico que fue neutralizado por
la adicién automatica de LTWS alcalino. Por la adicion de sustrato alcalino en toda la fase lote alimentado, el pH fue
mantenido con precision a 6.0 + 0.1 (Fig. 2A, B). Al final de la fase Il, una cantidad total de 10023 g LTWS deshidratado (-
2706 g DM LTWS) y 320 ml de preparacion enzimatica se afiadieron al fermentador. Una concentracion de acido lactico de
20.5 g/l sobrenadante fue detectada (Fig. 3B), que corresponde a un total de 342 g acido lactico. La pureza quiral L(+) de
acido lactico fue determinada a 99.4% que es similar a la obtenida con xilosa como unica fuente de carbono (WO
2004/063382).
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[0058] Al final de la fase I, fue detectada una baja concentraciéon de acido acético en el medio que aumenté a 1,5 g/l en toda
fase Il pero, se mantuvo constante durante fase Ill (resultados no mostrados). Esto indica que acido acético no fue muy
probablemente un producto de fermentacién formado por B. coagulans. Acido acético se puede liberar sobre solubilizacion e
hidrélisis de hemicelulosa durante pretratamiento quimico (Palmqvist et al. (1999) Biotecnol. Bioeng. 63(1): 46-55). Por el
procedimiento de deshidratacion del LTWS, parte del acido acético fue faciimente separado del sustrato eliminando el agua
a presion. Aparentemente, una cantidad restante de acido acético fue proporcionada con el sustrato al fermentador.
También, restos menores de otros acidos organicos tales como acido succinico y acido férmico (<0.5 g/l) fueron detectados
en el caldo de fermentacion.

[0059] La fase Il fue iniciada cambiando el control de pH de la adicion de LTWS alcalino a una suspension de hidréxido
calcico 20% (p/v). Para mantener el pH a 6.0, adicién de suspension de hidroxido calcico ocurrié de manera relativamente
rapida pero cambio, no obstante, después de unas pocas horas a un nivel de adicién inferior indicando un descenso de la
productividad de acido lactico volumétrico (Fig. 2B, 3B). Para excluir limitacion (p. ej. por inactivacién) de enzimas, una
dosificacion extra de preparacion enzimatica (80 ml) se afiadié al fermentador después de 23.5 h de incubacion. Esto resultod
inmediatamente en una aceleracion ligera del nivel de adicion de hidréxido calcico que indica una mayor productividad de
acido lactico y limitacién de actividad enzimatica (Fig. 3B). Sin embargo, después de 29.7 h de incubacién, un descenso del
nivel de adicion de hidroxido calcico fue observado nuevamente. Por lo tanto, una segunda dosificacion extra de la
preparacion enzimatica (240 ml) fue afiadida y dio como resultado esta vez una ligera acumulaciéon de glucosa y xilosa de
1.5 y 1.0 g/l (Fig. 3A), respectivamente, indicando que la conversion microbiana en vez de la hidrélisis enzimatica era
limitante. Después de 32 h de incubacién, una concentracion de acido lactico de 37.1 g/l se obtuvo, con un acido L(+)-
lactico de pureza quiral 99.4%. La continuacion del proceso SSF a un periodo de incubacion total de 55 h resulté en una
concentraciéon de acido lactico ligeramente aumentada de 40.7 g/l sobrenadante (-37.8 g caldo de fermentacion acido/kg
lactico) con una productividad de acido lactico volumétrico total de 0.74 g/l/h. A esta fase, un acido L(+)-lactico de pureza
quiral de 97.2% fue analizado. Este descenso ligero en la pureza de acido lactico es posiblemente un resultado de infeccion
con otros microorganismos no deseados que producen &cido lactico. Ya que el sustrato usado no era estéril y también el
pretratamiento quimico y fermentacién ocurre en un sistema abierto bajo condiciones no estériles, es posible contaminacién
microbiana en todo el proceso de SSF.

Ejemplo 8. Eficiencia de conversién

[0060] La eficiencia de la hidrélisis enzimatica del material polimérico presente en LTWS se muestra en Figura 4. La fraccion
polimérica insoluble fue determinada en varios puntos temporales en todo el experimento SSF. Al final de la pre-hidrdlisis (2
h) de 378 g LTWS, 36% del glucano insoluble (Fig. 4A), 55% de xilano (Fig. 4B) y 62% de arabinano (Fig. 4C) fue convertido
en sacaridos solubles incluyendo azucares monoméricos y azucares oligoméricos. Después de la fase lote alimentado (13
h), fueron afiadidos 2706 g LTWS y resulté en una conversién de 42% de glucano, 57% de xilano y 63% de arabinano para
productos que incluyen sacaridos solubles y acido lactico. Entre 13 y 32 h de incubacion, otra hidrdlisis de los azucares
poliméricos fue observada. No obstante, durante las Ultimas 23 horas de SSF, tuvo lugar hidrélisis menor de los
polisacaridos y esta correspondia con el descenso en la productividad de acido lactico durante esta fase. Después 55 h, 398
g de glucano, 130 g de xilano y 11 g de arabinano estaban todavia presentes como material polimérico insoluble. Con estos
valores, la eficiencia de hidrdlisis del glucano inicial, xilano y arabinano presente en LTWS fueron calculados como 55,75 y
80%, respectivamente. Los azlUcares monomeéricos, derivados del LTWS, fueron parcialmente convertidos en acido lactico
(711 g) por B. coagulans y contabilizado por 81% (p/p) del maximo tedrico, indicando la formacion de otros productos tales
como biomasa microbiana y diéxido de carbono. Un rendimiento de conversion total de 43% (p/p) del maximo teodrico fue
calculado segun la ecuacion 1. El indice de polisacaridos inicialmente presente en LTWS después 55 h de incubacion se
muestra en Tabla I. Una parte de los polisacaridos presentes en LTWS, se mantuvieron como polisacaridos insolubles (37%
p/p) mientras que una parte menor fueron convertidos en azucares oligoméricos solubles (5% p/p) y monomeéricos (3% p/p).
Otra parte de los polisacaridos iniciales presente en el LTWS no fue recuperada en forma de sacaridos o acido lactico y fue
por lo tanto asignado como 'no contabilizado'.

Tabla |. Destino de polisacaridos® inicialmente presente en paja de trigo tratada con cal después de 55 h de sacarificacién y
fermentacion simultanea. Valores presentados son promedios basados en mediciones analiticas duplicadas.

Fraccion Porcentaje (% p/p)
Polisacaridos (insoluble)® 37
Oligosacaridos (soluble) 5
Monosacaridos (soluble) 3
Acido lactico (soluble) 43
No contabilizado (insoluble/soluble)c a 13

®Total de glucano, xilano y arabinano
®Parte de los polisacaridos iniciales se mantuvieron presentes como polisacaridos insolubles
°Parte de los polisacéridos iniciales no fue recuperada y por lo tanto denominada como ' no
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contabilizado'

Ejemplo 9. Neutralizacién de acido por sustrato alcalino

[0061] EI acido lactico producido (342 g) durante la fase lote alimentado (ll) fue neutralizada con paja de trigo pretratado
alcalino. Durante esta fase, una cantidad de 2328 g LTWS se afiadié al fermentador. Junto con este sustrato, una cantidad
de 230 g hidréxido calcico se afiadié al fermentador y se contabilizo para una proporcién de 0.67 g hidréxido célcico por g de
acido lactico. El acido lactico (369 g) producido durante la fase de dosificacion (lll) fue neutralizado con 163 g hidroxido
célcico dando como resultado una proporcion de 0.44 g &cido lactico por g hidréxido calcico.

Discusion

[0062] Materias primas lignoceluldsicas se consideran como sustratos atractivos potenciales para la produccion de
productos quimicos en masa. Pretratamiento de biomasa se requiere para liberar la matriz lignoceluldsica, una hidrdlisis
enzimatica es necesaria para la hidrélisis de carbohidratos poliméricos. El pretratamiento de cal ha demostrado mejorar la
digestibilidad enzimatica de los polisacaridos presentes en lignocelulosas (Chang et al (1998) Appl. Biochem. Biotecnol.
74:135-159; Kaar y Holtzapple (2000) Biomasa y Bioenergia 18:189-199) y da como resultado, en comparacién con otras
vias de pretratamiento, una menor formacién de inhibidores. No obstante, antes de la hidrdlisis enzimatica, es esencial
ajustar el pH a un nivel 6ptimo para actividad enzimatica. En este estudio, la reduccion de pH mediante lavado o
neutralizacion fue omitida usando el caracter alcalino de LTWS para neutralizar acido lactico producido por fermentacion
microbiana durante un proceso SSF.

[0063] Los resultados mostraron que la parte mas grande de los polisacaridos en LTWS fue convertida enzimaticamente y
los azucares resultantes fueron fermentados simultaneamente principalmente a acido lactico por B. coagulans DSM 2314.
Entre 10 y 30 h de incubacion, las bacterias utilizaron los azicares monoméricos, tan pronto como ellos aparecieron en el
medio, dando como resultado concentraciones de azicar monomeérico relativamente bajas (< 2 g/l). Esto indica que en todo
este periodo, la hidrélisis enzimatica fue el paso que controla la velocidad. La maxima productividad de acido lactico fue
observada durante la fase lote alimentado y las horas iniciales de la fase de dosificacion y disminuyé rapidamente después
de aproximadamente 20 horas de incubacion, como se muestra en Figura 3B. Una adicion extra de preparacién enzimatica
mostré una mejora ligera de la productividad de acido lactico volumétrico pero cambi6 en unas horas otra vez a un indice de
produccién relativamente bajo. Una segunda adicién de enzima extra no afectd la productividad de acido lactico
significativamente (Fig. 3B). Esta adicion de nuevas enzimas resultdé en una liberacion modesta de azlcares de
hemicelulosa (xilosa; arabinosa) pero no tuvo lugar mas hidrélisis de glucano. Esto muestra que el glucano restante fue
demasiado recalcitrante o no accesible a otras hidrdlisis, dando como resultado productividad de acido lactico decreciente.
Otra explicacion posible de la productividad de acido lactico disminuida es la inhibicion de enzimas y/o bacterias por la
creciente concentracién de acido lactico.

[0064] Una concentracion de acido lactico de 40,7 g/l sobrenadante (?37,8 g acido lactico/kg de caldo de fermentacion) con
una pureza quiral relativamente alta fue determinado después de 55 horas de incubacién, correspondiente a un rendimiento
de acido lactico total de 43% del maximo tedrico. Por otra parte, los rendimientos de la sacarificacion enzimatica y la
fermentacion fueron ambos determinados. Estos calculos mostraron que, basado en andlisis de residuo, al final del proceso
SSF (55 h) 55% del glucano, 75% del xilano y 80% del arabinano presente en LTWS fue enzimaticamente hidrolizado lo que
concuerda bien con resultados previamente obtenidos. Para mejorar el rendimiento es preciso reducir la terquedad o
mejorar la accesibilidad de azucares poliméricos en el LTWS por optimizacién del procedimiento de pretratamiento. Las
concentraciones de monosacaridos y oligosacaridos solubles en el medio fueron relativamente bajas lo que pueden ser
previsto en un proceso SSF. Un rendimiento de fermentacion de 81% fue determinado y es ligeramente mejor que los
resultados obtenidos por Otto (supra) que proporcionada la produccién de 35 g/l acido lactico de 50 g/l xilosa como Unica
fuente de carbono. Ya que ningun otro producto de fermentacién soluble fue detectado, el 19% restante del LTWS azulcares
monomeéricos derivados fueron mas supuestamente convertidos en biomasa bacteriana y algun diéxido de carbono durante
la parte aerébica de la fermentacion.

[0065] Durante la fase lote alimentado (Il) era posible neutralizar la reduccion de pH provocada produciendo acido lactico por
adicion de la materia prima alcalina, mostrando que tratamiento de cal se puede combinar bien con la producciéon de una
amplia variedad de acidos organicos de biomasa lignoceluldsica. En toda esta fase, la proporcién de hidréxido calcico en
LTWS afadido por acido lactico producido fue determinada a 0.67 g/g. La neutralizacion estequiométrica tedrica de 1.00 g
acido lactico requiere 0.41 g hidroxido calcico. Por lo tanto, sélo 61% del hidréxido calcico inicialmente afiadido a la paja de
trigo fue usado para neutralizaciéon de acido lactico. Por otro lado, en toda la fase de dosificacion (lll), una proporcion
alcalina/acida de 0.44 g/g fue calculada de acuerdo con 93% de la suspensién de hidroxido calcico afiadida usada para
neutralizacion de acido lactico. La eficiencia baja del hidroxido calcico afiadido con el LTWS para neutralizacion de acido
lactico durante la fase Il tiene tres explicaciones posibles. En primer lugar, parte del hidréxido calcico podria haber sido
usado durante el pretratamiento quimico de la paja de trigo como la neutralizacion de acido acético u otros acidos organicos
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y/o unién irreversible a la lignina. En segundo lugar, el hidroxido calcico se puede liberar lentamente de las fibras de paja de
trigo insolubles y podria por lo tanto haber sido parcialmente usado para neutralizacién de acido lactico en la fase lote
alimentado. Finalmente, ademas de produccién de acido lactico, otras reacciones de acidificacién podrian haber contribuido
a la reduccion de pH y por lo tanto la demanda de sustrato alcalino. Por ejemplo la absorcién y disociaciéon del amonio de
fuente de nitrégeno por el microorganismo en el amoniaco y protones (Guebel (1992) biotecnol. Letona. 14(12):1193-1198).

[0066] Los resultados en este documento muestran que es posible usar materiales lignocelulésicos para la produccién de
acido lactico. La biomasa lignocelulésica es un sustrato relativamente poco costoso y esta afecta positivamente a los costes
de materia prima para produccién de acido lactico. Sin embargo, en comparacion con las materias primas tradicionales
relativamente ' limpias' con composicién bien definida, usar sustratos lignocelulésicos heterogéneos requerira un tratamiento
de flujo descendente (DSP) mas intensificado para recuperar y purificar el acido lactico del caldo de fermentaciéon complejo.
Los costes de materiales de materia prima y costes operativos del DSP contribuyen considerablemente a los costes de
produccion total de acido lactico (Akerberg y Zacchi (2000) Bioresour. Technol. 75:119-126). Si la reduccién de costes del
uso materias primas lignoceluldsicas sobrepasa el aumento potencial de costes de DSP no fue analizado en el momento.

[0067] En resumen, paja de trigo tratada con cal fue convertida en acido L(+)-lactico por B. coagulans a lo largo de un
proceso de sacarificacion y fermentacion simultdnea en una bascula de 20L. Los azucares de pentosa y hexosa derivados
del material polimérico fueron utilizados simultaneamente por B. coagulans dando como resultado una concentracion de
acido lactico final de 40.7 g/l sobrenadante que justifica el 43% (p/p) del rendimiento tedrico. Para nuestro conocimiento,
esta es la primera evidencia de que un proceso con un pretratamiento alcalino combinado de biomasa lignocelulésica y
control de pH en la fermentaciéon de acido organico produce un ahorro significativo de consumo de cal y evita la necesidad
de reciclar cal.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la produccién de un acido organico como un producto de fermentacion de biomasa lignocelulésica, que
comprende los pasos de:

a) pretratamiento de biomasa lignocelulésica con un agente alcalino para obtener biomasa lignoceluldsica pretratada
alcalina con un pH de entre aproximadamente 8.0 y aproximadamente 14.0;

b) sacarificacion y fermentaciéon simultdnea (SSF) de la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina de paso a) en un
fermentador, por la cual la reduccién en pH, provocada por la produccion del acido organico, se neutraliza por la adicién de
biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina como obtenida en la fase a) con un pH de entre aproximadamente 8.0 y
aproximadamente 14.0, opcionalmente en combinacion con un &lcali, para adaptar el pH por debajo de aproximadamente
8.0 y/o para mantener el pH a un especifico pH por debajo de 8.0, permitiendo actividad éptima del microorganismo(s) y/o
enzimas anadidas; y

c) opcionalmente recuperacion del producto de fermentacion;

donde la SSF del paso b) comprende una fase de pre-hidrélisis donde el pH de una parte de la biomasa pretratada alcalina
obtenida por paso a) se adapta por adicién de uno o mas acidos hasta entre 2.0 y 8.0 para permitir la conversioén de
biomasa pretratada alcalina en azucares fermentables para iniciar la conversién microbiana de biomasa en acidos
organicos.

2. Un método segun la reivindicacién 1, donde la SSF del paso b) comprende ademas los pasos de:

i) hidrdlisis enzimatica con una enzima hidrolitica para obtener sacaridos fermentables; y

if) fermentacion microbiana usando un microorganismo que es capaz de convertir los sacaridos del paso i) en el producto de
fermentacion.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, donde la SSF del paso b) se acciona en un modo de quimiostato,
en el que la biomasa lignocelul6sica pretratada alcalina se usa como un nutriente.

4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina se
afiade a la SSF del paso b) en una manera lote alimentado.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el pretratamiento de biomasa lignocelulésica es
precedido por o combinado y/o integrado con una trituracion mecanica de biomasa lignoceluldsica, donde la trituraciéon
mecanica es preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en: fresado, refinacién mecanica y extrusion.

6. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina
esta sujeta a uno o varios de los siguientes pasos antes de SSF:

i) un paso de enfriamiento;

ii) un paso de lavado; y/o

iii) un paso de deshidratacion;

donde la deshidratacion es preferiblemente realizada usando filtracion mientras se aplica presion a la biomasa pretratada,
donde la presion aplicada esta entre 0 y aproximadamente 100 bar.

7. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la temperatura durante SSF es dispuesta entre
aproximadamente 20 hasta aproximadamente 80°C y/o donde el pH durante la SSF es controlada entre aproximadamente
2.0 y aproximadamente 10.0.

8. Un método seguin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el pH durante SSF se controla por adicion de la
biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina y un alcali y donde la SSF preferiblemente comprende una fase de pre-hidrdlisis,
una fase lote alimentado con control de pH por adicidn de biomasa lignoceluldsica pretratada alcalina y una fase de
dosificacion con control de pH por adicion de un alcali.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la biomasa lignocelulésica es seleccionada del
grupo que consiste en: césped, madera, bagazo, paja, papel, material vegetal, y combinaciones de los mismos.

10. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente alcalino usado en paso a) es
seleccionado del grupo que consiste en: hidréxido calcico (Ca(OH);), 6xido de calcio (CaO), amoniaco (NHs), hidréxido
sddico (NaOH), carbonato de sodio, hidréxido potasico (KOH), urea y combinaciones de lo mismo.

11. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, donde la enzima hidrolitica de paso b) es seleccionada del
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grupo que consiste en: preparaciones con celulasa, preparaciones de hemicelulasa, celobiasa, preparaciones de xilanasa,
amilasa y pectinasa.

12. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el acido organico es seleccionado del grupo
que consiste en: acido lactico, acido citrico, acido itacénico, acido succinico, acido fumarico, acido glicélico, acido piruvico,
acido acético, acido glutamico, acido madlico, acido maleico, acido propionico, acido butirico, acido glucénico y
combinaciones de los mismos.

13. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el microorganismo es una bacteria, un hongo,
una arquea o un alga, donde el microorganismo es preferiblemente seleccionado de especies de Acetobacter, Bacillus
coagulans, B. racemilacticus, B. laevolacticus, Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli, Gluconobacter species,
Pseudomonas species, bacterias del acido latico, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus terreus y Saccharomyces
cerevisiae.

14. Un reactor que comprende un contenedor para el pretratamiento alcalino de biomasa lignocelulésica unido a un
fermentador para la sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) de la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina, donde
el reactor es para usar en el método en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, y donde:

1) El contenedor comprende:

i) un dispositivo de mezcla;
ii) un dispositivo de calefaccion; y
iii) opcionalmente, medios para pre-extraccion de componentes solubles de la biomasa lignocelulésica;

2) El fermentador comprende:

i) control de pH automatico; y
ii) una entrada para biomasa lignocelulésica pretratada alcalina obtenible por paso de reivindicaciéon 1 a) del contenedor, que
se controla por el control de pH automatico,

donde el medio de conexion entre el contenedor y el fermentador es preferiblemente una bomba, mas preferiblemente un
alimentador roscado para permitir alimentacién automatica de la biomasa lignocelulésica pretratada alcalina en el
fermentador;

donde el fermentador preferiblemente comprende uno o mas de lo siguiente:

a) una entrada para alimentacion automatica de un agente alcalino, que se controla por el control de pH automatico;
b) una entrada para una enzima, un microorganismo y/o un acido o base;

C) una salida para muestreo y/o monitor; y/o

d) regulacion automatica de la temperatura

€) un ensamblaje de agitador.

15. Uso del reactor segun la reivindicacion 14 para la produccion de un acido organico de biomasa lignocelulésica segun el
método de reivindicaciones 1 - 13.
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