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DESCRIPCION
Método para la produccion combinada de butanol e hidrogeno

La presente invencién se refiere a un método para la produccién combinada de butanol, en particular acetona-
butanol-etanol (ABE) e hidrégeno a partir de la biomasa.

Los biocombustibles son combustibles renovables elaborados a partir de materia vegetal mas que de combustibles
fésiles. En la actualidad los principales biocombustibles liquidos son el etanol y el biodiesel. Otros biocombustibles
potenciales son el butanol y el hidrogeno.

El butanol es un biocombustible que tiene propiedades superiores con respecto al bioetanol. En primer lugar, las
bacterias que producen butanol, o solventogénicas, aseguran la conversién de las hexosas asi como de las
pentosas, en comparaciéon con las levaduras que producen etanol que solo usan hexosas. De esta forma, la
utilizacion total de una segunda generacion de biomasa llega a estar al alcance. En segundo lugar, el butanol puede
aplicarse como aditivo para combustibles en el mercado en crecimiento de los motores de diésel, en comparacion
con el etanol que solo puede ser empleado en motores de gasolina. Ademas, el butanol puede ser usado para evitar
la evaporacion del etanol en mezclas de etanol-gasolina. Finalmente, el butanol es un componente fundamental de
la industria quimica.

El hidrogeno es el combustible del futuro en el que las células de combustible reemplazaran a los motores de
combustién debido, entre otros, a su mayor eficiencia en la conversion de la energia. Como en el caso del butanol, el
hidrégeno es un producto importante en la industria quimica. El hidrégeno es producido por varias bacterias
anaerdbicas facultativas y estrictas a varias temperaturas.

Para el butanol y el hidrégeno se encuentran aplicaciones en el mercado de los biocombustibles en vehiculos de
automocion asi como en aplicaciones estacionarias y en el mercado de productos con fines industriales.

La busqueda de métodos para la produccién de biocombustibles a partir de la biomasa se basa en la actualidad en
varios procedimientos termoquimicos y biolégicos. La composicion intrinseca de la biomasa rige la adecuacion del
procedimiento. Los procedimientos termoquimicos son adecuados para biomasas con un contenido acuoso bajo (<
20%) y un elevado contenido en lignina y los procedimientos biologicos (anaerdbicos) son mas adecuados para
biomasas humedas y biomasas con un elevado contenido en carbohidratos.

Entre los procedimientos bioldgicos se puede hacer una distincion entre los productos, principalmente biogas
(metano), etanol, acetona-butanol-etanol (ABE) e hidrégeno.

La fermentacion ABE es un procedimiento que usa la fermentacion bacteriana para producir acetona, butanol, etanol
y, en menor cantidad, iso-propanol e hidrogeno a partir de una sustancia que contiene carbohidratos. El nombre de
fermentacion ABE usado en la parte siguiente de la presente memoria, se origina en el pasado cuando todo el
énfasis se ponia en la produccion de ABE. El procedimiento es anaerdbico. Generalmente utiliza clostridios
sacaroliticos solventogénicos.

Muchos clostridios producen acetona, butanol y etanol a partir de carbohidratos, es decir: almidén, glucosa, xilosa y
otros (oligo)sacaridos. Otros productos son hidrogeno, CO., isopropanol y acido butirico. El butanol es el producto
con el valor mas elevado y la mayoria de las investigaciones actuales se dedican a la optimizacion de la
fermentacion ABE para la produccién de butanol. En la actualidad, el butanol se considera principalmente como un
biocombustible para ser afiadido, después de su derivatizacion, al diésel. Adicionalmente, el butanol se puede anadir
a mezclas de gasolina-etanol para evitar la evaporacion del etanol.

En un lote tipico de fermentacion con produccion de acetona-butanol-etanol (ABE), el procedimiento se caracteriza
por dos fases. En la primera, denominada fase acidogénica, los sacaridos se convierten en acidos acético y butirico
y en hidrégeno, acompafiado por una disminucién en valor del pH del cultivo. En la segunda, denominada fase
solventogénica, los azlcares y algunos de los acidos se convierten en acetona, butanol y etanol, acompafnado por
un aumento del pH. Las concentraciones tipicas después de la fermentacion por lotes son 15-19 g/L de butanol, 4-6
g/L de acetona y <1 g/L de etanol. Sin embargo, el butanol es toxico y las bacterias mueren a concentraciones por
encima de 20-25 g/L de butanol.

Un problema tipico que puede ocurrir en un procedimiento por lotes se denomina “choque acido”. Cuando se
produce el choque acido, tiene lugar un produccién en exceso de acido sin un cambio significativo a la fase
solventogénica. Para evitar el choque acido de las bacterias, la concentracion del sustrato es generalmente de
aproximadamente 6-8% (p/v) de carbohidratos. Esta concentracion relativamente elevada de sustrato también es
necesaria para forzar a los clostridios a producir ABE durante la fermentacion en continuo.

Para la produccién industrial de ABE, el principal interés esta en la fermentacion en continuo. Un importante
inconveniente encontrado en la fermentacion en continuo es el desaprovechamiento de sustrato debido a la
necesidad de concentraciones elevadas de sustrato para evitar el choque acido. Como resultado, hay una
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concentracion residual de sustrato de aproximadamente 2-5 g/L de carbohidrato que debe ser desechada. Una
opcion habitual es enviar este residuo a una unidad de fermentacion de biogas en la que se produce metano.

Hasta el momento, la recuperacion de los ABE producidos es por destilacion pero se hacen grandes esfuerzos para
encontrar vias alternativas para las operaciones posteriores de transformacién (separacion en membrana, arrastre
con gas, etc.). La cantidad de H, es tipicamente de aproximadamente 100 y 200 Nm? por 1000 kg de carbohidrato.
La produccion de H, esta en competicion con la produccion de butanol, es decir mas hidrogeno implica menos
butanol.

En comparacion con la fermentacion ABE, la produccion fermentativa de hidrégeno esta mucho menos estudiada. El
interés por la produccion de hidrégeno proviene principalmente de la esperada introduccion de células de
combustible que necesitan hidrégeno como materia prima. Las células de combustible suponen una gran promesa
en lo que respecta a una eficiencia muy elevada en la conversion de la energia quimica en energia eléctrica (> 60%
en comparacion con 30-40% con los motores de combustién). Como resultado se prevé un cambio a una economia
basada en el hidrogeno en la que el hidrégeno debe obtenerse de fuentes renovables para soportar su
sostenibilidad.

Hay dos procedimientos biolégicos claramente diferentes para la produccion de hidrégeno, principalmente la
produccion de hidrégeno a partir de la luz solar y la produccion fermentativa de hidrégeno a partir de la biomasa.
Esta invencion se refiere a la produccion de hidrégeno a partir de la biomasa.

Muchos microorganismos son capaces de producir hidrogeno a partir de mono- y oligo-sacaridos, almidon y
(hemi)celulosa en condiciones anaerébicas. La produccion anaerébica de hidrégeno es un fendémeno habitual que se
produce durante el procedimiento de la digestion anaerdbica. En ella, los microorganismos productores de hidrégeno
estan en sintropia con bacterias metanogénicas que consumen el hidrégeno tan pronto como se produce. De esta
forma, el hidrégeno no se acumula y el metano es el producto final. Desacoplando la produccién de hidrogeno de la
produccion de metano, se consigue que el hidrogeno esté disponible para su recuperacion y explotacion.

Los inventores han descrito previamente el uso de bacterias termdfilas extremas (temperatura > 70°C) para la
produccion de hidrégeno y la combinacion de una etapa fermentativa con una fermentacion foto-heterotrofica para
aumentar el rendimiento global. Las bacterias mesofilas muestran rendimientos bastante bajos para el hidrégeno
debido al hecho de que estas bacterias pueden tener vias metabdlicas con otros productos finales reducidos
competidores (p. €j., butanol o etanol). Las bacterias termdfilas muestran rendimientos que pueden ser casi dos
veces superiores (p. €j., > 300 Nm?® por 1000 kg de carbohidrato), especialmente cuando el otro producto final Gnico
es el acido acético.

Para las bacterias productoras de hidrégeno, la concentracion éptima del sustrato en la fermentacion por lotes para
un rendimiento y productividad elevados de hidrégeno es relativamente baja.

Segun la invencion, se encontré que los inconvenientes de la produccién de butanol como por ejemplo en el
fermentaciéon ABE, es decir rendimiento disminuido con concentraciones elevadas de sustrato, se pueden solventar
mediante la combinacion de fermentacion ABE y de produccion fermentativa de hidréogeno, produciendo una
eficiencia aumentada en términos de un elevado rendimiento del producto a partir de la biomasa con un coste
disminuido.

La invencion se refiere por lo tanto a un procedimiento para la producciéon combinada de butanol e hidrégeno a partir
de la biomasa, que comprende las etapas de:

a) fermentar la biomasa para obtener butanol en una primera mezcla de reaccion;
b) eliminar el butanol y el hidrégeno de la primera mezcla de reaccién para obtener un efluente; y

c) usar el efluente como sustrato en una segunda mezcla de reacciéon en un procedimiento de produccion
fermentativa de hidrégeno.

El butanol se puede obtener en un procedimiento ABE en el que se produce en combinaciéon con acetona y etanol.
Alternativamente, sin embargo, el butanol puede ser el producto principal o Unico del procedimiento de fermentacion
de la etapa a) cuando se usan los parametros del procedimiento para forzar la produccion en la direccién del butanol
o cuando se usan microorganismos que producen solo o principalmente butanol.

El segundo procedimiento puede ser cualquier procedimiento de fermentacién que use bajas concentraciones de
azucares. Este procedimiento usa los azulcares residuales de la primera fermentacion. Segun la invencion, el
procedimiento es una produccion fermentativa de hidrégeno en la que se produce hidrégeno a partir de los aztcares
en el efluente del primer procedimiento. Otros productos que pueden producirse a partir de los azUcares residuales
son acetato, lactato, piruvato, butirato, succinato, formato y/o etanol. Estos productos pueden ser un producto
secundario del procedimiento de producciéon del hidrogeno o puede ser el producto principal del segundo
procedimiento.
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En un modo de realizacion preferido, los productos finales del segundo procedimiento se eliminan de la segunda
mezcla de reaccion para obtener un efluente que se devuelve a la primera mezcla de reaccion. Por ejemplo, los
metabolitos, es decir acido acético o acido butirico, en el efluente de la produccién fermentativa de hidrogeno son
muy utiles en la fermentacion ABE para aumentar el rendimiento del butanol. Alternativamente, se pueden recuperar
los metabolitos en el efluente, por ejemplo en el caso del etanol.

En un modo de realizacion particular de la invencién, el procedimiento de la invencién se inicia por lo tanto con la
produccion de butanol, por ejemplo por fermentacion ABE de los carbohidratos en la biomasa. Los productos
obtenidos de esta forma se eliminan del efluente y el efluente se inocula subsiguientemente con diferentes bacterias
para la produccion de hidrogeno. El efluente que sale del fermentador de producciéon de hidrogeno se recicla
preferiblemente fermentador de produccion de ABE.

Los clostridios que se usan en el procedimiento ABE son especies de Clostridium solventogénicas sacaroliticas, por
ejemplo elegidos, pero sin estar limitados al grupo que consiste en Clostridium acetobutylicum, Clostridium
beijerinckii, Clostridium saccharobutylicum y Clostridium butylicum. Muchas cepas estan disponibles comercialmente
(por ejemplo en DSM o en ATCC) o se eligen de colecciones de cultivos propios o pueden producirse mediante
enriquecimientos. Para el procedimiento ABE también se pueden usar nuevos microorganismos que producen ABE,
incluyendo microorganismos genéticamente modificados.

Los microorganismos que se usan en el segundo procedimiento, en particular para la produccion de hidrogeno son
preferiblemente especies anaerobias productoras de hidrogeno mesdfilas, termofilas, termdfilas extremas o
hipertermdfilas. Dichos microorganismos se pueden elegir, pero sin limitarse a ellos, entre Caldicellulosiruptor
saccharolyticus, Caldicellulosiruptor owensensis, Caldicellulosiruptor kristianssonii, Thermotoga elfii, Thermotoga
neapolitana, Thermotoga maritima 'y Clostridium thermocellum.

Las ventajas de los procedimientos combinados son muchas. El carbohidrato residual de la fermentacion ABE se
convierte en productos Utiles tales como hidrégeno, acetato, lactato, piruvato, butirato, succinato, formato y etanol en
la produccién fermentativa de hidrégeno, produciendo de esta forma productos utiles en lugar de ser eliminados
como residuo.

Los productos finales acidos de la produccion fermentativa de hidrogeno, p. ej. acetato, se vuelven a incorporar en la
fermentacion ABE para aumentar la produccion de butanol y el producto final de etanol se afiade directamente para
un rendimiento de producto aumentado.

Los costes de la recuperacion y la purificacion del hidrégeno se comparten entre la fermentacion ABE vy la
produccion fermentativa de hidrogeno, lo que lleva a una reduccion de costes en comparacién con los dos
procedimiento separadamente.

Los costes de las necesidades de energia y/o calor se comparten entre las operaciones posteriores de
transformacion de los productos después de la fermentacion ABE y las necesidades de energia y/o calor para la
recuperacion del producto después del procedimiento de produccion de hidrégeno.

Una ventaja especifica cuando se usan bacterias termofilas productoras de hidrégeno a cerca de 70°C es que las
células vegetativas de los clostridios se lisan en la produccion fermentativa de hidrogeno y de esta forma se afiaden
al suministro de nutrientes nitrogenados. Las esporas de los clostridios, sin embargo, siguen intactas o pueden
germinar. La germinacion completa y controlada puede hacerse mediante un choque térmico a cerca de 80°C que
esta cercano a la temperatura de la fermentacion termdfila, lo que permite un ahorro de energia. La recirculacion del
efluente tratado térmicamente en la fermentacion ABE que se realiza a una temperatura inferior produce una
revitalizacion de la poblaciéon microbiana, evitando de este modo la degeneracion del cultivo ABE.

En el procedimiento combinado de la invencién, se obtienen dos productos de alto valor diferentes, principalmente
un producto liquido con acetona, etanol, isopropanol y principalmente butanol, y un producto gaseoso principalmente
con hidrégeno. El butanol es un elemento constitutivo de C4 para la industria quimica o de los biocombustibles con
aplicaciones en los motores de combustion y el H, gaseoso como producto quimico o biocombustible para
aplicaciones en células de combustible. Finalmente, el procedimiento de la invencidon es un procedimiento sin
residuos.

En la presente solicitud, el término “fermentacion ABE” se usa para indicar la fermentacién para producir acetona-
butanol-etanol o fermentacién para producir butanol o la fermentacion para producir uno cualquiera entre acetona,
butanol y etanol o sus combinaciones.

Los microorganismos que se usan para realizar las diferentes etapas en el procedimiento segun la invencion pueden
ser cualquier microorganismo que pueda realizar dicha etapa, sea natural o modificado genéticamente, y son en
particular bacterias y levaduras.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente con el siguiente ejemplo. El ejemplo no pretende limitar la
invencion de ninguna manera. El procedimiento de la invencion se ilustra esquematicamente mediante las figuras
siguientes:

4
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- Figura 1: visiéon de conjunto esquematica del procedimiento de la invencion sin unidad de recuperacion del
etanol.

- Figura 2: visién de conjunto esquematica del procedimiento de la invencion con unidad de recuperacion del
etanol.

Ejemplo
Procedimiento combinado de la invencién

En un modo de realizacion especifico, se realiza el procedimiento de la invencion como se muestra en la figura 1 con
los siguientes parametros de procedimiento.

Se carga una disolucion 1 de aztcar concentrada, que contiene 6-8% de carbohidratos, en la unidad 2 de mezcla. La
primera mezcla de reaccion 4 que se obtiene de este modo contiene aproximadamente 330 mM de azucar, sales de
K, P y N asi como nitrégeno organico y elementos traza. Para la primera inoculacion, las células de clostridios se
afiaden al fermentador 5. El pH en este punto de aproximadamente 6-7.

La mezcla 4 se alimenta en el fermentador ABE 5. Cuando el procedimiento ha estado en funcionamiento durante un
tiempo, la disolucion de azucar 1 puede combinarse con una mezcla 3 que llega desde el fermentador de produccion
de hidrégeno y que contiene aproximadamente 56 mM de acetato (aproximadamente pH 5-6) y células germinales
de clostridios ademas de nitrégeno organico y sales de K, P y N (aproximadamente pH 5-6).

En el fermentador de produccion de ABE 5 se producen principalmente butanol, acetona y etanol. El hidrogeno
(aproximadamente 11 L) y el CO, (aproximadamente 15 L) son gases. El butanol (aproximadamente 160 mM) y la
acetona (aproximadamente 86 mM) son volatiles. Estos compuestos se eliminan del reactor 5 por medio de arrastre
con gas o por cualquier otro procedimiento Util y en una primera corriente 6 de productos se alimentan en un
separador o condensador 7 para separar la acetona y el butanol (11) de los gases Hz y CO3 (12).

La segunda corriente 8 de productos contiene todavia aproximadamente 33 mM de azlcares, sales de K, P y N, asi
como las células clostridiales y las esporas clostridiales lisadas. El pH cae a aproximadamente 5-6. Esta corriente 8
se alimenta a un fermentador 9 de produccion de hidréogeno. El fermentador produce aproximadamente 2 L de Hy y
aproximadamente 1 L de CO; (13) que se envia a una unidad 14 de recuperaciéon del gas. Opcionalmente, el
efluente se trata térmicamente en la unidad 10 de tratamiento térmico para revitalizar las esporas de clostridios
contenidos en él y se reciclan en el primer procedimiento como corriente 3. La corriente 3 todavia contiene
aproximadamente 22 mM de etanol.

En la unidad de recuperacion del gas se recuperan aproximadamente 14 L de H» (15) asi como aproximadamente 16
L de CO; (16). El CO- puede ser reciclado en un fermentador de hidrégeno 9.

La figura 2 muestra otro modo de realizacién que comprende una unidad 17 de recuperacion de etanol adicional. Los
aproximadamente 22mM de etanol que se alimentan en esta unidad desde la corriente 8 se recuperan aqui. El
etanol (aproximadamente 56mM) producido en el fermentador 9 de produccién de hidrogeno también se pueden
reciclar en esta unidad para combinarse con el etanol de la corriente 8 dando lugar a la corriente 19 que comprende
aproximadamente 22 + 56 mM de etanol.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento para la produccion combinada de butanol e hidrégeno a partir de biomasa, que comprende las
etapas de:

a) fermentar la biomasa para obtener butanol en una primera mezcla de reaccion;
b) eliminar el butanol de la primera mezcla de reaccién para obtener un efluente; y

c) usar el efluente de la etapa b) como sustrato en una segunda mezcla de reacciéon en un procedimiento de
produccion fermentativa de hidrégeno.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el butanol se produce en un procedimiento de
produccion de acetona-butanol-etanol (ABE).

3.- Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque al menos parte de los productos finales del
procedimiento de produccion fermentativa de hidrégeno se elimina de la segunda mezcla de reaccion para obtener
un efluente que comprende un acido organico cuyo efluente se devuelve a la primera mezcla de reaccion.

4.- Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el acido organico es acetato o butirato.

5.- Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque el procedimiento de
produccion de ABE usa microorganismos, incluyendo microorganismos modificados genéticamente.

6.- Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, caracterizado porque el procedimiento de
produccion de acetona-butanol-etanol (ABE) usa especies de clostridios solventogénicos, preferiblemente elegidas
entre el grupo que consiste en Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium saccharobutylicum y
Clostridium butylicum.

7.- Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el procedimiento de
produccion fermentativa de hidrogeno usa bacterias mesofilas, termofilas, terméfilas extremas o hipertermofilas,
incluyendo microorganismos modificados genéticamente.

8.- Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado porque las bacterias se eligen entre el grupo que consiste
en Caldicellulosiruptor saccharolyticus, Caldicellulosiruptor owensensis, Caldicellulosiruptor kristjianssonii,
Thermotoga elfii, Thermotoga neapolitana, Thermotoga maritima 'y Clostridium thermocellum.

9.- Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porque la concentracion residual
de carbohidratos en el efluente de la etapa b) es 2-10 g/L.

10.- Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque la etapa c) comprende
una fermentacion termofila que se aplica para la revitalizacién de la poblacion de clostridios en la produccion de
ABE.

11.- Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, caracterizado porque el procedimiento
comprende ademas la recuperacion del etanol del efluente del procedimiento de la etapa a).

12.- Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque el procedimiento
comprende ademas la recuperacion del etanol del efluente del procedimiento de la etapa c).
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