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DESCRIPCION
Combinacién de enzimas para licuar biomasa
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un material de biomasa de remolacha azucarera y/o cafia de azucar licuado asi como a
métodos de produccion y usos del mismo.

Antecedentes técnicos y técnica anterior

La remolacha azucarera (Beta vulgaris) y la cafa de azucar (Saccharum sp.) son fuentes valiosas de azucar
refinado tal como sacarosa liquida o cristalina para uso industrial y particular. Las raices de la remolacha azucarera
contienen sacarosa y pulpa de remolacha azucarera, conteniendo esta Ultima pectina, celulosa y hemicelulosa. La
cafia de azUcar contiene sacarosa y pulpa de cafia de azucar, conteniendo esta ultima celulosa, hemicelulosa,
pectinas y lignina. El procedimiento de refinado de azucar es un procedimiento para extraer sacarosa de o bien
remolacha azucarera o bien cafia de azucar seguido por la retirada de impurezas y la cristalizacion de sacarosa.
Tras la retirada de barro, arena, malas hierbas y hojas, las remolachas azucareras se alimentan al interior de
cortadoras y se cortan en trozos largos llamados cosetas. Las cosetas se descargan al interior de un tanque de
escaldado que conduce al difusor. Aqui el azucar se retira de las cosetas disolviéendose en agua caliente en un
procedimiento a contracorriente continuo. Los productos de este procedimiento son la disoluciéon azucarada llamada
jugo crudo y la denominada pulpa de remolacha, secandose ésta ultima en una secadora de pulpa. El jugo crudo se
mueve a través de diversas fases de purificacion vy filtracion para retirar impurezas y sustancias no azucaradas para
proporcionar jugo denso (contenido del 65-70% de s.s.) o, tras la cristalizacion, azucar fino refinado. Ademas de
refinarse para dar azucar cristalino, la sacarosa en forma de azucar crudo o jugo denso es un sustrato de
fermentacion valioso para la produccion biotecnolégica de productos quimicos y biomoléculas. Debido al costoso
procedimiento de refineria, el uso de sacarosa y otros azucares como materias primas de fermentacion para la
produccién de productos tales como combustibles o elementos estructurales de polimeros es relativamente caro. Por
tanto, se desean sustratos de fermentacion mas econémicos.

La biomasa de remolacha azucarera no puede usarse de manera eficaz para los procedimientos de fermentacion
tipicos tales como produccion de etanol, butanol, acido lactico o acido propiénico sin tratamiento adicional para licuar
la biomasa e hidrolizar los polimeros.

Se han descrito procedimientos de tratamiento quimico para la liberacién de azicares monoméricos y sacarosa de
biomasa que contiene celulosa, pectina y hemicelulosa tales como biomasa de remolacha azucarera.
Procedimientos no selectivos tales como tratamiento con acido sulfurico pueden usarse para hidrolizar biomasa de
remolacha azucarera; sin embargo tal tratamiento no es eficaz a bajas temperaturas. A temperaturas mas altas (por
ejemplo pretratamiento de vapor de acido diluido a 200-250°C) conduce a componentes inhibidores tales como
hidroximetilfurfural (HMF) o furfural que hace que un procedimiento de fermentacion posterior sea problematico (Jing
et al., 2009).

El documento US 4.886.672 (Baynast et al.) describe un procedimiento para la licuacién de biomasa de remolacha
azucarera mediante tratamiento enzimatico. El procedimiento incluye lavar y moler de manera gruesa biomasa de
remolacha azucarera, mezclar el producto molido con una mezcla enzimatica, ajustar el pH a de 3 a 5,5, moler de
manera fina adicionalmente el sustrato y recuperar el liquido resultante. La mezcla de enzimas usada en este
procedimiento contiene al menos una “SPS-asa” (“SP 249", una preparacion de enzimas obtenida a partir de
Aspergillus aculeatus), una celulasa (“Celluclast”, una preparacion de enzimas obtenida a partir de Trichoderma
reesel) y una celobiasa (“Novo 188", una preparacion de enzimas obtenida a partir de Aspergillus niger). En este
procedimiento pueden afiadirse agentes bacteriostaticos tales como formol. Aunque la adiciéon de tales agentes
bacteriostaticos no es deseable para procedimientos de fermentacion posteriores que usan la biomasa licuada, su
adicién se describe como esencial para evitar proliferaciones microbianas, por ejemplo para proporcionar una
biomasa estable en almacenamiento.

Sumario de la invencion
El objetivo subyacente de la presente invencidon es por tanto proporcionar un procedimiento para producir una
biomasa que pueda usarse en un procedimiento de fermentacién posterior incluso después de almacenamiento

prolongado.

En un primer aspecto, la invencién proporciona por tanto un procedimiento para la producciéon de una biomasa
licuada, que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar biomasa sélida derivada de remolacha azucarera y/o cafia de azucar;

(b) licuar dicha biomasa sometiéndola a una mezcla de enzimas que comprende actividad celobiohidrolasa,
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beta-glucosidasa y poligalacturonasa para dar una biomasa licuada con un contenido de soélidos insolubles
restantes de menos del 2% (p/p).

En una realizacién preferida de la invencion, se afiade un producto quimico o microorganismo para hacer que la
biomasa licuada sea estable en almacenamiento.

En una realizacion particularmente preferida de la invencion, se afiade el producto quimico o microorganismo antes
de o durante la etapa (b).

El producto quimico es preferiblemente un acido que se afiade en una cantidad para ajustar el pH de la biomasa
licuada a un pH inferior a 3.

La invencion también proporciona una biomasa licuada derivada de remolacha azucarera y/o cafia de azucar, que es
estable en almacenamiento y fermentable, y que puede obtenerse mediante el procedimiento de la presente
invencioén. Esta biomasa licuada puede usarse para la produccién de un producto que resulta de fermentacion.

En otro aspecto, la invencién proporciona por tanto un procedimiento para la produccién de una biomasa licuada,
que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar biomasa sélida derivada de remolacha azucarera y/o cafia de azucar;
(b) licuar dicha biomasa sometiéndola a una mezcla de enzimas que comprende actividad celobiohidrolasa,
beta-glucosidasa y poligalacturonasa a una biomasa licuada con un contenido de soélidos insolubles
restantes de menos del 2% (p/p); y
(c) fermentar los azucares liberados de la biomasa licuada para dar uno o mas productos de fermentacion.
En una realizacion preferida de este aspecto, las etapas (b) y (c) se llevan a cabo simultaneamente. En otra
realizacion preferida de la invencion, se afiade un producto quimico o microorganismo para hacer que el material del
procedimiento sea estable en almacenamiento.
Figuras
La figura 1 muestra la influencia de dosificar enzimas sobre la composicién y el rendimiento de azucar.

La figura 2 muestra el efecto de la adicion de H,SO, sobre el rendimiento de sacaridos y el pH de reaccion.

La figura 3 muestra los perfiles de crecimiento microbiano y de glucosa de hidrolizado de remolacha azucarera
(SBH, sugar beet hydrolysate) no esterilizado con (ensilado) y sin (no ensilado) adicion de Lacfobacillus amylovorus.

La figura 4 muestra una comparacion de la licuacién enzimatica concurrente/secuencial y procedimientos de
ensilado.

La figura 5 muestra el perfil de pH y el crecimiento celular de Clostridium saccharobutylicum (DSMZ 13864) en un
medio de remolacha azucarera licuada.

La figura 6 muestra la produccion de ABE por Clostridium saccharobutylicum (DSMZ 13864) en un medio de
remolacha azucarera licuada.

La figura 7 muestra la fermentacion etandlica de hidrolizado de remolacha azucarera usando S. cerevisiae.
Descripcion detallada de la invencion

En la etapa (a) del procedimiento de la presente invencion, se proporciona biomasa de remolacha azucarera y/o
biomasa de cafa de azucar.

El término “biomasa de remolacha azucarera” se refiere al tejido de raiz completo y sin procesar de Beta vulgaris
incluyendo la piel externa y la pulpa interna. El tejido seco de Beta vulgaris contiene un 80% (p/p) de sacarosa
soluble, mientras que la pulpa de remolacha estd compuesta por aproximadamente un 90% de azucares
poliméricos, incluyendo un 7% de pectina, un 7% de celulosa y un 7% de hemicelulosa en forma de arabinano. El
término “biomasa de cafia de azucar” se refiere a los tallos completos y sin procesar de Saccharum sp. incluyendo la
piel externa y la pulpa interna. El tejido seco de Saccharum sp. contiene un 80% (p/p) de sacarosa soluble, mientras
que el bagazo de cafia seco esta compuesto por aproximadamente un 70% de azucares poliméricos, incluyendo un
45% de celulosa, un 23% de lignina y un 25% de hemicelulosa principalmente en forma de xilano.

La biomasa se lava preferiblemente antes de someterla al tratamiento enzimatico, y se retira el agua de lavado antes
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de un procedimiento adicional. Ademas, se prefiere proporcionar la biomasa en forma particulada por ejemplo
cortando la biomasa antes de la etapa (b), preferiblemente en forma de cosetas. El tamafio de las particulas de
biomasa es preferiblemente tal que el 90% (p/p) o mas de las particulas tienen una longitud maxima de al menos
1 mm, mas preferiblemente de 10 a 200 mm. En el caso de particulas en forma de disco, el diametro es
preferiblemente de al menos 1 mm. Sin embargo, la biomasa preferiblemente no se muele antes de o durante la
etapa (b).

Para la etapa de licuado, la biomasa se afiade con un contenido en sdlido seco preferiblemente del 5 al 30% (p/p),
mas preferiblemente del 15 al 25% (p/p). El término “sélido seco” (s.s.) se refiere a la razén de masa con respecto a
biomasa determinada tras la retirada de agua de tejido fresco usando una balanza infrarroja.

Antes de someter la biomasa solida a la etapa (b), puede congelarse, aunque generalmente esto no es ni necesario
ni deseable.

En la etapa de procedimiento (b), la biomasa solida, preferiblemente en forma particulada, se licia entonces hasta
que el contenido de soélidos insolubles restantes es de menos del 2% (p/p) (preferiblemente menos del 1% (p/p),
incluso mas preferiblemente menos del 0,5% (p/p)) usando una composicion o mezcla de enzimas que comprende
actividad celobiohidrolasa, beta-glucosidasa y poligalacturonasa. Esta es la verdadera etapa de licuacion. El término
“licuacion” significa la conversidon hidrolitica de sustratos poliméricos insolubles en productos monoméricos u
oligoméricos solubles mediante procedimientos quimicos, fisicos y/o enzimaticos tales como hidrdlisis. El término
“sustrato polimérico” significa sustancias compuestas de o bien un constituyente monomérico especifico o una
variedad limitada de constituyentes monoméricos definidos unidos covalentemente entre si en una estructura
molecular lineal o parcialmente ramificada.

El término “actividad” de una enzima se refiere a la actividad catalitica de la enzima en condiciones apropiadas en
las que la enzima sirve como catalizador de proteinas, que convierte sustratos poliméricos o artificiales especificos
en productos oligoméricos 0 monoméricos especificos.

El término “celobiohidrolasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.2.1.91, que cataliza la hidrdlisis de celulosa
polimérica a celobiosa y otros oligdmeros de beta-D-glucosa. La actividad celobiohidrolasa se proporciona
preferiblemente mediante un producto de celulasa que puede mostrar, ademas de actividad celobiohidrolasa (CBH |
y/o CBH Il), una o mas de actividad endo-glucanasa (EG | y/o EG ll), actividad exo-beta-glucosidasa y actividad
endo-xilanasa.

El término “poligalacturonasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.2.1.15, que cataliza la descomposicién de
pectina polimérica y acido poligalacturénico a oligémeros de acido galacturénico y acido galacturénico monomeérico.
La actividad poligalacturonasa se proporciona preferiblemente mediante un producto de pectinasa que puede
mostrar, ademas de la actividad poligalacturonasa, una o mas actividades incluyendo actividad pectina liasa,
actividad arabinofucosidasa, actividad endo-arabinasa, actividad endo-xilanasa, actividad pectato liasa, actividad
pectinmetilesterasa, actividad poligalacturonidasa. En una realizaciéon preferida, la actividad poligalacturonasa
muestra un valor 6ptimo dentro de un intervalo de pH de 2 a 7 y una actividad de al menos el 50% de su actividad
optima a un pH inferior a 3. En otra realizacion preferida, la actividad poligalacturonasa muestra un valor éptimo
dentro de un intervalo de pH de 2 a 3.

El término “beta-glucosidasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.2.1.21, que cataliza la hidrdlisis de
celobiosa, celotriosa, celotetraosa y otros oligémeros de beta-D-glucosa al correspondiente monémero de glucosa.

El término “pectinmetilesterasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.1.1.11, que cataliza la hidrdlisis de
sustituyentes metilo a partir de la estructura principal de poligalacturonano modificado. ElI término
“ramnogalacturonasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.2.1, que cataliza la hidrdlisis de sustituyentes
ramnosa de la estructura principal de poligalacturonano. El término “1,3-/1,6-D-glucanasa” se refiere a una enzima
de la clase E.C. 3.2.1, que cataliza la hidrdlisis de sustituyentes hexosa de polimeros de azucar 1,3-/1,6-
modificados.

El término “mezcla de enzimas” significa una mezcla de entidades proteinicas que pueden convertir de manera
catalitica sustratos poliméricos u oligoméricos en constituyentes oligoméricos o monoméricos mas pequefios
(elementos estructurales). Segun la presente invencion, la mezcla de enzimas usada en la etapa (b) comprende
actividad celobiohidrolasa, beta-glucosidasa y poligalacturonasa.

La mezcla de enzimas contiene preferiblemente del 1 al 50% (p/p), preferiblemente del 1 al 10%, mas
preferiblemente del 1 al 4% (p/p) de celobiohidrolasa, con respecto al peso total de la mezcla de enzimas. La mezcla
de enzimas contiene preferiblemente del 1 al 10% (p/p), mas preferiblemente del 1 al 4% (p/p) de beta-glucosidasa,
con respecto al peso total de la mezcla de enzimas. La mezcla de enzimas contiene preferiblemente del 25 al 75%
(p/p), mas preferiblemente del 35 al 45% (p/p) de poligalacturonasa, con respecto al peso total de la mezcla de
enzimas. Se prefieren particularmente mezclas de enzimas que contienen del 1 al 50% (p/p) de celobiohidrolasa, del
1 al 10% (p/p) de beta-glucosidasa y del 1 al 75% (p/p) de poligalacturonasa, particularmente del 30 al 40% (p/p) de
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celobiohidrolasa, del 1 al 4% (p/p) de beta-glucosidasa y del 35 al 45% (p/p) de poligalacturonasa, con respecto al
peso total de la mezcla de enzimas.

La razén en peso de celobiohidrolasa:beta-glucosidasa:poligalacturonasa esta preferiblemente en el intervalo de
1:(de 0,01 a 0,2):(de 0,5 a 10), mas preferiblemente en el intervalo de 1:(de 0,03 a 0,2):(de 1 a 2).

La mezcla de enzimas preferiblemente muestra también una o mas actividades hemicelulasa o pectinasa adicionales
seleccionadas preferiblemente de arabinasa, xilanasa, pectinmetilesterasa, ramnogalacturonasa y 1,3-/1,6-beta-D-
glucanasa o una combinaciéon de arabinasa y poligalacturonasa con ramnogalacturonidasa y/o pectina liasa. El
término “hemicelulasa” se refiere a una coleccion de actividades hidrolasa que son responsables de la retirada y
despolimerizacion de residuos hemiceluldsicos en la biomasa (por ejemplo arabinano, arabinoxilano, galactano y
xilano). Estas actividades de enzimas comprenden arabinasa, arabinofucosidasa, galactasa, galactosidasa, xilanasa
xilosidasa, arabinogalactasa y 1,3-/1,6-beta-D-glucanasa. El término “pectinasa” se refiere a una coleccién de
actividades hidrolasa, esterasa y liasa que son responsables de la retirada y despolimerizacién de residuos
pectinicos en la biomasa (por ejemplo poligalacturonano, ramnogalacturonano, xilogalacturonano). Estas actividades
de enzima comprenden ramnogalacturonasa, poligalacturonasa, glucuronidasa, pectina liasa, pectinmetilesterasa,
acetilesterasa, acetilgalacturonesterasa y pectato liasa.

El término “xilanasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.2.1.8, que cataliza la hidrdlisis aleatoria de xilano
polimérico, pectina polimérica o hemicelulosa que contiene residuos xilosa que da como resultado la formacion de
oligémeros de azicar que contienen xilosa y/o residuos xilosa monoméricos. El término “arabinasa” se refiere a una
enzima de la clase E.C. 3.2.1.99, que cataliza la hidrdlisis aleatoria de arabinano y sustancias pectinicas que
contienen residuos de arabinosa para disminuir los oligosacaridos que contienen unidades de arabinosa y residuos
arabinosa monoméricos. El término “xilosidasa” se refiere a una enzima de la clase E.C. 3.2.1.37, que cataliza la
hidrélisis de oligdbmeros que contienen xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa o xilosa a residuos xilosa monoméricos u
oligdbmeros que contienen xilosa inferiores. El término “arabinofucosidasa” se refiere a una enzima de la clase E.C.
3.2.1.55, que cataliza la hidrdlisis de arabinosa, arabinotriosa, arabinotetraosa u otros oligobmeros de azucar que
contienen arabinosa a oligdmeros mas cortos o arabinosa monomérica.

La mezcla de enzimas preferiblemente carece de cualquier enzima invertasa.

El término “E/S” se refiere la razén en masa de enzima total aplicada a un determinado contenido en sélido seco
(s.s.) de biomasa. La mezcla de enzimas se afiade preferiblemente a la biomasa en una cantidad del 0,025 al 4%
(p/p) de la biomasa, mas preferiblemente del 0,05 al 0,5% (p/p) de la biomasa, prefiriéndose particularmente del 0,05
al 0,1% (p/p) de la biomasa.

En una realizacion preferida, la etapa (b) se lleva a cabo durante de 2 a 100 horas, mas preferiblemente de 2 a 80
horas, prefiriéndose particularmente de 2 a 20 horas, incluso mas preferiblemente por debajo de 10 horas. La
temperatura de reaccion esta preferiblemente en el intervalo de 35 a 60°C, mas preferiblemente de 40 a 50°C. En
otra realizacion preferida, la etapa (b) se lleva a cabo durante mas de 100 horas, y la temperatura de reaccion esta
en el intervalo de 10 a 30°C, mas preferiblemente la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiental sin
calentamiento o enfriamiento.

Segun la presente invencion, se afiade un producto quimico o microorganismo antes de o durante la etapa (b) para
hacer que la biomasa licuada sea estable en almacenamiento. La adicion del producto quimico o microorganismo
ajusta preferiblemente el pH del producto licuado final a un valor de menos del 3. En una realizacion particularmente
preferida, el producto quimico y/o microorganismo se afiade a la biomasa soélida antes que o junto con la mezcla de
enzimas.

El producto quimico es preferiblemente un acido, mas preferiblemente un acido inorganico tal como acido sulfurico.
El acido se afiade preferiblemente en una cantidad para ajustar el pH de la biomasa licuada a un pH inferior a 3, mas
preferiblemente inferior a 1,5. Los agentes quimicos para la conservacion de biomasa incluyen pero no se limitan a
acidos minerales tales como H;SO4, H,SO3, HCI, H3PO4, HCO3, HNO3, HNO; y/o anhidridos acidos tales como
SO, CO, que se afiaden 0 - 4 horas después de la iniciacion de la licuacién enzimatica, preferiblemente a
concentraciones del 0,01-0,1% (v/p), mas preferiblemente del 0,01-0,03% (v/p). La concentracion y el punto de
tiempo para la adicién de estos agentes quimicos se optimizan, de modo que estos agentes no reduzcan la eficacia
del procedimiento de licuacion enzimatica y no conduzcan a productos de degradacion de azucar. En una realizacion
particularmente preferida, el acido se afiade a la biomasa antes que o junto con la mezcla de enzimas.

En ofra realizacion de la invencion, se afiade un microorganismo antes de o durante la etapa (b) para hacer que la
biomasa licuada sea estable en almacenamiento. Los microorganismos preferidos incluyen uno o mas seleccionados
de bacterias de acido lactico, incluyendo Bacilli, Lactobacilli y Lactococci, levaduras incluyendo Saccharomyces y
bacterias de produccion de alcohol incluyendo Clostridia, que pueden producir un conservante. Los agentes
biolégicos que pueden afiadirse para la conservacion de biomasa licuada incluyen pero no se limitan a
Saccharomyces sp., Schizosaccharomyces sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Bifidobacterium sp., Clostridium
sp., Zymomonas sp., Escherichia sp. o Propionibacterium sp. La inoculacion de suspension de biomasa de
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remolacha azucarera o cafia de azucar con estos agentes bioldgicos tras el inicio del procedimiento de licuacion
enzimatica da como resultado la formacién de productos de fermentacién, que comprenden pero no se limitan a
etanol, butanol, acetona, 1,3-propanodiol, propanol, acido acético, acido lactico y acido propiénico, que actian como
conservantes protegiendo el liquido resultante frente al deterioro por microorganismos. El tamafio de indéculo
microbiano (y punto de tiempo exacto de adicién de in6culo al procedimiento de licuacion enzimatica) se optimiza
para cada agente biolégico de manera que no se reduce la eficacia del procedimiento de licuacion enzimatica. En
una realizacién preferida, el indculo microbiano se afiade a una densidad optica de DOgoonm=0,1. Preferiblemente, el
in6culo microbiano se afiade 0 - 4 horas después de empezar la licuacion enzimatica. En una realizacion
particularmente preferida, el microorganismo se afiade a la biomasa antes que o junto con la mezcla de enzimas.
Adicionalmente, los productos de fermentacion resultantes se forman en cantidades minimas en condiciones
aerobicas o anaerdbicas y sin control del pH, de manera que se conserva un valor maximo de azucar liberado de la
biomasa y de manera simultanea la concentracion de dichos productos de fermentacion es suficiente para inhibir el
crecimiento de todas las entidades microbianas. Para el procedimiento de conservacion bioldgica descrito, el valor
de pH generalmente se autorregula con un pH final inferior a 3, preferiblemente entre 1,5 y 2,5, en el que la
fermentacion termina por si misma sin interferencia manual. La produccién de productos de fermentacion
conservantes en condiciones anaerdbicas plantea la ventaja adicional de que no hay que concebir un suministro de
oxigeno al interior de la instalacion de almacenamiento. Por tanto la instalacion de almacenamiento pretendida
puede ser un SILO de estilo agricola sencillo para almacenamiento de biomasa.

Los problemas de la técnica anterior para usar biomasa de remolacha azucarera y de cafia de azucar licuada como
medios de fermentacién rentables se superan por tanto proporcionando combinaciones de procedimientos
secuenciales y/o paralelos para la licuacién enzimatica y la conservacion quimica/biolégica, lo que permite el uso de
la biomasa licuada en procedimientos fermentativos aguas abajo para producir enzimas y productos quimicos de
valor afadido.

Una ventaja adicional de las metodologias presentadas es que la licuaciéon y conservacion de biomasa enzimatica
puede llevarse a cabo en paralelo y en un uUnico tanque, lo que proporciona una configuracion de procedimiento
Unica y rentable. Por tanto, la recogida de biomasa, el almacenamiento, la licuacién y la conservacion del liquido
resultante pueden consolidarse en una Unica etapa de procedimiento. Para completar el procedimiento de licuacién y
conservacion de biomasa de remolacha azucarera/cafia de azlcar es posible por tanto simplemente transferir la
biomasa cruda del campo a la instalacién de almacenamiento, afiadir enzimas de licuaciéon, mezclar éstas con
agentes quimicos o bioldgicos para iniciar la conservacion y finalmente cerrar la instalacion para establecer un
entorno anaerobico.

Aun otra ventaja del procedimiento es que las metodologias de conservacion suaves descritas en el presente
documento conservan el 90-100% (p/p) del contenido en azucar inicial liberado por licuaciéon enzimatica de biomasa
de remolacha azucarera y cafia de azucar, que por tanto esta disponible para procedimientos de fermentaciéon aguas
abajo. Aun otra ventaja del procedimiento actual es que a diferencia de la técnica anterior la biomasa licuada no
contiene agentes bacteriostaticos tales como formol o productos de degradacion de azicar, tales como
hidroximetilfurfural (HMF), que actian como inhibidores de fermentacion en procedimientos aguas abajo.

La invencién por tanto también proporciona un material de biomasa de remolacha azucarera y/o cafia de azucar
licuado, que es estable en almacenamiento y fermentable, y que puede obtenerse mediante el procedimiento de la
presente invencion. Su pH preferido esta por debajo de 3, preferiblemente en el intervalo de 1,5 a 2,5. Su contenido
en azucar esta preferiblemente por debajo del 65% (p/p), con respecto a la masa total del producto licuado. Su
contenido en sacarosa esté preferiblemente en el intervalo del 0 al 90% (p/p), mas preferiblemente del 0 al 50%
(p/p), su contenido en fructosa esta preferiblemente en el intervalo del 0 al 45% (p/p), mas preferiblemente del 20 al
45% (p/p), y su contenido en glucosa esta generalmente en el intervalo del 0 al 70% (p/p), preferiblemente del 50 al
70% (p/p), cada uno con respecto al contenido en azucar total. En una realizacion preferida, el contenido en
sacarosa esta por debajo del 10% (p/p) y el contenido en glucosa y fructosa esta por encima del 45% (p/p) y del 40%
(p/p), respectivamente, del contenido de azicar total. La suma del contenido en fructosa y el contenido en glucosa
esta preferiblemente por encima del 90% (p/p) del contenido en azucar total. La estabilidad en almacenamiento
puede conseguirse sin esterilizaciéon mediante tratamiento térmico o concentracion del liquido resultante de la etapa
de procedimiento (b).

Un material de biomasa licuada se considera estable en almacenamiento si el aumento en unidades formadoras de
colonia que se detectan en placas de agar LB sdlido tras almacenamiento de 6 meses a TA es de menos de 1000
ufc/ml. Un material de biomasa licuada se considera fermentable si es al menos tan efectivo como el hidrolizado de
almidén de maiz que tiene el mismo contenido de hexosa en la produccién de etanol usando S. cerevisiae.

En otro aspecto de la invencion la concentracion minima del 0,2-15% (v/v) de conservantes quimicos o bioldgicos y
las condiciones de almacenamiento industrial son suficientes para impedir el deterioro de la biomasa licuada durante
mas de 4 meses. Se ha demostrado que la concentracién del producto quimico o los conservantes derivados
biolégicamente usados en los procedimientos descritos no tiene influencia significativa en procedimientos de
fermentacién aguas abajo para producir productos quimicos de valor afiadido, siempre que el pH y la concentracion
de disolvente organico cumpla con la especificacion del procedimiento de fermentacion deseado. Con el fin de
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ajustar estos parametros para el procedimiento de fermentacion deseado los conservantes pueden retirarse
alternativamente usando métodos energéticamente eficientes tales como precipitacion de acido y bases o retirada
de disolvente usando rectificacion por cambio de presion.

En un aspecto particular de la invencién se demostré que la biomasa de remolacha azucarera/cafa de azucar
licuada y conservada era un componente excelente de los medios de fermentacién industrial para organismos
bacterianos, de levadura y fungicos que producen productos de valor afiadido tales como enzimas, productos
farmacéuticos o quimicos.

Los ejemplos de microorganismos para la fermentacion de biomasa de remolacha azucarera/cafia de azucar licuada
tras ajuste de pH comprenden pero no se limitan a bacterias, levaduras u hongos filamentosos.

En una realizacion preferida de la invencién, los microorganismos se seleccionan del grupo de Bacillus sp.,
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Clostridium sp., Escherichia sp. Propionibacterium sp., Acetobacter sp.,
Gluconobacter sp., Corynebacterium (Brevibacterium) sp., Cryptococcus sp., Achromobacter sp., Streptomyces sp.,
Streptococcus sp., Pseudomonas sp., Erwinia sp., Xanthomonas sp., Leuconostoc sp. o Ralstonia sp.

En otra realizacion preferida de la invencion, los microorganismos se seleccionan del grupo de Saccharomyces sp.,
Schizosaccharomyces sp., Candida utilis, Mucor sp., Torulopsis sp., Pichia sp., Hansenula sp. o Rhodotorula sp.

Los productos de valor afiadido que resultan de la fermentacion bacteriana (Schmid, 2006) de biomasa de
remolacha azucarera/cafia de azucar licuada comprenden pero no se limitan a acidos organicos (por ejemplo acido
acético, acido lactico, acido fumarico, acido propionico y acido glucurénico), aminoacidos (por ejemplo acido
glutamico, leucina, lisina, treonina, acido aspartico, fenilalanina, cisteina), caprolactamas (por ejemplo alfa-
aminocaprolactama), antibidticos (por ejemplo bleomicina, virginiamicina, lincomicina, monensina, blasticidina,
tetraciclina), vitaminas (por ejemplo vitamina B2, B12 y C), enzimas, nucledtidos/nuledsidos (por ejemplo NADH,
ATP, cAMP, FAD, coenzima A), biopolimeros (por ejemplo polihidroxibutirato, poliamidas/fibroinas), polisacaridos
(por ejemplo xantano, dextrano), aminoglucanos (por ejemplo acido hialurénico) asi como disolventes organicos y
biocombustibles (por ejemplo acetona, etanol, butanol, propanodiol).

Los productos de valor afiadido (Schmid, 2006) que resultan de fermentacion con levadura de biomasa de
remolacha azucarera/cafa de azucar licuada comprenden pero no se limitan a disolventes organicos (por ejemplo
etanol, propanol), nucledtidos (por ejemplo ARN), biotensioactivos (por ejemplo lipidos de soforosa), enzimas y
biopolimeros (por ejemplo espidroinas).

Los ejemplos de fermentaciones fungicas que usan biomasa de remolacha azucarera/cafia de azicar licuada y
conservada como medio tras ajuste de pH minimo comprenden pero no se limitan a Aspergillus sp. Trichoderma sp.,
Penicillium sp., Acremonium sp., Rhizopus sp. y Talaromyces sp.

Los productos de valor afiadido que resultan de fermentacion fungica (Schmid, 2006) con biomasa de remolacha
azucarera/cafia de azucar licuada comprenden pero no se limitan a acidos organicos (acido citrico, acido fumarico),
antibioticos (por ejemplo penicilina, cefalosporina), enzimas y polisacaridos (por ejemplo quitina).

Los procedimientos de fermentacioén preferidos incluyen:

Un procedimiento de fermentacién, en el que la biomasa licuada se somete a fermentacion usando S. cerevisiae
para producir etanol.

Un procedimiento de fermentacion, en el que la cepa pertenece al género Clostridium y en el que el producto de
fermentacion es n-butanol, acetona o etanol.

Un procedimiento de fermentacioén, en el que la cepa pertenece al género Escherichia y en el que el producto de
fermentacion es una enzima recombinante o un producto bioquimico tal como un acido, un aminoacido, o un alcohol.

Un procedimiento de fermentacion, en el que la cepa pertenece al género Propionibacterium y en el que el producto
de fermentacion es acido propidnico.

Un procedimiento de fermentacion, en el que la cepa pertenece al género Corynebacterium y en el que el producto
de fermentacién es un aminoacido.

Un procedimiento de fermentacion, en el que la cepa pertenece al género Aspergillus y en el que el producto de
fermentacion es un acido organico o una enzima.

Un procedimiento de fermentacioén, en el que la cepa pertenece al género Lactobacillus y en el que el producto de
fermentacion es un acido organico.
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En una realizacién preferida, la biomasa solida se licia manera simultanea usando una mezcla de enzimas y se
inocula con un microorganismo, tal como levadura (por ejemplo S. cerevisiae) dando como resultado un
procedimiento de licuacion y fermentacion de una etapa. Preferiblemente el producto de fermentacion principal (por
ejemplo etanol) estara presente en una concentracion que hace que todo el liquido del procedimiento sea estable en
almacenamiento.

En ofra realizacion preferida, la biomasa licuada se somete a fermentacion usando una cepa de levadura, fingica o
bacteriana que puede producir un alcohol o un acido organico y en el que el alcohol o acido organico se separa del
caldo de fermentacion (i) extrayendo el alcohol o acido organico del caldo de fermentacion. En una realizacion
particularmente preferida, la biomasa licuada se somete a fermentacion usando una cepa de levadura, fungica o
bacteriana que puede producir un alcohol y en la que el alcohol se separa del caldo de fermentacion (i) extrayendo el
alcohol del caldo de fermentacion, preferiblemente usando diéxido de carbono o aire o una mezcla de los mismos,
(i) adsorbiendo el alcohol en un material adsorbedor, y (iii) la posterior desorcion del alcohol del material
adsorbedor.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos tienen solo fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitativos para la invencion.

Ejemplo 1: Licuaciéon enzimatica de remolacha azucarera entera

Se preparé material de remolacha azucarera entera a partir de raices de remolacha azucarera frescas tomadas en
Sulzemoos, Alemania. Se lavaron las raices de remolacha para retirar la tierra restante y se cortaron en trozos de 10
mm x 10 mm (cosetas) usando una mezcladora Waring. El material de remolacha azucarera tenia en promedio un
contenido en s.s. del 24,7%.

Se usaron las siguientes enzimas: arabinasa (E-EARAB, Megazymes Inc., Irlanda), arabinofucosidasa (E-AFASE,
Megazymes Inc., Irlanda), xilanasa (EXYTR1, Megazymes Inc., Irlanda), poligalacturonidasa (E-PGALUSP,
Megazymes Inc., Irlanda), celulasa (Celluclast, Novozymes, Dinamarca; que contiene actividades CBH I, CBH II, EG
I, EG Il, BGL, endo-xilanasa), celulasa B (Ecostone Cellulase, AB Enzymes GmbH, Darmstadt, Alemania;
preparacion de enzimas T. reesei, que contiene actividades CBH |, CBH Il, EG |, EG Il, BGL, endo-xilanasa), beta-
glucosidasa (Novo 188, Novozymes, Dinamarca) y pectinasa (Pectinex Ultra SP-L, Novozymes, Dinamarca; que
contiene actividades pectina liasa, arabinofucosidasa, endo-arabinasa endo-xilanasa, pectato liasa,
pectinmetilesterasa y poligalacturonidasa). Cuando fue necesario se desalinizaron y concentraron las enzimas con
45 ml de tampdn acetato de sodio (50 mM, pH 5) usando 50 ml de dispositivos de ultrafiltraciéon Amicon (limite de
10 kDa; Millipore, Maidstone, RU).

Ademas, se usaron las siguientes enzimas: preparacion de enzima celulasa derivada de Trichoderma reesei (ATCC
56764, 60787); preparacion de enzima pectinasa derivada de Aspergillus niger (DSMZ: 737, DSM 7840);
preparacion de enzima pectinasa derivada de Aspergillus aceulatus (CBS 589.94); preparacion de enzima beta-
glucosidasa derivada de Aspergillus niger (DSMZ 737).

Se determinaron las concentraciones de proteina mediante el método Bradford (Bradford, 1976). Se midieron las
actividades endo- y exo-celulasa usando p-nitrofenil-beta-D-celobiosido (Wood y Bhat, K., 1988). Se determino la
actividad arabinofuranosidasa usando 4-nitrofenil-alfa-L-arabinofuranésido (pNP-Araf) (Taylor et al., 2006). Se
determiné la actividad xilosidasa usando beta-D-xilopirandsido sustituido con o-nitrofenol (Chen et al., 1986; Taguchi
et al., 1996).

Ejemplo 1.1: Licuacion de biomasa de remolacha azucarera en condiciones técnicas

Se preparo la siguiente mezcla de enzimas:

0,8 ml de Celluclast (0,5% p/p de s.s.), 0,13 ml de Novo 188 (0,1% p/p de s.s.), 3,7 ml de Pectinex Ultra SP-L (0,5%
p/p s.s.), 30,4 ml de tampdén NaAc 50 mM (pH 5).

Se mezclo esta mezcla de enzimas con material de remolacha azucarera fresca (cosetas) en diversas razones en
masa (0-0,1% (p/p) de enzima/sustrato, E/S). La mezcla de reaccion final contenia un 15% de s.s. de material de
remolacha azucarera. Se incubd la mezcla sin ningun tratamiento mecanico adicional a 45°C durante 6 horas. Tras
la incubacion, la biomasa de remolacha azucarera estaba casi completamente licuada. Sélo el 0,35% (p/p) de la
biomasa de remolacha azucarera inicial permanecié como sélidos insolubles tal como se determind mediante
mediciones de balanza infrarroja. Se filtrd la dispersion resultante a través de un filtro de nailon de 0,2 um y se
aplicaron posteriormente 100 pl a analisis HPLC. Se analizé la mezcla de hidrdlisis resultante mediante HPLC
(Agilent, Alemania) con una columna de intercambio de iones Aminex HPX 87 (BioRad Labs, Hercules, EE.UU.)
(eluyente: 100% de agua, T: 85°C, Caudal: 0,6 ml/min, deteccidon por infrarrojos). La composicién de sacarido
resultante en el sobrenadante con respecto a diversas razones de dosificacion de enzimas se muestra en la figura 1.
Los datos muestran que el procedimiento de licuacion se completd en 6 horas, lo que distingue al procedimiento de
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la técnica anterior, en la que se necesitaban un minimo de 20 horas para la licuacién (de Baynast et al., 1989).

Los resultados también indican que no se requiere aporte de energia mecanica adicional antes de o durante la etapa
de licuacién de remolacha azucarera. El procedimiento no requiere moler la biomasa para una licuacion de biomasa
eficaz. En las condiciones experimentales se consigue una licuacién completa y una liberacion cuantitativa de todos
los componentes de azlcar de la biomasa de remolacha azucarera. Una dosificacion del 0,1% de E/S da como
resultado una licuacion eficaz.

Ejemplo 2: Licuacion y conservacion de biomasa

Ejemplo 2.1: Licuacién y conservacion quimica de biomasa

Se us6 acido mineral (H,SO.) para conservar quimicamente remolacha azucarera licuada e impedir el crecimiento
microbiano sin afectar a la licuacion e hidrélisis de biomasa enzimatica. Efecto de la concentracion de H,SO, y el
tiempo de adicién sobre el rendimiento de la licuacidon enzimatica: Se preparé biomasa de remolacha azucarera
fresca tal como se describié anteriormente. Para iniciar la licuacion de biomasa de remolacha azucarera (20 g; 20%
final (p/p de s.s.)) se afiadié una preparacion de enzimas (0,1% de E/S) que contenia las siguientes actividades:
pectinasa al 50% (p/p), celulasa al 50% (p/p), beta-glucosidasa 4 CBU/ml. Ademas se dosificd la materia prima con
diferentes concentraciones de H>SO4 (0,2%, 0,3% (v/p)). Entonces se llevd a cabo la licuacion en un matraz
Erlenmeyer cerrado a lo largo de 7 dias a 45°C sin mezclado. Tras el periodo de incubacion de 7 dias, se determind
el procedimiento de licuaciéon enzimatica en presencia de H,SO,4 usando procedimientos de HPLC normalizados
(véase anteriormente). Los datos se muestran en la figura 2. Se afadio el acido al comienzo de la reaccion
enzimatica. La adicion de un 0,2% (v/p) de H2SO4 (pH 2,5) condujo a la licuacion completa de la biomasa de
remolacha. Sorprendentemente, la licuacién enzimatica pudo llevarse a cabo a un pH de 2,5.

Ejemplo 2.2: Licuacion y conservacion bioldgica de biomasa con Lactobacilli (ensilado inducido por acido lactico)

Se generd materia prima de fermentacion estable a partir de biomasa de remolacha azucarera mediante licuacion y
conservacion inducida por acido lactico (ensilado) simultaneas. Se activaron cultivos de Lactobacillus (Lactobacillus
amylovorus, DSMZ 16698) en medio MRS que contenia un 5% (p/p) de glucosa adicional. Se prepar6é biomasa de
remolacha azucarera fresca tal como se describié anteriormente. Para inducir la licuacion de biomasa (20% (p/p)),
se afadié una preparacion de enzimas que contenia las siguientes actividades: pectinasa al 0,25%, celulasa al
0,25%, beta-glucosidasa 4 CBU/ml (dosificacion: 0,1% de E/S). Se inocul6 de manera simultanea biomasa de
remolacha azucarera con cultivos de Lactobacillus (DOeoonm=0,1) (hidrolizado de biomasa ensilado) o,
alternativamente, no se inoculd (control, no ensilado). Se llevd a cabo la licuacion de biomasa/el cultivo microbiano
simultaneos en condiciones anaerdbicas en matraces Erlenmeyer a 40°C durante 350 horas. Sorprendentemente, la
adicion del cultivo microbiano no tuvo efecto sobre el procedimiento de licuacién enzimatica que se completd en las
condiciones experimentales en el plazo de 72 horas. Durante todo el tiempo de incubacioén, se siguié de manera
espectrométrica el crecimiento celular microbiano a DOggonm mientras que la concentracion de glucosa se monitorizé
mediante HPLC. El pH de los hidrolizados de biomasa tanto ensilado como no ensilado disminuyé ligeramente de pH
4 a 3,5, lo que esta relacionado con la liberacion de metabolitos acidos como acido lactico y acético. Los datos en la
figura 3 muestran que en la muestra ensilada (tratada con Lactobacillus) el crecimiento celular es mas rapido que en
el control no ensilado pero se detuvo tras un periodo de incubacién de 95 horas. A diferencia de ello, en el control no
ensilado el crecimiento celular continla hasta el final del periodo de muestreo. De la manera mas importante, en el
control no ensilado el crecimiento celular continuado da como resultado una pérdida del 50% (p/v) de glucosa al final
del tiempo de muestreo. Los datos muestran que la licuacion enzimatica y el ensilado biolégico simultaneos con
Lactobacilli es un método factible para conservar ~90% (p/v) de azucares en el hidrolizado de remolacha azucarera
(medio de fermentacion).

Se ha examinado la conservacion microbiana en otra serie experimental con inoculacion de Lactobacilli. La cantidad
de biomasa tratada y el céctel de enzimas aplicado para la licuaciéon son equivalentes a los experimentos descritos
anteriormente. Condiciones experimentales:

1. mezcla de enzimas (so6lo licuacion enzimatica, no ensilado; control);
2. mezcla de enzimas + adicion de Lactobacillus de ensilado (DOgsgonm = 0,1) tras 0 horas de licuacion;
3. mezcla de enzimas + adicion de Lactobacillus de ensilado (DOgoonm = 0,1) tras 8 horas de licuacion.

El procedimiento de licuacion de biomasa y los procedimientos de conservacion se monitorizaron para glucosa y
acido lactico mediante HPLC tras 8, 48 y 240 horas. Los resultados acumulativos se muestran en la figura 4. Los
datos muestran que en ausencia de cultivos de Lactobacillus de ensilado, el contenido en glucosa disminuye
rapidamente. La adicion directa de cultivos de Lactobacillus de ensilado conducen a la rapida formacién de acido
lactico y pérdidas de glucosa limitadas (~10% (p/v)) confirmando la conservacion inducida por acido lactico. Por el
contrario, la adicion de cultivos de Lactobacillus de ensilado 8 horas tras el inicio de la licuacién enzimatica dio como
resultado menos produccion de acido lactico y mayores pérdidas de glucosa.
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Ejemplo 2.3 Licuacion de biomasa y conservacién quimica separadas

Se us6 acido mineral (H,SO.) para conservar quimicamente remolacha azucarera licuada e impedir el crecimiento
microbiano tras la licuacion e hidrélisis de biomasa enzimatica. Se licu6é remolacha azucarera tal como se describid
en el ejemplo 1.1. Se afadio H,SO4 a la biomasa licuada tras 4 h y se incubd a TA en un matraz Erlenmeyer, al que
se le instalé un tubo de fermentacion para liberar cualquier sustancia gaseosa formada. Se monitorizé el contenido
en azucar de la biomasa licuada a lo largo de 190 dias. Se tomaron muestras de manera aséptica a los 15, 46, 99 y
190 dias y se midieron las concentraciones de azucar usando procedimientos de HPLC descritos anteriormente. Los
datos en la figura 7 muestran que no pudo detectarse ninguna pérdida de azicares a lo largo del periodo de
muestreo, lo que indica que puede conseguirse una conservacion a largo plazo de biomasa de remolacha azucarera
licuada mediante la adicién de acido sulftrico hasta una concentracion final del 0,5 o del 1% v/v. Se determiné que el
pH de la biomasa conservado fue de 1,33 y 1 para la muestras que contenian el 0,5 o el 1% de H;SO4 v/iv
respectivamente.

Ejemplo 3: Biomasa de remolacha azucarera licuada como medio de fermentacion

Ejemplo 3.1: Produccién de acetona, butanol y etanol

Se preparo hidrolizado de remolacha azucarera tal como se describié en el ejemplo 1.1. Se afnadié Clostridium
saccharobutylicum (DSMZ 13864, in6culo DOsoonm = 1) @ un medio de fermentacion que contenia un 15% (p/v) de
hidrolizado de remolacha azucarera como Unica fuente de carbono.

Composicion del medio: hidrolizado de remolacha azucarera al 15% (p/v), triptona peptona (BD) 6 g/l, extracto de
levadura 2 g/l, NHsCH3COO™ 3 g/l, MgSO. 0,3 g/l, KH2PO4 0,5 g/l, FeSO4 x 7 H>O 0,01 g/, biotina 0,2 g/l, acido p-
aminobenzoico 1 g/l, clorhidrato de cloruro de tiamina 1 g/l, resazurina 1 mg/l. Se llevé a cabo la fermentacion a lo
largo de 40 h a 35°C y pH 6,5. Se determin6 la biomasa a través de mediciones de DOggonm ¥ S€ midio el pH. Se
centrifugaron posteriormente muestras a 12.000 rpm durante 5 min. Se analizaron los sobrenadantes resultantes
usando analisis de CG para determinar las concentraciones de acetona, butanol y etanol en la mezcla de reaccion.
La figura 5 muestra el desarrollo del perfil de pH y de la densidad celular durante el procedimiento de fermentacion.
La figura 6 muestra la formacion de disolventes. Los datos demuestran que la produccion de disolventes es factible
cuando se hacen crecer cepas apropiadas de Clostridia en medios basados en hidrolizado de remolacha azucarera.

Se purificd adicionalmente el butanol mediante adsorciéon in situ de butanol fuera de la fase de vapor a un
adsorbedor. Se llevo a cabo la adsorcién a temperatura ambiental, lo que reduce significativamente la energia
necesaria para la recuperacién en comparacion con los métodos convencionales. Se retiré el butanol del adsorbedor
calentando el adsorbente y se recogi6é enfriando el vapor que contenia butanol que salia del adsorbedor en un
condensador. En comparacién con un procedimiento de extraccion de gas, la concentracion de la molécula organica
con este método es significativamente mas alta debido a la selectividad del adsorbedor para la molécula organica.
Se consiguioé recuperacion de butanol del medio de fermentacion usando un procedimiento de adsorcién/desorcion
de butanol mediado por un material de zeolita. Para este procedimiento se prepardé una zeolita MFI segun el
documento US 7.244.409. Se adsorbio el butanol desde la fase de vapor de sobrecarga de caldo de fermentacion
ABE (en un sistema cerrado). Se desorbid (recupero) el butanol adsorbido a la zeolita calentando el adsorbente. Se
condenso el vapor que salia del matraz en un condensador y se recogid. El contenido en butanol global en el
condensado fue del 67%.

Ejemplo 3.2: Produccién de etanol con S. cerevisiae usando hidrolizado de remolacha bruto como fuente de carbono

Se preparé hidrolizado de remolacha azucarera tal como se describié anteriormente y se usdé como Unico
componente de medio de fermentacién para la produccién de etanol con S. cerevisiae (DSMZ 1333).

Se inoculd hidrolizado de remolacha azucarera (30 ml) no diluido y no esterilizado con 1 g/l de células de S.
cerevisiae. Se llevaron a cabo fermentaciones en matraces de agitacion de 100 ml, que se incubaron a 28°C (200
rpm) durante 48 horas. Se incluyd un control negativo con medio de hidrolizado de remolacha no inoculado. Se
determinaron concentraciones de etanol a 24 y 48 horas usando analisis de CG (Sillers et al., 2008). No pudo
detectarse ninguna formacion etanol tras el tiempo de incubacion de 48 horas en la muestra de control negativo. La
figura 7 muestra los resultados de la fermentacion etandlica. La fermentacion dio como resultado un rendimiento de
etanol del 64% (p/v) basandose en la glucosa contenida en hidrolizado de remolacha cruda (13-15% (p/v)). Este
resultado indicaba que el hidrolizado enzimatico de remolacha azucarera puede usarse directamente en
fermentaciones etandlicas sin la necesidad de tratamiento adicional del hidrolizado.
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REIVINDICACIONES
Procedimiento para la produccién de un producto licuado, que comprende las siguientes etapas:
(a) proporcionar material de biomasa de remolacha azucarera y/o cafia de azucar;
(b) licuar dicha biomasa sometiéndola a una mezcla de enzimas que comprende celobiohidrolasa, beta-
glucosidasa y poligalacturonasa para dar un producto licuado con un contenido de sélidos insolubles

restantes de menos del 2% (p/p).

Procedimiento segun la reivindicaciéon 1, en el que un producto quimico o microorganismo se afiade antes
de o durante la etapa (b) para hacer que el producto licuado sea estable en almacenamiento.

Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que el producto quimico se seleccionada del grupo de acido
inorganico, anhidridos inorganicos o en el que el microorganismo es uno o mas seleccionados de
Lactobacillus, Lactococcus, Bacillus, Saccharomyces'y Clostridium.

Procedimiento seguin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa (b) se lleva a cabo
durante de 2 a 20 horas.

Procedimiento segin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de enzimas se usa
en una cantidad del 0,025 al 0,1% (p/p) de la biomasa.

Procedimiento segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de enzimas contiene
del 1 al 4% (p/p) de celobiohidrolasa, del 1 al 4% (p/p) de beta-glucosidasa y del 35 al 45% (p/p) de
poligalacturonasa, con respecto al peso total de la mezcla de enzimas.

Procedimiento segliin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que no se lleva a cabo ninguna
reducciéon mecanica de tamafo durante la etapa de procedimiento (b).

Procedimiento segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla de enzimas contiene
adicionalmente una o mas actividades hemicelulasa.

Procedimiento segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que no se afiade nada de
invertasa a la mezcla de enzimas.

Procedimiento segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, que se lleva a cabo en un tnico tanque.

Procedimiento segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que el producto quimico o los
microorganismos se afiaden a la biomasa sélida antes que o junto con la mezcla de enzimas.

Biomasa licuada derivada de remolacha azucarera y/o cafia de azlcar, que es estable en almacenamiento
y fermentable, y que puede obtenerse mediante un procedimiento segun una o mas de las reivindicaciones
1 a 11, segun lo cual estable en almacenamiento significa que el aumento en unidades formadoras de
colonia que se detectan en placas de agar LB sdlido tras almacenamiento de 6 meses a TA es de menos de
1000 ufc/ml.

Biomasa licuada segun la reivindicacién 12, que tiene un contenido en sacarosa del 0 al 50% (p/p), un
contenido en fructosa del 20 al 45% (p/p) y un contenido en glucosa del 50 al 70% (p/p).

Uso de la biomasa licuada segun una o mas de las reivindicaciones 12 6 13 para la produccion de un
producto que resulta de fermentacion.

Procedimiento de fermentacién, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una biomasa licuada segiin una o mas de las reivindicaciones 12 6 13,
(b) ajustar opcionalmente el pH de la biomasa licuada,

(c) someterla a una fermentacion con bacterias, levaduras u hongos, y

(d) separar el producto de fermentacion.
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