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DESCRIPCION
Mejora de tratamiento previo de la biomasa
Campo de la invencion

Se proporciona un método para producir un producto de biomasa pretratada mejorado para su uso en la
sacarificacion para producir un hidrolizado de alto contenido de azlcar. En forma especifica, el producto de biomasa
pretratada derivada del uso del presente método tiene un menor nimero de inhibidores de sacarificacion y/o
fermentacion.

Antecedentes

Las materias primas y residuos celuldsicos y lignoceluldsicos, tales como los residuos agricolas, madera, residuos
forestales, los lodos procedentes de la fabricacion de papel y los residuos sdlidos urbanos e industriales,
proporcionan una gran materia prima potencialmente renovable para la produccion de productos de valor, tales
como los combustibles y otros productos quimicos. Las materias primas y residuos celuldsicos y lignocelulésicos,
compuestos por polimeros de hidratos de carbono que comprenden celulosa, hemicelulosa, y lignina glucanos por lo
general se tratan por medio de una variedad de medios quimicos, mecanicos y enzimaticos para liberar
principalmente hexosa y pentosa, que luego se puede fermentar en productos utiles.

En primer lugar, las materias primas de biomasa se tratan para hacer que los polimeros de hidratos de carbono de
los materiales celuldsicos y lignocelulosicos estén disponibles con mayor facilidad para las enzimas de
sacarificacion, que normalmente se denomina tratamiento previo. La biomasa pretratada se hidroliza en forma
adicional en la presencia de enzimas de sacarificacion para liberar oligosacaridos y/o monosacaridos en un
hidrolizado. Las enzimas de sacarificacion utilizadas para producir azlicares fermentables a partir de una biomasa
pretratada incluyen en forma tipica una o mas glicosidasas, tales como glicosidasas de celulosa de hidrolizacion,
glicosidasas de hemicelulosa de hidrolizacion, y glicosidasas de almidon de hidrolizacion, asi como peptidasas,
lipasas, ligninasas y/o feruloil esterasas. Las enzimas de sacarificacion y los métodos para el tratamiento de biomasa
se revisan en Lynd, LR, et al. (Microbiol. Mol. Biol. Rev. (2002) 66:506 a 577).

Durante el tratamiento de la biomasa, se pueden liberar diferentes componentes de la celulosa, la hemicelulosa y la
lignina que pueden incluir azicares y/o subproductos, que incluyen compuestos tales como acido acético, acido
férmico, acido levulinico, furaldehidos y compuestos fendlicos. Algunos de los subproductos son inhibidores en
cuanto a que afectan las actividades de las enzimas de sacarificacion y/o el crecimiento y el metabolismo de los
microorganismos utilizados en la fermentacion posterior. Estos inhibidores pueden reducir la eficiencia de los
procesos de sacarificacion y/o fermentacion. Se han hecho algunos intentos para eliminar dichos inhibidores con
pasos adicionales, tales como la recolecciéon de azucares, lo que de ese modo crea un prehidrolizado. Estas
medidas no son satisfactorias dado que no son econémicas y dan como resultado una produccién reducida de
azucares.

Por lo tanto, existe una necesidad de un método de tratamiento previo que produce una biomasa pretratada que
tiene una maxima retencion de azicares y una minima presencia de inhibidores, sin formar una corriente de azucar
de tratamiento previo separada (prehidrolizado). Esto proporcionaria una biomasa de entrada mas econdmica y
efectiva para su uso en la sacarificacion seguida por la fermentacién para producir productos utiles.

Kurakake et al., en Applied Biochemistry and Biotechnology, vol. 90, num. 3, paginas 251 a 259 (2001), describen el
tratamiento previo de una cascara de maiz, bagazo de cafia y pasto varilla con agua amoniacal.

Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona un método para la preparacion de un producto de biomasa pretratada mejorado
de acuerdo con la reivindicacion 1.

En otros aspectos, el método ademas comprende la adicién de un componente acuoso adicional en una o mas de
las siguientes maneras:

i)  antes del paso (b)
ii)  como un componente adicional en el paso (b); o
i) después del paso (b) como un paso de lavado.

Ademas, el producto de solidos de biomasa pretratada se puede sacarificar para formar un hidrolizado de azucares
que después se pueden fermentar para producir un producto quimico blanco.

La biomasa se refiere a cualquier material celulésico o lignoceluldsico, por ejemplo, los cultivos bioenergéticos,
residuos agricolas, residuos sélidos urbanos, residuos soélidos industriales, desechos de jardin, madera, residuos
forestales y las combinaciones de los mismos. La solucidon acuosa que comprende amoniaco se puede derivar a
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partir de gas de amoniaco, hidréxido de amonio, urea, y las combinaciones de los mismos. La solucidn acuosa que
comprende amoniaco puede comprender por lo menos una base adicional. Ademas, en el presente método, se
puede aplicar vacio a la biomasa antes de poner en contacto la biomasa con una soluciéon acuosa que comprende
amoniaco. El amoniaco también se puede retirar antes del paso (c); el amoniaco se puede reciclar de nuevo al
reactor de tratamiento previo. El amoniaco y la biomasa se hacen reaccionar en el presente método a una
temperatura que esta entre aproximadamente 4 °C y aproximadamente 200 °C. En el presente método se pueden
utilizar un plastificante, un agente de ablandamiento o una combinacion de los mismos. Ademas, la energia se
puede aplicar a la biomasa antes de, durante, o después del paso (a) con el fin de reducir el tamafo, incrementar el
area de superficie expuesta, y/o aumentar la accesibilidad al amoniaco acuoso o a las enzimas de sacarificacion.

Descripcion detallada de la invencion

Cuando se presenta una cantidad, concentracion, u otro valor o parametro como cualquiera de un intervalo, un
intervalo preferido o una lista de valores superiores preferibles y valores inferiores preferibles, esto se debe
comprender como la descripcion en forma especifica de todos los intervalos formados desde cualquier par de
cualquier limite de intervalo superior o valor preferido y cualquier limite de intervalo inferior o valor preferido, sin
importar si los intervalos se describen por separado. Cuando se recita un intervalo de valores numéricos en la
presente memoria, a menos que se indique lo contrario, el intervalo pretende incluir los puntos finales de los mismos,
y todos los numeros enteros y fracciones dentro del intervalo. No se pretende que el alcance de la invencion se
limite a los valores especificos citados cuando se define un intervalo.

La presente invencién proporciona un método para el tratamiento previo de la biomasa que reduce la cantidad de
inhibidores en un producto de biomasa pretratada. Debido a la presencia reducida de inhibidores, los procesos de
sacarificacion y fermentacion para la produccion de productos valiosos a partir de dicha biomasa son mas eficientes.
El uso eficiente de la biomasa renovable, que incluye la biomasa de residuos, para producir productos quimicos
valiosos puede disminuir la necesidad de petréleo.

Definiciones
En esta descripcion, se utilizan una serie de términos. Se proporcionan las siguientes definiciones:

Los términos "azucar fermentable" o "azlcares" se refieren a oligosacaridos y monosacaridos que se pueden utilizar
como fuentes de carbono por un microorganismo en un proceso de fermentacion.

El término "lignoceluldsica" se refiere a una composicion que comprende tanto lignina como celulosa. El material
lignoceluldsico también puede comprender hemicelulosa.

El término "celuldsico” se refiere a una composicion que comprende celulosa.

Por "peso en seco" de la biomasa se comprende el peso de la biomasa que tiene todo o esencialmente todo el agua
retirada. El peso en seco se mide de acuerdo al estandar de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales
(ASTM) E1756-01 (Método de Prueba Estandar para la Determinacion de Solidos Totales en la Biomasa) o el
estandar de la Asociacion Técnica de la Industria de la Pulpa y el Papel, Inc. (TAPPI) T- 412 om-02 (Humedad en la
Pulpa, el Papel y el Carton).

Los términos "plastificante" y "agente de ablandamiento" se refieren a materiales que provocan una reduccion en las
fuerzas intermoleculares cohesivas a lo largo de o entre las cadenas de polimero. Tales materiales pueden actuar,
por ejemplo, para disminuir la cristalinidad, o para romper los enlaces entre la lignina y las fibras de carbohidrato no
de lignina (por ejemplo, celulosa o hemicelulosa).

El término "sacarificacion" se refiere a la produccién de azucares fermentables a partir de polisacaridos.

Los términos "tratar" y "pretratar" con respecto a la biomasa se relacionan de la siguiente manera. La biomasa se
trata con reactivo para formar un producto de biomasa tratado, que también se puede denominar como el
tratamiento para formar una biomasa pretratada o el tratamiento previo para formar una biomasa pretratada. El uso
de "pre" distingue el tratamiento de biomasa que es anterior a la sacarificacion de la biomasa,

El término "biomasa pretratada" significa biomasa que ha sido sometida a un tratamiento previo antes de la
sacarificacion.

Los procesos de tratamiento previo se describen en detalle a continuacion.

"Biomasa" se refiere a cualquier material celuldsico o lignocelulésico e incluye materiales que comprenden celulosa,
y en forma opcional ademas comprende hemicelulosa, lignina, almidon, oligosacaridos y/o monosacaridos. La
biomasa también puede comprender componentes adicionales, tales como proteinas y/o lipidos. Segun la invencion,
la biomasa se puede derivar de una sola fuente, o la biomasa puede comprender una mezcla derivada de mas de
una fuente; por ejemplo, la biomasa podria comprender una mezcla de mazorcas de maiz y tallos de maiz o de fibra,
o una mezcla de hierba y hojas. La biomasa incluye, pero no se limita a, los cultivos bioenergéticos, residuos
agricolas, residuos sélidos urbanos, residuos soélidos industriales, lodos procedentes de la fabricacion de papel,
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desechos de jardin, madera y residuos forestales. Los ejemplos de biomasa incluyen, pero no se limitan a, grano de
maiz, mazorcas de maiz, residuos de cultivos tales como hojas de maiz, forraje de maiz, fibra de maiz, pastos, trigo,
paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, paja de arroz, pasto varilla, residuos de papel, bagazo de cafia de
azucar, sorgo, soja, los componentes obtenidos de la molienda de granos, arboles, ramas, raices, hojas, virutas de
madera, aserrin, arbustos y matas, de verduras, frutas, flores y el estiércol de animales. En una realizacion, la
biomasa que es util para la invencion incluye la biomasa que tiene un valor relativamente alto de hidratos de
carbono, es relativamente densa, y/o es relativamente facil de recoger, transportar, almacenar y/o manipular. En una
realizacion de la invencion, la biomasa que es util incluye mazorcas de maiz, tallos de maiz, fibra de maiz y bagazo
de cana de azucar.

Para los fines de esta invencion, un "solucién acuosa que comprende amoniaco" se refiere a la utilizacion de gas de
amoniaco (NHs), compuestos que comprenden iones de amonio (NH,"), tales como hidréxido de amonio o sulfato de
amonio, compuestos que liberan amoniaco tras la degradacion, tales como urea, y las combinaciones de los mismos
en un medio acuoso.

Un "consorcio de enzimas" para la sacarificacién es una combinacién de enzimas que son capaces de actuar sobre
una mezcla de biomasa para producir azicares fermentables. En forma tipica, un consorcio de enzimas de
sacarificacion puede comprender una o mas glicosidasas; las glicosidasas se pueden seleccionar del grupo que
consiste de glicosidasas de celulosa de hidrolizacién, glicosidasas de hemicelulosa de hidrolizacion y glicosidasas
de almiddn de hidrolizacion. Otras enzimas en el consorcio de enzimas de sacarificacion pueden incluir peptidasas,
lipasas, ligninasas y feruloil esterasas.

El tratamiento previo de alta concentracion de biomasa con una baja concentraciéon de amoniaco acuoso se describe
en la solicitud de patente de los EE.UU de propiedad conjunta y en tramitacion US. 20070031918A1. Los solicitantes
han hallado sorprendentemente que los inhibidores de sacarificacién y/o fermentacion se liberan a partir de la
biomasa que se trata previamente por el uso del método del documento US 20070031918A1, si bien se liberan
pocos azucares. Los azucares que se liberan son considerados insustanciales. Por ejemplo, una pérdida de azucar
insustancial es de aproximadamente 0,0% hasta aproximadamente 10%, o aproximadamente 0,01%, 0,02%, 0,04%,
06%, 0,07%, o 0,09%. Los inhibidores son componentes solubles de una fraccién liquida que se puede separar de
los sélidos de biomasa pretratada. La extraccion del liquido elimina los inhibidores y no reduce sustancialmente el
rendimiento de azucar, lo que de esta manera produce un producto de biomasa pretratada mejorado.

Tratamiento Previo de Amoniaco Acuoso Bajo

En el tratamiento previo de amoniaco acuoso bajo utilizado en el presente método, la concentracion de amoniaco es
minimamente una concentracion que es suficiente para mantener el pH de la mezcla de biomasa y amoniaco
acuoso alcalina y maxima de menos de aproximadamente 12 por ciento en peso con respecto al peso en seco de la
biomasa. Esta baja concentracion de amoniaco es suficiente para el tratamiento previo, y la baja concentracion
también puede ser menos de aproximadamente 10 por ciento en peso con respecto al peso en seco de la biomasa.
Una concentracion muy baja de 6 por ciento de amoniaco en relacion con el peso en seco de la biomasa, 0 menos,
también se puede utilizar para el tratamiento previo. Por alcalina se comprende un pH de mas de 7,0. Es adecuado
en particular un pH de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso que es mayor que 8. En una realizacion, el
amoniaco esta presente en menos de aproximadamente 10 por ciento en peso con respecto al peso en seco de la
biomasa. Es adecuado en particular el amoniaco en menos de aproximadamente 6 por ciento en peso con respecto
al peso en seco de la biomasa.

La soluciéon acuosa que comprende amoniaco puede comprender en forma opcional por lo menos una base
adicional, tal como hidréxido de sodio, carbonato de sodio, hidréxido de potasio, carbonato de potasio, hidroxido de
calcio y carbonato de calcio. La por lo menos una base adicional se puede afiadir en una cantidad que se combina
con amonio para formar una cantidad de base total que es menos de aproximadamente 20 por ciento en peso con
respecto al peso en seco de la biomasa. Preferiblemente, el segundo amoniaco total mas base se encuentra en una
cantidad que es menor que aproximadamente 15 por ciento en peso. Se pueden utilizar bases adicionales, por
ejemplo, para neutralizar los acidos en la biomasa, para proporcionar iones metalicos para las enzimas de
sacarificacion, o para proporcionar iones metalicos para el medio de cultivo de fermentacion.

En el presente método, el peso en seco de la biomasa se encuentra en una concentracién inicial de por lo menos
aproximadamente 15% del peso de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso. En forma tipica, el peso en seco de la
biomasa se encuentra en una concentracion inicial de desde por lo menos aproximadamente 15% a
aproximadamente 80% del peso de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso. En otro aspecto, el peso en seco de
la biomasa se encuentra en una concentracion de por lo menos aproximadamente 15% a aproximadamente 60% del
peso de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso. El porcentaje de la biomasa en la mezcla de biomasa y
amoniaco acuoso se mantiene alta para reducir al minimo la necesidad de concentracion de los azlcares
resultantes de la sacarificacion de la biomasa pretratada, para su uso en la fermentacién. La alta concentracion de
biomasa también reduce el volumen total de material de tratamiento previo, lo que hace el proceso mas econémico.

La biomasa se puede utilizar directamente como se obtiene de la fuente, o la energia se puede aplicar a la biomasa
para reducir el tamafo, incrementar el area de superficie expuesta, y/o se puede aumentar la disponibilidad de
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celulosa, hemicelulosa, y/u oligosacaridos presentes en la biomasa de amoniaco y de enzimas de sacarificacion
utilizados para producir aztcares a partir de biomasa pretratada. Significa que la energia util para reducir el tamafio,
aumentando el area de superficie expuesta, y/o el aumento de la disponibilidad de celulosa, hemicelulosa, y/o
oligosacaridos presentes en la biomasa para el amoniaco y para las enzimas de sacarificacion incluyen, pero no se
limitan a, molienda, trituraciéon, rompimiento, aplastamiento, picado, refinacion en disco, ultrasonidos y microondas.
Esta aplicacion de energia puede ocurrir antes, durante o después del tratamiento previo.

El tratamiento previo de la biomasa con una solucion acuosa de amoniaco bajo se lleva a cabo en cualquier
recipiente adecuado. En forma tipica, el recipiente es uno que puede soportar la presion, tiene un mecanismo para la
calefaccion, y tiene un mecanismo gara mezclar el contenido. Los recipientes comercialmente disponibles incluyen,
por ejemplo, el reactor Zipperclave = (Autoclave Engineers, Erie, PA), el reactor Jaygo (que se describe en General
Methods; Jaygo Manufacturing, Inc., Mahwah, NJ), y un reactor de pistola de vapor (descrito en General Methods;
Autoclave Engineers, Erie, PA). Se pueden utilizar reactores a mucha mayor escala con capacidades similares. En
forma alternativa, la solucion de biomasa y amoniaco se puede combinar en un recipiente, y luego transferirse a otro
reactor. La biomasa también se puede tratar previamente en un recipiente, y a continuacion, procesarse en forma
adicional en otro reactor tal como un reactor pistola de vapor (que se describe en General Methods; Autoclave
Engineers, Erie, PA).

Antes de poner en contacto la biomasa con una solucién acuosa que comprende amoniaco, se puede aplicar vacio
al recipiente que contiene la biomasa. Por medio de la evacuacion del aire de los poros de la biomasa, se puede
lograr una mejor penetracion del amoniaco en la biomasa. El periodo de tiempo para la aplicacion de vacio y la
cantidad de presion negativa que se aplica a la biomasa dependera del tipo de biomasa y se puede determinarse en
forma empirica a fin de lograr el tratamiento previo éptimo de la biomasa (de acuerdo con lo medido por la
produccion de azucares fermentables luego de la sacarificacion).

La puesta en contacto de la biomasa con una solucién acuosa que comprende amoniaco se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 4 °C a aproximadamente 200 °C. El contacto inicial de la biomasa con amoniaco a
4 °C, que permite la impregnacion a esta temperatura, puede aumentar la eficacia de la sacarificacion sobre la
biomasa nativa no pretratada. En otra realizacién, dicha puesta en contacto de la biomasa se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 75 °C a aproximadamente 150 °C. En aun otra realizacién, dicha puesta en
contacto de la biomasa se lleva a cabo a una temperatura de mas de 90 °C a aproximadamente 150 °C.

La puesta en contacto de la biomasa con una solucién acuosa que comprende amoniaco se lleva a cabo durante un
periodo de tiempo de hasta aproximadamente 25 horas. Son posibles periodos mas largos de tratamiento previo, sin
embargo, un periodo de tiempo mas corto puede ser preferible, por razones practicas y econémicas. En forma tipica,
un periodo de tratamiento de contacto de amoniaco es de aproximadamente 8 horas o menos.

En una realizacion, el proceso de tratamiento previo se puede llevar a cabo a una temperatura relativamente alta
durante un periodo relativamente corto de tiempo, por ejemplo desde aproximadamente 100 °C hasta
aproximadamente 150 °C durante aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 2 horas. En otra realizacion, el
proceso de tratamiento previo se puede llevar a cabo a una temperatura inferior durante un periodo relativamente
largo de tiempo, por ejemplo de aproximadamente 75 °C a aproximadamente 100 °C durante aproximadamente 2
horas a aproximadamente 8 horas. En aun otra realizacién, el proceso de tratamiento previo se puede llevar a cabo
a temperatura ambiente (aproximadamente 22 a 26 °C) durante un periodo aun mas largo de tiempo de
aproximadamente 24 horas. También se pueden utilizar otras combinaciones de temperatura y tiempo intermedios a
estos.

Para el proceso de tratamiento previo, las "condiciones adecuadas", tales como la temperatura, el tiempo de
contacto con el amoniaco, la concentracion de amoniaco, la concentracién de una o mas bases adicionales, la
concentracion de la biomasa, el tipo de biomasa y el tamafio de particulas de la biomasa estan relacionados; por lo
tanto, estas variables se pueden ajustar como sea necesario para obtener un producto 6ptimo.

Se pueden afiadir un plastificante, un agente de reblandecimiento, o una combinacion de los mismos, tales como
polioles (por ejemplo, glicerol, glicol de etileno), ésteres de polioles (por ejemplo, monoacetato de glicerol), éteres de
glicol (por ejemplo, dietilenglicol), acetamida, etanol, y etanolaminas, en el proceso de tratamiento previo (es decir, el
paso (a)). Un plastificante se puede afadir como un componente de la solucién acuosa de amoniaco, tales como
una solucién separada, 0 como un componente seco.

El tratamiento previo o la reaccion de tratamiento previo se puede llevar a cabo en cualquier recipiente adecuado, tal
como un reactor discontinuo o un reactor continuo. Aquéllos con experiencia en la técnica reconoceran que a
temperaturas mas altas (por encima de 100 °C), se requiere un recipiente a presion. El recipiente adecuado puede
estar equipado con un medio, tales como propulsores, para agitar la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso. El
disefio del reactor se discute en Lin, K.-H., y Van Ness, H. C. (en Perry, R.H. y Chilton, C.H. (eds.), Chemical
Engineer's Handbook, 5ta Edicion (1973) Capitulo 4, McGraw-Hill, NY). La reaccién de tratamiento previo se puede
llevar a cabo como un proceso discontinuo, 0 como un proceso continuo.

Es bien sabido por aquéllos con experiencia en la técnica que se requiere una fuente de nitrbgeno para el
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crecimiento de microorganismos durante la fermentacion; por lo tanto el uso de amoniaco durante el tratamiento
previo proporciona una fuente de nitrégeno y reduce o elimina la necesidad de complementar el medio de
crecimiento utilizado durante la fermentacién con una fuente de nitrégeno. Si el pH del producto de tratamiento
previo excede a aquella en que las enzimas de sacarificacion son activas, o supera el intervalo adecuado para el
crecimiento microbiano en la fermentacioén, los acidos se pueden utilizar para reducir el pH. La cantidad de acido
utilizada para lograr el pH deseado puede resultar en la formacién de sales a concentraciones que son inhibidoras
de las enzimas de sacarificacién o para el crecimiento microbiano. Con el fin de reducir la cantidad de acido
requerido para alcanzar el pH deseado y para reducir el costo de materia prima de NH3 en el presente proceso de
tratamiento previo, el gas de amoniaco se puede evacuar del reactor de tratamiento previo y reciclarse. En forma
tipica, se elimina por lo menos una porcién del amoniaco, lo que reduce el pH, pero deja algo de nitrégeno que
proporciona este nutriente para su uso en la fermentacion posterior.

Liberacion y remocion del inhibidor

Los solicitantes han hallado sorprendentemente que los inhibidores se liberan a partir de la biomasa que se hace
reaccionar con amoniaco acuoso bajo, mientras que se liberan pocos azucares. Los inhibidores son compuestos que
son perjudiciales para la sacarificacion y/o la fermentacion, por lo que es deseable reducir la cantidad de inhibidores
presentes en un producto de biomasa pretratada. Los inhibidores se encuentran como componentes solubilizados de
una fraccion liquida que estaba presente junto con los solidos luego de la reaccidon de la biomasa y amoniaco
acuoso bajo. Esta fraccién liquida que contiene inhibidores forma un licor de tratamiento previo de biomasa. La
extraccion del licor de tratamiento previo de biomasa de los sélidos da como resultado la eliminacién de los
inhibidores liberados, lo que deja una proporcion de producto de biomasa pretratada de solidos que ha reducido la
composicion de inhibidor sin pérdida sustancial de azUcares.

Este hallazgo esta en contraste con otros tipos de procesos de tratamiento previo (tales como los descritos en loa
documentos US 5.705.369, US 2005161038, y US 20040016525) donde los azucares solubles sustanciales se
liberan durante el tratamiento previo. En estos procesos, el liquido se recoge en forma tipica como un prehidrolizado
que contiene azucares, y se utiliza en la fermentacion. De este modo, si los inhibidores también son liberados al
liguido, no hay ninguna manera sencilla de eliminar aquellos inhibidores sin perder también los azucares. Se
requeririan métodos que implican separaciones de soluto, que son costosos, tales como la cromatografia.

En el presente método, el liquido en el que los inhibidores liberados se solubilizan para formar el licor de tratamiento
previo de biomasa es un componente acuoso que se puede proporcionar en diferentes formas. El componente
acuoso se puede afadir en cualquier paso del proceso de tratamiento previo. EI componente acuoso puede ser
cualquier componente basado en agua que se afiade antes, durante o después de la adicion de amoniaco. Por
ejemplo, cuando la biomasa se trata previamente a una concentracion de sélidos de aproximadamente 15 por ciento
en peso con respecto al peso de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso, se puede afiadir agua a la biomasa
antes de la adicion de amoniaco acuoso o el amoniaco acuoso se puede diluir lo suficiente como para alcanzar la
concentracion de biomasa de 15 por ciento final. En cualquiera de los casos, a esta concentracion, es probable que
una fraccion liquida esté presente en la biomasa y la mezcla de amoniaco acuoso. El liquido también puede estar
presente cuando la biomasa esta en 20 por ciento en peso o incluso mas, dependiendo del tipo de biomasa que se
esta tratando previamente. Si se afiade vapor para elevar la temperatura de la biomasa y la mezcla de amoniaco
acuoso, la condensacioén parcial del vapor puede proporcionar el componente acuoso afiadido. La cantidad de vapor
afadido y la cantidad de condensacion que conduce a una fraccion liquida dependera de factores que incluyen la
temperatura inicial de la biomasa, el amoniaco acuoso, y el recipiente de reaccion, asi como de la temperatura final
para el tratamiento previo. Aquéllos con experiencia en la técnica determinaran con facilidad la contribucién del
vapor condensado en las condiciones utilizadas. En forma alternativa o adicional, puede haber un paso de lavado
donde, por ejemplo, se afiade agua a la biomasa después de la reaccion con amoniaco acuoso y los inhibidores
liberados se solubilizan en esta agua afiadida.

Los inhibidores solubilizados pueden ser cualesquiera compuestos perjudiciales para la sacarificacion y/o
fermentacion que son liberados de la biomasa tratada con amoniaco acuoso bajo. Una porcion sustancial de acido
acético, que es un inhibidor de la fermentacion, y acetamida estaban presentes en el licor de tratamiento previo de
biomasa. Estos compuestos se encuentran en el licor a un nivel que representa alrededor del 10% de la cantidad
tedrica de acido acético y acetamida que potencialmente podrian ser liberados de la muestra de biomasa. El acido
acético y acetamida son potentes inhibidores del crecimiento de algunos tipos de células bacterianas. Por ejemplo,
el acido acético es un inhibidor de la E. coli, que se cultiva en las fermentaciones de produccion. Otro ejemplo es
Zymomonas, una bacteria que se utiliza en la fermentacion para la produccion de etanol.

El licor de tratamiento previo de biomasa se puede retirar para separarlo de los sélidos de tratamiento previo por
medio de métodos muy conocidos para aquéllos con experiencia en la técnica, tal como por medio de drenaje,
decantacion, centrifugacion, aspiracion, y/o filirado. Ademas, la biomasa se puede presionar para liberar licor para
su eliminacién. Cuando se presiona la biomasa para eliminar el liquido, se prefiere no compactar la biomasa para
permitir un mejor rendimiento durante la sacarificacion.

Después del retiro del licor de tratamiento previo de biomasa, el producto de biomasa pretratada restante se utiliza
en la sacarificacion, o en la sacarificacion y fermentacion (SSF) simultanea. Con el fin de obtener cantidades
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suficientes de azlcares a partir de la biomasa, la biomasa se puede tratar previamente con una solucién acuosa de
amoniaco una vez o mas de una vez. Del mismo modo, una reaccién de sacarificacion se puede llevar a cabo una o
mas veces. Ambos procesos de tratamiento previo y sacarificacion se pueden repetir si se desea obtener un mayor
rendimiento de azlcares. Para evaluar el rendimiento de los procesos de tratamiento previo y sacarificacion, por
separado o juntos, se puede determinar el rendimiento tedrico de azicares derivables a partir de la biomasa de
partida y compararse con los rendimientos medidos.

Sacarificacion

La biomasa pretratada mejorada preparada de acuerdo con el presente método se hidroliza en forma adicional en la
presencia de un consorcio de enzimas de sacarificacion para liberar oligosacaridos y/o monosacaridos en un
hidrolizado. Las enzimas de sacarificacion y los métodos para el tratamiento de biomasa se revisan en Lynd, LR, et
al. (Microbiol. Mol. Biol. Rev. (2002) 66:506 a 577).

Antes de la sacarificacion, la biomasa pretratada se puede tratar para alterar el pH, la composicién o temperatura tal
de manera que las enzimas del consorcio de enzimas de sacarificacion estén activos. El pH se puede alterar a
través de la adicion de acidos en forma sélida o liquida. En forma alternativa, el diéxido de carbono (CO-), que se
puede recuperar de la fermentacién, se puede utilizar para bajar el pH. Por ejemplo, el CO; se puede recolectar a
partir de un fermentador y se introduce en el espacio de cabeza del producto de tratamiento previo en el tanque de
expansion o se puede burbujear a través de la biomasa pretratada si el liquido adecuado esta presente mientras se
monitoriza el pH, hasta que se alcanza el pH deseado. La temperatura se puede llevar a una temperatura que es
compatible con la actividad de la enzima de sacarificaciéon, de acuerdo con lo indicado a continuacién. Se puede
afiadir cualquier cofactor necesario para la actividad de las enzimas utilizadas en la sacarificacion.

El consorcio de enzimas de sacarificacion comprende una o mas enzimas seleccionadas principalmente, pero no
exclusivamente, entre el grupo de las "glicosidasas" que hidrolizan los enlaces éter de di-, oligo-y polisacaridos, y se
encuentran en la clasificacion de enzimas EC 3.2.1.x (Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego, CA
con Suplemento 1 (1993), Suplemento 2 (1994), Suplemento 3 (1995), Suplemento 4 (1997) y Suplemento 5 [en Eur.
J. Biochem (1994) 223:1 a 5, Eur. J. Biochem. (1995) 232:1 a 6, Eur. J. Biochem. (1996) 237:1 a 5, Eur. J. Biochem.
(1997) 250:1 a 6, y Eur. J. Biochem. (1999) 264:610 a 650, respectivamente]) del grupo general de las "hidrolasas"
(EC 3.). Las glicosidasas Uutiles en el presente método se pueden categorizar por medio del componente de la
biomasa que hidrolizan. Las glicosidasas Utiles para el presente método incluyen glicosidasas de celulosa de
hidrolizaciéon (por ejemplo, celulasas, endoglucanasas, exoglucanasas, celobiohidrolasas, B-glucosidasas),
glicosidasas de hemicelulosa de hidrolizaciéon (por ejemplo, xilanasas, endoxilanasas, exoxylanases, B-xilosidasas,
arabinoxylanases, mannases, galactases, pectinasas, glucuronidasas), y glicosidasas de almidén de hidrolizacion
(por ejemplo, amilasas, a-amilasas, $-amilasas, glucoamilasas, a-glucosidasas, isoamilasas). Ademas, puede ser util
afadir otras actividades para el consorcio de enzimas de sacarificacion, tales como peptidasas (EC 3.4.x.y), lipasas
(EC 3.1.1x y 3.1.4.x), ligninasas (EC 1.11.1.x), y feruloil esterasas (CE 3.1.1.73) para ayudar a liberar los
polisacaridos de otros componentes de la biomasa. Es muy conocido en la técnica que los microorganismos que
producen enzimas de hidrolizacién de polisacaridos a menudo presentan una actividad, tal como la degradacion de
la celulosa, que es catalizada por varias enzimas o un grupo de enzimas que tienen diferentes especificidades de
sustrato. Por lo tanto, una "celulasa" de un microorganismo puede comprender un grupo de enzimas, todos los
cuales pueden contribuir a la actividad de degradacion de la celulosa. Las preparaciones enzimaticas comerciales o
no comerciales, tales como las celulasas, pueden comprender numerosas enzimas en funcion del esquema de
purificaciéon utilizado para obtener la enzima. Por lo tanto, el consorcio de enzimas de sacarificacion del presente
método puede comprender una actividad de enzimas, tal como "celulasa", sin embargo, se reconoce que esta
actividad puede ser catalizada por mas de una enzima.

Las enzimas de sacarificacion se pueden obtener comercialmente, tal como la celulasa Spezyme® CP (Genencor
International, Rochester, NY) y xilanasa Multifect® (Genencor). Ademas, las enzimas de sacarificacion se pueden
producir biolégicamente, que incluye el uso de microorganismos recombinantes.

Aquéllos con experiencia en la técnica sabran como determinar la cantidad eficaz de enzimas para utilizar en el
consorcio y ajustar las condiciones para la actividad 6ptima de enzimas. Aquéllos con experiencia en la técnica
también sabran como optimizar las clases de actividades enzimaticas requeridas dentro del consorcio para obtener
una sacarificacion optima de un producto de tratamiento previo dado bajo las condiciones seleccionadas.

Preferiblemente, la reaccion de sacarificacion se lleva a cabo en o cerca de la temperatura y pH 6ptimos para las
enzimas de sacarificacion. La temperatura 6ptima que se utiliza con el consorcio de enzimas de sacarificacién en el
presente método varia de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 100 °C. En otra realizacion, la temperatura
optima oscila entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 80 °C. El pH o&ptimo puede variar de
aproximadamente 2 a aproximadamente 11. En otra realizacion, el pH éptimo utilizado con el consorcio de enzimas
de sacarificacion en el presente método varia de aproximadamente 4 a aproximadamente 10.

La sacarificacion se puede llevar a cabo durante un tiempo de aproximadamente varios minutos a aproximadamente
120 horas, y preferiblemente de aproximadamente varios minutos a aproximadamente 48 horas. El tiempo para la
reaccion dependera de la concentracion de enzima y la actividad especifica, asi como del sustrato utilizado y de las
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condiciones ambientales, tales como la temperatura y el pH. Aquéllos con experiencia en la técnica pueden
determinar con facilidad las condiciones oOptimas de temperatura, pH y tiempo para utilizarse con un sustrato
particular y el consorcio de enzimas de sacarificacion.

La sacarificacién se puede llevar a cabo por lotes 0 como un proceso continuo. La sacarificacién también se puede
llevar a cabo en un solo paso, o en un nimero de pasos. Por ejemplo, diferentes enzimas requeridas para la
sacarificacion pueden exhibir diferentes pH o temperaturas éptimas. Un tratamiento primario se puede llevar a cabo
con las enzimas a una temperatura y pH, seguido por tratamientos secundarios o terciarios (0 mas) con diferentes
enzimas a diferentes temperaturas y/o pH. Ademas, el tratamiento con diferentes enzimas en pasos secuenciales
puede ser con el mismo pH y/o temperatura, o diferentes valores de pH y temperaturas, tales como el uso de
hemicelulasas estables y mas activas a mayores valores de pH y temperaturas, seguido por celulasas que son
activas a valores de pH y temperaturas mas bajas.

El grado de solubilizacién de aztcares de la biomasa luego de la sacarificacion se puede monitorizar por medio de la
medicion de la liberacion de monosacaridos y oligosacaridos. Los métodos para medir los monosacaridos y
oligosacaridos son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, la concentracién de azucares reductores se puede
determinar por el uso del ensayo de acido 1,3-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, G.L., Anal. Chem. (1959) 31:426 a 428).
En forma alternativa, los azlcares se pueden medir por medio de HPLC por el uso de una columna apropiada de
acuerdo con lo descrito en la presente memoria en la secciéon Métodos Generales.

Fermentacion

Los azUcares fermentables liberados a partir de biomasa pueden ser utilizados por microorganismos adecuados
para producir productos quimicos blanco. Después de la sacarificacion, pero antes de la fermentacién, la mezcla de
sacarificacion se puede concentrar por medio de evaporacion, por ejemplo, para aumentar la concentracion de
azucares fermentables. En forma opcional, el liquido en el producto de sacarificaciéon se puede separar de los
sélidos en un proceso por lotes o un método continuo. En forma opcional, el liquido o la totalidad del producto de
sacarificacion se pueden esterilizar antes de la fermentacion. Dependiendo de los microorganismos utilizados
durante la fermentaciéon y el pH utilizado durante la sacarificacion, el pH se puede ajustar al adecuado para la
fermentacion. En adicién, la mezcla de sacarificacion se puede suplementar con nutrientes adicionales necesarios
para el crecimiento microbiano. Los suplementos pueden incluir, por ejemplo, extracto de levadura, aminoacidos
especificos, fosfato, fuentes de nitrégeno, sales, y elementos traza. También se pueden incluir los componentes
necesarios para la producciéon de un producto especifico hecho por un biocatalizador especifico, tales como un
antibiético para mantener un plasmido o un cofactor requerido en una reaccién catalizada de enzimas. También se
pueden incluir azucares adicionales para aumentar la concentracién de azlcares totales. La mezcla de
sacarificacion se puede utilizar como un componente de un caldo de fermentacion, por ejemplo, que constituyen
entre aproximadamente 100% y aproximadamente el 10% del medio final.

También se pueden ajustar la temperatura y/o el gas del espacio de cabeza, dependiendo de las condiciones utiles
para los microorganismos de fermentacion. La fermentacion puede ser aerébica o anaerdbica. La fermentacion se
puede producir después de la sacarificacién, o puede ocurrir simultaneamente con la sacarificacion por medio de
sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF). La SSF puede mantener los niveles de azucar producidos por la
sacarificacion de baja, lo que reduce la inhibicién del producto potencial de las enzimas de sacarificacion, reduce la
disponibilidad de azucar para los microorganismos contaminantes, y mejora la conversion de biomasa pretratada a
monosacaridos y/u oligosacaridos.

Los productos quimicos blanco que se pueden producir por medio de fermentacion por el uso de biocatalizadores
incluyen, por ejemplo, acidos, alcoholes, alcanos, alquenos, aromaticos, aldehidos, cetonas, biopolimeros,
proteinas, péptidos, aminoacidos, vitaminas, antibioticos, y productos farmacéuticos. Los alcoholes incluyen, pero no
se limitan a metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, etilenglicol, propanodiol, butanodiol, glicerol, eritritol,
xilitol, y sorbitol. Los acidos incluyen acido acético, acido lactico, acido propidnico, acido 3-hidroxipropiodnico, acido
butirico, acido glucénico, acido itacénico, acido citrico, acido succinico y acido levulinico. Los aminoacidos incluyen
acido glutamico, acido aspartico, metionina, lisina, glicina, arginina, treonina, fenilalanina y tirosina. Los productos
quimicos blanco adicionales incluyen metano, etileno, acetona y enzimas industriales.

La fermentacion de los azucares para dirigir los productos quimicos se puede llevar a cabo por medio de uno o mas
biocatalizadores apropiados en fermentaciones individuales o de varios pasos. Los biocatalizadores pueden ser
microorganismos seleccionados de bacterias, hongos filamentosos y levaduras. Los biocatalizadores pueden ser
microorganismos de tipo salvaje o microorganismos recombinantes, e incluir Escherichia, Zymomonas,
Saccharomyces, Candida, Pichia, Streptomyces, Bacillus, Lactobacillus, y Clostridium. En otra realizacion, los
biocatalizadores se pueden seleccionar del grupo que consiste en Escherichia coli, Zymomonas mobilis, Bacillus
stearothermophilus, Saccharomyces cerevisiae, Clostridia thermocellum, Thermoanaerobacterium saccharoyticum, y
Pichia stipitis recombinantes.

Se han descrito varios biocatalizadores utilizados en la fermentacién para producir productos quimicos blanco y otros
pueden ser descubiertos, producidos a través de mutacion, o de ingenieria a través de medios recombinantes.
Cualquier biocatalizador que utiliza azlcares fermentables producidos a partir de la sacarificacién de la biomasa
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pretratada por el uso del presente sistema se puede utilizar para preparar los productos quimicos blanco que se
sabe que se producen por medio de fermentacion.

Son de interés particular los biocatalizadores que producen los biocombustibles, que incluyen etanol y butanol. Por
ejemplo, la fermentacion de hidratos de carbono a la acetona, butanol, etanol y (fermentacion ABE) por medio de
Clostridia solventogénica es muy conocido (Jones and Woods (1986) Microbiol. Rev. 50:484 a 524). Un proceso de
fermentacion para la produccion de altos niveles de butanol, también la produccion de acetona y etanol, por el uso
de una cepa mutante de Clostridium acetobutylicum se describe en el documento US 5.192.673. El uso de una cepa
mutante de Clostridium beijerinckii para producir altos niveles de butanol, también productores de acetona y etanal,
se describe en el documento US 6.358.717. Las solicitudes de patentes de propiedad conjunta y en tramitacion WO
2007/041269 y WO 2007/050671 describen la produccién de 1-butanol e isobutanol, respectivamente, en huéspedes
microbianos genéticamente manipulados. Las solicitudes de patentes de propiedad conjunta y en tramitacion WO
2007/130518 y WO 2007/130521 describen la producciéon de 2-butanol en huéspedes microbianos genéticamente
manipulados. El isobutanol, 1-butanol o 2-butanol se pueden producir a partir de la fermentacién de hidrolizado
producido por el uso del presente sistema por medio de un huésped microbiano siguiendo los métodos descritos.

Las cepas genéticamente modificadas de E. coli también se han utilizado como biocatalizadores para la produccion
de etanol (Underwood et al., (2002) Appl. Environ. Microbiol.68:6263 a 6272). Una cepa genéticamente modificada
de Zymomonas mobilis que ha mejorado la produccion de etanol se describe en el documento US 2003/0162271 A1.
Una cepa productoras de etanol manipulada en forma adicional de Zymomonas mobilis y su uso para la produccion
de etanol se describen en la solicitud de patente de propiedad conjunta y en tramitacion WO 2008/051348,
respectivamente. El etanol se puede producir a partir de la fermentacion de hidrolizado producido por el uso del
presente sistema por medio de Zymomonas mobilis siguiendo los métodos descritos. La sacarificacion de la biomasa
pretratada a la que se le retird el licor de tratamiento previo que contiene inhibidores, en azlcares fermentables,
seguido por la fermentacion de los azucares a un producto quimico blanco se ejemplifica en el Ejemplo 4 en la
presente memoria para la produccién de etanol a partir de mazorcas de maiz pretratado por el uso de Z. mobilis
como biocatalizador para la fermentaciéon de azucares en etanol.

El acido lactico se ha producido en las fermentaciones por cepas recombinantes de E. coli (Zhou et al., (2003) Appl.
Environ. Microbiol. 69:399 a 407), cepas naturales de Bacilus (US 20050250192) y Rhizopus oryzae (Tay and Yang
(2002) Biotechnol. Bioeng. 80:1 a 12). Las cepas recombinantes de E. coli se han utilizado como biocatalizadores en
la fermentacion para producir 1,3 propanodiol (US 6.013.494, US 6.514.733), y acido adipico (Niu et al., (2002)
Biotechnol. Prog. 18:201 a 211). El acido acético se ha llevado a cabo por medio de fermentacion por el uso de
Clostridia recombinante (Cheryan et al., (1997) Adv. Appl. Microbiol. 43:1 a 33), y las cepas de levadura identificadas
recientemente (Freer (2002) Mundial J. Microbiol. Biotechnol. 18:271 a 275). La produccion de acido succinico por
medio de E. coli recombinante y otras bacterias se describe en el documento US 6159738, y por la E. coli mutante
recombinante en Lin et al., (2005) Metab. Eng. 7:116 a 127). El acido pirtvico se ha producido por medio de la
levadura Torulopsis glabrata mutante (Li et al., (2001) Appl. Microbiol. Technol. 55:680 a 685) y por la E. coli mutante
(Yokota et al., (1994) Biosci. Biotech. Biochem. 58:2164 a 2167). Las cepas recombinantes de E. coli se han
utilizado como biocatalizadores para la produccién de acido para-hidroxicinamico (US20030170834) y acido quinico
(US20060003429).

Un mutante de Acidipropionici Propionibacterium se ha utilizado en la fermentacién para producir acido propiénico
(Suwannakham and Yang (2005) Biotechnol. Bioeng. 91:325 a 337), y el acido butirico se ha llevado a cabo por
medio de Clostridium tyrobutyricum (Wu and Yang (2003) Biotechnol. Bioeng. 82:93 a 102). El propionato y propanol
se han llevado a cabo por medio de la fermentaciéon a partir de treonina por la cepa 17cr1 de Clostridium sp.
(Janssen (2004) Arch. Microbiol. 182:482-486). Una levadura Aureobasidium pullulans se ha utilizado para producir
acido gluconico (Anantassiadis et al., (2005) Biotechnol. Bioeng. 91:494 a 501), por medio de un mutante de
Aspergillis niger (Singh et al., (2001) Indian J. Exp. Biol. 39:1136 a 43). El acido 5-ceto-D-glucénico se llevé a cabo
por medio de un mutante de Gluconobacter oxydans (Elfari et al., (2005) Appl. Microbiol. Biotech. 66:668 a 674), el
acido itaconico se produjo por medio de mutantes de Aspergillus terreus (Reddy and Singh (2002) Bioresour. Tecnol.
85:69 a 71), el acido citrico se produjo por medio de una cepa mutante de Aspergillus niger (lkram-Ul-Haq et al.,
(2005) Bioresour. Tecnol. 96:645 a 648), y el xilitol se produjo por medio de Candida guilliermondii FTI 20037
(Mussatto and Roberto (2003) J. Appl. Microbiol. 95:331 a 337). Los biopoliésteres que contienen 4-hidroxivalerato,
también contienen cantidades significativas de acido 3-hidroxibutirico y acido 3-hidroxivalérico, se produjeron por
medio de Pseudomonas putida y Ralstonia eutropha recombinantes (Gorenflo et al., (2001) Biomacromolecules 2:45
a 57). El L-2,3-butanodiol se llevé a cabo por medio de E. coli recombinante (Ui et al., (2004) Lett. Appl. Microbiol.
39:533 a 537).

La produccion de aminoacidos por medio de fermentacion se ha logrado por el uso de cepas auxotroficas y cepas
resistentes a analogos de aminoacidos de Corynebacterium, Brevibacterium, y Serratia. Por ejemplo, la produccion
de histidina por el uso de una cepa resistente a un analogo de histidina se describe en la Publicacion de Patente
Japonesa Num. 56008596 y el uso de una cepa recombinante se describe en el documento EP 136359. La
produccion de triptéfano por el uso de una cepa resistente a un analogo de triptéfano se describe en las
Publicaciones de Patente Japonesa Nums. 47004505 y 51019037. La produccion de isoleucina por el uso de una
cepa resistente a un analogo de isoleucina se describe en las Publicaciones de Patente Japonesa Nums. 47038995,
51006237 y 54032070. La produccién de fenilalanina por el uso de una cepa resistente a un analogo de fenilalanina
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se describe en la Publicacion de Patente Japonesa Num. 56010035. Se ha descrito la produccion de tirosina por el
uso de una cepa que requiere fenilalanina para el crecimiento, resistente a la tirosina (Agr. Chem. Soc. Japan 50 (1)
R79-R87 (1976), o una cepa recombinante (EP263515, EP332234), y la produccion de arginina por el uso de una
cepa resistente a un analogo de L-arginina (Agr. Biol. Chem. (1972) 36:1675 a 1684, las Publicaciones de Patente
Japonesa Nums. 54037235 y 57150381). La fenilalanina también se ha producido por medio de la fermentacion en
cepas de Escherichia coli ATCC 31882, 31883, y 31884. La produccion de acido glutamico en una bacteria
corineforme recombinante se describe en el documento US 6.962.805. La produccién de treonina por medio de una
cepa mutante de E. coli se describe en Okamoto e lkeda (2000) J. Biosci. Bioeng. 89:87 a 79. La metionina se
produjo por medio de una cepa mutante de Corynebacterium lilium (Kumar et al, (2005) Bioresour. Technol. 96: 287
a 294).

Los péptidos, enzimas y otras proteinas utiles también se han llevado a cabo por medio de biocatalizadores (por
ejemplo, en los documentos US 6861237, US 6777207 y US 6228630).

El método de la presente invencion también se puede utilizar en la produccién de 1,3-propanodiol a partir de
biomasa. Las cepas recombinantes de E. coli se han utilizado como biocatalizadores en la fermentaciéon para
producir 1,3-propanodiol (los documentos US 6013494, US 6514733). La biomasa pretratada por el uso del presente
sistema se puede sacarificar; luego de la sacarificacion, la E. coli se utiliza para producir 1,3-propanodiol de acuerdo
con lo descrito en el Ejemplo 10 de la solicitud de los Estados Unidos de propiedad conjunta y en tramitacion
2007/0031919.

Los productos quimicos blanco producidos en la fermentaciéon por medio de biocatalizadores se pueden recuperar
por el uso de varios métodos conocidos en la técnica. Los productos se pueden separados de otros componentes de
fermentacién por medio de centrifugacion, filtracion, microfiltracion, y nanofiltracion. Los productos se pueden extraer
por medio de intercambio idnico, extraccion con disolvente, o electrodialisis. Los agentes floculantes se pueden
utilizar para ayudar en la separacion del producto. Como un ejemplo especifico, el 1-butanol bioproducido se puede
aislar del medio de fermentacién por el uso de métodos conocidos en la técnica para las fermentaciones ABE
(véase, por ejemplo, Durre, Appl. Microbiol. Biotechnol. 49:639 a 648 (1998), de Groot et al., Process. Biochem.
27:61 a 75 (1992), y las referencias en el mismo). Por ejemplo, los soélidos se pueden eliminar del medio de
fermentacion por medio de centrifugacion, filtracion, decantacion, o similares. Luego, el 1-butanol se puede aislar del
medio de fermentacién por el uso de métodos tales como la destilacion, destilacidon azeotrépica, extraccion de
liquido-liquido, adsorcién, corriente de gas, evaporacion de membrana, o pervaporacion. La purificacion de 1,3-
propanodiol a partir de los medios de fermentacion se puede llevar a cabo, por ejemplo, por medio del sometimiento
de la mezcla de reaccién a una extraccion con un disolvente organico, destilacion y cromatografia en columna (el
documento U.S. 5.356.812). Un disolvente organico bueno en particular para este proceso es el ciclohexano (el
documento U.S. 5.008.473). Los aminoacidos se pueden recoger del medio de fermentacién por métodos tales como
intercambio de iones, adsorcién de resina y/o cristalizacion.

Ejemplos
Métodos generales y materiales
Se utilizan las siguientes abreviaturas:

"HPLC" es Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, "C" es centigrados, "kPa" es kiloPascal, "m" es metro, "mm" es
milimetro, "kW" es kilowatt, "um" es micrémetro, "uL" es microlitro, "ml" es mililitro, "L" es litro, "min" es minuto, "mm"
es milimolar, “cm" es centimetro, "g" es gramo, "kg" es kilogramo, "wt" es peso, "hr" es hora, "temp" o "T" es
temperatura, "tedr." es tedrico, "pretratamiento” es tratamiento previo, "DWB" es el peso en seco de la biomasa,

"ASME" es la Sociedad Americana de Ingenieros Mecanicos, "s.s." de acero inoxidable.

El acido sulfurico, hidréxido de amonio, acido acético, acetamida, extracto de levadura, glucosa, xilosa, sorbitol,
MgS04+7H20, acido fosférico y acido citrico se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Reactor Jaygo

El reactor Jaygo es un reactor de 130 litros (aproximadamente 51 cm de diametro x 91 cm de longitud), de tipo de
paleta horizontal (Jaygo Manufacturing, Inc., Mahwah, NJ) fabricado a partir de una aleacién C-22 de Hastelloy®. El
reactor esta equipado con una camisa de vapor capaz de calentar a aproximadamente 177 °C (862 kPa). También
se utiliza la inyeccidon de vapor directo para llevar rapidamente la biomasa hasta la temperatura de tratamiento
previo. La presion del vapor se ajusta y se controla para mantener la temperatura de tratamiento previo deseada.
Numerosos puertos permiten la inyeccion de otros disolventes y liquidos calientes.

Reactor de Pistén de Barril Grande

Se construy6 un reactor de pistéon de barril grande (cddigo ASME estampado), que consistia en un barril de acero
inoxidable de 5,1 cm x 68,6 cm equipado con un pistén, orientado en forma horizontal. El pistén se sellé al barril con
cuatro juntas toricas y se presurizd con nitrogeno en la parte trasera del pistén durante la carrera de descarga. El
barril de 68,6 cm estaba equipado con ocho puertos de uso multiple, 4 cada uno a lo largo de las superficies superior
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e inferior, para permitir la aplicacion de vacio, la inyeccién de amoniaco acuoso, la inyeccion de vapor, y la insercion
de los termopares para la medicién de la temperatura en el interior del barril. El reactor de barril estaba equipado con
una camisa de vapor para el calentamiento uniforme del barril. El reactor de barril estaba directamente adjunto a un
tanque de expansion de acero inoxidable de 15,2 cm x 61 cm, orientado en forma vertical. El barril se aisl6 del
tanque de expansiéon por medio de una disposicion de boquilla conica y valvula de cizallamiento de extremo de
asiento. El diametro de la boquilla de valvula de cizallamiento de extremo fue de 3,5 cm. La contrapresion en la
boquilla coénica y el asiento era ajustable, la mayoria de los ensayos se llevaron a cabo por el uso de ~138 kPa
(presion manomeétrica) de contrapresion en un cilindro de aire de 10,2 cm de diametro conectado al cono de la
valvula de cizallamiento de extremo. El cono de la valvula de cizallamiento de extremo podria retroceder hasta 1,6
cm para permitir la descarga de particulas en el tanque de expansion. Un codo en la salida de la valvula de
cizallamiento de extremo dirigia los solidos pretratados hacia abajo en la parte inferior del tanque de expansion
donde los sélidos se separaban con facilidad por medio del desempernado de una pestafa de extremo en forma de
cupula en la parte inferior del tanque. Una brida superior en forma de cupula para el tanque de expansion incorporé
un montaje de salida especial con ranuras mecanizadas en angulos rectos con el eje del tanque de expansion, que
provoco vapores liberados para viajar alrededor de una trayectoria de esquina hasta un montaje de salida, para
ayudar a prevenir el arrastre de las particulas de biomasa arrastradas y las gotas de agua en un condensador de
ventilaciéon. Tres calentadores de banda eléctricos (ajustado a 60 °C) y aislamiento se afadieron a lo largo del
tanque de expansion para permitir que los solidos pretratados calientes se expandan en un recipiente calentado, lo
que mejor simula un proceso a escala comercial.

Reactor de sacarificacion de lotes alimentados

El reactor de sacarificacion de lotes alimentados es un fermentador de 15 L (B. Braun Biotech International,
Allentown, PA) controlado por una unidad de control de datos BioStat ED y un médulo de control asociado que
contiene una bomba de circulacién, bombas de acido y base, valvulas solenoides, intercambiadores de calor para el
control de la temperatura, suministro de vapor, agua de proceso, valvulas de control del suministro de aire y
filtracion, y las valvulas de control de la contrapresion y filiros de escape. El fermentador estaba equipado con dos
impulsores de 11,4 cm de diametro y tres palas de alta eficiencia Ligntnin A-310. El impulsor inferior se encontraba
7,6 cm desde la parte inferior del reactor (que no se podia ubicar mas cerca debido a la presencia de una
disposicion de sello grande cerca de la parte inferior del eje para el eje de penetracion inferior de la unidad) y el
impulsor superior estaba ubicado 22,9 cm desde la parte inferior del reactor. El recipiente fermentador tiene un
diametro de 19,0 cm y una altura maxima de 55,9 cm. Se instalaron cuatro deflectores desmontables, cada uno de
los cuales tiene una anchura de 1,6 cm y una longitud de 48,3 cm y se extienden desde la parte inferior del
recipiente hasta dentro de ~ 7,6 cm de la parte superior. Sondeado en los puertos superiores e inferiores sobre el
sistema fermentador se encontraba un bucle con bomba alrededor que consistia en una bomba de l6bulo APV
(modelo M1/028/06), mangueras flexibles de 1y 1/2 pulgadas (3,81 cm) y un indicador de flujo de vista de teflon. El
bucle con bomba alrededor se aisld del recipiente de fermentacién con Valmicro de 1 y 1/2 pulgadas (3,81 cm) y
valvulas de esfera de paso completo SVF con cuerpos CF8M, esferas de 316 s.s. y asientos de PTFE. Ademas, una
valvula de cizallamiento de puerto en V (Triac Controls) se hallaba corriente abajo de la bomba de I6bulo, antes de la
valvula de esferas para el aislamiento de la bomba desde el puerto superior del fermentador. Durante los ciclos de
recirculacion, esta valvula se cerré en forma gradual hasta 60 °C para proporcionar un mayor cizallamiento de los
sélidos pretratados de recirculacion.

Métodos analiticos
Cuantificacion de glucosa y xilosa en solidos

La cantidad de glucosa y xilosa en cada muestra de biomasa de inicio se determiné por el uso de métodos muy
conocidos en la técnica, tales como la norma ASTM E1758-01 "Método estandar para la determinacion de hidratos
de carbono por medio de HPLC".

Medicion del contenido de azucar soluble, acetamida, acido lactico y acido acético

Los azucares solubles (glucosa, celobiosa, xilosa, galactosa, arabinosa y manosa), acido acético y etanol en el licor
de sacarificacion o el caldo de fermentacion se midieron por medio de HPLC (Modelo Agilent 1100, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) por el uso de columnas Bio-Rad HPX-87P y Bio-Rad HPX-87H (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) con columnas de guardia apropiados. El pH de la muestra se midié y se ajusté a 5 a 6 con acido
sulfdrico, si era necesario. La muestra se paso a través de un filtro de jeringa de 0,2 pm directamente hacia un vial
de HPLC. Las condiciones de ejecucion de HPLC estuvieron de acuerdo con lo presentado a continuacion:

HPX-87P (para los hidratos de carbono):
Volumen de inyeccion: 10 a 50 L, dependiendo de los limites de concentracion y del detector
Fase movil: agua de grado HPLC, de 0,2 um filtrada y desgasificada

Velocidad de flujo: 0,6 ml/minuto
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Temperatura de la columna: 80 a 85 °C, temperatura de la columna de guardia < 60 °C
Temperatura del detector: lo mas cercano a la temperatura de la columna principal como fuera posible
Detector: indice de refraccion

Tiempo de ejecucion: 35 minutos de recoleccion de datos mas 15 minutos después de la ejecucion (con un posible
ajuste para los compuestos de elucion tardia)

BioRad Aminex HPX-87H (para los carbohidratos, acido acético y etanol)

Volumen de inyeccion: 5 a 10 yL, dependiendo de los limites de concentracion y del detector
Fase movil: 0,01 N de acido sulfurico, de 0,2 um filtrada y desgasificada

Velocidad de flujo: 0,6 ml/minuto

Temperatura de la columna: 55 °C

Temperatura del detector: lo mas cercano a la temperatura de la columna como fuera posible
Detector: indice de refraccién

Tiempo de ejecucion: 25 a 75 minutos de recoleccion de datos

Después de la ejecucion, las concentraciones en la muestra se determinaron a partir de curvas estandar para cada
uno de los compuestos.

Ejemplo 1
Baja solubilizaciéon de azucares tras el tratamiento previo a baja temperatura

Mazorcas de maiz enteras o fracturadas (aproximadamente 13 kg, peso en seco) se cargaron en el reactor Jaygo.
Las mazorcas se fracturaron pasando a través del refinador de disco (Métodos Generales) equipado con placas C-
2975. Las mazorcas fracturadas resultantes se pasaron a través de una pantalla de 1,27 cm. Las piezas retenidas se
pasaron a través del refinador de disco de nuevo con una brecha de 0,5 cm menor. Se aplicé un vacio al reactor, y
se inyectd una solucion de hidroxido de amonio diluido para dar la concentracion final deseada de amoniaco (2% o
6% en peso de biomasa seca NH3/wt) y la concentracion de la biomasa seca (30% o 40% en peso de biomasa
seca/wt peso total de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso). En el caso de las mazorcas enteras, la
concentracion inicial de amoniaco fue del 6% (peso/peso en seco de la biomasa) y la concentracion de biomasa
seca fue de 40%. En el caso de las mazorcas fracturadas, la concentracion inicial de amoniaco fue de 2%
(peso/peso en seco de la biomasa) y la concentracion de biomasa seca fue de 30%. El vacio se alivié y se aplico
vapor a la camisa para calentar las mazorcas mientras se empapaba a una temperatura de 93 °C durante toda la
muestra de la mazorca y 85 °C para las muestras de mazorca fracturadas. Se aplicaron breves periodos de aumento
de la velocidad del agitador (hasta 96 rpm) en un esfuerzo para aumentar la velocidad de calentamiento. Las
mazorcas empapadas se llevaron a cabo a temperatura durante 8 hs para las mazorcas enteras y 4 hs para las
mazorcas fracturadas con una mezcla constante a 32 rpm, después se dejé enfriar durante la noche con una mezcla
continuo. Antes de retirar la biomasa pretratada del reactor, el reactor se puso bajo vacio a 90 °C para despojar el
amoniaco de la biomasa pretratada.

La composicion de las fases sdlida y liquida de la mezcla de biomasa pretratada y mazorca entera se analizé de
acuerdo con lo descrito en los Métodos Generales y los resultados se presentan en la Tabla 1. Las cantidades se
presentan como % de las cantidades tedricas en la biomasa de inicio, con acido acético y acetamida juntos
correspondiente al acetilo en la biomasa. La glucosa y la xilosa permanecieron en gran medida en los solidos (en
celulosa y hemicelulosa, respectivamente), con sélo pequefias cantidades de oligémeros solubles medidos en el
liquido. Todo el acetilo de materia prima se hallé en la fase liquida, ya sea como acido acético o acetamida.

Tabla 1. Particionamiento de los diferentes componentes de materia prima para la fase soélida o liquida después de
un tratamiento previo a baja temperatura de mazorcas enteras.

Componente Fase solida: % del valor de| Fase liquida: % del valor de la materia prima tedrica
la materia prima tedrica . . — -
IAzUcares IAzUcares Acido IAcetamida
monomeros oligdbmeros acético
Glucosa 99 0 1 - -
Xilosa 83 0 71 - -
Acetilo 0 - - 56 44
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* Los totales pueden no ser 100 debido al nivel de sensibilidad del ensayo

Se analiz6 la composicion de las fases sélida y liquida de la mezcla de biomasa pretratada y mazorca fracturada tal
de acuerdo con lo descrito en los Métodos Generales y los resultados se presentan en la Tabla 2. Las cantidades se
presentan como % de las cantidades tedricas en la biomasa de inicio, con acido acético y acetamida juntos
correspondiente al acetilo en la biomasa. Al igual que con la biomasa pretratada y mazorca entera, la glucosa y la
xilosa permanecieron en gran medida en los solidos (en celulosa y la hemicelulosa, respectivamente), con soélo
pequefias cantidades de oligdmeros solubles medidos en el liquido. También, todo el acetilo de materia prima se
hall6 en la fase liquida, ya sea como acido acético o acetamida.

Tabla 2. Particionamiento de los diferentes componentes de materia prima para la fase sélida o liquida después de
un tratamiento previo a baja temperatura de mazorcas fracturadas.

Componente Fase solida: % del valor Fase liquida: % del valor de la materia prima tedrica
de la materia prima— . — -
tedrica IAzlcares IAzUcares Acido IAcetamida

monomeros oligdbmeros acético

Glucosa 97 2 2* -

Xilosa 92 1~ -

Acetilo 0 - - 81 9*

* Los totales pueden no ser 100 debido al nivel de sensibilidad del ensayo

Ejemplo 2
Baja solubilizacion de azucares tras el tratamiento previo a alta temperatura

Se cargaron mazorcas de maiz fracturadas (13 kg, en base seca), preparadas de acuerdo con lo descrito en el
Ejemplo 1, en el reactor Jaygo. Después de crear un vacio en el reactor, se bombed una solucion de hidroxido de
amonio de la fuerza adecuada para dar 2% de amoniaco (peso/peso en seco de la biomasa) y 30% de peso en seco
de la concentraciéon de biomasa en el reactor con una mezcla de 32 rpm a temperatura ambiente. El contenido del
reactor luego se calentod a 95 °C por el uso de una camisa de vapor a baja presion. Una vez que el reactor alcanzo
95 °C, se utilizé la inyeccion directa de vapor para calentar el contenido del reactor a 145 °C. Cuando el reactor
alcanzo6 145 °C, los contenidos del reactor se mantuvieron a esa temperatura durante 20 minutos por el uso de una
camisa de vapor y algo de inyeccion directa de vapor. Después de 20 minutos, un vacio se arrojé sobre la
ventilacion en el reactor y el motor de la trituradora se encendié durante 5 minutos. Después de 1 h, se encendio el
agua de refrigeracion para la camisa. Los contenidos del reactor Jaygo se enfriaron a entre 33 °C y 37 °C; a
continuacion, se utilizé CO, para presurizar el reactor a 138 kPa. La atmésfera de CO, presurizado se mantuvo
durante 30 min. La temperatura final de los contenidos del reactor fue de entre 27 °C a 31 °C. El pH de la biomasa
empapada/pretratada fue de aproximadamente 7,5.

Se analizé la composicion de las fases sdlida y liquida de la mezcla de la biomasa pretratada de acuerdo con lo
descrito en los Métodos Generales y los resultados se presentan en la Tabla 3. Las cantidades se presentan como
% de las cantidades tedricas en la biomasa de inicio, con acido acético y acetamida juntos correspondiente al acetilo
en la biomasa. Al igual que con la biomasa pretratada a baja temperatura en el Ejemplo 1, la glucosa y la xilosa
permanecieron en gran medida en los sdlidos (en celulosa y hemicelulosa, respectivamente), con solo pequefias
cantidades de oligémeros solubles medidos en el liquido. También, todo el acetilo de materia prima se hallé en la
fase liquida, ya sea como acido acético o acetamida.

Tabla 3. Particionamiento de diferentes componentes de materia prima para la fase sélida o liquida después del
tratamiento previo a alta temperatura de las mazorcas fracturadas.

Componente Fase solida: % del valor defFase liquida: % del valor de la materia prima tedrica
la materia prima tedrica . . — -

IAzUcares IAzlcares lAcido IAcetamida
monoémeros oligdbmeros acético

Glucosa 100 0 2* - -

Xilosa 93 0 2* - -

IAcetilo 0 - - 90 9*

* Los totales pueden no ser 100 debido al nivel de sensibilidad del ensavo
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Ejemplo 3
Licores de tratamiento previo contienen inhibidores de la fermentacion

Se llevd a cabo una serie de tratamientos previos en el reactor de pistdn de barril grande (que se describe en los
Métodos Generales) de acuerdo con lo presentado a continuacidon. Se afadié vapor a la camisa del barril para
precalentar el barril del reactor de piston de barril grande (que se describe en los Métodos Generales) a ~130 °C. El
receptor de expansion se precalenté a ~ 60 °C con calentadores de banda. Las mazorcas de maiz enteras se
procesaron con una frituradora de mandibulas (motor de 2,2 kW) con una separacion de mandibula de
aproximadamente 0,95 cm, seguido por un Delumper ® (motor de 1,5 kW, Franklin Miller Inc., Livingston, NJ),
seguido por el cribado con una pantalla Sweco equipada con una pantalla de 1,9 cm estandar de EE.UU. para
fracturar las mazorcas enteras en trozos mas pequefios. Estas mazorcas fracturadas (175 g, peso en seco) se
cargaron en el reactor de barril grande por medio de la colocaciéon a mano de las mazorcas en el extremo del reactor
con el pistdn retirado. El pistéon se reemplazé para tapar el extremo. Se aplicé un vacio al recipiente del reactor y al
receptor de expansion para llevar la presion a < 10 kPa, y se inyectd una solucion diluida de hidréxido de amonio en
el reactor para dar una concentracion de amoniaco de 6 g/100 g de peso en seco de la biomasa y un peso en seco
de concentracion de biomasa de 45 g/100 g de mezcla de biomasa total y amoniaco acuoso. Una vez que se cargo
el amoniaco, se inyectd vapor en el reactor para llevar la temperatura a 145 °C. La mezcla se mantuvo a esta
temperatura durante 10 minutos por medio del control de la temperatura y la adicion de vapor segun fuera necesario
y luego se descargd en el tanque de expansion precalentado por medio de la activacion del pistéon. Se arrojo un
vacio sobre el tanque de expansion hasta que el receptor del expansion alcanzara ~ 59 °C. Para la serie A, se
llevaron a cabo 12 de estos tratamientos previos y para la serie B, se llevaron a cabo 13 de estos tratamientos
previos. Los solidos se recogieron por medio de la eliminaciéon de la parte inferior del tanque de expansion. Todo
exceso de liquido se drend de los sdlidos, y todo el liquido recolectado de cada serie de tratamiento previo se
agruparon juntos. Este liquido se analizé por el contenido de azucar, acido acético y acetamida de acuerdo con lo
descrito en los Métodos Generales. El liquido era muy bajo en azicares mientras que contenia mas acido acético y
acetamida, de acuerdo con lo mostrado en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Azucar retirado en los licores de tratamiento previo.

Serie de tratamiento|Glucosa de Mondémero: |Glucosa Total: % [Xilosa de Mondmero: % [Xilosa Total: % del
previo % del valor tedrico del valor tedrico  |del valor tedrico valor tedrico
A 0,02% 0,15% 0 0,12%
B 0 0,13% 0 0,11%
Tabla 5. Acido acético y acetamida eliminado en los licores de tratamiento previo.
Serie de tratamiento previo | % tedrico de Acido acético | % tedrico de Acetamida
A 6,2% 1,8%
B 10,2% 2,7%
Ejemplo 4

Produccion de etanol por el uso de hidrolizado de sacarificacién a partir de biomasa pretratada con inhibidores en
liquido eliminado

Se afiadié vapor a la camisa del barril para precalentar el barril del reactor de piston de barril grande (que se
describe en los Métodos Generales) a ~ 130 °C. El receptor de expansién se precalenté a ~ 60 °C con calentadores
de banda. Las mazorcas fracturadas se prepararon de acuerdo con lo presentado a continuacién. Las mazorcas de
maiz enteras se procesaron con una trituradora de mandibulas (motor de 2,2 kW) con una separacién de mandibula
de aproximadamente 0,95 cm, seguido por un Delumper ® (motor de 1,5 kW, Franklin Miller Inc., Livingston, NJ),
seguido por el cribado con una pantalla Sweco equipada con una pantalla de 1,9 cm estandar de EE.UU. para
fracturar las mazorcas enteras en trozos mas pequefos. Estas mazorcas procesadas (175 g, peso en seco) se
cargaron en el reactor de piston de barril grande por medio de la colocaciéon a mano de las mazorcas en el extremo
del reactor con el pistdn retirado. El pistdon se reemplazé para tapar el extremo. Se aplicd un vacio al recipiente del
reactor y al receptor de expansion para llevar la presion hasta < 10 kPa, y se inyectd una solucion diluida de
hidroxido de amonio en el reactor para dar una concentracion de amoniaco de 6 g/100 g de peso en seco de la
biomasa y un peso en seco de concentracion de biomasa de 45 g/100 g de la mezcla de biomasa total y amoniaco
acuoso. Una vez que se cargd el amoniaco, se inyectd vapor en el reactor para llevar la temperatura a 145 °C. La
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mezcla se mantuvo a esta temperatura durante 10 minutos por medio del control de la temperatura y la adicion de
vapor segun fuera necesario y luego se descargo en el tanque de expansion precalentado por medio de la activacion
del pistén. Se arrojé un vacio sobre el tanque de expansion hasta que el receptor del expansién alcanzara ~ 59 °C.
Tras la recoleccion del receptor de expansion, el liquido libre se separd de los sélidos pretratados y no volvié a
afiadir para la sacarificacion. Se llevo a cabo un total de 17 de estos tratamientos previos. Las mazorcas pretratada
de 4 tratamientos previos se agruparon para su sacarificacion para proporcionar un hidrolizado inicial para la
sacarificacion de los lotes alimentados. Las mazorcas pretratadas de las 13 ejecuciones restantes se agruparon para
su uso en la sacarificacion de lotes alimentados.

Para iniciar la sacarificacion de lotes alimentados, el reactor de sacarificacion de lotes alimentados que se describid
en los Métodos Generales se cargd primero con hidrolizado para llenar el volumen del reactor hasta la parte inferior
del primer impulsor. Este hidrolizado se preparé por medio de la sacarificacién de mazorcas previamente tratadas en
matraces de agitacion de 2,8 L. Estos matraces de agitacion se cargaron con 465 g de solidos pretratados, 1000 ml
de agua DI, y enzimas a 28,4 mg Spezyme CP/g de celulosa y 4,2 mg de proteina activa/g de consorcio de
enzimas de celulosa y hemicelulasa (Diversa, San Diego, CA) que comprendia 3-glucosidasa, xilanasa, {3 -xilosidasa
y arabinofuranosidasa. Antes de la adicion de enzimas, el pH se ajusté a 5 con 8,5% de H3PO4. Los matraces de
agitacion se mantuvieron a 50 °C y 150 rpm en un agitador rotatorio durante 48 hs, momento en el cual el hidrolizado
se cargo en el reactor de lotes alimentados.

Una vez que se carg6 el hidrolizado inicial, se afadié la primera alicuota de la mezcla de biomasa pretratada
amoniaco (~ 700 g) al reactor. El pH se mantuvo a un punto de ajuste de 5,5 por medio de Ia adicion de 8,5% de
HsPO.. Una vez que el pH se reajustd al punto de ajuste, se afiadieron 28,4 mg de Spezyme CP/g de celulosa y
4,2 mg de proteina activa/g de consorcio de enzimas de celulosa y hemicelulasa (Diversa) que comprendia B-
glucosidasa, xilanasa, B -xilosidasa y arablnofuran05|dasa Se afiadieron alicuotas adicionales de la mezcla de
biomasa pretratada y amoniaco, Spezyme CP de consorcio de enzimas de celulasa y hemicelulasa en t = 4, 8, 12,
22, 26, 30 y 34 hs. El bucle con bomba alrededor del se inici6 por lo general alrededor de 1 hora después de la
adicién de la enzima y se llevé a cabo durante aproximadamente 1 hora hasta la adicion de sdlidos de las 22 hs.
Después de las adiciones a las 26 hs y 30 hs, la bomba se inici6 aproximadamente 50 minutos después de la
adicion de la enzima y se ejecutd durante 30 minutos. Después de la adicion de las 34 hs, la bomba se inici6 ~ 3 hs
después de la adicion de la enzima y se ejecutd durante 30 minutos. La bomba también se llevé a cabo durante 30
minutos a t = 29, 33, 47 y 49 hs. El tiempo total de sacarificacion fue de 120 hs. En este momento, el hidrolizado
contenia ~ 60 g/L de mondmero de glucosa, 25 g/L de mondmero de xilosa y 10 g/L de acido acético.

Este hidrolizado se utilizé para la fermentacion de las cepas ZW800 o ZW658 de Zymomonas mobilis (NUm. de
ATCC PTA7858). ZW658 es una cepa de Zymomonas mobilis que se ha disefiado para la fermentacion de xilosa a
etanol. ZW658 se construy6 por medio de la integracion de dos operones, PgapxyIAB 'y Pgaptaltkt, que contiene cuatro
genes de utilizacion de xilosa que codifican la xilosa isomerasa, xiluloquinasa, transaldolasa y transcetolasa, en el
genoma de ZW1 (Num. de ATCC 31821) a través de eventos de transposicion secuenciales, y seguido por la
adaptacion en medios selectivos que contienen xilosa. ZW800 es la cepa ZW658 con el gen que codifica la
oxidorreductasa de glucosa-fructosa inactivada.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en fermentadores esterilizados de 1 litro (sistema BIOSTAT ® B-DCU,
Sartorius BBI System Inc., Bethlehem, Pennsylvania, EE.UU.) con 500 ml de volumen de trabajo inicial. Se afiadio
un indculo al fermentador a un nivel de 10% (v/v) de manera tal que el ODggo ~ 1 en el caldo después de la adicion.
EL hidrolizado estuvo presente en el 80% o 40% (v/v), y el resto como el agua. Se afiadieron glucosa y xilosa
adicionales para llevar las concentraciones finales en el caldo a 92 g/L y 82 g/L, respectivamente. El caldo también
se complementé con sorbitol 10 mM y 1 g/l MgSO.4+7H,0. La fermentacion se llevé a cabo durante 72 hs a 33 °C, a
un pH de 5,8 con 150 rpm de agitacion. Las titulaciones finales de etanol para la cepa ZW800 fueron de 8 g/L en el
hidrolizado de 40% y 7 g/L en el hidrolizado de 80%. Para la cepa ZW658, las titulaciones finales de etanol fueron de
8 g/l en el hidrolizado de 40% y 6,5 g/l en el hidrolizado de 80%.
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REIVINDICACIONES
1.  Un método para la preparacion de un producto de biomasa pretratada mejorado que comprende:
a) proporcionar la biomasa;

b) pretratar dicha biomasa al poner en contacto dicha biomasa en condiciones adecuadas a una temperatura de 4 °C
a 200 °C con una solucion acuosa que comprende amoniaco para formar una mezcla de biomasa y amoniaco
acuoso, en la que el amoniaco esta presente en una concentracién por lo menos suficiente para mantener el pH
alcalino de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso, pero en la que dicho amoniaco esta presente en menos de 12
por ciento en peso con respecto al peso en seco de la biomasa, y ademas en la que el peso en seco de la biomasa
se encuentra en una alta concentracién de sélidos de por lo menos 15 por ciento en peso con respecto al peso de la
mezcla de biomasa y amoniaco acuoso por medio de lo cual se forma un producto de sélidos de biomasa pretratada
y un licor de tratamiento previo de biomasa que comprende uno o mas compuestos inhibidores; y

c) retirar dicho licor de tratamiento previo de biomasa;

en el que el producto de sélidos de biomasa pretratada tiene una cantidad reducida de los compuestos inhibidores
de acido acético y acetamida y una reduccién en el contenido de azucar de no mas que el 10%.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademas comprende la adicion de un componente acuoso
adicional en una o mas de las siguientes maneras:

i)  antes del paso (b)
ii)  como un componente adicional en el paso (b); o
iii) después del paso (b) como un paso de lavado.

3. Elmétodo de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el componente acuoso es vapor y se afiade como un
componente adicional en el paso (b) en el que el vapor se condensa en forma parcial durante el tratamiento previo
para formar parte del licor de tratamiento previo de biomasa.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademas comprende el paso de sacarificacion del producto
de sdlidos de biomasa pretratada para formar azucares fermentables.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, que ademas comprende la fermentacion de los azlcares de
acuerdo con la reivindicacion 5 para producir un producto quimico blanco.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el pH de la mezcla de biomasa y amoniaco acuoso es
mayor que 8.

7. EI método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se aplica vacio a la biomasa antes de poner en
contacto la biomasa con una solucién acuosa que comprende amoniaco.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho peso en seco de la biomasa se encuentra en una
alta concentracion de solidos de por lo menos 15% a 80% con respecto al peso de la mezcla de biomasa y
amoniaco acuoso.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho amoniaco esta presente en menos de 10 por
ciento en peso con respecto al peso en seco de la biomasa.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la biomasa se deriva de multiples materias primas.

11. EI método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el paso (b) se lleva a cabo durante un periodo de
tiempo de hasta 25 horas.

12. EI método de acuerdo con la reivindicacion 10 en el que el paso (b) se lleva a cabo durante un periodo de
tiempo de hasta 8 horas.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que dicho producto quimico blanco se selecciona del grupo
que consiste en metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, etilenglicol, propanodiol, butanodiol, glicerol, eritritol,
xilitol, sorbitol, acido acético, acido lactico, acido propidnico, acido 3-hidroxipropiénico, acido butirico, acido
gluconico, acido itaconico, acido citrico, acido succinico, acido levulinico, acido glutamico, acido aspartico,
metionina, lisina, glicina, arginina, treonina, fenilalanina, tirosina, metano, etileno, acetona, y enzimas industriales.
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