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2

DESCRIPCIÓN

Métodos y cultivos microbianos para la conversión mejorada de la biomasa lignocelulósica

Campo de la descripción

La presente descripción se refiere a métodos y cultivos microbianos para convertir biomasa lignocelulósica en
biocombustibles y/u otros productos químicos basados en carbono.5

Antecedentes

En general, los productos de fermentación se producen por la degradación del material que contiene almidón en
azúcares fermentables por licuefacción y sacarificación seguido por la conversión de los azúcares directa o
indirectamente en el producto de fermentación deseado usando un organismo fermentador.

Sin embargo, la producción industrial de productos de fermentación tales como el etanol y el ácido láctico se10
enfrenta al desafío de redirigir el proceso de producción de fermentación de materiales almidonables, relativamente
fácilmente convertibles, pero caros, a una biomasa lignocelulósica compleja, pero barata, tal como la biomasa
vegetal.

A diferencia del almidón, que contiene polímeros homogéneos y fácilmente hidrolizados, la biomasa lignocelulósica
contiene cantidades variables de celulosa, hemicelulosa, lignina y pequeñas cantidades de proteínas, pectinas,15
ceras y otros compuestos orgánicos. La biomasa celulósica es un vasto recurso mal explotado y, en algunos casos,
un problema de residuos. Sin embargo, las hexosas de la celulosa pueden ser convertidas por las levaduras en el 
combustible etanol para el cual existe una demanda creciente. Las pentosas de hemicelulosa todavía no pueden ser
convertidas en etanol comercialmente, pero se están desarrollando varios microorganismos etanologénicos
prometedores con la capacidad de convertir pentosas y hexosas.20

Típicamente, la primera etapa en la utilización de biomasa lignocelulósica es una etapa de pretratamiento, con el fin
de fraccionar los componentes de material lignocelulósico y aumentar su área superficial. El método de
pretratamiento más utilizado es la hidrólisis ácida, en la que el material lignocelulósico se somete a un ácido tal
como el ácido sulfúrico, mediante el cual los polímeros de azúcar celulosa y hemicelulosa se hidrolizan total o
parcialmente a sus monómeros de azúcar constituyentes y se destruye la estructura de la biomasa facilitando el25
acceso de las enzimas hidrolíticas en las etapas de procesamiento subsiguientes. Otro tipo de hidrólisis de
lignocelulosa es la explosión de vapor, un proceso que comprende calentar el material lignocelulósico por inyección
de vapor a una temperatura de 190-230°C. Un método adicional es la oxidación en húmedo, en la que el material se
trata con oxígeno a 150-185°C. Los pretratamientos pueden ser seguidos por hidrólisis enzimática para completar la
liberación de monómeros de azúcar. Esta etapa de pretratamiento da lugar a la hidrólisis de celulosa en glucosa30
mientras que la hemicelulosa se transforma parcial o completamente en las pentosas xilosa y arabinosa y las
hexosas glucosa, manosa y galactosa. Así, en contraste con el almidón, la hidrólisis de la biomasa lignocelulósica da
lugar a la liberación de azúcares de pentosa además de azúcares de hexosa. Esto implica que los organismos de
fermentación útiles necesitan ser capaces de convertir tanto azúcares de hexosa como de pentosa en productos de
fermentación deseados tales como etanol.35

Después del pretratamiento, los esquemas de procesamiento de biomasa lignocelulósica que implican hidrólisis
enzimática o microbiana implican habitualmente cinco transformaciones biológicamente mediadas: (1) la producción
de enzimas sacarolíticas (celulasas y hemicelulasas); (2) la hidrólisis de componentes de carbohidratos presentes en
la biomasa pretratada a azúcares; (3) la fermentación de azúcares de hexosa (por ejemplo, glucosa, manosa y
galactosa); (4) la fermentación de azúcares de pentosa (por ejemplo, xilosa y arabinosa) y (5) la conversión de40
alcoholes de azúcar como sorbitol, manitol o xilitol.

Cada etapa de procesamiento puede hacer que el proceso general sea más costoso y, por lo tanto, disminuya la
viabilidad económica de producir biocombustibles o productos químicos a base de carbono a partir de material
biológico celulósico. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar métodos que reduzcan el número de etapas de
procesamiento necesarias para convertir el material biológico celulósico en biocombustible y otros materiales45
comercialmente deseables.

Las cinco transformaciones biológicamente mediadas pueden ocurrir en un solo paso en una configuración de
proceso llamada bioprocesamiento consolidado (CBP), que se distingue de otras configuraciones menos integradas
en que CBP no implica un paso de proceso dedicado para la producción de celulasa y/o hemicelulasa. El CBP
ofrece el potencial para una mayor eficiencia que los procesos que requieren una producción de celulasa dedicada.50

Los procesos actuales del CBP incluyen un pretratamiento extensivo y costoso del material mediante procesos
mecánicos, termoquímicos y bioquímicos. Generalmente, los objetivos de tales procedimientos de pretratamiento
incluyen (1) hacer que los polímeros celulósicos y hemicelulósicos sean más accesibles a los microorganismos, y (2)
convertir los complejos polisacáridos celulósicos y hemicelulósicos en azúcares fermentables más sencillos u otros
compuestos simples, que se convierten más fácilmente en combustibles y otros productos químicos por55
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microorganismos. Los procesos mecánicos, termoquímicos y bioquímicos utilizados frecuentemente en el
pretratamiento de material lignocelulósico constituyen un coste mayor y no son completamente efectivos.

Además, los microorganismos utilizados actualmente para la producción de combustibles y otros productos químicos
a partir de material lignocelulósico carecen de la maquinaria celular necesaria para descomponer los complejos
polisacáridos vegetales en azúcares (sacarificación) y luego convertir los diversos azúcares resultantes en5
combustibles y otros productos químicos en una manera eficiente.

Idealmente, las características deseables de diferentes microorganismos podrían ser utilizadas simultáneamente por
fermentación de biomasa lignocelulósica con co-cultivos de los microorganismos. Sin embargo, las condiciones
óptimas para la fermentación de la biomasa lignocelulósica varían mucho de una especie a otra. Bajo las
condiciones más favorables, los monocultivos de bacterias pueden replicarse muy rápidamente y producir10
eficientemente el producto de fermentación deseado. Sin embargo, debido a la presión evolutiva, cuando un co-
cultivo de microorganismos está presente, las especies que pueden crecer más rápido a menudo son dominantes.
Muchas variables influyen en el éxito de la fermentación bacteriana de la biomasa lignocelulósica, incluyendo pero
sin limitarse a: temperatura, pH, medio de crecimiento y protocolo de pretratamiento. La identificación de la pequeña
ventana de condiciones adecuadas para co-cultivar al menos dos microorganismos, mientras que los organismos15
fermentan simultáneamente la biomasa lignocelulósica, presenta un desafío significativo. El documento WO
2010/075213 A2 describe un cultivo microbiano que comprende Caldicellulosiruptor y Thermoanaerobacter para
convertir biomasa lignocelulósica en etanol y/o ácido láctico.

Por lo tanto, sigue habiendo una necesidad insatisfecha sustancial de procesos de bioconversión que aprovechen
mejores microorganismos y/o combinaciones de microorganismos para convertir un espectro más amplio de20
biomasa lignocelulósica y sacarificar polisacáridos complejos a azúcares fermentables para fermentar combustibles
y otros productos químicos.

Por lo tanto, sería ventajosa la disponibilidad de nuevos microorganismos y/o combinaciones de microorganismos
para convertir la biomasa lignocelulósica en altos niveles de productos químicos basados en carbono.

Resumen de la descripción25

La presente invención se define de acuerdo con las reivindicaciones y pertenece a un cultivo microbiano aislado
adecuado para convertir biomasa lignocelulósica en un biocombustible y/u otra sustancia química basada en
carbono que comprende un primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo
microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter, en el que a) el primer microorganismo se selecciona
del grupo que consiste en DIB004C depositado como DSM 25177, DIB101C depositado como DSM 25178, DIB041C30
depositado como DSM 25771, DIB107C depositado como DSM25772, DIB101C depositado como DSM 25178,
DIB103C depositado como DSM 25773, DIB104C depositado como DSM 25774 y DIB107C depositado como DSM
25775, y en el que b) el segundo microorganismo se selecciona del grupo que consiste en DIB004G depositado
como DSM 25179, DIB101G depositado como DSM 25180, DIB101X depositado como DSM 25181, DIB097C
depositado como DSM 25308, DIB087G depositado como DSM 25777, DIB103X depositado como DSM 25776,35
DIB104X depositado como DSM 25778 y DIB107X depositado como DSM 25779.

En un segundo aspecto, la descripción se refiere a cultivos microbianos adecuados para convertir la biomasa
lignocelulósica en un biocombustible y/u otro compuesto químico a base de carbono que comprende un primer
microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al género
Thermoanaerobacter.40

En un tercer aspecto, la descripción se refiere a métodos para convertir biomasa lignocelulósica en un
biocombustible u otro producto basado en carbono, que comprende la etapa de poner en contacto biomasa
lignocelulósica con un cultivo microbiano de acuerdo con la presente descripción durante un periodo de tiempo a una
temperatura inicial y un pH inicial, produciendo de ese modo una cantidad de un biocombustible y/u otros productos
químicos basados en carbono.45

En otro aspecto más, las realizaciones de esta descripción se refieren a métodos para producir ácido láctico y/o
etanol a partir de biomasa lignocelulósica, en donde el método comprende poner en contacto los microorganismos o
el cultivo microbiano de acuerdo con la presente descripción y la biomasa en un medio; y fermentar la biomasa bajo
condiciones y durante un tiempo suficiente para producir ácido láctico, una sal o un éster del mismo, y/o etanol, en
un proceso de una sola etapa como parte de un sistema consolidado de bioprocesamiento (CBP), con una célula,50
cepa, un cultivo microbiano y/o un microorganismo de acuerdo con la presente descripción bajo condiciones
adecuadas.

Algunas realizaciones de la presente descripción se refieren a procedimientos para producir un biocombustible tal
como etanol y/u otros productos químicos basados en carbono. En una realización, el procedimiento comprende
someter biomasa que incluye materiales vegetales que contienen celulosa y hemi-celulosa a la fermentación en55
condiciones termófilas en presencia de co-cultivos de nuevas células bacterianas termófilas celulolíticas aisladas
pertenecientes al género Caldicellulosiruptor y nuevas células bacterianas termófilas sacarolíticas aisladas y/o
xilanolíticas pertenecientes al género Thermoanaerobacter.

E13739375
02-10-2017ES 2 643 265 T3

 



4

En consecuencia, la presente descripción se refiere al uso de cepas microbianas seleccionadas del grupo que
consiste en Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (DSMZ número de acceso 25177), Caldicellulosiruptor sp. DIB101C
(número de acceso DSMZ 25178), Caldicellulosirupror sp. DIB041C (número de acceso DSMZ 25771),
Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso DSMZ 25772), Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de
acceso DSMZ 25773), Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso DSMZ 25774) y Caldicellulosiruptor sp.5
DIB107C (número de acceso DSMZ 25775), Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSMZ número de acceso 25179),
Thermoaanaerobacter sp. DIB101G (número de acceso DSMZ 25180), Thermoanaerobacter sp. DIB101X (número
de acceso DSMZ 25181), Thermoanaerobacfer sp. DIB97X (número de acceso DSMZ 25308), Thermoanaerobacter
sp. DIB87G (número de acceso DSMZ 25777), Thermoanaerobacter sp. DIB103X (número de acceso DSMZ 25776),
Thermoanaerobacter sp. DIB104X (número de acceso DSMZ 25778), Thermoanaerobacter sp. DIB107X (número de10
acceso DSMZ 25779) así como cualquier combinación de dichas cepas y cualesquiera homólogos de las mismas
para la producción de biocombustibles y/u otros productos químicos basados en carbono.

Antes de describir la descripción en detalle, debe entenderse que esta descripción no está limitada a las partes
componentes particulares de los dispositivos descritos o a las etapas del procedimiento de los métodos descritos ya 
que tales dispositivos y métodos pueden variar. También se debe entender que la terminología usada en la presente15
memoria es con fines de describir únicamente las realizaciones particulares y no pretende ser limitativa. Debe
tenerse en cuenta que, tal como se usan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "uno/a" y "el/la" incluyen referentes singulares y/o plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Además, debe entenderse que, en el caso de que se den intervalos de parámetros que
están delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos incluyen estos valores de limitación.20

Breve descripción de los dibujos

La FIG. 1 muestra un gráfico de barras que muestra la formación del producto de las cepas Caldicellulosiruptor sp.
DIB004C (A) y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (B) solo o en co-cultivo de ambas cepas (C) para diversos
sustratos técnicos.

La FIG. 2 muestra un gráfico de barras que muestra los aumentos factoriales en la formación total del producto y la25
formación de etanol comparando la cepa hidrolítica Caldicellulosiruptor DIB004C y el co-cultivo de esta cepa con
Thermoanaerobacter DIB004G.

La FIG.3 es un diagrama que muestra la formación del producto durante el crecimiento de Caldicellulosiruptor sp.
DIB004C sobre 20 g/L de concentración en peso seco de madera de álamo pretratada por explosión de vapor (PO-
STEX)30

La FIG.4 es un diagrama que muestra la formación del producto durante el crecimiento de un co-cultivo que
comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C y Thermoanaerobacter sp. DIB004G sobre 20 g/l de concentración en
peso seco de madera de álamo pretratada por explosión de vapor (PO-STEX)

La FIG.5 es un diagrama que muestra una comparación directa de la formación total del producto entre
Caldicellulosiruptor sp. DIB004C solo y un co-cultivo de Caldicellulosiruptor sp. DIB004 con Thermoanaerobacter sp.35
DIB004G sobre 20 g/l de concentración en peso seco de madera de álamo pretratada por explosión de vapor (PO-
STEX).

La FIG.6 ilustra un árbol de unión de vecinos basado en comparaciones de la secuencia de genes de 16S rRNA de
cepas aisladas de Caldicellulosiruptor sp. y bacterias seleccionadas. Los valores de “Bootstrap” se basaron en 1.000
repeticiones. La barra de escala representa un cambio de 0,01 por posición de nucleótido. Los números de acceso40
del GenBank se indican entre paréntesis. T, tipo cepa.

La FIG.7 ilustra un árbol de unión de vecinos basado en comparaciones de la secuencia de genes de 16S rRNA de 
cepas de Thermoanaerobacter sp. aisladas y bacterias seleccionadas. Los valores de “Bootstrap” se basaron en
1.000 repeticiones. La barra de escala representa un cambio de 0,01 por posición de nucleótido. Los números de
acceso de GenBank se indican entre paréntesis. T, tipo cepa.45

La FIG.8 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (SEQ ID NO: 1)

La FIG.9muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (SEQ ID NO: 2)

La FIG.10 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (SEQ ID NO: 3)

La FIG.11 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (SEQ ID NO: 4)

La FIG.12 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (SEQ ID NO: 5)50

La FIG.13  uestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (SEQ ID NO: 6)

La FIG.14 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (SEQ ID NO: 7)
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La FIG.15 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB004G (SEQ ID NO: 8)

La FIG.16 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB087G (SEQ ID NO: 9)

La FIG.17 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB097X (SEQ ID NO: 10)

La FIG.18 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB101G (SEQ ID NO: 11)

La FIG.19 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB101X (SEQ ID NO: 12)5

La FIG.20 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB103X (SEQ ID NO: 13)

La FIG.21 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB104X (SEQ ID NO: 14)

La FIG.22 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB107X (SEQ ID NO: 15)

Descripción detallada de la descripción

Los aspectos de la presente descripción se refieren a nuevos métodos consolidados de bioprocesamiento (CBP)10
mediante los cuales se puede aumentar la eficiencia de la producción de biocombustibles y/u otras sustancias
químicas basadas en carbono a partir de materiales celulósicos que contienen biomasa. En particular, la presente
descripción proporciona numerosos co-cultivos microbiológicos para aumentar la eficiencia de la producción de
etanol y/o ácido láctico a partir de biomasa.

La presente descripción se refiere a métodos, microorganismos y co-cultivos microbianos útiles para procesar15
biomasa lignocelulósica. La descripción se refiere, en ciertos aspectos, a microorganismos que son capaces de
convertir biomasa lignocelulósica tal como, por ejemplo, astillas de madera de álamo o hierba como miscanto, a un
producto económicamente deseable tal como, por ejemplo, un biocombustible (por ejemplo, un alcohol y/o gas
hidrógeno (H2)), polímero, y/o producto químico a base de carbono como el ácido láctico.

Además, la presente descripción se refiere a métodos, microorganismos y composiciones útiles para convertir20
azúcares como poli-, oligo-, di- y/o mono-sacáridos, en particular di- y/o mono-sacáridos de hexosas y/o poli-, oligo-,
di- y/o mono-sacáridos de pentosas para producir productos químicos basados en carbono tales como etanol y/o
ácido láctico.

Un aspecto de la descripción se refiere a métodos para la conversión de biomasa lignocelulósica en biocombustible
y/u otro químico basado en carbono que utiliza co-cultivos de al menos dos microorganismos extremadamente25
termófilos, un primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo
perteneciente al género Thermoanaerobacter.

El término "co-cultivo" y/o la expresión "cultivo microbiano", tal como se utiliza en la presente descripción, es una
mezcla de al menos dos microorganismos diferentes (un primer y segundo microorganismo) que se han reproducido
en medios de cultivo predeterminados bajo condiciones de laboratorio controladas, ya sea juntos o por separado.30
Además, el término "co-cultivo" significa una mezcla de al menos dos microorganismos diferentes, en donde los
microorganismos son primero mezclados dentro del recipiente de reacción, p. ej., el recipiente para convertir la
biomasa en productos químicos a base de carbono como etanol y/o ácido láctico. El co-cultivo se puede añadir a la
biomasa simultáneamente, independientemente y/o con un cambio de tiempo entre la adición del primer
microorganismo y el segundo microorganismo.35

El término "xilanolítico" pretende incluir la capacidad de hidrolizar enlaces glicosídicos en oligopentosas y
polipentosas. El término "celulolítico" pretende incluir la capacidad de hidrolizar parcialmente, sustancialmente o
completamente celulosa o cualquiera de sus constituyentes. La actividad celulolítica también puede incluir la
capacidad de despolimerizar o desramificar celulosa y hemicelulosa.

Por "extremadamente termofílico" se entiende un organismo capaz de crecer a una temperatura de 70°C o superior.40
Por "mesófilo" se entiende un organismo que crece a una temperatura de aproximadamente 20ºC-45ºC.

Las expresiones "biomasa lignocelulósica" y "biomasa celulósica" significan cualquier tipo de biomasa que
comprende celulosa, hemicelulosa, lignina o combinaciones de las mismas, tales como, pero sin limitarse a, biomasa
leñosa, hierbas forrajeras, cultivos herbáceos energéticos, biomasa de plantas no madereras, deshechos agrícolas
y/o residuos agrícolas, residuos forestales y/o desechos forestales, lodos de la producción del papel y/o lodos de45
residuos del papel, lodos de tratamiento de aguas residuales, residuos sólidos municipales, fibra de maíz procedente
de plantas de etanol de maíz molido, húmedo y seco, y residuos de procesamiento del azúcar. En particular, la 
expresión "biomasa lignocelulósica" de acuerdo con la presente descripción debe entenderse también en su sentido
más amplio, de modo que aparte de la madera, los residuos agrícolas y los cultivos energéticos, también
comprenden diferentes tipos de residuos tanto de la industria como de los hogares. Puede tratarse de cualquier50
biomasa que contenga celulosa y/o hemicelulosa, incluyendo césped, pastos, gramíneas, pasto de centeno, hierba 
cinta, pasto mixto de pradera, miscanto, residuos de elaboración del azúcar, bagazo de caña de azúcar, paja de
caña de azúcar, residuos agrícolas, paja de arroz, cascarilla del arroz, paja de cebada, mazorcas de maíz, paja de 

E13739375
02-10-2017ES 2 643 265 T3

 



6

cereal, paja de trigo, paja de canola, paja de avena, cascarones de avena, fibra de maíz, hojarasca, hojarasca de
soja, hojarasca de maíz, desechos forestales, fibra de pulpa de madera reciclada, lodos de papel, serrín, madera
dura y madera blanda, moldura de remolacha azucarera, tallos de algodón, hojas de plátano, residuos de
procesamiento de aceite de palma y material de biomasa lignocelulósica obtenido mediante el procesamiento de
plantas alimenticias. En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulósica es hierba y/o madera dura,5
preferiblemente césped de miscanthus y/o madera de álamo. En particular, se pretende designar una biomasa
lignocelulósica no tratada y/o una biomasa lignocelulósica que ha sido sometida a una etapa de pretratamiento, por
ejemplo, el material lignocelulósico se ha separado, al menos parcialmente, en celulosa, hemicelulosa y lignina, con
lo que se ha aumentado el área superficial del material.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un crecimiento "eficiente" se refiere al crecimiento en el que las células10
pueden cultivarse hasta una densidad especificada dentro de un tiempo especificado.

La celobiosa es un disacárido derivado de la condensación de dos moléculas de glucosa unidas en un enlace β
(1→4). Se puede hidrolizar para dar glucosa. La celobiosa tiene ocho grupos alcoholes libres (OH), uno de enlace y
dos enlaces hemiacetales, que dan lugar a fuertes enlaces de hidrógeno inter- e intra-moleculares. Es un tipo de
carbohidrato dietético que también se encuentra en las setas.15

La expresión "ácido orgánico" es conocida en la técnica. El término "ácido láctico" se refiere al ácido orgánico ácido
2-hidroxipropiónico en la forma de ácido libre, en la forma de sal así como en sus ésteres o anhídridos. La forma de
sal de ácido láctico es el "lactato", independientemente del agente neutralizante, es decir, carbonato de calcio o
hidróxido de amonio.

La expresión "ácido acético" se refiere al ácido orgánico ácido metanocarboxílico, también conocido como ácido20
etanoico, ya sea en forma de ácido libre o en forma de sal. La forma de sal del ácido acético se denomina "acetato".

Una cepa, célula o "homólogo" de microorganismo, como se usa en la presente memoria, se considera cualquier
microorganismo que no es significativamente diferente por medio de homología de ADN como se ha definido
anteriormente y exhibe las mismas o similares propiedades fisiológicas descritas en los ejemplos de la presente
memoria.25

El término "mutante", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una célula bacteriana en la que el
genoma, incluyendo uno o más cromosomas o ADN extra-cromosómico potencial, ha sido alterado en una o más
posiciones, o en el que se ha añadido o eliminado ADN.

El término "progenie" se refiere a un producto de reproducción bacteriana, un nuevo organismo producido por uno o
más progenitores.30

La expresión "relación ADN-ADN", en particular, se refiere al porcentaje de similitud del ADN genómico o entero de
dos microorganismos, según se mide mediante el ensayo de hibridación/renaturalización ADN-ADN de acuerdo con
De Ley et al. (1970) EUR. J. Biochem. 12, 133-142 o Huß et al. (1983) Sist. Appl. Microbiol. 4, 184-192. En
particular, el ensayo de hibridación ADN-ADN se realiza preferiblemente por el Servicio de Identificación DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania).35

La expresión "similitud de la secuencia génica 16S rDNA" se refiere en particular al porcentaje de nucleótidos
idénticos entre una región de la secuencia de ácido nucleico del gen 16S RNA ribosómico (rDNA) de un primer
microorganismo y la región correspondiente de la secuencia de ácido nucleico del gen 16S rDNA de un segundo
microorganismo. Preferiblemente, la región comprende al menos 100 nucleótidos consecutivos, más preferiblemente
al menos 200 nucleótidos consecutivos, al menos 300 nucleótidos consecutivos o al menos 400 nucleótidos40
consecutivos, más preferiblemente aproximadamente 480 nucleótidos consecutivos.

La expresión "un microorganismo", tal como se utiliza en la presente memoria, puede referirse sólo a un organismo
unicelular, así como a numerosos organismos unicelulares únicos. Por ejemplo, la expresión "un microorganismo del
género Caldicellulosiruptor" puede referirse a una sola célula bacteriana de Caldicellulosiruptor del género
Caldicellulosiruptor, así como a múltiples células bacterianas del género Caldicellulosiruptor. Por ejemplo, la 45
expresión "un microorganismo del género Thermoanaerobacter" puede referirse a una sola célula bacteriana de
Thermoanaerobacter del género Thermoanaerobacter, así como a múltiples células bacterianas del género
Thermoanaerobacter. En general, la expresión "un microorganismo" se refiere a numerosas células. En particular,
dicha expresión se refiere a al menos 10

3
, preferiblemente al menos 10

4
células, al menos 10

5
o al menos 10

6

células.50

Al explotar ciertas características deseables de cada organismo en el cultivo microbiano de acuerdo con la presente
descripción, se producen niveles inesperadamente altos de, por ejemplo, etanol y/o ácido láctico en comparación
con los niveles de etanol y/o ácido láctico producidos en monocultivos de los microorganismos individuales. Un
primer microorganismo capaz de utilizar celulosa y hemicelulosa (celulolítica y sacarolítica) se combina con un
segundo microorganismo capaz de utilizar poli-, oligo-, di- y/o mono-sacáridos (xilanolíticos y/o sacarolíticos) en55
ciertas realizaciones de la descripción. En este sentido, los esfuerzos de los microorganismos son ortogonales, pero

E13739375
02-10-2017ES 2 643 265 T3

 



7

complementarios. Los procesos que utilizan co-cultivos, por lo tanto, ofrecen beneficios significativos respecto a los
procesos basados en monocultivos estándar.

Sorprendentemente, la combinación específica de un primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter da lugar a mayores
índices de producción de sustancias químicas a base de carbono, como el etanol y/o el ácido láctico que el5
alcanzado por cualquiera de las cepas.

En virtud de una nueva integración de las etapas de procesamiento, comúnmente conocida como bioprocesamiento
consolidado (CBP), los aspectos de la presente invención proporcionan una producción más eficiente de un
biocombustible y/u otro producto químico basado en carbono, como el ácido láctico de materias primas que
contienen biomasa celulósica como la biomasa lignocelulósica de las plantas.10

La incorporación de los microorganismos extremadamente termófilos en el procesamiento de la biomasa
lignocelulósica permite que las etapas de fermentación se lleven a cabo a temperaturas más altas, mejorando así la
economía del proceso. Por ejemplo, la cinética de reacción es típicamente una función de la temperatura, por lo que
las temperaturas más altas se asocian generalmente con aumentos en la tasa de producción global. Además, las
temperaturas más altas facilitan la eliminación de los productos volátiles del caldo, y reducen la necesidad de15
enfriamiento del sustrato después del pretratamiento (un paso precedente que se lleva a cabo típicamente a una
temperatura elevada). El funcionamiento de los procesos CBP a temperaturas termófilas ofrece varios beneficios
importantes respecto a las temperaturas de fermentación mesofílicas convencionales de 30-37°C. En particular, los
costes asociados con una etapa de proceso dedicada a la producción de celulasa se eliminan para el CBP. También
se espera que los costos asociados con el enfriamiento del fermentador y el intercambio de calor antes y después de20
la fermentación se reduzcan para el CBP. Además, los procesos que presentan biocatalizadores termofílicos pueden
ser menos susceptibles a la contaminación microbiana en comparación con los procesos que presentan
biocatalizadores mesofílicos convencionales.

En una realización, la presente invención proporciona un método para convertir maderas duras pretratadas por
autohidrólisis a etanol por fermentación con un co-cultivo de un primer microorganismo celulolítico anaeróbico y de25
un segundo microorganismo sacarolítico anaeróbico, sin el uso de enzimas exógenas.

La aplicación de la tecnología actual tiene el potencial de hacer más económicamente viable la producción de
productos químicos basados en carbono y biocombustibles y permitir que una gama más amplia de
microorganismos utilice biomasa lignocelulósica. El uso de materiales celulósicos como fuentes de bioenergía está
actualmente limitado por requerir típicamente el preprocesamiento del material celulósico. Dichos procedimientos de30
preprocesamiento pueden ser costosos. Por lo tanto, los métodos que reducen la dependencia del pretratamiento de
materiales celulósicos pueden tener un impacto dramático en la economía del uso de la biomasa recalcitrante para
la producción de biocombustibles. Un reto en la conversión de la biomasa en productos de fermentación es la
recalcitrancia y heterogeneidad del material biológico.

Los presentes inventores han encontrado que los microorganismos del género Caldicellulosiruptor en combinación35
con microorganismos del género Thermoanaerobacter muestran una variedad de propiedades ventajosas para el
uso en la conversión de material de biomasa lignocelulósica en biocarburantes y/o productos químicos basados en
carbono, preferiblemente en ácido láctico, en un proceso de una sola etapa como parte de un sistema de
bioprocesamiento consolidado (CBP).

La combinación específica de los microorganismos anteriormente mencionados en los métodos de producción de40
acuerdo con la presente descripción ofrece beneficios relacionados con:

a) Altas temperaturas de crecimiento y proceso, resultantes p. ej., en un menor riesgo de contaminación en el
proceso de producción y, p. ej., el etanol, como producto de producción, puede destilarse simultáneamente durante
el proceso de fermentación

b) Alta tolerancia al etanol (tolerancia de aproximadamente 4% de etanol y más)45

c) Alta tolerancia al inhibidor

d) Amplia especificidad del sustrato y capacidad de utilizar pentosas, tales como xilosa y arabinosa y de hexosas
tales como glucosa, manosa, fructosa y galactosa, así como celulosa y xilano

e) Relación mejorada de etanol:lactato:acetato

Es una ventaja de la combinación de los dos microorganismos diferentes que en el co-cultivo estos microorganismos50
sean capaces de convertir polisacáridos altamente complejos, como la celulosa y/o el xilano, con mayor eficiencia y
mejores rendimientos de productos químicos basados en carbono, como el etanol o el ácido láctico, respecto al
microorganismo solo.
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En particular, estos microorganismos son extremadamente termófilos y muestran una amplia especificidad de
sustrato y una alta producción natural de etanol y/o ácido láctico. Como se ha mencionado anteriormente, la
fermentación química a base de carbono a altas temperaturas, por ejemplo a más de 70ºC, tiene muchas ventajas
respecto a la fermentación mesofílica. Una ventaja de la fermentación termofílica es la minimización del problema de
contaminación en cultivos continuos, ya que sólo unos pocos microorganismos son capaces de crecer a tales altas5
temperaturas en materiales de biomasa de lignocelulosa no destoxificada.

También es una ventaja que los cultivos microbianos que comprenden microorganismos del género
Caldicellulosiruptor y los microorganismos del género Thermoanaerobacter crezcan en el material de biomasa
lignocelulósica pretratado así como en el no tratado. Estos cultivos microbianos son además capaces de crecer y
producir productos de fermentación en concentraciones muy altas de materia seca del material de biomasa10
lignocelulósica.

Los cultivos microbianos de acuerdo con la presente descripción tienen una amplia especificidad de sustrato y son
capaces de utilizar pentosas, tales como xilosa y arabinosa, y hexosas, tales como glucosa, manosa, fructosa y
galactosa, así como utilizar celulosa y xilano. Los cultivos microbianos tienen además la ventaja de ser
extremadamente termofílicos y, por lo tanto, son capaces de crecer a temperaturas muy elevadas dando como15
resultado elevadas productividades y tasas de conversión de sustrato, bajo riesgo de contaminación y recuperación
facilitada del producto.

Además, los presentes inventores han encontrado que el uso de la combinación del primer y el segundo
microorganismo, p. ej. en un co-cultivo microbiano, tiene una variedad de propiedades ventajosas en la conversión
de polisacáridos, oligosacáridos, disacáridos y/o monosacáridos de hexosas y pentosas, en particular las derivadas20
de hidrolizados lignocelulósicos, a alto nivel de etanol y/o ácido láctico, al tiempo que se producen bajos niveles de
ácido acético. En particular, estos microorganismos son también termófilos extremos y muestran una amplia
especificidad de sustrato y alta producción natural de etanol, así como de ácido láctico.

También es una ventaja que los cultivos microbianos que comprenden microorganismos extremadamente termófilos
del género Caldicellulosiruptor y microorganismos extremadamente termófilos del género Thermoanaerobacter25
crezcan en el material de biomasa lignocelulósica pretratado así como en el no tratado. Estos cultivos microbianos
son además capaces de crecer y producir productos de fermentación en concentraciones muy altas de materia seca
de material de biomasa lignocelulósica.

Se encontró sorprendentemente que los microorganismos de acuerdo con la presente descripción son capaces de
crecer en un medio que comprende una biomasa lignocelulósica que tiene un contenido de materia seca de al30
menos 10 por ciento en peso/peso, tal como al menos 15 por ciento en peso/peso, incluyendo al menos 20 por
ciento en peso/peso e incluso hasta por lo menos 25 por ciento en peso/peso.

Los microorganismos de acuerdo con la presente descripción también pueden crecer eficientemente en productos
de hidrólisis de celulosa (por ejemplo, el disacárido celobiosa), hexosas derivadas de celulosa (por ejemplo,
glucosa), pentosas derivadas de hemicelulosa (por ejemplo, xilosa) y álamo explotado por vapor. En particular, los35
principales productos cultivados en celobiosa, glucosa y xilosa pueden ser el etanol y los ácidos lácticos. Los
principales productos cultivados en sustratos de biomasa pretratados fueron el etanol y el ácido láctico, por ejemplo,
cuando los microorganismos se hicieron crecer sobre madera de álamo tratada con explosión de vapor, el
rendimiento de etanol fue alto. Los microorganismos de acuerdo con la presente descripción también crecieron
eficientemente en celobiosa.40

Además, los microorganismos de acuerdo con la presente descripción crecieron eficientemente sobre los materiales
solubles obtenidos después del tratamiento térmico de la biomasa lignocelulósica.

El material de biomasa lignocelulósica y los hidrolizados de lignocelulosa contienen inhibidores tales como furfural,
fenoles y ácidos carboxílicos, que pueden inhibir potencialmente el organismo de fermentación. Por lo tanto, es una
ventaja de los microorganismos de acuerdo con la presente descripción que son tolerantes a estos inhibidores.45

Algunas realizaciones de la presente descripción se refieren a un método para producir un biocombustible, y/u otro
compuesto químico a base de carbono, que comprende:

a) Proporcionar una biomasa lignocelulósica

b) Poner en contacto la biomasa lignocelulósica con un primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor, en el que el primer microorganismo convierte al menos una porción de la biomasa en mono-, di-50
y/o poli-sacáridos; y

c) Poner en contacto la biomasa lignocelulósica con un segundo microorganismo perteneciente al género
Thermoanaerobacter, en el que el segundo microorganismo convierte al menos una porción de los mono-, di- y/o
poli-sacáridos en un biocombustible y/u otro producto a base de carbono.

E13739375
02-10-2017ES 2 643 265 T3

 



9

En otra realización, se describe un método para la sacarificación y fermentación simultáneas de material celulósico
de biomasa en biocombustible, tal como etanol u otros productos químicos. El método comprende tratar la biomasa
en un recipiente cerrado con un primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor bajo condiciones
en las que el primer microorganismo produce enzimas celulolíticas y/o sacarolíticas suficientes para convertir
sustancialmente la biomasa en monosacáridos, disacáridos, oligo- y/o poli-sacáridos e introducir un cultivo de un5
segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter, en el que el segundo organismo es capaz
de convertir sustancialmente los sacáridos en biocombustibles y/u otros productos químicos basados en carbono.

En particular, el primer microorganismo celulolítico anaeróbico tiene la capacidad de descomponer celulosa y
hemicelulosa y metabolizar tanto azúcares de hexosa como de pentosa resultantes de la sacarificación de biomasa
lignocelulósica. Mientras que los microorganismos anaeróbicos pueden sacarificar simultáneamente la biomasa10
lignocelulósica y transformar la gama completa de azúcares de hexosa y pentosa resultantes de la biomasa en
combustibles y/o productos químicos, la velocidad a la que cada tipo de azúcar de hexosa o pentosa se convierte en
combustibles y/o productos químicos variará. En consecuencia, algunos azúcares serán transformados por el
biocatalizador anaeróbico en combustibles y/o productos químicos más rápidamente que otros. Por lo tanto, una
realización de la presente descripción permite un tiempo de contacto suficiente entre el material lignocelulósico y el15
primer biocatalizador fermentador celulolítico anaeróbico para lograr una sacarificación sustancialmente completa,
pero sólo una conversión parcial de azúcares a combustibles y/o productos. A continuación, se añade el segundo
microorganismo sacarolítico anaeróbico a la biomasa lignocelulósica que comprende los azúcares.

En una realización, se añade un primer microorganismo anaeróbico capaz de hidrolizar celulosa, hemicelulosa o
material lignocelulósico y producir azúcares principalmente convertibles a una porción de una biomasa, y se añade20
simultáneamente un segundo microorganismo anaeróbico capaz de convertir los azúcares en biocombustible y/u
otro producto químico a una velocidad alta al material lignocelulósico o con un cambio de tiempo.

En otra realización, la presente descripción se refiere a un método para convertir la biomasa lignocelulósica en un
biocombustible u otro producto basado en carbono, que comprende la etapa de poner en contacto la biomasa
lignocelulósica con un primer y un segundo microorganismos anaerobios extremadamente termófilos durante un25
periodo de tiempo en una fase inicial temperatura y un pH inicial, produciendo de este modo una cantidad de un
biocombustible y/u otros productos químicos basados en carbono.

Además, las realizaciones de la presente descripción se refieren a cultivos microbianos adecuados para convertir
biomasa lignocelulósica en un biocombustible y/u otro compuesto químico a base de carbono que comprende un
primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al30
género Thermoanaerobacter.

En algunas realizaciones, el material de biomasa puede someterse a pretratamiento mecánico, termoquímico, y/o
bioquímico opcional antes de ser utilizado en un bioproceso para la producción de combustibles y otros productos
químicos basados en carbono. Los procesos mecánicos pueden reducir el tamaño de partícula del material
lignocelulósico de modo que se pueda manejar más convenientemente en el bioproceso y puede aumentar el área35
superficial de la materia prima para facilitar el contacto con productos químicos/bioquímicos/biocatalizadores. El
material lignocelulósico también puede someterse a pretratamientos térmicos y/o químicos para hacer más
accesibles los polímeros vegetales, pero debido a que varias realizaciones pueden incorporar múltiples etapas de
tratamiento con lignocelulosa, puede ser posible usar condiciones de pretratamiento térmico más suaves y menos
costosas.40

Los procesos mecánicos incluyen, pero no se limitan a, procesos de lavado, remojo, molienda, reducción de tamaño,
cribado, corte y clasificación de tamaños. Los procesos químicos incluyen, pero no se limitan a, blanqueo, oxidación,
reducción, tratamiento ácido, tratamiento básico, tratamiento con sulfito, tratamiento con sulfito ácido, tratamiento
básico con sulfito e hidrólisis. Los procesos térmicos incluyen, pero no se limitan a, esterilización, explosión de
vapor, mantenimiento a temperaturas elevadas en presencia o ausencia de agua y congelación. Los procesos45
bioquímicos incluyen, pero no se limitan a, tratamiento con enzimas y tratamiento con microorganismos. Varias
enzimas que pueden utilizarse incluyen celulasas, amilasa, β-glucosidasa, xilanasa, gluconasa, y otras
polisacarasas, lisozima, lacasa y otras enzimas modificadoras de la lignina, lipoxigenasa, peroxidasa y otras
enzimas oxidativas, proteasas y lipasas.

Uno o más de los procesos mecánicos, químicos, térmicos y bioquímicos pueden combinarse o utilizarse por50
separado. Dichos procedimientos combinados pueden incluir también los utilizados en la producción de papel,
productos de celulosa, celulosa microcristalina y celulósicos y pueden incluir procesamiento de pulpa, fabricación de
pasta kraft o tratamiento con sulfito ácido. La materia prima puede ser una corriente lateral o una corriente residual
de una instalación que utilice uno o más de estos procesos sobre un material celulósico, hemicelulósico o
lignocelulósico, tal como una planta de papel, una planta celulósica, una planta de procesamiento de algodón o una55
planta de celulosa microcristalina. La materia prima también puede incluir materiales de desecho que contienen
celulosa.

El método de pretratamiento más utilizado es la hidrólisis ácida, en la que el material lignocelulósico se somete a un
ácido tal como ácido sulfúrico o ácido sulfuroso, por lo que los polímeros de azúcar, celulosa y hemicelulosa, se
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hidrolizan parcial o totalmente en sus monómeros de azúcares constituyentes. Otro tipo de hidrólisis de lignocelulosa
es la explosión de vapor, un proceso que comprende calentar el material lignocelulósico mediante inyección de
vapor a una temperatura de 175-230°C y subsiguiente liberación repentina de presión. Un tercer método es la
oxidación en húmedo en la que el material se trata con oxígeno a 150-185°C. Otro tratamiento previo puede ser el
hinchamiento químico de las fibras de celulosa en altas concentraciones de productos químicos apropiados o5
disolventes incluyendo, pero sin limitación, amoníaco, cal, sosa cáustica o ácido fosfórico.

Los pretratamientos pueden ser seguidos por hidrólisis enzimática para completar la liberación de monómeros de
azúcar. Esta etapa de pretratamiento da como resultado la hidrólisis de celulosa en glucosa mientras que la
hemicelulosa se transforma en las pentosas xilosa y arabinosa y las hexosas glucosa, manosa y galactosa. La etapa
de pretratamiento puede complementarse, en ciertas realizaciones, con un tratamiento que da como resultado una10
hidrólisis adicional de la celulosa y la hemicelulosa. El propósito de este tratamiento de hidrólisis adicional es
hidrolizar el oligosacárido y posiblemente las especies de polisacáridos producidas durante la hidrólisis ácida,
oxidación húmeda o explosión de vapor de origen de celulosa y/o hemicelulosa para formar azúcares fermentables
(por ejemplo glucosa, xilosa y posiblemente otros monosacáridos). Dichos tratamientos adicionales pueden ser tanto
químicos como enzimáticos. La hidrólisis química se consigue típicamente por tratamiento con un ácido, tal como el 15
tratamiento con ácido sulfúrico acuoso, a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 100-150°C. La
hidrólisis enzimática se lleva a cabo típicamente por tratamiento con una o más enzimas carbohidrasas apropiadas
tales como celulasas, glucosidasas y hemicelulasas, incluyendo las xilanasas.

En una realización ventajosa, las células aisladas, las cepas, los microorganismos, las composiciones y los cultivos
microbianos convierten el material de biomasa lignocelulósica, que sólo se ha tratado mecánicamente, en productos20
químicos a base de biocarburante y/o carbono, preferiblemente en etanol y/o ácido láctico, preferiblemente en un
proceso de una sola etapa de un sistema consolidado de bioprocesamiento (CBP).

En otras realizaciones ventajosas, la biomasa lignocelulósica es pretratada con trituración mecánica y un tratamiento
subsiguiente con ácido sulfuroso o su anhídrido bajo calor y presión con una liberación repentina de presión. En
realizaciones ventajosas, la biomasa lignocelulósica se muele antes de convertirla en biocombustibles y/o sustancias25
químicas a base de carbono, como el ácido láctico. En una realización, la biomasa lignocelulósica es biomasa
pretratada de Populus spp, preferiblemente pretratada con explosión de vapor. En otra realización, la biomasa
lignocelulósica es biomasa pretratada de Miscanthus spp, preferiblemente pretratada con explosión de vapor.

En algunas realizaciones, el microorganismo anaeróbico según la presente descripción puede fermentar la biomasa
directamente sin la necesidad de un pretratamiento.30

En algunas realizaciones, la biomasa lignocelulósica puede ser pretratada, tal como por medios térmicos, mecánicos
y/o químicos. Dicho pretratamiento puede hidrolizar, al menos parcialmente, carbohidratos o proteínas presentes,
alterar la estructura celular, aumentar el área superficial o hacer que los hidratos de carbono sean más accesibles a
microorganismos o enzimas.

En algunas realizaciones, las etapas del procedimiento incluyen: 1) poner en contacto un material de biomasa35
pretratado en condiciones anaeróbicas con un primer microorganismo anaeróbico perteneciente al género de
Caldicellulosiruptor, donde la bacteria es capaz de convertir al menos una parte de la biomasa en hidratos de
carbono como monosacáridos, disacáridos, oligosacáridos, polisacáridos, alcoholes y/o ácido láctico, 2) poner en
contacto la materia prima tratada resultante con un microorganismo sacarolítico anaeróbico perteneciente al género
Thermoanaerobacter que es capaz de fermentar al menos una porción de los carbohidratos a combustibles y/u otros40
productos químicos, 3) separar el(los) producto(s) de fermentación, p. ej. por destilación.

Con los métodos, los microorganismos y/o los cultivos microbianos según la presente descripción se generan una
serie de diferentes productos de fermentación, incluyendo ácidos, alcoholes, cetonas e hidrógeno. En una
realización, el alcohol se selecciona del grupo que consiste en etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol y
butanodiol. En una realización adicional, el ácido es un ácido orgánico como el ácido láctico, ácido propiónico, ácido45
acético, ácido succínico, ácido butírico o ácido fórmico y la cetona es la acetona. En realizaciones ventajosas, se
produce un biocombustible, en particular etanol y/o ácido láctico.

Para producir un producto de fermentación, la biomasa lignocelulósica se pone en contacto con un primer
microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor, en particular con una especie nueva del género
Caldicellulosiruptor o una nueva subespecie de Caldicellulosiruptor saccharolyticus. En una realización, los50
microorganismos Caldicellulosiruptor son celulolíticos y xilanolíticos.

Por ejemplo, el género Caldicellulosiruptor incluye diferentes especies de bacterias extremadamente termófilas
(temperatura óptima para un crecimiento superior a 70°C) celulolíticas y hemicelulolíticas, estrictamente
anaeróbicas, que no producen esporas. La primera bacteria de este género, Caldicellulosiruptor saccharolyticum la
cepa Tp8T (DSM 8903) tiene una temperatura óptima de 70°C y se aisló a partir de una fuente termal en Nueva55
Zelanda (Rainey et al., 1994, Sissons et al., 1987). Hidroliza una variedad de carbohidratos poliméricos con la
producción de acetato, lactato y trazas de etanol (Donnison et al., 1988). El análisis filogenético demostró que

E13739375
02-10-2017ES 2 643 265 T3

 



11

constituye un nuevo linaje dentro del subfilo Bacillus/Clostridium de las bacterias Gram-positivas (Rainey et al.,
1994).

En realizaciones ventajosas, el microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor se selecciona del grupo
constituido por los microorganismos enumerados en la tabla 1.

Tabla 15

Género Especies Nombre Número de acceso
DSMZ

Fecha de depósito SEQ ID NO.
16SrDNA 

Caldicellulosiruptor sp. DIB004C DSM 25177 15.09.2011 1

Caldicellulosiruptor sp. DIB041C DSM 25771 15.03.2012 2

Caldicellulosiruptor sp. DIB087C DSM25772 15.03.2012 3

Caldicellulosiruptor sp. DIB101C DSM 25178 15.09.2011 4

Caldicellulosiruptor sp. DIB103C DSM 25773 15.03.2012 5

Caldicellulosiruptor sp. DIB104C DSM 25774 15.03.2012 6

Caldicellulosiruptor sp. DIB107C DSM 25775 15.03.2012 7

Las cepas enumeradas en la tabla 1 se han depositado de conformidad con los términos del Tratado de Budapest
sobre las fechas de depósito notificadas con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, con los números de acceso DSMZ notificados anteriormente
por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE).10

En una realización ventajosa, el primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor comprende una
secuencia de 16S rDNA seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ
ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7 y cualquier combinación de las mismas.

En una realización, el primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor comprende una secuencia
de ADNr 16S de al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos 99,7, al menos 99,9, al menos 99,99 por15
ciento idéntica a SEQ ID NO 1. En otras realizaciones, el primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor comprende una secuencia de ADNr 16S al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos
99,7, al menos 99,9, al menos 99,99 por ciento idéntica a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO 2, SEQ ID
NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6 o SEQ ID NO 7 y cualquier combinación de las mismas.

En otra realización, Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso DSMZ 25177) y/o un Caldicellulosiruptor sp.20
de la cepa enumerada en la tabla 1, las células derivadas de allí, los mutantes de allí, progenies u homólogos se
utilizan como el primer microorganismo en los métodos de producción de acuerdo con la presente descripción.

En una realización ventajosa, el primer microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripción se refiere a un microorganismo que preferiblemente tiene una o más de las siguientes características:

a) es un microorganismo del género Caldicellulosiruptor;25

b) en un ensayo de hibridación ADN-ADN, muestra una relación ADN-ADN de al menos 70%, preferiblemente al
menos 90%, al menos 95%, más preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% con una
Caldicellulosiruptor sp. cepas enumeradas en la tabla 1, respectivamente; y/o

c) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen 16S rDNA de al menos 98%, preferiblemente al menos 99% o
al menos 99,5%, más preferiblemente 100% con una Caldicellulosiruptor sp. cepas enumeradas en la tabla 1,30
respectivamente; y/o

d) es capaz de crecer en condiciones de alta temperatura por encima de 70°C, y/o

e) es una bacteria Gram-positiva.

Preferiblemente, se cumplen al menos dos o al menos tres, y más preferiblemente todos los criterios definidos
anteriormente a) a e).35
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Los microorganismos Caldicellulosiruptor usados de acuerdo con la presente descripción tienen varias
características altamente ventajosas necesarias para la conversión de material de biomasa lignocelulósica. De este
modo, estas cepas de base poseen toda la maquinaria genética para la hidrólisis de celulosa y hemicelulosas y para
la conversión de ambos azúcares de pentosa y hexosa en diversos productos de fermentación tales como ácido
láctico y etanol. Como será evidente a partir de los ejemplos siguientes, el examen de la secuencia completa de 16S5
rDNA mostró que las siete cepas de Caldicellulosiruptor sp. enumeradas en la tabla 1 pueden estar relacionados
Caldicellulosiruptor saccharolyticus aunque las secuencias de 16S rDNA claramente los colocan en una subespecie
separada o incluso en una especie diferente.

En una realización preferida, el primer microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripción es:10

a) Caldicellulosiruptor sp. DIB004C, depositado el 15 de septiembre de 2011 bajo el número de acceso DSM 25177
de acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstraße 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE),

b) un microorganismo derivado de Caldicellulosiruptorsp. DIB004C o15

c) un homólogo de Caldicellulosiruptorsp. DIB004C.

En otra realización preferida, el primer microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripción es:

a) Cualquier Caldicellulosiruptor sp. enumerado en la tabla 1, excepto Caldicellulosiruptor DIB004C, depositado bajo
el respectivo número de acceso indicado en la tabla 1, según las exigencias del Tratado de Budapest en la Deutsche20
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstraße 7B, 38124 Braunschweig (DE) por
DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE),

b) un microorganismo derivado de tales cepas de Caldicellulosiruptor sp. o

c) un homólogo de tal cepa Caldicellulosiruptor sp.

Todas las cepas enumeradas en la tabla 1 pertenecen al género Caldicellulosiruptor y son estrictamente bacterias25
anaeróbicas, no esporíferas, no móviles, gram-positivas. Las células son varillas rectas de 0,4-0,5 μm por 2,0-4,0
μm, que aparecen tanto individualmente como en parejas. Después de 7 días de incubación a 72°C sobre medio
sólido con agar y celulosa como sustrato, las siete cepas forman colonias lácteas circulares de 0,5-1 mm de
diámetro. Se producen zonas de limpieza alrededor de las colonias que indican la degradación de la celulosa.

En realizaciones ventajosas, el segundo microorganismo es una especie nueva del género Thermoanaerobacter.30
Las cepas de Thermoanaerobacter sp. de acuerdo con la presente descripción que se enumeran en la Tabla 2 son
sacarolíticas (hexosas de fermento y pentosas a etanol, lactato y trazas de acetato). Cinco cepas enumeradas en la
tabla 2 están relacionadas con Thermoanaerobacter mathranii y tres cepas están relacionados con
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus.

Por ejemplo, el género Thermoanaerobacter incluye diferentes especies extremadamente termófilas (óptimo de35
temperatura para el crecimiento superior a 70°C) y bacterias termofílicas hemicelulolíticas y sacarolíticas,
estrictamente anaeróbicas (Lee et al., 1993). Thermoanaerobacter mathranii DSM 11426 es una bacteria
extremadamente termófila. Tiene una temperatura óptima entre 70 y 75°C y se aisló de una fuente termal en Islandia
(Larsen et al., 1997). Utiliza una serie de azúcares como fuentes de carbono, pero no utiliza celulosa microcristalina.
Los productos finales de fermentación sobre xilosa fueron etanol, acetato, bajas cantidades de lactato, CO2, y H240
(Larsen et al., 1997). Thermoanaerobacter brockii subsp. finnii es una bacteria sacarolítica termofílica. Tiene una
temperatura óptima entre 55 y 60°C y se aisló de un campo petrolífero a una profundidad de 2.100 m (Cayol et al.,
1995). Utiliza una serie de azúcares como fuentes de carbono, pero no puede utilizar xilano o celulosa. Los
productos finales de fermentación sobre glucosa fueron lactato, acetato, etanol, H2, y CO2 (Coyol et al., 1995).

En realizaciones ventajosas, el microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter se selecciona del45
grupo constituido por los microorganismos enumerados en la tabla 2.
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Tabla 2

Género Especie Nombre Número de acceso
DSMZ

Fecha de depósito SEQ ID NO.16SrDNA

Thermoanaerobacter sp. DIB004G DSM 25179 15.09.2011 8

Thermoanaerobacter sp. DIB087G DSM 25777 15.03.2012 9

Thermoanaerobacter sp. DIB097X DSM 25308 27.10.2011 10

Thermoanaerobacter sp. DIB101G DSM 25180 15.09.2011 11

Thermoanaerobacter sp. DIB101X DSM 25181 15.09.2011 12

Thermoanaerobacter sp. DIB103X DSM 25776 15.03.2012 13

Thermoanaerobacter sp. DIB104X DSM 25778 15.03.2012 14

Thermoanaerobacter sp. DIB107X DSM 25779 15.03.2012 15

Las cepas enumeradas en la tabla 2 se han depositado de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest sobre
las fechas de depósito notificadas con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, con los números de acceso DSMZ notificados anteriormente por5
DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE).

En una realización, el segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter comprende una
secuencia de ADNr 16S al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos 99,7, al menos 99,9, al menos 99,99
por ciento idéntica a la SEQ ID NO 8. En otras realizaciones, el primer microorganismo perteneciente al género
Thermoanaerobacter comprende una secuencia de ADNr 16S al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos10
99,7, al menos 99,9, al menos 99,99 por ciento idéntica a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO 9, SEQ ID
NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 14 o SEQ ID NO 15, y cualquier combinación de
los mismos.

En otras realizaciones, las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2, las células derivadas de
ellas, los mutantes de ellas, las progenies u homólogos se utilizan como el segundo microorganismo en los métodos15
de producción de acuerdo con la presente descripción.

En una realización ventajosa, se utilizan Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSMZ número de acceso 25179) y/o
Thermoanaerobacter sp. DIB101G (número de acceso DSMZ 25180), células derivadas de ésta, mutantes de ésta,
progenies u homólogos como el segundo microorganismo en los métodos de producción de acuerdo con la presente
descripción.20

El segundo microorganismo puede ser Thermoanaerobacter sp. DIB004G y/o cualquier cepa de 
Thermoanaerobacter listada en la tabla 2 que contiene secuencias de 16S rDNA 100 por ciento y/o 99,99 por ciento
idénticas a cualquiera de las secuencias SEQ ID 8-SEQ ID 15, respectivamente.

En otras realizaciones, la biomasa lignocelulósica se pone en contacto y/o se trata con un segundo microorganismo
que tiene una o más de las siguientes características:25

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter; y/o

b) en un ensayo de hibridación ADN-ADN, muestra una relación ADN-ADN de al menos 70%, preferiblemente al
menos 90%, al menos 95%, más preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% con cualquiera
de las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2 con los números de adhesión y las fechas de
depósito respectivamente indicados; y/o30

c) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen 16S rDNA de al menos 98%, preferiblemente al menos 99% o
al menos 99,5%, más preferiblemente 100% con cualquiera de las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas
en la tabla 2 con los números de adhesión respectivamente indicados y las fechas de deposición, respectivamente;
y/o

d) es capaz de crecer en condiciones de alta temperatura por encima de 70°C, y/o35
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e) es una bacteria Gram-positiva.

Preferiblemente, se cumplen al menos dos, o al menos tres, y más preferiblemente todos los criterios definidos
anteriormente a) a e).

En otra realización ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripción es:5

a) Thermoanaerobacter sp. DIB004G, depositado el 15 de septiembre de 2011 bajo el número de acceso DSM
25179 de acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstraße 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1 , 50829 Colonia, Alemania (DE), o

b) un microorganismo derivado de Thermoanaerobacter sp. DIB004G, o10

c) un homólogo de Thermoanaerobacter sp. DIB004G.

En otra realización ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripción es:

a) cualquier cepa de Thermoanaerobacter sp., excepto Thermoanaerobacter sp. DIB004G, que figuran en la tabla 2
con sus respectivas fechas de deposición y números de acceso depositados de acuerdo con los requisitos del15
Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstraße 7B,
38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia,
Alemania (DE), o

b) un microorganismo derivado de cualquiera de estas cepas de Thermoanaerobacter sp. o

c) un homólogo de cualquiera de estas cepas20

Todas las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2 pertenecen al género Thermoanaerobacter y
son bacterias extremadamente termófilas (crecimiento a temperaturas superiores a 70°C), sacarolíticas,
estrictamente anaeróbicas y Gram-positivas. Las células son varillas rectas 0,3-0,4 μm por 2,0-6,0 μm, que aparecen 
tanto individualmente como en parejas. DIB004G y DIB101G crecen en varios azúcares como sustrato, incluyendo
celobiosa, glucosa y xilosa. Los principales productos de fermentación de estos azúcares son el etanol y el lactato.25
También se forman trazas de acetato.

En una realización adicional, Thermoanaerobacter sp. DIB101X depositado como DSM 25181 y/o
Thermoanaerobacter sp. DIB97X depositado como DSM 25308, las células derivadas de ésta, los mutantes de ésta,
progenies u homólogos se utilizan como el segundo microorganismo en los métodos de producción de acuerdo con
la presente descripción.30

Es una gran ventaja que Thermoanaerobacter sp. DIB101X depositado como DSM 25181 y Thermoanaerobacter sp.
DIB97X depositado como DSM 25308 sean xilanolíticos y sacarolíticos (fermentación de hemicelulosas, por ejemplo
xilano, hexosas y pentosas a etanol, lactato y pequeñas cantidades de acetato).

La cepa DIB101X ha sido depositada de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest el 15 de septiembre de
2011 con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, 3812435
Braunschweig, Alemania, con el número de registro DSMZ DSM 25181 de DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE).

La cepa DIB97X ha sido depositada de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest el 27 de octubre de 2011
con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124
Braunschweig, Alemania, con el número de registro DSMZ DSM 25308 de DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,40
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE).

En otras realizaciones, la biomasa lignocelulósica se pone en contacto y/o se trata con un segundo microorganismo
que tiene una o más de las siguientes características:

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter; y/o

b) en un ensayo de hibridación ADN-ADN, muestra una relación ADN-ADN de al menos 70%, preferiblemente al45
menos 90%, al menos 95%, más preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% con
Thermoanaerobacter sp. DIB101X o Thermoanaerobacter sp. DIB97X depositados como DSM 25181 o DSM 25308,
respectivamente; y/o

c) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen 16S rDNA de al menos 98%, preferiblemente al menos 99% o
al menos 99,5%, más preferiblemente 100% con Thermoanaerobacter sp. DIB101X o Thermoanaerobacter sp.50
DIB97X depositados como DSM 25181 o DSM 25308, respectivamente; y/o
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d) es capaz de crecer en condiciones de alta temperatura por encima de 70°C, y/o

e) es una bacteria Gram-positiva.

Preferiblemente, se cumplen al menos dos, o al menos tres, y más preferiblemente todos los criterios definidos
anteriormente a) a e).

En otra realización ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente5
descripción es:

d) Thermoanaerobacter sp. DIB101X, depositado el 15 de septiembre de 2011 bajo el número de acceso DSM
25181 de acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstraße 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE), o10

e) un microorganismo derivado de Thermoanaerobacter sp. DIB101X, o

f) un homólogo de Thermoanaerobacter sp. DIB101X.

En otra realización ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripción es:

d) Thermoanaerobacter sp. DIB97X, depositado el 27 de octubre de 2011 bajo el número de acceso DSM 25308 de15
acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstraße 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE), o

e) un microorganismo derivado de Thermoanaerobacter sp. DIB97X o

f) un homólogo de Thermoanaerobacter sp. DIB97X.20

Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) y DIB97X (DSM 25308) pertenecen al género Thermoanaerobacter
y son bacterias extremadamente termófilas (crecimiento a temperaturas superiores a 70°C), xilanolíticas y
sacarolíticas, estrictamente anaeróbicas, Gram-positivas. Las células son varillas rectas 0,3-0,4 μm por 2,0-6,0 μm,
que aparecen tanto individualmente como en parejas. DIB101X y DIB97X crecen en varios azúcares como sustrato,
incluyendo xilano, xilosa, celobiosa y glucosa. Los principales productos de fermentación de estos sustratos son el25
etanol y el lactato. También se forman pequeñas cantidades de acetato.

Como es evidente a partir de lo que sigue, se han depositado las cepas preferidas de la presente descripción. Por lo
tanto, se pueden obtener otras células, cepas, bacterias, microorganismos y/o cultivos microbianos de la presente
descripción mutando las cepas depositadas y seleccionando mutantes derivados que tienen características
mejoradas. Las características deseables incluyen un mayor rango de azúcares que se pueden utilizar, una mayor30
velocidad de crecimiento, la capacidad para producir cantidades más altas de productos de fermentación tales como
etanol y/o ácido láctico, etc. Métodos adecuados para la mutación de cepas bacterianas y para la selección de los 
mutantes deseados se describen en “Funcional Analysis of Bacterial Genes: A practical Manual”, editado por W.
Schumann, S. D. Ehrlich y N. Ogasawara, 2001.

En realizaciones ventajosas, los microorganismos pueden modificarse para obtener mutantes o derivados con35
características mejoradas. De este modo, en una realización se proporciona una cepa bacteriana de acuerdo con la
descripción, en la que uno o más genes se han insertado, eliminado o sustancialmente inactivado. La variante o
mutante es típicamente capaz de crecer en un medio que comprende un material de biomasa lignocelulósica.

En otra realización, se proporciona un procedimiento para preparar variantes o mutantes de los microorganismos de
acuerdo con la presente descripción, en el que uno o más genes se insertan, se suprimen o se inactivan40
sustancialmente como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, uno o más genes adicionales se insertan en un microorganismo de acuerdo con la
presente descripción, en particular en el primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor, en
particular en Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (DSM 25177) y/u otra cepa de Caldicellulosiruptor sp. enumerada en
la tabla 1. Por lo tanto, con el fin de mejorar el rendimiento del producto de fermentación específico, puede ser45
beneficioso insertar uno o más genes que codifican una polisacarasa en la cepa de acuerdo con la invención. Por lo
tanto, en realizaciones específicas se proporciona una cepa y un procedimiento de acuerdo con la invención en el
que se insertan uno o más genes que codifican una polisacarasa que se selecciona de celulasas (tales como EC
3.2.1.4); beta-glucanasas, incluyendo glucano-1,3 beta-glucosidasas (exo-1,3 beta-glucanasas, tales como EC
3.2.1.58), 1,4-beta-celobiohidrolasas (tal como EC 3.2.1.91) y endo-1,3(4)-beta-glucanasas (tales como EC 3.2.1.6);50
xilanasas, incluyendo endo-1,4-beta-xilanasas (tales como EC 3.2.1.8) y xilano 1,4-beta-xilosidasas (tales como EC
3.2.1.37); pectinasas (tales como EC 3.2.1.15); alfa-glucuronidasas, alfa-L-arabinofuranosidasas (tales como EC
3.2.1.55), acetilesteasas (tales como EC 3.1.1.-), acetilxilanesterasas (tales como EC 3.1.1.72), alfa-amilasas (tales
como EC 3.2.1.1), beta-amilasas (tales como EC 3.2.1.2), glucoamilasas (tales como CE 3.2.1.3), pululanasas (tales
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como EC 3.2.1.41), beta-glucanasas (tales como EC 3.2.1.73), hemicelulasas, arabinosidasas, mananasas
incluyendo manano endo-1,4-beta-manosidasas (tales como EC 3.2.1.78) y manano endo-1,6-alfa-manosidasas
(tales como EC 3.2.1.101), pectina hidrolasas, poligalacturonasas (tales como EC 3.2.1.15), exopoligalacturonasas
(tales como EC 3.2.1.67) y pectato liasas (tales como EC 4.2.2.10).

De acuerdo con la presente descripción, también se proporciona un método para producir un producto de5
fermentación que comprende cultivar una cepa de acuerdo con la invención en condiciones adecuadas.

Las cepas de acuerdo con la descripción son microorganismos estrictamente anaeróbicos y, por lo tanto, se prefiere
que el producto de fermentación se produzca mediante un proceso de fermentación realizado bajo condiciones
estrictamente anaeróbicas. Además, los microorganismos de acuerdo con la descripción son microorganismos
extremadamente termófilos, y por lo tanto el proceso puede funcionar óptimamente, cuando se hace funcionar a una10
temperatura en el intervalo de aproximadamente 45-95 grados centígrados, tal como el intervalo de
aproximadamente 50-90 grados centígrados, incluyendo el intervalo de aproximadamente 60-85 grados centígrados,
tal como el intervalo de aproximadamente 65-75 grados centígrados. En una realización ventajosa la temperatura es
de 70ºC y superior.

Para la producción de ciertos productos de fermentación, puede ser útil seleccionar un proceso de fermentación15
específico, tal como un proceso de fermentación discontinua, que incluye un proceso alimentado por lotes o un
proceso de fermentación continua. Además, puede ser útil seleccionar un reactor de fermentación tal como un
reactor de célula inmovilizada, un reactor de lecho fluidizado o un biorreactor de membrana.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo20
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso25
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.30

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo35
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso40
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.45

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo50
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.
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En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo5
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso10
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.15

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo20
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de25
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.30

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo35
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso40
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.45

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo50
microorganismo.
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En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo5
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso10
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.15

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo20
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso25
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.30

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo35
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso40
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.45

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo50
microorganismo.
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En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo5
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En una realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (número de acceso10
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (número de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.15

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (número de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (número de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo20
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (número de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (número de acceso25
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realización ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ número de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.30

En ciertas realizaciones, los microorganismos usados en los métodos de la presente descripción crecen y producen
etanol de la manera más eficiente a una cierta temperatura inicial. Como se ha mencionado anteriormente, es una
ventaja de los métodos de la presente descripción que la temperatura pueda ser alta, preferiblemente mayor que
65ºC, más preferiblemente 70ºC y superior hasta una temperatura máxima de 90ºC, preferiblemente 80ºC , más
preferiblemente 75ºC ya que los microorganismos usados son extremadamente termófilos. Esto da como resultado35
un menor riesgo de contaminación y tiempos de reacción más rápidos.

En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
el periodo de tiempo es de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 300 horas. En ciertas realizaciones, la
descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el período de tiempo es de
aproximadamente 50 horas a aproximadamente 200 horas. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a40
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el período de tiempo es de aproximadamente 80
horas a aproximadamente 160 horas. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en donde el periodo de tiempo es de aproximadamente 80 horas (h), aproximadamente
85 h, aproximadamente 90 h, aproximadamente 95 h, aproximadamente 100 h, aproximadamente 105 h,
aproximadamente 110 h, aproximadamente 115 h, aproximadamente 120 h, aproximadamente 125 h,45
aproximadamente 130 h, aproximadamente 135 h, aproximadamente 140 h, aproximadamente 145 h,
aproximadamente 150 h, aproximadamente 155 h, o aproximadamente 160 h.

En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
el período de tiempo es de aproximadamente 120 horas. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en los que la temperatura inicial es de aproximadamente50
45ºC a aproximadamente 80ºC. En ciertas realizaciones, la invención se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en los que la temperatura inicial es de aproximadamente 65°C a aproximadamente
80°C. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en
los que la temperatura inicial es de aproximadamente 70ºC a aproximadamente 75ºC. En ciertas realizaciones, la
descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en los que la temperatura inicial es55
de aproximadamente 72°C.
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En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
el pH inicial está entre aproximadamente 5 y aproximadamente 9. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el pH inicial está entre aproximadamente 6 y
aproximadamente 8. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde el pH inicial es aproximadamente 5, aproximadamente 5,5, aproximadamente 6,5
aproximadamente 6,5, aproximadamente 7, aproximadamente 7,5, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5 o
aproximadamente 9. En ciertas realizaciones, la descripción se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en los que el pH inicial es de aproximadamente 6, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7,
aproximadamente 7,5, o aproximadamente 8.

Como se mencionó anteriormente, el co-cultivo microbiano usado para producir el producto de fermentación a partir10
de biomasa muestra varias características que los distinguen de los microorganismos actualmente utilizados: (i) alto
rendimiento y baja inhibición del producto, (ii) utilización simultánea de material de biomasa lignocelulítica y/o
azúcares, y (iii) crecimiento a temperaturas elevadas. Los microorganismos en el co-cultivo microbiano son
organismos termófilos robustos con un menor riesgo de contaminación. Convierten eficientemente una gama
extraordinariamente amplia de componentes de biomasa a productos químicos basados en carbono como el ácido15
láctico o el etanol.

El término "comprender", tal como se utiliza en este documento, además de su significado literal, incluye también y
específicamente se refiere a las expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en". Por lo tanto, el término
"comprender" se refiere a realizaciones en las que la materia-objeto que "comprende" elementos específicamente
enumerados no comprende elementos adicionales así como realizaciones en las que la materia-objeto que20
"comprende" elementos específicamente enumerados puede y/o, de hecho, sí abarca otros elementos. Asimismo, el 
término "tienen" debe entenderse como el término "comprender", incluyendo también y específicamente las
expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en".

Los siguientes métodos y ejemplos se ofrecen sólo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la
presente descripción de ninguna manera.25

Métodos y ejemplos

En los siguientes ejemplos, se proporcionan materiales y métodos de la presente descripción que incluyen la
determinación de propiedades de las cepas de acuerdo con la presente descripción. Debe entenderse que estos
ejemplos son sólo con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitativos de esta descripción de ninguna
manera.30

Ejemplo 1: Aislamiento y Cultivo

Todos los procedimientos de enriquecimiento y aislamiento de cepas emplearon técnicas anaeróbicas para bacterias
estrictamente anaeróbicas (Hungate, 1969). Las cepas fueron enriquecidas a partir de muestras ambientales a
temperaturas superiores a 70°C con celulosa cristalina y madera de haya como sustrato. El aislamiento se realizó
recolectando colonias cultivadas en medio de agar sólido a 72°C en tubos de rollo de Hungate (Hungate, 1969).35

Las células se cultivan bajo condiciones estrictamente anaeróbicas aplicando el siguiente medio:

Medio básico

NH4CI 1,0 g

NaCl 0,5 g

MgSO4 x 7H _ {2} O 0,3 g

CaCl2 x 2 H _ {2} O 0,05 g

NaHCO3 0,5 g

K2HPO4 1,5 g

KH2PO4 3,0 g

Extracto de levadura (bacto, BD) 0,5 g
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Medio básico

Celobiosa 5,0 g

Vitaminas (ver abajo) 1,0 ml

Elementos de seguimiento (ver más abajo) 0,5 ml

Resazurina 1,0 mg

Na2S x 9H2O 0,75 g

Agua desionizada 1000.0 ml

Solución madre de elementos traza

NiCl2x6H2O 2 g

FeSO4x7H2O 1 g

Citrato de NH4Fe (III), marrón, 21,5% de Fe 10 g

MnSO4xH2O 5 g

CoCl2x6H2O 1 g

ZnSO4x7H2O 1 g

CuSO4x5H2O 0,1 g

H3BO3 0,1 g

Na2MoO4x2H2O 0,1 g

Na2SeO3x5H2O 0,2 g

Na2WoO4x2H2O 0,1 g

Agua destilada 1000.0 ml

Añadir 0,5 ml de la solución madre de oligoelementos a 1 litro del medio

Solución madre de vitaminas 

ácido nicotínico 200 mg

cianocobalamina 25 mg

Ácido p-aminobenzoico (ácido 4-aminobenzoico) 25 mg

D-pantotenato de calcio 25 mg

tiamina-HCl 25 mg

Riboflavina 25 mg
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Solución madre de vitaminas 

ácido lipoico 25 mg

ácido fólico 10 mg

Biotina 10 mg

piridoxina-HCl 10 mg

Agua destilada 200.0 ml

Añadir 1 ml de la solución madre de vitaminas a 1 litro del medio

Todos los ingredientes excepto el sulfuro se disuelven en agua desionizada y el medio se limpia con nitrógeno
gaseoso (pureza 99,999%) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la adición de sulfuro, el valor
de pH se ajusta a 7,0 a temperatura ambiente con HCl 1 M. A continuación, el medio se dispensa en matraces de
suero de 100 ml en atmósfera de nitrógeno y los recipientes se sellan herméticamente. Después de someter a 5
autoclave a 121°C durante 20 minutos, el valor del pH debe estar entre 6,8 y 7,0.

Los sustratos de glucosa, xilano, tratados con explosión de vapor y la celulosa microcristalina Avicel se añaden a los
frascos de suero a una concentración de 10 g/l (peso en seco) antes del tratamiento en autoclave. Después del
tratamiento en autoclave, los cultivos se inoculan mediante la inyección de un cultivo de siembra a través del septum
de sellado y se incuban en un incubador a 72°C y 100 rpm durante el tiempo indicado. Los cultivos de semillas se10
cultivaron durante 48 h sobre celulosa microcristalina (cepas celulolíticas, p. ej., DIB004C, DIB101C), glucosa (cepas
sacarolíticas, p. ej., DIB004G, DIB101G) o xilano (cepas sacarolíticas/xilanolíticas, p. ej., DIB97X, DIB101X).

Ejemplo 2: HPLC

Los azúcares y los productos de fermentación se cuantificaron por HPLC-RI utilizando un Via Hitachi LaChrom Elite
(Hitachi corp.) equipado con un Rezex ROA Ácido Orgánico H+ (Phenomenex). Los analitos se separaron15
isocráticamente con H2SO4 2,5 mM y a 65°C.

Ejemplo 3: Análisis filogenético de los genes 16S rDNA

Se aisló ADN genómico a partir de cultivos crecidos como se describió anteriormente y se amplificó mediante PCR
16SrDNA utilizando 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) como cebador directo y 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) como cebador inverso. Los productos resultantes se secuenciaron y las secuencias20
se analizaron utilizando el software Sequencher 4.10.1 (Gene Codes Corporation). La base de datos NCBI se utilizó
para procedimientos BLAST. Los análisis de genes filogenéticos 16S rRNA se realizaron por el método de unión de 
vecinos (Saitou y Nei, 1987) utilizando el programa Mega 4 (Tamura et al., 2007)

Ejemplo 4: Producción de etanol y lactato en diferentes sustratos

Se realizaron ensayos sobre crecimiento y fermentación de sustratos tratados con explosión de vapor DD-STEX,25
BP-STEX, SCB-STEX, CORNST-STEX, CORNPL-STEX, MISC-STEX, SORG-STEX, SPR-STEX y celulosa
microcristalina Avicel por cultivo en matraces sellados de 100 ml con 30 ml del medio descrito en el Ejemplo 1. Las
cepas DIB004C y DIB101C crecieron bien en todos estos sustratos incluyendo celulosa microcristalina. Las cepas
DIB004G, DIB101G, DIB97X y DIB101X crecieron bien en todos los substratos tratados con explosión de vapor,
pero no pudieron crecer en celulosa microcristalina.30

Todas las cepas se prepararon bien en medio que contenía 20 g/l (peso seco) de madera de álamo tratada con 
explosión de vapor SO2 (2% PO-STEX) cuando se cultivaba en frascos sellados de 100 ml con 30 ml del medio
descrito en el Ejemplo 1. La Figura 1 muestra los resultados de la formación del producto de las cepas
Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (A), Thermoanaerobacter sp. DIB004G (B) solos y en co-cultivo de ambas cepas
(C) para diversos sustratos técnicos tratados con explosión de vapor. Para cada sustrato, se aplicaron 10 g/l de35
concentraciones en seco. Las abreviaturas para los sustratos individuales son DDGS-STEX: Granos de destilería
secos y solubles, pretratados por explosión de vapor; BP-STEX: pulpa de remolacha, pretratada por explosión de
vapor; SCB-STEX: bagazo de caña de azúcar, pretratado por explosión de vapor; CORNST-STEX: tallos de maíz
pretratados por explosión de vapor; CORNPL-STEX: plantas de maíz entero incl. tallos, mazorca y grano,
pretratados por explosión de vapor; MISC-STEX: plantas Miscanthus, pretratadas por explosión de vapor; SORG-40
STEX: planta integral de sorgo dulce, pretratado por explosión de vapor; SPR-STEX: madera de abeto, pretratada
por explosión de vapor.
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Los principales productos de fermentación fueron etanol, acetato y lactato. Como se indica claramente en la Figura 1
que muestra las concentraciones del producto después de 7 días de cultivo para (A) DIB004C, (B) DIB004G y (C)
co-cultivo de ambas cepas, para todos los sustratos la concentración del producto aumenta significativamente en el
co-cultivo comparado con ambas culturas individuales.

La Figura 2 muestra el cambio factorial en la formación general del producto entre el cultivo de DIB004C solo y el co-5
cultivo de DIB004C con DIB004G. Además de la figura 1, se muestra claramente que no sólo se incrementa la
formación total del producto, sino que además la formación de etanol está aumentada de forma proporcional en
comparación con ambos cultivos individuales.

Ejemplo 5: Experimentos en lotes de fermentador.

Experimentos en lotes con p. ej., DIB004C, así como con los co-cultivos de DIB004C y DIB004G se realizaron10
mediante cultivo en el medio descrito anteriormente con adición de madera de álamo de 20 g/l pretratada con
"explosión de vapor de SO2" que comprende calentar en presencia de ácido diluido seguido por liberación repentina
de presión.

La temperatura se controla a 72°C y el valor de pH se controla a 6,5 ± 0,25 durante toda la fermentación. El
fermentador se purga con nitrógeno para eliminar el exceso de oxígeno antes de añadir sulfuro de sodio como se ha15
descrito anteriormente.

La fermentación se inicia por la adición de un cultivo de siembra preparado como se describe en el ejemplo 1.

Los resultados del análisis de HPLC como se describe en el ejemplo 2 muestran la producción paralela de etanol,
ácido láctico y ácido acético siendo el etanol el producto predominante y siendo el acetato producido sólo en una
proporción menor.20

Los resultados de la formación del producto durante una fermentación de Caldicellulosiruptor sp. DIB004C sobre
madera de álamo pretratada se muestra en la Figura 3.

La Figura 4 muestra un enfoque de fermentación idéntico que aplica un co-cultivo de Caldicellulosiruptor sp.
DIB004C y Thermoanaerobacter sp. DIB004G.

La Figura 5 muestra una comparación directa entre la concentración total del producto (etanol + lactato + acetato)25
durante las dos etapas de fermentación. Se muestra claramente que la formación del producto durante la
fermentación de ambas cepas es tanto más rápida como duradera durante un periodo de tiempo más largo. Esto es
una clara indicación de un efecto sinérgico de los dos cultivos que conduce a un aumento general de la formación
del producto. Una posible explicación de este efecto sinérgico sería que la cepa Thermoanaerobacter sp. DIB004G
consumiría especies de azúcar soluble más rápidamente que la cepa Caldicellulosiruptor que conduce a una mejora30
de la represión de las enzimas celulolíticas.

Ejemplo 6: Filogenia

La secuenciación de 16S rDNA de las cepas de Caldicellulosiruptor enumeradas en la tabla 1 reveló que todas estas
cepas tenían (al menos) una copia de un operón 16S rDNA que estaba más estrechamente relacionado con la cepa
de Caldicellulosiruptor saccharolyticus Tp8T (DSM 8903) en las bases de datos públicas disponibles (Figura 6).35

La secuenciación de 16S rDNA de las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2 revelaron que las
cepas de Thermoanaerobacter sp. tenían (al menos) una copia de un operón 16S rDNA. Basado en las secuencias
de 16S rRNA de las cepas de Thermoanaerobacter sp. DIB004G, DIB097X, DIB101X, DIB103X y DIB107X fueron
las más estrechamente relacionadas con la cepa Thermoanaerobacter mathranii A3 (DSM 11426), mientras que las
cepas Thermoanaerobacter sp. DIB087G, DIB101G y DIB104X estaban más estrechamente relacionadas con la 40
cepa de Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus E100-69 (DSM 567). Los alineamientos se realizaron con
ClustalW (Chenna et al., 2003) y el árbol filogenético fue construido por el método de unión de vecinos (Saitou y Nei
1987) usando el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
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REIVINDICACIONES

1. Un cultivo microbiano aislado adecuado para convertir biomasa lignocelulósica en un biocombustible y/u otro
compuesto químico a base de carbono que comprende un primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter, en donde:

a) el primer microorganismo se selecciona del grupo que consiste en DIB004C depositado como DSM 25177,5
DIB101C depositado como DSM 25178, DIB041C depositado como DSM 25771, DIB107C depositado como
DSM25772, DIB101C depositado como DSM 25178, DIB103C depositado como DSM 25773, DIB104C depositado
como DSM 25774 y DIB107C depositados como DSM 25775, y en donde:

b) el segundo microorganismo se selecciona del grupo que consiste en DIB004G depositado como DSM 25179,
DIB101G depositado como DSM 25180, DIB101X depositado como DSM 25181, DIB097C depositado como DSM10
25308, DIB087G depositado como DSM 25777, DIB103X depositado como DSM 25776, DIB104X depositado como
DSM 25778 y DIB107X depositados como DSM 25779.

2. El cultivo microbiano según la reivindicación 1, en el que la biomasa lignocelulósica se pone en contacto
simultáneamente con dichos primer y segundo microorganismos o la biomasa lignocelulósica se pone en contacto
con dichos primer y segundo microorganismos con un cambio de tiempo.15

3. El cultivo microbiano de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la biomasa
lignocelulósica se pone en contacto con dicho primer y segundo microorganismo en un co-cultivo.

4. Un método para convertir biomasa lignocelulósica en un biocombustible y/u otro producto a base de carbono, que
comprende la etapa de poner en contacto la biomasa lignocelulósica con un co-cultivo microbiano de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 durante un periodo de tiempo a una temperatura inicial y un pH inicial,20
produciendo de ese modo una cantidad de un biocombustible y/u otros productos químicos basados en carbono.

5. El método según la reivindicación 4, en el que el periodo de tiempo es de 10 h a 300 h, preferiblemente de 50 h a
200 h, de 80 h a 160 h.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la temperatura inicial está en
el intervalo entre 55ºC y 80ºC, preferiblemente entre 72ºC y 78ºC.25

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el pH inicial está entre 5 y 9,
preferiblemente entre 6 y 8.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el biocombustible es un
alcohol, preferiblemente etanol.

9. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el producto a base de carbono es un30
ácido carboxílico, preferiblemente ácido láctico o una sal o éster del mismo.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la biomasa
lignocelulósica se selecciona del grupo que consiste en pasto, brotes de hierba, hierba de centeno, hierba de canario
de caña, pasto mixto de pradera, miscantus, residuos de azúcar, bagazo de caña de azúcar, paja de caña de
azúcar, residuos de la agricultura, paja de arroz, cáscara de arroz, paja de cebada, mazorcas de maíz, paja de35
cereales, paja de trigo, paja de canola, paja de avena, cascarones de avena, fibra de maíz, hojarasca, hojarasca de 
soja, hojarasca de maíz, desechos forestales, fibra de pulpa de madera, lodo de papel, aserrín, madera dura,
madera blanda, prensado de la remolacha azucarera, tallo de algodón, hojas de plátano, residuos de la producción
de aceite vegetal y material de biomasa lignocelulósica obtenido mediante el procesamiento de plantas alimenticias.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha biomasa40
lignocelulósica es una biomasa lignocelulósica pretratada derivada de un pretratamiento mecánico, termoquímico y/o
bioquímico.

12. El método según la reivindicación 11, en el que el pretratamiento del material de biomasa lignocelulósica
comprende exponer la biomasa lignocelulósica al tratamiento con vapor.

13. El método de acuerdo con la reivindicación 11, en el que pretratar el material de biomasa lignocelulósica45
comprende exponer la biomasa lignocelulósica a tratamiento con vapor y tratamiento enzimático, preferiblemente
con enzimas que degradan la celulosa y/o la hemicelulosa.

14. El método según la reivindicación 11, en el que el pretratamiento del material de biomasa lignocelulósica
comprende la trituración mecánica y un tratamiento subsiguiente con ácido sulfúrico, ácido sulfuroso o los
respectivos anhídridos bajo calor y presión, con o sin liberación repentina de presión.50

15. El método según la reivindicación 11, en el que el pretratamiento del material de biomasa lignocelulósica
comprende la trituración mecánica y un tratamiento posterior con hidróxido de amoníaco, hidróxido de sodio,
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hidróxido de potasio o hidróxido de calcio o, en la medida de lo posible, sus respectivos anhídridos, bajo calor y
presión, con o sin una liberación repentina de presión.
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FIGURA 1

A: DIB004C

B: DIB004G

C: Cocultivo

DDGS: granos secos destiladores y solubles; BP: pulpa de remolacha; SCB: bagazo de azúcar de caña; CORNST: tallos de 

maíz; CORNPL; plantas de maíz; MISC: pastos miscanthus; SORG: melaza de sorgo; SPR: madera de abeto; STEX: 

pretratamiento de explosión por vapor
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FIGURA 2

Factor total

Factor EtOH 
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FIGURA 3

DIB004C:

Productos en PO-

STEX al 2%

Productos total [g/L]

Acetato [g/L]

EtOH [g/L]

Lactato [g/L]
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FIGURA 4

DIB004C + DIB004G:

Productos en PO-STEX al 

2%

Productos total [g/L]

Acetato [g/L]

EtOH [g/L]

Lactato [g/L]
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FIGURA 5

Todos los productos en 

PO-STEX al 2%
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FIGURA 6

Árbol de unión de vecinos basado en las comparaciones de la secuencia del gen de 

16S rRNA de cepas de Caldicellulosiruptor sp. y bacterias seleccionadas
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FIGURA 7

Árbol de unión de vecinos basado en las comparaciones de la secuencia del gen de 

16S rRNA de cepas de Thermoanaerobacter sp. y bacterias seleccionadas
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FIGURA 8

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (SEQ ID NO. 1)
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FIGURA 9

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (SEQ ID NO. 2)
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FIGURA 10

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (SEQ ID NO. 3)
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FIGURA 11

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (SEQ ID NO. 4)
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FIGURA 12

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (SEQ ID NO. 5)
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FIGURA 13

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (SEQ ID NO. 6)
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FIGURA 14

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (SEQ ID NO. 7)
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FIGURA 15

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB004C (SEQ ID NO. 8)
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FIGURA 16

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB087G (SEQ ID NO. 9)
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FIGURA 17

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB097X (SEQ ID NO. 10)
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FIGURA 18

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB101G (SEQ ID NO. 11)
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FIGURA 19

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB101X (SEQ ID NO. 12)
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FIGURA 20

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB103X (SEQ ID NO. 13)
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FIGURA 21

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB104X (SEQ ID NO. 14)
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FIGURA 22

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB107X (SEQ ID NO. 15)
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