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DESCRIPCION

Métodos de procesamiento de residuos sélidos municipales (RSM) usando hidrolisis y fermentacion microbiana y
lodo resultante de los mismos

Campo:

La invencion se refiere, en general, a métodos de procesamiento de residuos sélidos, y en particular a métodos que
se basan en la fermentacién microbiana.

Los residuos so6lidos municipales (RSM), que en particular incluyen los residuos del hogar o residuos domésticos, los
residuos de restaurantes y de instalaciones de procesado de alimentos, y los residuos de edificios de oficinas tienen
un gran componente de material organico que se puede transformar adicionalmente en energia, combustibles y
productos utiles. En la actualidad, solo se recicla una pequefia parte de los RSM, arrojando la gran mayoria a los
vertederos.

Ha surgido un interés considerable en el desarrollo de métodos eficaces y respetuosos con el medio ambiente de
tratamiento de residuos solidos, para maximizar la recuperacion de su inherente potencial energético y, también,
recuperar materiales reciclables. Un reto significativo en el procesado de "residuos a energia" es la naturaleza
heterogénea de los RSM. Los residuos sélidos tipicamente comprenden un componente considerable de material
orgéanico degradable entremezclado con plasticos, vidrio, metales y otros materiales no degradables. Los residuos no
clasificados se pueden usar directamente en la incineracion, tal como se hace ampliamente en paises tales como
Dinamarca y Suiza, que se basan en los sistemas de calefaccion urbana. Véase Strehlik 2009. Sin embargo, los
métodos de incineracidn se asocian con consecuencias ambientales negativas y no logran un reciclaje eficaz de las
materias primas. El uso limpio y eficaz de los componentes degradables de los RSM junto con el reciclado
tipicamente requiere de algin método de clasificacion para separar el material degradable del no degradable.

El componente degradable de los RSM se puede usar en el procesado d "residuo a energia" usando tanto métodos
termoquimicos como métodos bioldgicos. Los RSM se pueden someter a pirélisis o a otros modos de gasificacién
termoquimica. Los residuos orgéanicos descompuestos térmicamente a temperaturas extremadamente altas,
producen componentes volatiles tales como alquitran y metano, asi como un resto sélido o "coque" que pueden
guemar con consecuencias menos toxicas que las que se asocian con la incineracion directa. Como alternativa, los
residuos organicos se pueden convertir térmicamente a "gas de sintesis", que comprende monoxido de carbono,
didxido de carbono e hidrégeno, que se pueden convertir adicionalmente a combustibles sintéticos. Véase, por
ejemplo, Malkow 2004 para revision.

Los métodos bioldgicos para la conversién de componentes degradables de los RSM incluyen la fermentacion para
producir productos finales Utiles especificos, tales como etanol. Véase, por ejemplo, el documento W0O2009/150455;
el documento W02009/095693; el documento WO2007/036795; Ballesteros et al. 2010; Li et al 2007.

Como alternativa, la conversién bioldgica se puede lograr mediante digestién anaerébica para producir biometano o
"biogas". Véase, por ejemplo, Hartmann y Ahring 2006 para revision. El componente organico previamente
clasificado de los RSM se puede convertir a biometano, véase, por ejemplo, el documento US2004/0191755, o tras
un proceso de "despulpado" comparativamente sencillo que implica la molienda en presencia de agua afiadida,
véase, por ejemplo, el documento US2008/0020456.

Sin embargo, la clasificacién previa de los RSM para obtener el componente organico suele ser costosa, ineficaz o
poco practica. La clasificacion en origen requiere una gran infraestructura y de costes operacionales, asi como la
participacion activa y el apoyo de la comunidad de la que se recolectan los residuos - una actividad que ha resultado
ser dificil de lograr en las sociedades urbanas modernas. La clasificacion mecanica tipicamente es altamente
costosa y ademas se asocia con grandes pérdidas de material organico, del orden de al menos el 30 %, y a menudo
mucho mas. Véase, por ejemplo, Connsonni 2005.

Algunos de estos problemas con los sistemas de clasificacion se han evitado con éxito mediante el uso de
licuefaccion de componentes organicos degradables en residuos no clasificados. El material licuefactado se puede
separar facilmente de los materiales no degradables. Una vez licuefactado en un lodo bombeable, el componente
organico se puede usar facilmente en procesos de conversion termoquimica o biolégica. La licuefaccion de los
componentes degradables se ha documentado ampliamente usando procesos en "autoclave" a alta presion y alta
temperatura, véanse, por ejemplo, los documentos US2013/0029394; US2012/006089; US20110008865;
W02009/150455; W02009/108761; W0O2008/081028; US2005/0166812; US2004/0041301; US 5427650; US
5190226.

Una estrategia radicalmente diferente a la licuefaccion de componentes organicos degradables es la que se puede
lograr usando procesos bioldgicos, especificamente mediante hidrélisis enzimética, véase Jensen et al. 2010;
Jensen et al. 2011; Tonini y Astrup 2012; y los documentos W0O2007/036795; W02010/032557.
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La hidrélisis enzimatica ofrece ventajas Unicas sobre los métodos de "autoclave" para la licuefaccion de
componentes organicos degradables. Usando la licuefaccion enzimatica, se puede llevar a cabo el procesamiento de
los RSM de manera continua, usando un equipo comparativamente barato y haciendo reacciones no presurizadas a
temperaturas comparativamente mas bajas. Por el contrario, los procesos de "autoclave" se deben llevar a cabo a
modo de lotes y generalmente implican costes econémicos mucho mayores.

Una necesidad percibida de "esterilizacion" con el fin de reducir los posibles riesgos para la salud que plantean los
microorganismos patégenos transmitidos por los RSM ha sido un tema predominante en el apoyo del predominio de
los métodos de licuefaccién en "autoclave”. Véase, por ejemplo, el documento W0O2009/150455; y los documentos
W02000/072987; Li et al. 2012; Ballesteros et al. 2010; Li et al. 2007. Asimismo, anteriormente se creia que la
licuefaccion enzimatica requeria un pretratamiento térmico a una temperatura comparativamente alta de al menos
9095 ° C. Esta alta temperatura se considerd esencial, en parte para efectuar una "esterilizaciéon" de los RSM no
clasificados, de manera que los componentes organicos degradables se puedan ablandar y los productos de papel
se puedan "despulpar". Véase Jensen et al. 2010; Jensen et al. 2011; Tonini y Astrup 2012.

Los presentes inventores han descubierto que la licuefaccion enzimatica de los RSM no clasificados usando
preparaciones de celulasa aislada se puede lograr sin un pretratamiento a altas temperaturas. De hecho, al contrario
de lo esperado, el pretratamiento a altas temperaturas no solo es innecesario, sino que puede ser activamente
perjudicial, ya que esto destruye a los microorganismos del ambiente que estan prosperando en los residuos.

Promover la fermentacién microbiana al mismo tiempo que la hidrdlisis de celulasa en condiciones termofilas
tipicamente entre 40 y 55 ° C mejora la "captura biodegradable”, bien usando microorganismos "del ambiente" o bien
usando organismos "inoculados" de manera selectiva. Es decir, la fermentacion microbiana terméfila concurrente
aumenta de forma segura el rendimiento del "lodo biodegradable” que se recupera. En estas condiciones, los
microorganismos patdégenos que se encuentran tipicamente en los RSU no prosperan. Véase, por ejemplo,
Hartmann y Ahring 2006; Déportes et al. 1998; Carrington et al. 1998; Bendixen et al. 1994; Kubler et al. 1994; Six y
De Baerre et al. 1992. En estas condiciones, los patdgenos tipicos transmitidos por los RSM son desplazados
facilmente por las bacterias ubicuas del &cido lactico y otros organismos seguros.

Ademas de mejorar la "captura de biodegradable" de la hidrélisis enzimética usando preparaciones de celulasa
aislada, la fermentacion microbiana concurrente usando cualquier combinacion de bacterias del &cido lactico o
microorganismos productores de acetato, etanol, formiato, butirato, lactato, pentanoato o hexanoato,
"preacondiciona” el lodo biodegradable para hacerlo méas eficaz como un sustrato para la produccion de biometano.

La fermentacion microbiana produce un lodo biodegradable que tiene generalmente un elevado porcentaje de
sélidos disueltos en comparacion con los sélidos suspendidos, en relacion con el lodo biodegradable producido
mediante licuefaccién enzimética usando solo preparaciones de celulasa aislada. Los polisacaridos de cadena mas
largas generalmente se degradan mas a fondo debido al "preacondicionamiento” microbiano. La fermentacion
microbiana concurrente y la hidrélisis enzimatica usando preparaciones de celulasa aislada degrada biopolimeros en
sustratos facilmente utilizables y, ademas, logra la conversion metabdlica de los sustratos primarios a acidos
carboxilicos de cadena corta y/o etanol. Los biodegradables resultantes que comprende un alto porcentaje de
metabolitos microbianos proporcionan un sustrato de biometano que evita de manera eficaz la etapa de "hidrolisis”
limitante de velocidad, véase, por ejemplo, Delgenes et al. 2000; Angelidaki et al. 2006; Cysneiros et al. 2011, y que
ofrece ventajas adicionales para la produccion de metano, particularmente usando sistemas de digestion anaerébica
de "filtro fijo" muy rapidos.

El documento W0O2011/100272 desvela un método para el procesamiento de residuos sélidos municipales, en donde
la celulasa de origen microbiano, que se puede proporcionar mediante los microorganismos que proporcionan la
fermentacion, se usa con el fin de producir residuos fermentados que se separan en un lodo de componentes
biodegradables y solidos residuales.

Sorprendentemente, la licuefaccion suficiente de componentes degradables de RSM no clasificados antes de la
separacion del material no degradable se puede lograr en un tiempo de procesamiento relativamente corto,
tipicamente de 36 horas o menos, solo mediante fermentacién microbiana, sin ningln requerimiento de
preparaciones de celulasa aislada. Puede lograrse un sustrato de biometano "rapido" mejorado que comprende un
alto grado de solidos disueltos y metabolitos bacterianos, incluso cuando la separacion inicial de material no
degradable se consigue por fermentacion microbiana sola, por el simple procedimiento de fermentacién continua del
lodo biodegradable recuperado después de la separacion inicial de sélidos no degradables.

Breve descripcion de las figuras.
Figura 1. llustracion esquematica de las principales caracteristicas de la planta de demostracion.

Figura 2. Suma de la concentracion de lactato, acetato y etanol en el lodo biogénico obtenido con y sin actividad
celulasa complementaria proporcionada por preparaciones de enzimas aisladas.
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Figura 3. Captura de biodegradables en kg de ST/ kg de basura. (A). En lodo biogénico tras tamices de 3 mm.
(B) Captura total incluyendo material retenido por los tamices.

Figura 4. Degradacion comparativa de los sustratos celuldsicos y de los RSM modelo mediante el indculo
microbiano y CTECS.

Figura 5. Degradacion comparativa de la parte celulésica de los RSM modelo mediante inéculo microbiano y
CTECS.

Figura 6. Conversién de materia seca en hidrélisis enzimatica con CTEC3 y fermentacion microbiana
concurrentes.

Figura 7. Metabolitos bacterianos recuperados en sobrenadante tras la hidrélisis enzimatica con CTEC3 y la
fermentacion microbiana concurrentes.

Figura 8. Representacion grafica del reactor de ensayo REnescience.

Figura 9. Captura de biodegradables en lodo biogénico durante diferentes periodos de tiempo expresada como
kg de SV por kg de RSM procesados.

Figura 10. Metabolitos microbianos en lodo biogénico y recuento bacteriano aerdbico en diferentes puntos
temporales.

Figura 11. Distribucion de especies bacterianas identificadas en el lodo biogénico del ejemplo 7.
Figura 12. Distribucion de las 13 bacterias predominantes en el lodo biogénico del ejemplo 9.
Figura 13. Ascenso y descenso en la produccién de biometano usando lodo biogénico del ejemplo 9.

Figura 14. Caracterizacion del ascenso y del descenso en la produccion de biometano del bioliquido "alto en
lactato" del ejemplo 6.

Figura 15. Caracterizacion del ascenso y del descenso en la produccion de biometano del bioliquido "bajo en
lactato" del ejemplo 6.

Figura 16. Caracterizacion del ascenso en la produccion de biometano del bioliquido de paja de trigo hidrolizada.
Descripcion detallada de las realizaciones.

La invencion proporciona un método de procesamiento de residuos soélidos municipales (RSM) que comprende las
etapas de

- proporcionar un flujo de RSM no clasificados hacia un reactor de fermentacién microbiana en el que los RSM se
fermentan con agitacién a un contenido sin agua de entre el 10 y el 50 % en peso y a una temperatura de entre
35y 75 °C durante un periodo de entre 1 y 72 horas en condiciones suficientes como para mantener una
concentracion de bacterias del acido lactico vivas de al menos 1,0 x 10'® UFC/I, en donde se proporciona
actividad celulasa de origen microbiano de al menos 30 UPF/I mediante un consorcio microbiano que
proporciona fermentacién microbiana 'y

- eliminar un flujo de RSM no clasificados fermentados del reactor y someterlo a una etapa de separacion
mediante la cual, los soélidos no degradables se eliminan para proporcionar un lodo de componentes
biodegradables.

Las cepas de bacterias del &cido lactico (BAL) de origen natural presentes en los residuos han demostrado
previamente que proporcionan una conversion eficaz, a lactato, de un modelo de residuos de cocina que comprende
frutas, hortalizas, cereales, carne, pescado y similares. Véase Sakai et al. 2000; Sakai et al. 2004; Akao et al. 2007a;
Akao et al. 2007b. No se requirié ningun procedimiento particular de inoculacion para producir una fermentacion de
lactato eficaz de los residuos - éstos simplemente se molieron en un volumen igual de agua, después se calentaron
a temperaturas de entre 37 y 55 °C. Tipicamente, emergié una comunidad de cepas de origen natural, con una u
otra especie que emerge como la claramente dominante. Véase Sakai et al. 2004. Sin embargo, con el fin de facilitar
el procesamiento a gran escala, es ventajoso mantener los tiempos de fermentacién tan cortos como sea posible
durante la etapa inicial antes de la eliminacion de los sélidos no degradables. Generalmente, se deberia lograr cierta
degradacidn enzimatica de origen microbiano antes de la separacion de los residuos no degradables. Idealmente, el
componente biodegradable de los RSM se licuefacta antes de la separacion, lo que significa que se ha dado una
suficiente degradacién como para que el lodo de soélidos disueltos y no disueltos sea bombeable.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 683 828 T3

Cuando las fermentaciones se han llevado a cabo usando sustratos que incluyen un gran porcentaje de materiales
celulésicos y lignocelulésicos, tipicamente se han usado preparaciones de enzima celulasa aislada para promover la
hidrélisis de celulasa de manera simultanea con la fermentacién usando bacterias del acido lactico. Véase, por
ejemplo, Abe y Takagi 1990; Parajo et al. 1997; Chen y Lee 1997; Schmidt y Padukone 1997. Sin embargo, se ha
demostrado que muchas especies de BAL que incluyen casi todas las especies de Lactobacillus ensayadas y
muchas especies de Pediococcus presentan actividad celulasa extracelular. Véase, por ejemplo, Yang et al. 2001;
Matthews et al. 2004; Matthews et al. 2006; Gao et al. 2008. Por lo tanto, es posible realizar métodos de la invencién
usando una fermentacién microbiana que comprende principalmente o incluso Unicamente BAL vy, sin embargo,
lograr niveles eficaces de actividad celulasa.

Cualquier residuo solido municipal no clasificado adecuado se puede usar para realizar los métodos de la invencién.
Tal como entendera el experto en la materia, la expresion "residuos sélidos municipales" (RSM) se refiere a partes
de residuos que tipicamente estan disponibles en una ciudad, pero que no necesitan provenir de ningln municipio
per se. Los RSM pueden ser cualquier combinacién de residuo de celulosa, vegetal, animal, plastico, metal o de
vidrio, incluyendo, pero sin limitacion, uno cualquiera o mas de lo siguiente: Basura recogida en sistemas normales
de recoleccién municipal, procesados opcionalmente en algun dispositivo central de clasificacién, trituracion o
despulpado tal como Dewaster® o reCulture®; residuos solidos clasificados a partir de los hogares, incluyendo tanto
partes organicas como partes ricas en papel; partes de residuos que provienen de la industria tales como la industria
de la restauracion, la industria del procesado de alimentos, la industria en general; partes de residuos de la industria
del papel; pares de residuos de las instalaciones de reciclaje; partes de residuos de la industria alimenticia o de
piensos; partes de residuos de la industria médica; partes de residuos que provienen de la agricultura o de sectores
relacionados con el cultivo; partes de residuos del procesamiento de productos ricos en azucar o en almidon;
productos agricolas contaminados o estropeados de otro modo tales como cereales, patatas y remolachas que no se
pueden utilizar con fines alimenticios para el hombre o para los animales; restos de jardineria.

Los RSM tipicamente son, por naturaleza, heterogéneos. Las estadisticas referentes a la composicion de materiales
de residuos no se conocen tan ampliamente como para proporcionar una base firme para comparaciones entre
paises. Las normas y los procedimientos operativos para el muestreo y la caracterizacion correctos siguen sin estar
normalizados. De hecho, solo se han documentado unos pocos métodos de muestreo normalizados. Véase, por
ejemplo, Riber et al., 2007. Al menos en el caso de los residuos solidos, la composicion presenta variacion
geografica y estacional. Véase, por ejemplo, Dahlen et al., 2007; Hansen et al., 2007b; Muhle et al., 2010; Riber et
al., 2009. También se ha documentado la variacion geografica en la composicion de los residuos domeésticos, incluso
en pequefias distancias de 200 - 300 km entre municipios. Véase Hansen et al., 2007b. Como regla general, el peso
seco de los residuos urbanos modernos de Europa Occidental tipicamente comprende el orden del 25 % en peso de
"residuos de hortalizas y de alimentos”. En China, por el contrario, las proporciones relativas de "residuos
alimenticios" tipicamente aumentan en un factor de al menos dos en relacion con los RSM de Europa Occidental.

Véase, por ejemplo, Zhang et al. 2010. Los RSM de la invencion se procesan como residuos "no clasificados". El
término "no clasificado" tal como se usa en el presente documento se refiere a un proceso en el que los RSM no se
dividen sustancialmente en partes separadas, de manera que el material biogénico no se separa sustancialmente del
plastico y/o de otros materiales no biogénicos. Tal como se usa en el presente documento, el término "biogénico" se
refiere a materiales que son biodegradables y comprende materiales que provienen de organismos vivos. Los
residuos pueden estar "no clasificados" tal como se usa en el presente documento a pesar de la eliminacién de
objetos grandes o de objetos de metal, 0 a pesar d alguna separacion de plastico y/o de otros materiales no
biogénicos. Los términos "residuos no clasificados" (0 "RSM no clasificados") tal como se usa en el presente
documento se refiere a residuos que comprenden una mezcla de material biogénico y no biogénico en la que el 15 %
en peso 0 mas del peso seco es material no biogénico.

Normalmente, los RSM sin clasificar comprenden residuos biogénicos, que incluyen residuos alimenticios y de
cocina, materiales que contienen papel y/o carton, residuos alimenticios y similares; materiales reciclables,
incluyendo vidrio, botellas, latas, metales y determinados plasticos; otros materiales incinerables, que aunque no
sean practicamente reciclables per se pueden tener valor calorifico en forma de combustibles que provienen de
residuos; asi como materiales inertes, incluyendo ceramica, rocas y diversas formas de sedimentos.

Los RSM se pueden procesar como residuos "clasificados". El término "clasificado" tal como se usa en el presente
documento se refiere a un proceso en el que los RSM se dividen sustancialmente en partes separadas, de manera
gue el material biogénico se separa sustancialmente del plastico y/o de otros materiales no biogénicos. Los términos
"residuos clasificados" (o "RSM clasificados”) tal como se usan en el presente documento se refieren a residuos en
los que menos del 15 % en peso del peso seco es material no biogénico.

Los RSM pueden ser residuos organicos separados en origen que comprenden predominantemente residuos de
fruta, hortalizas y/o animales. Se puede aplicar una variedad de diferentes sistemas de clasificacion a los RSM no
clasificados en algunas realizaciones, incluyendo la clasificacion en origen, en donde los hogares disponen los
diferentes materiales residuales por separado. Los sistemas de clasificacién en origen actualmente estan en vigor en
algunos municipios de Austria, Alemania, Luxemburgo, Suecia, Bélgica, Paises Bajos, Espafia y Dinamarca. Como
alternativa, se pueden usar sistemas de clasificacion industrial. Los medios de clasificacion y separacion mecanica
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pueden incluir cualquiera de los métodos conocidos en la materia que incluyen pero no se limitan a los sistemas
descritos en los documentos US2012/0305688; y los documentos WO02004/101183; y los documentos
W02004/101098; y los documentos W0O2001/052993; y los documentos W02000/0024531; y los documentos
WQ01997/020643; y los documentos W01995/0003139; CA2563845; US5465847. Los residuos se pueden clasificar
ligeramente y aun asi producir una fraccion de residuos que esta "no clasificada" tal como se definié anteriormente.
En los métodos de la invencién se usan RSM en los que mas del 15 % en peso del peso seco es material no
biogénico, o mas del 18 %, o mas del 20 %, o mas del 21 %, o mas del 22 % o mas del 23 %, o mas del 24 % o mas
del 25 %.

Un método de la invencién puede comprender una etapa de clasificacion de sélidos no biodegradables, en donde
dicha clasificacion se realiza en 36 horas desde el comienzo de la hidrélisis enzimatica.

En los métodos realizados de la invencién, se ajusta el contenido de agua de los RSM para que los RSM
comprendan un contenido que sin agua de entre el 10 y el 50 % en peso, o0 en algunas realizaciones, entre el 12 y el
40 %, o entre el 13y el 35 %, o entre el 14 y el 30 %, o entre el 15y el 25 %. Se considera que el contenido en agua
esta "ajustado", tal como se usa en el presente documento, en donde los RSM comprenden el contenido sin agua
apropiado, tanto si se ha afiadido agua directamente como si no. Los RSM tipicamente comprenden un contenido en
agua considerable. Todos los otros solidos que comprenden los RSM se denominan "contenido sin agua" tal como
se usa en el presente documento. El nivel de contenido en agua usado en los métodos realizados de la invencion se
refiere a varias variables interrelacionadas. Los métodos de la invencion tipicamente producen un lodo biogénico. Tal
como se entendera facilmente, el lodo es biogénico cuando comprende material biogénico de manera predominante,
pero también puede incluir contaminantes no biogénicos. Un lodo es "liquido", tal como se usa en el presente
documento, en la medida en que es bombeable, a pesar del contenido sustancial de los sélidos no disueltos.

Tal como entendera facilmente el experto en la materia, la capacidad de convertir componentes sélidos en un lodo
liguido aumenta con un aumento en el contenido en agua. El despulpado eficaz de papel y cartén, que comprende
una parte sustancial de los RSM en algunos paises, normalmente mejora cuando aumenta el contenido en agua. El
contenido en agua proporciona un medio en el que la preparacién microbiana se puede propagar y que disuelve
metabolitos. Ademés, como es bien sabido en la materia, las actividades enziméticas pueden presentar una
actividad reducida cuando se lleva a cabo la hidrélisis en condiciones con bajo contenido en agua. Por ejemplo, las
celulasas tipicamente presentan una actividad reducida en mezclas de hidrdlisis que tienen un contenido sin agua
mayor de aproximadamente el 10 % en peso. En el caso de celulasas, que degradan papel y carton, se ha
documentado de manera eficaz una relacion inversamente lineal entre la concentracion del sustrato y el rendimiento
de la reaccion enziméatica por gramo de sustrato. Véase Kristensen et al. 2009. Normalmente, se deberia de afiadir
algun contenido de agua al residuo con el fin de lograr un contenido sin agua apropiado. Por ejemplo, considérese
una parte de los residuos domésticos daneses no clasificados. La Tabla 1, que describe la composicién
caracteristica de los RSM no clasificados documentados por Riber et al. (2009), "Chemical composition of material
fractions in Danish household waste," Waste Management 29:1251. Riber et al. caracterizaron las partes de los
componentes de residuos domésticos obtenidas de 2220 hogares en Dinamarca en un solo dia en 2001. Un experto
en la materia entendera facilmente que esta composicion documentada es simplemente un ejemplo representativo,
util en la explicacion de los métodos de la invencion. En el ejemplo mostrado en la Tabla 1, sin ninguna adicion de
contenido de agua, se esperaria que la parte biogénica y biodegradable que comprende residuos de hortalizas, de
papel y de animales tuviera aproximadamente el 47 % del contenido sin agua en promedio. [(% absoluto sin
agua)/(% de peso humedo)=(7,15 + 18,76 + 4,23)/(31,08 + 23,18 + 9,88) = 47 % de contenido sin agua] La adicion
de un volumen de agua que se corresponde con un equivalente en peso de la parte de residuos que se esta
procesando reduciria el contenido sin agua del propio residuo al 29,1 % (58,2 %/2) mientras se reduce el contenido
sin agua del componente degradable a aproximadamente el 23,5 % (47 %/2). La adicidn de un volumen de agua que
se corresponde con dos equivalentes en peso de la parte de residuos que se esta procesando reduciria el contenido
sin agua del propio residuo al 19,4 % (58,2 %/3) mientras se reduce el contenido sin agua del componente
degradable a aproximadamente el 15,7 % (47 %/3).

Tabla 1 Resumen de distribucion de masas de las partes de los residuos de Dinamarca 2001

(a) Parte pura.

(b) Suma de: periddicos, revistas, panfletos, libros, papeles de oficina limpios/sucios, envases de papel y de
cartdn, cartén, cartén con plastico, cartén con papel de aluminio, cartén sucio y papel de cocina.

(c) Suma de: plastico blando, botellas de plastico, otros plasticos duros y plasticos no reciclables.

(d) Suma de: Suelo, rocas, etc., cenizas, ceramicas, arena para gatos y otras no combustibles.

(e) Suma de: envases de aluminio, papel de aluminio, papel de tipo metalico, envases de metal y otros metales.
(f) Suma de: vidrio transparente, verde, marrén y otros vidrios.

(g) Suma de: Las 13 partes restantes de material.
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Parte de la cantidad global de Parte de residuos globales expresada como la

Parte del residuo residuos globales (% de peso contribucién absoluta al contenido sin agua del
hdamedo) 58,2 %
Residuos de hortalizas (a) 31,08 7,15
Residuos de papel(b) 23,18 18,76
Residuos de animales (a) 9,88 4,23
Residuos de plastico (c) 9,17 8,43
Pafales (a) 6,59 3,59
No combustibles (d) 4,05 3,45
Metal (e) 3,26 29
Vidrio (f) 2,91 2,71
Otros (9) 9,88 6,98
TOTAL 100,00 % 58,20 %

Un experto en la materia sera facilmente capaz de determinar una cantidad apropiada contenido en agua, si lo hay,
para afiadir a los residuos en el ajuste del contenido en agua. Normalmente, en la practica, a pesar de alguna
variabilidad en la composicion de los RSM que se estan procesando, es conveniente afiadir una proporcion de masa
de agua relativamente constante (que incluye solucién acuosa), en algunas realizaciones entre 0,8 y 1,8 kg de agua
por kg de RSM, o entre 0,5y 2,5 kg de agua por kg de RSM. Como resultado, el contenido sin agua real de los RSM
durante el procesamiento puede variar dentro del intervalo apropiado.

Se puede usar una variedad de reactores de fermentacion microbiana diferentes. Se puede usar un reactor similar al
descrito en el documento WO2011/032557, que presenta una camara que rota sobre un eje sustancialmente
horizontal, equipado con accesorios sobre su superficie interna que forman una matriz espiralada, que mueve los
RSM de manera continua desde el extremo de entrada hasta el extremo de salida. En funcién del grado al que se
ajusta el reactor, y en funcién del tamafio del reactor, se puede controlar el "tiempo de residencia" promedio de los
RSM dentro del reactor. El reactor puede estar equipado con elementos calentadores, de manera que se pueda
mantener una temperatura apropiada. Mientras que se introducen de manera continua los RSM en el reactor y se
eliminan parcialmente de manera continua los RSM degradados del reactor, se obtiene un determinado tiempo de
residencia promedio. Se pueden usar grandes depdsitos, posiblemente construidos con hormigén u otros materiales
de construccidon simples, que estan equipados con medios para la agitacion, tales como un eje dispuesto
horizontalmente que tiene paletas que levantan y mezclan los RSM entrantes. El reactor puede estar equipado con
medios para la aireacion pasiva, por lo que se proporciona la exposicion al aire y la agitacion facilita la exposicion al
aire. Como alternativa, se puede configurar el reactor para mantener de manera eficaz las condiciones anaerdbicas
limitando la exposicidn al aire. La agitacion se puede lograr por medio de una variedad de medios diferentes. La
agitacion es ventajosa porque promueve no solo la fermentacién microbiana per se, sino también la hidrolisis
catalizada por enzimas secretadas por o proporcionadas de otra forma por los microorganismos vivos. De hecho, en
este contexto, la fermentacién microbiana es, efectivamente, la hidrélisis y la fermentacion. La agitacion se
proporciona mediante un tipo de mezclado de caida libre, tal como un depdsito giratorio o un eje dispuesto
horizontalmente que proporciona la elevacion y la mezcla de RSM en el medio de fermentacion microbiana. Se
puede proporcionar agitacion por medios mas simples, tales como barrenas.

Se puede usar una varledad de diferentes medios para lograr y mantener una concentracion de bacterias del acido
lactico de al menos 1,0 x 10'° UFC (unidades formadoras de colonias)/I durante el transcurso de la fermentacion. Tal
como se usa en el presente documento, la concentracion de bacterias del acido lactico se mantiene a una
concentracion durante la etapa de fermentaciéon anterior a la separacion de los soélidos no degradables, hasta eI
punto en que la concentracion de células bacterianas vivas en la fermentacion es, en promedio, al menos 1,0 x 10%°

UFC/I durante el transcurso de la fermentacion. Un promedio de al menos 1,0 x 10 UFC/I durante la fermentacion
se demuestra tipicamente mediante una serie de mediciones en muestras tomadas antes y después o durante la
fermentacién. La medicion de UFC/l se determina mediante una medicién expresada como UFC por gramos de
sélidos totales presente en una muestra representativa de la mezcla, y después expresada como una medicién por
litro mediante una medicion del porcentaje en peso del contenido en sélidos totales de la mezcla. El porcentaje de
sélidos totales de una muestra representativa de 5 ml se determina mediante el secado a temperatura ambiente con
el fin de proporcionar una base para los calculos. Las UFC se determinan usando PCR cuantitativa (QPCR). Se
suspenden alicuotas de 5 ml de material muestreado suspendido en glicerol al 50 % en peso en 5 ml de H,O filtrada
estéril. Se filtra una alicuota a través de un filtro y se extrae el ADN de la masa celular filtrada. El nUmero de copias
de genes de ARNr 16S en el ADN extraido se cuantifica mediante andlisis de gPCR con cebadores universales de
genes de ARNr 16S. El nimero de células bacterianas se calcula basandose en esto datos, asumiendo un promedio
de 3,0 nimeros de copias de genes de ARNr 16S por célula viva y se expresa en términos de contenido en sélidos
totales de la muestra analizada. Los recuentos de arqueas no se incluyen en el recuento de UFC/I. El porcentaje de
recuentos de células vivas medidas que se corresponde con las bacterias del acido lactico se determina en base a
una estimacion proporcionada por el andlisis de ADNr 16S, como es bien sabido en la materia. Una muestra liquida
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de mezcla de fermentacién se congela en glicerol al 20 % en peso y se almacena a -20 °C con el fin de realizar el
analisis de ADNr 16S para identificar los microorganismos. Este analisis es bien conocido en la materia y se usa
ampliamente para la identificacién y el analisis filogenético de procariotas basado en el componente 16S de la
subunidad ribosémica pequefia. El analisis comprende la extraccion de ADN gendmico, la preparacién de la
biblioteca de amplicones usando el par de cebadores de cebadores universales que abarca las regiones
hipervariables V1 a V3 27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG / 534R: ATTACCGCGGCTGCTGG,; 507 pb de longitud),
el etiquetado de PCR con adaptadores GS FLX y la secuenciacidon para obtener 104.000-160.000 numeros de
lecturas por muestra analizada. Las secuencias resultantes se pueden consultar en un BlastN frente a la base de
datos de ADNr del Ribosomal Database Project (Cole et al., 2009). La base de datos contiene secuencias de buena
calidad con al menos 1200 pb de longitud y una asociacion taxonémica del NCBI. La versién actual (RDP version 10,
actualizada el 19 de septiembre de 2012) contiene secuencias de 9.162 bacterias y de 375 arqueas. Los resultados
de BLAST se pueden filtrar para eliminar los accesos cortos y de baja calidad (identidad de secuencia = 90 %,
cobertura de alineaciéon = 90 %). El porcentaje numérico de bacterias detectadas mediante este andlisis que son
bacterias del acido lactico, incluyendo, pero sin limitacion, especies de Lactobacillus, se aplica después a las UFCII
totales medidas como una medlda parcial de UFC/l de BAL. Por ejemplo, cuando se determinan recuentos de
bacterias vivas totales de 2,0 x 102 UFC/I en muestras representativas de una mezcla de fermentacién, y cuando el
andlisis de ARN 16S de muestras representativas de la mezcla de fermentacion indica que el 50 % de los
microorganismos detectados son especies de Lactobacnlus la concentracién de bacterias del acido lactico se
establece en el momento de la medicién en al menos 1,0 x 102 UFCII.

En general, es bastante simple lograr concentraciones de bacterias del acido lactico de al menos 1,0 x 10" UFCI/I. Si
las condiciones de aireacion son aerdbicas o anaerdbicas, las BAL generalmente comprenderdn una proporcion
importante de la poblaciéon microbiana que evoluciona cuando los RSM simplemente se incuban a temperaturas de
entre 37 y 50 °C. Véase, por ejemplo, Akao et al. 2007a; Akao et al. 2007b; Sakai et al. 2000; Sakai et al. 2004. Por
consiguiente, las condiciones de fermentamon microbiana pueden ser bien aerdbicas o anaerébicas. Los recuentos
de bacterias BAL vivas del orden de 1,0 x 10'° UFC/I se pueden obtener de manera habitual en aproximadamente 12
horas de fermentacion del acido lactico en modelo de residuos de cocina, sin actividad enzimética afiadida. Véase
Sakai et al. 2000 y Sakai et al. 2004. Los tiempos de duplicacién de la generacion de bacterias del &cido lactico
identificadas en los ejemplos presentados posteriormente son, segun los informes, del orden de 4 a 5 horas. Véase
Liong y Shaw 2005.

En algunas realizaciones, el flujo entrante de RSM simplemente se inocula con un in6culo de microorganismos que
se dan de forma natural en los residuos, y se "generan” en residuos locales o en componentes de residuos locales
como una fuente de alimento en condiciones de fermentacion de temperatura en el intervalo de 37 a 55 °C, 0 40 a
55°C,045a50°CyaunpHen elintervalo de 4,2y 6,0.

Dado que las BAL generan metabolitos acidos, su crecimiento continuo tipicamente implica un requisito de ajuste del
pH para mantener las condiciones de crecimiento apropiadas. Normalmente, las BAL prefieren condiciones de pH en
el intervalo de 4,2 a 6,0. El ajuste del pH durante la fermentacion microbiana se puede proporcionar con medios
microbianos, por ejemplo, al incluir en la mezcla de fermentacién microbiana levaduras o bacterias u otros
microorganismos que convierten los productos acidos en no acidos, tal como en los métodos descritos por Nakaski
et al. 1996 y Nakasaki et al. 2013.

En general, es ventajoso lograr la clasificacion bioldgica en el marco de tiempo mas corto posible, es decir, para
mantener la duracién de la fermentacién microbiana antes de la separacién de sélidos no degradables tan breve
como sea posible. Esto se puede lograr con una velocidad particular proporcionando una inoculacién inicial del flujo
de entrada de los RSM no clasificados. En algunos casos, el inéculo puede ser simplemente aguas de
procesamiento recirculadas, que se pueden calentar ventajosamente a temperaturas de entre 37 y 55 °C. En
algunos casos, el propio indculo imparte concentraciones de BAL vivas de al menos 1,0 x 10*° UFC/ al flujo entrante
de RSM. En algunos casos, las células liofilizadas se pueden afiadir directamente como inéculo. En algunos casos
los componentes biodegradables de RSM de una localizacién dada se pueden usar como sustrato tras el cual crece
un in6culo de bacterias del &cido lactico en un fermentador y se introducen en el flujo entrante de RSM no
clasificados. En algunos casos, el flujo entrante de RSM se puede someter a esterilizacién por calor con el fin de que
se pueda inocular una cepa especifica de bacterias del acido lactico que tenga propiedades ventajosas
especializadas.

En los métodos de la invencion, se mantiene una concentracion de BAL vivas a niveles de al menos 1,0 x 10%° UFC/I
o de al menos 2,0 x 10%° UFC/I o de al menos 3,0 x 10%° UFC/I en el reactor de fermentacion microbiana durante la
operacion continua. Un flujo entrante de RSM se introduce de manera continua, y un flujo de RSM fermentados se
elimina de manera continua antes de la separacion de los sélidos no degradables, durante un periodo de al menos
20 horas, o al menos 50 horas, 0 al menos 70 horas. En algunos casos, la fermentacion microbiana se puede llevar
a cabo de manera simultanea con la hidrélisis enzimatica usando preparaciones de enzimas aisladas. En estas
realizaciones, los niveles de BAL vivas durante la fermentamon microbiana antes de Ia separacion de sélidos no
degradables pueden ser mucho mas bajos, del orden de 5,0 x 10" UFC/I, o entre 5,0 x 10 UEC/I y 1,0 x 10" UFC/L.
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En los métodos de la invencion, se proporciona actividad celulasa de origen microbiano de al menos 30 UPF/I
mediante el consorcio microbiano que proporciona fermentacién microbiana. Tal como se usa en el presente
documento, el término actividad celulasa de origen microbiano se refiere a una actividad que no se proporciona
directamente por una preparacién de enzima aislada que se ha afiadido a una mezcla de fermentacion, sino a una
actividad proporcionada por organismos vivos. En algunos casos, los organismos vivos pueden proporcionar
actividad celulasa mediante la secrecion en masa de enzimas celuliticas. En otros casos, los organismos vivos
pueden proporcionar actividad de celulasa en contacto relativamente local con sustratos celuldsicos. La actividad
celulasa de origen microbiano se determina tal como sigue: Se incuba una muestra de microbios vivos con adicion
de un sustrato de celulosa limpio y puro, bien un pafiuelo de papel o papel de filtro, durante un periodo de 24 horas
en condiciones de temperatura, pH y aireacion para los cuales se desea la medicion de la actividad. La masa sélida
transferida desde el sustrato celulésico afiadido a la fase liquida, corregida por transferencia de "fondo" de masa
sélida a la fase liquida por la propia muestra que contiene microbios, y corregida por la transferencia de "fondo" de la
masa solida del sustrato celulésico afiadido a la fase liquida con agua sola en las condiciones de reaccion
ensayadas proporciona una medida de la actividad de celulasa de origen microbiano. Esta medida después se
compara con la actividad lograda en condiciones equivalentes mediante una preparacién de enzimas celulasas
aisladas que tienen actividad celulasa conocida en Unidades de Papel de Filtro (UPF), tal como se determina
mediante el método de Ghose, T.K. (1987), Measurement of cellulase activities. Pure & Appl. Chem., 59(2): péag.
257-268. El [(fondo de la muestra y transferencia de porcentaje de fondo de agua de la masa sélida del sustrato
celulésico a la fase liquida lograda por la muestra que contiene microbios) dividido entre (la transferencia de
porcentaje de fondo de agua de la masa sdlida del sustrato celulésico a la fase liquida lograda mediante la
preparacién de enzima aislada)] calcula el tiempo de la actividad de FPU conocida de la preparacién enzimatica
aislada, y proporciona una medida de actividad de celulasa de origen microbiano. Esta medicién de la actividad
después se divide entre el volumen de reacciéon en el que se hace la medicion para proporcionar una medicion
expresada como UPF/l. Un experto en la materia entendera facilmente que la muestra que contiene microbios se
puede haber diluido antes de la medida y que una estimacion final de UPF/I en el origen de la muestra puede
implicar una correccién para la dilucion. En casos en los que algiin componente de actividad de UPF proporcionado
por una preparacion de enzima aislada se combina con la actividad celulasa de origen microbiano, la actividad
celulasa de origen microbiano se corrige simplemente mediante una resta lineal de la actividad proporcionada por las
enzimas aisladas en aislamiento del &mbito microbiano. Un célculo de ejemplo se da como sigue: Una muestra de
in6culo microbiano de 20 ml se incuba durante 24 horas en presencia de 1 gramo de sustrato celuldsico afiadido.

Después de corregir la liberacion de sdlidos de fondo por la propia muestra de inéculo, se observa que un total neto
del 12 % de la masa celul6sica se transfiere desde el sustrato celuldsico a la fase liquida. Una muestra de tampon
de 20 ml a la que se afiade 1 g de sustrato celuldsico afiadido y una preparacion de celulasa aislada previamente
medida para tener actividad de UPF conocida en una cantidad correspondiente a 5,7 UPF/g de celulosa se incuba
durante 24 horas en condiciones equivalentes. Se observa que un total neto del 62 % de la masa celulésica se
transfiere desde el sustrato celulésico a la fase liquida. Una muestra de agua de 20 ml a la que se le afiade 1 g de
sustrato celulésico afadido se incuba durante 24 horas en condiciones equivalentes. Se observa que un total neto
del 3% de la masa celulésica se transfiere desde el sustrato celulésico a la fase liquida. Se afiade una pequefia
cantidad de preparacion de enzima aislada que tiene actividad de FPU conocida al fermentador del que se extrajo el
indculo microbiano en una cantidad que, expresada en términos de volumen total de los contenidos del fermentador,
se puede expresar como 8 UPF/I. La actividad celulasa medida de origen celular est4d dada por: [(12 % de
transferencia corregida con fondo propio - 3 % de transferencia de fondo de agua) / (62 % de transferencia - 3 % de
transferencia de agua)] * (5,7 UPF/0,020 I) = 43,5 UPF/I microbianas iniciales - 8 UPF/| de contribucidon de enzimas
aisladas = 35,47 UPF/I de actividad celulasa de origen microbiano. La actividad celulasa de origen microbiano se
puede proporcionar por organismos especializados secretores de celulasa, que se han incluido en un inéculo
aplicado al flujo entrante de RSM. En algunos casos, la actividad celulasa de origen microbiano puede alcanzar
niveles de al menos 50 UPF/l o al menos 75 UPF/I o al menos 100 UPF/I o al menos 300 UPF/I o al menos 500
UPF/I o al menos 700 UPF/I o al menos 1000 UPF/I. Puede ser ventajoso afiadir preparaciones de enzimas aisladas
a la mezcla de fermentacion microbiana, incluyendo preparaciones de amilasa u otras preparaciones de enzimas.

La duracion de la fermentacién microbiana previa a la separacion de los sélidos no degradables se determina
mediante el tiempo de residencia promedio en el reactor de fermentacién microbiana. En los métodos de la
invencioén, los RSM no clasificados se fermentan durante un periodo de entre 1y 72 horas. El tiempo de residencia
promedio del flujo de RSM en la fermentacién microbiana previa a la separacion de los materiales degradables esta
entre 1y 18 horas, o entre 1y 24 horas, o entre 1 y 36 horas o entre 36 horas y 48 horas, 0 entre 48 horas y 60
horas, o entre 60 horas y 72 horas, o entre 1 y 27 horas. La invencién proporciona un lodo biodegradable obtenido
mediante cualquiera de los métodos reivindicados durante el procesamiento de RSM no clasificados. Se elimina un
flujo de RSM fermentados del reactor de fermentacion microbiana, normalmente de forma continua. Esa es una
corriente de RSM no clasificados que se introduce de manera continua en el reactor y una corriente de RSM
parcialmente hidrolizados y fermentados se retira de manera continua del reactor. Sin embargo, se puede introducir
un flujo de RSM de forma pulsatil, con una inyeccion de RSM, seguida de una pausa, seguida de una posterior
inyeccion de RSM. De manera similar, el fluyjo de RSM fermentados y parcialmente hidrolizados se puede eliminar
del reactor de forma pulsatil, con una eyeccion de RSM, seguida de una pausa, seguida de una posterior eyeccion
de RSMy asi sucesivamente.
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Tras la eliminacién del reactor de fermentacion microbiana, los RSM fermentados y parcialmente hidrolizados se
someten a una etapa de separacion, mediante la cual, se eliminan los sélidos no degradables para proporcionar un
lodo de componentes biodegradables. Esta etapa de separacion, y el posterior procesamiento, se puede lograr en
una variedad de formas diferentes.

En algunos casos, la etapa de separacion se logra en dos etapas. En primer lugar, un separador balistico elimina
dos flujos de materiales no degradables, produciendo una parte "bidimensional" (2D) que comprende bolsas de
plastico y otros materiales generalmente sin forma, una parte "tridimensional” (3D) que comprende botellas y
envases que tienen una forma y un volumen definidos de un lodo liquido biogénico de componentes biodegradables.
En una segunda etapa, la parte en 2D se somete adicionalmente a un prensado con una prensa de tornillo o un
dispositivo similar para aumentar adicionalmente el rendimiento del lodo biogénico.

En algunos casos, la parte en 2D se somete adicionalmente a lavado, con el fin de recuperar adicionalmente el
material biodegradable. Las aguas de lavado obtenidas en esta etapa se pueden mantener entonces a la
temperatura de fermentacién y usarlas para humedecer y también inocular los RSM entrantes sin clasificar.

En algunos casos, se puede usar el esquema de procesamiento descrito en la Figura 1. La Figura 1 muestra una
ilustracion esquemética de las caracteristicas de la plana de demostracion REnescience Versiéon 1. Los RSM se
someten a un proceso de clasificacion biolégica que produce cuatro productos - un lodo biogénico adecuado para la
produccién de biometano u otros procesos, inertes (vidrio y arena) para el reciclado, y tanto una parte
"bidimensional" (2D) como una parte "tridimensional” (3D) de materiales inorganicos adecuados para la produccion
de CSR, asi como para el reciclado de metales, plastico y madera. Los RSM de zonas urbanas se recolectan tal cual
en bolsas de plastico. Los RSM se transportan hasta la Refineria de residuos REnescience, donde se almacenan en
un silo hasta el procesamiento. En funcion de las caracteristicas de los RSM, se puede instalar una etapa de
clasificacion enfrente del sistema REnescience para extraer las particulas de gran tamafio (por encima de 500 mm).
Un flujo de RSM sin clasificar se calienta y su contenido sin agua se ajusta mediante la adicion de solucion acuosa
calentada. En algunos casos, se puede afiadir la actividad celulasa proporcionada por las preparaciones de enzima
aislada para facilitar la rapida degradacion del componente biodegradable de los RSM. En algunos casos se afiaden
preparaciones enziméticas a los RSM calentados a un contenido sin agua apropiado. En algunos casos se afiaden
preparaciones de enzimas aisladas y se proporciona la hidrélisis y la fermentacion microbiana mediante el
mantenimiento de bacterias del &cido lactico durante el transcurso de la fermentacion a niveles de células
bacterianas vivas de al menos 1,0 x 10*° UFC/I. Los RSM, con o sin enzimas afiadidas, se pueden incubar en un
reactor de fermentacion microbiana similar al descrito en el documento W02011/032557. Mientras que se introducen
de manera continua los RSM en el reactor y se eliminan parcialmente de manera continua los RSM degradados del
reactor, se obtiene un determinado tiempo de residencia promedio. Los RSM parcialmente degradados eliminados
del reactor se pueden someter a dos etapas distintas de separacién. En primer lugar, se puede usar un separador
balistico, usado a menudo en la clasificacién, que, por ejemplo, tiene tamices de entre 20-50 mm para producir un
flujo de lodo biogénico, asi como una parte en 3D no degradable y una parte en 2D no degradable.

En algunos casos, tal como se muestra en la Figura 1, la parte en 2D no degradable se puede someter
adicionalmente a deshidratacion usando una prensa de tornillo, con recuperacion del lodo biogénico adicional que, a
su vez, se mezcla con el lodo obtenido de la etapa de separador balistico.

En algunos casos, tal como se muestra en la Figura 1, el lodo biogénico obtenido se puede someter a una
separacion "fina" adicional usando una serie de tamices con vibracién, por ejemplo, un tamiz de curso de 6-10 mm,
por ejemplo, de 8 mm, seguido de uno o mas tamices mas finos de 2-6 mm, por ejemplo, de 3 mm. Estos tamices
mas gruesos tipicamente separan principalmente los contaminantes no degradables. Los tamices mas finos, por
ejemplo, los tamices de 3 mm, tipicamente separan las fibras mas grandes, que comprenden una cantidad
considerable de material biodegradable. Tras pasar a través de los tamices mas finos, en algunos casos, el lodo
biogénico obtenido, que tipicamente es bombeable (es decir, liquido) se puede almacenar en un depdsito mayor.

En algunos casos, los materiales biodegradables retenidos por uno o mas sistemas de tamices se pueden
reintroducir al lodo biogénico almacenado y someterlos a la posterior fermentacion, para lograr una degradacién mas
completa del material, a una temperatura de entre 35y 75 grados durante un periodo de entre 1y 72 horas.

Un método de la invencion puede comprender una etapa de someter el lodo de componentes biodegradables a la
posterior fermentacion tras la separacion de los sélidos no degradables.

En algunos casos, tal como se muestra en la Figura 1, la parte en 2D de solidos no degradables deshidratados se
pueden someter a un tren de lavado a contracorriente tanto para limpiar la fraccién en 2D como para recuperar
material biodegradable adicional que de lo contrario se perderia. Por ejemplo, en algunos casos, los flujos de agua
pueden ser tal como se muestran en la Figura 1. Se puede aplicar agua fresca para lavar material no degradable en
3D recuperado del separados balistico en un tambor simple. Este agua de lavado puede usarse como agua "limpia"
que se introduce en la segunda de dos unidades de lavado idénticas para proporcionar un lavado en contracorriente:
el nuevo agua "limpia" encuentra la basura "mas limpia" mientras se aplica consecutivamente mas agua sucia a
basura entrante "mas sucia". En algunos casos, el tren de lavado funciona tal como sigue: la parte en 2D sucia entra
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en un tambor en la primera unidad de lavado, en donde los residuos se mezclan con el agua de lavado a
contracorriente y se mezclan mecanicamente.

Adicionalmente, el agua de lavado sucia se puede someter a una filtracion por tamices que tiene tamices de 0,04 a
0,08 mm, para eliminar fibras, que tipicamente comprenden principalmente material biodegradable. La arena y el
material pesado también se pueden eliminar mediante sedimentacién y mediante un transportador de tornillo en el
fondo de cada unidad de lavado. La parte eliminada normalmente es fundamentalmente arena/vidrio/plastico duro/ y
otros materiales inorganicos. Tras el primer lavado, el residuo se puede mover mediante una barrena de tornillo u
otro medio a una segunda unidad de lavado, que puede ser idéntica a la primera. El agua de lavado de la primera
unidad de lavado en tales casos tipicamente tiene entre el 1 - 4 % en peso de ST (solidos totales) mientras que el
agua de lavado de la segunda unidad de lavado tipicamente tiene el 0,5-3,0 % en peso.

Las aguas de lavado, que comprenden algo de material biodegradable recuperado de los RSM asi como
microorganismos asociados, en algunos casos se puede almacenar en un depdsito "de reserva”. La solucién acuosa
de este depdsito "de reserva" después se puede usar para ajustar el contenido sin agua del RSM entrante. En
algunos casos, la solucion del depésito "de reserva" se puede calentar aplicando vapor, después mezclando la
solucién calentada con RSM entrantes para calentarlos de manera simultdnea hasta una temperatura apropiada y
también ajustar el contenido sin agua. En algunos casos, la solucién del depdsito "de reserva" se calienta en el
depdsito de reserva a una temperatura en el intervalo de 35 a 55 °C. El simple hecho de calentar las aguas de
lavado que se almacenan en el depdsito de reserva es suficiente como para inducir la fermentacion y promover el
crecimiento bacteriano, enriqueciendo la capacidad de la solucion para funcionar como un "inéculo” para los RSM
entrantes, para facilitar la fermentacion microbiana. En algunos casos, las aguas de lavado calentadas que se
almacenan en el depdsito "de reserva" se pueden agitar, se les puede ajustar el pH y se pueden "introducir" con
material biodegradable retenido por uno o mas sistemas de tamices o con el lodo biogénico obtenido o ambos, para
promover adicionalmente la fermentacion bacteriana y para mejorar adicionalmente la "potencia” de la solucion como
un in6culo para el RSM entrante.

La separacion de sélidos no degradables y el esquema para promover la fermentacion microbiana se puede lograr
mediante una variedad de medios. En algunos casos, el flujo entrante de RSM se puede introducir en el reactor de
fermentacién microbiana, después, tras un periodo de fermentacién microbiana, se puede someter directamente a
prensado con una prensa de tornillo, con separacion de lodo biogénico, seguida por la adicion de agua dulce,
seguida por un segundo tratamiento con la prensa de tornillo, produciendo un lodo biogénico diluido recuperado del
segundo tratamiento de prensa de tornillo que se puede usar para ajustar el contenido sin agua y proporciona una
inoculacion al flujo entrante de RSM. O en algunos casos se puede aplicar un esquema similar, directamente, y algo
o0 todo el lodo biogénico se usa para ajustar el contenido sin agua del flujo entrante de RSM.

En algunos casos, el flujo entrante de RSM se puede introducir en el reactor de fermentacién microbiana, después,
tras un periodo de fermentacion microbiana, se puede someter a una etapa de separacion tal como un separador
biobalistico o un separador de tambor o un tamiz con vibracién, con recuperacion de algo de lodo biogénico, seguida
por un prensado con una prensa de tornillo para recuperar lodo biogénico adicional, parte del cual se puede usar
directamente para ajustar el contenido sin agua del flujo entrante de RSM.

En algunos casos, la fermentacion microbiana se realiza de manera simultdnea con hidrélisis enzimatica. La
hidrélisis enzimatica se puede lograr usando una variedad de medios diferentes. Tal como se usa en el presente
documento, la expresion "preparacion de enzimas aisladas" se refiere a una preparacion que comprende actividades
de enzimas que se han extraido, secretado u obtenido de otro modo a partir de un origen biolégico y, de manera
opcional, se han purificado parcialmente o extensivamente.

Se puede usar de manera ventajosa una variedad de actividades de enzimas diferentes para realizar los métodos de
la invencion. Considerando, por ejemplo, la composicion de RSM mostrada en la Tabla 1, sera facilmente evidente
que, al menos en Dinamarca, los residuos que contienen papel comprenden el mayor componente individual, en
peso seco, del material biogénico. Por consiguiente, como sera facilmente evidente para el experto en la materia,
para los residuos domésticos, la actividad de degradacién de celulosa sera particularmente ventajosa. En residuos
que contienen papel, la celulosa se ha procesado anteriormente y se ha separado de su posicién natural como un
componente de biomasa lignocelulésica, entremezclado con lignina y hemicelulosa. Por consiguiente, los residuos
que contienen papel se pueden degradar de manera ventajosa usando una preparacion de celulasa
comparativamente "simple".

"Actividad celulasa" se refiere a la hidrolisis enzimatica de enlaces 1,4-B-D en celulosa. En preparaciones de enzima
celulasa obtenidas de fuentes bacterianas, fungicas o de otras fuentes, la actividad celulasa tipicamente comprende
una mezcla de diferentes actividades de enzimas, que incluyen endoglucanasas y exoglucanasas (también
denominadas celobiohidrolasas), que respectivamente catalizan la endohidrélisis y la exohidrélisis de los enlaces
1,4-B-D-glucosidicos, junto con las B-glucosidasas, que hidrolizan los productos de oligosacaridos de la hidrélisis de
exoglucanasa a monosacaridos. La hidrélisis completa de celulosa insoluble tipicamente requiere una accién
sinérgica entre las diferentes actividades.
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En la practica, puede ser ventajoso usar simplemente una preparacion de celulasa aislada disponible
comercialmente optimizada para la conversion de biomasa lignocelulésica, dado que estan facilmente disponibles a
costes comparativamente bajos. La expresion "optimizado para la conversion de biomasa lignoceluldsica” se refiere
a un proceso de desarrollo de productos en el que las mezclas de enzimas se han seleccionado y modificado con el
fin especifico de mejorar los rendimientos de la hidrdlisis y/o reducir el consumo de enzimas en hidrolisis de biomasa
lignocelulésica pretratada a azUcares fermentables.

Sin embargo, Las mezclas comerciales de celulasa optimizadas para la hidrélisis de biomasa lignocelulésica
tipicamente contienen altos niveles de actividades de enzimas adicionales y especializadas. Por ejemplo, los
presentes inventores determinaron las actividades enzimaticas presentes en las preparaciones de celulasa
comercialmente disponibles y optimizadas para la conversion de biomasa lignocelulésica y proporcionada por
NOVOZYMES™ con las marcas CELLIC CTEC2™ y CELLIC CTEC3™ asi como preparaciones similares
proporcionadas por GENENCOR™ con la marca ACCELLERASE 1500™ y descubrieron que cada una de estas
preparaciones contenia actividad endoxilanasa por encima de 200 U/g, actividad xilosidasa a niveles por encima de
85 U/g, actividad B-L-arabinofuranosidasa a niveles por encima de 9 U/g, actividad amiloglucosidasa a niveles por
encima de 15 U/g, y actividad a-amilasa a niveles por encima de 2 U/g.

También se pueden usar preparaciones de celulasa aislada mas simples para realizar los métodos de la invencion.
Las preparaciones de celulasa adecuadas se pueden obtener mediante métodos bien conocidos en la materia a
partir de una variedad de microorganismos, que incluyen bacterias aerobias y anaerobias, hongos de la
podredumbre blanca, hongos de la podredumbre blanda y hongos anaerobios. Como se describe en la ref. 13, R.
Singhania et al., "Advancement and comparative profiles in the production technologies using solid-state and
submerged fermentation for microbial cellulases," Enzyme and Microbial Technology (2010) 46:541-549, que se
incorpora en el presente documento expresamente a modo de referencia en su totalidad, los organismos que
producen celulasas tipicamente producen una mezcla de diferentes enzimas en proporciones apropiadas para que
sean adecuadas para la hidrdlisis de sustratos lignocelulésicos. Los origenes preferidos de preparaciones de
celulasa util para la conversion de biomasa lignoceluldsica incluyen hongos tales como las especies de Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Humicola, Aspergillus y Phanerochaete.

Ademas de la actividad celulasa, algunas actividades de enzimas que pueden resultar ventajosas en la realizacion
de los métodos de la invencién incluyen enzimas que actian en residuos alimenticios, tales como proteasas,
glucoamilasas, endoamilasas, proteasas, pectina esterasas, pectina liasas y lipasas, y enzimas que actian sobre
residuos de jardineria, tales como xilanasas y xilosidasas. En algunos casos, puede ser ventajoso incluir actividades
de otras enzimas tales como laminarasas, queratinasas o lacasas.

En algunos casos, un microorganismo seleccionado que presenta actividad celulasa extracelular se puede inocular
directamente en la hidrdlisis enzimética concurrente y en la fermentacion microbiana, incluyendo pero sin limitacion,
uno o mas de los siguientes organismos terméfilos celuliticos, que se pueden inocular, solos 0 en combinacion con
otros organismos Paenibacillus barcinonensis, véase Asha et al 2012, Clostridium thermocellum, véase Blume et al
2013 y Lv and Yu 2013, especies seleccionadas de Streptomyces, Microbispora, y Paenibacillus, véase Eida et al
2012, Clostridium straminisolvens, véase Kato et al 2004, especies de Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y
Bacteroidetes, véase Maki et al 2012, Clostridium clariflavum, véase Sasaki et al 2012, nuevas especies de
Clostridiales relacionados filogenéticamente y fisiolégicamente con Clostridium thermocellum y Clostridium
straminisolvens, véase Shiratori et al 2006, Clostridium clariflavum sp. nov. y Clostridium caenicola, véase Shiratori
et al 2009, Geobacillus thermoleovorans, véase Tai et al 2004, Clostridium stercorarium, véase Zverlov et al 2010, o
uno cualquiera o mas de los hongos termdfilos Sporotrichum thermophile, Scytalidium thermophillum, Clostridium
straminisolvens y Thermonospora curvata, Kumar et al. 2008 para revision. En algunos casos, se pueden inocular
organismos que presentan otras actividades enzimaticas extracelulares para contribuir a la hidrélisis enzimética
concurrente y a la fermentacion microbiana, por ejemplo, hongos proteoliticos y queratinoliticos, véase Kowalska et
al. 2010, o bacterias del &cido lactico que presentan actividad lipasa extracelular, véase Meyers et al. 1996.

La hidrdlisis enzimatica se puede llevar a cabo mediante métodos bien conocidos en la materia, usando una 0 mas
preparaciones de enzimas aisladas que comprenden una o mas de una variedad de preparaciones de enzimas que
incluyen cualquiera de las mencionadas anteriormente o, como alternativa, inoculado los RSM del proceso con uno o
mas organismos seleccionados capaces de efectuar la hidrélisis enzimatica deseada. En algunos casos, la hidrélisis
enzimatica se puede llevar a cabo usando una cantidad eficaz de una 0 mas preparaciones de enzimas aisladas que
comprenden actividades celulasa, B-glucosidasa, amilasa y xilanasa. Una cantidad es una "cantidad eficaz" en la
gue de manera colectiva, la preparacion de enzimas usada logra la solubilizacién de al menos el 40 % del peso seco
de material biogénico degradable presente en RSM en un tiempo de reaccion de hidrélisis de 18 horas en las
condiciones usadas. En algunos casos, se usa una o mas preparaciones de enzimas aislados en la que, de manera
colectiva, las proporciones relativas de las diversas actividades enzimaticas es tal como sigue: Se usa una mezcla
de actividades de enzimas de manera que 1 UPF de actividad celulasa se asocia con una actividad endoglucanasa
de al menos 31 U de CMC y de manera que 1 UPF de actividad celulasa se asocia con al menos una actividad beta
glucosidasa de 7 U de pNPG. Un experto en la materia entendera facilmente que U de CMC se refiere a unidades de
carboximetilcelulosa. Una U de CMC de actividad libera 1 umol de azlcares reductores (expresados como
equivalentes de glucosa) en un minuto en condiciones de ensayo especificas de 50 °C y pH 4,8. Un experto en la
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materia entendera facilmente que U de pNPG se refiere a unidades de pNPG. Una U de pNPG de actividad libera 1
umol de nitrofenol por minuto de para-nitrofenil-B-D-glucopiranésido a 50 °C y pH 4,8. Ademas, un experto en la
materia entendera facilmente que UPF de "unidades de papel de filtro" proporciona una medida de actividad
celulasa. Tal como se usa en el presente documento, UPF se refiere a unidades de papel de filtro tal como se
determina por el método de Adney, B. y Baker, J., Laboratory Analytical Procedure #006, "Measurement of cellulase
activity", 12 de agosto de 1996, the USA National Renewable Energy Laboratory (NREL), que se incorpora
expresamente a modo de referencia en su totalidad.

En algunos casos, puede ser ventajoso ajustar la temperatura de los RSM antes del comienzo de la hidrélisis
enzimatica. Como es bien sabido en la materia, las celulasas y otras enzimas tipicamente presentan un intervalo de
temperaturas optimo. Mientras que se conocen ciertamente ejemplos de enzimas aisladas de organismos termdfilos
extremos que tienen temperaturas 6ptimas del orden de 60 o incluso 70 grados C, los intervalos de temperaturas
optimas de las enzimas tipicamente estan dentro del intervalo de 35 a 55 grados. En algunas realizaciones, la
hidrélisis enzimatica se lleva a cabo en el intervalo de temperaturas de 30 a 35 grados C, o de 35 a 40 grados C, o
de 40 a 45 grados C, o de 45 a 50 grados C, o de 50 a 55 grados C, o de 55 a 60 grados C, o de 60 a 65 grados C, o
de 65 a 70 grados C, o de 70 a 75 grados C. En algunas realizaciones, es ventajoso llevar a cabo la hidrdlisis
enzimatica y una fermentacion microbiana concurrente a una temperatura de al menos 45 grados C, porque esto es
ventajoso para disuadir el crecimiento de los patégenos transmitidos por los RSM. En algunos métodos de la
invencion, la fermentacion microbiana se lleva a cabo en el intervalo de temperaturas de 45-50 grados C. Véase, por
ejemplo, Hartmann y Ahring 2006; Déportes et al. 1998; Carrington et al. 1998; Bendixen et al. 1994; Kubler et al.
1994; Six y De Baerre et al. 1992. La hidrdlisis enziméatica usando actividad celulasa tipicamente sacarificara
material celulésico. Por consiguiente, durante la hidrdlisis enzimética, los residuos soélidos tanto se sacarifican como
se licuefactan, es decir, se convierten a partir de una forma sélida, en un lodo liquido.

Previamente, los métodos de procesamiento de RSM usando hidrélisis enzimatica para lograr la licuefaccion de los
componentes biogénicos han previsto una necesidad por calentar los RSM hasta una temperatura
considerablemente superior a la requerida para la hidrélisis enzimatica, especificamente para lograr la
"esterilizacion" del residuo, seguida por una etapa de enfriamiento necesaria, para reducir de nuevo la temperatura
del residuo calentado hasta una temperatura apropiada para la hidrélisis enzimética. Es suficiente que los RSM
simplemente se lleven a una temperatura apropiada para la hidrélisis enzimatica. Puede ser ventajoso simplemente
ajustar los RSM a un contenido sin agua apropiado usando un calentador de agua, administrada de tal manera que
lleve los RSM hasta una temperatura apropiada para la hidrélisis enzimética. En algunos casos se calientan los
RSM, bien afadiendo contenido de agua caliente, o vapor, o mediante otros medios de calentamiento, en un
depdsito reactor. En algunos casos, el RSM se calienta en un depdsito reactor hasta una temperatura mayor de 30
°C peo menor de 85 °C, o0 a una temperatura de 84 °C o menos, o0 a una temperatura de 80 °C 0 menos, 0 a una
temperatura de 75 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 70 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 65 °C o0 menos, 0 a
una temperatura de 60 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 59 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 58 °C 0 menos,
0 a una temperatura de 57 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 56 °C 0 menos, o0 a una temperatura de 55 °C o
menos, 0 a una temperatura de 54 °C o0 menos, 0 a una temperatura de 53 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 52
°C 0 menos, 0 a una temperatura de 51 °C o menos, 0 a una temperatura de 50 °C o menos, 0 a una temperatura de
49 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 48 °C 0 menos, 0 a una temperatura de 47 °C 0 menos, 0 a una temperatura
de 46 °C o menos, 0 a una temperatura de 45 °C o menos. En algunos casos, los RSM se calientan hasta una
temperatura de no mas de 10 °C por encima de la temperatura mas alta a la que se lleva a cabo la hidrélisis
enzimatica.

Tal como se usa en el presente documento, los RSM se "calientan a una temperatura” cuando la temperatura
promedio de los RSM aumenta en un reactor a la temperatura. Tal como se usa en el presente documento, la
temperatura a la que se calientan los RSM es la temperatura promedio mas alta de los RSM alcanzada dentro del
reactor.

En algunas realizaciones, la temperatura promedio mas alta puede no mantenerse durante todo el periodo. El
reactor de calentamiento puede comprender diferentes zonas, de manera que el calentamiento tiene lugar en etapas
a diferentes temperaturas. En algunas realizaciones, el calentamiento se puede lograr usando el mismo reactor en el
gue se lleva a cabo la hidrdlisis enziméatica. El objetivo del calentamiento es simplemente obtener la mayoria de los
residuos celulésicos y una fraccion sustancial de los residuos de la planta en una condicion éptima para la hidrélisis
enzimdtica. Para estar en una condicion 6ptima para la hidrdlisis enzimética, los residuos idealmente deberian tener
una temperatura y un contenido en agua apropiados para las actividades de la enzimas usadas para la hidrélisis
enzimatica. Puede ser ventajoso agitar durante el calentamiento para lograr un residuo calentado de manera
uniforme. En algunos casos, la agitacion puede comprender el mezclado de caida libre, tal como el mezclado en un
reactor que tiene una camara que rota junto con un eje sustancialmente horizontal o en un mezclador que tiene un
eje giratorio que levanta los RSM o en un mezclador que tiene ejes horizontales o paletas que levantan los RSM. En
algunos casos, la agitacion puede comprender zarandear, sacudir o el transporte a través de un transportador a
tornillo. En algunos casos, la agitacion continla hasta que los RSM se han calentado hasta la temperatura deseada.

En algunos casos, la agitacion se lleva a cabo durante entre 1 y 5 minutos, o entre 5 y 10 minutos, o entre 10 y 15
minutos, o entre 15 y 20 minutos, o entre 20 y 25 minutos, o entre 25 y 30 minutos, o entre 30 y 35 minutos, o entre
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35 y 40 minutos, o entre 40 y 45 minutos, o entre 45 y 50 minutos, o entre 50 y 55 minutos, o entre 55 y 60 minutos,
o entre 60 y 120 minutos.

La hidrolisis enzimatica se inicia a ese punto, al cual se afiaden preparaciones de enzimas aisladas. Como
alternativa, en el caso en el que no se agreguen preparaciones de enzimas, pero se usen en su lugar
microorganismos que presentan actividades de enzimas extracelulares deseadas, la hidrélisis enzimatica se inicia a
ese punto en el que se afade el microorganismo deseado.

En algunos casos, la hidrélisis enzimatica se lleva a cabo de manera concurrente con la fermentacion microbiana. La
fermentacién microbiana concurrente se puede lograr usando una variedad de métodos diferentes. En algunas
realizaciones, se permite que los microorganismos presentes de forma natural en los RSM prosperen en las
condiciones de la reaccion, cuando los RSM procesados no se han calentado previamente hasta una temperatura
gue es suficiente como para efectuar una "esterilizacion". Tipicamente, los microorganismos presentes en los RSM
incluirdn organismos que estan adaptados al ambiente local. El efecto beneficioso general de la fermentacion
microbiana concurrente es comparativamente fuerte, lo que significa que una variedad muy amplia de organismos
puede, de manera individual o colectiva, contribuir a la captura organica a través de la hidrélisis enzimatica de los
RSM. Sin desear quedar sujeto a ninguna teoria, los presentes inventores consideran que los microbios de
cofermentacion tienen de manera individual algun efecto directo sobre la degradacion de residuos alimenticios que
no se hidrolizan necesariamente por enzimas celulasas. Al mismo tiempo, los mondmeros de carbohidratos y los
oligémeros liberados por la hidrélisis de celulasa, en particular, se consumen facilmente practicamente por cualquier
especie microbiana. Esto da una sinergia beneficiosa con las enzimas celulasas, posiblemente a través de la
liberacion de la inhibicién de las actividades de las enzimas, y también posiblemente por otras razones que no son
inmediatamente evidentes. Los productos finales del metabolismo microbiano en cualquier caso son tipicamente
apropiados para sustratos de biometano. El enriquecimiento de los RSM hidrolizados enziméaticamente en
metabolitos microbianos es, por lo tanto, ya, en si mismo, una mejora en calidad del sustrato de biometano
resultante. Las bacterias del acido lactico en particular son ubicuas en la naturaleza y la produccion de &cido lactico
tipicamente se observa cuando los RSM se hidrolizan de forma enzimética a un contenido sin agua de entre el 10 y
el 45 % en el intervalo de temperaturas del 45-50 %. A mayores temperaturas, posiblemente pueden predominar
otras especies de microorganismos de origen natural y otros metabolitos microbianos pueden llegar a ser méas
prevalentes que el &cido l4ctico.

En algunos casos, la fermentacion microbiana se puede realizar mediante una inoculacién directa usando una o mas
especies microbianas. Un experto e la materia entendera facilmente que una o méas especies bacterianas usadas
para la inoculacion para proporcionar una hidrélisis enzimatica y una fermentacion simultanea de los RSM se pueden
seleccionar de manera ventajosa cuando las especies bacterianas son capaces de prosperar a una temperatura del
o cerca del 6ptimo para las actividades enzimaticas usadas.

La inoculacion de la mezcla de hidrdlisis para inducir la fermentacion microbiana se puede realizar mediante una
variedad de medios diferentes.

En algunos casos, puede ser ventajoso inocular los RSM bien antes, después o de manera concurrente con la
adicion de actividades enzimaticas o con la adicion de microorganismos que presentan actividad celulasa
extracelular. En algunos casos, puede ser ventajoso inocular usando una o mas especies de BAL que incluyen pero
sin limitacion, una cualquiera o0 mas de las siguientes, o variantes de las mismas modificadas genéticamente:
Lactobacillus plantarum, Streptococcus lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sake, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus jugurti, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus carnis,
Lactobacillus piscicola, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus maltaromicus,
Lactobacillus pseudoplantarum, Lactobacillus agilis, Lactobacillus bavaricus, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus
uamanashiensis, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus sharpeae, Lactobacillus divergens,
Lactobacillus alactosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus homohiochii, Lactobacillus sanfrancisco, Lactobacillus
fructivorans, Lactobacillus brevis, Lactobacillus ponti, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
viridescens, Lactobacillus confusus, Lactobacillus minor, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus halotolerans,
Lactobacillus hilgardi, Lactobacillus kefir, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus vaccinostericus, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus leichmanni, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus salicinus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus suebicus, Lactobacillus oris, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus panis, Lactobacillus amylolyticus, Lactobacillus similis,
Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus pontis, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus mucosae, Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus sobrius, Lactobacillus frumenti, Lactobacillus pentosus, Lactococcus cremoris,
Lactococcus dextranicum, Lactococcus garvieae, Lactococcus hordniae, Lactococcus raffinolactis, Streptococcus
diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc cremoris, Leuconostoc oenos,
Leuconostoc paramesenteroides, Leuconostoc pseudoesenteroides, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gelidum,
Leuconostoc carnosum, Pediococcus damnosus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus cervisiae, Pediococcus
parvulus, Pediococcus halophilus, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus intermedius, Bifidobacterium longum,
Streptococcus thermophilus, Oenococcus oeni, Bifidobacterium breve y Propionibacterium freudenreichii, o con
algunas especies de BAL descubiertas posteriormente o con otras especies de los géneros Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, o Carnobacterium que presentan una capacidad util para los
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procesos metabdlicos que producen acido lactico.

Un experto en la materia entendera facilmente que una preparacion bacteriana usada para la inoculacién puede
comprender una comunidad de organismos diferentes. En algunos casos, se pueden usar las bacterias de origen
natural que existen en cualquier region geografica dada y que se adaptan para prosperar en los RSM de esa region.
Como es bien sabido en la materia, las BAL son ubicuas y normalmente comprenderan un componente principal de
cualquier comunidad bacteriana de origen natural en los RSM.

En algunos métodos de la invencion, la actividad celulasa se afiade mediante inoculacién con un microorganismo
seleccionado que presenta actividad celulasa extracelular.

En algunos métodos de la invencion, los RSM se pueden inocular con bacterias de origen natural, mediante
reciclado continuado de aguas de lavado o soluciones del proceso usadas para recuperar material organico residual
de sélidos no degradables y/o en donde la inoculacion del flujo entrante de RSM se proporciona antes o de manera
concurrente con la adicion de actividades enzimaticas. Como las aguas de lavado o las soluciones del proceso se
reciclan, adquieren de forma gradual mayores niveles de microbios. En algunos casos, la fermentaciéon microbiana
tiene un efecto reductor del pH, especialmente cuando los metabolitos comprenden &cidos carboxilicos/ acidos
grasos de cadena corta tales como formiato, acetato, butirato, propionato o lactato. Por consiguiente, en algunos
casos puede ser ventajoso controlar y ajustar el pH de la mezcla de hidrdlisis enzimatica concurrente y fermentacion
microbiana. Cuando se usan las aguas de lavado o las soluciones del proceso para aumentar el contenido de agua
de los RSM entrantes antes de la hidrélisis enzimatica, la inoculacion se hace de manera ventajosa antes de la
adicion de actividades de enzimas, bien como preparaciones de enzimas aisladas 0 como microorganismos que
presentan actividad celulasa extracelular. En algunos casos, las bacterias de origen natural adaptadas para
prosperar en RSM de una regidn particular se pueden cultivar en RSM o en el componente organico licuefactado
obtenido mediante hidrolisis enzimética de RSM. En algunas realizaciones, las bacterias de origen natural cultivadas
se pueden afiadir después como un indculo, bien de forma separada o como complemento a la inoculacion usando
aguas de lavado o soluciones del proceso recicladas. En algunos casos, las preparaciones bacterianas se pueden
afiadir antes 0 de manera concurrente con la adicién de preparaciones de enzimas aisladas, o después de algun
periodo inicial de prehidrolisis.

En algunos casos se pueden cultivar cepas especificas para la inoculacion, incluyendo cepas que se han modificado
especialmente o "entrenado” para prosperar en condiciones de reaccion de hidrélisis enzimatica y/o para potenciar o
reducir procesos metabdlicos particulares. En algunas realizaciones, puede ser ventajoso inocular los RSM usando
cepas bacterianas que se han identificado como capaces de sobrevivir en ftalatos como la Unica fuente de carbono.

Tales cepas incluyen pero no se limitan a una cualquiera 0 mas de las siguientes, o variantes de las mismas
modificadas genéticamente: Chryseomicrobium intechense MW10T, Lysinibaccillus fusiformis NBRC 157175,
Tropicibacter phthalicus, Gordonia JDC-2, Arthrbobacter JDC-32, Bacillus subtilis 3C3, Comamonas testosteronii,
Comamonas sp E6, Delftia tsuruhatensis, Rhodoccoccus jostii, Burkholderia cepacia, Mycobacterium vanbaalenii,
Arthobacter keyseri, Bacillus sb 007, Arthobacter sp. PNPX-4-2, Gordonia namibiensis, Rhodococcus phenolicus,
Pseudomonas sp. PGB2, Pseudomonas sp. Q3, Pseudomonas sp. 1131, Pseudomonas sp. CAT1-8, Pseudomonas
sp. Nitroreducens, Arthobacter sp AD38, Gordonia sp CNJ863, Gordonia rubripertinctus, Arthobacter oxydans,
Acinetobacter genomosp, y Acinetobacter calcoaceticus. Véase, por ejemplo, Fukuhura et al 2012; lwaki et al.
2012A; Iwaki et al. 2012B; Latorre et al. 2012; Liang et al. 2010; Liang et al. 2008; Navacharoen et al. 2011; Park et
al. 2009; Wu et al. 2010; Wu et al. 2011. Los ftalatos, que se usan como plastificantes en muchas preparaciones
comerciales de cloruro de polivinilo, son lixiviables y, desde la experiencia de los presentes inventores, a menudo
estan presentes en componentes organicos, licuefactados a niveles que son indeseables. En algunos casos se
pueden usar ventajosamente las cepas que se han modificado genéticamente mediante los métodos bien conocidos
en la materia, para potenciar procesos metabdlicos y/o reducir otros procesos metabdlicos que incluyen, pero sin
limitacion, los procesos que consumen glucosa, xilosa o arabinosa.

En algunos casos puede ser ventajoso inocular los RSM usando cepas bacterianas que se han identificado como
capaces de degradar lignina. Tales cepas incluyen pero no se limitan a una cualquiera o0 mas de las siguientes, o
variantes de las mismas modificadas genéticamente: Comamonas sp B-9, Citrobacter freundii, Citrobacter sp
FJ581023, Pandorea norimbergensis, Amycolatopsis sp ATCC 39116, Streptomyces viridosporous, Rhodococcus
jostii y Sphingobium sp. SYK-6. Véase, por ejemplo, Bandounas et al. 2011; Bugg et al. 2011; Chandra et al. 2011;
Chen et al. 2012; Davis et al. 2012. Desde la experiencia de los presentes inventores, los RSM tipicamente
comprenden un contenido en lignina considerable, que tipicamente se recupera como residuo no digerido tras la DA.

En algunos casos, puede ser ventajoso inocular los RSM usando una cepa bacteriana productora de acetato,
incluyendo, pero sin limitacion, una cualquiera o mas de las siguientes, o variantes genéticamente modificadas de
las mismas: Acetitomaculum ruminis, Anaerostipes caccae, Acetoanaerobium noterae, Acetobacterium carbinolicum,
Acetobacterium wieringae, Acetobacterium woodii, Acetogenium kivui, Acidaminococcus fermentans, Anaerovibrio
lipolytica, Bacteroides coprosuis, Bacteroides propionicifaciens, Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides
xylanolyticus, Bifidobacterium catenutatum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
angulatum, Sifidobacterium breve, Bifidobacterium gallicum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum,
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Bifidobacterium pseudolongum, Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium aceticum, Clostridium acetobutylicum,
Clostridium acidurici, Clostridium bifermentans, Clostridium botulinum, Clostridium butyricium, Clostridium
cellobioparum, Clostridium formicaceticum, Clostridium histolyticum, Clostridium lochheadii, Clostridium
methylpentosum, Clostridium pasteurianum, Clostridium perfringens, Clostridium propionicum, Clostridium
putrefaciens, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani, Clostridium tetanomorphum, Clostridium thermocellum,
Desulfotomaculum orientis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Eubacterium limosum, Eubacterium
ruminantium, Fibrobacter succinogenes, Lachnospira multiparus, Megasphaera elsdenii, Moorella thermoacetica,
Pelobacter acetylenicus, Pelobacter acidigallici, Pelobacter massiliensis, Prevotella ruminocola, Propionibacterium
freudenreichii, Ruminococcus flavefaciens, Ruminobacter amylophilus, Ruminococcus albus, Ruminococcus bromii,
Ruminococcus champanellensis, Selenomonas ruminantium, Sporomusa paucivorans, Succinimonas amylolytica,
Succinivibrio dextrinosolven, Syntrophomonas wolfei, Syntrophus aciditrophicus, Syntrophus gentianae, Treponema
bryantii y Treponema primitia.

En algunos casos, puede ser ventajoso inocular los RSM usando una cepa bacteriana productora de butirato,
incluyendo, pero sin limitacién, una cualquiera o mas de las siguientes, o variantes genéticamente modificadas de
las mismas: Acidaminococcus fermentans, Anaerostipes caccae, Bifidobacterium, adolescentis, Butyrivibrio
crossotus, Butyrivibrio fibrisolvens, Butyrivibrio hungatei, Clostridium acetobutylicum, Clostridium aurantibutyricum,
Clostridium beijerinckii, Clostridium butyricium, Clostridium cellobioparum, Clostridium difficile, Clostridium innocuum,
Clostridium kluyveri, Clostridium pasteurianum, Clostridium perfringens, Clostridium proteoclasticum, Clostridium
sporosphaeroides, Clostridium symbiosum, Clostridium tertium, Clostridium tyrobutyricum, Coprococcus eutactus,
Coprococcus comes, Escherichia coli, Eubacterium barkeri, Eubacterium biforme, Eubacterium cellulosolvens,
Eubacterium cylindroides, Eubacterium dolichum, Eubacterium hadrum, Eubacterium halii, Eubacterium limosum,
Eubacterium moniliforme, Eubacterium oxidoreducens, Eubacterium ramulus, Eubacterium rectale, Eubacterium
saburreum, Eubacterium tortuosum, Eubacterium ventriosum, Faecalibacterium prausnitzii, Fusobacterium
prausnitzii, Peptostreptoccoccus vaginalis, Peptostreptoccoccus tetradius, Pseudobutyrivibrio  ruminis,
Pseudobutyrivibrio xylanivorans, Roseburia cecicola, Roseburia intestinalis, Roseburia horminis y Ruminococcus
bromii.

En algunos casos, puede ser ventajoso inocular los RSM usando una cepa bacteriana productora de propionato,
incluyendo, pero sin limitacién, una cualquiera o més de las siguientes, o variantes genéticamente modificadas de
las mismas: Anaerovibrio lipolytica, Bacteroides coprosuis, Bacteroides propionicifaciens, Bifidobacterium
adolescentis, Clostridium acetobutylicum, Clostridium butyricium, Clostridium methylpentosum, Clostridium
pasteurianum, Clostridium perfringens, Clostridium propionicum, Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum,
Megasphaera elsdenii, Prevotella ruminocola, Propionibacterium freudenreichii, Ruminococcus bromii,
Ruminococcus champanellensis, Selenomonas ruminantium y Syntrophomonas wolfei.

En algunos casos, puede ser ventajoso inocular los RSM usando una cepa bacteriana productora de etanol,
incluyendo, pero sin limitacion, una cualquiera o méas de las siguientes, o variantes genéticamente modificadas de
las mismas: Acetobacterium carbinolicum, Acetobacterium wieringae, Acetobacterium woodii, Bacteroides
cellulosolvens, Bacteroides xylanolyticus, Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium butyricium,
Clostridium cellobioparum, Clostridium lochheadii, Clostridium pasteurianum, Clostridium perfringens, Clostridium
thermocellum, Clostridium thermohydrosulfuricum, Clostridium thermosaccharolyticum, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumonia, Lachnospira multiparus, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
mesenteroides, Paenibacillus macerans, Pelobacter acetylenicus, Ruminococcus albus, Thermoanaerobacter
mathranii, Treponema bryantii y Zymomonas mobilis.

En algunos casos se puede usar un consorcio de diferentes microbios, que incluyen opcionalmente diferentes
especies de bacterias y/o de hongos para realizar la fermentacién microbiana concurrente. En algunos casos, se
pueden seleccionar los microorganismos adecuados para proporcionar un resultado metabdlico deseado a las
condiciones de reaccion que se pretenden, y después inocularlos a un nivel alto de dosis para desplazar a las cepas
de origen natural. Por ejemplo, en algunos casos, puede ser ventajoso inocular usando un productor de lactato
homofermentativo, ya que esto proporciona un potencial de metano mas alto en un sustrato de biometano resultante
que el que puede proporcionar un productor de lactato heterofermentativo.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método de procesamiento de residuos sélidos municipales
(RSM) que comprende las etapas de

(i) proporcionar RSM a un contenido sin agua de entre el 5y el 40 % y a una temperatura dentro del intervalo de
35y 75 grados C,

(ii) someter las partes biodegradables de los RSM a fermentacion microbiana y a hidrélisis enzimatica a una
temperatura dentro del intervalo de 35 y 75 grados C, dando como resultado la licuefaccién parcial de partes
biodegradables de los residuos y la acumulacion de los metabolitos microbianos, seguido de

(iii) la clasificacion de las partes biodegradables licuefactadas del residuo a partir de sélidos no biodegradables
para producir un lodo biodegradable caracterizado por comprender sélidos volatiles disueltos de los cuales, al
menos el 25 % en peso comprenden cualquier combinacion de acetato, butirato, etanol, formiato, lactato y/o
propionato, opcionalmente seguido por
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(iv) la digestion anaerobica del bioliquido para producir biometano.

Tras algun periodo de hidrdlisis enzimatica y la fermentacién microbiana concurrente, los RSM proporcionados a un
contenido sin agua de entre el 10 y el 45 % se transforman de manera que los componentes biogénicos o
"fermentables” llegan a licuefactarse y los metabolitos microbianos se acumulan en la fase acuosa. Tras algun
periodo de hidrdlisis enzimatica y la fermentacion microbiana concurrente, las partes licuefactadas fermentables del
residuo se separan de los soélidos no fermentables. El material licuefactado, una vez separado de los sélidos no
fermentables, es lo que los presentes inventores denominan "lodo biodegradable”. En algunos casos, al menos el 40
% del contenido sin agua de este lodo biodegradable comprende sélidos volatiles disueltos, o al menos el 35 %, o al
menos el 30 %, o al menos el 25 %. En algunos casos, al menos el 25 % en peso de los soélidos volatiles disueltos
en el lodo biodegradable comprende cualquier combinacion de acetato, butirato, etanol, formiato, lactato y/o
propionato, o al menos el 30 %, o al menos el 35 %, o al menos el 40 %. En algunos casos, al menos el 70 % en
peso de los sélidos volatiles disueltos comprenden lactato, o al menos el 60 %, o al menos el 50 %, o al menos el 40
%, 0 al menos el 30 %, o al menos el 25 %.

En algunos métodos de la invencion, al menos el 40 % en peso de los soélidos volatiles disueltos del lodo de
componentes biodegradables comprende lactato y/o al menos el 40 % en peso del contenido sin agua del lodo de
componentes biodegradables comprende sdlidos volatiles disueltos.

En algunos casos, la separacion de sélidos no fermentables de las partes licuefactadas degradables de los RSM
para producir un lodo biodegradable caracterizado por comprender solidos volétiles disueltos, de los cuales, al
menos el 25 % en peso comprenden cualquier combinacion de acetato, butirato, etanol, formiato, lactato y/o
propionato se lleva a cabo en menos de 16 horas tras la iniciacion de la hidrélisis enzimética, o en menos de 18
horas, o en menos de 20 horas, o en menos de 22 horas, o en menos de 24 horas, o en menos de 30 horas, 0 en
menos de 34 horas, 0 en menos de 36 horas, o entre 36 y 48 horas, o entre 48 y 60 horas, o entre 60 y 72 horas.

La separacion de partes licuefactadas degradables de los sdélidos no degradables se puede lograr mediante una
variedad de medios. En algunos casos esto se puede lograr usando cualquier combinacion de al menos dos
operaciones de separacion diferentes, que incluyen, pero sin limitacién, operaciones con prensa de tornillo,
operaciones con separador balistico, operaciones con tamiz con vibracién u otras operaciones de separacion
conocidas en la materia. En algunos métodos de la invencion, los sélidos no degradables separados de las partes
biodegradables de los residuos comprenden, en promedio, al menos aproximadamente el 20 % del peso seco de los
RSM procesados, o al menos el 25 %, o al menos el 30 %. En algunos métodos de la invencion, los soélidos no
degradables separados de las partes degradables de los residuos procesados comprenden, en promedio, al menos
el 20 % del peso seco de los materiales reciclables, o al menos el 25 %, o al menos el 30 %, o al menos el 35 %. En
algunos casos, la separacién usando al menos dos operaciones de separacion produce un lodo biodegradable que
comprende al menos 0,15 kg de sélidos volatiles por kg de RSM procesados, o al menos 0,10. Un experto en la
materia entendera facilmente que la composicion biogénica inherente de los RSM es variable. No obstante, la cifra
de 0,15 kg de sélidos volatiles por kg de RSM procesados refleja una captura total de material biogénico en RSM no
clasificados tipicos de al menos el 80 % en peso seco. El calculo de kg de sélidos volatiles capturados en el lodo
biodegradable por kg de RSM procesado se puede estimar durante un tiempo en el que se determinan los
rendimientos totales y los RSM totales procesados. Para un periodo dado, se puede calcular la produccion promedio
de lodo biogénico obtenida como kg de lodo/H; el rendimiento promedio de RSM se calcula como kg de RSM/H; el
contenido en SV promedio del lodo se analiza y el resultado se expresa cédmo % de SV de la masa total; los kg de
SV se calculan como kg de lodo/H * % de SV = kg de SV/H

Entonces, kg de SV/H / kg de RSM/H = kg de SV / kg de RSM.

En algunas realizaciones, tras la separacién de los sélidos no degradables de las partes licuefactadas fermentables
de los RSM se logra producir un lodo biodegradable, el lodo se puede someter a una fermentacion posterior en
diferentes condiciones, incluyendo diferente temperatura o pH.

La expresion "solidos volatiles disueltos” tal como se usa en el presente documento se refiere a una medicién simple
calculada como sigue: Se centrifuga una muestra de lodo biodegradable a 6900 g durante 10 minutos en un tubo
Falcon de 50 ml para producir un sedimento y un sobrenadante. El sobrenadante se decanta y el peso seco del
sedimento se expresa como una parte porcentual del peso total inicial de la muestra de liquido. Se seca una muestra
de sobrenadante a 60 grados durante 48 horas para determinar el contenido en materia seca. El contenido en
sdlidos volatiles de la muestra de sobrenadante se determina restando de la medida de materia seca la ceniza tras la
combustion en el horno a 550 °C y se expresa como un porcentaje de masa como solidos volatiles disueltos en %. El
contenido en materia seca del sedimento se determina secando a 60 grados C durante 48 horas. La parte liquida del
sedimento (1 - materia seca del sedimento) se expresa como un porcentaje de la masa del sedimento. Se estima
que la composicion de la parte liquida del sedimento es similar al sobrenadante. Por lo tanto, el total de sdlidos
volatiles disueltos de la muestra es la suma de los sélidos volatiles disueltos del sobrenadante y el (porcentaje de
masa de la parte liquida del sedimento)x(los sélidos volatiles disueltos del sobrenadante).

En algunos casos, la invencién proporciona composiciones y métodos para la produccién de biometano. La
discusion detallada anterior referente a casos de métodos de procesamiento de RSM, incluyendo los detalles
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referentes a las caracteristicas composicionales del lodo biodegradable obtenido, se puede aplicar opcionalmente a
realizaciones que proporcionan métodos y composiciones para la produccién de biometano. En algunos casos,
cualquiera de los detalles referentes a caracteristicas composicionales del lodo biodegradable se pueden obtener
mediante un proceso en el que los RSM no clasificados sometidos a fermentacién microbiana se someten a la
separacion de sélidos no degradables para producir un lodo biodegradable, cuyo lodo después se somete a
fermentacion continua a una temperatura en el intervalo de 35 a 75 grados C, o entre 40 y 55 grados C, o entre 45 y
50 grados C, a un pH en el intervalo de 4,2 a 6,0 durante un tiempo de entre 1 y 72 horas. En algunos casos, esta
fermentacién continua se complementa con el material biodegradable recuperado por tamices y otros sistemas, de
manera que el material que no fuese técnicamente parte del lodo biodegradable inicialmente recuperado, se puede
afiadir a la composicion.

La dinamica metabdlica de las comunidades microbianas implicadas en la digestion anaerdbica es compleja. Véase
Supaphol et al. 2010; Morita y Sasaki 2012; Chandra et al. 2012. En la digestion anaerdbica (DA) tipica para la
produccién de biogas de metano, los procesos bioldgicos mediados por microorganismos logran cuatro etapas
principales - la hidrélisis de macromoléculas biolégicas en mondémeros constituyentes u otros metabolitos;
acidogénesis, mediante la cual, se producen acidos y alcoholes de hidrocarburos de cadena corta; acetogénesis,
mediante la cual, los nutrientes disponibles se catabolizan a acido acético, hidrégeno y dioxido de carbono; y
metanogénesis, mediante la cual, el acido acético y el hidrogeno se catabolizan mediante arqueas especializadas a
metano y diéxido de carbono. La etapa de hidrélisis normalmente es limitante de la velocidad. Véase, por ejemplo,
Delgenes et al. 2000; Angelidaki et al. 2006; Cysneiros et al. 2011.

Por consiguiente, es ventajoso en la preparacion de sustratos para la produccién de biometano que éstos se
hidrolicen previamente mediante alguna forma de pretratamiento. En algunos casos, los métodos de la invencion
combinan fermentacion microbiana con hidrélisis enzimatica de RSM tanto como un pretratamiento bioldgico rapido
para la produccion eventual de metano, asi como un método de clasificacion de componentes organicos
degradables de RSM sin clasificar de otro modo. Se han documentado pretratamientos bioldégicos que usan
sustratos solidos de biometano incluyendo el componente organico de clasificacion en origen de los RSM. Véase,
por ejemplo, Fdez-Guelfo et al. 2012; Fdez-Guelfo et al. 2011 A; Fdez-Guelfo et al. 2011 B; Ge et al. 2010; Lv et al.
2010; Borghi et al. 1999. Se documentaron mejoras en las producciones eventuales de metano a partir de la
digestion anaerdbica como una consecuencia de una elevada degradacion de los biopolimeros del complejo y una
elevada solubilizacién de los sélidos volatiles. Sin embargo, el nivel de solubilizacién de sélidos volatiles y el nivel de
conversion de acidos grasos volatiles alcanzado por estos métodos documentados anteriormente ni siquiera se
acercan a los niveles logrados mediante los métodos de la invencion. Por ejemplo, Fdez-Guelfo et al. 2011 A
documentd una mejora relativa del 10-50 % en la solubilizacién de soélidos volatiles lograda a través de diversos
pretratamientos biol6gicos de la parte organica preclasificada de los RSM - esto se corresponde con niveles
absolutos finales de solubilizacién de entre aproximadamente el 7 al 10 % de sdélidos volatiles. Por el contrario, los
métodos de la invencion producen sustratos de biometano liquidos que comprenden al menos el 40 % de los sdlidos
volétiles disueltos.

También se han documentado sistemas de digestién anaerébica de dos etapas en los que el proceso de la primera
etapa hidroliza sustratos de biometano que incluyen el componente organico clasificado en origen de los RSM y
otros sustratos biogénicos especializados. Durante la primera fase anaerobica, que es tipicamente termofila, los
polimeros de cadenas mayores se degradas y se producen acidos grasos volatiles. Esto va seguido de una segunda
etapa anaerobica llevada a cabo en un reactor separado fisicamente en el que dominan la metanogénesis y la
acetogénesis. Los sistemas de digestion anaerdbica de dos fases documentados normalmente han utilizado
sustratos biogénicos especializados, clasificados en origen, que tienen menos del 7 % de sélidos totales. Véase, por
ejemplo, Supaphol et al. 2011; Kim et al. 2011; Lv et al. 2010; Riau et al. 2010; Kim et al. 2004; Schmit y Ellis 2000;
Lafitte-Trouque y Forster 2000; Dugba y Zhang 1999; Kaiser et al. 1995; Harris y Dague 1993. Mas recientemente,
se han documentado algunos sistemas de DA de dos etapas que utilizan sustratos biogénicos especializados,
clasificados en origen, a niveles tan altos como el 10 % de los sélidos totales. Véase, por ejemplo, Yu et al. 2012;
Lee et al. 2010; Zhang et al.2007. Ciertamente, ninguno de los sistemas de digestion anaerdbica de dos etapas ha
contemplado nunca el uso de RSM no clasificados como un sustrato, mucho menos con el fin de producir un sustrato
de biometano liquido alto en sodlidos. La digestion anaerdbica en dos etapas busca convertir sustratos sélidos,
alimentando de forma continua con sélidos adicionales y eliminar de forma continua los acidos grasos volatiles del
reactor de la primera etapa.

En algunos casos, el método de produccién de biometano comprende las etapas de

(i) proporcionar un sustrato de biometano liquido acondicionado previamente mediante fermentacién microbiana,
de manera que al menos el 40 % en peso del contenido sin agua exista como sélidos volatiles disueltos, cuyos
sélidos volatiles disueltos comprenden al menos el 25 % en peso de cualquier combinacién de acetato, butirato,
etanol, formiato, lactato y/o propionato,

(ii) transferir el sustrato liquido a un sistema de digestion anaerdbica, seguido de

(iii) llevar a cabo la digestion anaerobica del sustrato liquido para producir biometano.
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En algunos casos, la descripcion proporciona un sustrato de biometano liquido producido mediante fermentacion
microbiana e hidroélisis de los residuos solidos municipales (RSM), o de biomasa lignoceluldsica pretratada, como
alternativa, que comprende RSM hidrolizados de forma enzimatica y fermentados de forma microbiana, o que
comprende biomasa lignocelulésica pretratada hidrolizada de forma enzimatica y fermentada de forma microbiana
caracterizada porque

- al menos el 40 % en peso del contenido sin agua existe como sélidos volatiles disueltos, cuyos sélidos volatiles
disueltos comprenden al menos el 25 % en peso de cualquier combinacion de acetato, butirato, etanol, formiato,
lactato y/o propionato.

En algunos casos, la descripcion proporciona un sustrato de biogas liquido organico producido mediante
fermentacion microbiana e hidrdlisis de los residuos sélidos municipales (RSM) caracterizado porque

- al menos el 40 % en peso del contenido sin agua existe como soélidos volatiles disueltos, cuyos sélidos volatiles
disueltos comprenden al menos el 25 % en peso de cualquier combinacién de acetato, butirato, etanol, formiato,
lactato y/o propionato.

En algunos casos, la descripcion proporciona un método de produccién de biogas que comprende las etapas de

(i) proporcionar un sustrato de biogas liquido acondicionado previamente mediante fermentacién microbiana, de
manera que al menos el 40 % en peso del contenido sin agua exista como sdlidos volatiles disueltos, cuyos
sélidos volétiles disueltos comprenden al menos el 25 % en peso de cualquier combinacién de acetato, butirato,
etanol, formiato, lactato y/o propionato,

(i) transferir el sustrato liquido a un sistema de digestion anaerdbica, seguido de

(iii) llevar a cabo la digestion anaerdbica del sustrato liquido para producir biometano.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "sistema de digestion anaerdbica” se refiere a un sistema
de fermentacion que comprende uno 0 mas reactores que funcionan en condiciones de aireacion controlada en las
que se produce gas metano en cada uno de los reactores que comprenden el sistema. El gas metano se produce en
la medida en que la concentracion de metano disuelto generado de forma metabdlica en la fase acuosa de la mezcla
de fermentacion en el "sistema de digestion anaerébica" se satura a las condiciones usadas y el gas metano se
emite desde el sistema.

En algunos casos, el "sistema de digestion anaerdbica” es un sistema de filtros fijos. Un "sistema de digestién
anaerdbica de filtros fijos" se refiere a un sistema en el que el consorcio de digestion anaerdbica se inmoviliza,
opcionalmente en un biofilm, sobre una matriz de soporte fisico.

En algunos casos, el sustrato de biometano liquido comprende al menos el 8 % en peso de sélidos totales, o al
menos el 9 % de solidos totales, o al menos el 10 % de sdlidos totales, o al menos el 11 % de sdlidos totales, o al
menos el 12 % de sélidos totales, o al menos el 13 % de sélidos totales. "Sdlidos totales", tal como se usa en el
presente documento, se refiere tanto a soélidos solubles como a sélidos insolubles, y efectivamente significa
"contenido sin agua". Los sdlidos totales se miden mediante el secado a 60 °C hasta que se alcanza un peso
constante.

En algunos casos, la fermentacion microbiana de los RSM se lleva a cabo en condiciones que disuaden la
produccién de metano por metanégenos, por ejemplo, a pH de 6,0 0 mas bajo, o a pH menor de 5,8, 0 a pH menor
de 5,6, o a pH menor de 5,5. En algunos casos, el sustrato de biometano liquido comprende concentraciones de
metano disuelto menores que la saturacion. En algunos casos, el sustrato de biometano liquido comprende menos
de 15 mg/l de metano disuelto, o menos de 10 mg/l, o menos de 5 mg/l.

En algunos casos, antes de la digestion anaerdbica para producir biometano, se pueden eliminar uno o mas
componentes de los sélidos volatiles disueltos del sustrato de biometano liquido, mediante destilacion, filtracion,
electrodidlisis, union especifica, precipitacion u otros medios bien conocidos en la materia. En algunos métodos de la
invencion, se puede eliminar etanol o lactato del lodo de componentes biodegradables antes de producir la digestion
anaerodbica. Ademas, sujeto a la invencién esta un lodo de componentes biodegradables preparado de acuerdo con
cualquiera de los sujetos para la invencién es un lodo de componentes biodegradables preparado de acuerdo con
cualquiera de los métodos de la invencién. En algunos casos, un sustrato sélido tal como los RSM o la parte de fibra
de la biomasa lignoceluldsica preparada, se somete a hidrolisis enzimatica de manera concurrente con la
fermentacion microbiana para producir un sustrato de biometano liquido acondicionado previamente mediante
fermentacion microbiana de manera que al menos el 40 % en peso del contenido sin agua existe como solidos
volétiles disueltos, cuyos sélidos volatiles disueltos comprenden al menos el 25 % en peso de cualquier combinacion
de acetato, butirato, etanol, formiato, lactato y/o propionato.

En algunos casos, un sustrato de biometano liquido que tiene las propiedades anteriores mencionadas se produce

mediante hidrélisis enzimatica y fermentacion microbiana concurrente de material organico licuefactado obtenido a
partir de RSM no clasificados mediante un proceso de autoclave. En algunos casos, la biomasa lignoceluldsica
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pretratada se puede mezclar con RSM hidrolizados de forma enzimatica y fermentados de forma microbiana,
opcionalmente, de tal manera que la actividad enzimatica del bioliquido derivado de los RSM proporciona actividad
enzimatica para la hidrolisis del sustrato lignocelulésico para producir un sustrato de biometano liquido compuesto
gue proviene tanto de los RSM como de la biomasa lignocelulésica pretratada.

"Biomasa lignocelulésica blanda" se refiere a biomasa vegetal que no es madera que comprende celulosa,
hemicelulosa y lignina. Se puede usar cualquier biomasa lignocelulésica blanda, incluyendo biomasas tales como al
menos paja de trigo, rastrojos de maiz, mazorcas de maiz, racimos de frutas vacias, paja de arroz, paja de avena,
paja de cebada, paja de canola, paja de centeno, sorgo, sorgo dulce, rastrojo de soja,brotes de hierba, hierba
Bermuda y otras hierbas, bagazo, pulpa de remolacha, fibra de maiz o cualquier combinacién de los mismos. La
biomasa lignocelulésica puede comprender otros materiales lignocelulésicos tales como papel, periddicos, cartén u
otros residuos municipales o de oficinas. La biomasa lignocelulésica se puede usar como una mezcla de materiales
procedentes de diferentes materias primas, puede ser reciente, parcialmente seca, totalmente seca o cualquier
combinacion de las mismas. En algunos casos, los métodos de la invenciéon se realizan usando al menos
aproximadamente 10 kg de materias primas de biomasa, o al menos 100 kg, o al menos 500 kg.

La biomasa lignocelulésica se deberia de pretratar generalmente mediante métodos conocidos en la materia antes
de llevar a cabo la hidrdlisis enzimética y el acondicionamiento microbiano previo. En algunos casos, la biomasa se
pretrata mediante pretratamiento hidrotermal. "Pretratamiento hidrotermal” se refiere al uso de agua, bien como
liquido caliente, vapor o vapor presurizado que comprende liquido a alta temperatura o vapor o ambos, para "cocer"
la biomasa, a temperaturas de 120 °C o superiores, bien con o sin adicién de &cidos u otros compuestos quimicos.

En algunos casos, las materias primas de biomasa lignoceluldsica se pretratan mediante autohidrolisis.

"Autohidrdlisis” se refiere a un proceso de pretratamiento en el que el acido acético liberado mediante la hidrdlisis de
hemicelulosa durante el pretratamiento cataliza adicionalmente la hidrélisis de hemicelulosa, y se aplica a cualquier
pretratamiento hidrotermal de biomasa lignocelulésica llevado a cabo a pH entre 3,5y 9,0.

En algunos casos, la biomasa lignocelulésica pretratada de forma hidrotermal se puede separar en una parte liquida
y en una parte sélida. "Parte sélida" y "parte liquida" se refieren a la particion de la biomasa pretratada en la
separacion de sdlido/liquido. El liquido separado se denomina de forma colectiva "parte liquida". La parte residual
gue comprende contenido sélido insoluble considerable se denomina "parte sélida". Bien la parte solida o la parte
liguida o ambas combinadas se pueden usar para realizar los métodos de la invencion o para producir las
composiciones de la invencion. En algunos casos se puede lavar la parte sélida.

Ejemplo 1. Captura de biodegradables en un lodo biogénico obtenido mediante hidrélisis y fermentacion microbiana
de RSM sin actividad celulasa complementaria de preparaciones de enzimas aislados.

Los experimentos se llevaron a cabo en la planta de demostracion REnescience en el Amager resource center
(ARC), Copenhague, Dinamarca. En la Figura 1 se muestra un dibujo esquematico que muestra las principales
caracteristicas de la planta. El concepto de la Refineria de Residuos REnescience de ARC es clasificar los RSM en
cuatro productos. Un lodo biogénico adecuado para la produccion de biometano u otros procesos, inertes (vidrio y
arena) para el reciclado, y tanto una parte "bidimensional" (2D) como una parte "tridimensional” (3D) de materiales
inorganicos adecuados para la produccion de CSR, asi como para el reciclado de metales, plastico y madera.

Los RSM de zonas urbanas se recolectan tal cual en bolsas de plastico. Los RSM se transportan hasta la Refineria
de residuos REnescience, donde se almacenan en un silo hasta el procesamiento. En funcion de las caracteristicas
de los RSM, se puede instalar una etapa de clasificacion enfrente del sistema REnescience para extraer las
particulas de gran tamafio (por encima de 500 mm).

Tal como se muestra en la Figura 1, un flujo de RSM sin clasificar se calienta y su contenido sin agua se ajusta
mediante la adicion de solucion acuosa calentada. En realizaciones previas del proceso de REnescience, los
presentes inventores han confiado en la actividad celulasa proporcionada por las preparaciones enzimaticas aisladas
para facilitar la rdpida degradacion del componente biodegradable. Los presentes inventores han afiadido
previamente preparaciones de enzimas aisladas a los residuos calentados a un contenido sin agua apropiado. Los
residuos, con enzimas afiadidas, se pueden incubar previamente en un reactor denominado un "reactor enzimatico"
similar al descrito en el documento WO02011/032557, que presenta una camara que rota sobre un eje
sustancialmente horizontal, equipado con accesorios sobre su superficie interna que forman una matriz espiralada,
gue mueve los RSM de manera continua desde el extremo de entrada hasta el extremo de salida. En funcion del
grado al que se ajusta el reactor, y en funcién del tamafio del reactor, se puede controlar el "tiempo de residencia”
promedio de los RSM dentro del reactor. El reactor estaba equipado con elementos calentadores, de manera que se
pueda mantener una temperatura apropiada.

Mientras que se introducen de manera continua los RSM en el reactor y se eliminan parcialmente de manera

continua los RSM degradados del reactor, se obtiene un determinado tiempo de residencia promedio. Los RSM
parcialmente degradados eliminados del reactor entonces se someten a dos etapas distintas de separacion. En
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primer lugar, se aplica un separador balistico que tiene tamices de 40 mm para producir un flujo de lodo biogénico,
asi como una parte en 3D no degradable y una parte en 2D no degradable. En segundo lugar, la parte en 2D no
degradable se somete adicionalmente a deshidratacion usando una prensa de tornillo, con recuperacion del lodo
biogénico adicional que, a su vez, se mezcla con el lodo obtenido de la etapa de separador balistico.

El lodo biogénico obtenido entonces se somete a una separacion "fina" adicional usando dos tamices con vibracion,
teniendo el primero tamices de 8 mm, que separa principalmente contaminantes no degradables. El segundo tamiz
con vibracién, que tiene tamices de 3 mm, normalmente separa las fibras mas grandes, que comprenden una
cantidad considerable de material biodegradable. Tras pasar a través del tamiz de 3 mm, la suspension biogénica
obtenida se almacena en un tanque grande que esta equipado con células de carga, lo que permite un registro
preciso de la masa del lodo biogénico obtenido dentro de un periodo de tiempo dado.

La parte de sélidos en 2D deshidratados se somete después a un tren de lavado a contracorriente tanto para limpiar
la parte de 2D como también para recuperar el material biodegradable adicional que de otro modo se perderia. El
parte de sélidos en 2D deshidratados se somete después a un tren de lavado a contracorriente de dos fases en
tambores tanto para limpiar la parte en 2D como también para recuperar el material biodegradable adicional que de
otro modo se perderia. Los detalles se proporcionan en la Figura 1, que muestra el flujo de agua en el sistema. Se
aplica agua dulce para lavar el material en 3D no degradable recuperado del separador balistico en un Gnico tambor.

Este agua de lavado se usa después como agua "limpia" que se introduce en la segunda de dos unidades de lavado
idénticas para proporcionar un lavado a contracorriente - el nuevo agua "limpia" se encuentra con la basura "més
limpia" mientras de manera consecutiva se aplica mas agua a la basura "més sucia" entrante. El tren de lavado
funciona tal como sigue: la parte en 2D sucia entra en un tambor en la primera unidad de lavado, en donde los
residuos se mezclan con el agua de lavado a contracorriente y se mezclan mecanicamente. Adicionalmente, el agua
de lavado sucia se somete a una filtracion por tamices que tiene tamices de 0,04 a 0,08 mm, para eliminar fibras,
gue tipicamente comprenden principalmente material biodegradable. La arena y el material pesado también se
eliminan mediante sedimentacion y un transportador de tornillo en el fondo de cada unidad de lavado. La parte
eliminada normalmente es fundamentalmente arena/vidrio/plastico duro/ y otros materiales inorganicos. Tras el
primer lavado, el residuo se mueve mediante una barrena de tornillo a una segunda unidad de lavado, que es
idéntica a la primera. El agua de lavado de la primera unidad de lavado tipicamente tiene entre el 1 - 4 % en peso de
ST mientras que el agua de lavado de la segunda unidad de lavado tipicamente tiene el 0,5-3,0 % en peso.

Las aguas de lavado, que comprenden algo de material biodegradable recuperado de los RSM asi como
microorganismos asociados, se almacenaron después en un depdsito "de reserva". La solucion acuosa de este
depdsito "de reserva" entonces se usO para ajustar el contenido sin agua del RSM entrante. Anteriormente, los
presentes inventores han calentado primero la soluciéon del depdsito "de reserva" aplicando vapor, mezclando
después la solucién calentada con RSM entrantes para calentarlos de manera simultanea hasta una temperatura
apropiada y también ajustar el contenido sin agua.

Tal como se explica en los ejemplos presentados a continuacion de este ejemplo 1, los presentes inventores han
determinado previamente que la inoculacion de los RSM entrantes proporcionada por las aguas de lavado
recirculadas mejora lo que los presentes inventores denominan captura de biodegradables que se logra con la ayuda
de la hidrdlisis enzimatica usando preparaciones de celulasa aislada. Por "captura de biodegradables”, los presentes
inventores se refieren a solidos volatiles que se capturan en el lodo biogénico, que tipicamente se expresa como kg
de SV (sdlidos volatiles) / kg de RSM procesados.

En este experimento, los presentes inventores intentaron probar como de eficaz seria la captura de biodegradables
si no aplicasen ninguna preparacion de enzimas aisladas, sino que simplemente aplicaron un in6culo de los
microorganismos presentes de forma natural en los RSM, para lograr una degradacion rapida por hidrolisis y
fermentacién microbiana.

Para este fin, los presentes inventores ajustaron el depdsito "de reserva’, a partir del cual se extrae la solucion
recirculada de agua de lavado para ajustar el contenido sin agua del RSM entrante, con un sistema de intercambio
de calor, con el fin de usarlo como un fermentador que mantiene una temperatura de 45 grados C, para promover el
crecimiento bacteriano. El depdsito "de reserva" estd equipado con un sistema de agitacion que comprende un eje
vertical montado en el centro equipado con dos conjuntos de paletas unidas al eje. Los dos conjuntos de paletas
alcanzan dos tercios del diametro del depdsito y una altura sobre el eje que se corresponde con un cuarto de la
distancia desde la parte inferior del deposito y tres cuartos de la distancia desde la parte inferior del deposito. Con el
fin de evitar calentar el "indculo” extraido del depdsito de reserva/fermentador de tal manera que pudiese dafiar a los
microorganismos, los presentes inventores usaron diferentes procedimientos para calentar los RSM entrantes en
comparacion con los procedimientos normales usados cuando se aplican preparaciones de enzimas aisladas.

Los diecisiete (17) dias de ensayos documentados en el presente ejemplo se dividieron en cinco secciones tal como
se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Trascurso temporal del ensayo de hidrélisis y fermentacion microbiana.

Tiempo (horas) % de enzima afiadido Comentario
0-153 0,9% Funcionamiento de la primera enzima
153 - 207 mantenimiento
207 - 250 0% Tiempo de ascenso sin enzimas
250 - 319 0% Solo fermentacién microbiana
319 - 390 0,9% Funcionamiento de la segunda enzima

Los RSM no clasificados obtenidos de Copenhague, Dinamarca, se cargaron de forma continua en la planta de
demostraciéon REnescience. La preparaciéon de enzimas aisladas usada fue una preparacién de celulasa
comercialmente disponible optimizada para la conversién de biomasa lignocelulésica y proporcionada por
NOVOZYMES™ bajo la marca CELLIC CTEC 3™. Durante los periodos en los que se usoO la preparacion de
enzimas aisladas, se afiadié una cantidad correspondiente a 9 g de preparacién de enzimas para cada kg de RSM
entrante (0,9 % en peso) (datos comparativos). Los ajustes para la operacién fueron tal como sigue para ambos
periodos en los que se afiadid la preparacion comercial de enzimas aisladas:

* Se introdujo un flujo entrante de RSM en el reactor enziméatico a velocidad de 280 kg de RSM/h

* Se ajusto el contenido sin agua del flujo entrante de RSM afiadiendo una solucién de agua de lavado recirculada,
que se habia almacenado en el depédsito de reserva a temperatura ambiente, después se calentd a
aproximadamente 75 grados C en el calentador de agua a la tasa de 560 | de agua/h.

+ Se introdujo CTEC 3™ al flujo entrante de RSM al 0,9 % en peso correspondiente a la actividad celulasa de
aproximadamente 670 UPF por contenido de litro de agua de los RSM humedecidos.

* Se dej6 funcionar el reactor enzimatico para lograr un tiempo de retencién promedio de aproximadamente 18
horas a aproximadamente 50 °C, con ajuste de pH usando CaCO3; hasta estar dentro del intervalo de pH de 4,5 -
5.

Durante el periodo de "mantenimiento, se detuvo el reactor. Al final de este periodo, se eliminaron
aproximadamente 2000 kg de contenidos del reactor enzimatico antes de proceder con la operacion continua en el
periodo "sin enzimas".

El periodo denominado "tiempo de ascenso" sin enzimas se refiere al periodo durante el cual se eliminé el CTEC3
residual del sistema.

Los ajustes para la operacion durante el periodo sin enzimas (es decir, tanto para el "tiempo de ascenso” como para
"solo fermentacion microbiana") fue tal como sigue:

+ Se introdujo un flujo entrante de RSM en el reactor enzimatico/fermentador microbiano a velocidad de 130 kg de
RSM/h

» Se ajustd el contenido sin agua del flujo entrante de RSM afiadiendo un inéculo, que comprende una solucién de
agua de lavado recirculada extraida del depdsito de reserval/fermentador, que se mantuvo a 45 grados C y se
agit6 de forma continua usando el agitador descrito anteriormente que funciona a aproximadamente 30 rpm, y en
el que se pueden afiadir los sustratos para promover el crecimiento bacteriano y la expresion de enzima celulasa,
incluyendo aproximadamente el 1 % en peso de extracto de levadura, aproximadamente el 1 % en peso de
glucosa/sacarosa mezclada, y aproximadamente el 1 % en peso de celulosa microcristalina (marca AVICEL ™).
Este "in6culo" se extrajo a través del calentador de agua que se mantuvo a aproximadamente 45 grados C a la
tasa de 260 | de agua/hora.

» Se dejo funcionar el reactor enzimatico/fermentador microbiano (NOTA, explicar el tiempo de retencion) para
lograr un tiempo de retencion promedio de aproximadamente 36 horas a aproximadamente 45 °C, con ajuste de
pH usando CaCOs hasta estar dentro del intervalo de 4,5 - 5.

Las muestras se obtuvieron en puntos temporales seleccionados en los siguientes lugares:

- Ellodo biogénico obtenido tras pasar a través del tamiz de 3 mm, que se denomina "EC12B"
- Material retenido por el tamiz de 8 mm

- Material retenido por el tamiz de 3 mm

- Material retenido por el tamiz de fibras 1 aplicado a las aguas de lavado

- Material retenido por el tamiz de fibras 2 aplicado a las aguas de lavado

- Aguas de lavado muestreadas tras el aclarado de los tamices de fibras

- Parte no degradable en 2D

- Parte no degradable en 3D

- Parte inferior inerte de ambas unidades de lavado
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La produccion de lodo biogénico se midié con células de carga en el deposito de almacenamiento. El flujo de entrada
de aguas dulces se midi6 con medidores de flujo. Las otras partes se pesaron por separado en una balanza, de
manera que se pudiera contabilizar el flujo de masa total para cualquier periodo de tiempo dado.

Con fines de andlisis de los contenidos, las muestras también se obtuvieron en puntos de tiempo seleccionados de
EC12B, del deposito de reserva/fermentador, y del reactor enzimatico/reactor de fermentacién microbiana. Estas
muestras se hirvieron para detener la actividad microbiana y enzimatica.

La Figura 2 muestra la suma de los metabolitos microbianos lactato, acetato y etanol, expresados como una
concentracion en gramos por litro, en muestras de lodos biogénicos obtenidas en diversos puntos temporales. Tal
como se muestra, durante el primer periodo con actividad celulasa afiadida, entre las horas 1 y 153, el nivel de
metabolitos microbiano aumenta de forma gradual hasta llegar a ser relativamente estable a aproximadamente 35 g/l
(datos comparativos). Durante el periodo solo con fermentacion microbiana, entre las horas 250 y 319, el nivel de
metabolitos fue en tanto menor pero estable a aproximadamente 27-30 g/l. Durante el segundo periodo con actividad
celulasa afiadida, entre las horas 319 y 390, parece aumentar el nivel de metabolitos en relacion con el primer
periodo con actividad celulasa afiadida a entre 35-40 g/l (datos comparativos). Estos resultados indican, por un lado,
gue puede ser ventajoso incluir alguna actividad celulasa complementaria con la fermentacion microbiana. Por otro
lado, estos resultados también indican que el inéculo usado fue suficiente como para promover la rapida
degradacion de los RSM usando solo fermentacion microbiana.

La Figura 3 muestra la captura de biodegradables en kg de ST (sélidos totales)/kg de RSM para diversos periodos
de tiempo. Normalmente, la captura de organicos se determina en términos de sdlidos volatiles (SV). Se tomaron
estas muestras y los resultados se pueden proporcionar tras la presentacion. En este caso, los resultados se
presentan en términos de ST, que incluyen el contenido de cenizas.

La Figura 3(A) muestra la captura de biodegradables en kg de ST/kg de RSM en muestras de lodo biogénico
obtenido tras pasar a través del tamiz de 3 mm, denominado "EC12B". Para un periodo dado, la produccion
promedio de lodo biogénico obtenido tras pasar a través del tamiz de 3 mm denominado "EC12B" se calcula como
kg de lodo/H; el rendimiento promedio de RSM se calcula como kg de RSM/H; el contenido en SV promedio del lodo
se analiza y el resultado se expresa como % de SV de la masa total; los kg de SV se calculan como kg de lodo/H *
% de SV = kg de SV/H

Entonces, kg de SV/H / kg de RSM/H = kg de SV / kg de RSM. Durante el periodo solo con fermentacion microbiana,
entre las horas 250 y 319, se corrigieron las figuras para que no contasen la masa de sustratos especiales afiadidos
al depdésito de reserva/fermentador. Tal como se muestra, durante el primer periodo con actividad celulasa afadida,
entre las horas 1 y 153, el nivel de captura de biodegradables en el lodo biogénico obtenido tras el tamiz de 3 mm
fue de aproximadamente 0,21-0,25 kg de ST/kg de RSM (datos comparativos). Durante el periodo solo con
fermentacién microbiana, entre las horas 250 y 319, el nivel de "captura de orgénicos" en el lodo biogénico obtenido
tras el tamiz de 3 mm se redujo claramente a aproximadamente 0,10 a 0,15 kg de ST/kg de RSM. Durante el
segundo periodo con actividad celulasa afiadida, entre las horas 319 y 390, el nivel de captura de biodegradables en
el lodo biogénico obtenido tras el tamiz de 3 mm fue similar al observado durante el primer periodo con actividad
celulasa afiadida, a aproximadamente 0,21 - 0,25 kg de ST/kg de RSM (datos comparativos). La Figura 3(B) muestra
la "captura total de biodegradables"” en kg de ST/kg de RSM, combinando tanto los ST obtenidos en muestras de
lodo biogénico obtenido tras el paso a través del tamiz de 3 mm denominado "EC12BV" asi como los ST obtenidos
en las partes de fibras obtenidas por el tamiz de 3 mm y por los tamices de fibras 1 y 2 aplicados a las aguas de
lavado. Durante el periodo solo con fermentacion microbiana, entre las horas 250 y 319, se corrigieron las figuras
para que no contasen la masa de sustratos especiales afiadidos al depdsito de reserva/fermentador. Tal como se
muestra, durante el primer periodo con actividad celulasa afiadida, entre las horas 1 y 153, el nivel de "captura total
de biodegradables" solo fue ligeramente mayor que el nivel de captura de biodegradables en el liquido (datos
comparativos). Durante el periodo solo con fermentacion microbiana, entre las horas 250 y 319, el nivel de "captura
total de biodegradables” aumentd mucho en comparacion con la captura solo en el liquido, hasta niveles
aproximadamente iguales a los logrados con la actividad celulasa afiadida. Durante el segundo periodo con actividad
celulasa afiadida, entre las horas 319 y 390, el nivel de "captura total de biodegradables" fue similar al observado
durante el primer periodo con actividad celulasa afiadida (datos comparativos). Estos resultados indican que, aunque
la actividad celulasa afadida claramente facilita una degradacion mas completa de los RSM durante el tiempo de
retencién corto antes de la separacion de los sdélidos no degradables, sin embargo, la fermentacién microbiana sola
puede proporcionar una degradacion suficiente del RSM durante un tiempo de retencién similarmente corto para
permitir una "captura de biodegradables" esencialmente equivalente en la clasificacién biolégica de RSM.

Esto es particularmente significativo porque el lodo biogénico obtenido usando la actividad celulasa comercial
afiadida no retiene mucha actividad tras la separacién de los sdlidos no degradables. Este efecto posiblemente
surge de un modo sustancialmente diferente de catdlisis de celulasa en el caso de la actividad secretada por
organismos vivos en la vida real, en comparacién con las actividades de los productos secretados, disefiados
genéticamente que se han "recolectado" y se proporcionan como CTEC3™. En ensayos previos a la planta de
demostracion, los presentes inventores han examinado las diversas partes descritas anteriormente, buscando
identificar el destino de la actividad celulasa comercial afiadida. Los niveles de actividad celulasa (UPF) observados
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en el lodo biogénico obtenido tras el tamiz de 3 mm denominado "EC12B" fueron tipicamente menores del 0,5 % de
los observados en el reactor enzimatico antes de la separacion de los materiales no degradables.

Por el contrario, se puede esperar que el lodo biogénico obtenido usando solo la fermentaciéon microbiana retenga un
nivel muy alto de actividad celulasa de origen microbiano, en la medida en que retiene un alto nivel de células vivas.
Por consiguiente, al contrario de la degradacion dependiente de CTEC3™, la fermentacion microbiana permite el
simple recurso de fermentacion posterior del lodo biogénico, antes de la produccién de biometano u otros usos. En la
fermentacién posterior, la "captura de biodegradables" retenidos por los diversos tamices se mezcla con el lodo
biogénico y se permite que continle fermentando a una temperatura apropiada.

Las muestras de lodo biogénico obtenidas en puntos temporales seleccionados durante el periodo de fermentacion
microbiana se analizaron para los sélidos disueltos. El contenido en sélidos volatiles de la muestra de sobrenadante
se determiné restando de la medida de materia seca la ceniza tras la combustion en el horno a 550 °C y se expresa
como un porcentaje de masa como sélidos volatiles disueltos en %. El contenido en materia seca del sedimento se
determina secando a 60 grados C durante 48 horas. La parte liquida del sedimento (1 - materia seca del sedimento)
se expresa como un porcentaje de la masa del sedimento. Se estima que la composicién de la parte liquida del
sedimento es similar al sobrenadante. Por lo tanto, el total de sélidos volatiles disueltos de la muestra es la suma de
los solidos volatiles disueltos del sobrenadante y el (porcentaje de masa de la parte liquida del sedimento)x(los
sélidos volatiles disueltos del sobrenadante). Los resultados del andlisis se muestran en la Tabla 3. Las
concentraciones de lactato, acetato y etanol se muestran como % de peso global.

Tabla 3. Andlisis de lodo biogénico.

Hora (% de SV disueltos |% de SV disueltos (% en peso de |% en peso(% en peso (% en peso [Suma: lactato,
del total de SV del total de ST SV disueltos de lactato |de acetato [de etanol |acetato, etanol
259 50,12 32,09 4,32 2,140 0,569 0,074 2,782
271 48,49 30,98 4,08
284 50,06 32,11 4,47 2,265 0,583 0,109 2,957
296 45,19 24,88 3,77 2,172 0,536 0,109 2,818
308 46,88 26,90 3,79 2,113 0,531 0,108 2,752

Tal como se muestra, como un porcentaje del total de sélidos volatiles, el contenido en sdlidos disueltos del lodo
biogénico obtenido usando solo la fermentacion microbiana fue consistente de entre el 40-50 %. Esto indica que la
fermentacion microbiana sola es suficiente para degradar sustancialmente los RSM a fin de hacer que el contenido
en biodegradables sea susceptible de recuperacion en una operacion de clasificacion bioldgica tal como se describe
en el presente documento. El lodo obtenido tal como se describe era bombeable a todos los periodos temporales
durante la fermentacion microbiana.

Ejemplo 2. Caracterizacion de la actividad celulasa de origen microbiano y otras actividades de degradacion de RSM
expresadas por inéculo microbiano.

Durante el ensayo descrito en el Ejemplo 1, se extrajo una muestra liquida del depdsito de reserva/deposito
fermentador (in6culo microbiano) en la hora 245. Si bien esta muestra se tomo un poco antes del lavado completo de
la actividad CTEC3 residual, la actividad residual de CTEC en el tanque de almacenamiento intermedio/fermentador
en este punto no podria haber sido mayor a 8 UPF/I en la estimacién del peor caso. Desde el momento en que se
extrajo la muestra hasta que comenzo el experimento, pasaron 5,5 horas. Se afiadieron 20 ml de indculo microbiano
a 1g de sustrato seco. Los sustratos fueron; pafiuelo de papel de pulpa de papel 100 % nueva (LOMELETTER™), la
parte celulésica de los residuos modelos y los residuos modelos completos. Los residuos modelo se prepararon
usando productos recientes para que comprendan la parte "organica” (definida como las partes celulésicas, animales
y vegetales) de los residuos solidos municipales (preparados como en Jensen et al., 2010 basado en Riber et al.
2009). La composicion de los residuos modelos completos fue tal como sigue:

% de RSM modelo (peso humedo)

Animal 23
Vegetal 81,6
Celulésica 53,2

La parte celulésica consiste en cartdn (recubierto y no recubierto), papel limpio, panfletos, envoltorios de regalo y
mas. La parte animal consiste en proteinas y grasas de aves de corral, cerdos y vacas. Las partes vegetales
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contienen frutos, hortalizas y partes no comestibles tales como vainas de guisantes verdes.

Los residuos modelo se almacenaron en alicuotas a -20 °C y se descongelaron toda la noche a 4 °C, El residuo
modelo tiene un contenido en materia seca del 28,4 % (se afiadieron 3,52 g de residuo modelo para producir 1 g de
materia seca (MS)). Ademas, para cada tipo de sustrato, se aplico CELLIC CTEC3 ™ (VDNIO009, NOVOZYMES
AJS, Bagsvaerd, Dinamarca) (CTec3) a una dosificacion de 32 mg/g de materia seca en los sustratos, para comparar
con la medida de hidrélisis alcanzada por el indculo microbiano.

La actividad celulasa de CTEC3 se midi6 anteriormente mediante el método documentado en Ghose, T.K.,
Measurement of cellulase activities. Pure & Appl. Chem., 1987. 59(2): p. 257-268, y se descubri6é que era de 179
UPF/g de preparacion enzimatica. Por consiguiente, la dosis usada en estos experimentos se corresponde con
aproximadamente 5,7 UPF/g de MS o, expresada en términos de volumen de reaccion, aproximadamente 286 UPF/I.

Para ajustar y mantener el pH a 5 durante la reaccion con CTEC3 afiadido, se aplicé un tampdn de acetato de sodio
(0,05 M) para elevar el volumen total hasta 20 g. Cada reaccion se realiz6 por triplicado, y se incubé una reaccion de
cada sustrato en paralelo con solo tampon afiadido (blanco de sustrato).

Las reacciones se incubaron durante 24 horas en un rotador Stuart Rotator SB3 (que gira a 4RPM) colocado en una
camara calentadora (Binder, GmbH, Tuttlingen, Alemania) establecida a 45 °C. Después se retiraron los tubos del
incubador y se fotografiaron. Dado que la estructura fisica de las muestras parecia parcialmente disuelta, se agitaron
vigorosamente los tubos a mano durante aproximadamente 2 segundos y se fotografiaron una vez mas.

Después se centrifugaron los tubos a 1350 g durante 10 minutos a 4 °C. Después se decanto el sobrenadante, y se
secaron el sobrenadante y el sedimento durante 2 dias a 60 °C en la camara calentadora. El peso del material seco
se registrd y se uso para calcular la distribucion de materia seca. La conversion de materia seca en las muestras se
calculé basandose en estos nimeros. Como control, se incubd una muestra de inéculo microbiano (contenido en
sélidos del 4,54 % + 0,06) sin sustrato para evaluar la liberacion de soélidos de fondo (33,9 % * 0,8). La conversion
de sdlidos de los sustratos afladidos mediante in6culo microbiano se corrigié mediante la resta de la contribucion de
sélidos a la parte de liquido del propio in6culo microbiano. El fondo relativamente alto en estas muestras
posiblemente sobreestima el fondo observado en muestras que contienen sustrato afiadido. Este alto contenido
puede incluir una contribucién considerable de la masa celular que, en ausencia de una fuente adicional de alimento,
volvio a una forma soluble durante el transcurso del experimento, en contraste con la forma de un organismo vivo,
gue precipita facilmente en estas condiciones experimentales. Para todos los sustratos, la adicion del in6culo
microbiano dio como resultado una mayor liberacion de sélidos que esta liberacion de sélidos de fondo, lo que indica
la hidrolisis parcial de los sustratos por el in6culo microbiano.

La Figura 4 muestra la degradacion comparativa de los sustratos celulésicos y de los RSM modelo mediante el
in6culo microbiano y con ayuda de CTEC3. Tal como se muestra, con un sustrato celuldsico tal como un pafiuelo de
papel, CTEC3 proporciona claramente una degradacién mas extensa al nivel de dosis dado. Usando la degradacion
comparativa del pafiuelo de papel como un estimador de la actividad celulasa, se demuestra que el indculo
microbiano presenta aproximadamente 1/6 de la actividad presentada por CTECS3. La actividad celulasa de origen
microbiano expresada mediante el in6culo microbiano, por lo tanto, se puede estimar como (1/6)*286 UPF/l) o
aproximadamente 48 UPF/I en el marco temporal de incubacion de 24 horas.

Cabe destacar que se desconocen los mecanismos precisos mediante los cuales se proporciona actividad celulasa
de origen microbiano. Sin desear quedar sujeto a ninguna teoria, a los presentes inventores les parece que el
contacto con el sustrato induce la expresiéon de actividad celulasa de tal forma que es efectivamente "local" para el
organismo donador y efectivamente emerge durante el trascurso de la incubacién. En la medida en que esto sea
correcto, la actividad celulasa de origen microbiano principalmente "seguird" a las células vivas.

Las muestras de CTEC3 también demuestran que proporcionan una degradacion mas extensiva de los RSM. En el
presente caso, sin embargo, la degradacion del blanco de sustrato es alta, lo que sugiere que también puede haber
contribuido alguna actividad microbiana a la degradacion con CTECS3.

Ironicamente, a pesar de niveles mucho mas bajos de actividad celulasa per se en UPF/I, el in6culo microbiano
demuestra que logra niveles de degradacion de la parte celulésica de los RSM modelo que son comparables con los
niveles logrados usando CTEC3.

La Figura 5 muestra una fotografia tomada tras la agitacion de estos tres tubos a los que se les afiadi6 como
sustrato una parte celulésica de los RSM modelo, mostrando la apariencia comparativa al final de la incubacion. Tal
como se muestra, la parte celulésica se degrada de manera aproximadamente equivalente al comparar las muestras
de CTEC3 y de inéculo. Se ha documentado anteriormente en fermentaciones del acido lactico con hidrdlisis
simultadnea usando preparaciones de celulasa aislada, véase Schmidt y Padukone 1997, que las actividades celulasa
tipicas a niveles tan altos como 25 UPF/g de MS digieren papel de revista brillante y otros papeles recubiertos, asi
como papel de periddico, con menos de la mitad de la eficacia con la que pueden digerir el papel limpio. Los
resultados mostrados en este caso sugieren que algunas actividades enzimaticas ademas de la actividad celulasa se
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pueden expresar mediante el inéculo microbiano o su progenie que contribuye a la degradacién de la parte
celuldsica de los RSM modelo.

Ejemplo 3. Caracterizacién de los recuentos bacterianos de BAL.

Durante el ensayo descrito en el Ejemplo 1, se extrajeron en diversos puntos temporales durante el periodo de la
hora 235 a la 319, las muestras del deposito de reserva/fermentador (in6culo microbiano) asi como las muestras del
lodo biogénico obtenido tras el tamiz de 3 mm denominado "EC12B".

Se extrajeron alicuotas de las muestras y se determiné el contenido en materia seca mediante secado a temperatura
ambiente (para evitar el dafio al contenido de ADN). Las muestras no congeladas obtenidas en tubos de 50 ml se
congelaron después con afiadiendo glicerol al 50 % en peso.

El recuento de células se determind mediante PCR cuantitativa (QPCR). Se suspendieron 5 ml de las células
suspendidas en glicerol en 5 ml de H»O esterilizada con filtro. Se filtr6 una alicuota en un filtro y se determiné la
concentracion de sdlidos. EI ADN se exirajo de la masa celular filirada usando un kit FastDNA ™ (MP
BIOMEDICALS ™). El numero de copias de genes de ARNr 16S en el ADN extraido se cuantific6 mediante analisis
de gPCR con cebadores universales de genes de ARNr 16S. El método cuantifica solo bacterias y no arqueas. El
namero de células bacterianas se calculé basandose en estos datos, asumiendo un promedio de 3,0 nimeros de
copias de genes de ARNr 16S por célula viva. Los numeros calculados de células bacterianas se relacionaron luego
con la concentracion de materia seca (sélidos totales) en las muestras. Las UFC/g de MS calculadas se usaron para
estimar las UFC/I donde el inéculo microbiano era, en promedio, del 3,95 % en peso de MS durante periodo
temporal y donde el lodo biogénico era, en promedio, del 11,98 % en peso de MS.

Los recuentos bacterianos por g de materia seca para las muestras se muestran en la Tabla 4, junto con una
estimacion de UFC/I.

Tabla 4. Recuentos de bacterias vivas en indculo microbiano y lodo biogénico.

UFC/g de ST UFC/
Hora Inéculo lodo biogénico Inéculo lodo biogénico
235 5,40 x 10*° 4,10 x 10° 2,13 x 10* 4,84 x 101!
283 1,00 x 10% 4,00 x 10° 3,95 x 10" 4,72 x 10"
307 5,00 x 10*° 2,00 x 10° 1,98 x 10™ 2,36 x 10™

Estos resultados demuestran claramente que las células bacterianas vivas siguen el lodo biogénico. Por
consiguiente, se puede esperar que el lodo biogénico en si pueda proporcionar un indculo eficaz y proporcionara
actividad celulasa de origen microbiano para la posterior fermentacién de fibras biodegradables recolectadas por los
diversos tamices, asi como para los solidos no disueltos retenidos en el lodo en el momento de la separacion inicial
de los sélidos no degradables.

Estos resultados indican que la hidrdlisis y la fermentacion microbiana inducida por el in6culo microbiano dio como
resultado un crecimiento relativamente estacionario durante el trascurso de la hidrdlisis y de la fermentacion y que se
podria esperar que el lodo biogénico obtenido proporcionase un indculo apropiado para la fermentacion posterior con
fibras recuperadas en los diversos tamices.

Generalmente se espera que las BAL comprendan una proporcion importante de la poblacién microbiana que
evoluciona cuando los RSM simplemente se incuban a temperaturas de entre 37 y 50 °C. Véase, por ejemplo, Akao
et al. 2007a; Akao et al. 2007b; Sakai et al. 2000; Sakai et al. 2004. Los recuentos de bacterias BAL vivas del orden
de 10 UFC/I se pueden obtener de manera habitual en aproximadamente 12 horas de fermentacion del acido
lactico en modelo de residuos de cocina, sin actividad enzimatica afiadida. Véase Sakai et al. 2000 y Sakai et al.
2004. Los tiempos de duplicacion de la generacion de bacterias del acido lactico identificadas en los ejemplos
presentados posteriormente son, para este ejemplo 3, del orden de 4 a 5 horas. Véase Liong y Shaw 2005.

La proporcién de bacterias vivas en las muestras que representa las bacterias del acido lactico se puede determinar
de manera decisiva a partir de las mediciones del ARN 16S descritas en el Ejemplo 4. Sin embargo, estos resultados
no estaran disponibles hasta después de la presentacion. En todos los ensayos experimentales previos en la planta
de demostracion REnescience que implican la inoculacion de los RSM entrantes con aguas de lavado recirculadas,
cuando las muestras se congelan de manera apropiada con glicerol para proteger a los organismos, las especies de
Lactobacillus emergen como las predominantes, comprendiendo de manera invariable més del 90 % del total de los
organismos detectados en muestras del reactor enzimatico/reactor de fermentacién microbiana y lodo biogénico. Por
consiguiente, cuando los presentes inventores estiman que las especies de Lactobacillus (que probablemente no
sean las Unicas BAL presentes) comprenden al menos el 90 % de las células vivas, los niveles de BAL en la fase
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acuosa dentro del reactor enzimatico/reactor de fermentacion microbiana en el Ejemplo 1 se mantuvieron durante el
trascurso de la hidrélisis y la fermentacion al menos a 2,1 x 10* UFCII.

Ejemplo 4. Identificacién de microorganismos que proporcionan hidrélisis y fermentacion en el ejemplo 1.

Las muestras del lodo biogénico obtenidas tras el paso a través del tamiz de 8 mm denominado "EC12B", y del
liquido (in6culo microbiano) del depdsito de reserva/fermentador denominado "EAQ02" asi como las muestras del
calentador de agua "LB01" se tomaron durante el ensayo a las horas 101 y 125, durante el primer periodo CTEC3
afiadido, a la hora 245, al final del "tiempo de ascenso sin CTEC3" a la hora 269, durante el periodo solo con
fermentacién microbiana, y a las horas 341 y 365, durante el segundo periodo con CTEC3 afiadido.

Las muestras liquidas se congelaron en glicerol al 20 % y se almacenaron a -20 °C con el fin de realizar el andlisis
de ADNr 16S para identificar los microorganismos. Este analisis es bien conocido en la materia y se usa
ampliamente para la identificacion y el analisis filogenético de procariotas basado en el componente 16S de la
subunidad ribosémica pequefia. Las muestras congeladas se enviaron en hielo seco a GATC Biotech AB, Solna, SE,
en donde se realiz6 el analisis de ADNr 16S (GATC_Biotech).

El analisis comprendio: la extraccion de ADN gendmico, la preparacion de la biblioteca de amplicones usando el par
de cebadores de cebadores universales que abarca las regiones hipervariables V1 a V3 27F:
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG / 534R: ATTACCGCGGCTGCTGG; 507 pb de longitud), el marcaje de PCR con
adaptadores GS FLX, la secuenciacién en un instrumento Genome Sequencer FLX para obtener un nimero de
104.000-160.000 lecturas por muestra. Las secuencias resultantes se consultaran en un BlastN frente a la base de
datos de ADNr del Ribosomal Database Project (Cole et al., 2009). La base de datos contiene secuencias de buena
calidad con al menos 1200 pb de longitud y una asociacion taxonémica del NCBI. La version actual (RDP version 10,
actualizada el 19 de septiembre de 2012) contiene secuencias de 9.162 bacterias y de 375 arqueas. Los resultados
de BLAST se filtraran para eliminar los accesos cortos y de baja calidad (identidad de secuencia = 90 %, cobertura
de alineacion = 90 %).

El nimero de proyecto para las muestras registradas en GATC fue NG-7116. Los resultados estaran disponibles
después de la presentacion.

Ejemplo 5. La fermentacion microbiana concurrente mejora la captura de organicos mediante hidrdlisis enzimatica de
RSM no clasificados usando preparaciones de enzimas aisladas.

(Ejemplo comparativo)

Se llevaron a cabo reacciones a escala de laboratorio con la muestra de lodo biodegradable del ensayo descrito en
el ejemplo 9.

El sustrato de RSM modelo para las reacciones a escala de laboratorio se prepar6é usando productos recientes para
gue comprendan la parte "organica" (definida como las partes celulésicas, animales y vegetales) de los residuos
sélidos municipales (preparados tal como se describe en Jensen et al., 2010 basado en Riber et al. 2009).

Los RSM se almacenaron en alicuotas a -20 °C y se descongelaron toda la noche a 4 °C. Las reacciones se hicieron
en tubos de centrifugacion de 50 ml y el volumen total de reaccion fue de 20 g. Los RSM modelo se afiadieron al 5 %
de materia seca (MS) (medida como el contenido en materia seca que permanece tras 2 dias a 60 °C).

La celulasa aplicada para la hidrélisis fue Cellic CTec3 (VDNIOO03, Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca)
(CTec3). Para ajustar y mantener el pH a pH 5, se aplic6 un tamp6n de citrato (0,05 M) para elevar el volumen total
hasta 20 g.

Las reacciones se incubaron durante 24 horas en un rotador Stuart Rotator SB3 (que gira a 4RPM) colocado en una
camara calentadora (Binder GMBH, Tuttlingen,Alemania). Se hicieron controles negativos paralelos para evaluar la
liberacion de fondo de materia seca del sustrato durante la incubacion. Tras la incubacion, los tubos se centrifugaron
a 1350 g durante 10 minutos a 4 °C. Después se decant6 el sobrenadante, se extrajo 1 ml para el andlisis de HPLC
y el sobrenadante restante y el sedimento se secaron durante 2 dias a 60 °C. Se registro el peso del material seco y
se uso para calcular la distribucion de materia seca. La conversion de MS en los RSM modelo se calculé basandose
en estos numeros.

Se midieron las concentraciones de acidos organicos y de etanol usando un Ultimate 3000 HPLC (Thermo Scientific
Dionex) equipado con un detector del indice de refraccion (Shodex® RI-101) y un detector de UV a 250 nm. La
separacion se realizé en una columna de monosacaridos Rezex RHM (Phenomenex) a 80 °C con H;SO4 5 mM
como eluyente a un caudal de 0,6 ml/min. Los resultados se analizaron usando el programa informatico Chromeleon
(dionex).
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Para evaluar el efecto de la fermentacién y de la hidrélisis concurrente, se afiadieron a las reacciones con 0 sin
CTec3 (24 mg/ g de MS) 2 ml/20 g de bioliquido del ensayo descrito en el ejemplo 5 (muestreado el 15 y el 16 de
diciembre).

Conversion de MS en RSM.

La conversién de sélidos se midié como el contenido de sélidos hallados en el sobrenadante como un porcentaje de
materia seca total. La Figura 5 muestra la conversion para el blanco de RSM, la preparacion de enzima aislada, el
in6culo microbiano solo, y la combinacién de inéculo microbiano y enzima. Los resultados muestran que la adicion
de EC12B del ejemplo 5 dio como resultado una conversion de materia seca significativamente mayor en
comparacioén con la liberacién de materia seca de fondo en el blanco de reaccién (Blanco de RSM) (pruebas de la t
de Student, p<0,0001). La fermentacidon microbiana concurrente inducida mediante la adicién de la muestra de
EC12B y la hidrolisis enzimatica usando CTec3 dio como resultado una conversion de materia seca
significativamente mayor en comparacion con la reaccion hidrolizada solo con CTec3 y las reacciones solo con
EC12B afiadido (p<0,003).

Analisis en HPLC de glucosa, lactato, acetato y EtOH.

La concentracion de glucosa y los metabolitos microbianos (lactato, acetato y etanol) medida en el sobrenadante se
muestra en la Figura 6. Tal como se muestra, hubo una baja concentracion de fondo de estas en el blanco del
modelo de RSMy el con el contenido de acido lactico presumiblemente proviene de bacterias autéctonas del modelo
de RSM, ya que el material utilizado para crear el sustrato no era de ninguna manera estéril ni calentaba para
eliminar bacterias. El efecto de adicion de CTec3 dio como resultado un aumento en glucosa y en 4cido lactico en el
sobrenadante. Las concentraciones mas altas de glucosa y de metabolitos bacterianos se hallaron en las reacciones
en las que se afiadia bioliquido de EC12B del ejemplo 9 de manera concurrente con CTec3. La fermentacion y la
hidrélisis concurrente, por lo tanto, mejoran la conversién de materia seca en RSM modelo y aumentan la
concentracién de metabolitos bacterianos en los liquidos. Bibliografia: Jacob Wagner Jensen, Claus Felby, Henning
Jdrgensen, Georg @rnskov R@nsch, Nanna Dreyer N@rholm. Enzymatic processing of municipal solid waste. Waste
Management. 12/2010; 30(12):2497-503.

Riber, C., Petersen, C., Christensen, T.H., 2009. Chemical composition of material fractions in Danish household
waste. Waste Management 29, 1251-1257.

Ejemplo 6. La fermentacion microbiana concurrente mejora la captura de organicos mediante hidrélisis enzimatica de
RSM no clasificados usando preparaciones de enzimas aisladas.

(Ejemplo comparativo)

Los ensayos se realizaron en un reactor por lotes disefiado especialmente y mostrado en la Figura 8, usando RSM
no clasificados con el objetivo de validar los resultados obtenidos en experimentos a escala de laboratorio. Los
experimentos ensayaron el efecto de afiadir un in6éculo de microorganismos que comprende bioliquido obtenido de
las bacterias del ejemplo 7 con el fin de lograr una fermentacién microbiana y una hidrélisis enzimatica concurrentes.
Los ensayos se realizaron usando RSM sin clasificar.

Los RSM usados para ensayos a pequefia escala fueron un punto focal de la investigacion y el desarrollo en
REnescience. Para que los resultados de los ensayos fuesen valiosos, se requirid que los residuos fuesen
representativos y reproducibles.

Los residuos se recolectaron de Nomi I/S Holstebro en marzo de 2012. Los residuos eran residuos solidos
municipales (RSM) sin clasificar del respectivo area. Los residuos se trituraron a 30x30 mm para Su uso en ensayos
a pequefia escala y para la coleccion de muestras representativas para ensayos. Se aplicé la teoria de muestreo
para los residuos triturados mediante el submuestreo de residuos triturados en cubos de 22 litros. Los cubos se
almacenaron en un contenedor frigorifico a -18 °C hasta su uso. Los "residuos reales" estaban compuestos de ocho
cubos de residuo de la coleccion. Se volvié a mezclar y se volvié a muestrear el contenido de estos cubos con el fin
de asegurar que la variabilidad entre repeticiones era tan baja como fuese posible.

Todas las muestras se sometieron a condiciones similares en cuanto a agua, temperatura, rotacion y efecto
mecanico. Se usaron seis camaras: tres sin inoculacion y tres con inoculacién. El contenido sin agua designado
durante el ensayo se establecio al 15 % del contenido sin agua mediante adiciéon de agua. La materia seca en el
material de inoculacién se contabilizd6 de modo que la adicion de agua dulce en las camaras inoculadas fue menor.
Se afadieron 6 kg de RSM a cada camara, como fue 84 g de CTEC3, una preparacion comercial de celulasa. Se
afiadieron 2 litros de inoculo a las camaras inoculadas, con una correspondiente reduccion en el agua afiadida.

El pH se mantuvo a 5,0 en las camaras inoculadas y a pH 4,2 en las camaras no inoculadas usando
respectivamente la adicion de NaOH al 20 % para aumentar el pH y H,SO4 al 72 % para reducir el pH. El pH mas
bajo en la cdmara no inoculada ayudé a asegurar que las bacterias intrinsecas no floreciesen. Los presentes
inventores han demostrado que, usando la preparacién de enzimas usada, CTEC3 Tm, en el contexto de hidrdlisis
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de RSM, no se puede discernir diferencias en la actividad entre el pH de 4,2 y el pH d 5,0. La reaccién continué a 50
grado C durante 3 dias, proporcionando agitacion rotativa constante con el reactor experimental.
Al final de la reaccion, las camaras se vaciaron a través de un tamiz y un bioliquido que comprende material
licuefactado producido por hidrdlisis enzimatica y fermentacién microbiana concurrente de RSM.

Se determinaron la materia seca (ST) y los soélidos volatiles (SV) mediante el método de la materia seca (MS): Se
secaron las muestras a 60 °C durante 48 horas. El peso de la muestra antes y después del secado se usé para
calcular el porcentaje de MS.

Peso seco dela muestra

Peso humedo (g) x100

MS de la muestra (%)

Método de solidos volatiles:

Los solidos volatiles se calculan y se presentan como el porcentaje de MS menos el contenido en cenizas. El
contenido en cenizas de una muestra se descubri6 quemando la muestra presecada a 550 °C en un horno dura
durante un minimo de 4 horas. Después se calcul6 las cenizas como:

Porcentaje de cenizas de la materia seca en la muestra:

Peso de cenizas de la muestra (E)
Peso seco dela muestra (g)

x100

Porcentaje de solidos volatiles:
(1 - porcentaje de cenizas en la muestra)

X porcentaje de MS de la muestra
Los resultados fueron tal como se muestran a continuacion. Tal como se muestra, se obtuvo un mayor contenido en

sdlidos totales en el bioliquido obtenido en las cdmaras inoculadas, lo que indica que la fermentacion microbiana y la
hidrélisis enzimética concurrentes fueron superiores a la hidrolisis enziméatica sola.

Bioliquido
ST (kg) SV (kg)
Bajo lactato std. 1,098 0,853
Pode. lactato alto 1,376 1,041
ST + SV pode. afiadidos ST SV
Kg 0,228 0,17
Producido
Bioliquido
ST (kg) stdev SV (kg) stdev
bajo lactato std. 1,098 0,1553] 0,853 0,116
Pode. lactato alto 1,148 0,0799 0,869 0,0799
mas % mas %
bajo lactato std.
Pode. lactato alto 4,5579 1,8429
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Suma de compuestos metabdlicos producidos (lactato, acetato y etanol) mas %

std prom. 92,20903g/I

pode prom. 342,6085g/1 271,5564
Suma de compuestos metabdlicos (lactato, acetato y etanol) "capturados” mas %

std prom. (bajo en lac) 189,6075|g/I

pode prom. (alto en lac) 461,6697|g/l 143,4871

Ejemplo 7. La fermentacién microbiana concurrente mejora la captura de organicos mediante hidrélisis enzimatica de
RSM no clasificados usando preparaciones de enzimas aisladas.

(Ejemplo comparativo)

Los experimentos se llevaron a cabo en la planta de demostracion REnescience ubicada en el Amager resource
center (ARC), Copenhague, Dinamarca. En la Figura 1 se muestra un dibujo esquemético que muestra las
principales caracteristicas de la planta. El concepto de la Refineria de Residuos REnescience de ARC es tal como
se describe de forma general en el ejemplo 1.

La tecnologia de REnescience tal como se ensaya en este ejemplo comprende tres etapas.

La primera etapa es un calentamiento suave (pretratamiento, tal como se muestra en la figura 4) del RSM mediante
agua caliente hasta temperaturas en el intervalo de 40-75 °C durante un periodo de 20-60 minutos. Este periodo de
calentamiento y de mezclado abre las bolsas de plastico y proporciona un despulpado adecuado de los
componentes degradables preparando una fase organica mas homogénea antes de la adicion de enzimas. La
temperatura y el pH se ajustan en el periodo de calentamiento hasta el éptimo de las preparaciones de enzimas
aisladas que se usa para la hidrdlisis enzimética. Se puede afiadir agua caliente como agua limpia del grifo o como
agua de lavado usada por primera vez en los tambores de lavado y después recirculada al calentamiento suave tal
como se indica en la figura 1.

La segunda etapa es la hidrdlisis enzimética y la fermentacion (licuefaccion, tal como se muestra en la figura 4). En
la segunda etapa del proceso de REnescience se afiaden enzimas y, opcionalmente, microorganismos
seleccionados. La licuefaccién y fermentacion enziméticas se realizan de forma continua en un tiempo de residencia
de aprox. 16 horas, a una temperatura optima y pH oOptimos para el rendimiento de la enzima. Mediante esta
hidrélisis y fermentacion, la parte biogénica de los RSM se licuefacta en un bioliquido con alto contenido de materia
seca entre materiales no degradables. El pH se controla mediante la adicion de CaCOs.

La tercera etapa de la tecnologia REnescience tal como se realiza en este ejemplo, es una etapa de separacion en
la que el bioliquido se separa de las partes no degradables. La separacion se realiza en u separador balistico, en
tambores de lavado y en prensas hidraulicas. El separador balistico separa los RSM tratados con enzimas en el
bioliquido, en una parte de materiales en 2D no degradables y en una parte de materiales en 3D no degradables. La
parte en 3D (objetos fisicos en 3 dimensiones como latas y botellas de plastico) no se unen a grandes cantidades de
bioliquido, de manera que una Unica etapa de lavado es suficiente en la parte en 3D del lavado. La parte en 2D
(textiles y laminas, por ejemplo) se unen a una cantidad significativa de bioliquido. Por lo tanto, la parte en 2D se
prensa usando un prenso de tornillo, se lava y se prensa de nuevo, para poder optimizar la recuperacion de
bioliquido y para obtener una parte en 2D "limpia" y seca. El material inerte que es arena y vidrio se tamiza a partir
del bioliquido. El agua usada en todos los tambores de lavado se puede recircular, calentar y usar entonces como
agua caliente en la primera etapa para el calentamiento.

El ensayo documentado en el presente ejemplo se dividié en tres secciones tal como se muestra en la tabla 5

Tabla 5.
riempo (ores
27 - 68 + agua de grifo
86 - 124 - agua de grifo
142 - 187 - agua de lavado

En un ensayo de 7 dias, los RSM no clasificados obtenidos de Copenhague, Dinamarca, se cargaron de forma
continua a 335 kg/h en la planta de demostracién REnescience. En el calentamiento suave se afiadieron 536 kg/hora
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(agua de grifo o agua de lavado) calentada hasta aprox. 75 °C antes de entrar en el reactor de calentamiento suave.
La temperatura se ajusta, por el presente documento, a aprox. 50 °C en los RSM y el pH se ajusta a aprox. 4,5
mediante adicién de CaCOs.

En la primera seccién, el agente Rodalon™ (cloruro de bencilalquilamonio) antibacteriano y activo en superficie se
incluyé en el agua afiadida a 3 g de ingrediente activo por kg de RSM.

En el reactor de licuefaccion se afiaden, aprox. 14 kg de Cellic Ctec3 (preparacién de celulasa comercialmente
disponible de Novozymes) por tonelada himeda de RSM. La temperatura se mantuvo en el intervalo de 45-50 °C y
el pH se ajusté en el intervalo de 4,2 - 4,5 afiadiendo CaCOs. El tiempo de retencién del reactor enzimatico es de
aprox. 16 horas.

En el sistema de separacion del separador balistico, de las prensas y de los tambores de lavado, el lodo
biodegradable obtenido se separa de los materiales no degradables.

Las aguas de lavado se vertieron de forma selectiva, se registré el contenido en organicos o se recircularon y se
reutilizaron para el calentamiento suave de los RSM himedos entrantes. La recirculacion del agua de lavado tiene el
efecto de realizar la inoculacion bacteriana usando organismos que prosperan en condiciones de reaccion de 50 °C
a niveles superiores a los inicialmente presentes. En el esquema del proceso usado, el agua de lavado recirculada
se calent6 en primer lugar a aproximadamente 70 °C, con el fin de llevar los RSM entrantes hasta una temperatura
apropiada para la hidrélisis enzimética, en este caso, aproximadamente 50 °C. Particularmente en el caso de las
bacterias del acido lactico, se ha demostrado previamente que el calentamiento a 70 °C proporciona una seleccion e
"induccién"” de la expresion de tolerancia térmica.

Las muestras se obtuvieron en puntos temporales seleccionados en los siguientes lugares:

- El bioliquido que deja el tamiz pequefio, que se denomina "EC12B"
- El bioliquido en el depdsito de almacenamiento

- Agua de lavado tras los tamices de suero

- Parteen 2D

- Parteen 3D

- Parte inferior inerte de ambas unidades de lavado

La produccién de lodo biodegradable se midié con células de carga en el depésito de almacenamiento. El flujo de
entrada de aguas dulces se midié6 con medidores de flujo, el agua de lavado reciclada o drenada se midié con
células de carga.

Los recuentos bacterianos se examinaron tal como sigue: Las muestras elegidas de bioliquido se diluyeron 10 veces
en SPO (solucion de sal de peptona) y se coloca 1 ml de las diluciones a una profundidad de siembra en el extracto
de agar (3,0 g/l de extracto de carne de vaca, (Fluka, Cas.: B4888), 10,0 g/l de triptona (Sigma, n.° de cat.: T9410),
5,0 g/l NaCl (Merck, n.° de cat. 7647-14-5), 15,0 g/l de agar (Sigma, n.° de cat. 9002-18-0)). Las placas se incubaron
a 50 grados, respectivamente, en atmdsfera aerobica y anaerdbica. El cultivo anaerébico tuvo lugar en los
recipientes apropiados que se mantuvieron anaerdbicos mediante gasificacion con Anoxymat y adicién de letras
iltfiernende (AnaeroGen de Oxoid, n.° de cat. ANOO25A). Se hizo un recuento de colonias aerdbicas tras 16 horas y
de nuevo tras 24 horas. Se cuantificaron las bacterias de crecimiento anaerobico tras 64-72 horas.

La Figura 9 muestra el contenido total en sdélidos volatiles en muestras de lodo biodegradables en EC12B como kg
por kg de RSM procesado. Se obtuvieron estimaciones puntuales en diferentes puntos temporales durante el
experimento considerando cada uno de los tres periodos experimentales separados como un periodo temporal
separado. Por lo tanto, se expresé una estimacion puntual durante el periodo 1 (Rodalon) en relacién con los
balances de masas y los flujos de material durante el periodo 1. Tal como se muestra en la Figura 5, durante el
periodo 1, que comenzé tras una parada prolongada debido a complicaciones en la planta, se ve que los sélidos
totales capturados en el lodo biodegradable caen de forma constante, consistente con un ligero efecto antibacteriano
de Rodalon ™. Durante el periodo 2, los sdlidos totales capturados vuelven a niveles ligeramente superiores.
Durante el periodo 3, cuando la recirculacién proporciona una "inoculacién" eficaz de los RSM entrantes, la captura
en lodos biodegradables en kg de SV/kg de basura aumenta hasta niveles considerablemente mayores de
aproximadamente el 12 %.

Para cada uno de los 10 puntos temporales en la Figura 9, se tomaron muestras de bioliquido (EC12B) y se
determiné los soélidos totales, los soélidos volatiles, los sélidos volatiles disueltos y las concentraciones de los
presuntos metabolitos bacterianos acetato, butirato, etanol, formiato y propionato mediante HPLC. Estos resultados,
incluyendo las concentraciones de glicerol, se muestran a continuacién en la Tabla 6. Todos los porcentajes dados
son porcentajes de peso global.
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Tabla 6. Analisis de muestras de lodo biodegradable.

Tiempo ﬁ)?gldeoss SV SV disueltos Lactato |Acido formico |Acetato  |Propionato  |Etanol Glicerol

horas (% % % % % % % % %
45 10,30| 8,69 7,00 3,22 0,00 0,35 0,00 0,12 0,4165
53 9,77| 8,22 6,62 3,00 0,00 0,42 0,00 0,17 0
63 9,31 7,74 6,07 2,74 0,09 0,41 0,03 0,17 0.415]
67 8,66/ 7,15 5,54 2,82 0,00 0,39 0,03 0,20 0.475]
88 9,57 7,97 6,02 3,24 0,00 0,31 0,04 0,13 0.554]
116 10,57] 8,90 6,77 3,27 0,01 0,25 0,00 0,11 0,5635
130 9,93 8,33 6,43 3,39 0,00 0,25 0,00 0,11 0
141 12,07| 9,08 6,76 4,16 0,00 0,28 0,00 0,14 0,6205
159 11,30, 8,68 6,33 4,63 0,00 0,31 0,00 0,11 0
166 11,04 8,17 5,72 4,50 0,00 0,32 0,03 0,12 0.646)
181 11,76/ 8,75 6,11 5,48 0,12 0,37 0,00 0,11 1,38
188 11,20, 8,05 6,20 5,40 0,00 0,40 0,00 0,11 0

Para las muestras de lodos biodegradables tomadas en cada uno de los diez puntos temporales, la Figura 10
muestra tanto recuentos de bacterias vivas determinado en condiciones aerébicas y presentados como recuentos
por ml, como también el porcentaje en peso de "metabolitos bacterianos" (que significa la suma de acetato, butirato,
etanol, formiato y propionato) expresado como un porcentaje de sélidos volatiles disueltos. Tal como se muestra, el
porcentaje en peso de metabolitos bacterianos aumenta claramente con el aumento de la actividad bacteriana, y se
asocia con una mayor captura de sélidos en el bioliquido.

Ejemplo 8. Identificacién de microorganismos que contribuyen a la fermentacion concurrente en el ejemplo 7.
Se analizé la composicion microbiana de las muestras de bioliquido obtenidas del ejemplo 7.

Las especies microbianas presentes en la muestra se identificaron mediante comparacion de sus secuencias
génicas de ARNr 16S con las secuencias génicas de ARNr 16S de especies bien caracterizadas (especies de
referencia). El valor limite normal para la identificacién de especies es el 97 % de similitud de secuencias génicas de
ARNr 16S con una especie de referencia. Si la similitud esté4 por debajo del 97 %, lo mas probable es que sea de
una especie diferente.

Las secuencias resultantes se consultaron en un BlastN frente a la base de datos del NCBI. La base de datos
contiene secuencias de buena calidad con al menos 1200 pb de longitud y una asociacién taxondmica del NCBI.
Solo se incluyeron los accesos de BLAST con una identidad = 95 %.

El lodo biodegradable muestreado se transfirié directamente al andlisis sin congelar antes de la extraccién de ADN.
Se identificaron un total de 7 especies de bacterias (Figura 11) y 7 especies de arqueas. En algunos casos, no se
pudo asignar la subespecie de la especie bacteriana (L. acidophilus, L. amylovorus, L. sobrius, L. reuteri, L. frumenti,
L. fermentum, L. fabifermentans, L. plantarum, L. pentosus)

Ejemplo 9. Andlisis detallado de captura de orgénicos usando fermentacion microbiana e hidrdlisis enzimatica
concurrentes de RSM no clasificados usando preparaciones de enzimas aisladas.

(Ejemplo comparativo)
La planta de demostracion REnescience descrita en el ejemplo 1 y en el ejemplo 7 se us6 para hacer un estudio

detallado de la captura total de organicos usando fermentacion bacteriana e hidrélisis enzimatica concurrentes de
RSM no clasificados. La basura de Copenhague se caracterizé mediante Econet para determinar su contenido.
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Se ha analizado el analisis de residuos para determinar el contenido y la variacion. Se ha administré una gran
muestra de RSM a Econet A/S, que realizaron los andlisis de los residuos. La muestra primaria se redujo a una
submuestra de alrededor de 50 - 200 kg. Esta submuestra se clasific6 mediante personal especializado en 15 partes
de residuos diferentes. Se registro el peso de cada parte y se calculd una distribucion.
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La composicion de los residuos varia de vez en cuando, en la tabla 7 se presenta el resultado del andlisis de
diferentes muestras recogidas durante 300 horas. La mayor variacion se ve en las partes de pafiales, envases de
plastico y de carton y residuos alimenticios que son todas las partes que afectan al contenido de material organico
gue se puede capturar.

Durante todo el trascurso del "ensayo de 300 horas", el promedio de material biodegradable capturado expresado
como kg de SV por kg de RSM procesado fue de 0,156 kg de SV/kg de RSM de entrada.

Las muestras representativas de lodo biodegradable se tomaron en diversos puntos temporales durante el trascurso
del experimento, cuando la planta estaba en un periodo de funcionamiento estable. Las muestras se analizaron
mediante HPLC y para determinar los sélidos volatiles, los sélidos totales y los sélidos disueltos tal como se describe
en el ejemplo 7. Los resultados se muestran en la Tabla 8 a continuacion.

Tabla 8. Andlisis de muestras de bioliquido.

Tiempo Zc;)glcéc;s SV SV disueltos Acido formico |Lactato |Acetato |Propionato  |Etanol Glicerol
horas [% % % % % % % % %
212 10,45/ 8,36 5,95 0,00 5,36 0,46 0,03 0,46 0,82
239 10,91 8,64 5,85 0,00 6,08 0,33 0,00 0,33 0,77
264,5 11,35 8,82 6,25 0,00 4,97 0,49 0,00 0,49 1,06
294 10,66/ 8,48 5,60 0,08 3,37 0,39 0,00 0,39 0,55

Ejemplo 10. Identificacion de microorganismos que contribuyen a la fermentacién concurrente en el ejemplo 9.

Nota: En este ejemplo, las muestras de material analizado para la identificacion de microorganismos se congelaron
sin glicerol. Los resultados obtenidos son inconsistentes con los altos niveles de lactato observados y con todos los
otros resultados obtenidos en todos los otros ensayos en los que las muestras se congelaron con glicerol agregado y
no se cree que sean precisos.

Se extrajo una muestra de lodo biodegradable "EC12B" durante el ensayo descrito en el ejemplo 9 el 15y el 16 de
diciembre de 2012 y se almacend a -20 °C con el fin de realizar el andlisis de ADNr 16S para identificar los
microorganismos en la muestra. El andlisis de ADNr 16S se usa ampliamente para la identificacion y el andlisis
filogenético de procariotas basado en el componente 16S de la subunidad ribosémica pequefia. Las muestras
congeladas se enviaron en hielo seco a GATC Biotech AB, Solna, SE, en donde se realiz6 el andlisis de ADNr 16S
(GATC_Biotech). El analisis comprendié: la extraccion de ADN gendmico, la preparacion de la biblioteca de
amplicones usando el par de cebadores de cebadores universales que abarca las regiones hipervariables V1 a V3
27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG / 534R: ATTACCGCGGCTGCTGG,; 507 pb de longitud), el marcaje de PCR con
adaptadores GS FLX, la secuenciacion en un instrumento Genome Sequencer FLX para obtener un nimero de
104.000-160.000 lecturas por muestra. Las secuencias resultantes se consultaron después en un BlastN frente a la
base de datos de ADNr del Ribosomal Database Project (Cole et al., 2009). La base de datos contiene secuencias
de buena calidad con al menos 1200 pb de longitud y una asociacion taxonémica del NCBI. La version actual (RDP
version 10, actualizada el 19 de septiembre de 2012) contiene secuencias de 9.162 bacterias y de 375 arqueas. Los
resultados de BLAST se filtraron para eliminar los accesos cortos y de baja calidad (identidad de secuencia = 90 %,
cobertura de alineacion = 90 %).

Se identificaron un total de 226 bacterias diferentes.

La bacteria predominante en la muestra de EC12B fue Paludibacter propionicigenes WB4, una bacteria productora
de propionato (Ueki et al. 2006), que comprendio el 13 % de las bacterias totales identificadas. La distribucién de las
13 bacterias predominantes identificadas (Paludibacter propionicigenes WB4, Proteiniphilum acetatigenes,
Actinomyces  europaeus, Levilinea  saccharolytica, Cryptanaerobacter phenolicus, Sedimentibacter
hydroxybenzoicus, Clostridium phytofermentans ISDg, Petrimonas sulfuriphila, Clostridium lactatifermentans,
Clostridium caenicola, Garciella nitratireducens, Dehalobacter restrictus DSM 9455, Marinobacter lutaoensis) se
muestra en la Figura 11.

La comparacién a nivel de género de las bacterias identificadas demostrd6 que Clostridium, Paludibacter,
Proteiniphilum, Actinomyces y Levilinea (todas anaerobias) representaban aproximadamente la mitad de los géneros
identificados. El género Lactobacillus comprendia el 2 % de las bacterias identificadas. La especie bacteriana
predominante, P. propionicigenes WB4 pertenece al segundo de los géneros mas predominantes (Paludibacter) en
la muestra de EC12B.
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La bacteria patégena predominante en la muestra de EC12B fue Streptococcus spp., que comprendio el 0,028 % de
las bacterias totales identificadas. No se hallé ninguna bacteria patégena formadora de esporas en el bioliquido.

Streptococcus spp. fue la Unica bacteria patégena presente en el bioliquido en el ejemplo 9. Streptococcus spp. es la
bacteria con la mayor tolerancia a las temperaturas (de las no formadoras de esporas) y el D-valor, que indica la
cantidad de tiempo necesaria a una temperatura dada para reducir diez veces la cantidad de células vivas de
Streptococcus spp., es mayor que cualquiera de las otras bacterias patégenas documentadas por Déportes et al.
(1998) en los RSM. Estos resultados muestran que las condiciones aplicadas en el ejemplo 9 son capaces de
desinfectar los RSM durante la clasificacién en el proceso de REnescience hasta un nivel al que solo esta presente
Streptococcus spp.

La competiciéon entre organismos por los nutrientes y el aumento en la temperatura durante el proceso reducira el
namero de organismos patdgenos de manera significativa y, tal como se muestra anteriormente, eliminara la
presencia de patégenos en RSM clasificados en el proceso de REnescience. Otros factores como pH, aw, tolerancia
al oxigeno, CO2, NaCl y NaNO, también influyen en el crecimiento de bacterias patdgenas en el bioliquido. La
interaccion entre los factores mencionados anteriormente, podria reducir el tiempo y la temperatura necesarios para
reducir la cantidad de células vivas durante el proceso.

Ejemplo 11. Andlisis detallado de captura de organicos usando fermentacion microbiana e hidrélisis enzimatica
concurrentes usando preparaciones de enzimas aisladas de RSM no clasificados obtenidos de diferentes
localizaciones geogréficas.

(Ejemplo comparativo)

La planta de demostracion REnescience descrita en el ejemplo 7 se us6 para procesar RSM importados de los
Paises Bajos. Se descubri6 que los RSM tenian la siguiente composicion:

Tabla Y. Composicidn total de los residuos (5), analizada por Econet durante el ensayo de van Gansewinkel,

%
Envases de plastico 5
Lamina de plastico 7
Otros plasticos 2
Metal 4
Vidrio 4
Residuos de jardineria 4
WEEE (baterias, etc) 1
Papel 12
Cartén 12
Pafiales 4
Papel sucio 2
Otros combustibles 15
Otros no combustibles 5
Residuos alimenticios 13
Papeles finos 9
Total 100

El material se someti6 a hidrdlisis enzimatica y a fermentacién microbiana concurrentes tal como se describe en el
ejemplo 7 y 9 y se ensayo el funcionamiento de 3 dias en una planta. Se obtuvieron y caracterizaron muestras de
lodo biodegradable obtenidas en diversos puntos temporales. Los resultados se muestran en la Tabla 9. Los
porcentajes dados son el porcentaje de peso total.
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Tabla 9. Andlisis de bioliquido.

Tiempo ict)glic;s SV SV disueltos Lactato |Acido formico |Acetato [Propionato  |[Etanol Glicerol
horas [% % % % % % % % %
76 7,96/ 6,08 3,07 4.132 0,08 0.189 0 0.298 0,4205
95 9,19 6,99 6,66 6.943 0 0.352 0.034 0.069 0,6465

Los SV disueltos se han corregido con el 9 % de acuerdo con la pérdida de lactato durante el secado.

Ejemplo 12. Produccién de biometano usando bioliquido obtenido de la fermentacién microbiana y la hidrdlisis
enzimatica concurrentes de RSM no clasificados usando preparaciones de enzimas aisladas.

(Ejemplo comparativo)

El lodo biodegradable obtenido en el experimento descrito en el ejemplo 9 se congel6 en cubos de 20 litros y se
almacen6 a -18 °C para su uso posterior. En este material se ensay6 la produccion de biometano usando dos
sistemas idénticos de digestion anaerobica de filtro fijo bien preparados que comprenden un consorcio de digestion
anaerdbica dentro de una biopelicula inmovilizada en el soporte del filtro.

Se tomaron muestras iniciales tanto para la entrada como para el liquido de dentro del reactor. Las concentraciones
de AGV, tCOD y sCOD y amoniaco usando ensayos de cubeta HACH LANGE con un Espectrofotémetro DR 2800 y
se determinaron diariamente los AGV de forma detallada mediante HPLC. Las mediciones de ST VS también se
determinan mediante el método gravimétrico.

Las muestras de gas para el andlisis de CG se toman a diario. La verificacion de la tasa de entrada se realiza
midiendo el volumen de espacio vacio en el depdsito de alimentacion y también la cantidad de efluente que sale del
reactor. El muestreo durante el proceso se realizé cogiendo liquido o efluente con una jeringa.

Se observo la produccion estable de biogas usando ambos sistemas de digestion durante un periodo de 10
semanas, que se corresponde a entre 0,27 y 0,32 I/g de CO..

La entrada del lodo se interrumpié en uno de los dos sistemas y se superviso la vuelta a las condiciones de partida,
tal como se muestra en la Figura 13. El nivel de produccién de gas estable se muestra mediante la linea horizontal
indicada como 2. El punto temporal al cual la entrada fue discontinua se muestra como las lineas verticales
indicadas como 3. Tal como se muestra, tras meses de funcionamiento constante, quedaba un material resiliente
residual que se convirtidé durante el periodo indicado entre las lineas verticales indicadas como 3y 4. La vuelta a las
condiciones de partida o "descenso” se muestra en el periodo que sigue la linea vertical indicada como 4. Tras un
periodo de condiciones iniciales, se inicia de nuevo la entrada en el punto indicado mediante la linea vertical
indicada como 1. El aumento a la produccion de gas en estado estacionario o0 "ascenso" se muestra en el periodo
siguiente a la linea vertical indicada como 1.

Los parametros de produccion de gas a partir del bioliquido, incluyendo el "ascenso” y el "descenso” medidos tal
como se describe se muestran a continuacion.

Parametro Unidad Nombre de la muestra de los residuos de
Amager de 300 horas
Velocidad de entrada I/dia 1,85
Entrada total Litro 3,7
Tiempo de ascenso * Horas 15
Tiempo de descenso ** Horas 4
Tiempo de quemado*** Dias 4
Produccion de gas en fase estable **** I/dia 122
Gas total producido | 244
% de CH4 % 60
Produccion total Lgas/lentrada 66
Gas de organicos facilmente convertibles % 53
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Parametro Unidad Nombre de la muestra de los residuos de
Amager de 300 horas
COD de entrada g/l 124
Entrada total de COD g 459
produccion de COD | de gas/g de COD 0,53
produccion especifica de COD | de CH4/g de COD 0,32
COD explicado por el balance de masa |% de COD de entrada 96
COD agas g 418
COD agas % 91

*El tiempo de ascenso es el tiempo desde la primera entrada hasta que la produccion de gas se aprovecha para
aumentar y estabilizarse. El tiempo de ascenso indica el nivel de organicos faciimente convertibles en la entrada.
**El tiempo de descenso es el tiempo transcurrido desde la Ultima entrada hasta que la produccion de gas se
desploma y cae abruptamente. El tiempo de descenso muestra la produccion de gas a partir de organicos facilmente
convertibles.

***E| quemado es el tiempo tras el tiempo de descenso hasta que la produccién de gas vuelve totalmente al nivel
inicial. El tiempo de quemado muestra la produccion de gas a partir de organicos de conversion lenta.

****Corregido para la produccién de gas de fondo de 2 I/dia.

Ejemplo 13. Comparacion de produccion de biometano usando lodo biodegradable obtenido a partir de la hidrdlisis
enzimatica de RSM no clasificados usando preparaciones de enzimas aisladas con y sin fermentacién microbiana
concurrente.

Los lodos biodegradables "alto en lactato" y "bajo en lactato” obtenidos en el ejemplo 6 se compararon en cuanto a
produccion de biometano usando el sistema de digestion anaerdbica de filtro fijo descrito en el ejemplo 8. Se
obtuvieron las medidas y se determinaron los tiempos de "ascenso" y de "descenso" tal como se describe en el
ejemplo 11.

La Figura 14 muestra la caracterizacion del "ascenso" y del "descenso" del bioliquido "alto en lactato". El nivel de
produccién de gas estable se muestra mediante la linea horizontal indicada como 2. El punto temporal al cual se
inicid la entrada se muestra como las lineas verticales indicadas como 1. El aumento a la produccién de gas en
estado estacionario o "ascenso" se muestra en el periodo siguiente a la linea vertical indicada como 1. El punto
temporal al cual la entrada fue discontinua se muestra como la linea vertical indicada como 3. La vuelta a las
condiciones de partida o "descenso” se muestra en el periodo que sigue la linea vertical indicada como 3 al periodo
en la linea vertical indicada como 4.

La Figura 15 muestra la misma caracterizacion del bioliquido "bajo en lactato”, con los puntos relevantes indicados
tal como se describe para la Figura 14.

Los parametros comparativos de la produccion de gas de bioliquido "alto en lactato" y "bajo en lactato”, incluyendo el
"ascenso" y el "descenso” medidos tal como se describe se muestran a continuacion.

La diferencia en los tiempos de "ascenso"/"descenso” muestran diferencias en la facilidad de biodegradacion. Las
biomasas bioconvertibles mas rapidas finalmente tendran la mayor tasa de conversiéon organica total en una
aplicacion de produccién de biogas. Ademas, los sustratos de biometano "mas rapidos" son mas idéneos para la
conversion mediante sistemas de digestion anaerdbica muy rapidos, tales como los digestores de filtro fijado.

Tal como se muestra, el bioliquido "alto en lactato" presenta un tiempo de "ascenso” y de "descenso” mucho mas
rapido en la produccion de biometano.

Parametro Unidad Nombre de la muestra
Residuos de Holstebro altos| Residuos de Holstebro bajos
en lactato en lactato
Velocidad de entrada I/dia 1,0 1,0
Entrada total Litro 2,83 3,95
Tiempo de ascenso * Horas 16 48
Tiempo de descenso ** Horas 6 14
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Parametro Unidad Nombre de la muestra
Residuos de Holstebro altos| Residuos de Holstebro bajos
en lactato en lactato
Tiempo de quemado*** Dias 2 2
Produccion de gas en fase estable **** I/dia 59 40
Gas total producido | 115 140
% de CH4 % 60 60
Produccion total Lgas/lentrada 41 35
Gas de ?:?r?vnekr:t(i)kjéésc”meme % 86 82
COD de entrada g/l 106 20
Entrada total de COD 9 300 356
produccién de COD | de gasig de 0,38 0,39
produccién especifica de COD | de gggg de 0,23 0,24
COD explicado por el balance de masa % deentcr:e(nz;lg de 91 95
COD agas g 197 240
Residuos de Holstebro altos| Residuos de Holstebro bajos
en lactato en lactato
COD a gas % 66 68

*El tiempo de ascenso es el tiempo desde la primera entrada hasta que la produccién de gas se aprovecha para
aumentar y estabilizarse. El tiempo de ascenso indica el nivel de organicos facilmente convertibles en la entrada.
**E| tiempo de descenso es el tiempo transcurrido desde la ultima entrada hasta que la produccién de gas se
desploma y cae abruptamente. El tiempo de descenso muestra la produccion de gas a partir de organicos facilmente
convertibles.

***E| quemado es el tiempo tras el tiempo de descenso hasta que la produccion de gas vuelve totalmente al nivel
inicial. El tiempo de quemado muestra la produccién de gas a partir de organicos de conversion lenta.

****Corregido para la produccion de gas de fondo de 2 I/dia.

Ejemplo 14. Produccion de biometano usando lodo biodegradable obtenido de la fermentacion microbiana y la
hidrélisis enzimética concurrentes de paja de trigo pretratada de forma hidrotermal usando preparaciones de
enzimas aisladas.

(Ejemplo comparativo)

La paja de trigo se pretratd (parametros), se separd en una parte de fibra y una parte liquida, y después se lavé la
parte de fibra por separado. Después se incubaron 5 kg de fibra lavada en un reactor de tambor giratorio horizontal
con dosis de Cellic CTEC3 con un in6culo de microorganismos fermentadores que consiste en el lodo biodegradable
obtenido del ejemplo 7. La paja de trigo se someti6 a hidrélisis y fermentacién microbiana simultdneas durante 3 dias
a 50 grados. Después se ensayo el bioliquido para la produccion de biometano usando el sistema de digestion
anaerébica de filtro fijado descrito en el ejemplo 11. Se obtuvieron las medidas para el tiempo de "ascenso" tal como
se describe en el ejemplo 11.

La Figura 16 muestra la caracterizacion del "ascenso" del bioliquido de paja de trigo hidrolizada. El nivel de
produccion de gas estable se muestra mediante la linea horizontal indicada como 2. El punto temporal al cual se
inicié la entrada se muestra como las lineas verticales indicadas como 1. El aumento a la produccién de gas en
estado estacionario o "ascenso" se muestra en el periodo siguiente a la linea vertical indicada como 1.

Los parametros de la produccién de gas a partir del bioliquido de hidrolizado de paja de trigo se muestran a
continuacion.

Tal como se muestra, la biomasa lignocelulésica pretratada también se puede usar facilmente para realizar métodos
de produccién de biogas y para producir nuevos sustratos de biometano de la invencidn.
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Parametro Unidad Nombre de la muestra de hidrolizado de trigo +

bioliquido

Velocidad de entrada I/dia 1
Entrada total Litro 1,2

Tiempo de ascenso * Horas 29
Tiempo de descenso ** Horas NP
Tiempo de quemado*** Dias NP
Produccion de gas en fase estable **** I/dia 56
Gas total producido | NP

% de CH4 % 60
Produccion total Lgas/lentrada NP
Gas de organicos facilmente convertibles % NP
COD de entrada g/l 144
Entrada total de COD g 173
produccién de COD | de gas/g de COD NP
produccién especifica de COD | de CH4/g de COD NP
COD explicado por el balance de masa % deemfgjg de NP
COD agas g NP

COD agas % NP

*El tiempo de ascenso es el tiempo desde la primera entrada hasta que la produccién de gas se aprovecha para
aumentar y estabilizarse. El tiempo de ascenso indica el nivel de orgénicos facilmente convertibles en la entrada.
**E| tiempo de descenso es el tiempo transcurrido desde la Ultima entrada hasta que la produccién de gas se
desploma y cae abruptamente. El tiempo de descenso muestra la produccion de gas a partir de organicos
facilmente convertibles.

***E| quemado es el tiempo tras el tiempo de descenso hasta que la produccién de gas vuelve totalmente al nivel
inicial. El tiempo de quemado muestra la produccién de gas a partir de organicos de conversion lenta.

****Corregido para la produccion de gas de fondo de 2 l/dia.

Ejemplo 15. Fermentacion microbiana e hidrdlisis enzimatica concurrentes de RSM usando organismos
seleccionados.

Las reacciones de hidrélisis microbiana y enzimatica concurrentes usando bacterias de monocultivo especificas se
llevaron a cabo a escala de laboratorio usando los RSM modelo (descritos en el ejemplo 5) y el procedimiento
descrito siguiendo el procedimiento del ejemplo 5. Las condiciones de la reaccion y la dosificacion de la enzima se
especifican en la Tabla 10.

Las cepas bacterianas vivas de Lactobaccillus amylophiles (DSMZ N.° 20533) y propionibacterium acidipropionici
(DSMZ N.° 20272) (DSMZ, Braunsweig, Alemania) (almacenadas a 4 °C durante 16 horas hasta su uso) se usaron
como indculo para determinar el efecto de estas sobre la conversion de materia seca en RSM modelo con o sin
adicion de CTec3. Los principales metabolitos producidos por éstas son acido lactico y acido propionico,
respectivamente. La concentracion de estos metabolitos se detectd usando el procedimiento de HPLC (descrito en el
ejemplo 5).

Dado que propionibacterium acidipropionici es un anaerobio, el tampon aplicado en las reacciones en las que se
aplica esta cepa, se purgd usando nitrégeno gaseoso y el cultivo vivo se inoculd a los tubos de reaccion dentro de
una camara anaerobica mévil (Atmos Bag, Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EE.UU.) también se purg6 con
nitrégeno gaseoso. Los tubos de reaccion con P. propionici estuvieron cerrados antes de transferirlos al incubador.
Las reacciones se inocularon con 1 ml de P. propionici o bien de L. amylophilus.

Los resultados presentados en la tabla 10 muestran claramente que se produjeron los metabolitos esperados; el
acido propionico se detectd en las reacciones inoculadas con p. acidipropionic, mientras que no se detectd acido
propidnico en el control que contiene RSM modelo con o sin CTec3. La concentracion de &cido lactico en la reaccion
de control afiadida solo del modelo de RSM fue casi la misma que en las reacciones con L. amylophilus solo
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afiadida. La produccion de acido lactico en esta reaccion de control se atribuye a las bacterias autéctonas del
modelo de RSM. Se esperaban algunas bacterias de fondo, dado que los componentes individuales del residuo eran
de produccion reciente, congelados, pero no se habian esterilizado de ningiin modo antes de la preparacién de los
RSM. Cuando se afiadié L. amylophilus de manera concurrente con CTec3, la concentracion de acido lactico casi de
duplica (Tabla 10).

El efecto positivo sobre la liberacién de MS al sobrenadante tras la hidrélisis se demostr6 como una mayor
conversién de MS en las reacciones con adicion de L. amylophilus o P. propionici junto con CTec3 (aumento del 30-
33 % en comparacién con las reacciones solo con CTec3 afiadido) (datos comparativos). Tabla 10. Cultivos
bacterianos ensayados a escala de laboratorio solos 0 de manera concurrente con hidrélisis enzimatica. Se muestra
la temperatura, el pH y la dosificacion de CTec3 de 96 mg/g. Las reacciones de control con RSM en tamp6n con o
sin CTec3 se realizaron en paralelo para evaluar el fondo de los metabolitos bacterianos en la reaccion. (Se muestra
el promedio y la desviacién estandar de 4 reacciones excepto para los RSM de control que se hicieron de forma
individual).

Nd. No detectado, por debajo del limite de deteccion.

Conversion de Acido propidnico Acido lactico
MS (D) (g

17,0+1,0 6,2+1,8

Temperatura pH  Organismo CTec3

Propionibacterium 96 mg/g de MS

acidipropionici 40,8+2,2 3,7+0,09
7
21 Nd.
30 °C RSM de control 96 mg/g de MS 306 Nd.
. . 19,742,2 8,4+0,8
Lactobacillus amylophilus 96 mg/g de MS 417465 21.2+0.7
6,2
21 10,3
RSM de control 96 mg/g de MS 32 169

Ejemplo 16. Identificacion de microorganismos que contribuyen a la fermentacion concurrente en el ejemplo 11.

Se tomaron muestras del bioliquido "EC12B" y del agua recirculada "EA02" durante el ensayo descrito en el ejemplo
11 (el muestreo se hizo el 21 y el 22 de marzo). Las muestras de liquido se congelaron en glicerol al 10% y se
almacenaron a -20 °C con el fin de realizar el andalisis de ADNr 16S para identificar los microorganismos que se usa
ampliamente para la identificacion y el andlisis filogenético de los procariotas basado en el componente 16S de la
subunidad ribosémica pequefia. Las muestras congeladas se enviaron en hielo seco a GATC Biotech AB, Solna, SE,
en donde se realiz6 el andlisis de ADNr 16S (GATC_Biotech). El andlisis comprendio:

la extraccion de ADN genomico, la preparacion de la biblioteca de amplicones usando el par de cebadores de
cebadores universales que abarca las regiones hipervariables V1 a V3 27F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG / 534R:
ATTACCGCGGCTGCTGG; 507 pb de longitud), el marcaje de PCR con adaptadores GS FLX, la secuenciacion en
un instrumento Genome Sequencer FLX para obtener un ndmero de 104.000-160.000 lecturas por muestra. Las
secuencias resultantes se consultaron después en un BlastN frente a la base de datos de ADNr del Ribosomal
Database Project (Cole et al., 2009). La base de datos contiene secuencias de buena calidad con al menos 1200 pb
de longitud y una asociacion taxonémica del NCBI. La version actual (RDP version 10, actualizada el 19 de
septiembre de 2012) contiene secuencias de 9.162 bacterias y de 375 arqueas. Los resultados de BLAST se filtraron
para eliminar los accesos cortos y de baja calidad (identidad de secuencia = 90 %, cobertura de alineacion = 90 %).

En las muestras EC12B-21/3, EC12B-22/3 y EA02B 21/3, EA02-22/3 se identificaron un total de 452, 310, 785, 594
bacterias diferentes.

El andlisis mostré claramente, a nivel de especie, que Lactobacillus amylolyticus era de lejos la bacteria mas
dominante, representando del 26 % al 48 % de toda la microbiota detectada. La microbiota en las muestras de
EC12B fue similar; la distribucion de las 13 bacterias predominantes (Lactobacillus amylolyticus DSM 11664,
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus delbrueckii subsp indicus,
Lactobacillus similis JCM 2765, Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis DSM 20072, Bacillus coagulans, Lactobacillus
hamsteri, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus pontis,
Lactobacillus buchneri) era practicamente la misma comparando las dos fechas de muestreo diferentes.

Las muestras de EAO2 fueron similares a EC12B aunque L. amylolyticus era menos dominante. La distribucion de

las 13 bacterias predominantes (Lactobacillus amylolyticus DSM 11664, Lactobacillus delbrueckii subsp delbrueckii,
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis DSM 20072, Lactobacillus similis JCM 2765,
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Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus, Lactobacillus paraplantarum, Weissella ghanensis, Lactobacillus
oligofermentans LMG 22743, Weissella beninensis, Leuconostoc gasicomitatum LMG 18811, Weissella soli,
Lactobacillus paraplantarum) también fue similar, con la excepcion de la presencia de, con la excepcién de la
existencia de Pseudomonas extremaustralis 14-3 en las 13 especies bacterianas predominantes. Esta Pseudomonas
encontrada en EA02 (21/3) se ha aislado previamente de un estanque temporal en la Antartida y deberia ser capaz
de producir polihidroxialcanoato (PHA) tanto a partir de octanoato como de glucosa (Lopez et al., 2009; Tribelli et al.,
2012).

La comparacién de los resultados a nivel de género mostr6 que Lactobacillus comprendia el 56-94 % de las
bacterias identificadas en las muestras. De nuevo, la distribucion a lo largo de los géneros es extremadamente
similar entre las dos fechas de muestreo de EC12B y EA02. Curiosamente, en las muestras de EA02, los géneros
Weisella, Leuconostoc y Pseudomonas estan presentes en gran medida (1,7-22 %) aunque estos solo se
encuentran como constituyentes menores de la muestra de EC12B (>0,1 %). Tanto Weisella como Leuconostoc
pertenecen al orden de lactobacillales, el mismo de lactobacillus.

Las bacterias patégenas predominantes en las muestras de EC12B y EA02 tomadas durante el ensayo descrito en
el ejemplo 11 comprendian el 0,281-0,539 % y el 0,522-0,592 %, respectivamente, del total de bacterias
identificadas. Las bacterias patégenas predominantes en las muestras de EC12B fueron Aeromonas spp., Bacillus
cereus, Brucella sp., Citrobacter spp., Clostridium perfrigens, Klebsiells sp., Proteus sp., Providencia sp., Salmonella
spp., Serratia sp., Shigellae spp. y Staphylococcus aureus (véase la Figura 3). No se identificaron bacterias
patégenas formadoras de esporas en las EC12B y EA02 descritas en el ejemplo 11. La cantidad total de bacterias
patégenas identificadas tanto en EC12B como en EA02 se redujo durante el tiempo, casi disminuyendo la cantidad
de bacterias totales en EC12B en un dia.

En Déportes et al. (1998) se hizo una descripcién general de los patdgenos que se sabe que estan presentes en los
RSM. Los patégenos presentes en los RSM descritos en los ejemplos 7, 9 y 11 se muestran en la Tabla 11
(Déportes et al. (1998) y analisis de ADNr 16S). Ademas de los patégenos descritos por Déportes et al. (1998),
también se encontré Proteua sp. y Providencia sp. en las muestras de EC12B y EA02 tomadas durante el ensayo
descrito en el ejemplo 11. Aunque Streptococcus spp. fue la Unica bacteria patégena presente en el bioliquido en el
ejemplo 9, en este caso no estaba presente. Esto indica que esta presente otra comunidad bacteriana en EC12B y
EAO2 en el ejemplo 11, que puede deberse a la competencia entre los organismos por los nutrientes y a un ligero
descenso en las temperaturas durante el proceso que favorecera el crecimiento de otra comunidad bacteriana.
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Identificacion de cepas y depésitos de DSMZ

Las muestras de EA02 del 21 y del 22 de marzo extraidas del ensayo descrito en el ejemplo 7, se enviaron para
cultivo en placa al Novo Nordic Centre for Biosustainability (NN Center) (Hoersholm, Dinamarca) con el fin de
identificar y obtener monocultivos de bacterias aisladas. Tras la llegada al NN center, las muestras se incubaron toda
la noche a 50 °C, después se colocaron en diferentes placas (GM17, caldo de soja triptico y extracto de ternera
(agar GM17: 48,25 g/l de agar m17, tras 20 minutos de autoclave, se afiadid glucosa hasta una concentracion final al
0,5 %, Agar de soja triptico: 30 g/l de caldo de soja triptico, 15 g/l de agar, caldo de ternera (Statens Serum Institute,
Copenhague, Dinamarca) se afiadieron 15 g/l de agarosa y se cultivd de forma aerébica a 50 °C. Tras un dia, las
placas se inspeccionaron visualmente y se seleccionaron colonias que se recultivaron en estrias sobre las placas
correspondientes y se enviaron a DSMZ para la identificacion.

Las siguientes cepas aisladas del agua recirculada de EA02 se han puesto en el depoésito de patentes en DMSZ,
DSMZ, Braunsweig, Alemania:

Muestras identificadas

ID de la muestra: 13-349 (Bacillus safensis) originario de (EA02-21/3), DSM 27312

ID de la muestra: 13-352 (Brevibacillus brevis) originario de (EA02-22/3), DSM 27314

ID de la muestra: 13-353 (Bacillus subtilis sp. subtilis) originario de (EA02-22/3), DSM 27315
ID de la muestra: 13-355 (Bacillus licheniformis) originario de (EA02-21/3), DSM 27316

ID de la muestra: 13-357 (Actinomyces bovis) originario de (EA02-22/3), DSM 27317

Muestras no identificadas

ID de la muestra: 13-351 originario de (EA02-22/3), DSM 27313
ID de la muestra: 13-362A originario de (EA02-22/3), DSM 27318
ID de la muestra: 13-365 originario de (EA02-22/3), DSM 27319
ID de la muestra: 13-367 originario de (EA02-22/3), DSM 27320
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REIVINDICACIONES
1. Un método de procesamiento de residuos sélidos municipales (RSM) que comprende las etapas de

- proporcionar un flujo de RSM no clasificados hacia un reactor de fermentacion microbiana en el que los RSM se
fermentan con agitacion a un contenido sin agua de entre el 10 y el 50 % en peso y a una temperatura de entre
35 y 75 °C durante un periodo de entre 1 y 72 horas, en condiciones suficientes como para mantener una
concentracion de bacterias del &cido lactico vivas de al menos 1,0 x 10 UFC/I, en donde se proporciona
actividad celulasa de origen microbiano de al menos 30 UPF/I mediante un consorcio microbiano que
proporciona fermentaciéon microbiana y

- eliminar un flujo de RSM no clasificados fermentados del reactor y someterlo a una etapa de separacion
mediante la cual, los sélidos no degradables se eliminan para proporcionar un lodo de componentes
biodegradables.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el flujo entrante de RSM se inocula con un inéculo de microorganismos
que se dan de forma natural en los residuos, y se "generan” en residuos locales o en componentes de residuos
locales como una fuente de alimento en condiciones de fermentacion de temperatura en el intervalo de 37 a 55 °C, o
40a55°C,045a50°CyaunpH en el intervalo de 4,2y 6,0.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde se ha afiadido contenido de agua al residuo para lograr un
contenido sin agua apropiado, y/o en donde se logra un contenido sin agua apropiado mediante la adicién a los RSM
de una proporcion de masa constante de agua de entre 0,5y 2,5 kg de agua por kg de RSM.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la actividad celulasa se afiade mediante
inoculacion con un microorganismo seleccionado que presenta actividad celulasa extracelular.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el lodo de componentes biodegradables
se somete a fermentacion posterior tras la separacion de los sélidos no degradables.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la inoculacién del flujo entrante de RSM
se proporciona reciclando aguas de lavado o soluciones del proceso usadas para recuperar material orgénico
residual de solidos no degradables y/o en donde la inoculacion del flujo entrante de RSM se proporciona antes o de
manera concurrente con la adicién de actividades enzimaticas.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde al menos el 40 % en peso de los solidos
volatiles disueltos del lodo de componentes biodegradables comprende lactato y/o en donde al menos el 40 % en
peso del contenido sin agua del lodo de componentes biodegradables comprende sdélidos volatiles disueltos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fermentacién microbiana se lleva a
cabo dentro del intervalo de temperaturas de 45-50 grados C.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se han calentado los RSM hasta una
temperatura no mayor de 75 grados C.

10. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los sdlidos no biodegradables
separados comprenden al menos aproximadamente el 20 % del peso seco de los RSM y/o en donde los sélidos no
biodegradables separados comprenden al menos aproximadamente el 20 % en peso seco de los materiales
reciclables.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la clasificacion de soélidos no
biodegradables se realiza en 36 horas desde el comienzo de la hidrélisis enziméatica, o en donde la clasificacion de
los sélidos no degradables se realiza en 24 horas desde el comienzo de la hidrélisis enzimatica.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el etanol o el lactato se extraen primer
del lodo de componentes biodegradables antes de la digestion anaerdbica para producir biometano.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se ha afadido contenido de agua a los
residuos con el fin de lograr un contenido sin agua apropiado.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el contenido en agua del RSM se
ajusta para que el RSM comprenda un contenido sin agua de entre el 12 y el 40 %.

15. Un lodo de componentes biodegradables preparado de acuerdo con el método de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.
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Figura 1. llustracion esquematica de las principales caracteristicas de la planta de demostracién
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Figura 2: Suma de las concentraciones de lactato, acetato y etanol en el lodo biogénico obtenido con y sin actividad
celulasa complementaria proporcionada por preparaciones de enzimas aisladas.
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Figura 3. Captura de biodegradables en kg de ST/ kg de residuos. (A). En lodos biogénicos tras tamices de 3 mm.
(B) Captura total incluyendo el material retenido por los tamices.
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Figura 4. Degradacion de sustratos celulésicos y de RSM modelo por inéculo microbiano y CTEC3.
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Figura 5. Degradacion comparativa de la parte celulésica de RSM modelo por inéculo microbiano y CTECS3.
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Figura 6. Conversion de materia seca en hidrélisis enzimatica simultanea con fermentaciéon microbiana y de CTEC3.

57



ES 2 683 828 T3

16

Metabolitos bacterianos (g/l)

Blanco de RSM CTec3 EC12B EC12B+CTec3

MGlucosa
M Lactato
£ SUMA (Glc + acido lactico)
[ Acetato

7 Etanol

Figura 7. Metabolitos bacterianos recuperados en sobrenadante tras la hidrolisis enzimatica simultdnea con

fermentacién microbiana y de CTECS3.
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Figura 8. Representacion grafica del reactor de ensayo REnescience.
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Figura 9. Captura de biodegradables en lodo biogénico durante diferentes periodos de tiempo expresados como kg
de SV por kg de RSM procesado.
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Figura 10. Metabolitos bacterianos en lodo biogénico y recuentos de bacterias aerdbicas en diferentes puntos
temporales.
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Figura 11. Distribucién de especies bacterianas identificadas en el lodo biogénico del ejemplo 7.
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Figura 12. Distribucion de las 13 bacterias predominantes en el lodo biogénico del ejemplo 9.
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Figura 13. Ascenso y descenso en la produccion de metano que usa el lodo biogénico del ejemplo 9.
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Figura 14. Caracterizacion del ascenso y del descenso en la produccion de biometano en el bioliquido “alto en
lactato” del ejemplo 6.
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Figura 15. Caracterizacion del ascenso y del descenso en la produccién de biometano en el bioliquido “bajo en
lactato” del ejemplo 6.
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Figura 16. Caracterizacién del ascenso en la produccién de biometano del bioliquido de paja de trigo hidrolizado
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