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DESCRIPCIÓN

Disolventes de extracción derivados de aceite para la extracción de alcohol en una fermentación extractiva

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional estadounidense nº 61/356.290, presentada el 18 
de junio de 2010; de la solicitud provisional estadounidense nº 61/368.451, presentada el 28 de julio de 2010; de la 
solicitud provisional estadounidense nº 61/368.436, presentada el 28 de julio de 2010; de la solicitud provisional 5
estadounidense nº 61/368.444, presentada el 28 de julio de 2010; de la solicitud provisional estadounidense nº 
61/368.429, presentada el 28 de julio de 2010; de la solicitud provisional estadounidense nº 61/379.546, presentada 
el 2 de septiembre de 2010; y de la solicitud provisional estadounidense nº 61/440.034, presentada el 7 de febrero de 
2011; y de la solicitud de patente estadounidense nº 13/160.766, presentada el 15 de junio de 2011.

El listado de secuencias asociado con esta solicitud está presentado de forma electrónica mediante EFS-Web y forma 10
parte de la descripción.

Campo de la invención

La presente invención versa sobre la producción de alcoholes fermentativos, tales como el butanol, y, en particular, 
sobre disolventes de extracción para la fermentación extractiva procesos para convertir el aceite derivado de una 
biomasa en los disolventes de extracción.15

Antecedente de la invención

Los alcoholes tienen diversas aplicaciones en la industria y la ciencia, tales como bebida (es decir, etanol), 
combustible, reactivos, disolventes y antisépticos. Por ejemplo, el butanol es un alcohol que es un importante 
compuesto químico industrial con diversas aplicaciones que incluyen su uso como aditivo para combustibles, como 
compuesto químico de materia prima en la industria de plásticos y como extractante de calidad alimentaria en la 20
industria alimentaria y de aromatizantes. En consecuencia, hay gran demanda de alcoholes tales como el butanol, así 
como de métodos de producción eficientes y ecológicos.

La producción de alcohol utilizando la fermentación por microorganismos es un método de producción ecológica de 
ese tipo. En la producción de butanol, en particular, algunos microorganismos que producen butanol en grandes 
cantidades también tienen bajos umbrales de toxicidad del butanol. La extracción del butanol del tanque de 25
fermentación a medida que se va produciendo es un medio de gestión de estos bajos umbrales de toxicidad del 
butanol.

Puede usarse una extracción de productos in situ (ISPR) (también denominada fermentación extractiva) para extraer 
butanol (u otro alcohol fermentativo) del tanque de fermentación a medida que se produce, permitiendo con ello que 
el microorganismo produzca butanol en grandes cantidades. Un método de ISPR para la extracción de alcohol 30
fermentativo que ha sido descrito en la bibliografía es la extracción líquido-líquido (publicación de solicitud de patente 
estadounidense nº 2009/0305370). Para que sea técnica y económica viable, la extracción líquido-líquido demanda 
un buen contacto entre el extractante y el caldo de fermentación para una transferencia eficiente de masa del alcohol 
producto al extractante; buena separación de fases del extractante del caldo de fermentación (durante y/o después de 
la fermentación); recuperación y reciclaje eficientes del extractante; degradación mínima de la capacidad del 35
extractante de extraer el alcohol producto (por ejemplo, impidiendo la reducción del coeficiente de separación para el
alcohol producto en el extractante); y contaminación mínima del extractante por lípidos que reduzcan el coeficiente de 
separación en una operación a largo plazo.

El coeficiente de separación del extractante puede degradarse con el tiempo con cada reciclaje; por ejemplo, por la 
acumulación de lípidos presentes en la biomasa que es suministrada al tanque de fermentación como materia prima 40
de almidón hidrolizable. Como ejemplo, un puré de maíz licuado cargado en un tanque de fermentación con un 30% 
en peso de sólidos secos de maíz puede dar lugar a un caldo de fermentación que contiene aproximadamente un 
1,2% en peso de aceite de maíz durante la conversión de la glucosa en butanol por sacarificación y fermentación 
simultáneas (SSF) (produciéndose la sacarificación del puré licuado durante la fermentación por la adición de 
glucoamilasa para producir glucosa). La disolución de los lípidos del aceite de maíz en alcohol oleílico (OA) que sirve 45
como extractante durante la ISPR puede dar lugar a una acumulación de la concentración de lípidos con cada reciclaje 
de OA, reduciendo el coeficiente de separación para el alcohol producto en el OA a medida que la concentración de 
lípidos en el OA aumenta con cada reciclaje de OA.

Además, la presencia de los sólidos no disueltos durante la fermentación extractiva puede afectar negativamente a la 
eficacia de la producción de alcohol. Por ejemplo, la presencia de sólidos no disueltos puede reducir el coeficiente de 50
transferencia de masa dentro del tanque de fermentación, impedir la separación de fases en el tanque de fermentación, 
dar lugar a la acumulación de aceite de maíz proveniente de los sólidos no disueltos en el extractante, llevando a una 
eficiencia reducida de la extracción con el paso del tiempo, aumentar la pérdida de disolvente porque queda atrapado 
en los sólidos y acaba siendo eliminado como granos secos de destilería con solubles (DDGS), ralentizar la separación
de las gotas de extractante del caldo de fermentación, y/o dar lugar a una menor eficiencia volumétrica del tanque de 55
fermentación.
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Varios planteamientos para reducir la degradación del extractante usado en la fermentación extractiva con lípido han 
incluido la trituración de la biomasa en mojado, su fraccionamiento y la eliminación de sólidos. La trituración en mojado 
es un proceso caro de múltiples etapas que separa una biomasa (por ejemplo, maíz) en sus componentes clave 
(germen, fibra del pericarpio, almidón y gluten) para capturar el valor de cada coproducto por separado. Este proceso 
da una corriente purificada de almidón; sin embargo, es costoso e incluye la separación de la biomasa en sus 5
componentes no feculentos, que es innecesaria para la producción de alcohol fermentativo. El fraccionamiento elimina 
la fibra y el germen, que contiene la mayoría de los lípidos presentes en el cereal integral molido, tal como maíz, dando 
lugar a un maíz que tiene mayor contenido de fécula (endospermo). El fraccionamiento en seco no separa el germen 
y la fibra y, por lo tanto, es menos caro que la trituración en mojado. Sin embargo, el fraccionamiento no elimina la 
totalidad de la fibra y el germen, y no da lugar a la eliminación total de los sólidos. Además, hay cierta pérdida de 10
almidón en el fraccionamiento. La trituración en mojado del maíz es más cara que el fraccionamiento en seco, pero el 
fraccionamiento en seco es más caro que la trituración en seco del maíz no fraccionado. La eliminación de sólidos, 
incluyendo el germen que contiene lípidos, del puré licuado antes de su uso en la fermentación puede eliminar 
sustancialmente los sólidos no disueltos, según se describe, por ejemplo, en la publicación de solicitud de patente 
estadounidense nº 2011/0312043, en tramitación como la presente, de la misma titularidad. Sin embargo, sería 15
ventajoso que la degradación del coeficiente de separación del extractante pueda reducirse incluso sin fraccionamiento 
o la eliminación de los sólidos no disueltos. Así, sigue existiendo la necesidad de desarrollar métodos y sistemas más 
eficientes para producir alcoholes producto, tales como butanol, a través de una fermentación extractiva en la que se 
reduzca la degradación del coeficiente de separación del extractante.

Además, el extractante (por ejemplo, alcohol oleílico) es normalmente añadido al proceso de fermentación, en lugar 20
de ser producido en una etapa en el proceso y, por lo tanto, el extractante es un gasto de materia prima. Dado que se 
puede perder extractante por adsorción en sólidos no fermentables y/o ser diluido por lípidos introducidos en el proceso 
de fermentación, la economía de un proceso de producción de alcohol puede verse afectada por la eficiencia de la 
recuperación y el reciclaje del extractante. Así, sigue existiendo la necesidad de extractantes alternativos para la ISPR 
que puedan dar lugar a un proceso más económico reduciendo capital y/o costes operativos.25

Breve compendio de la invención

La presente invención satisface las anteriores necesidades proporcionando métodos de producción de alcoholes 
producto tales como butanol, en los que los lípidos en una biomasa son convertidos en un extractante que puede ser 
usado en la ISPR, y en los que disminuye la cantidad de lípidos que son suministrados al tanque de fermentación con 
la materia prima y/o tras el reciclaje del extractante. La presente invención ofrece una solución a la degradación de la 30
capacidad del extractante de extraer un alcohol producto (por ejemplo, butanol) evitando la reducción del coeficiente 
de separación para el alcohol producto en el extractante. La solicitud ofrece una solución a la contaminación del 
extractante por triglicéridos que reducen el coeficiente de separación del extractante para un alcohol producto. La 
presente invención proporciona ventajas relacionadas adicionales, como resultará evidente por la descripción de las 
realizaciones que siguen.35

La hidrólisis catalítica (por ejemplo, enzimática) de los lípidos derivados de una biomasa produciendo ácidos grasos 
puede reducir la tasa de acumulación poco deseable de lípidos en el extractante de ISPR. Los ácidos grasos pueden 
obtenerse por hidrólisis de los lípidos encontrados en la biomasa que suministra el carbono fermentable para la 
fermentación. No cabría esperar que los ácidos grasos redujeran el coeficiente de separación del alcohol producto, tal 
como butanol, en la fase extractante, tanto como los lípidos, ya que se ha determinado que el coeficiente de separación40
para el butanol del agua a los ácidos grasos es significativamente mayor que el coeficiente de separación para el 
butanol del agua a ésteres de ácidos grasos o triglicéridos. Además, los ácidos grasos pueden ser usados como un 
extractante de ISPR que puede ser producido en una etapa en el proceso de producción del alcohol y que puede ser 
usado en lugar, o además, de un extractante exógeno suministrado de ISPR que no se produce en el proceso (tal 
como, sin limitación, alcohol oleílico o ácido oleico), reduciendo con ello el gasto en materias primas para el extractante 45
de ISPR.

En las reivindicaciones se definen realizaciones de la presente invención. En particular, la presente invención versa 
sobre un método de extracción de aceite derivado de la biomasa de un proceso de fermentación que comprende:
poner en contacto una corriente de alimentación de biomasa acuosa que comprende agua, carbono fermentable y una 
cantidad de aceite con un catalizador por lo que al menos una porción del aceite es hidrolizada formando ácidos grasos 50
libres para formar una corriente de alimentación de biomasa tratada por catalizador que comprende ácidos grasos 
libres, en el que el carbono fermentable y el aceite se derivan ambos de la biomasa, en el que los ácidos grasos libres 
son usados como extractantes de eliminación de productos in situ y en el que el catalizador se selecciona entre lipasa, 
fosfolipasa y lisofosfolipasa.

En la presente memoria también se describe un método que comprende la puesta en contacto de una biomasa que 55
comprende agua, una fuente de carbono fermentable y aceite con uno o más catalizadores, por lo que al menos una 
porción del aceite es hidrolizada por uno o más catalizadores, formando un extractante, en el que la fuente de carbono 
fermentable y el aceite se derivan ambos de la biomasa.

En los métodos de la invención, la biomasa puede comprender granos de maíz, mazorcas de maíz, residuos de 
cultivos, farfollas de maíz, rastrojo de maíz, hierbas, trigo, centeno, paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, paja 60

E11727616
09-05-2019ES 2 725 848 T3

 



4

de arroz, pasto varilla, desechos de papel, bagazo de caña de azúcar, sorgo, caña de azúcar, soja, cereales, material 
celulósico, material lignocelulósico, árboles, ramas, raíces, hojas, astillas de madera, serrín, matojos y arbustos, 
hortalizas, frutos, flores, estiércol animal y mezclas de los mismos. En una realización adicional, el aceite puede 
comprender glicéridos y uno o más catalizadores pueden hidrolizar los glicéridos para formar ácidos grasos. En la 
presente memoria también se divulga que los uno o más catalizadores pueden ser esterasa.5

En otra realización, el extractante puede comprender ácidos grasos, amidas grasas, alcoholes grasos, ésteres grasos, 
triglicéridos o mezclas de los mismos. En una realización adicional, el extractante puede comprender una mezcla de 
ácidos grasos o una mezcla de ácidos grasos y amidas grasas. En una realización adicional, el coeficiente de 
separación del extractante para el alcohol producto puede ser mayor que el coeficiente de separación del aceite de la 
biomasa para el alcohol producto.10

El método of la presente invención puede comprender, además, la etapa de inactivar el catalizador después de que al 
menos una porción del aceite se hidrolice. En otra realización, el método puede comprender, además, la etapa de
separar el aceite de la biomasa antes de la hidrólisis mediante uno o más catalizadores. El método reivindicado 
también puede comprender, además, las etapas de poner en contacto la biomasa con un caldo de fermentación en 
un tanque de fermentación; fermentar la fuente de carbono de la biomasa para producir un alcohol producto; y extraer 15
in situ el alcohol producto del caldo de fermentación poniendo en contacto el caldo con el extractante. El alcohol 
producto puede ser butanol.

En otra realización, la presente invención está dirigida a un método de producción de un alcohol que comprende (a) 
proporcionar una biomasa que comprende agua, una fuente de carbono fermentable y aceite; (b) licuar la biomasa 
para producir una biomasa licuada; (c) poner en contacto la biomasa licuada con uno o más catalizadores, por lo que 20
se hidroliza al menos una porción del aceite para formar un extractante; (d) poner en contacto la biomasa licuada con 
una enzima de sacarificación capaz de convertir oligosacáridos en azúcar fermentable; (e) poner en contacto la 
biomasa licuada con un caldo de fermentación en un tanque de fermentación; (f) fermentar la fuente de carbono de la 
biomasa licuada para producir un alcohol producto; (g) extraer in situ el alcohol producto del caldo de fermentación
poniendo en contacto el caldo con el extractante; y, opcionalmente, produciéndose concurrentemente las etapas (c) y 25
(d), seleccionándose el catalizador entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa. La biomasa puede comprender granos 
de maíz, mazorcas de maíz, residuos de cultivos, farfollas de maíz, rastrojo de maíz, hierbas, trigo, centeno, paja de 
trigo, cebada, paja de cebada, heno, paja de arroz, pasto varilla, desechos de papel, bagazo de caña de azúcar, sorgo, 
caña de azúcar, soja, cereales, material celulósico, material lignocelulósico, árboles, ramas, raíces, hojas, astillas de 
madera, serrín, matojos y arbustos, hortalizas, frutos, flores, estiércol animal y mezclas de los mismos. En una 30
realización adicional, el aceite puede comprender glicéridos y uno o más catalizadores pueden hidrolizar los glicéridos 
para formar ácidos grasos. En la presente memoria también se divulga que los uno o más catalizadores pueden ser 
esterasa. En otra realización, el extractante puede comprender ácidos grasos, amidas grasas, alcoholes grasos, 
ésteres grasos, triglicéridos o mezclas de los mismos. En una realización adicional, el extractante puede comprender 
una mezcla de ácidos grasos o una mezcla de ácidos grasos o amidas grasas. En una realización adicional, el35
coeficiente de separación del extractante para el alcohol producto puede ser mayor que el coeficiente de separación
del aceite de la biomasa para el alcohol producto. El método de la presente invención puede comprender, además, la 
etapa de inactivar el catalizador después de que al menos una porción del aceite se hidrolice. El alcohol producto 
puede ser butanol.

La presente invención también está dirigida a un caldo de fermentación que comprende:40

(a) un microorganismo recombinante capaz de producir butanol; (b) oligosacáridos; (c) un catalizador capaz de 
hidrolizar glicéridos formando ácidos grasos libres; (d) glicéridos; y (e) ácidos grasos libres, en el que el catalizador se 
selecciona entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa. En la presente memoria también se describe una composición 
que comprende un microorganismo recombinante capaz de producir un alcohol; una fuente de carbono fermentable;
uno o más catalizadores capaces de hidrolizar glicéridos formando ácidos grasos; aceite que comprende glicéridos; y 45
ácidos grasos. Los uno o más catalizadores pueden ser seleccionados entre esterasa, lipasa, fosfolipasa y 
lisofosfolipasa, y el aceite puede ser de maíz, sebo, canola, triglicéridos cápricos/caprílicos, ricino, coco, semilla de 
algodón, pescado, jojoba, grasa de cerdo, linaza, de pie de buey, de oiticica, de palma, cacahuete, semilla de colza, 
arroz, cártamo, soja, girasol, de tung, de jatrofa y mezclas de aceites vegetales. En la presente memoria también se 
divulga que la fuente de carbono fermentable y el aceite se derivan de una biomasa. La biomasa puede comprender50
granos de maíz, mazorcas de maíz, residuos de cultivos, farfollas de maíz, rastrojo de maíz, hierbas, trigo, centeno, 
paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, paja de arroz, pasto varilla, desechos de papel, bagazo de caña de 
azúcar, sorgo, caña de azúcar, soja, cereales, material celulósico, material lignocelulósico, árboles, ramas, raíces, 
hojas, astillas de madera, serrín, matojos y arbustos, hortalizas, frutos, flores, estiércol animal y mezclas de los 
mismos. la composición puede comprender, además, una enzima de sacarificación y/o sólidos no disueltos. La 55
composición también puede comprender, al menos, uno o más de monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, glicerol, 
monosacáridos, oligosacáridos o alcohol. Además, el alcohol puede ser butanol.

En algunas realizaciones, un método de extracción de aceite derivado de una biomasa de un proceso de fermentación 
incluye la puesta en contacto de una corriente de alimentación de una biomasa acuosa con un catalizador seleccionado 
entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa. La corriente de alimentación incluye agua, carbono fermentable y una 60
cantidad de aceite, y el carbono fermentable y el aceite se derivan ambos de la biomasa. Al menos una porción del 
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aceite se hidroliza según métodos descritos en la presente invención transformándose en ácidos grasos para formar
una corriente de alimentación de biomasa tratada por catalizador que incluye los ácidos grasos.

En la presente memoria también se divulga un método de producción de un extractante para una extracción in situ de 
un alcohol producto que incluye proporcionar una biomasa que incluye azúcar y aceite, teniendo el aceite una cantidad 
de triglicéridos, y poner el aceite en contacto con una composición que incluye una o más enzimas capaces de 5
hidrolizar los triglicéridos transformándolos en ácidos grasos. Los triglicéridos del aceite son hidrolizados para formar 
un extractante producto de fermentación que tiene un coeficiente de separación para el alcohol producto mayor que 
el coeficiente de separación del aceite de la biomasa para el alcohol producto.

También se divulga un método para producir butanol que incluye (a) proporcionar una biomasa que tiene almidón y 
aceite, incluyendo el aceite una cantidad de glicéridos; (b) licuar la biomasa para producir una biomasa licuada, 10
incluyendo la biomasa licuada oligosacáridos hidrolizados del almidón; (c) poner en contacto la biomasa de la etapa 
(a) o la biomasa licuada de la etapa (b) con una composición que tiene una o más enzimas capaces de convertir los 
glicéridos en ácidos grasos libres, por lo que los ácidos grasos libres forman un extractante producto de fermentación; 
(d) poner en contacto la biomasa licuada con una enzima de sacarificación capaz de convertir oligosacáridos en azúcar 
fermentable, incluyendo glucosa monomérica; (e) poner en contacto la biomasa licuada con un biocatalizador capaz 15
de convertir el azúcar fermentable en butanol, por lo que se produce un producto de fermentación que comprende 
butanol; y (f) poner el contacto el producto de fermentación con el extractante producto de fermentación, por lo que el 
butanol se separa del producto de fermentación, el extractante producto de fermentación que tiene un coeficiente de 
separación para el butanol mayor que el coeficiente de separación del aceite de la biomasa para el butanol.

En algunas realizaciones, un método incluye, en una etapa durante un proceso para producir un alcohol producto a 20
partir de una materia prima, poner en contacto el alcohol producto con un extractante que comprende ácidos grasos 
libres obtenidos de la hidrólisis enzimática de un aceite nativo, comprendiendo el aceite glicéridos. El extractante tiene 
un coeficiente de separación para el alcohol producto mayor que el coeficiente de separación del aceite nativo para el 
alcohol producto.

En algunas realizaciones, el proceso para producir un alcohol producto a partir de la materia prima incluye (a) licuar 25
la materia prima para crear una suspensión espesa de materia prima; (b) centrifugar la suspensión espesa de materia 
prima de (a) para producir un producto centrifugado producto centrifugado que incluye (i) una capa acuosa que 
comprende azúcar, (ii) una capa de aceite de origen vegetal, y (iii) una capa de sólidos; (c) suministrar la capa acuosa
de (b) a un tanque de fermentación; y (d) fermentar el azúcar de la capa acuosa para producir el alcohol producto.

En algunas realizaciones, el proceso para producir un alcohol producto a partir de una materia prima incluye, además,30
añadir el extractante al tanque de fermentación para formar una mezcla de dos fases que comprende una fase acuosa
y una fase orgánica que contiene el alcohol producto.

En algunas realizaciones, el aceite nativo es un aceite de origen vegetal, y en algunas realizaciones, el proceso de 
producción de un alcohol producto a partir de una materia prima incluye, además, la obtención del aceite de origen 
vegetal de la capa de aceite de origen vegetal; y convertir el aceite de origen vegetal en el extractante poniendo en 35
contacto el aceite con una o más enzimas que hidrolizan los glicéridos transformándolos en ácidos grasos libres.

En algunas realizaciones, el proceso para producir un alcohol producto a partir de una materia prima incluye, además, 
inactivar las una o más enzimas después de que al menos una porción de los glicéridos haya sido hidrolizada 
convirtiéndola en ácidos grasos libres.

En algunas realizaciones, el proceso para producir un alcohol producto a partir de una materia prima incluye, además, 40
el suministro del aceite de origen vegetal al tanque de fermentación antes de la etapa de conversión del aceite de 
origen vegetal en el extractante.

En algunas realizaciones, el proceso de producción de un alcohol producto a partir de una materia prima incluye, 
además, añadir un segundo extractante al tanque de fermentación para formar una mezcla de dos fases que 
comprende una fase acuosa y una fase orgánica que contiene el alcohol producto.45

En algunas realizaciones, el aceite de origen vegetal se convierte en el extractante después de la etapa de añadir un 
segundo extractante.

En algunas realizaciones, un método de extracción de aceite derivado de la biomasa de un proceso de fermentación 
incluye (a) proporcionar un caldo de fermentación que comprende un alcohol producto y aceite derivado de la biomasa, 
incluyendo el aceite glicéridos; (b) poner en contacto el caldo de fermentación con un primer extractante para formar50
una mezcla de dos fases que comprende una fase acuosa y una fase orgánica, en el que el alcohol producto y el 
aceite se separan creando la fase orgánica para formar una fase orgánica que contiene el alcohol producto; (c) separar 
de la fase acuosa la fase orgánica que contiene el alcohol producto; (d) separar el alcohol producto de la fase orgánica 
para producir una fase orgánica magra; y (e) poner en contacto la fase orgánica magra con una composición que 
comprende uno o más catalizadores seleccionados entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa capaces de hidrolizar los 55
glicéridos convirtiéndolos en ácidos grasos libres para producir un segundo extractante que comprende al menos una 
porción del primer extractante y ácidos grasos libres.
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En algunas realizaciones, el método incluye, además, la repetición de la etapa (b) poniendo en contacto el caldo de 
fermentación con el segundo extractante de la etapa (e).

En algunas realizaciones, una composición de formación del extractante de fermentación in situ incluye (a) puré 
formado a partir de biomasa e incluye agua, almidón y aceite, (b) un catalizador capaz de hidrolizar al menos una 
porción de los triglicéridos formando ácidos grasos libres, seleccionándose el catalizador entre lipasa, fosfolipasa y 5
lisofosfolipasa, y (c) ácidos grasos libres. El almidón y el aceite se derivan ambos de la biomasa, y el aceite incluye 
una cantidad de triglicéridos.

En algunas realizaciones, un caldo de fermentación incluye (a) un microorganismo recombinante capaz de producir 
butanol, (b) oligosacáridos, (c) un catalizador para hidrolizar glicéridos transformándolos en ácidos grasos libres, 
seleccionándose el catalizador entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa, (d) glicéridos, y (e) ácidos grasos libres.10

Breve descripción de los dibujos o las figuras

Los dibujos adjuntos, que se incorporan aquí y forman parte de la memoria, ilustran la presente invención y, junto con 
la descripción, sirven además para explicar los principios de la invención y para permitir que una persona experta en 
la técnica pertinente realice y use la invención.

La Figura 1 ilustra esquemáticamente un método y un sistema ejemplares de la presente invención, en los cuales una 15
biomasa licuada es puesta en contacto con un catalizador para la hidrólisis de los lípidos antes de la fermentación.

La Figura 2 ilustra esquemáticamente un método y un sistema ejemplares de la presente invención, en los cuales una 
biomasa licuada y sacarificada es puesta en contacto con un catalizador para la hidrólisis de los lípidos antes de la 
fermentación.

La Figura 3 ilustra esquemáticamente un método y un sistema ejemplares de la presente invención, en los cuales los 20
lípidos de una corriente de alimentación de biomasa son puestos en contacto con un catalizador para la hidrólisis de 
los lípidos antes o durante la licuefacción.

La Figura 4 ilustra esquemáticamente un método y un sistema ejemplares de la presente invención, en los cuales los 
sólidos no disueltos y los lípidos son extraídos de una biomasa licuada antes de la fermentación, y en los cuales los 
lípidos extraídos son hidrolizados formando ácidos grasos libres usando un catalizador, y los ácidos grasos libres son 25
suministrados al tanque de fermentación.

La Figura 5 ilustra esquemáticamente un método y un sistema ejemplares de la presente invención, en los cuales los 
lípidos derivados de aceite nativo son hidrolizados, transformándolos en ácidos grasos libres usando un catalizador, y 
los ácidos grasos libres son suministrados al tanque de fermentación.

La Figura 6 ilustra esquemáticamente un método y un sistema ejemplares de la presente invención, en los cuales los 30
lípidos de la biomasa presentes en un primer extractante que sale de un tanque de fermentación son convertidos en 
ácidos grasos libres que son suministrados a un tanque de fermentación como un segundo extractante.

La Figura 7 es un gráfico que ilustra el efecto que la presencia de ácidos grasos en un tanque de fermentación tiene 
sobre el consumo de glucosa para la cepa de butanologeno NGCI-047.

La Figura 8 es un gráfico que ilustra el efecto que la presencia de ácidos grasos en un tanque de fermentación tiene 35
sobre el consumo de glucosa para la cepa de butanologeno NGCI-049.

La Figura 9 es un gráfico que ilustra el efecto que la presencia de ácidos grasos en un tanque de fermentación tiene 
sobre el consumo de glucosa para la cepa de butanologeno NYLA84.

Descripción detallada de la invención

A no ser que se defina algo distinto, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria tienen el 40
mismo significado que entiende comúnmente una persona con un dominio normal de la técnica a la que pertenece la 
presente invención. En caso de conflicto, la presente solicitud que incluye las definiciones tendrá prioridad. Además, 
a no ser que se requiera algo distinto por el contexto, los términos singulares incluirán las pluralidades, y los términos 
plurales incluirán los singulares.

Para definir adicionalmente esta invención, en la presente memoria se proporcionan los términos y definiciones45
siguientes.

Según se usan en la presente memoria, se entenderá que los términos “comprende”, “comprendiendo”, “incluye”,
“incluyendo”, “tiene”, “teniendo”, “contiene” o “conteniendo”, o cualquier otra variación de los mismos, implican la 
inclusión de un número entero o grupo de números enteros indicado, pero no la exclusión de ningún otro número 
entero o grupo de números enteros. Por ejemplo, una composición, una mezcla, un proceso, un método, un artículo o 50
un aparato que comprenda una lista de elementos no está necesariamente limitado a solo esos elementos, sino que 
puede incluir otros elementos no expresamente enumerados o inherentes a tal composición, mezcla, proceso, método, 
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artículo o aparato. además, a no ser que se afirme expresamente lo contrario, “o” se refiere a un o incluyendo y no a 
un o excluyente. Por ejemplo, una condición A o B es satisfecha por uno cualquiera de los siguientes: A es verdadero 
(o está presente) y B es falso (o no está presente), A es falso (o no está presente) y B es verdadero (o está presente), 
y tanto A como B son verdaderos (o están presentes).

Además, se pretende que los artículos indefinidos “un” y “una” que preceden a un elemento o componente de la 5
invención no sean restrictivos en cuanto al número de casos, instancias del elemento o componente. Por lo tanto, 
debería interpretarse que “un” o “una” incluye al menos uno, y que la forma singular de la palabra del elemento o del 
componente también incluye el plural, a no ser que se pretenda obviamente que el número sea singular.

El término “invención” o “presente invención”, según es usado en la presente memoria, es un término no limitante y 
no se pretende que se refiera a ninguna realización individual de la invención particular, sino que abarca todas las 10
realizaciones posibles descritas en la solicitud.

Según se lo usa en la presente memoria, el término “aproximadamente”, cuando modifica la cantidad de un ingrediente 
o reactivo de la invención empleada, se refiere a una variación en la cantidad numérica que puede ocurrir, por ejemplo,
en los procedimientos típicos de medición y de manipulación de líquidos usados para crear concentrados o soluciones 
en el mundo real; por error involuntario en estos procedimientos; por diferencias en la fabricación, el origen o la pureza 15
de los ingredientes empleados para crear las composiciones o para llevar a cabo los métodos; y similares. El término 
“aproximadamente” también abarca cantidades que difieren debido a diferentes condiciones de equilibrio para una 
composición resultante de una mezcla inicial particular. Estén o no modificadas por el término “aproximadamente”, las 
reivindicaciones incluyen equivalentes de las cantidades. En una realización, el término “aproximadamente” significa 
a menos del 10% del valor numérico documentado, alternativamente a menos del 5% del valor numérico documentado.20

Según se usa en la presente memoria, “biomasa” se refiere a un producto natural que contiene polisacáridos 
hidrolizables que proporcionan azúcares fermentables que incluyen azúcares cualesquiera y almidón derivados de 
recursos naturales tales como maíz, caña, trigo, material celulósico o lignocelulósico y materiales que comprenden
celulosa, hemicelulosa, lignina, almidón, oligosacáridos, disacáridos y/o monosacáridos, y mezclas de los mismos. La 
biomasa también puede comprender componentes adicionales tales como proteína y/o lípidos. La biomasa puede 25
derivarse de un único origen o la biomasa puede comprender una mezcla derivada de más de un origen. Por ejemplo, 
la biomasa puede comprender una mezcla de mazorcas de maíz y rastrojo de maíz, o una mezcla de hierba y hojas. 
La biomasa incluye, sin limitación, cultivos bioenergéticos, residuos agrícolas, desechos sólidos municipales, residuos 
sólidos industriales, sedimentos procedentes de la fabricación de papel, residuos de jardinería, madera y residuos 
forestales. Ejemplos de biomasa incluyen, sin limitación, granos de maíz, mazorcas de maíz, residuos de cultivos tales 30
como farfollas de maíz, rastrojo de maíz, hierbas, trigo, centeno, paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, paja de 
arroz, pasto varilla, desechos de papel, bagazo de caña de azúcar, sorgo, caña de azúcar, soja, componentes 
obtenidos de la molienda de cereales, árboles, ramas, raíces, hojas, astillas de madera, serrín, matojos y arbustos, 
hortalizas, frutos, flores, estiércol animal y mezclas de los mismos. Por ejemplo, a partir de una biomasa puede 
formarse puré, jugo, melaza o hidrolizado mediante cualquier procesamiento conocido en la técnica de procesamiento 35
de la biomasa con fines de fermentación, tal como trituración, tratamiento y/o licuefacción y comprende azúcar 
fermentable y puede comprender agua. Por ejemplo, mediante cualquier método conocido para un experto en la 
técnica, puede procesarse una biomasa celulósica y/o lignocelulósica para obtener un hidrolizado que contiene 
azúcares fermentables. En la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2007/0031918A1 se da a conocer 
un pretratamiento con bajo contenido de amoniaco. La sacarificación de una biomasa celulósica y/o lignocelulósica 40
normalmente hace uso de un consorcio enzimático para descomponer la celulosa y la hemicelulosa para producir un 
hidrolizado que contiene azúcares que incluyen glucosa, xilosa y arabinosa. Hay una reseña de las enzimas de 
sacarificación adecuadas para una biomasa celulósica y/o lignocelulósica en Lynd, et al. (Microbiol. Mol. Biol. Rev. 
66:506-577, 2002).

El puré, el jugo, la melaza o el hidrolizado puede incluir la materia prima 12 o la suspensión espesa 16 de materia 45
prima descrita en la presente memoria. De la biomasa puede derivarse o formarse una corriente acuosa de 
alimentación mediante cualquier procesamiento conocido en la técnica para procesar la biomasa con fines de 
fermentación, tal como triturando, tratando y/o licuando, y comprende sustrato de carbono fermentable (por ejemplo, 
azúcar) y puede comprender agua. Una corriente acuosa de alimentación puede incluir la materia prima 12 y la 
suspensión espesa 16 de materia prima descritas en la presente memoria.50

Según se usa en la presente memoria, “materia prima” significa un suministro en un proceso de fermentación, 
conteniendo el suministro una fuente de carbono fermentable con o sin sólidos no disueltos, y cuando sea aplicable, 
el suministro que contiene la fuente de carbono fermentable antes o después de que la fuente de carbono fermentable 
haya sido liberada del almidón u obtenida de la descomposición de azúcares complejos por un procesamiento 
adicional, tal como mediante licuefacción, sacarificación u otro proceso. La materia prima incluye una biomasa o se 55
deriva de la misma. Materias primas adecuadas incluyen, sin limitación, centeno, trigo, maíz, caña, cebada, material 
celulósico, material lignocelulósico o mezclas de los mismos.

Según se usa en la presente memoria, “caldo de fermentación” significa la mezcla de agua, azúcares, sólidos disueltos, 
opcionalmente microorganismos productores de alcohol, alcohol producto, y todos los demás constituyentes del 
material contenido en el tanque de fermentación en el cual se está fabricando alcohol producto por la reacción de los 60
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azúcares con alcohol, agua y dióxido de carbono (CO2) mediante los microorganismos presentes. Ocasionalmente, 
según se usa en la presente memoria, las expresiones “medio de fermentación” y “mezcla fermentada” pueden ser 
usadas de manera sinónima con “caldo de fermentación.”

Según se usa en la presente memoria, “fuente de carbono fermentable” o “sustrato de carbono fermentable” significa 
una fuente de carbono capaz de ser metabolizada por los microorganismos divulgados en la presente memoria para 5
la producción de alcohol fermentativo. Fuentes adecuadas de carbono fermentable incluyen, sin limitación, 
monosacáridos tales como glucosa o fructosa; disacáridos tales como lactosa o sacarosa; oligosacáridos; 
polisacáridos tales como almidón o celulosa; azúcares C5 tales como xilosa y arabinosa; sustratos monocarbónicos, 
incluido el metano; y mezclas de los mismos.

Según se usa en la presente memoria, “azúcar fermentable” se refiere a uno o más azúcares capaces de ser 10
metabolizados por los microorganismos divulgados en la presente memoria para la producción de alcohol fermentativo.

Según se usa en la presente memoria, “tanque de fermentación” significa el tanque en el cual se efectúa la reacción 
de fermentación mediante la cual se forma alcohol producto, tal como butanol, a partir de azúcares.

Según se usa en la presente memoria, “tanque de licuefacción” significa el tanque en el cual se efectúa la licuefacción. 
La licuefacción es el proceso en el cual los oligosacáridos son liberados de la materia prima. En algunas realizaciones 15
en las que la materia prima es maíz, oligosacáridos son liberados del contenido de almidón de maíz durante la 
licuefacción.

Según se usa en la presente memoria, “tanque de sacarificación” significa el tanque en el cual se efectúa la 
sacarificación (es decir, la descomposición de oligosacáridos en monosacáridos). Cuando la fermentación y la 
sacarificación ocurren simultáneamente, el tanque de sacarificación y el tanque de fermentación pueden ser uno solo 20
en el mismo tanque.

Según se usa en la presente memoria, “azúcar” se refiere a oligosacáridos, disacáridos, monosacáridos y/o a mezclas 
de los mismos. El término “sacárido” también incluye hidratos de carbono, incluyendo almidones, dextranos,
glucógenos, celulosa, pentosanos, así como azúcares.

Según se usa en la presente memoria, “enzima de sacarificación” significa una o más enzimas que son capaces de 25
hidrolizar polisacáridos y/o oligosacáridos; por ejemplo, enlaces alfa-1,4-glucosídicos de glucógeno, o almidón. Las 
enzimas de sacarificación pueden incluir enzimas capaces de hidrolizar también materiales celulósicos o 
lignocelulósicos.

Según se usa en la presente memoria, “sólidos no disueltos” significa porciones no fermentables de materia prima; 
por ejemplo, germen, fibra y gluten.30

Según se usa en la presente memoria, “alcohol producto” se refiere a cualquier alcohol que puede ser producido por 
un microorganismo en un proceso de fermentación que utiliza la biomasa como una fuente de sustrato de carbono 
fermentable. Los alcoholes producto incluyen, sin limitación, alcoholes alquílicos C1 a C8. En algunas realizaciones, 
los alcoholes producto son alcoholes alquílicos C2 a C8. En otras realizaciones, los alcoholes producto son alcoholes 
alquílicos C2 a C5. Se apreciará que los alcoholes alquílicos C1 a C8 incluyen, sin limitación, metanol, etanol, propanol, 35
butanol y pentanol. Asimismo, los alcoholes alquílicos C2 a C8 incluyen, sin limitación, etanol, propanol, butanol y 
pentanol. “Alcohol” también se usa en la presente memoria con referencia a un alcohol producto.

Según se usa en la presente memoria, “butanol” se refiere con especificidad a los isómeros de butanol 1-butanol (1-
BuOH), 2-butanol (2-BuOH), terc-butanol y/o isobutanol (iBuOH o i-BuOH o I-BUOH, también denominado 2-metil-1-
propanol), ya sea individualmente o como mezclas de los mismos. Ocasionalmente, cuando se hace referencia a 40
ésteres de butanol, pueden usarse de forma intercambiable las expresiones “ésteres butílicos” y “ésteres de butanol”.

Según se usa en la presente memoria, “propanol” se refiere a los isómeros de propanol isopropanol o 1-propanol.

Según se usa en la presente memoria, “pentanol” se refiere a los isómeros de pentanol 1-pentanol, 3-metil-1-butanol, 
2-metil-1-butanol, 2,2-dimetil-1-propanol, 3-pentanol, 2-pentanol, 3-metil-2-butanol o 2-metil-2-butanol.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “equivalente alcohólico” se refiere al peso de alcohol que se 45
obtendría por una hidrólisis perfecta de un éster alcohólico y la subsiguiente recuperación del alcohol a partir de una 
cantidad del éster alcohólico.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “título de fase acuosa” se refiere a la concentración de un alcohol 
particular (por ejemplo, butanol) en el caldo de fermentación.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “título efectivo” se refiere a la cantidad total de un alcohol particular50
(por ejemplo, butanol) producida por la fermentación o el equivalente alcohólico del éster alcohólico producido por 
esterificación alcohólica por litro de medio de fermentación. Por ejemplo, el título efectivo de butanol en una unidad de 
volumen de una fermentación incluye: (i) la cantidad de butanol en el medio de fermentación; (ii) la cantidad de butanol 
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recuperada del extractante orgánico; (iii) la cantidad de butanol recuperada de la fase gaseosa, si se usa una 
extracción de gases; y (iv) el equivalente alcohólico del éster de butanol ya sea en la fase orgánica o en la acuosa.

Según se usa en la presente memoria, “extracción de productos in situ (ISPR)” significa la extracción selectiva de un 
producto específico de fermentación de un proceso biológico tal como la fermentación, para controlar la concentración 
del producto en el proceso biológico a medida que se produce el producto.5

Según se usa en la presente memoria, “extractante” o “extractante de ISPR” significa un disolvente orgánico usado 
para extraer cualquier alcohol producto, tal como butanol, o usado para extraer cualquier éster alcohólico producto
producido por un catalizador a partir de un alcohol producto y un ácido carboxílico o un lípido. Ocasionalmente, según 
se usa en la presente memoria, el término “disolvente” puede ser usado de forma sinónima con “extractante.” Para los 
procesos descritos en la presente memoria, los extractantes son inmiscibles en agua.10

Las expresiones “inmiscible en agua” o “insoluble” se refieren a un componente químico, tal como un extractante o un 
disolvente, que es incapaz de mezclarse con una solución acuosa, tal como un caldo de fermentación, de tal manera 
que se forme una sola fase líquida.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “fase acuosa” se refiere a la fase acuosa de una mezcla bifásica 
obtenida poniendo en contacto un caldo de fermentación con un extractante orgánico inmiscible en agua. En una 15
realización de un proceso descrito en la presente memoria que incluye una extracción fermentativa, la expresión “caldo 
de fermentación” se refiere específicamente, entonces, a la fase acuosa en una extracción fermentativa bifásica.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “fase orgánica” se refiere a la fase no acuosa de una mezcla 
bifásica obtenida poniendo en contacto un caldo de fermentación con un extractante orgánico inmiscible en agua.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “ácido carboxílico” se refiere a cualquier compuesto orgánico con 20
la fórmula química general -COOH en el que un átomo de carbono está unido a un átomo de oxígeno por un doble 
enlace para formar un grupo carbonilo (-C=O), a un grupo hidroxilo (-OH) mediante un enlace simple. Un ácido 
carboxílico puede estar en forma de ácido carboxílico protonado, en forma de una sal de un ácido carboxílico (por 
ejemplo, una sal de amonio, sodio o potasio), o como una mezcla de ácido carboxílico protonado y una sal de un ácido 
carboxílico. La expresión ácido carboxílico puede describir una única especie química (por ejemplo, ácido oleico) o25
una mezcla de ácidos carboxílicos, producidos, por ejemplo, por la hidrólisis de ésteres de ácidos grasos derivados 
de una biomasa o triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y fosfolípidos.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “ácido graso” se refiere a un ácido carboxílico (por ejemplo,
monoácido carboxílico alifático) que tiene una cadena de átomos de carbono C4 a C28 (siendo lo más común que se 
trate de los átomos de carbono C12 a C24), que es saturada o insaturada. Los ácidos grasos también pueden ser 30
ramificados o no ramificados. Los ácidos grasos pueden derivarse de una grasa animal o vegetal, un aceite o una 
cera, o estar contenidos en forma esterificada en los mismos. Los ácidos grasos pueden presentarse de manera 
natural en forma de glicéridos en las grasas y los aceites grasos, o pueden obtenerse por hidrólisis de las grasas o 
por síntesis. La expresión ácido graso puede describir una sola especie química o una mezcla de ácidos grasos. 
Además, la expresión ácido graso también abarca los ácidos grasos libres.35

Según se usa en la presente memoria, la expresión “alcohol graso” se refiere a un alcohol que tiene una cadena 
alifática de átomos de carbono C4 a C22, que es saturada o insaturada.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “aldehído graso” se refiere a un aldehído que tiene una cadena 
alifática de átomos de carbono C4 a C22, que es saturada o insaturada.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “amida grasa” se refiere a una amida que tiene una larga cadena 40
alifática de átomo de carbono C4 a C22, que es saturada o insaturada.

Según se usa en la presente memoria, la expresión “éster graso” se refiere a un éster que tiene una larga cadena 
alifática de átomo de carbono C4 a C22, que es saturada o insaturada.

Según se usa en la presente memoria, “aceite nativo” se refiere a lípidos obtenidos de plantas (por ejemplo, biomasa) 
o de animales. Según se usa en la presente memoria, “aceite de origen vegetal” se refiere a lípidos obtenidos, en 45
particular, de plantas. Ocasionalmente, “lípidos” puede usarse de forma sinónima con “aceite” y “glicéridos acílicos” 
Los aceites nativos incluyen, sin limitación, sebo, maíz, canola, triglicéridos cápricos/caprílicos, ricino, coco, semilla 
de algodón, pescado, jojoba, manteca, linaza, pie de buey, oiticica, palma, cacahuete, semilla de colza, arroz, cártamo, 
soja, girasol, tung, jatrofa y mezclas de aceites vegetales.

Según se usa en la presente memoria, el término “separación” es sinónimo de “recuperación”, y se refiere a la 50
extracción de un compuesto químico de una mezcla inicial para obtener el compuesto con mayor pureza o con una 
mayor concentración que la pureza o la concentración del compuesto en la mezcla inicial.
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Según se usa en la presente memoria, “microorganismo recombinante” se refiere a microorganismos tales como 
bacterias o levaduras que están modificados mediante el uso de técnicas de ADN recombinante; por ejemplo,
diseñando una célula anfitriona para que comprenda una vía biosintética para producir un alcohol tal como butanol.

La presente invención proporciona extractantes obtenidos por hidrólisis catalítica de glicéridos oleosos derivados de 
una biomasa y métodos de producción de los extractantes. En particular, los glicéridos en el aceite de la biomasa 5
pueden ser hidrolizados catalíticamente en ácidos grasos usando un catalizador seleccionado entre lipasa, fosfolipasa 
y lisofosfolipasa. Los ácidos grasos pueden hacer de extractantes para la extracción in situ de un alcohol producto, tal 
como butanol, de un caldo de fermentación. Así, la presente invención también proporciona métodos para producir un 
alcohol producto, tal como butanol, mediante fermentación extractiva usando los extractantes que se produjeron del 
aceite de la biomasa. La presente invención también proporciona métodos para hidrolizar catalíticamente el aceite 10
presente en una suspensión espesa de la materia prima formando ácidos grasos antes de la fermentación, por lo que 
el aceite se convierte en ácidos grasos y puede reducirse la degradación del coeficiente de separación del extractante 
de ISPR con el tiempo, que es atribuible a la presencia del aceite en el tanque de fermentación. Además, los ácidos 
grasos obtenidos por hidrólisis del aceite de la materia prima pueden hacer de extractante de ISPR que tiene un 
coeficiente de separación para un alcohol fermentativo mayor que el coeficiente de separación del aceite de la materia 15
prima para el alcohol fermentativo. El aceite de la materia prima puede ser separado de la suspensión espesa de 
materia prima antes de la hidrólisis y usado como extractante de ISPR, o el aceite puede ser hidrolizado formando 
ácidos grasos mientras se encuentra en la suspensión espesa de materia prima. Además, pueden usarse ácidos 
grasos como extractante de ISPR en lugar o además de un extractante convencional exógeno, tal como alcohol oleílico 
o ácido oleico, reduciendo con ello el gasto de materia prima asociado con el extractante exógeno.20

La presente invención será descrita con referencia a las Figuras. La Figura 1 ilustra un diagrama de flujo de un 
procedimiento ejemplar para la producción de alcohol fermentativo según una realización de la presente invención. 
Según se muestra, una materia prima 12 puede ser introducida en una entrada en un tanque 10 de licuefacción y ser 
licuada para producir una suspensión espesa 16 de la materia prima. La materia prima 12 contiene almidón hidrolizable 
que suministra una fuente de carbono fermentable (por ejemplo, azúcar fermentable tal como glucosa), y puede ser 25
una biomasa tal como, sin limitación, centeno, trigo, maíz, caña, cebada, material celulósico, material lignocelulósico 
o mezclas de los mismos, o, si no, puede derivarse de una biomasa. En algunas realizaciones, la materia prima 12 
puede ser uno o más componentes de una biomasa fraccionada, y, en otras realizaciones, la materia prima 12 puede 
ser una biomasa molida no fraccionada. En algunas realizaciones, la materia prima 12 puede ser maíz, tal como granos 
de maíz molidos en seco no fraccionados, y los sólidos no disueltos pueden incluir germen, fibra y gluten. Los sólidos 30
no disueltos son porciones no fermentables de materia prima 12. Para los fines de la exposición aquí, con referencia 
a las realizaciones mostradas en las Figuras, la materia prima 12 será descrita a menudo como constituyendo maíz 
molido no fraccionado en el cual los sólidos no disueltos no han sido separados de la misma. Sin embargo, debería 
entenderse que los métodos y los sistemas ejemplares descritos en la presente memoria pueden ser modificados para 
diferentes materias primas, fraccionadas o no, como resulta evidente para un experto en la técnica. En algunas 35
realizaciones, la materia prima 12 puede ser maíz rico en ácido oleico, de modo que el aceite de maíz derivado del 
mismo sea aceite de maíz rico en ácido oleico que tiene un contenido de ácido oleico de al menos aproximadamente 
un 55% en peso de ácido oleico. En algunas realizaciones, el contenido de ácido oleico en el aceite de maíz rico en 
ácido oleico puede ser de hasta aproximadamente un 65% en peso, en comparación con el contenido de ácido oleico 
en el aceite de maíz normal, que es de aproximadamente un 24% en peso. El aceite rico en ácido oleico puede 40
proporcionar algunas ventajas para un uso en los métodos de la presente invención, ya que la hidrólisis del aceite 
proporciona ácidos grasos que tienen un contenido elevado de ácido oleico para ser puestos en contacto con un caldo 
de fermentación. En algunas realizaciones, los ácidos grasos o las mezclas de los mismos comprenden ácidos grasos 
insaturados. La presencia de ácidos grasos insaturados reduce la temperatura de fusión, lo que proporciona ventajas 
para su manipulación. De los ácidos grasos insaturados, los que son monoinsaturados, es decir, los que poseen un 45
único doble enlace carbono-carbono, puede proporcionar ventajas con respecto a la temperatura de fusión sin 
sacrificar estabilidad térmica y oxidativa adecuada para consideraciones del proceso.

El proceso de licuefacción de la materia prima 12 implica la hidrólisis del almidón en la materia prima 12 formando 
azúcares, incluyendo, por ejemplo, dextrinas y oligosacáridos, y es un procedimiento convencional. Puede usarse 
cualquier proceso de licuefacción conocido, así como el correspondiente tanque de licuefacción, normalmente utilizado 50
por la industria incluyendo, sin limitación, el proceso ácido, el proceso ácido-enzimático o el proceso enzimático. Tales 
procesos pueden ser usados solos o en combinación. En algunas realizaciones, el proceso enzimático puede ser 
utilizado, y se introduce una enzima apropiada 14, por ejemplo, alfa-amilasa, en una entrada del tanque 10 de 
licuefacción. También puede introducirse agua en el tanque 10 de licuefacción. En algunas realizaciones, también 
puede introducirse una enzima de sacarificación, por ejemplo, glucoamilasa, en el tanque 10 de licuefacción. En 55
realizaciones adicionales, también puede introducirse una lipasa en el tanque 10 de licuefacción para catalizar la 
conversión de uno o más componentes del aceite en ácidos grasos.

La suspensión espesa 16 de materia prima producida a partir de la licuefacción de la materia prima 12 incluye azúcar, 
aceite 26 y sólidos no disueltos derivados de la biomasa de la que estaba formada la materia prima 12. En algunas 
realizaciones, el aceite se encuentra en una cantidad de aproximadamente un 0% en peso a al menos 60
aproximadamente un 2% en peso de la composición del caldo de fermentación. En algunas realizaciones, el aceite se 
encuentra en una cantidad de al menos aproximadamente un 0,5% en peso de la materia prima. La suspensión espesa 
16 de materia prima puede ser descargada de una salida del tanque 10 de licuefacción. En algunas realizaciones, la 
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materia prima 12 es maíz o granos de maíz y, por lo tanto, la suspensión espesa 16 de materia prima es una 
suspensión espesa de puré de maíz.

Puede añadirse un catalizador 42 a la suspensión espesa 16 de materia prima. El catalizador 42 es capaz de hidrolizar 
glicéridos en el aceite 26 transformándolos en ácidos grasos libres (FFA) 28. Por ejemplo, cuando la materia prima 12 
es maíz, entonces el aceite 26 es el aceite de maíz constituyente de la materia prima, y los ácidos grasos libres 28 5
son ácidos grasos de aceite de maíz (COFA). Así, después de la introducción del catalizador 42 en la suspensión 
espesa 16 de materia prima, al menos una porción de los glicéridos en el aceite 26 es hidrolizada convirtiéndola en
FFA 28, dando lugar a una suspensión espesa 18 de la materia prima que tiene FFA 28 y el catalizador 42. La 
composición resultante de ácido/aceite procedente de la hidrolización del aceite 26 es normalmente de al menos 
aproximadamente un 17% en peso de FFA. En algunas realizaciones, la composición resultante de ácido/aceite 10
procedente de la hidrolización del aceite 26 es al menos aproximadamente un 20% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 25% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 30% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 35% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 40% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 45% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 50% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 55% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 60% en peso de FFA, al menos 15
aproximadamente un 65% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 70% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 75% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 80% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 85% en peso de FFA, al menos aproximadamente un 90% en peso de FFA, al menos 
aproximadamente un 95% en peso de FFA o al menos aproximadamente un 99% en peso de FFA. En algunas 
realizaciones, la concentración del ácido graso (tal como ácido carboxílico) en el tanque de fermentación supera el 20
límite de solubilidad en la fase acuosa y da lugar a la producción de una mezcla de fermentación de dos fases que 
comprende una fase orgánica y una fase acuosa. En algunas realizaciones, la concentración de ácido carboxílico (o 
ácido graso) en el caldo de fermentación normalmente no es supera aproximadamente 0,8 g/L y está limitada por la 
solubilidad del ácido carboxílico (o el ácido graso) en el caldo.

En algunas realizaciones, el catalizador 42 puede ser una o más enzimas lipasa. Las enzimas lipasa usadas pueden 25
derivarse de cualquier fuente, incluyendo, por ejemplo, Absidia, Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Alternaria, 
Aspergillus, Achromobacter, Aureobasidium, Bacillus, Beauveria, Brochothrix, Candida, Chromobacter, Coprinus, 
Fusarium, Geotricum, Hansenula, Humicola, Hyphozyma, Lactobacillus, Metarhizium, Mucor, Nectria, Neurospora, 
Paecilomyces, Penicillium, Pseudomonas, Rhizoctonia, Rhizomucor, Rhizopus, Rhodosporidium, Rhodotorula, 
Saccharomyces, Sus, Sporobolomyces, Thermomyces, Thiarosporella, Trichoderma, Verticillium, y/o una cepa de 30
Yarrowia. En un aspecto preferente, la fuente de la lipasa se selecciona del grupo constituido por Absidia blakesleena, 
Absidia corymbifera, Achromobacter iophagus, Alcaligenes sp., Alternaria brassiciola, Aspergillus flavus, Aspergillus 
niger, Aspergillus tubingensis. Aureobasidium pullulans, Bacillus pumilus, Bacillus strearothermophilus, Bacillus 
subtilis, Brochothrix thermosohata, Candida cylindracea (Candida rugosa), Candida paralipolytica, lipasa A de Candida 
antarctica, lipasa B de Candida antartica, Candida ernobii, Candida deformans, Chromobacter viscosum, Coprinus 35
cinerius, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium solani pisi, Fusarium roseum culmorum, Geotricum 
penicillatum, Hansenula anomala, Humicola brevispora, Humicola brevis var. thermoidea, Humicola insolens, 
Lactobacillus curvatus, Rhizopus oryzae, Penicillium cyclopium, Penicillium crustosum, Penicillium expansum, 
Penicillium sp. I, Penicillium sp. II, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas cepacia (sin.
Burkholderia cepacia), Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Pseudomonas maltophilia, Pseudomonas 40
mendocina, Pseudomonas mephitica lipolytica, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas plantari, Pseudomonas 
pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, y Pseudomonas wisconsinensis, Rhizoctonia solani, 
Rhizomucor miehei, Rhizopus japonicus, Rhizopus microsporus, Rhizopus nodosus, Rhodosporidium toruloides, 
Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae, Sporobolomyces shibatanus, Sus scrofa, Thermomyces lanuginosus 
(previamente Humicola lanuginose), Thiarosporella phaseolina, Trichoderma harzianum, Trichoderma reesei y 45
Yarrowia lipolytica. En un aspecto preferente adicional, la lipasa se selecciona del grupo constituido por lipasa de
Thermomcyces lanuginosus, lipasa de Aspergillus sp., lipasa de Aspergillus niger, lipasa de Aspergillus tubingensis, 
lipasa B de Candida antartica, lipasa de Pseudomonas sp., lipasa de Penicillium roqueforti, lipasa de Penicillium 
camembertii, lipasa de Mucor javanicus, lipasa de Burkholderia cepacia, lipasa de Alcaligenes sp., lipasa de Candida 
rugosa, lipasa de Candida parapsilosis, lipasa de Candida deformans, lipasas A y B de Geotrichum candidum, lipasa 50
de Neurospora crassa, lipasa de Nectria haematococca, lipasa de Fusarium heterosporum, lipasa de Rhizopus 
delemar, lipasa de Rhizomucor miehei, lipasa de Rhizopus arrhizus y lipasa de Rhizopus oryzae. Preparaciones 
comerciales de lipasa adecuadas como catalizador enzimático 42 incluyen, sin limitación, Lipolase® 100 L, Lipex® 
100L, Lipoclean® 2000T, Lipozyme® CALB L, Novozyme® CALA L y Palatase 20000L, disponibles en Novozymes, o 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Mucor miehei, páncreas de cerdo, Candida cylindracea, Rhizopus 55
niveus, Candida antarctica, Rhizopus arrhizus o Aspergillus, disponibles en SigmaAldrich.

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan los enlaces de éster de los fosfolípidos, pero muchas fosfolipasas también 
pueden hidrolizar triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos (actividad acil hidrolasa lipídica (LAH)). Según se usa en 
la presente memoria, el término “fosfolipasa” abarca las enzimas que tienen cualquier actividad fosfolipasa, por 
ejemplo, escindiendo un enlace éster de glicerolfosfato (catalizando la hidrólisis de un enlace éster de glicerolfosfato), 60
por ejemplo, en un aceite, tal como un aceite en bruto o un aceite vegetal. La actividad fosfolipasa de la invención 
puede generar una base fosforilada extraíble en agua y un diglicérido. La actividad fosfolipasa puede comprender una 
actividad fosfolipasa C (PLC); una actividad PI-PLC, una actividad fosfolipasa A (PLA), tal como una actividad
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fosfolipasa A1 o fosfolipasa A2; una actividad fosfolipasa B (PLB) tal como una actividad fosfolipasa B1 o fosfolipasa 
B2, incluyendo la actividad lisofosfolipasa (LPL) y/o la actividad lisofosfolipasa-transacilasa (LPT A); una actividad
fosfolipasa D (PLD), tal como una actividad fosfolipasa D1 o fosfolipasa D2; y/o una actividad patatina o cualquier 
combinación de las mismas. El término “fosfolipasa” también abarca enzimas que tienen actividad lisofosfolipasa, en 
la que los dos sustratos de esta enzima son 2-lisofosfatidilcolina y H2O, y en la que sus dos productos son 5
glicerofosfocolina y carboxilato. Las enzimas fosfolipasa A1 (PLA1) eliminan el ácido graso en la posición 1 para 
producir un ácido graso libre y 1-liso-2-acilfosfolípido. Las enzimas fosfolipasa A2 (PLA2) eliminan el ácido graso en 
la posición 2 para producir un ácido graso libre y 1-acil-2-lisofosfolípido. Las enzimas PLA1 y PLA2 pueden ser intra o 
extracelulares, unidas a la membrana o solubles. Las enzimas fosfolipasa C (PLC) eliminan el resto fosfato para 
producir 1,2 diacilglicerol y un éster fosfato. Las enzimas fosfolipasa D (PLD) producen 1,2-diacilglicerofosfato y un 10
grupo base. Una fosfolipasa útil en la presente invención puede ser obtenida de diversas fuentes biológicas; por 
ejemplo, sin limitación, especies fúngicas filamentosas dentro del género Fusarium, tales como una cepa de F. 
culmorum, F. heterosporum, F. solani o F. oxysporum; o una especie fúngica filamentosa dentro del género Aspergillus, 
tales como una cepa de Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger o 
Aspergillus oryzae. También útiles en la presente invención son las variantes de fosfolipasa de Thermomyces 15
lanuginosus, tales como el producto comercial Lecitase® Ultra (Novozymes A’S, Dinamarca). Se pueden aplicar una 
o más fosfolipasas como un polvo liofilizado, inmovilizado o en solución acuosa.

Después de que se hidroliza al menos una porción de los glicéridos, en algunas realizaciones, el catalizador 42 puede 
ser inactivado. Para volver inactivo el catalizador 42, puede usarse cualquier método conocido en la técnica. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones, el catalizador 42 puede ser inactivado por la aplicación de calor, ajustando el pH 20
de la masa de reacción a un pH en el que el catalizador 42 esté inactivado de manera irreversible, y/o añadiendo una 
especie química o bioquímica capaz de inactivar selectivamente la actividad del catalizador. Según se muestra, por 
ejemplo, en la realización de la Figura 1, se aplica calor q a la suspensión espesa 18 de materia prima, mediante lo 
cual el catalizador 42 se vuelve inactivo. El calor q puede ser aplicado a la suspensión espesa 18 de materia prima 
antes de que la suspensión espesa 18 de materia prima sea suministrada a un tanque 30 de fermentación. La 25
suspensión espesa 18 de materia prima tratada térmicamente (con el catalizador 42 inactivo) es introducida entonces 
en un tanque 30 de fermentación junto con un microorganismo 32 que ha de ser incluido en un caldo de fermentación 
contenido en el tanque 30 de fermentación. Alternativamente, la suspensión espesa 18 de materia prima puede ser 
suministrada al tanque 30 de fermentación y sometida a calor q mientras se encuentra en el tanque de fermentación, 
antes de la inoculación del microorganismo 32 en el tanque de fermentación. Por ejemplo, en algunas realizaciones,30
se puede realizar el tratamiento de inactivación del catalizador calentando la suspensión espesa 18 de materia prima 
con calor q hasta una temperatura de al menos aproximadamente 75°C durante al menos aproximadamente 5 minutos, 
al menos aproximadamente 75°C durante al menos aproximadamente 10 minutos, al menos aproximadamente 75°C 
durante al menos aproximadamente 15 minutos, al menos aproximadamente 80°C durante al menos 
aproximadamente 5 minutos, al menos aproximadamente 80°C durante al menos aproximadamente 10 minutos, al 35
menos aproximadamente 80°C durante al menos aproximadamente 15 minutos, al menos aproximadamente 85°C 
durante al menos aproximadamente 5 minutos, al menos aproximadamente 85°C durante al menos aproximadamente
10 minutos, o al menos aproximadamente 85°C durante al menos aproximadamente 15 minutos. En algunas 
realizaciones, después de ser sometida a calor q, la suspensión espesa 18 de materia prima es enfriada hasta una 
temperatura apropiada para la fermentación antes de su introducción en el tanque 30 de fermentación (o antes de la 40
inoculación en el tanque de fermentación en caso de que la aplicación de calor q se interrumpa en el tanque de 
fermentación). Por ejemplo, en algunas realizaciones, la temperatura de la suspensión espesa 18 de materia prima es 
aproximadamente 30°C antes de su puesta en contacto con un caldo de fermentación.

Se prefiere la inactivación del catalizador 42 cuando es deseable evitar que el catalizador 42 esterifique el alcohol con
los ácidos grasos 28 del tanque de fermentación. En algunas realizaciones, es deseable la producción de un éster 45
alcohólico por esterificación del alcohol producto en un medio de fermentación con un ácido orgánico (por ejemplo, un 
ácido graso) y un catalizador (por ejemplo, lipasa), según se describe adicionalmente en la publicación de solicitud de 
patente estadounidense nº 2011/0312043, en tramitación como la presente, de la misma titularidad. Por ejemplo, para 
la producción de butanol, el catalizador activo 42 en el tanque de fermentación (introducido a través de la suspensión 
espesa 18) puede catalizar la esterificación del butanol con ácidos grasos 28 (introducidos a través de la suspensión 50
espesa 18) para formar ésteres butílicos de ácidos grasos (FABE) in situ.

El tanque 30 de fermentación está configurado para fermentar la suspensión espesa 18 para producir un alcohol 
producto tal como butanol. En particular, el microorganismo 32 metaboliza el azúcar fermentable de la suspensión 
espesa 18 y excreta un alcohol producto. El microorganismo 32 se selecciona del grupo de bacterias, cianobacterias, 
hongos filamentosos y levaduras. En algunas realizaciones, el microorganismo 32 puede ser una bacteria tal como E.55
coli. En algunas realizaciones, el microorganismo 32 puede ser un microorganismo fermentativo recombinante. La 
suspensión espesa puede incluir azúcar —por ejemplo, en forma de oligosacáridos— y agua, y puede comprender 
menos de aproximadamente 20 g/L de glucosa monomérica, más preferiblemente menos de aproximadamente 10 g/L 
o menos de aproximadamente 5 g/L de glucosa monomérica. En la técnica es bien conocida una metodología
adecuada para determinar la cantidad de glucosa monomérica. Tales métodos adecuados conocidos en la técnica 60
incluyen la HPLC.

En algunas realizaciones, la suspensión espesa 18 es sometida a un proceso de sacarificación para descomponer los 
azúcares complejos (por ejemplo, oligosacáridos) de la suspensión espesa 18 en monosacáridos que puedan ser 
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metabolizados fácilmente por el microorganismo 32. Puede usarse cualquier procedimiento conocido de sacarificación 
que se utilice de manera rutinaria por la industria, incluyendo, sin limitación, el proceso ácido, el proceso ácido-
enzimático o el proceso enzimático. En algunas realizaciones, pueden producirse la sacarificación y la fermentación 
simultáneas (SSF) dentro del tanque 30 de fermentación, según se muestra en la Figura 1. En algunas realizaciones, 
puede introducirse una enzima 38, tal como la glucoamilasa, en una entrada del tanque 30 de fermentación para 5
descomponer el almidón o los oligosacáridos en glucosa capaz de ser metabolizada por el microorganismo 32.

Opcionalmente, puede suministrarse etanol 33 al tanque 30 de fermentación para que sea incluido en el caldo de 
fermentación. En algunas realizaciones, cuando se usa un microorganismo recombinante que tiene una vía biosintética 
de butanol como microorganismo 32 para la producción de butanol, el microorganismo 32 puede requerir 
suplementación de un sustrato con 2 carbonos (por ejemplo, etanol) para sobrevivir y crecer. Así, en algunas 10
realizaciones, puede suministrarse etanol 33 al tanque 30 de fermentación.

Sin embargo, se ha descubierto con sorpresa que métodos de la presente invención en los que hay presente ácido 
graso libre (por ejemplo, FFA 28) en el tanque de fermentación pueden permitir la reducción de la cantidad de etanol 
33 normalmente suministrada para un microorganismo recombinante dado sin detrimento para la vitalidad del 
microorganismo recombinante. Además, en algunas realizaciones, los métodos de la presente invención permiten que 15
la tasa de producción del alcohol (por ejemplo, butanol) sin suplementación de etanol sea comparable a la tasa de 
producción que puede lograrse cuando se suplementa etanol 33. Según demuestran adicionalmente los ejemplos 
comparativos presentados en los Ejemplos 1-14 más abajo, la tasa de producción de butanol cuando hay ácido graso, 
pero no etanol, en el tanque de fermentación puede ser mayor que la tasa de producción de butanol cuando en el 
tanque de fermentación no hay ni ácido graso ni etanol. Así, en algunas realizaciones, se reduce la cantidad de 20
suplementación con etanol 33 con respecto a los procedimientos convencionales. Por ejemplo, una cantidad típica de 
etanol añadida a un tanque de fermentación para microorganismos que requieren la suplementación de un sustrato 
con 2 carbonos es aproximadamente 5 g/L de etanol anhidro (es decir, 5 g de etanol anhidro por litro de medio de 
fermentación). En algunas realizaciones, la fermentación de butanol no es suplementada con etanol 33 alguno. En 
este caso, se omite por entero la corriente de etanol 33 del tanque de fermentación. Así, en algunas realizaciones de 25
la presente invención, es posible reducir o eliminar el coste asociado con el etanol suplementario 33, así como la 
inconveniencia asociada con el almacenamiento de cubas de etanol 33 y el suministro de este al tanque de 
fermentación durante la fermentación del butanol.

Además, con independencia de la suplementación de etanol, en algunas realizaciones, los métodos de la presente 
invención pueden proporcionar una mayor tasa de captación de glucosa por el microorganismo 32 en virtud de la 30
presencia de ácidos grasos durante la fermentación. Los ácidos grasos pueden ser introducidos en el tanque 30 de 
fermentación como ácido carboxílico 28, ser hidrolizados a partir del aceite suministrado 26, y/o derivados de la 
hidrólisis del aceite de la biomasa constituyente de la suspensión espesa 16. En la publicación de solicitud de patente 
estadounidense nº 2011/0312043, en tramitación como la presente, de la misma titularidad, se describen métodos 
para producir un alcohol producto a partir de un proceso de fermentación en el cual se producen ácidos grasos en una 35
etapa del proceso y son puestos en contacto con cultivos de microorganismos en un tanque de fermentación para 
potenciar la tasa de crecimiento de los microorganismos y su consumo de glucosa.

En el tanque 30 de fermentación, el microorganismo 32 produce alcohol. Puede utilizarse la extracción de productos 
in situ (ISPR) para extraer el alcohol producto del caldo de fermentación. En algunas realizaciones, la ISPR incluye la 
extracción líquido-líquido. La extracción líquido-líquido se puede llevar a cabo según los procedimientos descritos en 40
la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0305370. La publicación de solicitud de patente 
estadounidense nº 2009/0305370 describe métodos para producir y recuperar butanol de un caldo de fermentación 
usando extracción líquido-líquido, comprendiendo los métodos la etapa de puesta en contacto del caldo de 
fermentación con un extractante inmiscible en agua para formar una mezcla de dos fases que comprende una fase 
acuosa y una fase orgánica. Típicamente, el extractante puede ser un extractante orgánico seleccionado del grupo 45
constituido por alcoholes grasos C12 a C22, ácidos grasos C12 a C22, ésteres de ácidos grasos C12 a C22, aldehídos 
grasos C12 a C22, amidas grasas C12 a C22 saturados, monoinsaturados, poliinsaturados (y mezclas de los mismos),
triglicéridos y mezclas de los mismos, que haga contacto con un caldo de fermentación y para formar una mezcla de 
dos fases que comprende una fase acuosa y una fase orgánica. El extractante también puede ser un extractante 
orgánico seleccionado del grupo constituido por alcoholes grasos C4 a C22, ácidos grasos C4 a C28, ésteres de ácidos 50
grasos C4 a C28, aldehídos grasos C4 a C22, amidas grasas C4 a C22 saturados, monoinsaturados, poliinsaturados (y
mezclas de los mismos), y mezclas de los mismos, que haga contacto con un caldo de fermentación y para formar 
una mezcla de dos fases que comprende una fase acuosa y una fase orgánica. Los ácidos grasos libres 28 
procedentes de la suspensión espesa 18 también pueden hacer de extractante 28 de ISPR. Por ejemplo, cuando los 
ácidos grasos libres 28 son ácidos grasos de aceite de maíz (COFA), el extractante 28 de ISPR es COFA. El 55
extractante 28 de ISPR (FFA) hacen contacto con el caldo de fermentación y forma una mezcla de dos fases que 
comprende una fase acuosa 34 y una fase orgánica. El alcohol producto presente en el caldo de fermentación se 
separa preferentemente en la fase orgánica, formando una fase orgánica 36 que contiene alcohol. En algunas 
realizaciones, el tanque 30 de fermentación tiene una o más entradas para recibir uno o más extractantes adicionales 
29 de ISPR que forman una mezcla de dos fases que comprende una fase acuosa y una fase orgánica, con la60
separación del alcohol producto en la fase orgánica.
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La mezcla bifásica puede ser extraída del tanque 30 de fermentación como una corriente 39 e introducida en un tanque 
35, en el cual la fase orgánica 36 que contiene alcohol se separa de la fase acuosa 34. La fase orgánica 36 que 
contiene alcohol es separada de la fase acuosa 34 de la corriente 39 de la mezcla bifásica usando métodos conocidos 
en la técnica, incluyendo, sin limitación, sifonado, aspiración, decantación, centrifugación, uso de un decantador por 
gravedad, división de fases asistida por membrana, y similares. La totalidad o parte de la fase acuosa 34 puede ser5
reciclada al tanque 30 de fermentación como medio de fermentación (según se muestra), o, si no, descartada y 
sustituida con caldo nuevo, o tratada para la extracción de cualquier alcohol producto restante y luego reciclada al 
tanque 30 de fermentación. A continuación, la fase orgánica 36 que contiene alcohol es tratada en un separador 50 
para recuperar el alcohol producto 54, y el extractante resultante 27 pobre en alcohol también puede ser reciclado 
entonces volviendo al tanque 30 de fermentación, habitualmente en combinación con FFA 28 nuevo procedente de la 10
suspensión espesa 18 y/o con extractante 29 nuevo para una extracción adicional del alcohol producto. 
Alternativamente, pueden añadirse FFA 28 nuevo (procedente de la suspensión espesa 18) y/o extractante 29 de 
forma continua al tanque de fermentación para sustituir al o a los extractantes de ISPR extraídos en la corriente 39 de 
la mezcla bifásica.

En algunas realizaciones, cualquier extractante adicional 29 de ISPR puede ser un extractante orgánico exógeno, tal 15
como alcohol oleílico, alcohol behenílico, alcohol cetílico, alcohol laurílico, alcohol miristílico, alcohol estearílico, 1-
undecanol, ácido oleico, ácido láurico, ácido mirístico, ácido esteárico, miristato metílico, oleato metílico, undecanal,
aldehído láurico, 20-metilundecanal, y mezclas de los mismos. En algunas realizaciones, el extractante 29 de ISPR 
puede ser un ácido carboxílico, y en algunas realizaciones, el extractante 29 de ISPR puede ser un ácido graso. En 
algunas realizaciones, el ácido carboxílico o el ácido graso puede tener de 4 a 28 carbonos, de 4 a 22 carbonos en 20
otras realizaciones, de 8 a 22 carbonos en otras realizaciones, de 10 a 28 carbonos en otras realizaciones, de 7 a 22 
carbonos en otras realizaciones, de 12 a 22 carbonos en otras realizaciones, de 4 a 18 carbonos en otras realizaciones, 
de 12 a 22 carbonos en otras realizaciones, y de 12 a 18 carbonos en otras realizaciones adicionales. En algunas 
realizaciones, el extractante 29 de ISPR es uno o más de los siguientes ácidos grasos: azaleico, cáprico, caprílico, 
ricino, coco (es decir, como una combinación natural de ácidos grasos, incluyendo láurico, mirístico, palmítico, 25
caprílico, cáprico, esteárico, caproico, araquídico, oleico y linoleico, por ejemplo), dimérico, isosteárico, láurico, linaza, 
mirístico, oleico, de oliva, aceite de palma, palmítico, de palmiste, cacahuete, perlargónico, ricinoleico, sebácico, de 
soja, ácido esteárico, talloil, sebo, hidroxi esteárico nº 12 o cualquier aceite de semillas. En algunas realizaciones, el 
extractante 29 de ISPR es uno o más de diácidos, ácido azelaico, dimérico y sebácico. Así, en algunas realizaciones, 
el extractante 29 de ISPR puede ser una mezcla de dos o más ácidos grasos diferentes. En algunas realizaciones, el 30
extractante 29 de ISPR puede ser un ácido graso derivado de una hidrólisis química o enzimática de glicéridos 
derivados de un aceite nativo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el extractante 29 de ISPR puede ser ácidos 
grasos libres 28′ obtenidos por hidrólisis enzimática de aceite nativo, tales como lípidos de biomasa, según se 
describirá posteriormente con referencia a la realización de la Figura 5. En algunas realizaciones, el extractante 29 de 
ISPR puede ser un ácido graso extractante seleccionado del grupo constituido por ácidos grasos, alcoholes grasos, 35
amidas grasas, ésteres metílicos de ácidos grasos, ésteres alcohólicos inferiores de ácidos grasos, ésteres glicólicos 
de ácidos grasos, triglicéridos hidroxilados y mezclas de los mismos, obtenidos de la conversión química de un aceite 
nativo, tal como lípidos de biomasa, según se descrito, por ejemplo, en la publicación de solicitud de patente 
estadounidense nº 2011/0312043, en tramitación como la presente, de la misma titularidad. En tales realizaciones, los 
lípidos de biomasa para la producción del extractante 29 pueden ser de una fuente de biomasa igual o diferente que 40
aquella de la que se obtiene la materia prima 12. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los lípidos de biomasa para 
producir el extractante 29 pueden derivarse de la soja, mientras que la fuente de biomasa de la materia prima 12 es 
el maíz. Puede usarse cualquier combinación posible de fuentes de biomasa para el extractante 29 diferentes con 
respecto a la materia prima 12, como será evidente para un experto en la técnica. En algunas realizaciones, el 
extractante adicional 29 de ISPR incluye COFA.45

La fermentación extractiva in situ puede llevarse a cabo en un modo por lotes o en un modo continuo en un tanque 30 
de fermentación. Para la fermentación extractiva in situ, el extractante orgánico puede ser puesto en contacto con el 
medio de fermentación al comienzo de la fermentación, formando un medio bifásico de fermentación. 
Alternativamente, el extractante orgánico puede ser puesto en contacto con el medio de fermentación después de que 
el microorganismo haya logrado una cantidad deseada de crecimiento, lo que puede determinarse midiendo la 50
densidad óptica del cultivo. Además, el extractante orgánico puede ser puesto en contacto con el medio de 
fermentación en un momento en el cual el nivel del alcohol producto en el medio de fermentación alcanza un nivel 
preseleccionado. En el caso de la producción de butanol, por ejemplo, el extractante de ISPR puede ser puesto en 
contacto con el medio de fermentación en un momento anterior a que la concentración de butanol alcance un nivel 
que sería tóxico para el microorganismo. Después de poner al medio de fermentación en contacto con el extractante 55
de ISPR, el producto de butanol se separa en el extractante, disminuyendo la concentración en la fase acuosa que 
contiene el microorganismo, limitando con ello la exposición del microorganismo de producción al producto de butanol 
inhibitorio.

El volumen del extractante de ISPR que haya de ser usado depende de varios factores, incluyendo el volumen del 
medio de fermentación, el tamaño del tanque de fermentación, el coeficiente de separación del extractante para el 60
producto de butanol, y el modo de fermentación elegido, según se describe posteriormente. El volumen del extractante 
puede estar entre aproximadamente el 3% y aproximadamente el 60% del volumen de trabajo del tanque de 
fermentación. Dependiendo de la eficacia de la extracción, el título de la fase acuosa de butanol en el medio de 
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fermentación puede estar, por ejemplo, entre aproximadamente 1 g/L y aproximadamente 85 g/L, entre 
aproximadamente 10 g/L y aproximadamente 40 g/L, entre aproximadamente 10 g/L y aproximadamente 20 g/L, entre 
aproximadamente 15 g/L y aproximadamente 50 g/L o entre aproximadamente 20 g/L y aproximadamente 60 g/L. En 
algunas realizaciones, el caldo de fermentación resultante después de la esterificación alcohólica puede comprender 
alcohol libre (es decir, no esterificado) y, en algunas realizaciones, la concentración de alcohol libre en el caldo de 5
fermentación después de la esterificación alcohólica no supera 1, 3, 6, 10, 15, 20, 25, 30 25, 40, 45, 50, 55 o 60 g/L 
cuando el alcohol producto es butanol, o, cuando el alcohol producto es etanol, la concentración of alcohol libre en el
caldo de fermentación después de la esterificación alcohólica no supera 15, 20, 25, 30 25, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 
75, 80, 85, 90, 95 o 100 g/L. Sin entrar en consideraciones teóricas, se cree que puede obtenerse un título de butanol 
mayor con el método de fermentación extractiva, en parte, a partir de la extracción del producto de butanol tóxico del 10
medio de fermentación, manteniendo con ello el nivel por debajo de que es tóxico para el microorganismo.

En un modo por lotes de la fermentación extractiva in situ, se añade un volumen de extractante orgánico al tanque de 
fermentación y el extractante no es extraído durante el proceso. Este modo requiere un mayor volumen de extractante 
orgánico para minimizar la concentración del producto de butanol inhibitorio en el medio de fermentación. En 
consecuencia, el volumen del medio de fermentación es menor y la cantidad de producto producido es menor que el 15
obtenido usando el modo continuo. Por ejemplo, el volumen del extractante en el modo por lotes puede estar entre el 
20% y aproximadamente el 60% del volumen de trabajo del tanque de fermentación en una realización, y entre 
aproximadamente el 30% y aproximadamente el 60% en otra realización.

Puede usarse una extracción de gases (no mostrada) concurrentemente con el extractante de ISPR para extraer el 
alcohol producto del medio de fermentación.20

En la realización de la Figura 1, el alcohol producto es extraído del caldo de fermentación in situ, efectuándose la 
separación de la mezcla bifásica 39 en un tanque separado 35. En algunas realizaciones, la separación de la mezcla 
bifásica 39 puede efectuarse en el tanque de fermentación, según se muestra en las realizaciones de las Figuras 2 y 
3, descritas posteriormente, en las que la corriente 36 de la fase orgánica que contiene alcohol sale directamente del 
tanque 30 de fermentación. La corriente 34 de la fase acuosa también puede salir directamente del tanque 30 de 25
fermentación, ser tratada para la extracción de cualquier alcohol producto restante y reciclada, o desechada y 
sustituida con medio de fermentación nuevo. La extracción del alcohol producto por el o los extractantes orgánicos 
puede realizarse con o sin la retirada del microorganismo del caldo de fermentación. El microorganismo puede ser 
retirado del caldo de fermentación por medios conocidos en la técnica, incluyendo, sin limitación, filtración o 
centrifugación. Por ejemplo, la corriente 34 de la fase acuosa puede incluir un microorganismo 32 tal como levadura. 30
El microorganismo 32 puede ser fácilmente separado de la corriente de la fase acuosa; por ejemplo, en una centrífuga 
(no mostrada). El microorganismo 32 puede ser reciclado entonces al tanque 30 de fermentación que, con el tiempo, 
aumentará la tasa de producción de la producción de alcohol, dando con ello lugar a un aumento en la eficiencia de 
la producción de alcohol.

En un modo continuo de fermentación extractiva in situ, el volumen del extractante puede estar entre aproximadamente 35
el 3% y aproximadamente el 50% del volumen de trabajo del tanque de fermentación en una realización, entre 
aproximadamente el 3% y aproximadamente el 30% en otra realización, entre aproximadamente el 3% y 
aproximadamente el 20% en otra realización; y entre aproximadamente el 3% y aproximadamente el 10% en otra 
realización. Dado que el producto es extraído continuamente del reactor, se requiere un volumen de extractante menor, 
lo que permite usar un mayor volumen del medio de fermentación.40

Como alternativa a la fermentación extractiva in situ, el alcohol producto puede ser extraído del caldo de fermentación
aguas abajo del tanque 30 de fermentación. En tal caso, el caldo de fermentación puede ser extraído del tanque 30 
de fermentación e introducido en el tanque 35. A continuación, el extractante 28 puede ser introducido en el tanque 
35 y puesto en contacto con el caldo de fermentación para obtener la mezcla bifásica 39 en el tanque 35, que luego 
es separada en las fases orgánica y acuosa 36 y 34. Alternativamente, el extractante 28 puede ser añadido al caldo 45
de fermentación en un tanque separado (no mostrado) antes de su introducción en el tanque 35.

Como ejemplo profético no limitante, con referencia a la realización de la Figura 1, una suspensión acuosa de maíz 
entero molido (como materia prima 12), que puede contener nominalmente aproximadamente un 4% en peso de aceite 
de maíz, puede ser tratada con amilasa (como enzima 14 de licuefacción) a aproximadamente 85°C a 120°C durante
30 minutos a 2 horas, y el puré licuado 16 resultante enfriado a entre 65°C y 30°C y tratado con 0,1 ppm a 10 ppm (en 50
algunas realizaciones, 0,5 ppm a 1,0 ppm) de lipasa (como catalizador 42) a un pH entre 4,5 y 7,5 (en algunas 
realizaciones, a un pH entre 5,5 y 6,5) durante un tiempo suficiente para producir una conversión entre al menos un 
30% y hasta al menos un 99% del contenido disponible de ácidos grasos en lípidos en ácidos grasos libres. 
Opcionalmente, el puré 18 licuado y tratado con lipasa puede ser calentado para inactivar la lipasa 42 antes de la 
fermentación. El puré 18 puede ser enfriado hasta aproximadamente 30°C (por ejemplo, usando un intercambiador de 55
calor) y cargado en el tanque 30 de fermentación con entre aproximadamente el 25% al 30% en peso de sólidos secos 
de maíz. La sacarificación del puré licuado 18 durante la fermentación por la adición de glucoamilasa (como enzima 
38 de sacarificación) puede dar lugar a la producción de glucosa. El caldo de fermentación resultante puede contener 
significativamente menos que la cantidad de aceite de maíz (por ejemplo, aproximadamente un 1,2% en peso de
aceite de maíz) que puede estar presente en un caldo de fermentación usando un puré licuado que no ha sido tratado 60
con lipasa 42. En particular, el tratamiento con lipasa 42 puede dar lugar a la conversión de lípidos del aceite de maíz 
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26 (triglicéridos (TG)) en COFA como FFA 28 (y algunos diglicéridos (DG) o monoglicéridos (MG)), disminuyendo la 
tasa de acumulación de lípidos 26 en cualquier extractante 29 de ISPR (por ejemplo, alcohol oleílico), y la disolución 
del COFA 28 en la fase orgánica 36 durante la ISPR no debería disminuir el coeficiente de separación de butanol en 
la fase orgánica 36 tanto como lo haría la disolución de lípidos (TG) en la fase orgánica 36.

En algunas realizaciones, el sistema y los procedimientos de la Figura 1 pueden ser modificados de modo que la 5
suspensión espesa 16 de materia prima (que tiene el aceite 26) y el catalizador 42 sean introducidos y puestos en 
contacto en el tanque 30 de fermentación para producir la suspensión espesa 18 (que tiene el FFA 28). A continuación, 
se puede hacer que la temperatura del tanque de fermentación aumente para inactivar el catalizador 42 por calor. Acto 
seguido, la temperatura del tanque de fermentación puede reducirse, y el tanque de fermentación puede ser inoculado 
con el microorganismo 32, con lo que los azúcares de la suspensión espesa 18 pueden ser fermentados para producir 10
un alcohol producto.

En algunas realizaciones, el sistema y los procedimientos de la Figura 1 pueden ser modificados, de modo que la 
sacarificación y la fermentación simultáneas (SSF) en el tanque 30 de fermentación sean sustituidas con un tanque 
separado 60 de sacarificación (véase la Figura 2) anterior al tanque 30 de fermentación, como será evidente para un 
experto en la técnica. Así, la suspensión espesa 18 puede ser sacarificada ya sea antes de la fermentación o durante 15
la fermentación en un procedimiento de SSF. También debería resultar evidente que el catalizador 42 para la hidrólisis 
del aceite 26 de la materia prima puede ser introducido antes, después o de forma contemporánea con la enzima 38 
de sacarificación. Así, en algunas realizaciones, la adición de la enzima 38 y el catalizador 42 puede ser escalonada 
(por ejemplo, el catalizador 42, luego la enzima 38, o viceversa), o sustancialmente simultánea (es decir, exactamente 
al mismo tiempo, como el tiempo que le lleva a una persona o a una máquina efectuar la adición de una sola vez, o 20
una enzima o un catalizador siguiendo inmediatamente al otro catalizador o a la otra enzima, como en el tiempo que 
le lleva a una persona o a una máquina efectuar la adición en dos veces).

Por ejemplo, según se muestra en la realización de la Figura 2, el sistema y los procedimientos de la Figura 1 pueden 
ser modificados de modo que la sacarificación y la fermentación simultáneas (SSF) en el tanque 30 de fermentación 
sean sustituidas con un tanque separado 60 de sacarificación anterior al tanque 30 de fermentación. La Figura 2 es 25
sustancialmente idéntica a la Figura 1, salvo por la inclusión de un tanque separado 60 de sacarificación que recibe 
la enzima 38, introduciéndose el catalizador 42 en una corriente licuada sacarificada 62 de materia prima. La 
suspensión espesa 16 de materia prima es introducida en el tanque 60 de sacarificación junto con una enzima 38, tal 
como glucoamilasa, con lo que los azúcares en forma de oligosacáridos en la suspensión espesa 16 pueden 
descomponerse formando monosacáridos. Una corriente licuada sacarificada 62 de materia prima sale del tanque 60 30
de sacarificación en el que se introduce el catalizador 42. La corriente 62 de materia prima incluye monosacáridos, 
aceite 26 y sólidos no disueltos derivados de la materia prima. El aceite 26 es hidrolizado por la introducción del 
catalizador 42, dando lugar a una suspensión espesa licuada sacarificada 64 de materia prima que tiene los ácidos 
grasos libres 28 y el catalizador 42.

Alternativamente, en algunas realizaciones, el catalizador 42 puede ser añadido con la enzima 38 de sacarificación 35
para simultáneamente producir glucosa e hidrolizar lípidos 26 de aceite formando ácidos grasos libres 28. La adición 
de la enzima 38 y del catalizador 42 puede ser escalonada (por ejemplo, el catalizador 42, luego la enzima 38, o 
viceversa) o simultánea. Alternativamente, en algunas realizaciones, la suspensión espesa 62 puede ser introducida 
en el tanque de fermentación, añadiéndose el catalizador 42 directamente en el tanque 30 de fermentación.

En la realización de la Figura 2, se aplica calor q a la suspensión espesa 64 de materia prima, con lo que el catalizador40
42 se vuelve inactivo, y, a continuación, la suspensión espesa 64 tratada por calor es introducida en el tanque 30 de 
fermentación junto con el microorganismo 32 productor de alcohol, que metaboliza los monosacáridos para producir 
un alcohol producto (por ejemplo, butanol). Alternativamente, la suspensión espesa 64 puede ser suministrada al 
tanque 30 de fermentación y sometida a calor q mientras se encuentra en el tanque de fermentación, antes de la 
inoculación del microorganismo 32.45

Según se ha descrito anteriormente con referencia a la Figura 1, los ácidos grasos libres 28 también pueden hacer de 
extractante de ISPR para separar preferentemente el alcohol producto de la fase acuosa. En algunas realizaciones, 
uno o más extractantes adicionales 29 de ISPR también pueden ser introducidos en el tanque 30 de fermentación. La 
separación de la mezcla bifásica se produce en el tanque 30 de fermentación, por lo que la corriente 36 de la fase 
orgánica que contiene alcohol y la corriente 34 de la fase acuosa salen directamente del tanque 30 de fermentación. 50
Alternativamente, la separación de la mezcla bifásica puede realizarse en un tanque separado 35, proporcionado a 
las realizaciones de la Figura 1. Las operaciones restantes del procedimiento de la realización de la Figura 2 son 
idénticas a las de la Figura 1 y, por lo tanto, no volverán a ser descritas en detalle.

En otras realizaciones adicionales de la presente invención, el aceite 26 derivado de la materia prima 12 puede ser 
hidrolizado catalíticamente formando FFA 28 ya sea antes o durante la licuefacción. Por ejemplo, en la realización de 55
la Figura 3, la materia prima 12 que tiene el aceite 26 es suministrada al tanque 10 de licuefacción, junto con el
catalizador 42, para la hidrólisis de al menos una porción de los glicéridos del aceite 26 formando FFA 28. La enzima 
14 (por ejemplo, alfa-amilasa) para hidrolizar el almidón de la materia prima 12 también puede ser introducida en el 
tanque 10 para producir una materia prima licuada. La adición de la enzima 14 y del catalizador 42 puede ser 
escalonada o simultánea. Por ejemplo, puede introducirse el catalizador 42, y luego puede introducirse la enzima 14 60
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después de que al menos una porción del aceite 26 haya sido hidrolizada. Alternativamente, puede introducirse la 
enzima 14, y luego puede ser introducido el catalizador 42. El proceso de licuefacción puede implicar la aplicación de 
calor q. En tales realizaciones, se prefiere que el catalizador 42 sea introducido antes de la licuefacción, o durante la 
misma, cuando la temperatura de proceso está por debajo de la que inactiva al catalizador 42, para que el aceite 26 
pueda ser hidrolizado. Posteriormente, la aplicación de calor q puede proporcionar un doble propósito de licuefacción5
e inactivación del catalizador 42.

En cualquier caso, el aceite 26 de la materia prima 12 es convertido en FFA 28 en el tanque 10 de licuefacción, de 
modo que la suspensión espesa bifásica 18 de materia prima salga del tanque 10 de licuefacción. La suspensión 
espesa bifásica 18 incluye tanto una fase orgánica de FFA 28 como azúcar, agua y sólidos no disueltos de una fase 
acuosa. En algunas realizaciones, la fase acuosa puede incluir glicerol (glicerina) de la conversión de los glicéridos 10
del aceite en ácidos grasos. En algunas realizaciones, tal glicerol, si está presente, puede ser extraído de la corriente 
18 antes de su introducción en el tanque 30 de fermentación.

Con referencia a la Figura 3, corriente bifásica 18 es puesta en contacto con el caldo de fermentación en el tanque 30 
de fermentación para formar una mezcla bifásica. En el tanque 30 de fermentación, el alcohol producto producido por 
SSF se separa formando la fase orgánica que incluye FFA 28. Alternativamente, en algunas realizaciones, el 15
procedimiento puede ser modificado para que incluya un tanque separado de sacarificación, según se expone en 
conexión con la Figura 2. La separación de la mezcla bifásica se produce en el tanque 30 de fermentación, por lo que 
la corriente 36 de la fase orgánica que contiene alcohol y la corriente 34 de la fase acuosa salen directamente del 
tanque 30 de fermentación. Alternativamente, la separación de la mezcla bifásica puede realizarse en un tanque 
separado 35, proporcionado en las realizaciones de la Figura 1. Opcionalmente, pueden introducirse uno o más 20
extractantes adicionales 29 en el tanque 30 de fermentación para formar una fase orgánica que, preferentemente, 
separa el alcohol producto de la fase acuosa. La fase orgánica 36 que contiene alcohol puede ser introducida en el 
separador 50 para la recuperación del alcohol producto 54 y el reciclaje adicional del extractante recuperado 27, según 
se muestra en la Figura 1. Las operaciones restantes del procedimiento de la realización de la Figura 3 pueden ser 
idénticas a las de las figuras anteriormente descritas y, por lo tanto, no volverán a ser descritas en detalle.25

En algunas realizaciones, incluyendo cualesquiera de las realizaciones anteriormente descritas con respecto a las 
Figuras 1-3, los sólidos no disueltos pueden ser eliminados de la suspensión espesa de materia prima antes de su 
introducción en el tanque 30 de fermentación. Por ejemplo, según se muestra en la realización de la Figura 4, la 
suspensión espesa 16 de materia prima es introducida en una entrada de un separador 20, que está configurado para
descargar los sólidos no disueltos como una fase sólida o torta húmeda 24. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el 30
separador 20 puede incluir una prensa de filtro, filtración al vacío o una centrífuga para separar los sólidos no disueltos 
de la suspensión espesa 16 de materia prima. Opcionalmente, en algunas realizaciones, el separador 20 también 
puede estar configurado para extraer algo del aceite 26 presente en suspensión espesa 16 de materia prima, o 
sustancialmente la totalidad del mismo. En tales realizaciones, el separador 20 puede ser cualquier separador
adecuado conocido en la técnica para extraer aceite de una corriente acuosa de alimentación, incluyendo, sin 35
limitación, sifonado, decantación, aspiración, centrifugación, uso de un decantador por gravedad, división de fases 
asistida por membrana, y similares. La materia prima restante, que incluye el azúcar y agua, es descargada en una 
corriente acuosa 22 al tanque 30 de fermentación.

En algunas realizaciones, el separador 20 extrae el aceite 26, pero no los sólidos no disueltos. Así, la corriente acuosa
22 suministrada al tanque 30 de fermentación incluye sólidos no disueltos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el 40
separador 20 incluye una centrífuga tricantadora 20 que agita o centrifuga la suspensión espesa 16 de materia prima 
para producir un producto centrifugado que comprende una capa acuosa que contiene el azúcar y agua (es decir, la 
corriente 22), una capa de sólidos que contiene los sólidos no disueltos (es decir, la torta húmeda 24), y una capa de 
aceite (es decir, la corriente 26 de aceite). En tal caso, el catalizador 42 puede ser puesto en contacto con el aceite 
extraído 26 para producir una corriente de FFA 28 que incluye el catalizador 42, según se muestra en la Figura 4. A 45
continuación, se puede aplicar calor q a la corriente de FFA 28, con lo que el catalizador 42 se vuelve inactivo. La 
corriente de FFA 28 y el catalizador inactivo 42 pueden entonces ser introducidos en el tanque 30 de fermentación, 
junto con la corriente 22 y el microorganismo 32. Alternativamente, pueden suministrarse FFA 28 y catalizador activo
42 al tanque 30 de fermentación desde el tanque 40, y el catalizador activo 42 puede ser sometido posteriormente a 
calor q y ser inactivado mientras se encuentra en el tanque de fermentación, antes de la inoculación del50
microorganismo 32.

El FFA 28 puede servir de extractante 28 de ISPR y forma una mezcla bifásica en el tanque 30 de fermentación. El 
alcohol producto producido por SSF se separa formando la fase orgánica 36 constituida por el FFA 28. En algunas 
realizaciones, también pueden introducirse uno o más extractantes adicionales 29 de ISPR en el tanque 30 de 
fermentación. Así, el aceite 26 (por ejemplo, procedente de la materia prima) puede ser hidrolizado catalíticamente en 55
FFA 28, disminuyendo con ello la tasa de acumulación de lípidos en un extractante de ISPR, a la vez que se produce 
también un extractante de ISPR. La fase orgánica 36 puede ser separada de la fase acuosa 34 de la mezcla bifásica 
39 en el tanque 35. En algunas realizaciones, la separación de la mezcla bifásica 39 puede producirse en el tanque 
de fermentación, según se muestra en las realizaciones descritas en las Figuras 2 y 3, en las cuales la corriente 36 
de la fase orgánica que contiene alcohol sale directamente del tanque 30 de fermentación. La fase orgánica 36 puede 60
ser introducida en el separador 50 para la recuperación del alcohol producto 54 y el reciclaje opcional del extractante 
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recuperado 27, según se muestra en la Figura 1. Las operaciones restantes del procedimiento de la realización de la 
Figura 4 son idénticas a las de la Figura 1 y, por lo tanto, no volverán a ser descritas en detalle.

Cuando la torta húmeda 24 es eliminada mediante la centrífuga 20; en algunas realizaciones, una porción del aceite 
de la materia prima 12, tal como aceite de maíz cuando la materia prima es maíz, permanece en la torta húmeda 24. 
La torta húmeda 24 puede ser lavada con agua adicional en la centrífuga una vez que se ha descargado de la 5
centrífuga 20 la solución acuosa 22. El lavado de la torta húmeda 24 recuperará el azúcar (por ejemplo, oligosacáridos) 
presente en la torta húmeda, y el azúcar recuperado y agua pueden ser reciclado al tanque 10 de licuefacción. 
Después del lavado, la torta húmeda 20 puede ser secada para formar granos secos de destilería con solubles (DDGS)
mediante cualquier procedimiento adecuado conocido. La formación de DDGS a partir de la torta húmeda 24 formada
en la centrífuga 20 tiene varios beneficios. Dado que los sólidos no disueltos no van al tanque de fermentación, los 10
DDGS no tienen extractante atrapado ni/o alcohol producto tal como butanol, no están sometidos a las condiciones 
del tanque de fermentación, y no hacen contacto con los microorganismos presentes en el tanque de fermentación. 
Todos estos beneficios hacen más fácil procesar y vender los DDGS, por ejemplo, como pienso animal. En algunas 
realizaciones, el aceite 26 no se descarga por separado de la torta húmeda 24, sino que el aceite 26 está incluido 
como parte de la torta húmeda 24 y, en último término, está presente en los DDGS. En tales casos, el aceite puede 15
ser separado de los DDGS y convertido en un extractante 29 de ISPR para su uso posterior en el mismo proceso de 
fermentación del alcohol, o en uno diferente. En la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 
2011/0312043, en tramitación como la presente, de la misma titularidad, se describen en detalle métodos y sistemas 
para la eliminación de sólidos no disueltos de la materia prima 16 mediante centrifugación.

En otras realizaciones adicionales (no mostradas), la sacarificación puede producirse en un tanque separado 60 de 20
sacarificación (véase la Figura 2) que está situado entre el separador 20 y el tanque 10 de licuefacción, como será 
evidente para un experto en la técnica.

En otras realizaciones adicionales, mostradas, por ejemplo, en la realización de la Figura 5, se suministra un aceite 
nativo 26′ a un tanque 40 al que también se suministra un catalizador 42, con lo que al menos una porción de los 
glicéridos en el aceite 26′ se hidroliza para formar el FFA 28′. El catalizador 42 puede ser inactivado posteriormente, 25
tal como mediante la aplicación de calor q. A continuación, se introduce en el tanque 30 de fermentación una corriente 
de productos procedente del tanque 40 que contiene FFA 28′ y el catalizador inactivo 42, junto con una corriente 
acuosa 22 de materia prima en la que el aceite 26 de la materia prima y, en algunas realizaciones, los sólidos no 
disueltos han sido extraídos previamente por medio del separador 20 (véase, por ejemplo, la realización de la Figura
4). La enzima 38 de sacarificación y el microorganismo 32 también son introducidos en el tanque 30 de fermentación, 30
con lo que se produce un alcohol producto por SSF.

Alternativamente, el aceite 26′ y el catalizador 42 pueden ser suministrados directamente al tanque 30 de fermentación 
en el que el aceite 26′ es hidrolizado formando FFA 28′, en lugar de usar el tanque 40. Posteriormente, el catalizador 
activo 42 puede ser sometido a calor q e inactivado mientras se encuentra en el tanque de fermentación antes de la 
inoculación del microorganismo 32. Alternativamente, el FFA 28′ y el catalizador activo 42 pueden ser suministrados 35
el tanque 30 de fermentación desde el tanque 40, y el catalizador activo 42 puede ser sometido posteriormente a calor 
q y ser inactivado mientras se encuentra en el tanque de fermentación antes de la inoculación del microorganismo 32. 
En tales realizaciones, la suspensión espesa 16 de materia prima, que incluye el aceite 26, en lugar de la corriente 
22, en la que se extrajo el aceite 26, puede ser suministrada al tanque 30 de fermentación y ser puesta en contacto 
con el catalizador activo 42. Por lo tanto, el catalizador activo 42 puede ser usado para hidrolizar aceite 26 formando 40
FFA 28, reduciendo con ello la pérdida y/o la degradación del coeficiente de separación del extractante con el tiempo 
que es atribuible a la presencia del aceite en el tanque de fermentación.

En algunas realizaciones, el sistema y los procedimientos de la Figura 5 pueden ser modificados de modo que la 
sacarificación y la fermentación simultáneas en el tanque 30 de fermentación sean sustituidas con un tanque separado 
60 de sacarificación antes del tanque 30 de fermentación, como resultará evidente para un experto en la técnica 45
(véase, por ejemplo, la realización de la Figura 2).

En algunas realizaciones, el aceite nativo 26′ puede ser sebo, maíz, canola, triglicéridos cápricos/caprílicos, ricino, 
coco, semilla de algodón, pescado, jojoba, grasa de cerdo, linaza, pie de buey, oiticica, palma, cacahuete, semilla de 
colza, arroz, cártamo, soja, girasol, tung, jatrofa, mezclas de aceites vegetales y mezclas de los mismos. En algunas 
realizaciones, el aceite nativo 26′ es una mezcla de dos o más aceites nativos; por ejemplo, una mezcla de aceites de 50
palma y de soja. En algunas realizaciones, el aceite nativo 26′ es un aceite de origen vegetal. En algunas realizaciones, 
el aceite de origen vegetal puede estar derivado, aunque no necesariamente, de una biomasa que puede ser usada 
en un proceso de fermentación. La biomasa puede ser del mismo origen del que se obtiene la materia prima 12 
(mostrado en la Figura 5 como la corriente 22), o de uno diferente. Así, por ejemplo, en algunas realizaciones, el aceite 
26′ puede derivarse de maíz, mientras que la materia prima 12 puede ser caña. Por ejemplo, en algunas realizaciones,55
el aceite 26′ puede derivar del maíz, y el origen de la biomasa de la materia prima 12 es también maíz. Puede usarse 
cualquier combinación posible de diferentes fuentes de biomasa para el aceite 26′ con respecto a la materia prima 12, 
como resultará evidente para un experto en la técnica.

El FFA 28′ puede hacer de extractante 28′ de ISPR para formar una mezcla de dos fases que incluye una fase acuosa 
y una fase orgánica, separándose preferentemente el alcohol producto producido en el medio de fermentación 60
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formando la fase orgánica constituida por el extractante 28′ de ISPR. En algunas realizaciones, pueden introducirse 
uno o más extractantes adicionales 29 de ISPR en el tanque 30 de fermentación según se ha descrito anteriormente 
con referencia a la Figura 1. La fase orgánica 36 puede ser separada de la fase acuosa 34 de la mezcla bifásica 39 
en el tanque 35. En algunas realizaciones, la separación de la mezcla bifásica 39 puede producirse en el tanque de 
fermentación, según se muestra en las realizaciones descritas en las Figuras 2 y 3, en las que la corriente 36 de la 5
fase orgánica que contiene alcohol sale directamente del tanque 30 de fermentación. La fase orgánica 36 puede ser 
introducida en el separador 50 para la recuperación del alcohol producto 54 y el reciclaje opcional del extractante 
recuperado 27, según se muestra en la Figura 1. Las operaciones restantes del procedimiento de la realización de la 
Figura 5 son idénticas a las de la Figura 1 y, por lo tanto, no volverán a ser descritas en detalle.

En algunas realizaciones de la presente invención, el aceite de la biomasa presente en la materia prima 12 puede ser 10
convertido en FFA 28 en una etapa que sigue a la fermentación alcohólica. A continuación, el FFA 28 puede ser 
introducido como extractante 28 de ISPR en el tanque de fermentación. Por ejemplo, en la realización de la Figura 6, 
la materia prima 12 es licuada para producir la suspensión espesa 16 de materia prima que incluye el aceite 26 
derivado de la materia prima. La suspensión espesa 16 de materia prima también puede incluir sólidos no disueltos 
procedentes de la materia prima. Alternativamente, los sólidos no disueltos pueden ser separados de la suspensión 15
espesa 16 a través de un separador, tal como una centrífuga (no mostrada). La suspensión espesa 16 de materia 
prima que contiene aceite 26 es introducida directamente en un tanque 30 de fermentación que contiene un caldo de 
fermentación que incluye la enzima 38 de sacarificación y el microorganismo 32. Se produce un alcohol producto 
mediante SSF en el tanque 30 de fermentación. Alternativamente, en algunas realizaciones, el procedimiento puede 
ser modificado para incluir un tanque separado de sacarificación, según se expuso en conexión con la Figura 2.20

El extractante 29 de ISPR es introducido en el tanque 30 de fermentación para formar una mezcla bifásica, y el alcohol 
producto es extraído por división, formando la fase orgánica del extractante 29 de ISPR. El aceite 26 también se divide 
formando la fase orgánica. La separación de la mezcla bifásica se produce en el tanque 30 de fermentación, por lo 
que la corriente 36 de la fase orgánica que contiene alcohol y la corriente 34 de la fase acuosa salen directamente del 
tanque 30 de fermentación. Alternativamente, la separación de la mezcla bifásica puede realizarse en un tanque 25
separado 35, proporcionado en las realizaciones de la Figura 1. La corriente 36 de la fase orgánica que incluye el
aceite 26 es introducida en el separador 50 para recuperar el alcohol producto 54 a partir del extractante 29. El 
resultante extractante 27 pobre en alcohol incluye el extractante recuperado 29 y aceite 26. El extractante 27 es puesto 
en contacto con el catalizador 42, con lo que al menos una porción de los glicéridos del aceite 26 es hidrolizada para 
formar FFA 28. A continuación, puede aplicarse calor q al extractante 27 que incluye FFA 28 para inactivar el 30
catalizador 42 antes de volver a ser reciclado al tanque 30 de fermentación. Tal corriente reciclada 27 de extractante 
puede ser una corriente separada o una corriente combinada con la corriente 29 de extractante nuevo de relleno. La 
subsiguiente extracción de la fase orgánica 36 que contiene alcohol del tanque 30 de fermentación puede incluir, 
entonces, FFA 28 y extractante 29 de ISPR (como extractante nuevo 29 y extractante reciclado 27), además del 
alcohol producto y de aceite adicional 26 procedente de la suspensión espesa 16 de materia prima introducida nueva.35
A continuación, la fase orgánica 36 puede ser tratada para recuperar el alcohol producto, y volver a ser reciclada al 
tanque 30 de fermentación después de ser puesta en contacto con el catalizador 42 para la hidrólisis del aceite 
adicional 26, de la misma manera que acaba de describirse. En algunas realizaciones, puede eliminarse gradualmente 
el uso de extractante 29 de relleno de ISPR a medida que el proceso de fermentación avanza en el tiempo, porque el 
propio proceso puede producir FFA 28 como extractante de relleno de ISPR para extraer el alcohol producto. Así, el 40
extractante de ISPR puede ser la corriente de extractante reciclado 27 con FFA 28.

Así, las Figuras 1-5 proporcionan diversas realizaciones no limitantes de métodos y sistemas que implican procesos 
de fermentación y de FFA 28 producidos por hidrólisis catalítica de aceite 26 derivado de una biomasa, y de FFA 28′ 
producidos por hidrólisis catalítica de aceite nativo 26′, tal como aceite de origen vegetal que pueden ser usados como 
extractantes 28 y 28′ de ISPR para extraer el alcohol producto en una fermentación extractiva.45

En algunas realizaciones, incluyendo cualquiera de las realizaciones anteriormente mencionadas descritas con 
referencia a las Figuras 1-6, el caldo de fermentación en el tanque 30 de fermentación incluye al menos un 
microorganismo recombinante 32 que está modificado genéticamente (es decir, diseñado genéticamente) para 
producir butanol a través de una vía biosintética a partir de al menos una fuente de carbono fermentable. En particular, 
pueden cultivarse microorganismos recombinantes en un caldo de fermentación que contiene sustratos de carbono 50
adecuados. Sustratos de carbono adicionales pueden incluir, sin limitación, monosacáridos como la fructosa; 
oligosacáridos como lactosa, maltosa o sacarosa; polisacáridos como el almidón o la celulosa; o mezclas de los
mismos, y mezclas no purificadas de materias primas renovables tales como permeato de suero de queso, licor de 
maíz macerado, melaza de remolacha azucarera y malta de cebada. Otros sustratos de carbono pueden incluir etanol, 
lactato, succinato o glicerol.55

Además, el sustrato de carbono puede también ser sustratos de un carbono, como dióxido de carbono o metanol para 
los que se ha demostrado la conversión metabólica en intermedios bioquímicos clave. Además, de sustratos de uno y 
dos carbonos, también es sabido que los organismos metilotróficos utilizan varios compuestos adicionales que 
contienen carbono, tales como metilamina, glucosamina y diversos aminoácidos para su actividad metabólica. Por 
ejemplo, es sabido que las levaduras metilotróficas utilizan el carbono de la metilamina para formar trehalosa o glicerol 60
(Bellion, et al., Microb. Growth C1 Compd., [Int. Symp.], 7ª (1993), 415-32, editores: Murrell, J. Collin; Kelly, Don P.
Editorial: Intercept, Andover, Reino Unido). De forma similar, diversas especies de Candida metabolizan alanina o 
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ácido oleico (Suiter, et al., Arch. Microbiol. 153:485-489, 1990). Por ende, se contempla que la fuente de carbono 
utilizada en la presente invención pueda abarcar una amplia variedad de sustratos que contienen carbono, y solo está 
limitada por la elección de organismo.

Aunque que contempla que todos los sustratos de carbono anteriormente mencionados y mezclas de los mismos son
adecuados, en algunas realizaciones, los sustratos de carbono son glucosa, fructosa y sacarosa, o mezclas de estas 5
con azúcares C5 como la xilosa y/o la arabinosa para células de levaduras modificadas para usar azúcares C5. La 
sacarosa puede derivarse de fuentes renovables de azúcar, tales como la caña de azúcar, la remolacha azucarera,
yuca, sorgo dulce y mezclas de los mismos. La glucosa y la dextrosa pueden derivarse de fuentes de cereales 
renovables mediante sacarificación de materias primas a base de fécula, incluyendo cereales tales como maíz, trigo, 
centeno, cebada, avena y mezclas de los mismos. Además, los azúcares fermentables pueden derivarse de una 10
biomasa celulósica o lignocelulósica renovable mediante procesos de pretratamiento y sacarificación, según se 
describe, por ejemplo, en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2007/0031918 A1. Además de una 
fuente de carbono apropiada (proveniente de la corriente acuosa 22), el caldo de fermentación debe contener
minerales, sales, cofactores, tampones y otros componentes adecuados, conocidos para los expertos en la técnica, 
adecuados y el crecimiento de los cultivos y la promoción de una vía enzimática que comprende un dihidroxiácido 15
deshidratasa (DHAD).

Los microorganismos recombinantes que producen butanol a través de una vía biosintética pueden incluir un miembro 
de los géneros Clostridium, Zymomonas, Escherichia, Salmonella, Serratia, Erwinia, Klebsiella, Shigella, 
Rhodococcus, Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus, Alcaligenes, Klebsiella, Paenibacillus, 
Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Yarrowia, Pichia, Candida, 20
Hansenula o Saccharomyces. En una realización, los microorganismos recombinantes pueden seleccionarse del 
grupo constituido por Escherichia coli, Lactobacillus plantarum y Saccharomyces cerevisiae. En una realización, el 
microorganismo recombinante es una levadura Crabtree positiva seleccionada entre Saccharomyces, 
Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Dekkera, Torulopsis, Brettanomyces y algunas especies de Candida. 
Las especies de levadura Crabtree positiva incluyen, sin limitación, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces 25
kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces mikitae, Saccharomyces 
paradoxus, Zygosaccharomyces rouxii y Candida glabrata. Por ejemplo, la producción de butanol utilizando la 
fermentación con un microorganismo, así como qué microorganismos producen butanol, es conocida y está divulgada, 
por ejemplo, en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0305370. En algunas realizaciones, los 
microorganismos comprenden una vía biosintética de butanol. En la técnica son conocidas vías biosintéticas de 30
butanol adecuadas (véase, por ejemplo, publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2007/0092957). En 
algunas realizaciones, al menos uno, al menos dos, al menos tres, o al menos cuatro polipéptidos que catalizan las 
conversiones de sustrato a producto de una vía están codificados por polinucleótidos heterólogos en el 
microorganismo. En algunas realizaciones, todos los polipéptidos que catalizan las conversiones de sustrato a 
producto de una vía son codificados por polinucleótidos heterólogos en el microorganismo. En algunas realizaciones,35
el microorganismo comprende una reducción o eliminación de la actividad de la piruvato descarboxilasa. En la
publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0305363 se describen microorganismos sustancialmente 
libres de actividad de la piruvato descarboxilasa.

En la presente memoria se proporciona la construcción de ciertas cepas, incluyendo las usadas en los Ejemplos.

Construcción de la cepa BP1083 (“NGCI-070”) de Saccharomyces cerevisiae40

La cepa BP1064 se derivó de CEN.PK 113-7D (CBS 8340; Centraal bureau voor Schimmelcultures (CBS) Fungal 
Biodiversity Centre, Holanda) y contiene deleciones de los genes siguientes: URA3, HIS3, PDC1, PDC5, PDC6 y
GPD2. La BP1064 fue transformada con los plásmidos pYZ090 (SEC ID Nº 1), descrito en la publicación de solicitud 
de patente estadounidense nº 2011/0244536 y pLH468 (SEC ID Nº 2) para crear la cepa NGCI-070 (BP1083, 
PNY1504).45

Se crearon deleciones, que eliminaban por completo toda la secuencia de codificación, por recombinación homóloga 
con fragmentos de PCR que contienen regiones de homología aguas arriba y aguas abajo del gen diana y ya sea un 
marcador de resistencia G418 o un gen URA3 para la selección de transformantes. El marcador de resistencia G418, 
flanqueado por sitios IoxP, fue eliminado usando Cre recombinasa. El gen URA3 fue eliminado por recombinación 
homóloga para crear una deleción sin cicatrices o, si está flanqueado por sitios IoxP, fue eliminado usando Cre 50
recombinasa.

El procedimiento de deleción sin cicatrices se adaptó de Akada, et al., (Yeast 23:399-405, 2006). En general, el casete 
de PCR para cada deleción sin cicatrices fue creado combinando cuatro fragmentos, A-B-U-C, por PCR superpuesta. 
El casete de PCR contenía un marcador seleccionable/contraseleccionable, URA3 (fragmento U), constituido por el 
gen nativo CEN.PK 113-7D URA3, junto con el promotor (250 pb aguas arriba del gen URA3) y el terminador (150 pb55
aguas abajo del gen URA3). Los fragmentos A y C, cada uno de 500 pb de longitud, correspondían a los 500 pb
inmediatamente aguas arriba del gen diana (fragmento A) y a los 500 pb de 3′ del gen diana (fragmento C). Los 
fragmentos A y C se usaron para la integración del casete en el cromosoma por recombinación homóloga. El fragmento
B (de 500 pb de longitud) correspondía a los 500 pb inmediatamente aguas abajo del gen diana y fue usado para la 
escisión del marcador URA3 y el fragmento C del cromosoma por recombinación homóloga, como una repetición 60
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directa de la secuencia correspondiente al fragmento B fue creado tras la integración del casete en el cromosoma. 
Usando el casete ABUC del producto de PCR, el marcador URA3 fue integrado primero en el cromosoma por 
recombinación homóloga y luego escindido del mismo. La integración inicial eliminó el gen, excluyendo los 500 pb de
3′. Tras la escisión, también se eliminó la región 3′ de 500 pb del gen. Para la integración de genes usando este 
método, el gen que había de ser integrado fue incluido en el casete de PCR entre los fragmentos A y B.5

Deleción de URA3

Para eliminar la región codificante URA3 endógena, se amplificó por PCR un casete ura3::loxP-kanMX-loxP a partir 
del ADN plantilla pLA54 (SEC ID Nº 3). pLA54 contiene el promotor TEF1 K. lactis y el marcador kanMX, y está 
flanqueado por sitios IoxP para permitir la recombinación con la Cre recombinasa y la eliminación del marcador. Se 
efectuó la PCR usando ADN polimerasa Phusion® (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y cebadores 10
BK505 y BK506 (SEC ID Nos 4 y 5). La porción URA3 de cada cebador se derivó de la región 5′ aguas arriba del 
promotor URA3 y de la región 3′ aguas debajo de la región codificante, de modo que la integración del marcador loxP-
kanMX-loxP dio lugar a la sustitución de la región codificante URA3. El producto de PCR fue transformado en CEN.PK 
113-7D usando técnicas genéticas estándar (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, Nueva York, pp. 201-202) y los transformantes fueron seleccionados sobre YPD que contenía15
G418 (100 µg/mL) a 30°C. Los transformantes fueron examinados para verificar la correcta integración por PCR 
usando los cebadores LA468 y LA492 (SEC ID Nos 6 y 7) y designados CEN.PK 113-7D Δura3::kanMX.

Deleción de HIS3

Así, los cuatro fragmentos para el casete de PCR para la deleción de HIS3 sin cicatrices fueron amplificados usando
Phusion® High Fidelity PCR Master Mix (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y ADN genómico20
CEN.PK 113-7D como plantilla, preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene®
(Qiagen, Valencia, California). El fragmento A de HIS3 fue amplificado con el cebador oBP452 (SEC ID Nº 14) y el 
cebador oBP453 (SEC ID Nº 15), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento B de
HIS3. El fragmento B de HIS3 fue amplificado con el cebador oBP454 (SEC ID Nº 16), que contenía un terminal 5′ con 
homología con el extremo 3′ del fragmento A de HIS3, y con el cebador oBP455 (SEC ID Nº 17), que contenía un 25
terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento U de HIS3. El fragmento U de HIS3 fue amplificado con el 
cebador oBP456 (SEC ID Nº 18), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 3′ del fragmento B de 
HIS3, y con el cebador oBP457 (SEC ID Nº 19), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del 
fragmento C de HIS3. El fragmento C de HIS3 fue amplificado con el cebador oBP458 (SEC ID Nº 20), que contenía
un terminal 5′ con homología con el extremo 3′ del fragmento U de HIS3, y con el cebador oBP459 (SEC ID Nº 21). 30
Los productos de PCR fueron purificados con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, California). 
El fragmento AB de HIS3 fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento A de HIS3 y el fragmento B de
HIS3 y amplificando con los cebadores oBP452 (SEC ID Nº 14) y oBP455 (SEC ID Nº 17). El fragmento UC de HIS3
fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento U de HIS3 y el fragmento C de HIS3 y amplificando con los 
cebadores oBP456 (SEC ID Nº 18) y oBP459 (SEC ID Nº 21). Los productos de PCR resultantes fueron purificados 35
sobre un gel de agarosa seguido por un equipo de reactivos de extracción en gel (Qiagen, Valencia, California). El 
casete ABUC de HIS3 fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento AB de HIS3 y el fragmento UC de 
HIS3 y amplificando con los cebadores oBP452 (SEC ID Nº 14) y oBP459 (SEC ID Nº 21). El producto de PCR fue 
purificado con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, California).

Las células competentes de CEN.PK 113-7D Δura3::kanMX fueron creadas y transformadas con el casete de PCR 40
ABUC de HIS3 usando un equipo de reactivos Frozen-EZ Yeast Transformation II™ (Zymo Research Corporation, 
Irvine, California). Las mezclas de transformación fueron colocadas en placas sobre caldos completos sintéticos que 
carecían de uracilo suplementados con un 2% de glucosa a 30°C. Los transformantes con inhibición de his3 fueron 
examinados mediante PCR con los cebadores oBP460 (SEC ID Nº 22) y oBP461 (SEC ID Nº 23) usando ADN 
genómico preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, 45
California). Se seleccionó un transformante correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::kanMX Δhis3::URA3.

Eliminación del marcador KanMX del sitio Δura3 y eliminación del marcador URA3 del sitio Δhis3

El marcador KanMX fue eliminado transformado la cepa CEN.PK 113-7D Δura3::kanMX Δhis3::URA3 con 
pRS423::PGAL1-cre (SEC ID Nº 66, descrita en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 
2012/0015416) usando un equipo de reactivos Frozen-EZ Yeast Transformation II™ (Zymo Research Corporation, 50
Irvine, California) y colocándolo sobre un caldo completo sintético que carecía de histidina y uracilo suplementado con 
un 2% de glucosa a 30°C. Los transformantes fueron cultivados en YP suplementado con un 1% de galactosa a 30°C 
durante ∼6 horas para inducir la escisión de la Cre recombinasa y el marcador KanMX y fueron colocados sobre placas 
de YPD (2% de glucosa) a 30°C para su recuperación. Un aislado fue cultivado durante la noche en YPD y colocado 
sobre un caldo completo sintético que contenía ácido 5-fluoro-orótico (5-FOA, 0,1%) a 30°C para seleccionar en busca 55
de aislados que perdieron el marcador URA3. Los aislados resistentes al 5-FOA fueron cultivados y colocados en 
placas sobre YPD para la eliminación del plásmido pRS423::PGAL1-cre. Los aislados fueron verificados en cuanto a 
la pérdida del marcador KanMX, del marcador URA3, y del plásmido pRS423::PGAL1-cre analizando el crecimiento 
sobre placas de YPD+G418, placas con caldo completo sintético que carecía de uracilo, y placas con caldo completo 
sintético que carecía de histidina. Se seleccionó un aislado correcto que era sensible a G418 y auxotrófico hacia el 60
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uracilo y la histidina como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 y fue designado BP857. Las deleciones y la 
eliminación del marcador fueron confirmadas por PCR y secuenciación con los cebadores oBP450 (SEC ID Nº 24) y
oBP451 (SEC ID Nº 25) para Δura3 y con los cebadores oBP460 (SEC ID Nº 22) y oBP461 (SEC ID Nº 23) para Δhis3 
usando ADN genómico preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, 
Valencia, California).5

Deleción de PDC6

Los cuatro fragmentos para el casete de PCR para la deleción de PDC6 sin cicatrices fueron amplificados usando
Phusion® High Fidelity PCR Master Mix (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y ADN genómico
CEN.PK 113-7D como plantilla, preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene®
(Qiagen, Valencia, California). El fragmento A de PDC6 fue amplificado con el cebador oBP440 (SEC ID Nº 26) y el 10
cebador oBP441 (SEC ID Nº 27), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento B de 
PDC6. El fragmento B de PDC6 fue amplificado con el cebador oBP442 (SEC ID Nº 28), que contenía un terminal 5′ 
con homología con el extremo 3′ del fragmento A de PDC6, y con el cebador oBP443 (SEC ID Nº 29), que contenía 
un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento U de PDC6. El fragmento U de PDC6 fue amplificado 
con el cebador oBP444 (SEC ID Nº 30), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 3′ del fragmento B 15
de PDC6, y con el cebador oBP445 (SEC ID Nº 31), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del 
fragmento C de PDC6. El fragmento C de PDC6 fue amplificado con el cebador oBP446 (SEC ID Nº 32), que contenía 
un terminal 5′ con homología con el extremo 3′ del fragmento U de PDC6, y con el cebador oBP447 (SEC ID Nº 33).
Los productos de PCR fueron purificados con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, California).
El fragmento AB de PDC6 fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento A de PDC6 y el fragmento B de 20
PDC6 y amplificando con los cebadores oBP440 (SEC ID Nº 26) y oBP443 (SEC ID Nº 29). El fragmento UC de PDC6 
fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento U de PDC6 y el fragmento C de PDC6 y amplificando con 
los cebadores oBP444 (SEC ID Nº 30) y oBP447 (SEC ID Nº 33). Los productos de PCR resultantes fueron purificados 
sobre un gel de agarosa seguido por un equipo de reactivos de extracción en gel (Qiagen, Valencia, California). El 
casete ABUC de PDC6 fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento AB de PDC6 y el fragmento UC de 25
PDC6 y amplificando con los cebadores oBP440 (SEC ID Nº 26) y oBP447 (SEC ID Nº 33). El producto de PCR fue 
purificado con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, California).

Las células competentes de CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 fueron creadas y transformadas con el casete de PCR 
ABUC de PDC6 usando un equipo de reactivos Frozen-EZ Yeast Transformation II™ (Zymo Research Corporation, 
Irvine, California). Las mezclas de transformación fueron colocadas en placas sobre caldos completos sintéticos que 30
carecían de uracilo suplementados con un 2% de glucosa a 30°C. Los transformantes con inhibición de pdc6 fueron 
examinados mediante PCR con los cebadores oBP448 (SEC ID Nº 34) y oBP449 (SEC ID Nº 35) usando ADN 
genómico preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, 
California). Se seleccionó un transformante correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6::URA3.

La cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6::URA3 fue cultivada durante la noche en YPD y colocada en placas 35
sobre caldo completo sintético que contenía ácido 5-fluoro-orótico (0,1%) a 30°C para seleccionar en busca de aislados 
que perdieron el marcador URA3. La deleción y la eliminación de marcador fueron confirmadas mediante PCR y 
secuenciación con los cebadores oBP448 (SEC ID Nº 34) y oBP449 (SEC ID Nº 35) usando ADN genómico preparado 
con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California). La ausencia 
del gen PDC6 del aislado fue demostrada por un resultado negativo de PCR usando cebadores específicos para la 40
secuencia codificante de PDC6: oBP554 (SEC ID Nº 36) y oBP555 (SEC ID Nº 37). Se seleccionó un transformante 
correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6 y fue designado BP891.

Deleción de PDC1-integración de ilvDSm

El gen PDC1 fue eliminado y sustituido con la región codificante ilvD del Streptococcus mutans ATCC No. 700610. El 
fragmento A seguido por la región codificante ilvD del Streptococcus mutans para el casete de PCR para la deleción 45
de PDC1-integración de ilvDSm fue amplificado usando Phusion® High Fidelity PCR Master Mix (New England 
BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y ADN genómico NYLA83 (descrito en la presente memoria y en la publicación 
de solicitud de patente estadounidense nº 2011/0124060) como plantilla, preparado con un equipo de reactivos para 
levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California). El fragmento A-ilvDSm de PDC1 (SEC ID Nº
141) fue amplificado con el cebador oBP513 (SEC ID Nº 38) y el cebador oBP515 (SEC ID Nº 39), que contenía un 50
terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento B de PDC1. Los fragmentos B, U y C para el casete de PCR 
para la deleción de PDC1-integración de ilvDSm fueron amplificados usando Phusion® High Fidelity PCR Master Mix 
(New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y ADN genómico CEN.PK 113-7D como plantilla, preparado con 
un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California). El fragmento B 
de PDC1 fue amplificado con el cebador oBP516 (SEC ID Nº 40), que contenía un terminal 5′ con homología con el 55
extremo 3′ del fragmento A-ilvDSm de PDC1, y con el cebador oBP517 (SEC ID Nº 41), que contenía un terminal 5′ 
con homología con el extremo 5′ del fragmento U de PDC1. El fragmento U de PDC1 fue amplificado con el cebador 
oBP518 (SEC ID Nº 42), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 3′ del fragmento B de PDC1, y con 
el cebador oBP519 (SEC ID Nº 43), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento C de 
PDC1. El fragmento C de PDC1 fue amplificado con el cebador oBP520 (SEC ID Nº 44), que contenía un terminal 5′ 60
con homología con el extremo 3′ del fragmento U de PDC1, y con el cebador oBP521 (SEC ID Nº 45). Los productos 

E11727616
09-05-2019ES 2 725 848 T3

 



23

de PCR fueron purificados con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, California). El fragmento 
A-ilvDSm-B de PDC1 fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento A-ilvDSm de PDC1 y el fragmento B 
de PDC1 y amplificando con los cebadores oBP513 (SEC ID Nº 38) y oBP517 (SEC ID Nº 41). El fragmento UC de 
PDC1 fue creado por PCR superpuesta mezclando el fragmento U de PDC1 y el fragmento C de PDC1 y amplificando 
con los cebadores oBP518 (SEC ID Nº 42) y oBP521 (SEC ID Nº 45). Los productos de PCR resultantes fueron 5
purificados sobre un gel de agarosa seguido por un equipo de reactivos de extracción en gel (Qiagen, Valencia, 
California). El casete A-ilvDSm-BUC de PDC1 (SEC ID Nº 142) fue creado por PCR superpuesta mezclando el 
fragmento A-ilvDSm-B de PDC1 y el fragmento UC de PDC1 y amplificando con los cebadores oBP513 (SEC ID Nº
38) y oBP521 (SEC ID Nº 45). El producto de PCR fue purificado con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, 
Valencia, California).10

Las células competentes de CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6 fueron creadas y transformadas con el casete 
de PCR A-ilvDSm-BUC de PDC1 usando un equipo de reactivos Frozen-EZ Yeast Transformation II™ (Zymo Research 
Corporation, Irvine, California). Las mezclas de transformación fueron colocadas en placas sobre caldos completos 
sintéticos que carecían de uracilo suplementados con un 2% de glucosa a 30°C. Los transformantes con inhibición de 
pdc1 fueron examinados mediante PCR con los cebadores oBP511 (SEC ID Nº 46) y oBP512 (SEC ID Nº 47) usando15
ADN genómico preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, 
Valencia, California). La ausencia del gen PDC1 del aislado fue demostrada por un resultado negativo de PCR usando 
cebadores específicos para la secuencia codificante de PDC1: oBP550 (SEC ID Nº 48) y oBP551 (SEC ID Nº 49). Se 
seleccionó un transformante correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm-URA3.

La cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm-URA3 fue cultivada durante la noche en YPD y 20
colocada en placas sobre caldo completo sintético que contenía ácido 5-fluoro-orótico (0,1%) a 30°C para seleccionar 
en busca de aislados que perdieron el marcador URA3. La deleción de PDC1, la integración de ilvDSm y la eliminación 
de marcador fueron confirmadas mediante PCR y secuenciación con los cebadores oBP511 (SEC ID Nº 46) y oBP512 
(SEC ID Nº 47) usando ADN genómico preparado con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® 
Puregene® (Qiagen, Valencia, California). Se seleccionó el aislado correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::loxP 25
Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm y fue designado BP907.

Deleción de PDC5-integración de sadB

El gen PDC5 fue eliminado y sustituido con la región codificante sadB del Achromobacter xylosoxidans. Un segmento 
del casete de PCR para la deleción de PDC5-integración de sadB fue clonado en primer lugar en el plásmido pUC19-
URA3MCS.30

El pUC19-URA3MCS está basado en pUC19 y contiene la secuencia del gen URA3 de Saccaromyces cerevisiae 
situado dentro de un sitio de multiclonación (MCS). El pUC19 contiene el replicón pMB1 y una codificación de gen 
para la betalactamasa para la duplicación y la selección en Escherichia coli. Además de la secuencia codificante para 
URA3, se incluyeron las secuencias aguas arriba y aguas debajo de este gen para la expresión del gen URA3 en la 
levadura. El vector puede ser usado con fines de clonación y puede ser usado en un vector de integración en levadura.35

El ADN que abarca la región codificante de URA3 junto con 250 pb aguas arriba y 150 pb aguas abajo de la región
codificante de URA3 del ADN genómico de Saccaromyces cerevisiae CEN.PK 113-7D fue amplificado con los 
cebadores oBP438 (SEC ID Nº 12), que contenía sitios de restricción BamHI, AscI, PmeI y FseI, y oBP439 (SEC ID 
Nº 13), que contenía sitios de restricción Xbal, Pacl y Notl, usando Phusion® High Fidelity PCR Master Mix (New 
England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts). Se preparó ADN genómico usando un equipo de reactivos para 40
levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California). Se ligaron El producto de PCR y el pUC19 
(SEC ID Nº 143) con ADN ligasa de T4 después de la digestión con BamHI y Xbal para crear el vector pUC19-
URA3MCS. El vector fue confirmado por PCR y secuenciación con los cebadores oBP264 (SEC ID Nº 10) y oBP265 
(SEC ID Nº 11).

La secuencia codificante de sadB y el fragmento B de PDC5 fueron clonados en un pUC19-URA3MCS para crear la 45
porción sadB-BU del casete de PCR PDC5 A-sadB-BUC. La secuencia codificante de sadB fue amplificada usando 
pLH468-sadB (SEC ID Nº 67) como plantilla con el cebador oBP530 (SEC ID Nº 50), que contenía un sitio de restricción 
AscI, y el cebador oBP531 (SEC ID Nº 51), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento 
B de PDC5. El fragmento B de PDC5 fue amplificado con el cebador oBP532 (SEC ID Nº 52), que contenía un terminal 
5′ con homología con el extremo 3′ de sadB, y con el cebador oBP533 (SEC ID Nº 53), que contenía un sitio de 50
restricción Pmel. Los productos de PCR fueron purificados con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, 
Valencia, California). El fragmento B de sadB-PDC5 fue creado por PCR superpuesta mezclando los productos de 
PCR sadB y el fragmento B de PDC5 y amplificando con los cebadores oBP530 (SEC ID Nº 50) y oBP533 (SEC ID 
Nº 53). El producto de PCR resultante fue digerido con AscI y Pmel y ligado con ADN ligasa de T4 en los sitios 
correspondientes de pUC19-URA3MCS después de la digestión con las enzimas apropiadas. El plásmido resultante 55
fue usado como plantilla para la amplificación de sadB-fragmento B-fragmento U usando los cebadores oBP536 (SEC 
ID Nº 54) y oBP546 (SEC ID Nº 55), que contenía un terminal 5′ con homología con el extremo 5′ del fragmento C de 
PDC5. El fragmento C de PDC5 fue amplificado con el cebador oBP547 (SEC ID Nº 56), que contenía un terminal 5′ 
con homología con el extremo 3′ de sadB-fragmento B-fragmento U de PDC5, y con el cebador oBP539 (SEC ID Nº
57). Los productos de PCR fueron purificados con un equipo de reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, 60
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California). Se creó el sadB-fragmento B-fragmento U-fragmento C de PDC5 por PCR superpuesta mezclando el sadB-
fragmento B-fragmento U de PDC5 y el fragmento C de PDC5 y amplificando con los cebadores oBP536 (SEC ID Nº
54) y oBP539 (SEC ID Nº 57). El producto de PCR resultante fue purificado sobre un gel de agarosa seguido por un 
equipo de reactivos de extracción en gel (Qiagen, Valencia, California). El casete A-sadB-BUC de PDC5 (SEC ID Nº
144) fue creado amplificando el sadB-fragmento B-fragmento U-fragmento C de PDC5 con los cebadores oBP542 5
(SEC ID Nº 58), que contenía un terminal 5′ con homología con los 50 nucleótidos inmediatamente aguas arriba de la 
secuencia codificante nativa de PDC5, y oBP539 (SEC ID Nº 57). El producto de PCR fue purificado con un equipo de 
reactivos PCR Purification (Qiagen, Valencia, California).

Las células competentes de CEN.PK 113-7D Δura3::loxP Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm fueron creadas y transformadas 
con el casete de PCR A-sadB-BUC de PDC5 usando un equipo de reactivos Frozen-EZ Yeast Transformation II™ 10
(Zymo Research Corporation, Irvine, California). Las mezclas de transformación fueron colocadas en placas sobre 
caldos completos sintéticos que carecían de uracilo suplementados con un 1% de etanol (nada de glucosa) a 30°C. 
Los transformantes con inhibición de pdc5 e integración de sadB fueron examinados mediante PCR con los cebadores 
oBP540 (SEC ID Nº 59) y oBP541 (SEC ID Nº 60) usando ADN genómico preparado con un equipo de reactivos para 
levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California). La ausencia del gen PDC5 del aislado fue 15
demostrada por un resultado negativo de PCR usando cebadores específicos para la secuencia codificante de PDC5:
oBP552 (SEC ID Nº 61) y oBP553 (SEC ID Nº 62). Se seleccionó un transformante correcto como cepa CEN.PK 113-
7D Δura3::IoxP Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm Δpdc5::sadB-URA3.

La cepa CEN.PK 113-7D Δura3::IoxP Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm Δpdc5::sadB-URA3 fue cultivada durante la noche 
en YPD (1% de etanol) y colocada en placas sobre caldo completo sintético suplementado con etanol (nada de 20
glucosa) y que contenía ácido 5-fluoro-orótico (0,1%) a 30°C para seleccionar en busca de aislados que perdieron el 
marcador URA3. La deleción de PDC5, la integración de sadB y la eliminación de marcador fueron confirmadas 
mediante PCR con los cebadores oBP540 (SEC ID Nº 59) y oBP541 (SEC ID Nº 60) usando ADN genómico preparado 
con un equipo de reactivos para levaduras/bacterias Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California). Se seleccionó 
el aislado correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::IoxP Δhis3 Δpdc6 Δpdc1::ilvDSm Δpdc5::sadB y fue designado 25
BP913.

Deleción de GPD2

Para eliminar la región codificante endógena GPD2, se amplificó por PCR un casete de gpd2::IoxP-URA3-IoxP (SEC 
ID Nº 145) usando loxP-URA3-loxP (SEC ID Nº 68) como ADN de plantilla. loxP-URA3-loxP contiene el marcador 
URA3 de ATCC No. 77107 flanqueado por sitios de IoxP recombinasa. Se efectuó la PCR usando ADN polimerasa30
Phusion® (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y los cebadores LA512 y LA513 (SEC ID Nos 8 y 9). 
La porción GPD2 de cada cebador se derivó de la región 5′ aguas arriba de la región codificante GPD2 y de la región 
3′ aguas debajo de la región codificante, de modo que la integración del marcador loxP-URA3-IoxP dio lugar a la 
sustitución de la región codificante GPD2. El producto de PCR fue transformado en BP913 y los transformantes fueron 
seleccionados sobre caldo completo sintético que carecía de uracilo suplementado con un 1% de etanol (nada de 35
glucosa). Los transformantes fueron examinados para verificar la correcta integración por PCR usando los cebadores 
oBP582 y AA270 (SEC ID Nos 63 y 64).

El marcador URA3 fue reciclado por la transformación con pRS423::PGAL1-cre (SEC ID Nº 66) y su colocación en 
placas sobre caldo completo sintético que carecía de histidina suplementado con un 1% de etanol a 30°C. Se crearon 
estrías con los transformantes en un caldo completo sintético suplementado con un 1% de etanol y que contenía ácido 40
5-fluoro-orótico (0,1%) y se incubó a 30°C para seleccionar aislados que perdieron el marcador URA3. Se cultivaron 
aislados resistentes al 5-FOA en YPE (1% de etanol) para la eliminación del plásmido pRS423::PGAL1-cre. La 
deleción y la eliminación del marcador fueron confirmadas por PCR con los cebadores oBP582 (SEC ID Nº 63) y
oBP591 (SEC ID Nº 65). Se seleccionó el aislado correcto como cepa CEN.PK 113-7D Δura3::IoxP Δhis3 Δpdc6 
Δpdc1::iIvDSm Δpdc5::sadB Δgpd2::IoxP y fue designado PNY1503 (BP1064).45

El BP1064 fue transformado con los plásmidos pYZ090 (SEC ID Nº 1) y pLH468 (SEC ID Nº 2) para crear la cepa 
NGCI-070 (BP1083; PNY1504).

Construcción de las cepas NYLA74, NYLA83 y NYLA84

Inserción-inactivación de los genes endógenos PDC1 y PDC6 de S. cerevisiae. Los genes PDC1, PDC5 y PDC6, que 
codifican las tres isozimas fundamentales de la piruvato descarboxilasa, se describen como sigue:50

Construcción de pRS425::GPM-sadB

Se clonó un fragmento de ADN que codifica una butanol deshidrogenasa (SEC ID Nº 70) de Achromobacter 
xylosoxidans (dada a conocer en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0269823). La región 
codificante de este gen, denominada sadB por la alcohol secundario deshidrogenasa (SEC ID Nº 69) fue amplificada 
usando condiciones estándar a partir de ADN genómico de A. xylosoxidans, preparado usando un equipo de reactivos 55
Gentra® Puregene® (Qiagen, Valencia, California) siguiendo el protocolo recomendado para organismos 
gramnegativos usando los cebadores directo e inverso N473 y N469 (SEC ID Nos 74 y 75), respectivamente. El 
producto de PCR fue clonado con TOPO®-Blunt en el pCR®4 BLUNT (Invitrogen™, Carlsbad, California) para producir 

E11727616
09-05-2019ES 2 725 848 T3

 



25

el pCR4Blunt::sadB, que fue transformado en células Mach-1 de E. coli. El plásmido fue aislado posteriormente a partir 
de cuatro clones, y la secuencia fue verificada.

La región codificante sadB fue amplificada por PCR a partir de pCR4Blunt::sadB. Los cebadores de PCR contenían 
secuencias 5′ adicionales que se solapaban con el promotor GPM1 y el terminador ADH1 de levadura (N583 y N584, 
proporcionados como SEC ID Nos 76 y 77). El producto de PCR fue clonado a continuación usando la metodología de 5
“reparación de huecos” en Saccharomyces cerevisiae (Ma, et al., Gene 58:201-216, 1987) como sigue. El vector 
lanzadera levadura-E. coli pRS425::GPM::kivD::ADH, que contiene el promotor GPM1 (SEC ID Nº 72), la región 
codificante kivD del Lactococcus lactis (SEC ID Nº 71), y el terminador ADH1 (SEC ID Nº 73) (descrito en la publicación 
de solicitud de patente estadounidense nº 2007/0092957 A1, Ejemplo 17) fue digerido con enzimas de restricción
BbvCI y Pacl para liberar la región codificante kivD. Aproximadamente 1 µg del fragmento restante del vector fue 10
transformado en la cepa BY4741 de S. cerevisiae junto con 1 µg del producto de PCR sadB. Se seleccionaron los 
transformantes en caldo completo sintético que carecía de leucina. El debido evento de recombinación, la generación 
de pRS425::GPMsadB, fue confirmado por PCR usando los cebadores N142 y N459 (SEC ID Nos 108 y 109).

Construcción del casete de integración pdc6::PGPM1-sadB y deleción de PDC6:

Se creó un casete de integración pdc6::PGPM1-sadB-ADH1t-URA3r uniendo el segmento GPM-sadB-ADHt (SEC ID 15
Nº 79) procedente de pRS425::GPM-sadB (SEC ID Nº 78) al gen URA3r procedente de pUC19-URA3r. pUC19-URA3r 
(SEC ID Nº80) contiene el marcador URA3 procedente de pRS426 (ATCC No. 77107) flanqueado por secuencias de 
repetición homólogas de 75 pb para permitir la recombinación homóloga in vivo y la eliminación del marcador URA3. 
Los dos segmentos de ADN fueron unidos por PCR SOE (según describen Horton, et al., Gene 77:61-68, 1989) usando 
como plantilla ADN plasmídicos pRS425::GPM-sadB y pUC19-URA3r, con ADN polimerasa Phusion® (New England 20
BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y los cebadores 114117-11A a 114117-11D (SEC ID Nos 81, 82, 83 y 84), y
114117-13A y 114117-13B (SEC ID Nos 85 y 86).

Los cebadores externos para la PCR SOE (114117-13A y 114117-13B) contenían regiones 5′ y 3′ de ∼50 pb 
homólogas a regiones aguas arriba y aguas abajo del promotor y el terminador de PDC6, respectivamente. El
fragmento de PCR del casete completado fue transformado en BY4700 (ATCC No. 200866) y los transformantes25
fueron mantenidos en un caldo completo sintético que carecía de uracilo y suplementado con un 2% de glucosa a 
30°C usando técnicas genéticas estándar (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, Nueva York, pp. 201-202). Los transformantes fueron examinados por PCR usando los cebadores 
112590-34G y 112590-34H (SEC ID Nos 87 y 88), y 112590-34F y 112590-49E (SEC ID Nos 89 y 90) para verificar la 
integración en el locus PDC6 con la deleción de la región codificante PDC6. El marcador URA3r fue reciclado 30
colocándolo en placas sobre caldo completo sintético suplementado con un 2% de glucosa y 5-FOA a 30°C siguiendo 
protocolos estándar. La eliminación del marcador fue confirmada parcheando colonias de las placas con 5-FOA sobre 
polvo SD-URA para verificar la ausencia de crecimiento. La cepa identificada resultante tiene el genotipo: BY4700 
pdc6::PGPM1-sadB-ADH1t.

Construcción del casete de integración pdc1::PPDC1-ilvD y deleción de PDC1:35

Se creó un casete de integración pdc1::PPDC1-ilvD-FBA1t-URA3r uniendo el segmento ilvD-FBA1t (SEC ID Nº 91) 
procedente de pLH468 (SEC ID Nº 2) al gen URA3r procedente de pUC19-URA3r por PCR SOE (según describen 
Horton, et al., Gene 77:61-68, 1989) usando como plantilla ADN plasmídicos pLH468 y pUC19-URA3r, con ADN
polimerasa Phusion® (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y los cebadores 114117-27A a 114117-
27D (SEC ID Nos 111, 112, 113 y 114).40

Los cebadores externos para la PCR SOE (114117-27A y 114117-27D) contenían regiones 5′ y 3′ de ∼50 pb 
homólogas a regiones aguas abajo del promotor PDC1 y aguas abajo de la sección codificante PDC1. El fragmento 
de PCR del casete completado fue transformado en BY4700 pdc6::PGPM1-sadB-ADH1t y los transformantes fueron 
mantenidos en un caldo completo sintético que carecía de uracilo y suplementado con un 2% de glucosa a 30°C 
usando técnicas genéticas estándar (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 45
Spring Harbor, Nueva York, pp. 201-202). Los transformantes fueron examinados por PCR usando los cebadores 
114117-36D y 135 (SEC ID Nos 92 y 93), y los cebadores 112590-49E y 112590-30F (SEC ID Nos 90 y 94) para verificar 
la integración en el locus PDC1 con la deleción de la secuencia codificante PDC1. El marcador URA3r fue reciclado 
colocándolo en placas sobre caldo completo sintético suplementado con un 2% de glucosa y 5-FOA a 30°C siguiendo 
protocolos estándar. La eliminación de marcador fue confirmada parcheando colonias de las placas con 5-FOA sobre 50
polvo SD-URA para verificar la ausencia de crecimiento. La cepa “NYLA67” identificada resultante tiene el genotipo: 
BY4700 pdc6:: PGPM1-sadB-ADH1t pdc1:: PPDC1-ilvD-FBA1t.

Deleción de HIS3

Para eliminar la región codificante HIS3 endógena, se amplificó por PCR un casete his3::URA3r2 a partir del ADN 
plantilla URA3r2 (SEC ID Nº 95). URA3r2 contiene el marcador URA3 procedente de pRS426 (ATCC No. 77107) 55
flanqueado por secuencias de repetición homólogas de 500 pb para permitir la recombinación homóloga in vivo y la 
eliminación del marcador URA3. Se efectuó la PCR usando ADN polimerasa Phusion® (New England BioLabs Inc., 
Ipswich, Massachusetts) y los cebadores 114117-45A y 114117-45B (SEC ID Nos 96 y 97), que generaron un producto 
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de PCR de ∼2,3 kb. La porción HIS3 de cada cebador se derivó de la región 5′ aguas arriba del promotor HIS3 y de 
la región 3′ aguas debajo de la región codificante, de modo que la integración del marcador URA3r2 da lugar a la 
sustitución de la región codificante HIS3. El producto de PCR fue transformado en NYLA67 usando técnicas genéticas 
estándar (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 
pp. 201-202) y los transformantes fueron seleccionados sobre caldo completo sintético que carecía de uracilo y 5
suplementado con un 2% de glucosa a 30°C. Los transformantes fueron examinados para verificar la correcta 
integración colocando en placas réplicas de los transformantes sobre caldo completo sintético que carecía de histidina
y suplementado con un 2% de glucosa a 30°C. El marcador URA3r fue reciclado colocándolo en placas sobre caldo 
completo sintético suplementado con un 2% de glucosa y 5-FOA a 30°C siguiendo protocolos estándar. El eliminación 
del marcador fue confirmada parcheando colonias de las placas con 5-FOA sobre polvo SD-URA para verificar la 10
ausencia de crecimiento. La cepa identificada resultante, denominada NYLA73, tiene el genotipo: BY4700 pdc6:: 
PGPM1-sadB-ADH1t pdc1:: PPDC1-ilvD-FBA1t Δhis3.

Construcción del casete de integración pdc5::kanMX y deleción de PDC5:

Se amplificó por PCR un casete pdc5::kanMX4 a partir del ADN cromosómico de la cepa YLR134W (ATCC No. 
4034091) usando ADN polimerasa Phusion® (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y los cebadores 15
PDC5::KanMXF y PDC5::Kan-MXR (SEC ID Nos 98 y 99), que generaron un producto de PCR de ∼2,2 kb. La porción 
PDC5 de cada cebador se derivó de la región 5′ aguas arriba del promotor PDC5 y de la región 3′ aguas debajo de la 
región codificante, de modo que la integración del marcador kanMX4 da lugar a la sustitución de la región codificante 
PDC5. El producto de PCR fue transformado en NYLA73 usando técnicas genéticas estándar (Methods in Yeast
Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, pp. 201-202) y los 20
transformantes fueron seleccionados sobre caldo YP suplementado con un 1% de etanol y genticina (200 µg/mL) a 
30°C. Los transformantes fueron examinados por PCR para verificar la correcta integración en el locus PDC con 
sustitución de la región codificante PDC5 usando los cebadores PDC5kofor y N175 (SEC ID Nos 100 y 101). Los 
transformantes correctos identificados tienen el genotipo: BY4700 pdc6:: PGPM1-sadB-ADH1t pdc1:: PPDC1-ilvD-
FBA1t Δhis3 pdc5::kanMX4. La cepa fue denominada NYLA74.25

Los vectores plasmídicos pRS423::CUP1-alsS+FBA-budA y pRS426::FBA-budC+GPM-sadB fueron transformados en 
NYLA74 para crear una cepa productora de butanodiol (NGCI-047).

Los vectores plasmídicos pLH475-Z4B8 (SEC ID Nº 140) y pLH468 fueron transformados en NYLA74 para crear una 
cepa productora de isobutanol (NGCI-049).

Deleción de HXK2 (hexoquinasa II):30

Se amplificó por PCR un casete hxk2::URA3r a partir de la plantilla de URA3r2 (descrita anteriormente) usando ADN 
polimerasa Phusion® (New England BioLabs Inc., Ipswich, Massachusetts) y los cebadores 384 y 385 (SEC ID Nos

102 y 103), que generaron un producto de PCR de ∼2,3 kb. La porción HXK2 de cada cebador se derivó de la región 
5′ aguas arriba del promotor HXK2 y de la región 3′ aguas debajo de la región codificante, de modo que la integración 
del marcador URA3r2 da lugar a la sustitución de la región codificante HXK2. El producto de PCR fue transformado 35
en NYLA73 usando técnicas genéticas estándar (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, pp. 201-202) y los transformantes fueron seleccionados sobre caldo completo 
sintético que carecía de uracilo y suplementado con un 2% de glucosa a 30°C. Los transformantes fueron examinados 
por PCR para verificar la correcta integración en el locus HXK2 con sustitución de la región codificante HXK2 usando 
los cebadores N869 y N871 (SEC ID Nos 104 y 105). El marcador URA3r2 fue reciclado colocándolo en placas sobre 40
caldo completo sintético suplementado con un 2% de glucosa y 5-FOA a 30°C siguiendo protocolos estándar. La 
eliminación del marcador fue confirmada parcheando colonias de las placas con 5-FOA sobre polvo SD-URA para 
verificar la ausencia de crecimiento, y por PCR para verificar la correcta eliminación del marcador usando los 
cebadores N946 y N947 (SEC ID Nos 106 y 107). La cepa identificada resultante, denominada NYLA83, tiene el 
genotipo: BY4700 pdc6:: PGPM1-sadB-ADH1t pdc1:: PPDC1-ilvD-FBA1t Δhis3 Δhxk2.45

Construcción del casete de integración pdc5::kanMX y deleción de PDC5:

Se amplificó por PCR un casete pdc5::kanMX4 según se ha descrito anteriormente. El fragmento de PCR fue 
transformado en NYLA83, y los transformantes fueron seleccionados y examinados según se ha descrito 
anteriormente. Los transformantes correctos identificados denominados NYLA84 tienen el genotipo: BY4700 pdc6:: 
PGPM1-sadB-ADH1t pdc1:: PPDC1-ilvD-FBA1t Δhis3 Δhxk2 pdc5::kanMX4.50

Los vectores plasmídicos pLH468 y pLH532 fueron transformados simultáneamente en la cepa NYLA84 (BY4700 
pdc6::PGPM1-sadB-ADH1t pdc1::PPDC1-ilvD-FBA1t Δhis3 Δhxk2 pdc5::kanMX4) usando técnicas genéticas 
estándar (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York) 
y el “butanologeno NYLA84” resultante fue mantenido en caldo completo sintético que carecía de histidina y uracilo, y 
suplementado con un 1% de etanol a 30°C.55
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Vector de expresión pLH468

El plásmido pLH468 (SEC ID Nº 2) fue construido para la expresión de DHAD, KivD y HADH en levadura y está descrito 
en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0305363. Se construyó pLH486 para que contuviera: 
un gen quimérico que tenía la región codificante del gen ilvD de Streptococcus mutans (posición nt 3313-4849) 
expresado partiendo del promotor FBA1 de S. cerevisiae (nt 2109 - 3105) seguido por el terminador FBA1 (nt 4858 -5
5857) para la expresión de DHAD; un gen quimérico que tenía la región codificante de la alcohol deshidrogenasa (nt 
6286-7413) de hígado de caballo optimizada en codones expresada partiendo del promotor GPM1 de S. cerevisiae 
(nt 7425-8181) seguido por el terminador ADH1 (nt 5962-6277) para la expresión de ADH; y un gen quimérico que 
tenía la región codificante del gen kivD optimizado en codones de Lactococcus lactis (nt 9249-10895) expresado 
partiendo del promotor TDH3 (nt 10896-11918) seguido por el terminador TDH3 (nt 8237-9235) para la expresión de 10
KivD.

Las regiones codificantes de la quetoisovalerato descarboxilasa (KivD) del Lactococcus lactis y de la alcohol 
deshidrogenasa (HADH) del hígado de caballo fueron sintetizadas por DNA2.0, Inc. (Menlo Park, California) en función 
de codones que estaban optimizados para su expresión en Saccharomyces cerevisiae (SEC ID Nº 71 y 118, 
respectivamente) y proporcionados en los plásmidos pKivDy-DNA2.0 y pHadhy-DNA2.0. Las proteínas codificadas 15
son las SEC ID Nos 117 y 119, respectivamente. Se construyeron vectores individuales de expresión para KivD y
HADH. Para ensamblar pLH467 (pRS426::PTDH3-kivDy-TDH3t), el vector pNY8 (SEC ID Nº 121; también 
denominado pRS426.GPD-ald-GPDt, descrito en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 
2008/0182308, Ejemplo 17) fue digerido con enzimas AscI y SfiI, escindiendo así el promotor GPD y la región 
codificante auxiliar. Se amplificó por PCR un fragmento promotor TDH3 (SEC ID Nº 122) a partir de pNY8 para añadir 20
un sitio AscI en el extremo 5′ y un sitio SpeI en el extremo 3′, usando el cebador OT1068 de 5′ y el cebador OT1067
de 3′ (SEC ID Nos 123 y 124). El fragmento del vector pNY8 digerido por Ascl/Sfil fue ligado con el producto de PCR 
del promotor TDH3 digerido con AscI y Spel, y el fragmento Spel-Sfil que contenía la región codificante kivD optimizada 
en codones aislado del vector pKivD-DNA2.0. La triple ligadura generó el vector pLH467 (pRS426::PTDH3-kivDy-
TDH3t). El pLH467 fue verificado por correlación de restricciones y secuenciación.25

El pLH435 (pRS425::PGPM1-Hadhy-ADH1t) se derivó del vector pRS425::GPM-sadB (SEC ID Nº 78), que es descrito 
en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0305363, Ejemplo 3. pRS425::GPM-sadB es el vector 
pRS425 (ATCC No. 77106) con un gen quimérico que contiene el promotor GPM1 (SEC ID Nº72), la región codificante 
pariendo de una butanol deshidrogenasa de Achromobacter xylosoxidans (sadB; ADN SEC ID Nº 69; proteína SEC 
ID Nº70: dada a conocer en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0269823), y terminador 30
ADH1 (SEC ID Nº 73). pRS425::GPMpsadB contiene sitios Bbvl y Pacl en los extremos 5′ y 3′ de la región codificante 
sadB, respectivamente. Se añadió un sitio Nhel en el extremo 5′ de la región codificante sadB mediante mutagénesis 
dirigida a sitios usando los cebadores OT1074 y OT1075 (SEC ID Nos 126 y 127) para generar el vector pRS425-
GPMp-sadB-Nhel, que fue verificado por secuenciación. pRS425::PGPM1-sadB-NheI fue digerido con Nhel y Pacl 
para eliminar la región codificante sadB, y ligado con el fragmento Nhel-Pacl que contenía la región codificante HADH35
optimizada en codones partiendo del vector pHadhy-DNA2.0 para crear pLH435.

Para combinar los casetes de expresión KivD y HADH en un solo vector, el vector pRS411 de levadura (ATCC No. 
87474) fue digerido con Sacl y Notl, y ligado con el fragmento Sacl-Sall partiendo de pLH467 que contiene el casete 
PTDH3-kivDy-TDH3t junto con el fragmento Sall-Notl partiendo de pLH435 que contiene el casete de PGPM1-Hadhy-
ADH1t en una reacción de triple ligadura. Esto produjo el vector pRS411::PTDH3-kivDy-PGPM1-Hadhy (pLH441), que 40
fue verificado por correlación de restricciones.

Para generar un vector de coexpresión para los tres genes en la vía del isobutanol inferior —ilvD, kivDy y Hadhy—, 
se usó pRS423 FBA ilvD(Strep) (SEC ID Nº 128), que se describe en la publicación de solicitud de patente 
estadounidense nº 2010/0081154 como origen del gen IIvD. Este vector lanzadera contiene un origen F1 de 
duplicación (nt 1423 a 1879) para su mantenimiento en E. coli y un origen de 2 micrómetros (nt 8082 a 9426) para su 45
duplicación en levadura. El vector tiene un promotor FBA1 (nt 2111 a 3108; SEC ID Nº 120) y un terminador FBA (nt 
4861 a 5860; SEC ID Nº 129). Además, tiene el marcador His (nt 504 a 1163) para la selección en levadura y el 
marcador de resistencia a la ampicilina (nt 7092 a 7949) para la selección en E. coli. La región codificante ilvD (nt 3116 
a 4828; SEC ID Nº 115; la proteína SEC ID Nº 116) procedente de la UA159 de Streptococcus mutans (ATCC No. 
700610) está entre el promotor FBA y el terminador FBA, formando un gen quimérico para su expresión. Además, hay 50
una etiqueta lumio fusionada a la región codificante ilvD (nt 4829-4849).

La primera etapa fue linealizar el pRS423 FBA ilvD(Strep) (también denominado pRS423-FBA(SpeI)-
IlvD(Streptococcus mutans)-Lumio) con SacI y SacII (con el sitio SacII con terminación roma usando ADN polimerasa 
de T4), para dar un vector con una longitud total de 9.482 pb. La segunda etapa fue aislar el casete kivDy-hADHy del
pLH441 con Sacl y Kpnl (con el sitio Kpnl con terminación roma usando ADN polimerasa de T4), lo que da un fragmento 55
de 6,063 pb. Este fragmento se ligó con el fragmento del vector de 9.482 pb procedente de pRS423-FBA(SpeI)-
IlvD(Streptococcus mutans)-Lumio. Esto generó el vector pLH468 (pRS423::PFBA1-ilvD(Strep) Lumio-FBA1t-PTDH3-
kivDy-TDH3t-PGPM1-hadhy-ADH1t), que fue confirmado por correlación de restricciones y secuenciación.
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Construcción de pLH532

Se construyó el plásmido pLH532 (SEC ID Nº 130) para la expresión de ALS y KARI en levadura. El pLH532 es un 
vector pHR81 (ATCC No. 87541) que contiene los siguiente genes quiméricos: 1) el promotor CUP1 (SEC ID Nº 139),
la región codificante de acetolactato sintasa del Bacillus subtilis (AlsS; SEC ID Nº 137; proteína SEC ID Nº 138) y el 
terminador2 CYC1 (SEC ID Nº 133); 2) un promotor ILV5 (SEC ID Nº 134), la región codificante Pf5.llvC (SEC ID Nº5
132) y el terminador ILV5 (SEC ID Nº 135); y 3) el promotor FBA1 (SEC ID Nº 136), la región codificante KARI de S. 
cerevisiae (ILV5; SEC ID Nº 131); y el terminador CYC1.

La región codificante Pf5.llvC es una secuencia que codifica KARI derivada de Pseudomonas fluorescens, que fue 
descrita en la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0163376.

La región codificante Pf5.llvC fue sintetizada por DNA2.0, Inc. (Menlo Park, California; SEC ID Nº 132) a base de 10
codones que estaban optimizados para su expresión en Saccharomyces cerevisiae.

Construcción de pYZ090

El pYZ090 (SEC ID Nº 1) se basa en la cadena principal del pHR81 (ATCC No. 87541) y fue construido para que 
contuviera un gen quimérico que tenía la región codificante del gen alsS del Bacillus subtilis (nt position 457-2172) 
expresado a partir del promotor CUP1 de la levadura (nt 2-449) y seguido por el terminador CYC1 (nt 2181-2430) para 15
la expresión de ALS, y un gen quimérico que tenía la región codificante del gen ilvC del Lactococcus lactis (nt 3634-
4656) expresado a partir del promotor ILV5 de la levadura (2433-3626) y seguidor por el terminador ILV5 (nt 4682-
5304) para la expresión de KARI.

Construcción de pYZ067

Se construyó el pYZ067 para que contuviera los siguientes genes quiméricos: 1) la región codificante del gen ilvD de 20
la UA159 de S. mutans (nt position 2260-3971) expresado a partir del promotor FBA1 de la levadura (nt 1161-2250) y 
seguido por el terminador FBA (nt 4005-4317) para la expresión de la ácido dihidroxi deshidratasa (DHAD), 2) la región 
codificante para el ADH de hígado de caballo (nt 4680-5807) expresada a partir del promotor GPM de la levadura (nt 
5819-6575) seguido por el terminador ADH1 (nt 4356-4671) para la expresión de la alcohol deshidrogenasa, y 3) la 
región codificante del gen KivD del Lacrococcus lactis (nt 7175-8821) expresada a partir del promotor TDH3 de la 25
levadura (nt 8830-9493) seguido por el terminador TDH3 (nt 5682-7161) para la expresión de la quetoisovalerato
descarboxilasa.

Construcción de pRS423::CUP1-alsS+FBA-budA y pRS426::FBA-budC+GPM-sadB y pLH475-Z4B8

En la publicación de solicitud de patente estadounidense nº 2009/0305363 se describe la construcción de 
pRS423::CUP1-alsS+FBA-budA y pRS426::FBA-budC+GPM-sadB y pLH475-Z4B8.30

Además, aunque en lo que antecede ser han descrito realizaciones diversas de la presente invención, debería 
entenderse que han sido presentadas a título de ejemplo únicamente, y no de limitación. Resultará evidente para 
personas expertas en la técnica pertinente que pueden realizarse en las mismas diversos cambios en forma y en 
detalle sin apartarse del alcance de la invención. Así, la amplitud y el alcance de la presente invención no deberían 
estar limitados por ninguna de las realizaciones ejemplares anteriormente descritas, sino que deberían estar definidos 35
únicamente según las reivindicaciones y sus equivalentes.

Todas las publicaciones, las patentes y las solicitudes de patente mencionadas en esta memoria son indicativas del 
nivel de pericia de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invención.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustrarán adicionalmente la invención. Debería entenderse que, aunque los 40
siguientes ejemplos implican el maíz como materia prima y COFA como ácido carboxílico, pueden usarse otras fuentes 
de biomasa par la materia prima y ácidos distintos de COFA pueden hacer de ácido carboxílico sin apartarse de la 
presente invención. Además, aunque los siguientes ejemplos implican la producción de butanol y éster butílico, pueden 
producirse otros alcoholes, incluyendo el etanol, y ésteres alcohólicos sin apartarse de la presente invención.

Según son usadas en la presente memoria, el significado de las abreviaturas usadas fue como sigue: “g” significa 45
gramo(s), “kg” significa kilogramo(s), “L” significa litro(s), “mL” significa mililitros(s), “µL” significa microlitro(s), “mL/L” 
significa mililitros(s) por litro, “mL/min” significa mililitros(s) por minuto, “DI” significa desionizado, “uM” significa 
micrómetro(s), “nm” significa nanómetros(s), “p/v” significa peso/volumen, “OD” significa densidad óptica, “OD600” 
significa densidad óptica a una longitud de onda de 600 nM, “dcw” significa peso de células secas, “rpm” significa
revoluciones por minuto, “°C” significa grado(s) Celsius, “°C/min” significa grados Celsius por minuto, “slpm” significa50
litro(s) estándar por minuto, “ppm” significa partes por millón, “pdc” significa enzima piruvato descarboxilasa, seguido 
por el número de enzima.
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Métodos generales

Cultivo en el matraz de siembra

Se cultivó una cepa de Saccharomyces cerevisiae que fue diseñada para producir isobutanol a partir de una fuente 
de hidratos de carbono, con pdc1 eliminado, pdc5 eliminado y pdc6 eliminado, hasta 0,55-1,1 g/L dcw (OD600 1,3-2,6 
- Thermo Helios α Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts) en matraces de cultivo a partir de un cultivo 5
congelado. El cultivo se desarrolló a 26°C en una incubadora que giraba a 300 rpm. El cultivo congelado fue 
almacenado previamente a -80°C. La composición del caldo del primer matraz de cultivo fue:

3,0 g/L de dextrosa

3,0 g/L de etanol anhidro

3,7 g/L de eliminador de aminoácidos completos sintéticos ForMedium™ (Kaiser):10

sin HIS, sin URA (nº de referencia DSCK162CK)

6,7 g/L de base nitrogenada de levadura Difco sin aminoácidos (nº 291920)

Se transfirieron 12 mililitros del cultivo del primer matraz de cultivo a un matraz de 2 L y se cultivaron a 30°C en una 
incubadora que giraba a 300 rpm. El segundo matraz de cultivo tiene 220 mL del siguiente caldo:

30,0 g/L de dextrosa15

5,0 g/L de etanol anhidro

3,7 g/L de eliminador de aminoácidos completos sintéticos ForMedium™ (Kaiser):

sin HIS, sin URA (nº de referencia DSCK162CK)

6,7 g/L de base nitrogenada de levadura Difco sin aminoácidos (nº 291920)

0,2 M de tampón MES titulado a un pH de 5,5-6,020

El cultivo se desarrolló hasta 0,55-1,1 g/L dcw (OD600 1,3-2,6). A esta concentración de células se efectuó una adición 
de 30 mL de una solución que contenía 200 g/L de peptona y 100 g/L de extracto de levadura. A continuación, se 
efectuó una adición al matraz de 300 mL de alcohol oleílico Cognis al 90-95% esterilizado en un filtro de 0,2 uM. El 
cultivo sigue desarrollándose hasta > 4 g/L dcw (OD600 > 10) antes de ser recogido y añadido a la fermentación.

Preparación de la fermentación25

Preparación del tanque de fermentación inicial

Se cargó un tanque de fermentación de 2 L de vidrio con camisa exterior (Sartorius AG, Gotinga, Alemania) con agua 
propia del laboratorio hasta un 66% del peso de licuefacción. Se calibró una sonda de pH (Hamilton Easyferm Plus 
K8, número de componente: 238627, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Suiza) mediante el menú de calibración de la 
Torre de Control Sartorius DCU-3. El cero se calibró a pH=7. El intervalo se calibró a pH=4. A continuación, la sonda 30
fue colocada en el tanque de fermentación a través de la placa superior de acero inoxidable. También se colocó una 
sonda de oxígeno disuelto (sonda pO2) en el tanque de fermentación a través de la placa superior. Los tubos usados 
para suministrar nutrientes, la siembra del cultivo, la extracción de disolvente y la base se conectaron a la placa 
superior y los extremos de los mismos fueron cegados. Todo el tanque de fermentación fue puesto en un autoclave 
Steris (Steris Corporation, Mentor, Ohio) y esterilizado en un ciclo líquido durante 30 minutos.35

El tanque de fermentación fue sacado del autoclave y puesto en un captador dinamométrico. El suministro de agua 
de la camisa exterior y la línea de retorno se conectaron al agua propia del laboratorio y al desagüe de agua limpia. 
Las líneas de entrada de agua de enfriamiento al condensador y de salida de agua fueron conectadas a un baño de 
recirculación de 6 L que funcionaba a una temperatura de 7°C. El conducto de evacuación que transfiere el gas desde 
el tanque de fermentación se conectó a un conducto de transferencia que estaba conectado a un espectrómetro de 40
masas Thermo (Prima dB, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts). La línea del aspersor se conectó 
a la línea de suministro de gas. Los tubos para añadir nutrientes, extraer disolvente, sembrar el cultivo y la base se 
instalaron a través de bombas o se cerraron con abrazaderas.

La temperatura del tanque de fermentación fue controlada a 55°C con un termopar y un bucle de circulación de agua 
propia del laboratorio. Los granos de maíz húmedos (dentiformes amarillos nº 2) se molieron usando un molino de 45
martillos con un tamiz de 1,0 mm, y los granos de maíz enteros molidos fueron añadidos entonces al tanque de 
fermentación a una carga que era el 29-30% (peso de los sólidos secos de maíz) de la masa de reacción de la 
licuefacción.
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Tratamiento con lipasa previo a la licuefacción

Se añadió una solución madre de enzima lipasa al tanque de fermentación con una concentración final de lipasa de
10 ppm. El tanque de fermentación se mantuvo a 55°C, 300 rpm, y 0,3 slpm cubierto por N2 durante >6 horas. Después 
de completar el tratamiento con lipasa, se llevó a cabo la licuefacción según se describe a continuación (Licuefacción).

Licuefacción5

Se añadió una alfa-amilasa al tanque de fermentación según su hoja de especificaciones, mientras el tanque de 
fermentación mezclaba a 300-1200 rpm, con N2 estéril propio del laboratorio que se añadía a 0,3 slpm a través del 
aspersor. El punto de referencia de la temperatura cambió de 55°C a 85°C. Cuando la temperatura fue > 80°C, se 
inició el tiempo de cocción de licuefacción y el ciclo de licuefacción se mantuvo a > 80°C durante 90-120 minutos. El 
punto de referencia de la temperatura del tanque de fermentación se estableció en la temperatura de fermentación de 10
30°C después de completarse el ciclo de licuefacción. El N2 fue redirigido del aspersor al espacio vacío superior para 
evitar la formación de espuma sin la adición de un antiespumante químico.

Tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción

La temperatura del tanque de fermentación se fijó en 55°C en lugar de 30°C después de que se completara el ciclo 
de licuefacción (Licuefacción). El pH fue controlado manualmente a pH=5,8 efectuando adiciones de ácido o base en15
forma de bolo cuando sea necesario. Se añadió una solución madre de enzima lipasa al tanque de fermentación hasta 
una concentración final de lipasa de 10 ppm. El tanque de fermentación fue mantenido a 55°C, 300 rpm y 0,3 slpm
cubierto por N2 durante >6 horas. Después de que se completara el tratamiento con lipasa, la temperatura del tanque 
de fermentación fue fijada a 30°C.

Tratamiento de inactivación térmica de la lipasa (método de tratamiento de anulación por calor)20

La temperatura del tanque de fermentación fue mantenida a > 80°C durante > 15 minutos para inactivar la lipasa. 
Después de que se completara el tratamiento de inactivación térmica, la temperatura del tanque de fermentación se 
fijó en 30°C.

Adición de nutrientes antes de la inoculación

Se añadió etanol (6,36 mL/L, volumen posterior a la inoculación, graduación 200, anhidro) al tanque de fermentación 25
inmediatamente antes de la inoculación. Se añadió tiamina hasta una concentración final de 20 mg/L y también se 
añadieron 100 mg/L de ácido nicotínico inmediatamente antes de la inoculación.

Adición de alcohol oleílico o ácidos grasos de aceite de maíz antes de la inoculación

Se añadió 1 L/L (volumen posterior a la inoculación) de alcohol oleílico o ácidos grasos de aceite de maíz 
inmediatamente después de la inoculación.30

Inoculación en el tanque de fermentación

La sonda pO2 de los tanques de fermentación fue calibrada a cero mientras se añadía N2 al tanque de fermentación. 
La sonda pO2 de los tanques de fermentación fue calibrada a su intervalo con aspersión de aire estéril a 300 rpm. El
tanque de fermentación fue inoculado después del segundo matraz de cultivo con > 4 g/L dcw. El matraz de agitación 
fue extraído de la incubadora o del agitador durante 5 minutos, permitiendo una separación de fases de la fase de 35
alcohol oleílico y la fase acuosa. La fase acuosa (110 mL) fue transferida a un frasco estéril de inoculación. El inóculo 
fue bombeado al tanque de fermentación mediante una bomba peristáltica.

Condiciones operativas del tanque de fermentación

El tanque de fermentación fue accionado a 30°C durante todas las etapas de crecimiento y producción. Se permitió 
que el pH cayera de un pH entre 5,7-5,9 a un punto de referencia de control de 5,2 sin añadir ácido alguno. El pH fue 40
controlado durante el resto de las etapas de crecimiento y producción a un pH=5,2 con hidróxido amónico. Se añadió 
aire estéril al tanque de fermentación, a través del aspersor, a 0,3 slpm durante el resto de las etapas de crecimiento 
y producción. La pO2 fue configurada para ser controlada al 3,0% mediante el bucle de control PID de la caja de control 
Sartorius DCU-3, usando únicamente el control de agitación, fijándose el mínimo del agitador a 300 rpm y fijándose el 
máximo a 2000 rpm. La glucosa fue suministrada a través de una sacarificación y una fermentación simultáneas del45
puré de maíz licuado añadiendo una α-amilasa (glucoamilasa). Se mantuvo un exceso de glucosa (1-50 g/L) mientras 
hubiera almidón disponible para la sacarificación.

Analítica

Análisis de gases

El aire del proceso fue analizado en un espectrómetro de masas Thermo Prima (Thermo Fisher Scientific Inc., 50
Waltham, Massachusetts). Este fue el mismo aire de proceso que fue esterilizado y luego añadido a cada tanque de 
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fermentación. El gas de escape de cada tanque de fermentación fue analizado en el mismo espectrómetro de masas. 
Este Thermo Prima dB tiene un ensayo de comprobación de la calibración cada lunes por la mañana a las 6:00. La 
comprobación de la calibración se programó a través del soporte lógico Gas Works v1.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, Massachusetts) asociado con el espectrómetro de masas. Los gases objeto de calibración fueron:

GAS Concentración molar porcentual de calibración % Frecuencia de cal.

Nitrógeno 78% semanal

Oxígeno 21% semanal

Isobutanol 0,2% anual

Argón 1% semanal

Dióxido de carbono 0,03% semanal

El dióxido de carbono fue verificado al 5% y 15% durante el ciclo de calibración con otros gases embotellados 5
conocidos. El oxígeno fue verificado al 15% con otros gases embotellados conocidos. En función del análisis del gas 
de escape de cada tanque de fermentación, usando el análisis de fracciones molares y los caudales de gas del 
espectrómetro de masas (controlador del flujo de masas), se midió la cantidad de isobutanol extraído, del oxígeno 
consumido y del dióxido de carbono insuflado en el gas de escape al tanque de fermentación, calculando la tasa de 
gasificación por hora e integrando luego esa tasa a lo largo de la fermentación.10

Medición de la biomasa

Se preparó una solución a azul de tripano al 0,08% a partir de una disolución 1:5 de azul de tripano al 0,4% en NaCl 
(VWR BDH8721-0) con 1× PBS. Se extrajo una muestra de 1,0 mL de un tanque de fermentación y se la puso en un
tubo de 1,5 mL de centrífuga Eppendorf y fue centrifugada en una Eppendorf, 5415C a 14,000 rpm durante 5 minutos. 
Después de la centrifugación, se quitó la capa superior de disolvente con una pipeta BioHit de canal variable m200 15
con puntas de pipeta BioHit de 20-200 µL. Se tuvo cuidado de no eliminar la capa entre el disolvente y las capas 
acuosas. Una vez que se retiró la capa de disolvente, la muestra fue resuspendida usando un Vortex-Genie® calibrado 
a 2700 rpm.

Se requirió una serie de disoluciones para preparar la concentración ideal para los recuentos en hematocitómetro. Si 
la OD era 10, se efectuaba una disolución 1:20 para lograr una OD de 0,5, que daba la cantidad ideal de células que 20
había que contar por cuadrado, 20-30. Para reducir la imprecisión en la disolución debida a los sólidos del maíz, se 
requirieron múltiples disoluciones con puntas de pipeta BioHit de 100-1000 µL cortadas. Aproximadamente, se cortó 
1 cm de las puntas para agrandar la abertura, lo que evitaba que la punta se obstruyera. Para una disolución final de 
1:20, se preparó una disolución inicial 1:1 de la muestra de fermentación y una disolución de NaCl al 0,9%. A 
continuación, se generó una disolución a 1:1 de la solución anterior (es decir, de la disolución inicial 1:1) y de la 25
solución de NaCl al 0,9% (la segunda disolución), seguido por una disolución 1:5 de la segunda disolución y la solución 
de azul de tripano. Las muestras fueron centrifugadas entre cada disolución y las puntas cortadas se enjuagaron en 
soluciones de NaCl al 0,9% y de azul de tripano.

El cubreobjetos fue colocado con cuidado sobre el hematocitómetro (Hausser Scientific Bright-Line 1492). Se extrajo 
una alícuota (10 µL) de la disolución final de azul de tripano con una pipeta BioHit de canal variable m20 con puntas 30
de pipeta BioHit de 2-20 µL y se la inyectó en el hematocitómetro. El hematocitómetro fue colocado en el microscopio 
Zeis Axioskop 40 de 40 aumentos. El cuadrante central fue dividido en 25 cuadrados y, a continuación, se recontaron 
y grabaron los cuatro cuadrados de las esquinas y del centro en ambas cámaras. Después del recuento en ambas 
cámaras, se tomó el promedio y se multiplicó por el factor de disolución (20), luego por 25, por el número de los 
cuadrados en el cuadrante del hematocitómetro, y luego se dividió por 0,0001 mL, que es el volumen del cuadrante 35
objeto de recuento. El resultado de este cálculo es el número de células por mL.

Análisis de LC de los productos de fermentación en la fase acuosa

Se refrigeraron muestras hasta que estuvieron listas para su procesamiento. Las muestras fueron quitadas de la 
refrigeración y se dejó que alcanzaran la temperatura ambiente (aproximadamente una hora). Se transfirieron 
aproximadamente 300 µL de muestra con una pipeta BioHit de canal variable m1000 con puntas de pipeta BioHit de 40
100-1000 µL a un filtro de centrífuga de 0,2 um (filtro de centrífuga de nailon modificado con Nanosep® MF), luego 
fueron centrifugados usando una Eppendorf 5415C durante cinco minutos a 14,000 rpm. Se transfirieron 
aproximadamente 200 µL de la muestra filtrada a un frasco de muestreador automático 1,8 con un inserto de frasco 
de vidrio de 250 µL con patas poliméricas. Se usó un tapón roscado con tabiques de PTFE para tapar el frasco antes 
de centrifugar la muestra con un Vortex-Genie® regulado a 2700 rpm.45

A continuación, la muestra fue procesada en un LC Agilent de la serie 1200 equipado con bombas binarias isocráticas, 
desgasificador por vacío, compartimento en columna calentado, sistema de enfriamiento de muestras, detector UV 
DAD y detector RI. La columna usada fue una Aminex HPX-87H, 300 × 7,8 con una recarga Bio-Rad Cation H, y una 
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precolumna de 30×4,6. La temperatura de la columna fue de 40°C, con una fase móvil de ácido sulfúrico 0,01 N, con 
un caudal de 0,6 mL/min durante 40 minutos. En la Tabla 1 se muestran los resultados.

Tabla 1: Tiempos de retención de los productos de fermentación en la fase acuosa

HPLC 302/310 normalizada a 
inyecciones de 10 µL

FW Tiempo de 
retención RID, min

Intervalo de 
estándares, g/L

Tiempo de 
retención UV, min

ácido cítrico 192,12 8,025 0,3-17 7,616

glucosa 180,16 8,83 0,5-71

ácido pirúvico (Na) 110,04 9,388 0,1-5,2 8,5

A-Kiv (Na) 138,1 9,91 0,07-5,0 8,55

ácido 2,3-dihidroxiisovalérico (Na) 156,1 10,972 0,2-8,8 10,529

ácido succínico 118,09 11,561 0,3-16 11,216

ácido láctico (Li) 96,01 12,343 0,3-17 11,948

glicerol 92,09 12,974 0,8-39

ácido fórmico 46,03 13,686 0,2-13 13,232

acetato (Na) 82,03 14,914 0,5-16 14,563

meso-butanodiol 90,12 17,583 0,1-19

(+/-)-2,3-butanodiol 90,12 18,4 0,2-19

ácido isobutírico 88,11 19,685 0,1-8,0 19,277

Etanol 46,07 21,401 0,5-34

isobutiraldehído 72,11 27,64 0,01-0,11

isobutanol 74,12 32,276 0,2-15

3-OH-2-butanona (acetoína) 88,11 0,1-11 17,151

Análisis de GC de los productos de fermentación en la fase de disolvente

Se refrigeraron muestras hasta que estuvieron listas para su procesamiento. Las muestras fueron quitadas de la 5
refrigeración y se dejó que alcanzaran la temperatura ambiente (aproximadamente una hora). Se transfirieron 
aproximadamente 150 µL de muestra usando una pipeta BioHit de canal variable m1000 con puntas de pipeta BioHit 
de 100-1000 µL a un frasco de muestreador automático 1,8 con un inserto de frasco de vidrio de 250 µL con patas 
poliméricas. Se usó un tapón roscado con tabiques de PTFE para tapar el frasco.

A continuación, la muestra fue procesada en un Agilent 7890A GC con un inyector 7683B y un muestreador automático10
G2614A. La columna fue una columna HP-InnoWax (30 m × 0,32 mm ID, película de 0,25 µm). El gas portador era 
helio con un caudal de 1,5 mL/min medido a 45°C con una presión constante de descarga; el fraccionamiento del 
inyector fue 1:50 a 225°C; la temperatura del horno fue 45°C durante 1,5 minutos, de 45°C a 160°C a 10°C/min durante 
0 minutos, luego 230°C a 35°C/min durante 14 minutos durante un tiempo de procesamiento de 29 minutos. Se usó 
la detección de ionización de llama a 260°C con 40 mL/min de gas helio de relleno. En la Tabla 2 se muestran los 15
resultados.

Tabla 2: Tiempos de retención de los productos de fermentación en la fase de disolvente

GC 302/310 normalizada a inyecciones 
de 10 µL

FW Tiempo de retención en 
disolvente, min

Intervalo de 
estándares, g/L

isobutiraldehído 72,11 2,75 0,7-10,4

etanol 46,07 3,62 0,5-34

isobutanol 74,12 5,53 0,2-16

3-OH-2-butanona (acetoína) 88,11 8,29 0,1-11

(+/-)-2,3-butanodiol 90,12 10,94 0,1-19

ácido isobutírico 88,11 11,907 0,1-7,9

E11727616
09-05-2019ES 2 725 848 T3

 



33

GC 302/310 normalizada a inyecciones 
de 10 µL

FW Tiempo de retención en 
disolvente, min

Intervalo de 
estándares, g/L

meso-butanodiol 90,12 11,26 0,1-6,5

glicerol 92,09 16,99 0,8-9

Las muestras analizadas en busca de ésteres butílicos de ácidos grasos fueron procesadas en un Agilent 6890 GC
con un inyector 7683B y un muestreador automático G2614A. La columna fue una columna HP-DB-FFAP (15 metros
x 0,53 mm ID (Megabore), columna de grosor de película de 1 micrómetro (30 m × 0,32 mm ID, película de 0,25 µm). 
El gas portador era helio con un caudal de 3,7 mL/min medido a 45°C con una presión constante de descarga; el 
fraccionamiento del inyector fue 1:50 a 225°C; la temperatura del horno fue 100°C durante 2,0 minutos, 100°C a 250°C 5
a 10°C/min, luego 250°C durante 9 minutos durante un tiempo de procesamiento de 26 minutos. Se usó la detección 
de ionización de llama a 300°C con 40 mL/min de gas helio de relleno. Se usaron los siguientes estándares de GC 
(Nu-Chek Prep; Elysian, Minnesota) para confirmar la identidad de productos de éster isobutílico de ácido graso: 
palmitato isobutílico, estearato isobutílico, oleato isobutílico, linoleato isobutílico, linolenato isobutílico, araquidato 
isobutílico.10

Los ejemplos 1-14 describen diversas condiciones de fermentación que deben ser usada para los métodos
reivindicados. Como ejemplo, algunas fermentaciones fueron sometidas a un tratamiento con lipasa previo a la 
licuefacción, y otras fueron sometidas a un tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción. En otros ejemplos, la 
fermentación fue sometida a un tratamiento de inactivación por calor. Tras la fermentación, se midió el título efectivo 
de isobutanol (Título efe. iso.), es decir, el total de gramos de isobutanol producido por litro de volumen acuoso. Los 15
resultados se muestran en la Tabla 3.

Ejemplo 1 - (control)

El identificador del experimento 2010Y014 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, 
Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de 20
fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la 
inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 2

El identificador del experimento 2010Y015 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción, 25
Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método 
de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un 
solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 3

El identificador del experimento 2010Y016 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 30
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción, 
Método de adición de nutrientes antes de la inoculación con la excepción de la exclusión de etanol, Método de 
inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos 
los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El 
butanologeno fue NGCI-070.35

Ejemplo 4

El identificador del experimento 2010Y017 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento de anulación por calor posterior a 
la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación con la excepción de la exclusión de etanol,
Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de 40
fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la 
inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 5

El identificador del experimento 2010Y018 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción 45
con la excepción de añadir únicamente 7,2 ppm de lipasa después de la licuefacción, Método de tratamiento de
anulación por calor posterior a la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, Método de 
inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos 
los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El 
butanologeno fue NGCI-070.50
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Ejemplo 6 - (control)

El identificador del experimento 2010Y019 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento de anulación por calor posterior a 
la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, Método de inoculación en el tanque de 
fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos analíticos. Se 5
añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 7 - (control)

El identificador del experimento 2010Y021 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de tratamiento con lipasa anterior a la licuefacción, Método de licuefacción, 
Método de tratamiento de anulación por calor durante la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la 10
inoculación, Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque 
de fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la 
inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 8

El identificador del experimento 2010Y022 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 15
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, 
Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de 
fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la 
inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 920

El identificador del experimento 2010Y023 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción, 
Tratamiento de anulación sin calor, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, Método de inoculación 
en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos 
analíticos. Se añadieron ácidos grasos de aceite de maíz creados de aceite de maíz en bruto en un solo lote entre 25
0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 10

El identificador del experimento 2010Y024 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de tratamiento con lipasa anterior a la licuefacción, Método de licuefacción, 
Método de tratamiento de anulación por calor durante la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la 30
inoculación con la excepción de que no hay adición alguna de etanol, Método de inoculación en el tanque de 
fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos analíticos. Se 
añadió alcohol en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 11

El identificador del experimento 2010Y029 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 35
del tanque de fermentación inicial, Método de tratamiento con lipasa anterior a la licuefacción, Método de licuefacción, 
Tratamiento de anulación por calor durante la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, 
Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de 
fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadieron ácidos grasos de aceite de maíz creados de aceite de 
maíz en bruto en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.40

Ejemplo 12

El identificador del experimento 2010Y030 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de tratamiento con lipasa anterior a la licuefacción, Método de licuefacción, 
Tratamiento de anulación por calor durante la licuefacción, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación 
con la excepción de que no hay adición alguna de etanol, Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método 45
de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadieron ácidos grasos 
de aceite de maíz creados de aceite de maíz en bruto en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. 
El butanologeno fue NGCI-070.

Ejemplo 13 - (control)

El identificador del experimento 2010Y031 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 50
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción,
Tratamiento de anulación sin calor, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación con la excepción de que 
no hay adición alguna de etanol, Método de inoculación en el tanque de fermentación, Método de las condiciones 
operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos analíticos. Se añadieron ácidos grasos de aceite de maíz 
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creados de aceite de maíz en bruto en un solo lote entre 0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue 
NGCI-070.

Ejemplo 14

El identificador del experimento 2010Y032 incluyó: Método de desarrollo en matraz de cultivo, Método de preparación 
del tanque de fermentación inicial, Método de licuefacción, Método de tratamiento con lipasa posterior a la licuefacción, 5
Tratamiento de anulación sin calor, Método de adición de nutrientes antes de la inoculación, Método de inoculación 
en el tanque de fermentación, Método de las condiciones operativas del tanque de fermentación, y todos los métodos 
analíticos. Se añadieron ácidos grasos de aceite de maíz creados de aceite de maíz en bruto en un solo lote entre 
0,1-1,0 horas después de la inoculación. El butanologeno fue NGCI-070.

Tabla 3: Condiciones de fermentación para los Ejemplos 1-14.10

Ejemplo 
nº

Identificador 
experimental

Lipasa Máx 
recuento de 

células ×
107

Etanol
g/L

Disolvente Anulación de 
la lipasa por 

calor

Título 
efe. 
iso. 
g/L*

Tasa 
máx 
efe. 
Iso.

g/L/h

1 2010Y014 ninguna 27,2 5 Alcohol 
oleílico

ninguna 56,0 0,79

2 2010Y015 10 ppm 31,5 5 Alcohol 
oleílico

ninguna 52,4 0,74

3 2010Y016 10 ppm 6,7 0 Alcohol 
oleílico

ninguna 25,9 0,36

4 2010Y017 ninguna 7,9 0 Alcohol 
oleílico

posterior a la 
licuefacción

17,2 0,25

5 2010Y018 7,2 
ppm

16,2 5 Alcohol 
oleílico

posterior a la 
licuefacción

45,8 0,66

6 2010Y019 ninguna 17,5 5 Alcohol 
oleílico

posterior a la 
licuefacción

48,1 0,69

7 2010Y021 10 ppm 21,2 5 Alcohol 
oleílico

durante la 
licuefacción

46,8 0,82

8 2010Y022 ninguna 9 5 Alcohol 
oleílico

durante la 
licuefacción

56,2 0,87

9 2010Y023 10 ppm 12,8 5 Ácidos 
grasos de 
aceite de 

maíz

ninguna 60,3 1,3

10 2010Y024 10 ppm 25,3 0 Alcohol 
oleílico

durante la 
licuefacción

19,8 0,33

11 2010Y029 10 ppm 21,2 5 Ácidos 
grasos de 
aceite de 

maíz

durante la 
licuefacción

28,36 0,52

12 2010Y030 10 ppm 9 0 Ácidos 
grasos de 
aceite de 

maíz

durante la 
licuefacción

12,71 0,24

13 2010Y031 10 ppm 12,8 0 Ácidos 
grasos de 
aceite de 

maíz

ninguna 18,86 0,35

14 2010Y032 10 ppm 25,3 5 Ácidos 
grasos de 
aceite de 

maíz

ninguna 53,36 0,92

* “Título efe. iso. g/L” = total de gramos de isobutanol producido por litro de volumen acuoso
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Ejemplo 15

El identificador experimental fue GLNOR432A. Se cultivó NYLA74 (productor de butanodiol: NGCI-047) en 25 mL de 
caldo en un matraz de 250 mL a partir de un frasco congelado hasta una OD de ∼ 1. El cultivo previo a la siembra fue 
transferido a un matraz de 2 L y cultivado hasta una OD de 1,7-1,8. El caldo para ambos matraces fue:

3,0 g/L de dextrosa5

3,0 g/L de etanol anhidro

6,7 g/L de base nitrogenada de levadura Difco sin aminoácidos (nº 291920)

1,4 g/L de mezcla de eliminación de levadura (Sigma Y2001)

10 mL/L de solución madre de L-leucina al 1% p/v

2 mL/L de solución madre de L-triptófano al 1% p/v10

Un tanque de fermentación Applikon de 1 L fue inoculado con 60 mL del matraz de cultivo. El tanque de fermentación 
contenía 700 mL del siguiente caldo estéril:

20,0 g/L de dextrosa

8,0 mL/L de etanol anhidro

6,7 g/L de base nitrogenada de levadura Difco sin aminoácidos (nº 291920)15

2,8 g/L de mezcla de eliminación de levadura (Sigma Y2001)

20 mL/L de solución madre de L-leucina al 1% p/v

4 mL/L de solución madre de L-triptófano al 1% p/v

0,5 mL de antiespumante Sigma 204

0,8 mL/L de solución de Ergesterol al 1% p/v en 1:1::Tween 80:etanol20

La glucosa residual se mantuvo en exceso con una solución de glucosa al 50% p/p. La concentración del oxígeno 
disuelto del tanque de fermentación se controló al 30% con control de agitación. El pH fue controlado a un pH=5,5. El 
tanque de fermentación fue rociada con 0,3 slpm de aire estéril propio del laboratorio. La temperatura fue controlada 
a 30°C.

Ejemplo 1625

El identificador experimental fue GLNOR434A. Este ejemplo es igual que el Ejemplo 15, con la excepción de la adición 
de 3 g of ácido oleico y la adición de 3 g de ácido palmítico antes de la inoculación. El biocatalizador fue NYLA74 
(productor de butanodiol: NGCI-047).

La Figura 7 muestra que había más gramos por litro de glucosa consumida en el tanque de fermentación que recibió 
los ácidos grasos. Los cuadrados representan el tanque de fermentación que recibió ácido oleico y ácido palmítico. 30
Los círculos representan el tanque de fermentación que no recibió ningún ácido graso extra.

Ejemplo 17

El identificador experimental fue GLNOR435A. Este ejemplo es igual que el Ejemplo 15, salvo que fue inoculado con 
NYLA74 (productor de isobutanol: NGCI-049).

Ejemplo 1835

El identificador experimental fue GLNOR437A. Este ejemplo es igual que el Ejemplo 16, salvo que fue inoculado con 
NYLA74 (productor de isobutanol: NGCI-049).

La Figura 8 muestra que había más gramos por litro de glucosa consumida en el tanque de fermentación que recibió 
los ácidos grasos. Los cuadrados representan el tanque de fermentación que recibió ácido oleico y ácido palmítico. 
Los círculos representan el tanque de fermentación que no recibió ningún ácido graso extra.40

Ejemplo 19

El identificador experimental fue 090420_3212. Este ejemplo fue procesado de forma similar al Ejemplo 15, salvo que 
fue inoculado con butanologeno NYLA84 (productor de isobutanol). Esta fermentación se llevó a cabo en un tanque
de fermentación Sartorius de 1 L.
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Ejemplo 20

El identificador experimental fue 2009Y047. Este ejemplo fue procesado de forma similar al Ejemplo 16, salvo que fue 
inoculado con butanologeno NYLA84 (productor de isobutanol). Esta fermentación se llevó a cabo en un tanque de 
fermentación Sartorius de 1 L.

La Figura 9 muestra que había más gramos por litro de glucosa consumida en el tanque de fermentación que recibió 5
los ácidos grasos. Los cuadrados representan el tanque de fermentación que recibió ácido oleico y ácido palmítico. 
Los círculos representan el tanque de fermentación que no recibió ningún ácido graso extra.

La Tabla 4 muestra la adición de ácidos grasos +/-, la densidad óptica máxima, y los g/L de glucosa consumida.

Tabla 4

Ejemplo 
nº

Identificador
experimental

Cepa Ácidos grasos 
añadidos

Producto 69 horas 
OD600

69 horas g/L 
glucosa consumida

15 GLNOR432A NYLA74 - butanodiol 12,8 86,0

16 GLNOR434A NYLA74 + butanodiol 23,1 95,9

17 GLNOR435A NYLA74 - isobutanol 2,4 16,9

18 GLNOR437A NYLA74 + isobutanol 4,5 18,3

19 090420 3212 NYLA84 - isobutanol 9,6 39,3

20 2009Y047 NYLA84 + isobutanol 20,2 49,1

Ejemplo 2110

Tratamiento con lipasa de puré de maíz licuado para la sacarificación y la fermentación simultáneas con extracción de 
productos in situ usando alcohol oleílico

Se analizaron muestras de caldo y alcohol oleílico tomados de fermentaciones efectuadas según se ha descrito 
anteriormente en los Ejemplos 1, 2 y 3 en busca del porcentaje de lípidos en peso (derivatizados como ésteres 
metílicos de ácidos grasos, FAME) y del porcentaje de ácidos grasos libres en peso (FFA, derivatizados como ésteres 15
metílicos de ácidos grasos, FAME) según el método descrito por E. G. Bligh y W. J. Dyer (Canadian Journal of 
Biochemistry and Physiology, 37:911 - 17, 1959, en lo sucesivo Referencia 1). El puré de maíz licuado que se preparó 
para cada una de las tres fermentaciones también fue analizado en busca del porcentaje de lípidos en peso y del 
porcentaje de FFA en peso después de un tratamiento con Lipolase® 100 L (Novozymes) (10 ppm de proteína soluble 
total Lipolase® (análisis proteínico BCA, Sigma Aldrich)) por kg de masa de reacción de licuefacción que contenía un 20
30% en peso de granos de maíz molidos). No se añadió lipasa alguna al puré de maíz licuado en el Ejemplo 1 (control), 
y las fermentaciones descritas en los Ejemplos 2 y 3 que contenían puré de maíz licuado tratado con lipasa (sin 
inactivación de la lipasa por calor) fueron idénticas, salvo que no se añadió etanol alguno a la fermentación descrita
en el Ejemplo 3.

El porcentaje de FFA en el puré de maíz licuado, tratado con lipasa, preparado para fermentaciones llevadas a cabo 25
según se ha descrito en los Ejemplos 2 y 3 fue del 88% y el 89%, respectivamente, en comparación con el 31% sin 
tratamiento con lipasa (Ejemplo 1). A las 70 horas (fin de la tanda (EOR)), la concentración de FFA en la fase de OA
de las fermentaciones llevadas a cabo según se ha descrito en los Ejemplos 2 y 3 (que contenían lipasa activa) fue 
del 14% y el 20%, respectivamente, y se determinó mediante GC/MS que el correspondiente aumento en lípidos 
(medidos como derivados de éster metílico de ácidos grasos del aceite de maíz) era debido a la esterificación, 30
catalizada por lipasa, de COFA por OA, produciéndose los COFA, en primer lugar, por la hidrólisis del aceite de maíz, 
catalizada por lipasa, en el puré de maíz licuado. Se muestran los resultados en la Tabla 5.

Tabla 5: Contenido de lípidos y ácidos grasos libres de fermentaciones que contienen alcohol oleílico como 
disolvente de ISPR y lipasa activa

fermentación lipasa
tiempo (h), 
muestra

lípidos (% en 
peso)

FFA (% en 
peso)

lípidos 
(g)

FFA 
(g)

lípidos + 
FFA (g)

% 
FFA

Ejemplo 1 ninguna puré licuado 0,61 0,28 5,3 2,4 7,7 31

Ejemplo 1 ninguna 0,8 h, caldo 0,49 0,22 5,5 2,5 8,0 31

Ejemplo 1 ninguna 31 h, caldo 0,19 0,03 2,1 0,3 2,4 13

Ejemplo 1 ninguna 31 h, OA 0,36 0,21 3,4 2,0 5,3 37

Ejemplo 1 ninguna 70 h, caldo 0,15 0,03 1,7 0,3 2,0 15
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fermentación lipasa
tiempo (h), 
muestra

lípidos (% en 
peso)

FFA (% en 
peso)

lípidos 
(g)

FFA 
(g)

lípidos + 
FFA (g)

% 
FFA

Ejemplo 1 ninguna 70 h, OA 0,57 0,25 5,3 2,3 7,7 31

Ejemplo 2 10 ppm puré licuado 0,13 0,97 1,1 8,5 9,6 88

Ejemplo 2 10 ppm 0,8 h, caldo 0,15 0,62 1,7 7,0 8,7 81

Ejemplo 2 10 ppm 31 h, caldo 0,16 0,05 1,8 0,5 2,3 23

Ejemplo 2 10 ppm 31 h, OA 0,37 0,23 3,5 2,2 5,7 38

Ejemplo 2 10 ppm 70 h, caldo 0,17 0,02 1,9 0,3 2,2 13

Ejemplo 2 10 ppm 70 h, OA 0,60 0,10 5,7 1,0 6,7 14

Ejemplo 3 10 ppm puré licuado 0,12 0,97 1,0 8,5 9,5 89

Ejemplo 3 10 ppm 0,8 h, caldo 0,32 0,40 3,6 4,5 8,1 56

Ejemplo 3 10 ppm 31 h, caldo 0,17 0,05 1,9 0,6 2,5 24

Ejemplo 3 10 ppm 31 h, OA 0,38 0,22 3,6 2,1 5,7 37

Ejemplo 3 10 ppm 70 h, caldo 0,15 0,02 1,7 0,2 1,9 13

Ejemplo 3 10 ppm 70 h, OA 0,46 0,12 4,4 1,1 5,6 20

Ejemplo 22

Inactivación térmica de la lipasa en puré de maíz licuado tratado con lipasa para limitar la producción de ésteres de 
alcohol oleílico de ácidos grasos libres de aceite de maíz

Se añadió agua de grifo (918,4 g) a una caldera de 2 L de resina con camisa exterior, luego se añadieron 474,6 g de 
peso en húmedo (417,6 g de peso en seco) de granos de maíz entero molidos (tamiz de 1,0 mm en un molino de 5
martillos) con agitación. La mezcla fue calentada hasta 55°C con agitación a 300 rpm, y el pH se ajustó a 5,8 con ácido 
sulfúrico 2 N. A la mezcla se añadieron 14,0 g de una solución acuosa que contenía 0,672 g de Spezyme®-FRED L 
(Genencor®, Palo Alto, California), y la temperatura de la mezcla aumentó hasta 85°C con agitación a 600 rpm y un 
pH de 5,8. Después de 120 minutos a 85°C, la mezcla fue enfriada hasta 50°C y se transfirieron alícuotas de 45,0 mL 
del puré de maíz licuado resultante a tubos de centrífuga de polipropileno de 50 mL y fueron almacenadas congeladas 10
a -80°C.

En una primera reacción, 50 g de puré de maíz licuado preparado según se ha descrito anteriormente se mezclaron 
con 10 ppm de Lipolase® 100 L (Novozymes) durante 6 horas a 55°C y, sin inactivación alguna de la lipasa a 85°C 
durante 1 hora, la mezcla fue enfriada hasta 30°C. En una segunda reacción, se mezclaron 50 g de puré de maíz 
licuado con 10 ppm Lipolase® durante 6 horas a 55°C, luego fueron calentados hasta 85°C durante 1 hora (inactivación 15
de la lipasa), luego enfriados hasta 30°C. En una tercera reacción, se mezclaron 50 g de puré de maíz licuado, sin 
añadir lipasa, durante 6 horas a 55°C, y sin ningún calentamiento a 85°C durante 1 hora, la mezcla fue enfriada hasta 
30°C, se añadieron 38 g de alcohol oleílico, y la mezcla resultante fue agitada durante 73 horas a 30°C. En una cuarta 
reacción, se mezclaron 50 g de puré de maíz licuado, sin añadir lipasa, durante 6 horas a 55°C, luego fueron 
calentados hasta 85°C durante 1 hora, luego enfriados hasta 30°C. Cada una de las cuatro mezclas de reacción fue 20
objeto de muestro a las 6 horas, luego se añadieron 38 g de alcohol oleílico, y las mezclas resultantes fueron agitadas 
a 30°C y muestreadas a las 25 horas y las 73 horas. Se analizaron muestras (tanto de puré licuado como de alcohol 
oleílico (OA)) en busca del porcentaje de lípidos en peso (derivatizados como ésteres metílicos de ácidos grasos, 
FAME) y del porcentaje de ácidos grasos libres en peso (FFA, derivatizados como ésteres metílicos de ácidos grasos, 
FAME) según el método descrito por la Referencia 1.25

El porcentaje de FFA en la fase de OA de la segunda reacción efectuada con inactivación térmica de la lipasa antes 
de la adición de OA fue 99% a las 25 horas y el 95% a las 73 horas, en comparación con solo el 40% de FFA y el 21% 
de FFA a las 25 horas y las 73 horas, respectivamente, cuando la lipasa en el puré de maíz licuado tratado con lipasa 
no fue inactivada por calor (primera reacción). No se observó ningún cambio significativo en el porcentaje de FFA en 
las dos reacciones de control sin lipasa añadida. En la Tabla 6 se muestran los resultados.30
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Tabla 6: Contenido de lípidos y ácidos grasos libres de una mezcla de puré de maíz licuado y alcohol oleílico en 
presencia o ausencia de lipasa activa o inactivada por calor

condiciones de la reacción tiempo (h), 
muestra

lípidos 
(% en 
peso)

FFA (% 
en peso)

lípidos 
(mg)

FFA 
(mg)

lípidos+FFA 
(mg)

% 
FFA

10 ppm de lipasa activa, sin 
tratamiento térmico a 85°C

6 h, puré 
licuado

0,08 0,71 41 345 386 89

25 h, puré 
licuado

0,22 0,06 105 27 132 20

25 h, OA 0,58 0,39 212 143 355 40

73 h, puré 
licuado

0,25 0,05 121 22 143 18

73 h, OA 0,91 0,24 333 88 420 21

10 ppm de lipasa inactiva, 
con tratamiento térmico a
85°C

6 h, puré 
licuado

0,06 0,45 28 224 252 89

25 h, puré 
licuado

0,10 0,11 49 54 103 53

25 h, OA 0,02 0,96 8 366 374 99

73 h, puré 
licuado

0,24 0,15 117 72 189 62

73 h, OA 0,06 1,11 23 424 447 95

nada de lipasa, sin 
tratamiento térmico a 85°C

6 h, puré 
licuado

0,80 0,40 401 199 599 33

25 h, puré 
licuado

0,30 0,05 147 25 173 15

25 h, OA 0,55 0,36 212 139 351 40

73 h, puré 
licuado

0,23 0,05 117 26 143 23

73 h, OA 0,79 0,42 305 162 467 34

nada de lipasa, con 
tratamiento térmico a 85°C

6 h, puré 
licuado

0,74 0,36 370 183 553 33

25 h, puré 
licuado

0,31 0,05 156 27 183 15

25 h, OA 0,60 0,35 233 136 369 37

73 h, puré 
licuado

0,20 0,05 99 23 121 23

73 h, OA 0,84 0,41 326 159 486 33

Ejemplo 23

Inactivación térmica de la lipasa en puré de maíz licuado tratado con lipasa para la sacarificación y la fermentación 
simultáneas con extracción de productos in situ usando alcohol oleílico5

Se efectuaron tres fermentaciones según se ha descrito anteriormente en los Ejemplos 4, 5 y 6. No se añadió lipasa 
alguna al puré de maíz licuado de los Ejemplos 4 y 6 antes de la fermentación, y el tratamiento con lipasa del puré de 
maíz licuado en la fermentación descrito en el Ejemplo 5 (usando 7,2 ppm de proteína soluble total Lipolase®) fue 
seguido inmediatamente por el tratamiento de inactivación por calor (para inactivar completamente la lipasa), y seguido 
subsiguientemente por la adición de nutrientes antes de la inoculación y la fermentación. El porcentaje de FFA en el 10
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puré de maíz licuado preparado sin tratamiento con lipasa para las fermentaciones efectuadas según se describe en 
los Ejemplos 4 y 6 fue del 31% y el 34%, respectivamente, en comparación con el 89% con el tratamiento con lipasa 
(Ejemplo 5). En el curso de las fermentaciones enumeradas en la Tabla 10, la concentración de FFA en la fase de OA 
no disminuyó en ninguna de las tres fermentaciones, incluyendo la que contenía lipasa inactivada por calor. El
porcentaje de FFA en la fase de OA de la fermentación efectuada según el Ejemplo 5 (con inactivación de la lipasa 5
por calor antes de la fermentación) fue del 95% a las 70 horas (fin de la tanda (EOR)), en comparación con solo un 
33% de FFA para las dos fermentaciones restantes (Ejemplos 4 y 6), en las que el puré de maíz licuado no fue tratado 
con lipasa. En la Tabla 7 se muestran los resultados.

Tabla 7: Contenido de lípidos y ácidos grasos libres de fermentaciones que contenían alcohol oleílico como 
disolvente de ISPR y lipasa inactivada por calor (después del tratamiento del puré licuado con lipasa)10

fermentación lipasa tiempo (h), 
muestra

lípidos (% en 
peso)

FFA (% en 
peso)

lípidos 
(g)

FFA 
(g)

lípidos + 
FFA (g)

% 
FFA

Ejemplo 4 ninguna puré licuado 0,65 0,30 7,2 3,3 10,4 31

Ejemplo 4 ninguna 0,2 h, caldo 0,56 0,28 6,6 3,3 9,9 33

Ejemplo 4 ninguna 4,3 h, caldo 0,28 0,09 3,3 1,0 4,4 24

Ejemplo 4 ninguna 4,3 h, OA 0,45 0,27 4,0 2,4 6,4 37

Ejemplo 4 ninguna 30 h, caldo 0,17 0,05 2,0 0,6 2,7 24

Ejemplo 4 ninguna 30 h, OA 0,63 0,29 5,7 2,6 8,3 32

Ejemplo 4 ninguna 53 h, caldo 0,13 0,04 1,5 0,5 2,0 23

Ejemplo 4 ninguna 53 h, OA 0,67 0,32 6,0 2,9 8,9 32

Ejemplo 4 ninguna 70 h, caldo 0,13 0,04 1,5 0,4 1,9 23

Ejemplo 4 ninguna 70 h, OA 0,64 0,31 5,8 2,8 8,5 33

Ejemplo 5 7,2 ppm puré licuado 0,11 0,89 1,3 9,9 11,2 89

Ejemplo 5 7,2 ppm 0,2 h, caldo 0,25 0,83 2,9 9,8 12,8 77

Ejemplo 5 7,2 ppm 4,3 h, caldo 0,14 0,17 1,6 2,1 3,7 56

Ejemplo 5 7,2 ppm 4,3 h, OA 0,02 0,84 0,2 7,9 8,1 97

Ejemplo 5 7,2 ppm 30 h, caldo 0,08 0,18 1,0 2,1 3,1 68

Ejemplo 5 7,2 ppm 30 h, OA 0,04 0,92 0,3 8,6 8,9 96

Ejemplo 5 7,2 ppm 53 h, caldo 0,07 0,11 0,9 1,3 2,2 61

Ejemplo 5 7,2 ppm 53 h, OA 0,08 0,95 0,7 8,9 9,6 93

Ejemplo 5 7,2 ppm 70 h, caldo 0,08 0,10 0,9 1,2 2,1 55

Ejemplo 5 7,2 ppm 70 h, OA 0,05 0,94 0,4 8,8 9,2 95

Ejemplo 6 ninguna puré licuado 0,66 0,34 7,3 3,8 11,1 34

Ejemplo 6 ninguna 0,2 h, caldo 0,63 0,34 7,6 4,0 11,6 34

Ejemplo 6 ninguna 4,3 h, caldo 0,33 0,10 3,9 1,2 5,1 23

Ejemplo 6 ninguna 4,3 h, OA 0,45 0,27 4,0 2,4 6,4 38

Ejemplo 6 ninguna 30 h, caldo 0,17 0,06 2,1 0,8 2,8 26

Ejemplo 6 ninguna 30 h, OA 0,69 0,33 6,2 3,0 9,1 32

Ejemplo 6 ninguna 53 h, caldo 0,14 0,05 1,6 0,5 2,2 25

Ejemplo 6 ninguna 53 h, OA 0,72 0,35 6,4 3,1 9,5 33

Ejemplo 6 ninguna 70 h, caldo 0,15 0,05 1,8 0,6 2,4 25

Ejemplo 6 ninguna 70 h, OA 0,70 0,34 6,2 3,0 9,2 33
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Ejemplo 24

Tratamiento con lipasa de granos de maíz entero molidos antes de la licuefacción

Se añadió agua de grifo (1377,6 g) en cada una de dos calderas de 2 L de resina con camisa exterior, luego se 
añadieron a cada caldera 711,9 g de peso en húmedo (625,8 g de peso en seco) de granos de maíz entero molidos 
(tamiz de 1,0 mm en un molino de martillos) con agitación. Cada mezcla fue calentada hasta 55°C con agitación a 300 5
rpm, y el pH se ajustó a 5,8 con ácido sulfúrico 2 N. A cada mezcla se añadieron 21,0 g de una solución acuosa que 
contenía 1,008 g de Spezyme®-FRED L (Genencor®, Palo Alto, California). A una mezcla se añadieron entonces 10,5 
mL of solución acuosa of solución de Lipolase® 100L (21 mg de proteína soluble total, 10 ppm de concentración final 
de lipasa) y a la segunda mezcla se añadieron 1,05 mL de solución acuosa de solución de Lipolase® 100L (2,1 mg de 
proteína soluble total, 1,0 ppm de concentración final de lipasa). Se extrajeron muestras de cada mezcla de reacción 10
a 1 hora, 2 horas, 4 horas y 6 horas a 55°C, luego la temperatura de la mezcla aumentó hasta 85°C con agitación a 
600 rpm y un pH de 5,8, y se tomó una muestra cuando la mezcla alcanzó por vez primera los 85°C. Después de 120 
minutos a 85°C, se tomó una muestra y las mezclas fueron enfriadas hasta 50°C y se transfirieron las muestras finales 
del puré de maíz licuado resultante a tubos de centrífuga de polipropileno de 50 mL; todas las muestras fueron 
almacenadas congeladas a -80°C.15

En dos reacciones separadas, se mezcló una muestra de 50 g del puré de maíz licuado tratado con lipasa a 10 ppm 
o una muestra de 55 g del puré de maíz licuado tratado con lipasa a 1,0 ppm, preparado según se ha descrito 
anteriormente, con alcohol oleílico (OA) (38 g) a 30°C durante 20 horas, luego el puré licuado y el OA en cada mezcla 
de reacción se separaron por centrifugación y cada fase fue analizada en busca del porcentaje de lípidos en peso 
(derivatizados como ésteres metílicos de ácidos grasos, FAME) y del porcentaje de ácidos grasos libres en peso (FFA, 20
derivatizados como ésteres metílicos de ácidos grasos, FAME) según el método descrito por la Referencia 1. El
porcentaje de FFA en peso en la fase de OA de la mezcla de puré licuado/OA preparada usando inactivación por calor 
de 10 ppm de lipasa durante la licuefacción fue del 98% a las 20 horas, en comparación con solo el 62% de FFA en 
la fase de OA de la mezcla de puré licuado/OA preparada usando inactivación por calor de 1,0 ppm de lipasa durante 
la licuefacción. En la Tabla 8 se muestran los resultados.25

Tabla 8: Contenido de lípidos y ácidos grasos libres de una mezcla de puré de maíz licuado y alcohol oleílico, 
usando un tratamiento con lipasa de una suspensión de maíz molido antes de la licuefacción (inactivación térmica de 

la lipasa durante la licuefacción)

condiciones de la reacción tiempo (h), 
muestra

lípidos 
(% en 
peso)

FFA (% 
en 

peso)

lípidos 
(mg)

FFA 
(mg)

lípidos+FFA 
(mg)

% 
FFA

10 ppm de lipasa a 55°C 
antes de la licuefacción a 
85°C, mezcla con OA durante
20 horas

1 h, antes de la 
licuefacción

0,226 0,627 112 311 424 74

2 h, antes de la 
licuefacción

0,199 0,650 99 323 422 77

4 h, antes de la 
licuefacción

0,151 0,673 75 334 410 82

6 h, antes de la 
licuefacción

0,101 0,700 50 348 398 87

0 h, 85°C, puré 
licuado

0,129 0,764 64 380 444 86

2 h, 85°C, puré 
licuado

0,129 0,751 64 373 437 85

20 h, 30°C, 
puré licuado

0,074 0,068 37 34 71 48

20 h, 30°C, OA 0,015 1,035 5,7 394 400 98

1,0 ppm de lipasa a 55°C 
antes de la licuefacción a 
85°C, mezcla con OA durante
20 horas

1 h, antes de la 
licuefacción

0,408 0,480 226 266 492 54

2 h, antes de la 
licuefacción

0,401 0,424 222 235 457 51
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condiciones de la reacción tiempo (h), 
muestra

lípidos 
(% en 
peso)

FFA (% 
en 

peso)

lípidos 
(mg)

FFA 
(mg)

lípidos+FFA 
(mg)

% 
FFA

4 h, antes de la 
licuefacción

0,299 0,433 165 240 405 58

6 h, antes de la 
licuefacción

0,346 0,453 192 251 442 57

0 h, 85°C, puré 
licuado

0,421 0,407 233 225 458 49

2 h, 85°C, puré 
licuado

0,424 0,429 235 237 472 50

20 h, 30°C, 
puré licuado

0,219 0,054 121 30 151 20

20 h, 30°C, OA 0,344 0,573 140 233 373 62

Ejemplo 25

Selección de lipasa para el tratamiento de granos de maíz entero molidos antes de la licuefacción

Siete mezclas de reacción que contenían agua de grifo (67,9 g) y granos de maíz entero molidos (35,1 g de peso en 
húmedo, molidos con tamiz de 1,0 mm usando un molino de martillos) a un pH de 5,8 fueron agitadas a 55°C en 
matraces tapados. Se extrajo una muestra de 3 mL (t = 0 h) de cada matraz, y la muestra fue inmediatamente 5
congelada en hielo seco, luego se añadieron aproximadamente 0,5 mL de tampón fosfato sódico 10 mM (pH 7,0) que 
contenían 1 mg de proteína soluble total soluble (10 ppm de concentración final en la mezcla de reacción) de una de 
las siguientes lipasas (Novozymes) a uno de cada matraz: Lipolase® 100 L, Lipex® 100L, Lipoclean® 2000T, 
Lipozyme® CALB L, Novozyme® CALA L y Palatase 20000L; al séptimo matraz no se añadió lipasa alguna. Las
mezclas resultantes fueron agitadas a 55°C en matraces tapados, y se extrajeron muestras de 3 mL de cada mezcla 10
de reacción a 1 hora, 2 horas, 4 horas y 6 horas y congeladas inmediatamente en hielo seco hasta ser analizadas en 
busca del porcentaje de lípidos en peso (derivatizados como ésteres metílicos de ácidos grasos, FAME) y del
porcentaje de ácidos grasos libres en peso (FFA, derivatizados como ésteres metílicos de ácidos grasos, FAME) según 
el método descrito por la Referencia 1, y el contenido porcentual de ácidos grasos libres se calculó para cada muestra 
con respecto a las concentraciones combinadas totales de lípido y ácido graso libre. En la Tabla 9 se muestran los 15
resultados.

Tabla 9: Contenido porcentual de ácidos grasos libres (FFA porcentual) de una mezcla de granos de maíz entero 
molidos usando un tratamiento con lipasa a 55°C antes de la licuefacción

% FFA

tiempo 0 h 1 h 2 h 4 h 6 h

Lipolase® 100L 33 56 74 76 79

Lipex® 100L 34 66 81 83 83

Lipoclean® 2000T 38 55 73 69 65

Lipozyme® CALB L 39 38 37 43 41

Novozyme® CALA L 37 40 44 44 45

Palatase® 20000L 37 49 59 62 66

sin enzima alguna 38 33 37 41 42

Ejemplo 26

Tratamiento con lipasa de granos de maíz entero molidos antes de la sacarificación y la fermentación simultáneas con 20
extracción de productos in situ usando alcohol oleílico

Se efectuaron tres fermentaciones según se ha descrito anteriormente en los Ejemplos 7, 8 y 10. Para las 
fermentaciones efectuadas según se ha descrito en los Ejemplos 7 y 10, se añadió lipasa (10 ppm de proteína soluble 
total Lipolase®) a la suspensión de maíz molido y se calentó a 55°C durante 6 horas antes de la licuefacción para 
producir un puré de maíz licuado que contenía lipasa inactivada por calor. No se añadió lipasa alguna a la suspensión 25
de maíz molido usada para preparar el puré de maíz licuado para la fermentación descrito en el Ejemplo 8, pero la 
suspensión fue sometida a la misma etapa de calentamiento a 55°C antes de la licuefacción. El porcentaje de FFA en 
el puré de maíz licuado tratado con lipasa preparado para las fermentaciones efectuadas según se ha descrito en los 
Ejemplos 7 y 10 fue del 83% y el 86%, respectivamente, en comparación con el 41% sin el tratamiento con lipasa 
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(Ejemplo 8). En el curso de las fermentaciones, la concentración de FFA no disminuyó en ninguna de las 
fermentaciones, incluyendo la que contenía lipasa inactivada por calor. El porcentaje de FFA en la fase de OA de la 
fermentación efectuada según los Ejemplos 7 y 10 (con inactivación de la lipasa por calor antes de la fermentación) 
fue del 97% a las 70 horas (fin de la tanda (EOR)), en comparación con solo un 49% de FFA para la fermentación 
efectuada según el Ejemplo 8, en la que los granos de maíz entero molidos no habían sido tratados con lipasa antes 5
de la licuefacción. En la Tabla 10 se muestran los resultados.

Tabla 10: Contenido de lípidos y ácidos grasos libres de fermentaciones que contenían alcohol oleílico como 
disolvente de ISPR y lipasa inactivada por calor (tratamiento con lipasa de una suspensión de maíz molido antes de 

la licuefacción)

fermentación lipasa tiempo (h), 
muestra

lípidos 
(% en 
peso)

FFA (% 
en peso)

lípidos 
(9)

FFA (g) lípidos + 
FFA (g)

% FFA

Ejemplo 7 10 ppm prelipasa/prelic. 0,65 0,22 7,1 2,4 9,4 25

Ejemplo 7 10 ppm postlipasa/prelic. 0,22 0,65 2,4 7,0 9,5 74

Ejemplo 7 10 ppm puré licuado 0,17 0,79 1,8 8,5 10,3 83

Ejemplo 7 10 ppm 0,3 h, caldo 0,16 0,79 1,8 8,9 10,7 83

Ejemplo 7 10 ppm 4,8 h, caldo 0,14 0,31 1,6 3,5 5,1 69

Ejemplo 7 10 ppm 4,8 h, OA 0,04 0,68 0,3 5,4 5,6 95

Ejemplo 7 10 ppm 29 h, caldo 0,10 0,12 1,2 1,3 2,5 53

Ejemplo 7 10 ppm 29 h, OA 0,03 1,05 0,2 8,2 8,4 98

Ejemplo 7 10 ppm 53 h, caldo

Ejemplo 7 10 ppm 53 h, OA 0,07 1,14 0,5 9,0 9,5 95

Ejemplo 7 10 ppm 70 h, caldo 0,11 0,07 1,2 0,8 2,0 39

Ejemplo 7 10 ppm 70 h, OA 0,03 1,10 0,2 8,7 8,9 97

Ejemplo 8 ninguna prelipasa/prelic. 0,62 0,23 6,7 2,5 9,2 27

Ejemplo 8 ninguna postlipasa/prelic. 0,57 0,26 6,2 2,8 9,0 31

Ejemplo 8 ninguna puré licuado 0,52 0,36 5,6 4,0 9,6 41

Ejemplo 8 ninguna 0,3 h, caldo 0,50 0,33 5,7 3,8 9,4 40

Ejemplo 8 ninguna 4,8 h, caldo 0,47 0,14 5,3 1,6 6,9 24

Ejemplo 8 ninguna 4,8 h, OA 0,12 0,32 1,0 2,9 3,9 73

Ejemplo 8 ninguna 29 h, caldo 0,30 0,05 3,4 0,6 4,0 16

Ejemplo 8 ninguna 29 h, OA 0,31 0,46 2,7 4,1 6,9 60

Ejemplo 8 ninguna 53 h, caldo

Ejemplo 8 ninguna 53 h, OA 0,47 0,50 4,2 4,4 8,6 51

Ejemplo 8 ninguna 70 h, caldo 0,22 0,04 2,5 0,5 3,0 17

Ejemplo 8 ninguna 70 h, OA 0,40 0,39 3,6 3,5 7,0 49

Ejemplo 10 10 ppm prelipasa/prelic. 0,67 0,23 7,4 2,5 9,9 25

Ejemplo 10 10 ppm postlipasa/prelic. 0,19 0,69 2,1 7,6 9,7 78

Ejemplo 10 10 ppm puré licuado 0,14 0,85 1,6 9,4 11,0 86

Ejemplo 10 10 ppm 0,3 h, caldo 0,13 0,82 1,5 9,4 10,9 86

Ejemplo 10 10 ppm 4,8 h, caldo 0,11 0,29 1,3 3,3 4,6 72

Ejemplo 10 10 ppm 4,8 h, OA 0,04 0,60 0,3 5,2 5,6 94
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fermentación lipasa tiempo (h), 
muestra

lípidos 
(% en 
peso)

FFA (% 
en peso)

lípidos 
(9)

FFA (g) lípidos + 
FFA (g)

% FFA

Ejemplo 10 10 ppm 29 h, caldo 0,09 0,14 1,0 1,6 2,6 61

Ejemplo 10 10 ppm 29 h, OA 0,01 0,96 0,1 8,4 8,5 99

Ejemplo 10 10 ppm 53 h, caldo

Ejemplo 10 10 ppm 53 h, OA 0,02 0,95 0,2 8,3 8,4 98

Ejemplo 10 10 ppm 70 h, caldo 0,09 0,08 1,1 0,9 1,9 45

Ejemplo 10 10 ppm 70 h, OA 0,03 0,99 0,3 8,7 9,0 97

Ejemplo 27

Tratamiento con lipasa de granos de maíz entero molidos o puré de maíz licuado para la sacarificación y la 
fermentación simultáneas con extracción de productos in situ usando ácidos grasos de aceite de maíz (COFA)

Se efectuaron cinco fermentaciones según se ha descrito anteriormente en los Ejemplos 9, 11, 12, 13 y 14. Para las 
fermentaciones efectuadas según se ha descrito en los Ejemplos 9, 13 y 14, se añadió lipasa (10 ppm de proteína 5
soluble total Lipolase®) después de la licuefacción y no hubo inactivación térmica alguna de la lipasa. A las 
fermentaciones efectuadas según se ha descrito en los Ejemplos 9 y 14 se les añadieron 5 g/L de etanol antes de la 
inoculación, mientras que a la fermentación efectuada según se ha descrito en el Ejemplo 13 no se le añadió etanol
alguno. Las fermentaciones efectuadas según se ha descrito en los Ejemplos 11 y 12 emplearon la adición de 10 ppm 
de proteína soluble total Lipolase® a la suspensión de maíz molido antes de la inactivación térmica de la lipasa durante 10
la licuefacción. A la fermentación efectuada según se ha descrito en el Ejemplo 11 se le añadieron 5 g/L de etanol 
antes de la inoculación, mientras que a la fermentación efectuada según se ha descrito en el Ejemplo 12 no se le 
añadió etanol alguno. Los gramos totales finales de isobutanol (i-BuOH) presentes en la fase COFA de las
fermentaciones que contenían lipasa activa fueron significativamente más que los gramos totales finales de i-BuOH 
presentes en la fase COFA de las fermentaciones que contenían lipasa inactiva. Los gramos totales finales de 15
isobutanol (i-BuOH) presentes en los caldos de fermentación que contenían lipasa activa fueron solo ligeramente 
menos que los gramos totales finales de i-BuOH presentes en los caldos de fermentación que contenían lipasa 
inactiva, de modo que la producción total de i-BuOH (como una combinación de i-BuOH libre y ésteres isobutílicos de 
COFA (FABE)) fue significativamente mayor en presencia de lipasa activa cuando se la comparaba con la obtenida 
en presencia de lipasa inactivada por calor. Se muestran los resultados en las Tablas 11 y 12.20

Tabla 11: Dependencia de la producción de isobutanol libre (i-BuOH) y ésteres isobutílicos de COFA (FABE) en
fermentaciones que contenían ácidos grasos de aceite de maíz (COFA) como disolvente de ISPR en presencia 

(Ejemplos 9, 13 y 14) o ausencia (Ejemplos 11 y 12) de lipasa activa (análisis de la fase COFA)

fermentación
tiempo de 

fermentación (h)
g de i-BuOH/kg 

de COFA
g de FABE/kg 

de COFA

g de i-BuOH de
FABE/ kg de 

COFA

g totales de i-
BuOH/kg de 

COFA

Ejemplo 9 4,5 2,4 0,0 0 2,4

Ejemplo 9 28,8 5,4 70,9 16,5 22,0

Ejemplo 9 52,4 8,9 199,0 46,4 55,3

Ejemplo 9 69,3 4,9 230,9 53,9 69,3

Ejemplo 11 6,6 2,3 0,0 0,0 2,3

Ejemplo 11 53,5 25,1 2,9 0,6 25,7

Ejemplo 11 71,1 24,4 6,3 1,4 25,8

Ejemplo 12 6,6 2,3 0,0 0,0 2,3

Ejemplo 12 53,5 12,8 1,6 0,4 13,2

Ejemplo 12 71,1 12,8 3,0 0,7 13,5

Ejemplo 13 6,6 2,3 0,0 0,0 2,3
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fermentación
tiempo de 

fermentación (h)
g de i-BuOH/kg 

de COFA
g de FABE/kg 

de COFA

g de i-BuOH de
FABE/ kg de 

COFA

g totales de i-
BuOH/kg de 

COFA

Ejemplo 13 53,5 4,9 72,1 16,0 20,9

Ejemplo 13 71,1 4,6 91,4 20,3 24,9

Ejemplo 14 6,6 2,1 0,0 0,0 2,1

Ejemplo 14 53,5 9,8 197,2 43,8 53,6

Ejemplo 14 71,1 4,9 244,5 54,3 59,2

Tabla 12: Dependencia de la producción de isobutanol libre (i-BuOH) y ésteres isobutílicos de COFA (FABE) en
fermentaciones que contenían ácidos grasos de aceite de maíz (COFA) como disolvente de ISPR en presencia 

(Ejemplos 9, 13 y 14) o ausencia (Ejemplos 11 y 12) de lipasa activa (análisis del caldo de fermentación)

muestra
tiempo de 

fermentación (h)
g de i-BuOH/kg 

de caldo
g de FABE/kg 

de caldo

g de i-BuOH de
FABE/kg de 

caldo

g totales de i-
BuOH/kg de 

caldo

Ejemplo 9 4,5 0,0 0,0 0 0

Ejemplo 9 28,8 0,0 12,6 2,9 2,9

Ejemplo 9 52,4 0,0 30,3 7,1 7,1

Ejemplo 9 69,3 0,0 24,7 5,8 5,8

Ejemplo 11 6,6 0,0 0,0 0 0,0

Ejemplo 11 53,5 9,8 0,0 0 9,8

Ejemplo 11 71,1 9,5 0,0 0 9,5

Ejemplo 12 6,6 0,0 0,0 0 0

Ejemplo 12 53,5 3,8 0,0 0,0 3,8

Ejemplo 12 71,1 5,1 0,0 0,0 5,1

Ejemplo 13 6,6 0,0 0,0 0 0

Ejemplo 13 53,5 2,1 3,0 0,7 2,8

Ejemplo 13 71,1 2,1 7,4 1,6 3,7

Ejemplo 14 6,6 0,0 0,0 0 0,0

Ejemplo 14 53,5 2,9 22,4 5,0 7,9

Ejemplo 14 71,1 3,3 19,3 4,3 7,6

Ejemplo 28

Dependencia de la concentración de éster isobutílico de COFA con respecto a la proporción acuosa/COFA en 5
reacciones catalizadas por lipasa

Mezclas de reacción que contenían tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico acuoso (0,20 M, pH 5,2), 
isobutanol (2-metil-1-propanol), lipasa (Lipolase® 100 L; Novozymes) y ácidos grasos de aceite de maíz preparados 
a partir de aceite de maíz (Tabla 13) fueron agitadas a 30°C, y se extrajeron muestras de cada mezcla de reacción en 
momentos predeterminados, fueron centrifugadas inmediatamente, y las capas acuosa y orgánica fueron separadas 10
y analizadas en busca de isobutanol (i-BuOH) y ésteres isobutílicos de ácidos grasos de aceite de maíz (i-BuO-COFA) 
(Tabla 14).
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Tabla 13: Condiciones de reacción para la conversión de isobutanol (i-BuOH) en ésteres isobutílicos de ácidos 
grasos de aceite de maíz (i-BuO-COFA)

reacción MES (0,2 M) (g) i-BuOH (g) COFA (g) lipasa (ppm)

1 45,96 3,6 43,4 10

2 45,96 3,6 21,7 10

3 45,96 3,6 10,85 10

4 45,96 3,6 43,4 4

5 45,96 3,6 43,4 0

Tabla 14: Pesos del isobutanol (i-BuOH) y de ésteres isobutílicos de ácidos grasos de aceite de maíz (i-BuO-COFA) 
presentes en la fracción acuosa (AQ) y la fracción orgánica (ORG) para las reacciones descritas en la Tabla 13

reacción
tiempo

(h)
i-BuOH total 

(g) (AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH libre 
(g) (ORG)

i-BuOH de i-BuO-
COFA (g) (ORG)

i-BuO-COFA 
(g) (ORG)

1 0,1 0,77 2,83 2,77 0,05 0,24

1 1 0,76 2,84 2,58 0,25 1,13

1 2 0,74 2,86 2,41 0,44 2,00

1 4 0,66 2,94 2,05 0,89 4,03

1 6 0,63 2,97 1,43 1,54 6,93

1 21,5 0,28 3,32 0,34 2,98 13,4

1 25,5 0,23 3,37 0,29 3,08 13,8

2 0,1 1,17 2,43 2,36 0,07 0,30

2 1 1,09 2,51 2,26 0,24 1,10

2 2 1,07 2,53 2,19 0,34 1,52

2 4 1,03 2,57 1,99 0,59 2,64

2 6 1,00 2,60 1,70 0,90 4,04

2 21,5 0,75 2,85 0,58 2,27 10,2

2 25,5 0,59 3,01 0,49 2,52 11,4

3 0,1 1,56 2,04 1,98 0,06 0,27

3 1 1,55 2,05 1,77 0,28 1,24

3 2 1,49 2,11 1,65 0,46 2,08

3 4 1,45 2,15 1,28 0,87 3,92

3 6 1,33 2,27 0,96 1,31 5,92

3 21,5 1,12 2,48 0,26 2,22 10,0

3 25,5 0,88 2,72 0,26 2,46 11,1

4 0,1 0,84 2,76 2,75 0,02 0,07

4 1 0,78 2,82 2,73 0,09 0,40

4 2 0,83 2,77 2,59 0,17 0,79

4 4 0,78 2,82 2,44 0,38 1,71

4 6 0,78 2,82 2,10 0,72 3,25

4 21,5 0,58 3,02 1,12 1,90 8,57

4 25,5 0,51 3,09 0,97 2,11 9,51
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reacción
tiempo

(h)
i-BuOH total 

(g) (AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH libre 
(g) (ORG)

i-BuOH de i-BuO-
COFA (g) (ORG)

i-BuO-COFA 
(g) (ORG)

5 0,1 0,90 2,70 2,70 0,00 0,00

5 1 0,90 2,70 2,70 0,00 0,00

5 2 0,92 2,68 2,68 0,00 0,00

5 4 0,89 2,71 2,70 0,00 0,02

5 6 0,92 2,68 2,62 0,06 0,29

5 21,5 0,90 2,70 2,62 0,08 0,37

5 25,5 0,89 2,71 2,62 0,09 0,41

Ejemplo 29

Dependencia de la concentración de éster isobutílico de COFA con respecto a la proporción acuosa/COFA en 
reacciones catalizadas por lipasa

Mezclas de reacción que contenían tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico acuoso (0,20 M, pH 5,2), 
isobutanol (2-metil-1-propanol) o n-butanol, lipasa (Lipolase® 100 L; Novozymes) y ácidos grasos de aceite de maíz 5
preparados a partir de aceite de maíz (Tabla 15) fueron agitadas a 30°C, y se extrajeron muestras de cada mezcla de 
reacción en momentos predeterminados, fueron centrifugadas inmediatamente, y las capas acuosa y orgánica fueron 
separadas y analizadas en busca de isobutanol (i-BuOH) o n-butanol (n-BuOH) y ésteres isobutílicos o butílicos de 
ácidos grasos de aceite de maíz (BuO-COFA) (Tabla 16).

Tabla 15: Condiciones de reacción para la conversión de isobutanol (i-BuOH) o n-butanol (n-BuOH) en ésteres 10
butílicos de ácidos grasos de aceite de maíz (BuO-COFA)

reacción butanol MES(0,2 M) (g) butanol (g) COFA (g) lipasa (ppm)

6 isobutanol 45,96 3,6 13,5 10

7 n-butanol 45,96 3,6 13,5 10

8 isobutanol 45,96 3,6 13,5 0

9 isobutanol 45,96 3,6 13,5 4

Tabla 16: Pesos del isobutanol (i-BuOH) o del n-butanol (n-BuOH) y de ésteres butílicos de ácidos grasos de aceite 
de maíz (BuO-COFA) presentes en la fracción acuosa (AQ) y la fracción orgánica (ORG) para las reacciones 

descritas en la Tabla 15

reacción
tiempo

(h)
i-BuOH total 

(g) (AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH total 
(g) (ORG) i-BuOH (g) (ORG)

i-BuOH de i-BuO-
COFA (g) (ORG)

6 0 1,46 2,14 2,11 0,04 0,16

6 2 1,41 2,19 1,63 0,56 2,51

6 4 1,27 2,33 1,31 1,02 4,58

6 21 0,66 2,94 0,29 2,65 12,0

6 25 0,60 3,00 0,26 2,73 12,3

6 46 0,54 3,06 0,22 2,83 12,8

n-BuOH total 
(g) (AQ)

n-BuOH total 
(g) (ORG)

n-BuOH (g) 
(ORG)

n-BuOH de n-BuO-
COFA (g) (ORG)

n-BuO-COFA (g) 
(ORG)

7 0 1,31 2,29 2,26 0,03 0,11

7 2 1,26 2,34 1,89 0,45 2,03

7 4 1,20 2,40 1,66 0,74 3,35

7 21 0,81 2,79 0,50 2,29 10,3

7 25 0,77 2,83 0,40 2,43 11,0

7 46 0,50 3,10 0,23 2,87 12,9
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i-BuOH total 
(g) (AQ)

i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH (g) 
(ORG)

i-BuOH de i-BuO-
COFA (g) (ORG)

i-BuO-COFA (g) 
(ORG)

8 0 1,62 1,98 1,98 0,00 0,01

8 2 1,56 2,04 2,04 0,00 0,00

8 4 1,59 2,01 2,01 0,00 0,00

8 21 1,59 2,01 2,00 0,01 0,04

8 25 1,55 2,05 2,04 0,01 0,04

8 46 1,45 2,15 2,12 0,02 0,11

i-BuOH total 
(g) (AQ)

i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH (g) 
(ORG)

i-BuOH de i-BuO-
COFA (g) (ORG)

i-BuO-COFA (g)
(ORG)

9 0 1,57 2,03 2,02 0,01 0,04

9 2 1,54 2,06 1,86 0,19 0,86

9 4 1,44 2,16 1,79 0,36 1,64

9 21 1,14 2,46 0,95 1,51 6,82

9 25 1,10 2,50 0,83 1,67 7,50

9 46 0,78 2,82 0,44 2,37 10,7

Ejemplo 30

Producción de oleato isobutílico mediante una reacción catalizada por lipasa de isobutanol y ácido oleico

Mezclas de reacción que contenían tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico acuoso (0,20 M, pH 5,2), 
isobutanol (2-metil-1-propanol), lipasa (0 ppm o 10 ppm de Lipolase® 100 L; Novozymes) y ácido oleico (Alfa Aesar) 
(Tabla 17) fueron agitadas a 30°C, y se extrajeron muestras de cada mezcla de reacción en momentos 5
predeterminados, fueron centrifugadas inmediatamente, y las capas acuosa y orgánica fueron separadas y analizadas 
en busca de isobutanol (i-BuOH) y oleato isobutílico (i-BuO-oleato) (Tabla 18).

Tabla 17: Condiciones de reacción para la conversión de isobutanol (i-BuOH) en oleato isobutílico (i-BuO-oleato)

reacción MES (0,2 M) (g) i-BuOH (g) ácido oleico (g) lipasa (ppm)

10 46,11 3,64 14,62 10

11 46,10 3,59 14,40 0

Tabla 18: Pesos del isobutanol (i-BuOH) y del oleato isobutílico (i-BuO-oleato) presentes en la fracción acuosa (AQ) 
y la fracción orgánica (ORG) para las reacciones descritas en la Tabla 1710

reacción tiempo (h)
i-BuOH total 

(g) (AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH (g) 
(ORG)

i-BuOH de i-
BuO-oleato 
(g) (ORG)

i-BuO-oleato 
(g) (ORG)

10 0 1,37 2,28 2,24 0,04 0,18

10 2 1,30 2,34 1,95 0,40 1,81

10 4 1,28 2,37 1,82 0,55 2,53

10 6 1,22 2,42 1,71 0,72 3,27

10 23 0,92 2,72 0,71 2,01 9,20

10 27 0,89 2,75 0,65 2,11 9,62

10 47 0,81 2,84 0,55 2,29 10,5

10 51 0,82 2,83 0,54 2,29 10,5

11 0 1,44 2,16 2,16 0,00 0,00

11 2 1,45 2,15 2,15 0,00 0,00
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reacción tiempo (h)
i-BuOH total 

(g) (AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH (g) 
(ORG)

i-BuOH de i-
BuO-oleato 
(g) (ORG)

i-BuO-oleato 
(g) (ORG)

11 4 1,44 2,16 2,16 0,00 0,00

11 6 1,43 2,16 2,16 0,00 0,00

11 23 1,49 2,10 2,10 0,01 0,02

11 27 1,46 2,14 2,13 0,01 0,04

11 47 1,48 2,12 2,09 0,02 0,10

11 51 1,52 2,07 2,05 0,02 0,11

Ejemplo 31

Producción de oleato isobutílico mediante reacción, catalizada por lipasa, de isobutanol y ácido oleico

Mezclas de reacción que contenían tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico acuoso (MES, 0,20 M, pH 5,2), 
isobutanol (2-metil-1-propanol), ácido oleico (Alfa Aesar), y lipasa (10 ppm) procedente de Lipolase® 100L, Lipex® 
100L, Lipozyme® CALB L, Novozyme® CALA L, Palatase®, de Novozymes, o lipasa (10 ppm) procedente de 5
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Mucor miehei, páncreas de cerdo, Candida cylindracea, Rhizopus 
niveus, Candida antarctica, Rhizopus arrhizus o Aspergillus, de SigmaAldrich (Tabla 19), fueron agitadas a 30°C, y se 
extrajeron muestras de cada mezcla de reacción en momentos predeterminados, fueron centrifugadas 
inmediatamente, y las capas acuosa y orgánica fueron separadas y analizadas en busca de isobutanol (i-BuOH) y 
oleato isobutílico (i-BuO-oleato) (Tabla 20).10

Tabla 19: Condiciones de reacción para la conversión de isobutanol (i-BuOH) en oleato isobutílico (i-BuO-oleato)

MES (0,2 M) (g) i-BuOH (g) ácido oleico (g) lipasa (ppm)

46,105 3,601 13,72 10

Tabla 20: Pesos del isobutanol (i-BuOH) y del oleato isobutílico (i-BuO-oleato) presentes en la fracción acuosa (AQ) 
y la fracción orgánica (ORG) para las reacciones descritas en la Tabla 19

lipasa
tiempo

(h)

i-BuOH 
total (g) 

(AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH (g) 
(ORG)

i-BuOH de i-BuO-
oleato (g) (ORG)

i-BuO-oleato 
(g) (ORG)

Lipolase® 100L 23 1,55 2,05 1,47 0,59 2,68

Lipex® 100L 23 0,65 2,95 0,30 2,65 12,09

Lipozyme® CALB L 23 1,01 2,59 0,82 1,77 8,08

Novozyme® CALA L 23 1,39 2,22 2,16 0,06 0,27

Palatase® 23 1,27 2,33 1,43 0,91 4,14

Pseudomonas 
fluorescens

23 1,38 2,22 1,97 0,25 1,14

Pseudomonas 
cepacia

23 1,39 2,21 1,95 0,26 1,20

Mucor miehei 23 1,29 2,31 1,57 0,75 3,42

páncreas de cerdo 23 1,40 2,20 2,19 0,01 0,04

Candida cylindracea 23 1,15 2,45 1,08 1,37 6,25

Rhizopus niveus 23 1,39 2,21 2,19 0,02 0,11

Candida antarctica 23 1,37 2,24 2,08 0,15 0,69

Rhizopus arrhizus 23 1,01 2,59 0,81 1,78 8,12

Aspergillus 23 1,36 2,24 2,06 0,18 0,82

15
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Ejemplo 32

Producción de ésteres isobutílicos de COFA, mediante una reacción, catalizada por fosfolipasa, de isobutanol y ácidos 
grasos de aceite de maíz (COFA)

Mezclas de reacción que contenían tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico acuoso (0,20 M, pH 5,3), 
isobutanol (2-metil-1-propanol), fosfolipasa (Fosfolipasa A; SigmaAldrich, L3295-250) y ácidos grasos de aceite de 5
maíz preparados a partir de aceite de maíz fueron agitadas a 30°C (Tabla 21), y se extrajeron muestras de cada 
mezcla de reacción en momentos predeterminados, fueron centrifugadas inmediatamente, y las capas acuosa y 
orgánica fueron separadas y analizadas en busca de isobutanol (i-BuOH) y ésteres isobutílicos de ácidos grasos de 
aceite de maíz (i-BuO-COFA) (Tabla 22).

Tabla 21. Condiciones de reacción para la conversión de isobutanol (i-BuOH) en ésteres isobutílicos de ácidos 10
grasos de aceite de maíz (i-BuO-COFA)

reacción nº tampón MES (0,2 M) (g) i-BuOH (g) COFA (g) lipasa (ppm)

1 46,1 3,6 14,7 10

2 46,1 3,6 14,7 3

3 46,1 3,6 14,7 0

Tabla 22. Pesos del isobutanol (i-BuOH) y de los ésteres isobutílicos de ácidos grasos de aceite de maíz (i-BuO-
COFA) presentes en la fracción acuosa (AQ) y la fracción orgánica (ORG) para las reacciones descritas en la Tabla

21

reacción
tiempo

(h)
i-BuOH total 

(g) (AQ)
i-BuOH total 
(g) (ORG)

i-BuOH libre 
(g) (ORG)

i-BuOH de i-BuO-
COFA (g) (ORG)

i-BuO-COFA 
(g) (ORG)

1 0,1 1,29 2,39 2,39 0,00 0,00

1 2 1,24 2,44 2,38 0,06 0,26

1 20 1,25 2,43 2,22 0,21 0,96

1 24 1,26 2,42 2,19 0,23 1,03

1 44 1,27 2,41 2,13 0,28 1,28

1 48 1,22 2,46 2,15 0,31 1,41

2 0,1 1,27 2,34 2,34 0,00 0,00

2 2 1,25 2,35 2,33 0,02 0,08

2 20 1,24 2,37 2,30 0,07 0,30

2 24 1,22 2,38 2,31 0,07 0,32

2 44 1,33 2,28 2,18 0,10 0,44

2 48 1,23 2,38 2,27 0,11 0,48

3 0,1 1,27 2,33 2,33 0,00 0,00

3 2 1,26 2,34 2,34 0,00 0,00

3 20 1,22 2,38 2,37 0,01 0,07

3 24 1,25 2,35 2,33 0,02 0,08

3 44 1,24 2,36 2,32 0,04 0,18

3 48 1,24 2,36 2,32 0,04 0,18

15
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Ejemplo 33

Comparación de los coeficientes de separación para el isobutanol entre agua y extractante

Se mezclaron soluciones acuosas de isobutanol (30 g/L) con ácidos grasos de aceite de maíz (COFA), ácido oleico, 
o triglicéridos de aceite de maíz, y sus coeficientes de separación medidos se documentan en la tabla con respecto al 
coeficiente de separación medido para el alcohol oleílico. En la Tabla 23 se muestran los resultados.5

Tabla 23: Coeficientes de separación relativos para el isobutanol (30 g/L) entre agua y extractante

extractante coeficiente de separación del isobutanol relativo al alcohol 
oleílico

alcohol oleílico 100%

ácidos grasos de aceite de maíz 91%

ésteres isobutílicos de ácidos grasos del aceite de 
maíz 

43%

triglicéridos de aceite de maíz 10%

Ejemplo 34

Triglicéridos hidroxilados del aceite de maíz

A un matraz de 500mL de tres bocas equipado con un agitador mecánico y un embudo de adición se añadieron aceite 
de maíz (50,0 g), tolueno (25,0 mL), resina Amberlyte IR-120 (12,5 g) y ácido acético glacial (7,5 g). La mezcla 10
resultante fue calentada hasta 60°C, y luego se añadió gota a gota peróxido de hidrógeno (41,8 g de H2O2 al 30% en 
agua) durante una hora. La mezcla fue agitada a 60°C durante dos horas, tiempo tras el cual se extrajo la mezcla de 
reacción: la resina fue eliminada por filtración, y el filtrado fue separado entre acetato etílico (75 mL) y agua (50 mL). 
Después de que las capas se separaron, la capa orgánica se lavó con una solución acuosa saturada de NaHCO3 (50 
mL), y con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al vacío para obtener 15
48,9 g de aceite amarillo. El análisis por 1H RMN del producto de reacción en bruto mostró que un 63% de los dobles 
enlaces estaban epoxidados.

A. Hidroxilación del aceite de maíz (hidroxilación del 63%)

A un matraz de 500mL de tres bocas equipado con un agitador mecánico y un embudo de adición se añadieron aceite 
de maíz (50,0 g), tolueno (25,0 mL), resina Amberlyte IR-120 (12,5 g) y ácido acético glacial (7,5 g). La mezcla 20
resultante fue calentada hasta 60°C, y luego se añadió gota a gota peróxido de hidrógeno (41,8 g de H2O2 al 30% en 
agua) durante una hora. La mezcla fue agitada a 60°C durante dos horas, tiempo tras el cual se extrajo la mezcla de 
reacción: la resina fue eliminada por filtración, y el filtrado fue separado entre acetato etílico (75 mL) y agua (50 mL). 
Después de que las capas se separaron, la capa orgánica se lavó con una solución acuosa saturada de NaHCO3 (50 
mL), y con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al vacío para obtener 25
48,9 g de aceite amarillo. El análisis por 1H RMN del producto de reacción en bruto mostró que un 63% de los dobles 
enlaces estaban epoxidados.

A un matraz de 500mL de fondo redondo se añadieron aceite de maíz epoxidado (20,0 g), tetrahidrofurano (THF) 
(100,0 mL) y ácido sulfúrico (50 mL de una solución acuosa 1,7 M). La mezcla turbia fue agitada durante dos horas a 
50°C, y luego extraída separando entre agua (100 mL) y acetato etílico (200 mL). La capa orgánica fue lavada con 30
agua (3×50 mL) y luego con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al 
vacío para obtener 19,9 g de un aceite amarillo oscuro (aceite de maíz con un 63% de hidroxilación).

B. Hidroxilación del aceite de maíz (hidroxilación del 47%)

A un matraz de 500mL de tres bocas equipado con un agitador mecánico y un embudo de adición se añadieron aceite 
de maíz (50,0 g), tolueno (25,0 mL), resina Amberlyte IR-120 (12,5 g) y ácido acético glacial (7,5 g). La mezcla 35
resultante fue calentada hasta 60°C, y luego se añadió gota a gota peróxido de hidrógeno (41,8 g de H2O2 al 30% en 
agua) durante una hora. La mezcla fue agitada a 60°C durante una hora, tiempo tras el cual se extrajo la mezcla de 
reacción: la resina fue eliminada por filtración, y el filtrado fue separado entre acetato etílico (75 mL) y agua (50 mL). 
Después de que las capas se separaron, la capa orgánica se lavó con una solución acuosa saturada de NaHCO3 (50 
mL), y con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al vacío para obtener 40
48,9 g de aceite amarillo. El análisis por 1H RMN del producto de reacción en bruto mostró que un 47% de los dobles 
enlaces estaban epoxidados.

A un matraz de 500mL de fondo redondo se añadieron aceite de maíz epoxidado (20,0 g), THF (100,0 mL) y ácido 
sulfúrico (50 mL de una solución acuosa 1,7 M). La mezcla turbia fue agitada durante dos horas a 50°C, y luego 
extraída separando entre agua (100 mL) y acetato etílico (200 mL). La capa orgánica fue lavada con agua (3×50 mL) 45
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y luego con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al vacío para obtener 
19,2 g de un aceite amarillo oscuro (aceite de maíz con un 47% de hidroxilación).

C. Hidroxilación del aceite de maíz (hidroxilación del 28%)

A un matraz de 500mL de tres bocas equipado con un agitador mecánico y un embudo de adición se añadieron aceite 
de maíz (50,0 g), tolueno (25,0 mL), resina Amberlyte IR-120 (12,5 g) y ácido acético glacial (7,5 g). La mezcla 5
resultante fue calentada hasta 60°C, y luego se añadió gota a gota peróxido de hidrógeno (41,8 g de H2O2 al 30% en 
agua) durante una hora. La mezcla fue agitada a 60°C durante dos horas, tiempo tras el cual se extrajo la mezcla de 
reacción: la resina fue eliminada por filtración, y el filtrado fue separado entre acetato etílico (75 mL) y agua (50 mL). 
Después de que las capas se separaron, la capa orgánica se lavó con una solución acuosa saturada de NaHCO3 (50 
mL), y con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al vacío para obtener 10
47,2 g de aceite amarillo. El análisis por 1H RMN del producto de reacción en bruto mostró que un 28% de los dobles 
enlaces estaban epoxidados.

A un matraz de 500mL de fondo redondo se añadieron aceite de maíz epoxidado (20,0 g), THF (100,0 mL) y ácido 
sulfúrico (50 mL de una solución acuosa 1,7 M). La mezcla turbia fue agitada durante dos horas a 50°C, y luego 
extraída separando entre agua (100 mL) y acetato etílico (200 mL). La capa orgánica fue lavada con agua (3×50 mL) 15
y luego con salmuera (50 mL). La capa orgánica fue secada sobre Na2SO4 anhidro y concentrada al vacío para obtener 
20,3 g de un aceite amarillo oscuro (aceite de maíz con un 28% de hidroxilación).

Medición del coeficiente de separación

A un frasco de 5 mL se añadieron 0,910 g del aceite de maíz hidroxilado al 67%, y 0,910 mL de una solución acuosa 
de i-BuOH al 3% en peso. La mezcla bifásica fue agitada vigorosamente usando un Vortex Genie® durante 10 minutos. 20
Tras mezclar, se contribuyó a la separación de las capas centrifugando la mezcla usando una centrífuga Fisher 
Scientific Centrific 228 (3300 rpm) durante 10 minutos. Se tomaron 0,100 g de ambas capas. La capa orgánica superior 
fue diluida hasta 1,00 mL con una solución en tolueno de dietiléter de etilenglicol (10,1 mg/mL), y la capa acuosa fue 
diluida hasta 1,00 mL con una solución en metanol de dietiléter de etilenglicol (10,2 mg/mL). Las concentraciones de
i-BuOH en ambas fases fueron medidas usando un cromatógrafo de gases (GC) calibrado. Se repitió el mismo 25
procedimiento para el aceite de maíz hidroxilado al 47% y al 28%. El coeficiente de separación así medido fue de 3,2
para el aceite de maíz hidroxilado al 67%, de 2,3 para el aceite de maíz hidroxilado al 47%, y de 2,1 para el aceite de 
maíz hidroxilado al 28%.

El procedimiento bosquejado en lo que antecede se repitió con una solución acuosa de i-BuOH al 6%. Los coeficientes 
de separación para aceites de maíz hidroxilados al 67%, al 47% y al 28% fueron 2,9, 2,9 y 2,0, respectivamente.30

Ejemplo 34

Amidas grasas más ácidos grasos, y amidas grasas puras provenientes del aceite de maíz

Se hizo reaccionar aceite de maíz con hidróxido amónico acuoso de una manera similar a la descrita por Roe, et al., 
J. Am. Oil Chem. Soc. 29:18-22, 1952. Se puso aceite de maíz Mazola® (0,818 L, 755 g) en un reactor de acero 
inoxidable de 3,79 L (1 galón) al que se añadieron 1,71 L (1540 g) de hidróxido amónico acuoso (28% como NH3). El35
reactor fue calentado con agitación hasta 160°C y fue mantenido a esa temperatura con agitación durante 7 horas, 
tiempo durante el cual la presión alcanzó 2,76 MPa (400 psi). El reactor fue enfriado y el producto, un sólido blanco 
cremoso, fue retirado y el reactor enjuagado con acetato etílico. El producto fue disuelto en 5 L de acetato etílico y 
lavado 5 veces con 500 mL de agua cada vez, que fue neutralizado con H2SO4. El acetato etílico fue secado a 
continuación sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente eliminado en un evaporador rotatorio, dejando un sólido blando 40
pardo claro.

La 13C RMN en CDCl3 indicó que el producto contenía una proporción aproximada 2:1 de amida grasa a ácido graso 
y que la conversión del aceite de maíz en producto era cuantitativa. El producto tenía una temperatura de fusión de 
57-58°C, pero cayó aproximadamente 11°C cuando fue saturado con agua.

La amida grasa pura de aceite de maíz fue sintetizada partiendo de aceite de maíz según Kohlhase, et al., J. Am. Oil 45
Chem. Soc. 48:265-270, 1971 usando amoniaco anhidro con acetato amónico como catalizador.

Se colocaron tres gramos de acetato amónico en un tubo agitador de acero inoxidable de 400 mL al que se añadieron 
51,8 g de aceite de maíz. A continuación, se añadió amoniaco anhidro (89,7 g) y el reactor fue cerrado herméticamente 
y calentado durante 7 horas a 125°C, tiempo durante el cual la presión alcanzó 8,96 MPa (1300 psi). El reactor fue 
enfriado, el sólido de color claro retirado y el reactor enjuagado con acetato etílico. A continuación, el producto disuelto 50
en acetato etílico fue extraído como en el caso de la anterior mezcla de amida grasa/ácido graso.

Los ácidos grasos se sintetizaron partiendo de aceite de maíz por hidrólisis con base usando NaOH. Un matraz de 
fondo redondo (5L) fue equipado con un agitador mecánico, un termopar, una manta calefactora, un condensador y
una conexión en te para nitrógeno. Se cargó con 500 g de aceite de maíz de calidad alimentaria, 1 L de agua y 75 g 
de hidróxido sódico. La mezcla fue calentada hasta 90°C y mantenida durante tres horas, tiempo durante el cual se 55
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volvió una única fase espesa de tipo emulsión. Al final de este tiempo, la TLC no muestra nada de aceite de maíz 
restante en la mezcla. A continuación, la mezcla fue enfriada hasta 72°C y se añadieron 500 mL de ácido sulfúrico al 
25% para acidificar la mezcla. Acto seguido, fue enfriada hasta la temperatura ambiente y se añadieron 2 L de éter 
dietílico. La capa de éter fue lavada con 3×1 L con ácido sulfúrico al 1%, 1×1 L con salmuera saturada, secada sobre
MgSO4 y filtrada. El éter fue eliminado mediante evaporador rotatorio, y luego el aceite fue purgado con nitrógeno 5
durante la noche, obteniendo 470 g de un aceite amarillo que cristalizó parcialmente durante la noche. La titulación 
para ácidos grasos libres mediante el método Ca 5a-40 de la AOCS muestra un contenido de ácido graso del 95% 
expresado como ácido oleico. Se silanizó una muestra haciendo reaccionar 104 mg con 100 uL de N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida en 1 mL de piridina seca. Un análisis de cromatografía de gases-espectrometría de 
masas (GCMS) del producto silanizado muestra la presencia de los derivados de TMS de los ácidos 16:0, 18:2, 18:1, 10
18:0 y 20:0.

Tres preparaciones —(1) la mezcla 2:1 amida grasa de aceite de maíz y ácido graso de aceite de maíz partiendo de 
amoniaco acuoso, (2) una mezcla 2:1 de amida grasa pura de aceite de maíz:ácido graso puro de aceite de maíz, y 
(3) una mezcla 1:2 de amida grasa pura de aceite de maíz:ácido graso de aceite de maíz— fueron evaluadas en 
cuanto a su capacidad de extraer isobutanol de una solución al 3% en agua. Se añadieron 700 miligramos de cada 15
una a 2,1 mL de agua que contenía un 3% de isobutanol en un frasco de centelleo de 20 mL y se pusieron durante la 
noche en un agitador rotatorio a 30°C. En los tres casos, la fase orgánica se volvió líquida a esta temperatura, 
indicando una disminución adicional de la temperatura de fusión con la captación de isobutanol. Se diluyeron 50 
microlitros de la fase superior bien con 200 µL de tolueno que contenía dietiléter de etilenglicol (10,068 mg/mL) como 
estándar de GC o bien con 200 µL de isopropanol que contenía la misma concentración de dietiléter de etilenglicol. 20
Se diluyeron 50 microlitros de la fase inferior con 150 µL de metanol y 50 µL de isopropanol que contenía la misma 
concentración de dietiléter de etilenglicol. Las concentraciones de isobutanol en ambas fases fueron determinadas 
usando una GC calibrada. Los coeficientes de separación medidos fueron los siguientes: 3,81 para (1), 4,31 para (2), 
y 3,58 para (3).

La preparación (1) en amoniaco acuoso de amida grasa/ácido graso, y una preparación (1a) constituida por la 25
preparación (1) mezclada 1:1 con ácido graso puro de aceite de maíz (equivalente a 1:2 amida grasa:ácido graso) 
fueron incubadas en matraces de agitación con un caldo de fermentación que contenía el butanologeno de
Saccharomyces NGCI-070 a una proporción de 3 partes de caldo por 1 parte de mezcla de amida/ácido. La 
preparación (1) era un sólido blando, mientras que la preparación (1a) era un líquido a 30°C. Empezando con una 
concentración de glucosa de 8,35 g/L, los matraces de agitación fueron incubados a continuación durante 25 horas 30
en una incubadora agitadora y se siguió el consumo de glucosa en función del tiempo. La Tabla 24 indica que las 
mezclas de amida grasa/ácido graso a ambas proporciones no eran tóxicas al butanologeno y que incluso presentaban 
mayores tasas de captación de glucosa que con el alcohol oleílico.

Tabla 24

Matraz Conc. de glucosa (g/L)

Tiempo =
0

18hrs 25hrs

Alcohol oleílico 8,35 4,26 0

Alcohol oleílico 8,35 4,46 0

Mezcla 2:1 amida grasa sintetizada:ácido graso (preparación (1)) 8,35 3,06 0

Mezcla 2:1 amida grasa sintetizada:ácido graso (preparación (1)) 8,35 3,22 0

Mezcla 1:1 amida grasa sintetizada y ácido graso:ácidos grasos puros (preparación
(1a))

8,35 2,73 0

Mezcla 1:1 amida grasa sintetizada y ácido graso: ácidos grasos puros (preparación
(1a))

8,35 2,73 0

Ejemplo 3535

Alcoholes grasos derivados del aceite de maíz

Con referencia a la reacción de la anterior Ecuación IV para producir alcoholes grasos a partir del aceite de maíz, se 
secó a la llama bajo nitrógeno un matraz de fondo redondo de 22L equipado con un agitador mecánico, un 
condensador de reflujo con fuente de N2, un embudo de adición, un termopar interno y un tabique de caucho. El matraz 
fue cargado con 132 g (3,30 moles) de polvo de hidruro de litio y aluminio al 95% que se pesó en una caja seca y se 40
cargó en un embudo de adición de sólidos. El matraz de 22L fue enfriado con un baño de hielo, y se añadieron 9,0 
litros de THF anhidro en el reactor a través de una cánula. La suspensión espesa resultante fue enfriada hasta 0-5°C 
y se añadió gota a gota una solución de 956 g (1,10 moles) de aceite de maíz Wesson® en 1,00 litro de THF anhidro
durante 2-3 horas mientras se mantenía la temperatura de la reacción a 5-20°C. Después de añadir el aceite de maíz, 
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la suspensión espesa fue agitada durante la noche a temperatura ambiente. Cuando la reacción finalizó, verificado 
por cromatografía TLC, fue apagada por la adición gota a gota de una solución de 130 g de agua disuelta en 370 mL 
de THF. A continuación, se añadieron 130 g de una solución acuosa de NaOH al 15%, seguido por la adición de 400 
g de agua. La mezcla fue agitada vigorosamente mientras se calentaba hasta la temperatura ambiente y se produjo 
un sólido granular blanco. Los sólidos se filtraron usando un embudo de filtro de vidrio fritado y se lavaron con THF 5
adicional. El THF fue eliminado en un evaporador rotatorio y el residuo se recogió en 3,00 litros de acetato etílico. La 
solución del producto fue lavada con 2× 1,00 L de agua, 1 × 1,00 L de salmuera, secada sobre Na2SO4, filtrada, y 
concentrada al vacío, dando 836 g (97%) de alcoholes grasos como un aceite amarillo. La mezcla en bruto de 
alcoholes grasos fue destilada entonces (140°C/133,32 Pa), y usada en los siguientes experimentos de coeficientes 
de separación.10

Experimentos de coeficiente de separación

A cada uno de los cinco frascos de 5 mL se añadieron 1 mL de mezcla de alcoholes grasos, y 1 mL de una solución 
acuosa de i-BuOH al 3% en peso. La mezcla bifásica fue agitada vigorosamente usando un Vortex Genie® durante
10, 20, 30, 40 y 60 minutos, respectivamente. Tras mezclar, se contribuyó a la separación de las capas centrifugando 
la mezcla usando una centrífuga Fisher Scientific Centrific 228 (3300 rpm) durante 10 minutos. Se tomaron 0,100 mL15
de ambas capas. La capa orgánica superior fue diluida hasta 1,00 mL con una solución en tolueno de dietiléter de 
etilenglicol, y la capa acuosa fue diluida hasta 1,00 mL con una solución en metanol de dietiléter de etilenglicol. Las 
concentraciones de i-BuOH en ambas fases fueron medidas usando un GC calibrado. El coeficiente de separación así 
medido fue de 2,70.

Se efectuó la misma medición del coeficiente de separación descrita anteriormente para una concentración de i-BuOH 20
del 6% en peso. El coeficiente de separación así medido fue de 3,06.

Aunque en lo que antecede se han descrito diversas realizaciones de la presente invención, debería entenderse que 
han sido presentadas únicamente a título de ejemplo, y no de limitación. Resultará evidente para las personas expertas 
en la técnica relevante que en las mismas pueden hacerse diversos cambios en forma y en detalle sin apartarse del 
alcance de la invención. Así, la amplitud y el alcance de la presente invención no deberían estar limitados por ninguna 25
de las realizaciones ejemplares anteriormente descritas, sino que deberían estar definidos únicamente según las 
siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.

Todas las publicaciones, las patentes y las solicitudes de patente mencionadas en esta memoria son indicativas del 
nivel de pericia de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invención.

Listado de secuencias30

<110> Butamax(TM) Advanced Biofuels

<120> Disolventes de extracción derivados de aceite para la extracción de alcohol en una fermentación extractiva

<130> CL5005

<150> US 61/368,444
<151> 28-07-201035

<160> 145

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 11844
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plásmido

<400> 1
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<210> 2
<211> 15539
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Plásmido

<400> 2
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<210> 3
<211> 4586
<212> ADN
<213> Plantilla5

<400> 3
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<210> 4
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 4

<210> 510
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 5
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<210> 6
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 6

gcctcgagtt ttaatgttac ttctcttgca gttaggga 38

<210> 7
<211> 3110
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 715

gctaaattcg agtgaaacac aggaagacca g 31

<210> 8
<211> 90
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Cebador

<400> 8

<210> 925
<211> 90
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador30

<400> 9

<210> 10
<211> 21
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

tcggtgcggg cctcttcgct a 2140

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ES 2 725 848 T3

 



74

<220>
<223> Cebador

<400> 11

aatgtgagtt agctcactca t 21

<210> 125
<211> 57
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 12

aattggatcc ggcgcgccgt ttaaacggcc ggccaatgtg gctgtggttt cagggtc 57

<210> 13
<211> 49
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

aatttctaga ttaattaagc ggccgcaagg ccatgaagct ttttctttc 4920

<210> 14
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador

<400> 14

ttctcgacgt gggccttttt cttg 24

<210> 15
<211> 4930
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1535

tgcagcttta aataatcggt gtcactactt tgccttcgtt tatcttgcc 49

<210> 16
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador

<400> 16

gagcaggcaa gataaacgaa ggcaaagtag tgacaccgat tatttaaag 49

<210> 1745
<211> 49
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17

tatggaccct gaaaccacag ccacattgta accaccacga cggttgttg 495

<210> 18
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Cebador

<400> 18

tttagcaaca accgtcgtgg tggttacaat gtggctgtgg tttcagggt 49

<210> 19
<211> 4915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1920

ccagaaaccc tatacctgtg tggacgtaag gccatgaagc tttttcttt 49

<210> 20
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 20

attggaaaga aaaagcttca tggccttacg tccacacagg tatagggtt 49

<210> 2130
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador35

<400> 21

cataagaaca cctttggtgg ag 22

<210> 22
<211> 22
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22

aggattatca ttcataagtt tc 2245

<210> 23
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador5

<400> 23

ttcttggagc tgggacatgt ttg 23

<210> 24
<211> 22
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24

tgatgatatt tcataaataa tg 2215

<210> 25
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador

<400> 25

atgcgtccat ctttacagtc ctg 23

<210> 26
<211> 2225
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2630

tacgtacgga ccaatcgaag tg 22

<210> 27
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Cebador

<400> 27

aattcgtttg agtacactac taatggcttt gttggcaata tgtttttgc 49

<210> 2840
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador45

<400> 28

atatagcaaa aacatattgc caacaaagcc attagtagtg tactcaaac 49

ES 2 725 848 T3
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<210> 29
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 29

tatggaccct gaaaccacag ccacattctt gttatttata aaaagacac 49

<210> 30
<211> 4910
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3015

ctcccgtgtc tttttataaa taacaagaat gtggctgtgg tttcagggt 49

<210> 31
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Cebador

<400> 31

taccgtaggc gtccttagga aagatagaag gccatgaagc tttttcttt 49

<210> 3225
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador30

<400> 32

attggaaaga aaaagcttca tggccttcta tctttcctaa ggacgccta 49

<210> 33
<211> 21
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33

ttattgtttg gcatttgtag c 2140

<210> 34
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Cebador

<400> 34

ES 2 725 848 T3

 



78

ccaagcatct cataaaccta tg 22

<210> 35
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 35

tgtgcagatg cagatgtgag ac 22

<210> 3610
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 36

agttattgat accgtac 17

<210> 37
<211> 19
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37

cgagataccg taggcgtcc 1925

<210> 38
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador

<400> 38

ttatgtatgc tcttctgact tttc 24

<210> 39
<211> 4935
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3940

aataattaga gattaaatcg ctcatttttt gccagtttct tcaggcttc 49

<210> 40
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Cebador

ES 2 725 848 T3
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<400> 40

agcctgaaga aactggcaaa aaatgagcga tttaatctct aattattag 49

<210> 41
<211> 49
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41

tatggaccct gaaaccacag ccacattttt caatcattgg agcaatcat 4910

<210> 42
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador

<400> 42

taaaatgatt gctccaatga ttgaaaaatg tggctgtggt ttcagggtc 49

<210> 43
<211> 4920
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4325

accgtaggtg ttgtttggga aagtggaagg ccatgaagct ttttctttc 49

<210> 44
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador

<400> 44

ttggaaagaa aaagcttcat ggccttccac tttcccaaac aacacctac 49

<210> 4535
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador40

<400> 45

ttattgctta gcgttggtag cag 23

<210> 46
<211> 21
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 725 848 T3

 



80

<223> Cebador

<400> 46

tttttggtgg ttccggcttc c 21

<210> 47
<211> 225
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4710

aaagttggca tagcggaaac tt 22

<210> 48
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Cebador

<400> 48

gtcattgaca ccatct 16

<210> 4920
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador25

<400> 49

agagataccg taggtgttg 19

<210> 50
<211> 33
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50

aattggcgcg ccatgaaagc tctggtttat cac 3335

<210> 51
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Cebador

<400> 51

tgaatcatga gttttatgtt aattagctca ggcagcgcct gcgttcgag 49

<210> 52
<211> 4945
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ES 2 725 848 T3
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<220>
<223> Cebador

<400> 52

atcctctcga acgcaggcgc tgcctgagct aattaacata aaactcatg 49

<210> 535
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 53

aattgtttaa acaagtaaat aaattaatca gcat 34

<210> 54
<211> 49
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54

acacaataca ataacaagaa gaacaaaatg aaagctctgg tttatcacg 4920

<210> 55
<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador

<400> 55

agcgtataca tctgttggga aagtagaagg ccatgaagct ttttctttc 49

<210> 56
<211> 4930
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5635

ttggaaagaa aaagcttcat ggccttctac tttcccaaca gatgtatac 49

<210> 57
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador

<400> 57

ttattgttta gcgttagtag cg 22

<210> 5845
<211> 72
<212> ADN

ES 2 725 848 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58

5

<210> 59
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Cebador

<400> 59

taggcataat caccgaagaa g 21

<210> 60
<211> 2115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6020

aaaatggtaa gcagctgaaa g 21

<210> 61
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 61

agttgttaga actgttg 17

<210> 6230
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador35

<400> 62

gacgatagcg tatacatct 19

<210> 63
<211> 22
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63

cttagcctct agccatagcc at 2245

ES 2 725 848 T3

 



83

<210> 64
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 64

ttagttttgc tggccgcatc ttc 23

<210> 65
<211> 2110
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6515

cccattaata tactattgag a 21

<210> 66
<211> 7523
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Plásmido

<400> 66

ES 2 725 848 T3

 



84

ES 2 725 848 T3

 



85

ES 2 725 848 T3

 



86

ES 2 725 848 T3

 



87

<210> 67
<211> 15456
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Plantilla

<400> 67

ES 2 725 848 T3

 



88

ES 2 725 848 T3

 



89

ES 2 725 848 T3

 



90

ES 2 725 848 T3

 



91

ES 2 725 848 T3

 



92

ES 2 725 848 T3

 



93

ES 2 725 848 T3

 



94

ES 2 725 848 T3

 



95

ES 2 725 848 T3
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<210> 68
<211> 1559
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Plantilla

<400> 68

ES 2 725 848 T3

 



97

<210> 69
<211> 1047
<212> ADN
<213> Achromobacter xylosoxidans5

<400> 69

<210> 70
<211> 348
<212> PRT10
<213> Achromobacter xylosoxidans

<400> 70

ES 2 725 848 T3

 



98

ES 2 725 848 T3

 



99

<210> 71
<211> 1644
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Región codificante de kivD optimizada en codones de L. Lactis para la expresión de S. cerevisiae

<400> 71

ES 2 725 848 T3
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<210> 72
<211> 753
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 72

<210> 73
<211> 316
<212> ADN10
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 73

ES 2 725 848 T3

 



101

<210> 74
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 74

ggaattcaca catgaaagct ctggtttatc 30

<210> 7510
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 75

gcgtccaggg cgtcaaagat caggcagc 28

<210> 76
<211> 55
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 76

aaacaaacac acatattaca atagctgagg atgaaagctc tggtttatca cggtg 5525

<210> 77
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador

<400> 77

atcataagaa attcgcttac tcttaattaa tcaggcagcg cctgcgttcg agagg 55

<210> 78
<211> 899435
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plásmido construido

<400> 7840

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



103

ES 2 725 848 T3

 



104

ES 2 725 848 T3

 



105

ES 2 725 848 T3
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<210> 79
<211> 2145
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Gen quimérico construido

<400> 79

ES 2 725 848 T3

 



107

ES 2 725 848 T3

 



108

<210> 80
<211> 4280
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Vector

<400> 80

ES 2 725 848 T3

 



109

ES 2 725 848 T3

 



110

<210> 81
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 81

gcatgcttgc atttagtcgt gcaatgtatg 30

<210> 8210
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 82

gaacattaga atacgtaatc cgcaatgcac tagtaccaca ggtgttgtcc tctg 54

<210> 83
<211> 54
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 725 848 T3

 



111

<223> Cebador

<400> 83

cagaggacaa cacctgtggt actagtgcat tgcggattac gtattctaat gttc 54

<210> 84
<211> 285
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8410

caccttggct aactcgttgt atcatcac 28

<210> 85
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Cebador

<400> 85

<210> 8620
<211> 98
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador25

<400> 86

<210> 87
<211> 29
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 87

caaaagccca tgtcccacac caaaggatg 2935

<210> 88
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Cebador

<400> 88

caccatcgcg cgtgcatcac tgcatg 26

ES 2 725 848 T3

 



112

<210> 89
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 89

tcggtttttg caatatgacc tgtgggcc 28

<210> 90
<211> 2210
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9015

gagaagatgc ggccagcaaa ac 22

<210> 91
<211> 2745
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Segmento construido del terminador de la región codificante

<400> 91

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



114

<210> 92
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 92

gacttttgga agcctgaaga aactggc 27

<210> 9310
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 93

cttggcagca acaggactag 20

<210> 94
<211> 26
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 94

ccaggccaat tcaacagact gtcggc 2625

<210> 95
<211> 2347
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Marcador de URA3 construido con secuencias de repetición homólogas flanqueantes para el reemplazo del
gen HIS y escisión del marcador

<400> 95

ES 2 725 848 T3

 



115

ES 2 725 848 T3

 



116

<210> 96
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 96

<210> 9710
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 97

<210> 98
<211> 26
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 98

gacttgaata atgcagcggc gcttgc 2625

<210> 99
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador

<400> 99

ccaccctctt caattagcta agatcatagc 30

<210> 100
<211> 2535
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

ES 2 725 848 T3
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<220>
<223> Cebador

<400> 100

aaaaattgat tctcatcgta aatgc 25

<210> 1015
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 101

ctgcagcgag gagccgtaat 20

<210> 102
<211> 90
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 102

20

<210> 103
<211> 91
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador

<400> 103

<210> 104
<211> 2430
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10435

ctaggatgag tagcagcacg ttcc 24

<210> 105
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador

<400> 105

ES 2 725 848 T3
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ccaattccgt gatgtctctt tgttgc 26

<210> 106
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 106

gtgaacgagt tcacaaccgc 20

<210> 10710
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 107

gttcgttcca gaattatcac gc 22

<210> 108
<211> 28
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 108

ggatccgcat gcttgcattt agtcgtgc 2825

<210> 109
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador

<400> 109

gggatgcgga cgtattcggc 20

<210> 110
<211> 450635
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 110

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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<210> 111
<211> 99
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 111

<210> 11210
<211> 77
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 112

<210> 113
<211> 45
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 725 848 T3

 



122

<223> Cebador

<400> 113

aaacggaaaa gaaagaagca ttgcggatta cgtattctaa tgttc 45

<210> 114
<211> 885
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11410

<210> 115
<211> 1713
<212> ADN
<213> Streptococcus mutans15

<400> 115

ES 2 725 848 T3
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<210> 116
<211> 571
<212> PRT
<213> Streptococcus mutans5

<400> 116

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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<210> 117
<211> 548
<212> PRT
<213> Lactococcus lactis5

<400> 117

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



127

ES 2 725 848 T3
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<210> 118
<211> 1125
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Región codificante de ADH de caballo optimizada en codones para la expresión de S. cerevisiae

<400> 118

<210> 11910
<211> 375
<212> PRT
<213> Equus caballus

<400> 119

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



130

<210> 120
<211> 643
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 120

<210> 121

ES 2 725 848 T3
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<211> 9089
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plásmido construido5

<400> 121

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



134

ES 2 725 848 T3
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<210> 122
<211> 1023

ES 2 725 848 T3
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<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 122

<210> 1235
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 123

caaaagctga gctccaccgc g 21

<210> 124
<211> 44
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 124

gtttactagt ttatgtgtgt ttattcgaaa ctaagttctt ggtg 4420

<210> 125

ES 2 725 848 T3

 



137

<400> 125
000

<210> 126
<211> 39
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 126

cacacatatt acaatagcta gctgaggatg aaagctctg 3910

<210> 127
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador

<400> 127

cagagctttc atcctcagct agctattgta atatgtgtg 39

<210> 128
<211> 949120
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plásmido construido

<400> 12825

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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<210> 129
<211> 1000
<212> ADN
<213> Saccharymoces cerevisiae5

<400> 129

ES 2 725 848 T3
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<210> 130
<211> 16387
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Plásmido

<400> 130

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



148

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



151

ES 2 725 848 T3
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<210> 131
<211> 1188
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 131

<210> 132
<211> 1014
<212> ADN10

ES 2 725 848 T3
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<213> Pseudomonas fluorescens

<400> 132

<210> 133
<211> 2505
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 133

<210> 13410
<211> 1181
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 134

ES 2 725 848 T3
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<210> 135
<211> 759
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 135

ES 2 725 848 T3

 



155

<210> 136
<211> 643
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 136

<210> 137
<211> 1716
<212> ADN10
<213> Bacillus subtilis

<400> 137

ES 2 725 848 T3
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<210> 138
<211> 571
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis5

<400> 138

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



159

<210> 139
<211> 448
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 139

<210> 140
<211> 16387
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción de plásmido

<400> 140

15

ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3
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ES 2 725 848 T3

 



168

<210> 141
<211> 2237
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Fragmento A-ilvDSm de PDC1

<400> 141

ES 2 725 848 T3

 



169

<210> 142
<211> 4420
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> casete A-ilvDSm-BUC de PDC1

<400> 142

ES 2 725 848 T3

 



170

ES 2 725 848 T3

 



171

ES 2 725 848 T3

 



172

<210> 143
<211> 2686
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> pUC19

<400> 143
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<210> 144
<211> 3521
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Casete A-sadB-BUC de PDC5

<400> 144
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<210> 145
<211> 1685
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Casete gpd2::loxP-URA3-loxP

<400> 145
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REIVINDICACIONES

1. Un método de extracción de aceite derivado de la biomasa de un proceso de fermentación que comprende:

poner en contacto una corriente de alimentación de biomasa acuosa que comprende agua, carbono fermentable y una 
cantidad de aceite con un catalizador por lo que al menos una porción del aceite es hidrolizada formando ácidos grasos 
libres para formar una corriente de alimentación de biomasa tratada por catalizador que comprende ácidos grasos 5
libres, en el que el carbono fermentable y el aceite se derivan ambos de la biomasa, en el que los ácidos grasos libres 
son usados como extractantes de eliminación de productos in situ y en el que el catalizador se selecciona entre lipasa, 
fosfolipasa y lisofosfolipasa.

2. El método de la reivindicación 1 en el que la biomasa comprende granos de maíz, mazorcas de maíz, residuos 
de cultivos, farfollas de maíz, rastrojo de maíz, hierbas, trigo, centeno, paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, 10
paja de arroz, pasto varilla, desechos de papel, bagazo de caña de azúcar, sorgo, caña de azúcar, soja, cereales, 
material celulósico, material lignocelulósico, árboles, ramas, raíces, hojas, astillas de madera, serrín, matojos y 
arbustos, hortalizas, frutos, flores, estiércol animal y mezclas de los mismos.

3. El método de la reivindicación 1 en el que el aceite comprende glicéridos y en el que el catalizador hidroliza los 
glicéricos formando ácidos grasos libres.15

4. El método de la reivindicación 1 en el que el coeficiente de separación del extractante para el alcohol producto
es mayor que el coeficiente de separación del aceite de la biomasa para el alcohol producto.

5. El método de la reivindicación 1 que, además, comprende al menos uno o más de:

(i) inactivar el catalizador después de que al menos una porción del aceite se hidrolice; o

(ii) separar el aceite de la biomasa antes de la hidrólisis mediante uno o más catalizadores; o20

(iii) poner en contacto la biomasa con un caldo de fermentación en un tanque de fermentación; fermentar la fuente 
de carbono de la biomasa para producir un alcohol producto; y extraer in situ el alcohol producto del caldo de 
fermentación poniendo en contacto el caldo con el extractante, preferentemente siendo el alcohol producto butanol.

6. Un método para producir un alcohol que comprende:

(a) proporcionar una biomasa que comprende agua, una fuente de carbono fermentable y aceite;25

(b) licuar la biomasa para producir una biomasa licuada;

(c) poner en contacto la biomasa licuada con uno o más catalizadores, por lo que se hidroliza al menos una porción 
del aceite para formar un extractante;

(d) poner en contacto la biomasa licuada con una enzima de sacarificación capaz de convertir oligosacáridos en 
azúcar fermentable;30

(e) poner en contacto la biomasa licuada con un caldo de fermentación en un tanque de fermentación;

(f) fermentar la fuente de carbono de la biomasa licuada para producir un alcohol producto;

(g) extraer in situ el alcohol producto del caldo de fermentación poniendo en contacto el caldo con el extractante;

y, opcionalmente, produciéndose concurrentemente las etapas (c) y (d);

en el que el catalizador se selecciona entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa.35

7. El método de la reivindicación 6 en el que la biomasa, el aceite o el coeficiente de separación del extractante
para el alcohol producto son según se define en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

8. El método de las reivindicaciones 6 o 7 en el que el extractante comprende ácidos grasos, amidas grasas,
alcoholes grasos, ésteres grasos, triglicéridos o mezclas de los mismos.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 que, además, comprende:40

inactivar el catalizador después de que al menos una porción del aceite se hidrolice.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 en el que el alcohol producto es butanol.

11. Un caldo de fermentación que comprende:

(a) un microorganismo recombinante capaz de producir butanol;
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(b) oligosacáridos;

(c) un catalizador capaz de hidrolizar glicéridos formando ácidos grasos libres;

(d) glicéridos; y

(e) ácidos grasos libres,

en el que el catalizador se selecciona entre lipasa, fosfolipasa y lisofosfolipasa.5
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