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DESCRIPCION
Procedimiento para la hidrélisis enzimatica de material lignocelulésico mediante el uso de oxigeno

Campo de la invencidn

La invencion se refiere a un procedimiento para la hidrolisis enzimatica de material lignocelulésico con un alto
contenido en materia seca, 10-33% en peso, mediante el uso de oxigeno.

Antecedentes de la invencion

El material vegetal lignocelulésico, en este documento también denominado material de alimentacion, es una fuente
renovable de energia en forma de azlcares que se pueden convertir en productos valiosos, p. €j., azlicares o
biocombustible, tal como el bioetanol. Durante este proceso, (ligno o hemi)-celulosa presente en el material de
alimentacion, tal como la cascarilla de trigo, rastrojo de maiz, la cascarilla de arroz, etc., se convierte en azlcares
reductores mediante enzimas (hemi)-celuloliticas, que luego se convierten opcionalmente en valiosas productos,
tales como el etanol, por microorganismos tales como levaduras, bacterias y hongos.

Puesto que la (hemi)-celulosa es cristalina y esta atrapada en una red de lignina, la conversién en azucares
reductores es en general lenta e incompleta. Tipicamente, la hidrélisis enzimatica de material de alimentacién no
tratado produce azucares < 20% de la cantidad tedrica. Al aplicar un pretratamiento quimico y termofisico, la (hemi)-
celulosa es mas accesible para las enzimas (hemi)-celuloliticas y, por lo tanto, las conversiones son mas rapidas y
con mayores rendimientos.

Un rendimiento de etanol tipico a partir de glucosa, derivado de rastrojo de maiz pre-tratado, es de 40 galones (152
litros) de etanol por cada 1000 kg de rastrojo de maiz seco (Badger, P, Ethanol from cellulose: a general review,
Trends in new crops and new uses, 2002, J. Janick y A. Whipkey (eds.) ASHS Press, Alexandria, VA) 0 0,3 g de
etanol por g de material de alimentacion. El rendimiento maximo de etanol sobre la base de celulosa es
aproximadamente del 90%.

Las enzimas celuloliticas - la mayoria de ellas son producidas por especies tales como Trichoderma, Humicola y
Aspergillus - se utilizan comercialmente para convertir material de alimentacion pre-tratado en un puré que contiene
(hemi)celulosa insoluble, azucares reductores hechos a partir de la misma y lignina. Las enzimas celuloliticas
termoestables derivadas de Rasamsonia se han utilizado para degradar el material de alimentacion lignocelulésico y
estas enzimas son conocidas por su termoestabilidad, véase el documento W0O2007091231. El puré producido se
utiliza en una fermentacién durante la cual los azdcares reductores se convierten en biomasa (células) de levadura,
diéxido de carbono y etanol. El etanol producido de esta manera se denomina bioetanol.

La produccion comin de azucares a partir de material de alimentacion lignoceluldsico pre-tratado, la hidrélisis
también denominada licuefaccion, pre-sacarificacion o sacarificacion, tiene lugar tipicamente durante un proceso que
dura de 6 a 168 horas (Kumar, S., Chem. Eng. Technol. 32 (2009) 517-526) a temperaturas elevadas de 45 a 50°C y
en condiciones no estériles. Durante esta hidrdlisis, la celulosa presente se convierte en parte (tipicamente 30 a
95%, dependiendo de la actividad enzimatica y de las condiciones de hidrélisis) en azdcares reductores. En el caso
de inhibicion de enzimas por compuestos presentes en el material de alimentacién pre-tratado y por azlcares
liberados; y para minimizar la inactivacion térmica, este periodo de temperatura elevada se minimiza tanto como sea
posible.

La fermentacién después de la hidroélisis tiene lugar en una etapa del proceso preferiblemente anaerobio separada,
ya sea en el mismo o en un recipiente diferente, en el que se ajusta la temperatura a 30 a 33°C (proceso mesdfilo)
para acomodar el crecimiento y la produccion de etanol por biomasa microbiana, cominmente levaduras. Durante
este proceso de fermentacion, el material (hemi)celuldsico restante se convierte en azlcares reductores por parte de
las enzimas ya presentes en la etapa de hidrélisis, mientras que se producen biomasa microbiana y etanol. La
fermentacion finaliza una vez que el material (hemi)celul6sico se convierte en azlcares fermentables y todos los
azucares fermentables se convierten en etanol, diéxido de carbono y células microbianas. Esto puede prolongarse
hasta 6 dias. En general, el tiempo total del proceso de hidrdlisis y fermentacion puede ser de hasta 13 dias.

El mosto fermentado, asi obtenido, consiste en azucares no fermentables, material (hemi)celulésico no hidrolizable,
lignina, células microbianas (células de levadura mas comun), agua, etanol, diéxido de carbono disuelto. Durante las
etapas sucesivas, el etanol se destila a partir del puré y se purifica ain mas. La suspension sélida restante se seca y
se utiliza, por ejemplo, para quemar combustible, fertilizante o pienso para el ganado.
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El documento WO2010080407 sugiere tratar el material celulésico con una composicién de celulasa en condiciones
anaerobias. La separacién o exclusion de especies reactivas de oxigeno puede mejorar el comportamiento de los
sistemas de enzimas hidrolizantes de celulosa. La hidrdlisis de material celulésico, p. €j., lignocelulosa, por una
composicién enzimatica puede reducirse por dafo oxidativo a componentes de la composicién enzimatica y/u la
oxidacion del material celulésico, por ejemplo, por parte de oxigeno molecular.

El documento W02009046538 describe un método para tratar materiales vegetales de material de alimentacion
lignocelulésico para liberar azucares fermentables utilizando un proceso de hidrélisis enzimatica para tratar los
materiales realizado en vacio y producir una corriente del proceso rica en azlcares que comprende cantidades
reducidas de azlcares volatiles/compuestos inhibidores de la fermentacion, tales como furfural y acido acético.
Ademas de separar compuestos inhibidores volatiles, otros compuestos y/o moléculas que también se separan
incluyen nitrégeno, oxigeno, argén y diéxido de carbono.

Podkaminer et al., Biotechnology for Biofuels 5 (2012) 43-51, discuten el papel de GH61 en tSSWF; Cannella et al.,
Biotechnology for Biofuels 5 (2012) 26-35, discuten la produccién de acidos ald6nicos durante la hidrélisis enzimatica
de lignocelulosa con alto contenido en materia seca; y Cannella et al, Biotechnology and Bioengineering 111
(septiembre de 2013, en linea) 59-68 discuten nuevas preparaciones de enzimas celuloliticas para la produccién de
etanol lignocelulésico con alto contenido en sélidos. Ademas, loelovich et al. Bioresources 7 (2012) 4672-4682
discuten la hidrélisis enzimatica con un aumento de la carga de sélidos.

Con cada lote de material de alimentacion, se afiaden enzimas para maximizar el rendimiento y la tasa de azucares
fermentables liberados del material de alimentacion lignocelulésico pretratada durante el tiempo del proceso dado.
En general, los costos para la produccion de enzimas, los rendimientos del material de alimentacion para el etanol y
las inversiones son los principales factores de costo en los costos generales de produccion (Kumar, S. Chem. Eng.
Technol. 32 (2009) 517-526). Hasta ahora, el costo de la reducciéon del uso de enzimas se logra mediante la
aplicacién de productos enzimaticos de una sola fuente o de miltiples fuentes microbianas (documento WO
2008/008793) con una actividad hidrolitica mas amplia y/o mas alta (especifica), cuyo uso apunta a una menor
necesidad de enzimas, tasas de conversion mas rapidas y/o rendimientos de conversién mas altos y, por lo tanto, a
costos de produccién de bioetanol en general mas bajos. Esto requiere grandes inversiones en investigacion y
desarrollo de estos productos enzimaticos. En el caso de un producto enzimatico compuesto por enzimas de
multiples fuentes microbianas, se necesitan grandes inversiones de capital para la produccién de cada uno de los
compuestos enzimaticos individuales.

Por lo tanto, es deseable mejorar el proceso anterior que implica la hidrélisis y la fermentacion.
Sumario de la invencion

Por lo tanto, un objeto de la invencidn es proporcionar un procedimiento, en el que la etapa de hidrdlisis se realice en
condiciones mejoradas. Otro objeto de la invencion es proporcionar un procedimiento que implique hidrdlisis y que
tenga un tiempo de proceso reducido. Otro objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento, en el que la
dosificacién de enzima puede reducirse y al mismo tiempo la produccion de producto de hidrélisis Gtil se mantiene al
mismo nivel o incluso aumenta. Otro objeto es proporcionar un procedimiento que implique hidrdlisis, en el que se
optimicen las condiciones del proceso de la hidrélisis. Todavia otro objeto de la invenciéon es proporcionar un
procedimiento que implique hidroélisis, en el que la produccién de producto de hidrélisis Gtil se incrementa utilizando
la misma dosis de enzima. Uno o mas de estos objetos se alcanzan de acuerdo con la invencion.

La presente invencion proporciona un procedimiento para la preparacion de un producto de azucar a partir de
material lignocelulésico, que comprende las siguientes etapas:

a) opcionalmente, pretratamiento del material lignoceluldsico;

b) opcionalmente, lavar el material lignocelul6sico opcionalmente pre-tratado;

¢) hidrdlisis enzimatica del material lignocelulésico opcionalmente lavado y/u opcionalmente pre-tratado
utilizando una composicién enzimatica que comprende al menos dos celulasas y en donde la composicion
enzimatica comprende al menos GH61;y

d) opcionalmente recuperacién de un producto de azucar;
en el que durante la etapa de hidrélisis enzimatica (c) se afiade oxigeno al material lignocelulésico, el reactor para la
hidrélisis enzimatica tiene un volumen de 1 m® o mas y el contenido de materia seca en la etapa de hidrdlisis (c) es
de 10 a 33% en peso.

Ademas, la presente invencién proporciona un procedimiento para la preparacion de un producto de fermentacién a
partir de material lignocelulésico, que comprende las siguientes etapas:

a) opcionalmente, pretratamiento del material lignoceluldsico;

b) opcionalmente, lavar el material lignocelul6sico opcionalmente pre-tratado;
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¢) hidrdlisis enzimatica del material lignocelul6sico opcionalmente lavado y/o pre-tratado, opcionalmente
utilizando una composicién enzimatica que comprende al menos dos celulasas y en donde la composicion
enzimatica comprende al menos GH61;

d) fermentacion del material lignocelulésico hidrolizado para producir un producto de fermentacién; y

e) opcionalmente, recuperacion de un producto de fermentacion;
en el que durante la etapa de hidrélisis enzimatica (c) se afiade oxigeno al material lignocelulésico, el reactor para la
hidrélisis enzimatica tiene un volumen de 1 m®o mas y el contenido de materia seca en la etapa de hidrdlisis (c) es
de 10 a 33% en peso.

En una realizacién preferida, el oxigeno se afiade en forma de burbujas (en estado gaseoso).

Sorprendentemente, de acuerdo con la invencién, mediante la adicion de oxigeno es posible lograr muchas ventajas
del procedimiento, que incluyen condiciones de temperatura Optimas, tiempo de proceso reducido, dosificacion
reducida de enzima, reutilizacion de enzimas, mayores rendimientos y otras optimizaciones del procedimiento,
resultando costos reducidos.

En una realizacion de este procedimiento, el tiempo de fermentacién es de 5 a 120 horas. En una realizacion, la
composicién enzimatica estable utilizada conserva la actividad durante 30 horas o mas. De acuerdo con una
realizacién adicional, la hidrélisis se realiza preferiblemente a una temperatura de 45°C 0 mas, mas preferiblemente
a una temperatura de 50°C o0 méas y aun mas preferiblemente a una temperatura de 55°C o mas. En una realizacion
preferida, las enzimas se derivan de un hongo, preferiblemente un microorganismo del género Rasamsonia, o la
composicién enzimatica comprende una enzima flngica, preferiblemente una enzima Rasamsonia.

Breve descripcion de las figuras.

Fig. 1: El efecto de rociar nitrogeno o aire a través de un material de alimentacién de aCS al 10% antes de la
hidrélisis, sobre la cantidad total de glucosa (g/l) liberada por la mezcla TEC-210 (1), la mezcla 4E-GH61 (2) y la
mezcla 4E-EG (3); para TEC-210, vease el documento WO 2011/000949.

Fig. 2: La hidrdlisis enzimatica en un reactor de 270 litros (escala de planta piloto) mediante el cual la conversion de
glucano (%) se muestra en aCS al 20% como funcion del tiempo de proceso (horas) para 3,75 mg de TEC-210/g de
material de alimentacién DM para DO baja (—o—) y DO alta (—=—)

Fig. 3: El efecto de la concentracién de oxigeno disuelto (DO) en la hidrélisis de glucano en el material de
alimentacion lignocelulésico pretratada como funcién del tiempo de hidrélisis para 2.5 mg/g de enzima y DO = 0,030
mol/m® (-#-) y 3,5 mg/g de enzima y DO = 0,005 mol/m® (—=—),

Descripcion detallada de la invencién

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprenden"” e "incluyen"
y variaciones, tales como "comprende”, "que comprende”, "incluye" y "que incluye" se han de interpretar de forma
inclusiva. Es decir, estas palabras pretenden transmitir la posible inclusion de otros elementos o nimeros enteros no
especificamente resefiados, donde el contexto lo permita. Los articulos "un" y "una" se utilizan en esta memoria para
referirse a uno 0 méas de uno (es decir, a uno o al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo,
"un elemento" puede significar un elemento o0 mas de un elemento.

En el contexto de la presente invencion "mejorado”, "incrementado”, "reducido” se utiliza para indicar que la presente
invencibn muestra una ventaja en comparacién con la misma situacion, procedimiento o condiciones de
procedimiento, excepto que no se afiade oxigeno extra. Dentro del contexto de la presente invencién, "medido en las
mismas condiciones” o "analizado en las mismas condiciones", etc. significa que el procedimiento de la invencién y
el mismo procedimiento sin la adicion de oxigeno se realizan en las mismas condiciones (excepto la adicién de
oxigeno) y que los resultados del presente procedimiento, si se comparan con el procedimiento sin la adiciéon de
oxigeno, se miden utilizando las mismas condiciones, preferiblemente utilizando el mismo ensayo y/o la misma
metodologia, mas preferiblemente dentro del mismo experimento o en paralelo. Las condiciones de la hidrélisis son
un ejemplo de este tipo de condiciones.

En la técnica anterior se sugiere mejorar la hidrdlisis de material celulolitico utilizando condiciones anaerobias
(documento W0O2010/080407) o de vacio (documento W0O2009/046538) durante la hidrélisis enzimatica. En los
procedimientos de ambos documentos, el nivel de oxigeno disminuy6. Se ha encontrado ahora, sorprendentemente,
que la hidrdlisis de la presente invencién muestra resultados en un producto de reaccién mejorado que proporciona
mayores cantidades de productos de azlcar (reducidos) y/o productos de fermentacién deseados en la fermentacion
después de la hidrélisis en comparacién con un procedimiento en el que no se afiade oxigeno. En general, se
observa un aumento de la conversién de glucosa de 5 a 15% p/p.
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El oxigeno se puede anadir de varias maneras. Por ejemplo, el oxigeno se puede anadir como gas oxigeno, gas
enriquecido con oxigeno, tal como aire enriquecido con oxigeno o aire. El oxigeno se puede afadir continuamente o
de forma discontinua. Por "se afiade" oxigeno se entiende que se afiade oxigeno a la fase liquida (que comprende el
material lignocelulésico) en el reactor de hidrolisis y no que el oxigeno esté presente en el espacio de cabeza del
reactor por encima de la fase liquida, con lo que el oxigeno tiene que difundirse desde el espacio de cabeza a la
fase liquida. Entonces, preferiblemente, el oxigeno se afiade en forma de burbujas, lo mas preferiblemente en forma
de pequenas burbujas.

En caso de que la enzima puede ser dafiada por la presencia o adicién de oxigeno, se puede utilizar el suministro
mas suave de oxigeno. En ese caso, se puede encontrar un equilibrio entre la produccion mejorada de glucosa y el
comportamiento de la enzima. La adicion del oxigeno al material lignocelulésico se realiza durante la hidrélisis
enzimatica. En caso de que se afada oxigeno en forma gaseosa, se puede introducir gas que contiene oxigeno, por
ejemplo soplando, en el contenido del reactor de hidrdlisis liquida del material celulolitico. En otra realizacion de la
invencion, la fase gaseosa presente en la parte superior del reactor (espacio de cabeza) se renueva continuamente
o de forma discontinua con el gas que contiene oxigeno. En este Ultimo caso, es necesario mezclar o agitar
(vigorosamente) para obtener el oxigeno en forma de burbujas y/o por difusiéon en el contenido liquido del reactor,
preferiblemente en combinacién con sobrepresion en el reactor. En general, purgar el espacio de cabeza con aire en
combinacion con una mezcladura o agitacién (vigorosa) puede mtroducw suficiente oxigeno en el material celulésico
en el reactor de hidrélisis para reactores de hasta un tamario de 1 m3. A mayor escala, como en el procedimiento de
la invencion, por ejemplo en un reactor de 50 m® 0 mas, por ejemplo 100 m°, se necesita tanta energia para una
agitacion vigorosa que desde el punto de vista econémico esto no se aplicara en un procedimiento comercialmente
operativo.

De acuerdo con la presente invencion, el oxigeno se afiade durante parte de la etapa de hidrdlisis, o durante toda la
etapa de hidrédlisis. Ventajosamente, el oxigeno se afade durante la primera mitad del tiempo de la etapa de
hidrélisis. La adicion de oxigeno durante solo una parte de la hidrélisis se puede hacer, por ejemplo, en caso de que
se produzca un dafo por oxidacién de la o las enzimas. En caso de que el oxigeno presente en el contenido del
reactor de hidroélisis o el producto de azicar o el hidrolizado formado en la etapa de hidrolisis pueda influir o
perturbar en la etapa de fermentacion posterior, se puede realizar la adicion de oxigeno, excepto la Ultima parte de la
hidrélisis y, por lo tanto, (la mayoria del) oxigeno se consume antes de que la biomasa hidrolizada ingrese en el
reactor de fermentacion.

En los Ejemplos se dan varios ejemplos de ventilacion durante el proceso de hidrolisis enzimatica para demostrar el
efecto beneficioso de la presente invencion. Este efecto beneficioso se encuentra para varios sustratos o materiales
de alimentacion y, por lo tanto, se cree que esta presente para la hidrélisis de todo tipo de sustratos o materiales de
alimentacion.

En los Ejemplos se dan varios ejemplos de composiciones de enzimas para el proceso de hidrolisis enzimatica para
demostrar el efecto beneficioso de la presente invenciéon. Este efecto beneficioso se encuentra para varias
composiciones enzimaticas vy, por lo tanto, se cree que esta presente para todo tipo de composiciones enzimaticas
hidrolizantes.

Para una forma de realizacién preferida adicional de la invencion, la concentracién de oxigeno en la fase liquida
(DO), en donde el material lignocelulésico esta presente durante la hidrélisis enzimatica, es de al menos 0,001
mol/m®, preferiblemente de al menos 0,002 mol/m®, mas preferlblemente al menos 0 003 mol/m® e incluso mas
preferlblemente mas de 0,01 mol/m?, por ejemplo méas de 0,02 mol/m® 0 0,03 mol/m®. La mezcladura o agitacion
vigorosa a una escala de este tipo |ntroduce parte de la fase gaseosa del espacio de cabeza en el liquido de
reaccion. Por ejemplo, la mezcladura o la agitacién pueden crear un remolino que atrae oxigeno al liquido. En
general, el purgar el espacio de cabeza con aire en combinacién con una mezcladura o agitacién (vigorosa)
|ntrodu0|ra suficiente oxigeno en el material celuldsico en el reactor de hidrdlisis para reactores de hasta un tamano
de 1m’ A mayor escala, como en el procedimiento de la invencion, por ejemplo en un reactor de 50 m> 0 mas, por
ejemplo 100 m?, se necesita tanta energia para una agitacion vigorosa que desde el punto de vista econémico esto
no se aplicara en un procedimiento comercialmente operativo. En general, en reactores grandes, agitar o mezclar sin
introducir aire u oxigeno dard como resultado valores de DO inferiores a 0,01 mol/m°.

En otra realizacion preferida de la invencion, durante la generacién de oxigeno o la produccion de la concentracion
de oxigeno en la fase liquida (ventilacién o adicion de oxigeno), la concentracion de oxigeno en la fase liquida en la
que el material lignocelulésico esta presente durante la hidrdlisis enzimatica, es preferiblemente como maximo el
80% de la concentracion de saturacion de oxigeno en las condiciones de reaccnon de hidrolisis, mas preferiblemente
como maximo 0,12 moI/m atn mas preferiblemente como maximo 0,09 mol/m®, incluso mas preferiblemente como
maximo 0,06 mol/m®, mcluso aln mas preferlblemente como maximo 0,045 mol/m3 y lo mas preferiblemente como
maximo 0,03 mol/m®. La temperatura y la presion influiran en la DO. Los valores mol/m® preferidos e ilustrativos
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dados anteriormente se refieren a la presién atmosférica normal y a una temperatura de aproximadamente 62 °C. La
persona experta en la técnica apreciara valores favorables de DO en base a las presentes ensefianzas.

La adicién de oxigeno en forma de aire u otro gas que contiene oxigeno de acuerdo con el procedimiento de la
invencion también se puede utilizar para agitar o mezclar al menos parcialmente el contenido del reactor de
hidrdlisis. El presente procedimiento de la invencidon se muestra ventajas especialmente en la planta piloto y a escala
industrial. El reactor de hidrolisis tiene un volumen de 1 m® o mas, preferiblemente de mas de 10 m®y lo mas
preferiblemente de 50 m® o mas. En general, el reactor de hidrélisis sera mas pequefio que 3000 m® o 5000 m°. El
autor de la invencion plantea la teoria de que, especialmente a gran escala, no hay suficiente oxigeno disponible
para la hidrélisis que podria deberse a limitaciones de transferencia de oxigeno en el reactor, por ejemplo, en la
biomasa celulolitica. En experimentos a escala de laboratorio, esta insuficiencia de oxigeno puede desempefar un
papel menos importante. La relacion del area superficial (o area de contacto de oxigeno del contenido del reactor) al
volumen del reactor es mas favorable para experimentos a pequefia escala que en experimentos a gran escala.
Ademas, la mezcladura en experimentos a pequefna escala es relativamente mas facil que a gran escala. Durante
esos experimentos a pequefa escala, también el transporte de oxigeno desde el espacio de cabeza del reactor de
hidrélisis es mas rapido en comparacion con la situacion en experimentos a gran escala. Esta teoria solo se da como
una posible explicacion del efecto observado por los autores de la invencion, y la presente invencidon no cae ni se
mantiene con la exactitud de esta teoria. De acuerdo con otra realizacién de la invencion, la adicion de oxigeno
puede utilizarse para controlar al menos parcialmente el proceso de hidrdlisis.

El procedimiento de la invencién se aplica ventajosamente en combinacion con el uso de enzimas termoestables.

Una enzima "termoestable" significa que la enzima tiene una temperatura éptima de 60°C o superior, por ejemplo
70°C o superior, tal como 75°C o superior, por ejemplo 80°C o superior, tal como 85°C o superior. Por ejemplo,
pueden aislarse de microorganismos termofilicos, o pueden ser disefiadas por un experto y sintetizadas
artificialmente. En una realizacién, los polinucleétidos pueden aislarse u obtenerse de hongos filamentosos
termofilos o termotolerantes o pueden aislarse de hongos no termofilicos o no termotolerantes, pero se encuentra
que son termoestables.

Por "hongo termofilico" se entiende un hongo que crece a una temperatura de 50°C o mas. Por "hongos
termotolerantes” se entiende un hongo que crece a una temperatura de 45°C o superior, con un maximo cercano a
50°C.

Ejemplos de cepas de hongos termofilos son Rasamsonia emersonii (anteriormente conocido como Talaromyces
emersoni; Talaromyces emersonii; Penicillium geosmithia emersonii y Rasamsonia emersonii se utilizan
indistintamente en esta memoria).

Células de hongos termofilos o termotolerantes adecuadas pueden ser una célula de Humicola, Rhizomucor,
Myceliophthora, Rasamsonia, Talaromyces, Thermomyces, Thermoascus o Thielavia, preferiblemente una célula de
Rasamsonia emersonii. Hongos termofilos o termotolerantes preferidos son Humicola grisea var. thermoidea,
Humicola lanuginosa, Myceliophthora thermophila, Papulaspora thermophilia, Rasamsonia byssochlamydoides,
Rasamsonia emersonii, Rasamsonia argillacea, Rasamsonia eburnean, Rasamsonia brevistipitata, Rasamsonia
cylindrospora, Rhizomucor pusillus, Rhizomucor miehei, Talaromyces bacillisporus, Talaromyces leycettanus,
Talaromyces thermophilus, Thermomyces lenuginosus, Thermoascus crustaceus, Thermoascus thermophilus
Thermoascus aurantiacus y Thielavia terrestris.

Los hongos termdfilos no se limitan a un orden taxonémico especifico y se dan en todo el arbol de la vida fungica.
Ejemplos son Rhizomucor en Mucorales, Myceliophthora en Sordariales y Talaromyces, Thermomyces vy
Thermoascus en Eurotiales (Mouchacca 1997). La mayoria de /as especies de Talaromyces son rneséfilas, pero las
excepciones son especies dentro de las secciones Emersorii y Thermophila. La seccidon Emersonii incluye
Talaromyces emersonii, Talaromyces byssochlamydoides, Talaromyces bacillisporus y Talaromyces leycettanus,
todas las cuales crecen bien a 40°C. Talaromyces bacillisporus es termotolerante, T. leycettanus es termotolerante a
termofilico y T. emersoniiy T. byssochlamydoides son verdaderamente termofilicos (Stolk y Samson 1972). El Unico
miembro de la seccion de Talaromyces Thermophila, T. thermophilus, crece rapidamente a 50°C (Evans y Stolk
1971; Evans 1971; Stolk y Samson 1972). La clasificacion actual de estas especies termofilicas de Talaromyces se
basa principalmente en caracteres fenotipicos y fisioldgicos, tales como su capacidad para crecer por encima de
40°C, color de ascosporas, la estructura del recubrimiento ascornatal y la formacién de un determinado tipo de
anamorfo. Stolk y Samson (1972) establecieron que los miembros de la seccion Emersonii tienen anamorfos de
Paecilomyces (T. byssochlamydoides y T. leycettanus ) o de la serie Penicillium cylindrosporum (T. emersoniiy T.
bacillisporus). Mas tarde, Pitt (1979) transfiri6 las especies pertenecientes a la serie Penicillium cylindrosporum al
género Geosmithia, basandose en diversos caracteres, tales como la formacion de conidios a partir de poros
terminales en lugar de collula (cuellos), un caracter de Penicillium y Paecilomyces. Dentro del género Geosmithia,
solo G. argillacea es termotolerante, y Stolk et al. (1969) y Evans (1971) propusieron una conexién con miembros de
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Talaromyces sect. Emersonii. Se desconoce la relacién filogenética de las especies de Talaromyces termdfilas
dentro de Talaromyces y Trichocomaceae. Véase J. Houbraken, Antonie van Leeuwenhoek febrero de 2012; 101
(2): 403-21.

Rasamsonia es un nuevo género que comprende especies termotolerantes y termofilicas de Talaromyces y
Geosmithia (J. Houbraken et al vida supra). Basandose en datos fenotipicos, fisiolégicos y moleculares, Houbraken
et al propusieron transferir las especies T. emersonii, T. byssochlamydoides, T. eburneus, G. argillacea y G.
cylindrospora a Rasamsonia gen. nov. Talaromyces emersonii, Penicillium geosmithia emersonii y Rasamsonia
emersonii se utilizan indistintamente en esta memoria.

Hongos termdfilos preferidos son Rasamsonia byssochlamydoides, Rasamsonia emersonii, Thermomyces
lenuginosus, Talaromyces thermophilus, Thermoascus crustaceus, Thermoascus thermophilus y Thermoascus
aurantiacus.

"Hongos filamentosos" incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota' y Oomycota (segun se
definen por Hawksworth et al., En, Ainsworth and Bisby's Dictionary of The Fungi, 82 edicion, 1995, CAB
International, University Press, Cambridge, Reino Unido). Los hongos filamentosos se caracterizan por una pared
micelial compuesta de quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento
vegetativo es por alargamiento hifal y el catabolismo del carbono es obligatoriamente aerobio. Cepas de hongos
filamentosos incluyen, pero no se limitan a las cepas de Acremonium, Agaricus, Aspergillus, Aureobasidium,
Chrysosporium, Coprinus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Geosmithia, Humicola, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Panerochaete, Pleurotus,
Rasamsonia, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thermomyces, Thielavia, Tolypocladiumy Trichoderma.

Varias cepas de hongos filamentosos son facilmente accesibles al publico en un cierto nimero de colecciones de
cultivos, tales como American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent
Culture Collection, Northern Regional Research Center (NRRL). Ejemplos de cepas de este tipo incluyen Aspergillus
niger CBS 513.88, Aspergillus oryzae ATCC 20423, IFO 4177, ATCC 1011, ATCC 9576, ATCC 14488-14491, ATCC
11601, ATCC 12892, P. chrysogenum CBS 455.95, Penicillium citrinum ATCC 38065, Penicillium chrysogenum P2,
Talaromyces emersonii CBS 393.64, Acremonium chrysogenum ATCC 36225 o ATCC 48272, Trichoderma reesei
ATCC 26921 o ATCC 56765 o ATCC 26921, Aspergillus sojae ATCC11906, Chrysosporium lucknowense C1, Garg
27K, VKM F-3500-D, ATCC44006 y sus derivados.

Una ventaja de la expresién y la produccion de las enzimas (por ejemplo al menos dos, tres o cuatro celulasas
diferentes) en un microorganismo adecuado puede ser un alto rendimiento de composicién de enzima que se puede
utilizar en el procedimiento de la presente invencion.

De acuerdo con la invencién, mediante la adicion de oxigeno es posible alcanzar muchas ventajas de procedimiento,
incluyendo las condiciones éptimas de temperatura, reduccion del tiempo de procedimiento, la reduccién de la dosis
de enzima, el uso renovado de enzimas y otras optimizaciones del procedimiento, lo que resulta en costes
reducidos. Ventajosamente, la invencidn proporciona un procedimiento en el que la etapa de hidrdlisis se realiza en
condiciones mejoradas. La invencion también proporciona un procedimiento que implica hidrélisis que tiene un
tiempo de procedimiento reducido. Ademas, la invencién proporciona un procedimiento, en el que la dosificacion de
enzima puede reducirse y al mismo tiempo la produccién de producto de hidrélisis Util se mantiene al mismo nivel.
Otra ventaja de la invencién es que el presente procedimiento que implica hidrdlisis puede dar como resultado
condiciones de procedimiento que estan optimizadas. Aun una ventaja adicional de la invencién es que la
produccion de producto de hidrdlisis util del procedimiento que implica hidrélisis aumenta utilizando la misma dosis
de enzima.

Composicién enzimdatica estable

Composicion enzimatica estable en esta memoria significa que la composicion enzimatica conserva la actividad
después de 30 horas de tiempo de reaccion de hidrélisis, preferiblemente al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 65%, 70%, 75 %, 80% 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de su actividad inicial después de 30
horas de tiempo de reaccién de hidrdlisis. Preferiblemente, la composicién enzimatica conserva la actividad después
de 40, 50, 60, 70, 80, 90 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 horas de tiempo de reaccion de hidrdlisis.

La composiciéon enzimatica puede ser preparada por fermentacion de un sustrato adecuado con un microorganismo
adecuado, p. €j., Rasamsonia emersonii o Aspergillus niger, en donde la composiciéon enzimatica es producida por el
microorganismo. El microorganismo puede alterarse para mejorar o hacer la composicion de celulasa. Por ejemplo,
el microorganismo puede mutar mediante procesos clasicos de mejora de la cepa o mediante técnicas de ADN

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2745754 T3

recombinante. Por lo tanto, los microorganismos mencionados en esta memoria pueden utilizarse como tales para
producir la composicion de celulasa o pueden alterarse para aumentar la produccion o para producir una
composiciéon de celulasa alterada que podria incluir celulasas heterélogas, por lo tanto, enzimas que originalmente
no son producidas por ese microorganismo. Preferiblemente se utiliza un hongo, mas preferiblemente un hongo
filamentoso para producir la composicion de celulasa. Ventajosamente se utiliza un microorganismo termofilico o
termotolerante. Opcionalmente se utiliza un sustrato que induce la expresién de las enzimas en la composicién
enzimatica durante la produccion de la composicién enzimatica.

La composicion enzimatica se utiliza para liberar los azlcares a partir de lignocelulosa, que comprende
polisacaridos. Los principales polisacaridos son celulosa (glucanos), hemicelulosas (xilanos, heteroxilanos y
xiloglucanos). Ademas, algo de hemicelulosa puede estar presente como glucomananos, por ejemplo en materiales
de alimentacién derivados de la madera. La hidrdlisis enzimatica de estos polisacaridos a azucares solubles,
incluidos monémeros y multimeros, por ejemplo, glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, fructosa, manosa,
ramnosa, ribosa, acido galacturénico, acido glucordnico y otras hexosas y pentosas se produce bajo la accion de
diferentes enzimas que actian en concierto. Por producto de azlcar se entiende el producto de hidrélisis enzimatica
del material de alimentacion o material lignocelulésico. El producto de azicar comprendera azlcares solubles, que
incluyen tanto monémeros como multimeros, preferiblemente comprendera glucosa. Ejemplos de otros azlicares son
celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, fructosa, manosa, ramnosa, ribosa, acido galacturénico, acido glucoronico y
otras hexosas y pentosas. El producto de azucar puede utilizarse como tal o puede procesarse adicionalmente, por
ejemplo, purificarse.

Ademas, pectinas y otras sustancias pécticas, tales como arabinanos, puede constituir una proporcién considerable
de la masa seca de tipicamente paredes celulares de tejidos vegetales no lefiosos (aproximadamente un cuarto a la
mitad de la masa seca puede ser pectinas).

La celulosa es un polisacarido lineal compuesto de residuos de glucosa enlazados por enlaces 3-1,4. La naturaleza
lineal de las fibras de celulosa, asi como la estequiometria de la glucosa unida a B (con relacién a a) genera
estructuras mas propensas a la unién de hidrogeno entre cadenas que las estructuras de almidén a-enlazadas
altamente ramificadas. Por lo tanto, los polimeros de celulosa son generalmente menos solubles y forman fibras mas
fuertemente unidas que las fibras que se encuentran en el almidon.

Enzimas que son o pueden ser incluidos en la composicién enzimatica estable utilizada en la invencién se describen
ahora con més detalle:

GH61, endoglucanasas (EG) y exo-celobiohidrolasas (CBH) catalizan la hidrélisis de celulosa insoluble a productos
tales como celo-oligosacaridos (celobiosa como un producto principal), mientras que las B-glucosidasas (BG)
convierten los oligosacaridos, principalmente celobiosa y celotriosa, en glucosa. La familia GH61 también se conoce
como la familia AA9 (familia de actividad auxiliar 9).

La hemicelulosa es un polimero complejo, y su composicién varia a menudo ampliamente de un organismo a otro y
de un tipo de tejido a otro. En general, un componente principal de hemicelulosa es xilosa B-1,4-enlazada, un azucar
de cinco carbonos. Sin embargo, esta xilosa a menudo se ramifica en 0 a 3 y/o 0 a 2 atomos de xilosa, y se puede
sustituir con enlaces a arabinosa, galactosa, manosa, acido glucurénico, acido galacturénico o por esterificacion a
acido acético (y esterificacion de acido ferdlico a arabinosa). La hemicelulosa también puede contener glucano, que
es un término general para los azlcares de seis carbonos B-enlazados (tales como los B-(1,3)(1,4) glucanos y
heteroglucanos mencionados anteriormente) y adicionalmente glucomananos (en los que tanto glucosa como
manosa estan presentes en la cadena principal lineal, unidos entre si por enlaces (3).

Xilanasas, junto con otras enzimas accesorias, por ejemplo o-L-arabinofuranosidasas, feruloil y acetilxilano
esterasas, glucuronidasas y B-xilosidasas) catalizan la hidrélisis de hemicelulosas.

Sustancias pécticas incluyen pectinas, arabinanos, galactanos y arabinogalactanos. Las pectinas son los
polisacaridos mas complejos en la pared de la célula vegetal. Se construyen alrededor de una cadena central de
unidades de acido D-galacturénico con enlaces a(1,4) intercaladas en algun grado con L-ramnosa. En cualquier
pared celular existe un cierto numero de unidades estructurales que se ajustan a esta descripcion y generalmente se
ha considerado que en una sola molécula péctica, las cadenas centrales de diferentes unidades estructurales son
continuas entre si.

Los principales tipos de unidad estructural son: galacturonano (homogalacturonano), que puede estar sustituido con
metanol en el grupo carboxilo y acetato en O-2 y O-3; ramnogalacturonano | (RGl), en el que unidades de acido
galacturdnico se alternan con unidades de ramnosa que portan cadenas laterales de galactano (1,4)-enlazadas y de
arabinano (1,5)-enlazadas. Las cadenas laterales de arabinano pueden estar unidas directamente a ramnosa o
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indirectamente a través de las cadenas de galactano; xilogalacturonano, con unidades individuales de xilosilo en O-3
de acido galacturénico (estrechamente asociado con RGI); y ramnogalacturonano Il (RGIl), una unidad menor
particularmente compleja que contiene azlcares inusuales, por ejemplo, apiosa. Una unidad de RGlIl puede contener
dos residuos de apiosilo que, bajo condiciones ionicas adecuadas, pueden formar reversiblemente ésteres con
borato.

Una composicion para uso en un método de la invencién comprende al menos tres actividades, al menos dos
celulasas y GH61, por ejemplo, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o mas. Tipicamente, una composiciéon de
la invencién puede comprender al menos dos celulasas diferentes y al menos una hemicelulasa. Una composicién
para uso en la invencion puede comprender las dos celulasas, pero no xilanasas. Ademas, una composicion de la
invencion puede comprender actividad enzimatica auxiliar, es decir, actividad adicional que, directa o indirectamente,
conduce a la degradacion de la lignocelulosa. Ejemplos de actividades auxiliares de este tipo se mencionan en esta
memoria.

Por lo tanto, una composicion para uso en la invencién comprende la actividad de GH61 y puede comprender la
actividad de endoglucanasa y/o actividad de celobiohidrolasa y/o actividad de B-glucosidasa. Una composiciéon para
uso en la invencion puede comprender mas de una actividad enzimatica en una o méas de esas clases. Por ejemplo,
una composicién para uso en la invencion puede comprender dos actividades de endoglucanasa, por ejemplo,
actividad de endo-1,3(1,4)-B glucanasa y actividad de endo-B-1,4-glucanasa. Dicha composicién también puede
comprender una o mas actividades de xilanasa. Una composicién de este tipo puede comprender una actividad
enzimatica auxiliar.

Una composicién para uso en la invencion se puede derivar de Rasamsonia emersonii. En la invencion, se anticipa
que un conjunto central de actividades enzimaticas (degradantes de lignocelulosa) puede derivarse de Rasamsonia
emersonii. Rasamsonia emersonii puede proporcionar un conjunto altamente efectivo de actividades, tal como se
demuestra en esta memoria para la hidrélisis de biomasa lignocelulésica. Esa actividad puede complementarse con
actividades enzimaticas adicionales de otras fuentes. Dichas actividades adicionales pueden derivarse de fuentes
clasicas y/o producirse por un organismo genéticamente modificado.

Las actividades en una composicion para uso en la invencion pueden ser termoestables. En esta memoria, esto
significa que la actividad tiene un éptimo de temperatura de aproximadamente 60°C o superior, por ejemplo,
aproximadamente 70°C o superior, tal como aproximadamente 75°C o superior, por ejemplo, aproximadamente 80°C
o superior, tal como 85°C o superior. Las actividades en una composicién para uso en la invencién no tendran,
tipicamente, los mismos 6ptimos de temperatura, pero preferiblemente, sin embargo, seran termoestables.

Ademas, las actividades enzimaticas en una composicién para uso en la invencion pueden ser capaces de trabajar a
un pH bajo. Para los fines de esta invencion, un pH bajo indica un pH de aproximadamente 5,5 o inferior, de
aproximadamente 5 o inferior, de aproximadamente 4,9 o inferior, de aproximadamente 4,8 o inferior, de
aproximadamente 4,7 o inferior, de aproximadamente 4,6 o inferior, de aproximadamente 4,5 o inferior, de
aproximadamente 4.4 o inferior, de aproximadamente 4.3 o inferior, de aproximadamente 4.2 o inferior, de
aproximadamente 4.1 o inferior, de aproximadamente 4.0 o inferior, de aproximadamente 3.9 o inferior, o de
aproximadamente 3.8 o inferior, de aproximadamente 3.7 o inferior, de aproximadamente 3.6 o inferior o de
aproximadamente 3.5 o inferior.

Las actividades en una composicién para uso en la invenciéon pueden definirse mediante una combinacién de
cualquiera de los éptimos de temperatura y valores de pH anteriores.

La composicién utilizada en un método de la invenciéon puede comprender, ademas de las actividades derivadas de
Rasamsonia, al menos dos celulasas (por ejemplo, una derivada de una fuente distinta de Rasamsonia) y una
hemicelulasa (por ejemplo, una derivada de una fuente distinta de Rasamsonia) y una pectinasa, asi como GH61.

Una composicién para uso en la invencion puede comprender tres, cuatro clases o mas de celulasa, dos, tres o
cuatro o todas las de un GH61, una endoglucanasa (EG), una o dos exo-celobiohidrolasa (CBH) y una B-
glucosidasa (BG). Una composicion para uso en la invencion puede comprender dos 0 méas de cualquiera de estas
clases de celulasa.

Una composicién para uso en la invencién puede comprender una actividad que tiene un tipo diferente de actividad
de celulasa y/o actividad de hemicelulasa y/o actividad de pectinasa que la proporcionada por la composicién para
uso en un método de la invencion. Por ejemplo, una composicién para uso en la invencion puede comprender un
tipo de actividad de celulasa y/o hemicelulasa y/o actividad de pectinasa proporcionada por una composicion tal
como se describe en esta memoria y un segundo tipo de actividad de celulasa y/o hemicelulasa y/o actividad de
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pectinasa proporcionada por una celulosa’hemicelulosa/pectinasa adicional, siempre que se cumplan las
condiciones de las reivindicaciones.

En esta memoria, una celulasa es cualquier polipéptido que es capaz de degradar o modificar la celulosa. Un
polipéptido que es capaz de degradar la celulosa es uno que es capaz de catalizar el proceso de descomponer la
celulosa en unidades mas pequenas, ya sea parcialmente, por ejemplo en celodextrinas, o completamente en
monomeros de glucosa. Una celulasa para uso en la invencion puede dar lugar a una poblacion mixta de
celodextrinas y monémeros de glucosa cuando se pone en contacto con la celulasa. Dicha degradacién tendra lugar
tipicamente mediante una reaccion de hidrélisis.

Las proteinas GH61 (familia de la glucésido hidrolasa 61 o a las que se alude algunas veces como EGIV) son
polisacaridos monooxigenasas (PMOs) dependientes de oxigeno de acuerdo con la ultima bibliografia. A menudo en
la bibliografia se menciona que estas proteinas potencian la accion de las celulasas en sustratos de lignocelulosa.
GH61 se clasifico originalmente como endogluconasa en base a la medicion de la actividad endo-1,4-3-d-glucanasa
muy débil en un miembro de la familia. El término "GH61", tal como se utiliza en esta memoria, debe entenderse
como una familia de enzimas, que comparten porciones de secuencia conservadas comunes y plegamientos para
ser clasificado en la familia 61 del sistema de clasificacion CAZY GH bien establecido
(http://www.cazy.org/GH61.html). La familia de glucésido hidrolasas 61 es un miembro de la familia de glucésido
hidrolasas EC 3.2.1. GH61 se utiliza en esta memoria como parte de las celulasas.

En esta memoria, una hemicelulasa es cualquier polipéptido que es capaz de degradar o modificar hemicelulosa. Es
decir, una hemicelulasa puede ser capaz de degradar o modificar uno o mas de xilano, glucuronoxilano,
arabinoxilano, glucomanano y xiloglucano. Un polipéptido que es capaz de degradar una hemicelulosa es uno que
es capaz de catalizar el proceso de descomposicién de la hemicelulosa en polisacaridos mas pequenos, ya sea
parcialmente, por ejemplo en oligosacaridos, o completamente en monémeros de azlcar, por ejemplo, mondémeros
de azlcar hexosa o pentosa. Una hemicelulasa para uso en la invencion puede dar lugar a una poblaciéon mixta de
oligosacéaridos y mondmeros de azucar cuando se pone en contacto con la hemicelulasa. Dicha degradacion tendra
lugar tipicamente mediante una reaccién de hidrolisis.

En esta memoria, una pectinasa es cualquier polipéptido que es capaz de degradar o modificar pectina. Un
polipéptido que es capaz de degradar pectina es uno que es capaz de catalizar el proceso de descomponer la
pectina en unidades mas pequerfias, ya sea parcialmente, por ejemplo en oligosacaridos, o completamente en
monomeros de azucar. Una pectinasa para uso en la invencién puede dar lugar a una poblacion mixta de
oligosacéaridos y monémeros de azucar cuando se pone en contacto con la pectinasa. Dicha degradacion tendra
lugar tipicamente mediante una reaccién de hidrolisis.

Por consiguiente, una composicién para uso en la invencion puede comprender dos celulasas, GH61 y, por ejemplo,
una celobiohidrolasa, una endo-B-1,4-glucanasa, una pB-glucosidasa o una 3-(1,3)(1,4)-glucanasa.

En esta memoria, una celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrélisis
de enlaces 1,4-B-D-glucosidicos en celulosa o celotetraosa, liberando celobiosa de los extremos de las cadenas. A
esta enzima también se la puede aludir como celulasa 1,4-B-celobiosidasa, 1,4-B-celobiohidrolasa, 1,4-B-D-glucano
celobiohidrolasa, avicelasa, exo-1,4-B-D-glucanasa, exocelobiohidrolasa o exoglucanasa.

En esta memoria, una endo-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la
endohidrolisis de enlaces 1,4-B-D-glucosidicos en celulosa, liquenina o B-D-glucanos de los cereales. Un polipéptido
de este tipo también puede ser capaz de hidrolizar enlaces 1,4 en 3-D-glucanos que también contienen enlaces 1,3.
A esta enzima también se la puede aludir como celulasa, avicelasa, B-1,4-endoglucano hidrolasa, B-1,4-glucanasa,
carboximetilcelulasa, celudextrinasa, endo-1,4-B-D-glucanasa, endo-1,4-B-D-glucanohidrolasa, endo-1,4-B-
glucanasa o endoglucanasa.

En esta memoria, una B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrolisis de
residuos de B-D-glucosa terminales, no reductoras, con la liberacion de B-D-glucosa. Un polipéptido de este tipo
puede tener una amplia especificidad para los B-D-glucésidos y también puede hidrolizar uno o mas de los
siguientes: un B-D-galactésido, un a-L-arabinésido, un B-D-xil6sido o un B-D-fucésido. A esta enzima también se la
puede aludir como amigdalasa, B-D-glucésido glucohidrolasa, celobiosa o gentobiasa.

En esta memoria una B-(1,3)(1,4)-glucanasa (EC 3.2.1.73) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la
hidrélisis de enlaces 1,4-B-D-glucosidicos en B-D -glucanos que contienen enlaces 1,3 y 1,4. Un polipéptido de este
tipo puede actuar sobre liquenina y B-D-glucanos de los cereales, pero no sobre los $-D-glucanos que contienen
solo enlaces 1,3 o 1,4. A esta enzima también se la puede aludir como liqueninasa, 1,3-1,4-8-D-glucano 4-
glucanohidrolasa, B-glucanasa, endo-$-1,3-1,4 glucanasa, liquenasa o B- glucanasa de enlace mixto. Una alternativa
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para este tipo de enzima es EC 3.2.1.6, que se describe como endo-1,3(4)-beta-glucanasa. Este tipo de enzima
hidroliza enlaces 1,3 o0 1,4 en beta-D-glucanasa cuando el residuo de glucosa, cuyo grupo reductor esta implicado
en el enlace que se va a hidrolizar esta en si mismo sustituido en C-3. Nombres alternativos incluyen endo-1,3-beta-
glucanasa, laminarinasa, 1,3-(1,3;1,4)-beta-D-glucano 3(4) glucanohidrolasa; sustratos incluyen laminarina, liquenina
y beta-D-glucanos de los cereales.

Una composicién para uso en la invencion puede comprender cualquier hemicelulasa, por ejemplo, una
endoxilanasa, una -xilosidasa, una a-L-arabionofuranosidasa, una a-D-glucuronidasa, una xilano acetil esterasa,
una feruloil esterasa, una coumaroil esterasa, una a-galactosidasa, una B-galactosidasa, una f-mananasa o una -
manosidasa.

En esta memoria, una endoxilanasa (EC 3.2.1.8) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la endohidrdlisis
de enlaces 1,4-B-D-xilosidicos en xilanos. A esta enzima también se la puede aludir como endo-1,4-B-xilanasa o 1,4-
B-D-xilano xilanohidrolasa. Una alternativa es EC 3.2.1.136, una glucuronoarabinoxilano endoxilanasa, una enzima
que es capaz de hidrolizar enlaces 1,4 xilosidicos en glucuronoarabinoxilanos.

En esta memoria, una B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrélisis de
1,4-B-D-xilanos, para separar residuos sucesivos de D-xilosa a partir de los extremos no reductores. Enzimas de
este tipo también pueden hidrolizar xilobiosa. A esta enzima también se la puede aludir como xilano 1,4-B-xilosidasa,
1,4-B-D-xilano xilohidrolasa, exo-1,4-B-xilosidasa o xilobiasa.

En esta memoria, una a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) es cualquier polipéptido que es capaz de actuar sobre
a-L-arabinofuranoésidos, a-L-arabinanos que contienen enlaces (1,2) y/o (1,3) y/o (1,5), arabinoxilanos y
arabinogalactanos. A esta enzima también se la puede aludir como a-N-arabinofuranosidasa, arabinofuranosidasa o
arabinosidasa.

En esta memoria, una a-D-glucuronidasa (CE 3.2.1.139) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar una
reaccion de la siguiente forma: alfa-D-glucuronésido + H(2)O = un alcohol + D-glucuronato. A esta enzima también
se la puede aludir como alfa-glucuronidasa o alfa-glucosiduronasa. Estas enzimas también pueden hidrolizar el
acido glucorénico 4-O-metilado, que también puede estar presente como un sustituyente en xilanos. La alternativa
es EC 8.2.1.131: xilano alfa-1,2-glucuronosidasa, que cataliza la hidrélisis de los enlaces alfa-1,2-(4-O-
metil)glucuronosilo.

En esta memoria, una acetil xilano esterasa (EC 3.1.1.72) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la
desacetilacion de xilanos y xilo-oligosacaridos. Un polipéptido de este tipo puede catalizar la hidrélisis de grupos
acetilo a partir de xilano polimérico, xilosa acetilada, glucosa acetilada, acetato de alfa-naftilo o acetato de p-
nitrofenilo pero, tipicamente, no a partir de triacetilglicerol. Un polipéptido de este tipo tipicamente no actia sobre
manano acetilado o pectina.

En esta memoria, una feruloil esterasa (EC 3.1.1.73) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar una reaccion
de la forma: feruloil-sacarido + H(2)O = ferulato + sacarido. El sacarido puede ser, por ejemplo, un oligosacarido o un
polisacarido. Por lo general, puede catalizar la hidrélisis del grupo 4-hidroxi-3-metoxicinamoilo (feruloilo) a partir de
un azucar esterificado, que habitualmente es arabinosa en sustratos 'naturales’. Acetato de p-nitrofenol y ferulato de
metilo son tipicamente sustratos mas pobres. A esta enzima también se la puede aludir como cinnamoil éster
hidrolasa, &cido ferulico esterasa o hidroxicinamoil esterasa. También se la puede aludir como enzima accesoria de
hemicelulasa, ya que puede ayudar a las xilanasas y pectinasas a descomponer la hemicelulosa y la pectina de la
pared de células vegetales.

En esta memoria, una cumaroil esterasa (CE 3.1.1.73) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar una
reaccion de la forma: cumaroil-sacarido + H(2)O = cumarato + sacarido. El sacarido puede ser, por ejemplo, un
oligosacarido o un polisacarido. A esta enzima también se la puede aludir como trans-4-coumaroil esterasa, trans-p-
coumaroil esterasa, p-coumaroil esterase o acido p-coumarico esterasa. Esta enzima también se encuentra dentro
de EC 3.1.1.73, por lo que también se la puede aludir como feruloil esterasa.

En esta memoria, una a-galactosidasa (EC 3.2.1.22) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrélisis
de residuos de a-D-galactosa terminales no reductores en a-D-galactésidos, incluyendo oligosacaridos de galactosa,
galactomananos, galactanos y arabinogalactanos. Un polipéptido de este tipo también puede ser capaz de hidrolizar
a-D-fucosidos. Esta enzima también puede denominarse melibiasa.

En esta memoria, una B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrdlisis
de residuos terminales de B-D-galactosa no reductores en B-D-galactosidos. Un polipéptido de este tipo también
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puede ser capaz de hidrolizar a-L-arabinésidos. A esta enzima también se la puede aludir como exo-(1->4)-B-D-
galactanasa o lactasa.

En esta memoria, una B-mananasa (EC 3.2.1.78) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrélisis al
azar de enlaces 1,4-B-D-manosidicos en mananos, galactomananos y glucomananos. A esta enzima también se la
puede aludir como manano endo-1,4--manosidasa o endo-1,4-mananasa.

En esta memoria, una B-manosidasa (EC 3.2.1.25) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar |a hidrélisis de
residuos de B-D-manosa terminales, no reductores en B-D-mandsidos. A esta enzima también se la puede aludir
como mananasa o manasa.

Una composicién para uso en la invencion puede comprender cualquier pectinasa, por ejemplo, una endo
poligalacturonasa, una pectina metil esterasa, una endo-galactanasa, una beta galactosidasa, una pectina acetil
esterasa, una endo-pectina liasa, pectato liasa, alfa ramnosidasa, una exo-galacturonasa, una expoligalacturonato
liasa, una ramnogalacturonano hidrolasa, una ramnogalacturonano liasa, una ramnogalacturonano acetil esterasa,
una ramnogalacturonano galacturonohidrolasa, una xilogalacturonasa.

En esta memoria, una endo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.15) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la
hidrolisis al azar de enlaces 1,4-a-D-galactésidurdnicos en pectato y otros galacturonanos. A esta enzima también se
la puede aludir como poligalacturonasa pectina despolimerasa, pectinasa, endopoligalacturonasa, pectolasa, pectina
hidrolasa, pectina poligalacturonasa, poli-a-1,4-galacturonida glicanohidrolasa, endogalacturonasa; endo-D-
galacturonasa o poli (1,4-a-D-galacturonida) glicanohidrolasa.

En esta memoria, una pectina metil esterasa (CE 3.1.1.11) es cualquier enzima que es capaz de catalizar la
reaccion: pectina + n H,O = n metanol + pectato. La enzima también puede conocerse como pectinesterasa, pectina
desmetoxilasa, pectina metoxilasa, pectina metilesterasa, pectasa, pectinoesterasa o pectina pectilhidrolasa.

En esta memoria, una endo-galactanasa (EC 3.2.1.89) es cualquier enzima que es capaz de catalizar la
endohidrolisis de enlaces 1,4-B-D-galactosidicos en arabinogalactanos. La enzima también se puede conocer como
arabinogalactano  endo-1,4-B-galactosidasa, endo-1,4-B-galactanasa, galactanasa, arabinogalactanasa o
arabinogalactano 4--D-galactanohidrolasa.

En esta memoria, una pectina acetil esterasa se define en esta memoria como cualquier enzima que tiene una
actividad acetil esterasa que cataliza la desacetilacién de los grupos acetilo en los grupos hidroxilo de los residuos
GalUA de pectina.

En esta memoria, una endo-pectina liasa (EC 4.2.2.10) es cualquier enzima que es capaz de catalizar la escision
eliminadora de éster metilico de (1—4)-a-D-galacturonano para dar oligosacaridos con 4-desoxi-6-O-metil-a-D-
galact-4-enuronosilo en sus extremos no reductores. La enzima también se puede conocer como pectina liasa,
pectina trans-eliminasa; endopectina liasa, transeliminasa polimetilgalacturonica, pectina metiltranseliminasa,
pectoliasa, PL, PNL o PMGL o (1—4)-6-O-metil-a-D-galacturonano liasa.

En esta memoria, una pectato liasa (EC 4.2.2.2) es cualquier enzima que es capaz de catalizar la escision
eliminadora de (1—4)-a-D-galacturonano para dar oligosacaridos con grupos 4-desoxi-a-D-galact-4-enuronosilo en
sus extremos no reductores. La enzima también se puede conocer como transeliminasa poligalacturénica, acido
péctico transeliminasa, poligalacturonato liasa, endopectina metiliranseliminasa, pectato transeliminasa,
endogalacturonato transeliminasa, acido péctico liasa, liasa péctica, acido a-1,4-D-endopoligalacturénico liasa, PGA
liasa, PPasa-N, acido endo-a-1,4-poligalacturdnico liasa, acido poligalacturénico liasa, pectina trans-eliminasa, acido
poligalacturénico trans-eliminasa o (1—4)-a-D-galacturonano liasa.

En esta memoria, una alfa ramnosidasa (EC 3.2.1.40) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la hidrélisis
de residuos de a-L-ramnosa terminales no reductores en a-L-ramnosidesa o, alternativamente, en
ramnogalacturonano. Esta enzima también se puede conocer como a-L-ramnosidasa T, a-L-ramnosidasa N o a-L-
ramndsido ramnohidrolasa.

En esta memoria, exo-galacturonasa (EC 3.2.1.82) es cualquier polipéptido que es capaz de hidrélisis de acido
péctico desde el extremo no reductor, liberando digalacturonato. La enzima también se puede conocer como exo-
poli-a-galacturonosidasa, exopoligalacturonosidasa o exopoligalacturanosidasa.

En esta memoria, exo-galacturonasa (EC 3.2.1.67) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar: (1,4-a-D-
galacturénido), + H20O = (1,4-a-D-galacturénido), .1 + D-galacturonato. La enzima también se puede conocer como
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galacturan 1,4-a-galacturonidasa, exopoligalacturonasa, poli(galacturonato) hidrolasa, exo-D-galacturonasa, exo-D-
galacturonanasa, exopoli-D-galacturonasa o poli (1,4-a-D-galacturénido)galacturonohidrolasa.

En esta memoria, exopoligalacturonato liasa (EC 4.2.2.9) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la
escision eliminadora de 4-(4-desoxi-a-D-galact-4-enuronosil)-D-galacturonato desde el extremo reductor de pectato,
es decir, pectina desesterificada. Esta enzima se puede conocer como pectato disacarido-liasa, pectato exo-liasa,
acido exopéctico transeliminasa, exopectato liasa, acido exopoligalacturénico-trans-eliminasa, PATE, exo-PATE,
exo-PGL o (1—4)-a-D- galacturonano extremo reductor-disacarido-liasa.

En esta memoria, la ramnogalacturonano hidrolasa es cualquier polipéptido que es capaz de hidrolizar el enlace
entre el acido galactosilurénico y el ramnopiranosilo de una manera endo en estructuras de ramnogalacturonano
estrictamente alternantes, que consisten en el disacarido [(acido 1,2-alfa-L-ramnoil-(1,4)-alfa-galactosilurénico].

En esta memoria, la ramnogalacturonano liasa es cualquier polipéptido que es cualquier polipéptido que es capaz de
escindir los enlaces a-L-Rhap-(1—4)-a-D-GalpA de manera endo en ramnogalacturonano por eliminacién beta.

En esta memoria, ramnogalacturonano acetil esterasa es cualquier polipéptido que cataliza la desacetilacion de la
cadena principal de residuos alternantes de acido galacturénico y ramnosa en ramnogalacturonano.

En esta memoria, la ramnogalacturonano galacturonohidrolasa es cualquier polipéptido que es capaz de hidrolizar el
acido galacturénico del extremo no reductor de estructuras de ramnogalacturonano estrictamente alternantes de una
manera exo.

En esta memoria, xilogalacturonasa es cualquier polipéptido que actia sobre xilogalacturonano escindiendo la
cadena principal del acido galacturdnico sustituido con B-xilosa de una manera endo. Esta enzima también se puede
conocer como xilogalacturonano hidrolasa.

En esta memoria, una a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) es cualquier polipéptido que es capaz de actuar sobre
a-L-arabinofuranésidos, a-L-arabinanos que contienen enlaces (1,2) y/o (1,3) y/o (1,5), arabinoxilanos y
arabinogalactanos. A esta enzima también se la puede aludir como a-N-arabinofuranosidasa, arabinofuranosidasa o
arabinosidasa.

En esta memoria, la endo-arabinanasa (EC 3.2.1.99) es cualquier polipéptido que es capaz de catalizar la
endohidrolisis de enlaces 1,5-a-arabinofuranosidicos en 1,5-arabinanos. La enzima también se puede conocer como
endo-arabinasa, arabinano endo-1,5-a-L-arabinosidasa, endo-1,5-a-L-arabinanasa, endo-a-1,5-arabanasa; endo-
arabanasa o 1,5-a-L-arabinano 1,5-a-L-arabinanohidrolasa.

Una composicién para uso en la invencion comprendera al menos dos celulasas y GH61, y tipicamente al menos
una hemicelulasa y/o al menos una pectinasa. Una composicién para uso en la invencién comprende una GH61 y al
menos dos celulasas, y puede comprender una celobiohidrolasa, una endoglucanasa y/o una B-glucosidasa. Una
composicion de este tipo también puede comprender una o0 mas hemicelulasas y/o una o mas pectinasas.

Ademas, puede estar presente una o mas (por ejemplo, dos, tres, cuatro o todas) de una amilasa, una proteasa, una
lipasa, una ligninasa, una hexosiltransferasa, una glucuronidasa o una expansina o una proteina inducida por
celulosa o una proteina integrante de celulosa o proteina similar (a esto se alude arriba como actividades auxiliares).

"Proteasa” incluye enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos (peptidasas), asi como enzimas que hidrolizan enlaces
entre péptidos y otros restos, tales como azlcares (glicopeptidasas). Muchas proteasas se caracterizan bajo EC 3.4,
y son adecuadas para su uso en el procedimiento de la invencion. Algunos tipos especificos de proteasas incluyen
cisteina proteasas que incluyen pepsina, papaina y serina proteasas, que incluyen quimotripsinas, carboxipeptidasas
y metaloendopeptidasas.

"Lipasa" incluye enzimas que hidrolizan lipidos, acidos grasos y acilglicéridos, que incluyen fosfoglicéridos,
lipoproteinas, diacilgliceroles y similares. En plantas, los lipidos se utilizan como componentes estructurales para
limitar la pérdida de agua y la infeccién por patégenos. Estos lipidos incluyen ceras derivadas de acidos grasos, asi
como cutina y suberina.

"Ligninasa" incluye enzimas que pueden hidrolizar o descomponer la estructura de polimeros de lignina. Las
enzimas que pueden descomponer la lignina incluyen lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas, lacasas y
feruloil esterasas, y otras enzimas descritas en la técnica que se sabe despolimerizan o rompen de otra manera los
polimeros de lignina. También se incluyen enzimas capaces de hidrolizar enlaces formados entre azlcares
hemiceluldsicos (especialmente arabinosa) y lignina. Ligninasas incluyen, pero no se limitan al siguiente grupo de
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enzimas: lignina peroxidasas (EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasas (EC 1.11.1.13), lacasas (EC 1.10.3.2) y
feruloil esterasas (EC 3.1.1.73).

"Hexosiltransferasa" (2.4.1-) incluye enzimas que son capaces de catalizar una reaccion de transferasa, pero que
también pueden catalizar una reaccion de hidrdlisis, por ejemplo de productos de degradacion de celulosa y/o
celulosa. Un ejemplo de una hexosiltransferasa que se puede utilizar en el procedimiento de la invencién es una B-
glucanosiltransferasa. Una enzima de este tipo puede ser capaz de catalizar la degradacion de (1,3)(1,4)glucano y/o
celulosa y/o un producto de degradacion de celulosa.

“Glucuronidasa” incluye enzimas que catalizan la hidrdlisis de un glucoronésido, por ejemplo, B-glucurondsido para
producir un alcohol. Se han caracterizado muchas glucuronidasas y pueden ser adecuadas para su uso en la
invencion, por ejemplo, B-glucuronidasa (EC 3.2.1.31), hialurono-glucuronidasa (EC 3.2.1.36), glucuronosil-
disulfoglucosamina glucuronidasa (3.2.1.56), glicirricinato B-glucuronidasa (3.2.1.128) o a-D-glucuronidasa (EC
3.2.1.139).

Una composicion para uso en la invencién puede comprender una expansina o una proteina similar a expansina, tal
como una swolenina (véase Salheimo et al., Eur. J. Biohem. 269, 4202-4211, 2002) o una proteina similar a
swolenina.

Las expansinas estan implicadas en el aflojamiento de la estructura de la pared celular durante el crecimiento de la
célula vegetal. Se ha propuesto que las expansinas interrumpen la unién de hidrégeno entre la celulosa y otros
polisacaridos de la pared celular, sin tener actividad hidrolitica. De esta manera, se cree que permiten el
deslizamiento de las fibras de celulosa y el agrandamiento de la pared celular. Swolenina, una proteina similar a la
expansina, contiene un dominio de la Familia 1 del M6dulo de Union a Hidratos de Carbono N-terminal (CBD) y un
dominio similar a expansina C-terminal. Una proteina similar a expansina o una proteina similar a swolenina puede
comprender uno 0 ambos de dichos dominios y/o puede alterar la estructura de las paredes celulares (tal como
alterar la estructura de la celulosa), opcionalmente sin producir cantidades detectables de azlcares reductores.

Una composicion para uso en la invencion puede comprender proteina inducida por celulosa, por ejemplo, el
producto polipéptido del gen cip? o cip2 o genes similares (véase Foreman et al., J. Biol. Chem. 278(34), 31988-
31997, 2003), una proteina integradora de celulosa/celulosoma, por ejemplo, el producto polipéptido del gen cipA o
cipC, o una escafoldina o una proteina similar a escafoldina. Las escafoldinas y las proteinas integradoras de
celulosa son subunidades integradoras multifuncionales que pueden organizar subunidades celuloliticas en un
complejo multienzimatico. Esto se logra mediante la interaccidén de dos clases complementarias de dominio, es decir,
un dominio de cohesién en escafoldina y un dominio de atraque en cada una de las unidades enzimaticas. La
subunidad escafoldina también porta un médulo de unién a celulosa (CBM) que media en la unién del celulosoma a
su sustrato. Una proteina escafoldina o integradora de celulosa para los fines de esta invencién puede comprender
uno o ambos de estos dominios.

Una composicion para uso en un método de la invencién puede estar compuesta por un miembro de cada una de las
clases de enzimas arriba mencionadas, varios miembros de una clase de enzimas, o cualquier combinacion de estas
clases de enzimas o proteinas auxiliares (es decir, las proteinas mencionadas en esta memoria que no tienen
actividad enzimatica per se, pero que, sin embargo, ayudan en la degradacién lignocelulésica).

Una composicion para uso en un método de la invencién puede estar compuesta de enzimas de (1) proveedores
comerciales; (2) genes clonados que expresan enzimas; (3) caldo complejo (como el que resulta del crecimiento de
una cepa microbiana en medios, en donde las cepas secretan proteinas y enzimas en los medios; (4) lisados
celulares de cepas cultivadas como en (3); y/o (5) enzimas que expresan material vegetal Se pueden obtener
diferentes enzimas en una composicion para uso en la invencién a partir de diferentes fuentes.

Las enzimas pueden producirse de manera exdégena en microorganismos, levaduras, hongos, bacterias o plantas,
luego aislarse y anadirse, por ejemplo, a material de alimentacion lignocelulésico. Alternativamente, las enzimas se
producen, pero no se aislan, y el caldo de fermentacion en masa de células bruto o el material vegetal (tal como
rastrojo de maiz o rastrojo de trigo), y similares se pueden anadir, por ejemplo, al material de alimentacion.
Alternativamente, el medio de produccion de masa celular o enzima bruta o el material vegetal puede tratarse para
evitar un mayor crecimiento microbiano (por ejemplo, por calentamiento o adicién de agentes antimicrobianos), y
luego anadirse, por ejemplo, a un material de alimentacion. Estas mezclas de enzimas brutas pueden incluir el
organismo que produce la enzima. Alternativamente, la enzima se puede producir en una fermentacién que utiliza
material de alimentacién (pretratado) (tal como rastrojo de maiz o rastrojo de trigo) para proporcionar nutricién a un
organismo que produce una o mas enzimas. De esta manera, las plantas que producen las enzimas pueden servir
como material de alimentacién lignocelulésico y afiadirse al material de alimentacién lignoceluldsico.
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En los usos y métodos descritos en esta memoria, los componentes de las composiciones arriba descritas se
pueden proporcionar de forma concomitante (es decir, como una composicién Unica per se) o por separado o
secuencialmente.

Material lignocelulésico

El material lignocelulésico en esta memoria incluye cualquier material lignoceluldsico y/o hemicelulosa. Material
lignocelulésico adecuado para su uso como material de alimentacién en la invencion incluye biomasa, p. €j.,
biomasa virgen y/o biomasa no virgen, tal como biomasa agricola, componentes organicos comerciales, escombros
de construccion y demolicion, residuos sélidos municipales, residuos de papel y residuos de jardin. Formas comunes
de biomasa incluyen arboles, arbustos y pastos, trigo, rastrojo de trigo, bagazo de cafia de azlcar, pasto varilla,
miscanto, maiz, rastrojo de maiz, hojas de maiz, mazorcas de maiz, tallos de canola, tallos de soja, sorgo dulce,
grano de maiz, incluida la fibra de granos, productos y subproductos de la molienda de granos, tales como maiz,
trigo y cebada (incluida la molienda humeda y la molienda en seco) a menudo denominados "salvado o fibra", asi
como los residuos solidos municipales, papel de desecho y desechos de jardin. La biomasa también puede ser, pero
no se limita a material herbaceo, residuos agricolas, residuos forestales, residuos sélidos municipales, residuos de
papel y residuos de fabricas de pasta y papel. La "biomasa agricola" incluye ramas, arbustos, cafias, maiz y hojas de
maiz, cultivos energéticos, bosques, frutos, flores, granos, hierbas, cultivos herbaceos, hojas, corteza, agujas,
troncos, raices, plantones, cultivos lefiosos de rotacién corta, arbustos, pastos de varilla, arboles, vegetales,
cascaras de frutos, vides, pulpa de remolacha azucarera, harinillas de trigo, cascaras de avena y maderas duras y
blandas (sin incluir maderas con materiales nocivos). Ademas, la biomasa agricola incluye materiales de desecho
organicos generados a partir de procesos agricolas, incluidas las actividades agricolas y forestales, especificamente
los desechos forestales de madera. La biomasa agricola puede ser cualquiera de las mencionadas anteriormente de
forma individual o en cualquier combinacion o mezcla de las mismas.

Pretratamiento

El material de alimentacién puede estar opcionalmente pre-tratado con calor, modificacion mecanica y/o quimica o
cualquier combinacién de dichos métodos con el fin de potenciar la accesibilidad del sustrato a la hidrélisis
enzimatica y/o hidrolizar la hemicelulosa y/o solubilizar la hemicelulosa y/o celulosa y/o lignina, de cualquier manera
conocida en la técnica. En una realizacion, el pretratamiento se realiza tratando la lignocelulosa con explosion de
vapor, tratamiento con agua caliente o tratamiento con &cido diluido o base diluida.

Etapa de lavado

Opcionalmente, el procedimiento de acuerdo con la invencién comprende una etapa de lavado. La etapa de lavado
opcional puede utilizarse para separar compuestos solubles en agua que pueden actuar como inhibidores para la
etapa de fermentacion. La etapa de lavado puede realizarse de manera conocida.

Hidrdlisis enzimatica

La composicién enzimatica utilizada en el procedimiento de la invencidon puede hidrolizar de manera
extremadamente eficaz el material lignocelulolitico, por ejemplo, el rastrojo de maiz o el rastrojo de trigo, que luego
se puede convertir en un producto Util, tal como etanol, biogas, butanol, acido lactico, un plastico, un acido organico,
un disolvente, un suplemento alimenticio para animales, un producto farmacéutico, una vitamina, un aminodacido, una
enzima o un material de alimentacién quimico. Adicionalmente, productos intermedios de un proceso que sigue a la
hidrélisis, por ejemplo, el &cido lactico como compuesto intermedio en la produccién de biogés, se pueden utilizar
como componentes basicos para otros materiales. La presente invencién se ejemplifica con la produccion de etanol,
pero esto se hace solo como un ejemplo y no como una limitacién, los otros productos Utiles mencionados se
pueden producir igualmente bien.

El procedimiento de acuerdo con la invencién comprende una etapa de hidrélisis enzimatica, tal como se define en
las reivindicaciones. La hidrolisis enzimatica incluye, pero no se limita a hidrélisis con el fin de licuacion del material
de alimentacion e hidrolisis con el fin de liberar azdcar del material de alimentacién o ambas. En esta etapa, el
material lignocelulésico opcionalmente pre-tratado y opcionalmente lavado se pone en contacto con la composicion
enzimatica tal como se define en las reivindicaciones. Dependiendo del material lignocelulésico y del pretratamiento,
la persona experto puede adaptar las diferentes condiciones de reaccion, p. ej., temperatura, dosificacion
enzimatica, tiempo de reaccién de hidrdlisis y concentracion de materia seca, para lograr la conversion deseada de
lignocelulosa en azucar. Algunas indicaciones se dan a continuacion.

En un aspecto de la invencion, la hidrélisis se realiza a una temperatura de 45°C o mas, 50°C o mas, 55°C o mas,
60°C o mas, 65°C o mas, o 70°C o mas. La alta temperatura durante la hidrdlisis tiene muchas ventajas, que
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incluyen trabajar a la temperatura Optima de la composicién enzimatica, reducir el riesgo de contaminacion
(bacteriana), reducir la viscosidad, requerir una menor cantidad de agua de enfriamiento, utilizar agua de
refrigeracién con una temperatura mas alta, re-utilizar las enzimas y mas.

En un aspecto adicional de la invencion, la cantidad de composicion enzimatica afiadida (en esta memoria también
denominada dosis enzimatica o carga enzimatica) es baja. En una realizacion, la cantidad de enzima es 6 mg de
proteina / g de materia seca en peso o inferior, 5 mg de proteina / g de materia seca o inferior, 4 mg de proteina /g
de materia seca o inferior, 3 mg de proteina / g de materia seca o inferior, 2 mg de proteina / g de materia seca o
inferior o 1 mg de proteina / g de materia seca o inferior (expresado como proteina en mg de proteina / g de materia
seca). En una realizacion, la cantidad de enzima es 0,5 mg de enzima / g de peso de materia seca o inferior, 0,4 mg
de composicion de enzima / g de peso de materia seca o inferior, 0,3 mg de enzima / g de peso de materia seca o
inferior, 0,25 mg de enzima / g de materia seca peso o inferior, 0,20 mg de enzima / g de peso de materia seca o
inferior, 0,18 mg de enzima / g de peso de materia seca o inferior, 0,15 mg de enzima / g de peso de materia seca o
inferior 0 0,10 mg de enzima / g de peso de materia seca o inferior (expresado como total de enzimas de celulasa en
mg de enzima / g de materia seca). Es posible una dosis baja de enzimas, ya que debido a la actividad y la
estabilidad de las enzimas, es posible aumentar el tiempo de reaccién de hidrolisis.

En un aspecto adicional de la invencion, el tiempo de reaccion de hidrélisis es de 5 horas o mas, 10 horas o mas, 20
horas o mas, 40 horas o més, 50 horas o0 més, 60 horas o mas, 70 horas o mas , 80 horas o mas, 90 horas o mas,
100 horas o mas, 120 horas o mas, 130 h o mas. En otro aspecto, el tiempo de reaccién de hidrélisis es de 5 a 150
horas, de 40 a 130 horas, de 50 a 120 horas, de 60 a 120 horas, de 60 a 110 horas, de 60 a 100 horas, de 70 a 100
horas, de 70 a 90 horas o de 70 a 80 horas. Debido a la estabilidad de la composicion enzimatica, son posibles
tiempos de reaccion de hidrélisis mas largos con rendimientos de azicar mas altos correspondientes.

El pH durante la hidrélisis puede ser elegido por la persona experta. En un aspecto adicional de la invencion, el pH
durante la hidrélisis puede ser de 3,0 a 6,4. Las enzimas estables de la invencién pueden tener un amplio intervalo
de pHs de hasta 2 unidades de pH, hasta 3 unidades de pH, hasta 5 unidades de pH. El pH 6ptimo puede estar
dentro de los limites de pH 2,0 a 8,0, 3,0 a 8,0, 35 a 7,0, 3,5 a 6,0, 35 a 5,0, 35 a 45,40 a45o0es
aproximadamente 4,2.

En un aspecto adicional de la invencion, la etapa de hidrélisis se realiza hasta 70% o mas, 80% o mas, 85% o mas,
90% o0 mas, 92% o0 mas, 95% o0 mas de azucar disponible se libere en material lignocelulésico.

Significativamente, un procedimiento de la invencion se lleva a cabo utilizando altos niveles de materia seca (del
material lignocelul6sico) en la reaccion de hidrélisis. Asi, la invencion se lleva a cabo con un contenido en materia
seca de 10% en peso a 33% en peso.

Fermentacion

El procedimiento de acuerdo con la invencion puede comprender una etapa de fermentacién. En un aspecto
adicional, la invencion incluye, por lo tanto, en procesos de fermentacién en etapas en los que se utiliza un
microorganismo para la fermentacién de una fuente de carbono que comprende azucar o azlcares, p. €j., glucosa,
L-arabinosa y/o xilosa. La fuente de carbono puede incluir cualquier oligbmero o polimero de hidratos de carbono
que comprenda unidades de L-arabinosa, xilosa o glucosa, tales como, p. €j., lignocelulosa, xilanos, celulosa,
almidon, arabinano y similares. Para la liberacion de unidades de xilosa o glucosa de hidratos de carbono de este
tipo, carbohidrasas apropiadas (tales como xilanasas, glucanasas, amilasas y similares) pueden afadirse al medio
de fermentacion o pueden ser producidas por la célula huésped modificada. En este Ultimo caso, la célula huésped
modificada puede modificarse genéticamente para producir y excretar tales carbohidrasas. Una ventaja adicional del
uso de fuentes oligoméricas o poliméricas de glucosa es que permite mantener una concentraciéon baja (mas baja)
de glucosa libre durante la fermentacion, p. ej., utilizando cantidades limitantes de la velocidad de las carbohidrasas.
Esto, a su vez, evitara la represion de los sistemas requeridos para el metabolismo y el transporte de azicares sin
glucosa, tales como xilosa. En un procedimiento preferido, la célula huésped modificada fermenta tanto L-arabinosa
(opcionalmente xilosa) como glucosa, de preferencia simultaneamente, en cuyo caso preferiblemente se utiliza una
célula huésped modificada que es insensible a la represién de la glucosa para evitar el crecimiento diduxico.
Ademas de una fuente de L-arabinosa, opcionalmente xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de
fermentacion comprendera, ademas, el ingrediente apropiado requerido para el crecimiento de la célula huésped
modificada. Composiciones de medios de fermentacion para el crecimiento de microorganismos tales como
levaduras u hongos filamentosos son bien conocidas en la técnica.

El tiempo de fermentacion puede ser mas corto que en la fermentacion convencional en las mismas condiciones, en
donde parte de la hidrélisis enzimatica todavia tiene que tomar parte durante la fermentacién. En una realizacién, el
tiempo de fermentacién es de 100 horas o menos, 90 horas o menos, 80 horas o menos, 70 horas o menos, 0 60
horas 0 menos, para una composicion de aztcar de 50 g/l de glucosa y otros azlcares correspondientes del material
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de alimentacion lignocelulésico (p. ej., 50 g/l de xilosa, 35 g/l de L-arabinosa y 10 ¢/l de galactosa. Para
composiciones de azlcar mas diluidas, el tiempo de fermentacién puede reducirse correspondientemente.

El proceso de fermentacion puede ser un proceso de fermentacion aerobio o anaerobio. Un proceso de fermentacion
anaerobio se define en esta memoria como un proceso de fermentacion realizado en ausencia de oxigeno o en el
que no se consume sustancialmente oxigeno, preferiblemente menos de 5, 2,5 o 1 mmol/L/h, méas preferiblemente
se consume 0 mmol/L/h (es decir, el consumo de oxigeno no es detectable), y en el que las moléculas organicas
sirven tanto como donantes de electrones como aceptores de electrones. En ausencia de oxigeno, el NADH
producido en la glucolisis y la formacion de biomasa no puede oxidarse por fosforilacion oxidativa. Para resolver este
problema, muchos microorganismos utilizan piruvato o uno de sus derivados como un aceptor de electrones e
hidrégeno, regenerando asi NAD". Por lo tanto, en un proceso de fermentacion anaerobio preferido, el piruvato se
utiliza como un electrén (y aceptor de hidrogeno) y se reduce a productos de fermentacion tales como etanol, acido
lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, acido acético, acido succinico, acido citrico, acido malico, acido
fumarico, un aminoécido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, antibiéticos de B-lactama y una cefalosporina.
En una realizacion preferida, el proceso de fermentacion es anaerobio. Un proceso anaerobio es ventajoso, ya que
es mas barato que los procesos aerobios: se necesita menos equipo especial. Ademas, se espera que los procesos
anaerobios den un mayor rendimiento del producto que los procesos aerobios. En condiciones aerobias,
habitualmente el rendimiento de biomasa es mayor que en condiciones anaerobias. Como consecuencia,
habitualmente en condiciones aerobias, el rendimiento esperado del producto es menor que en condiciones
anaerobias.

En otra realizacion, el proceso de fermentacion esta bajo condiciones limitadas de oxigeno. Mas preferiblemente, el
proceso de fermentacion es aerobio y bajo condiciones limitadas de oxigeno. Un proceso de fermentacién limitado
en oxigeno es un proceso en el que el consumo de oxigeno esta limitado por la transferencia de oxigeno del gas al
liquido. El grado de limitacién de oxigeno esta determinado por la cantidad y la composicion del flujo de gas
entrante, asi como por las propiedades reales de mezcladura/transferencia de masa del equipo de fermentacién
utilizado. Preferiblemente, en un proceso en condiciones limitadas de oxigeno, la tasa de consumo de oxigeno es al
menos 5,5, mas preferiblemente al menos 6 e incluso mas preferiblemente al menos 7 mmol/L/h.

El proceso de fermentacién se realiza preferiblemente a una temperatura que es 6ptima para la célula modificada.
Por lo tanto, para la mayoria de las levaduras o células fungicas, el proceso de fermentacion se realiza a una
temperatura que es menor que 42°C, preferiblemente menor que 38°C. Para las células huésped de hongos
filamentosos o de levadura, el proceso de fermentacion se realiza preferiblemente a una temperatura inferior a 35,
33, 30 0 28°C y a una temperatura superior a 20, 22 o 25°C.

En una realizaciéon de la invencién, la etapa de fermentacion se realiza con un microorganismo que es capaz de
fermentar al menos un azicar C5. En una realizacién, el proceso es un proceso para la produccién de etanol, en
donde el proceso comprende la etapa que comprende fermentar un medio que contiene azlcar o azlicares con un
microorganismo que es capaz de fermentar al menos un azlcar C5, por lo que la célula huésped es capaz de
fermentar glucosa, L-arabinosa y xilosa a etanol. En una realizacién del mismo, el microorganismo que es capaz de
fermentar al menos un azlUcar C5 es una levadura. En una realizacion, la levadura pertenece al género
Saccharomyces, preferiblemente de la especie Saccharomyces cerevisiae, en la que se han realizado
modificaciones genéticas. Un ejemplo de un microorganismo de este tipo y su preparacion se describe con mas
detalle en el documento WO 2008/041840.

En una realizacion, el proceso de fermentacion para la produccion de etanol es anaerobio. Anaerobio ya se ha
definido anteriormente en esta memoria. En otra realizacion preferida, el proceso de fermentacién para la produccion
de etanol es aerobio. En otra realizacion preferida, el proceso de fermentacion para la produccién de etanol se
realiza en condiciones limitadas de oxigeno, mas preferiblemente en condiciones aerobias y limitadas de oxigeno.
Las condiciones limitadas de oxigeno ya se han definido anteriormente en esta memoria.

En dicho proceso, la productividad volumétrica de etanol es preferiblemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0
0 10,0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento de etanol en L-arabinosa y opcionalmente xilosa y/o glucosa en
el proceso preferiblemente es al menos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 95 0 98%. El rendimiento de etanol
se define en esta memoria como un porcentaje del rendimiento méaximo teérico, que, para glucosa y L-arabinosa y
opcionalmente xilosa, es 0,51 g de etanol por g de glucosa o xilosa.

En un aspecto, el proceso de fermentacidon que conduce a la produccién de etanol tiene varias ventajas en
comparacioén con los procesos de fermentacion de etanol conocidos:

- son posibles procesos anaerobios;

- también son posibles condiciones limitadas de oxigeno;

- se pueden obtener mayores rendimientos de etanol y tasas de produccion de etanol;

- la cepa utilizada es capaz de utilizar L-arabinosa y opcionalmente xilosa.
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Alternativamente a los procesos de fermentacion arriba descritos, se pueden utilizar al menos dos células distintas,
esto significa que este proceso es un proceso de co-fermentacion. Todas las realizaciones preferidas de los
procesos de fermentacion tal como se describid anteriormente también son realizaciones preferidas de este proceso
de co-fermentacion: identidad del producto de fermentacion, identidad de la fuente de L-arabinosa y fuente de xilosa,
condiciones de fermentacién (condiciones aerobias o anaerobias, condiciones limitadas de oxigeno, temperatura a la
que se lleva a cabo el proceso, productividad de etanol, rendimiento de etanol).

El proceso de fermentacion puede llevarse a cabo sin ningln requisito para ajustar el pH durante el proceso. Es
decir, el proceso es uno que puede llevarse a cabo sin la adicién de ningln acido o acidos o base o bases. Sin
embargo, esto excluye una etapa de pretratamiento, en donde se puede afadir acido. El punto es que la
composicion de la invencion es capaz de actuar a pH bajo y, por lo tanto, no hay necesidad de ajustar el pH del
acido de un material de alimentacion pretratado con &cido para que pueda tener lugar la sacarificacion o hidrolisis.
Por consiguiente, un método de la invencion puede ser un método de cero residuos que usa solo productos
organicos sin requerir aporte quimico inorganico.

Tiempo global de reaccion

De acuerdo con la invencién, el tiempo global de reaccién (o el tiempo de reaccion de la etapa de hidrolisis y la
etapa de fermentacion juntas) puede reducirse. En una realizacion, el tiempo global de reaccién es de 300 horas o
menos, 200 horas o menos, 150 horas o menos, 140 horas o menos, 130 o0 menos, 120 horas o menos, 110 horas o
menos, 100 horas o menos, 90 horas o menos, 80 horas 0 menos, 75 horas 0 menos o aproximadamente 72 horas
con un rendimiento de glucosa del 90%. Se pueden alcanzar tiempos globales correspondientes mas bajos con un
rendimiento de glucosa mas bajo.

Productos de fermentacion

Los productos de fermentacién que se pueden producir de acuerdo con el procedimiento de la invencién incluyen
aminoacidos, vitaminas, productos farmacéuticos, complementos alimenticios para animales, productos quimicos
especiales, materiales de alimentacion quimicos, plasticos, solventes, combustibles u otros polimeros organicos,
acido lactico y etanol, incluyendo etanol combustible (el término "etanol" se entiende que incluye alcohol etilico o
mezclas de alcohol etilico y agua).

Productos de valor afadido especificos que pueden ser producidos por el procedimiento de la invencién incluyen,
pero no se limitan a los biocombustibles (incluyendo biogas, etanol y butanol); acido lactico; acido 3-
hidroxipropionico; acido acrilico; acido acético; 1,3-propano-diol; etileno; glicerol; un plastico; un producto quimico
especializado; un &cido organico, incluyendo acido citrico, acido succinico y acido maleico; un disolvente; un
complemento alimenticio para animales; un producto farmacéutico tal como un antibidtico de B-lactama o una
cefalosporina; una vitamina; un aminodcido, tal como lisina, metionina, triptéfano, treonina y acido aspartico; una
enzima, tal como una proteasa, una celulasa, una amilasa, una glucanasa, una lactasa, una lipasa, una liasa, una
oxidorreductasa, una transferasa o una xilanasa; un material de alimentacién quimico; o un complemento alimenticio
para animales.

Separacion del producto de fermentacion

El procedimiento de acuerdo con la invencién comprende opcionalmente la recuperacién del producto de
fermentacion. Un producto de fermentacion puede separarse del caldo de fermentacién de cualquier manera
conocida. Para cada uno de los productos de fermentacion, la persona experta podra seleccionar, por lo tanto, una
técnica de separacion adecuada. Por ejemplo, el etanol puede separarse de un caldo de fermentacion de levadura
mediante destilacion, por ejemplo, destilacion al vapor/destilacién en vacio de manera convencional.

Uso de enzimas termoestables en condiciones dptimas de temperatura

En una realizacién, la invencion se refiere al uso de enzimas termoestables tales como enzimas celuloliticas de
Rasamsonia para la produccién de azucares reductores a partir de material de alimentacion lignocelulésico pre-
tratado en, pero sin limitar a la produccion de etanol. Enzimas celuloliticas de Rasamsonia aplicadas en material de
alimentacion lignocelulésico pre-tratado mostraron tasas de conversién maximas a temperatura dentro del intervalo
de 50 a 70°C. La enzima permanece activa en estas circunstancias durante 14 dias y mas sin cesar por completo la
actividad.

Mediante el uso de condiciones de temperatura éptimas, la cantidad maxima de azucares reductores puede liberarse
del material de alimentacion (hidrolisis total) dentro del tiempo de hidrolisis mas corto posible. De esta forma, se
logra una conversion del 100% de la celulosa en glucosa en menos de 5 dias.
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El rendimiento méaximo tedrico (Yps max en g de producto por gramo de glucosa) de un producto de fermentacion se
pueden derivar del libro de texto de bioquimica. Para etanol, 1 mol de glucosa (180 g) proporciona de acuerdo con la
ruta normal de fermentacion de la glucdlisis en levadura 2 moles de etanol (= 2 x 46 = 92 g de etanol. El rendimiento
maximo teorico de etanol en glucosa es, por lo tanto, 92/180 = 0,511 g de etanol / g de glucosa.

Para butanol (PM 74 g/mol) o isobutanol, el rendimiento maximo teérico es 1 mol de butanol por mol de glucosa.
Entonces Yps max para (iso-)butanol = 74/180 = 0,411 g de (iso-)butanol/g de glucosa.

Para el acido lactico, el rendimiento de fermentacion para la fermentacion homolactica es de 2 moles de &cido lactico
(PM = 90 g/mol) por mol de glucosa. De acuerdo con esta estequiometria, el Yps méax = 1 g de &cido lactico/g de
glucosa.

Para otros productos de fermentacién se puede hacer un célculo similar.

La reduccién de costes conseguida con la aplicacion de enzimas celuloliticas de Rasamsonia sera el resultado de
una reduccion global del tiempo de procedimiento.

Compensacion de dosis mds bajas de enzimas con tiempo de hidrdlisis prolongados utilizando enzimas Rasamsonia

Debido a la alta estabilidad de las enzimas estables, las actividades no cesan en el tiempo, aunque se liberan menos
azucares reductores en el curso de la hidrdlisis. Es posible reducir la dosis de la enzima y extender el uso de la
enzima prolongando los tiempos de hidrdlisis para obtener niveles similares de aziucares reductores liberados. Por
ejemplo, 0,175 mL de enzima/g de materia seca de material de alimentacién resulté en la liberacion de
aproximadamente el 90% del maximo tedrico de azucares reductores del material de alimentacién pre-tratado en el
espacio de 72 h. Cuando se utilizan 0,075 mL de enzima/g de materia seca de material de alimentacion, se logra
aproximadamente un 90% de conversion del maximo tedrico en el espacio de 120 h. Los resultados demuestran
que, debido a la estabilidad de la actividad enzimatica, la reduccién de la dosis de la enzima se puede compensar
extendiendo el tiempo de hidrélisis para obtener la misma cantidad de azlcares reductores. Lo mismo es valido para
la hidrolisis de material de alimentacion pre-tratado con contenidos de materia seca superiores al 10% demuestra
que el efecto compensador del tiempo de hidrdlisis extendido a un material de alimentacién de materia seca del
15%.

La reduccion de costes lograda mediante el uso de enzimas celuloliticas estables, tales como Rasamsonia, resulta
de requerir una menor dosis de enzima, dando como resultado rendimientos de conversion de hidrdlisis similares.

Disminuir el riesgo de contaminacion con enzimas estables

En un procedimiento comun para convertir material lignocelulésico en etanol, las etapas del procedimiento se
realizan preferiblemente en condiciones sépticas para reducir los costes operativos. Por lo tanto, pueden producirse
una contaminacién y el crecimiento de microorganismos contaminantes y pueden dar lugar a efectos secundarios
indeseables, tales como la produccién de acido lactico, acido férmico y acido acético, pérdidas de rendimiento de
etanol en el sustrato, produccién de toxinas y polisacaridos extracelulares, que pueden afectar significativamente a
los costos de produccién. Una temperatura de procedimiento alta y/o un tiempo de procedimiento corto limitaran el
riesgo de contaminacion durante la hidrdlisis y la fermentacion. Enzimas termoestables, tales como las de
Rasamsonia, son capaces de hidrolizar material de alimentacion lignocelulésico a temperaturas superiores a 60°C. A
estas temperaturas, el riesgo de que un microorganismo contaminante provoque efectos secundarios no deseados
sera de poco a casi cero.

Durante la etapa de fermentacion, en la que se produce etanol, las temperaturas estan tipicamente entre 30 y 37°C y
preferiblemente no se elevaran debido a pérdidas de produccion. Al aplicar tiempos de proceso de fermentacién lo
mas cortos posible, los riesgos y efectos de la contaminacién y/o el crecimiento de contaminantes se reduciran tanto
como sea posible. Con enzimas estables, tales como las de Rasamsonia, se puede aplicar un tiempo de
fermentacion lo mas corto posible (véase la descripcién mas arriba) y, por lo tanto, los riesgos de contaminacion y/o
de crecimiento de contaminantes se reducirdn tanto como sea posible. La reduccién de costos lograda con la
aplicacién de enzimas celuloliticas termoestables de Rasamsonia de esta manera resultard de un menor riesgo de
fallos en el proceso debido a la contaminacion.

Enzimas estables reducen los costos de enfriamiento y aumentan la productividad de las plantas de etanol

La primera etapa después del pretratamiento térmico sera enfriar el material de alimentaciéon pre-tratado a
temperaturas en las que las enzimas sean activas 6ptimamente. A gran escala, esto generalmente se hace
anadiendo agua (enfriada) que, ademas de disminuir la temperatura, reducira el contenido de materia seca. Al
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utilizar enzimas termoestables, tales como las de Rasamsonia, se puede lograr una reduccién de costos por el
hecho de que (i) se requiere menos enfriamiento del material de alimentacién pre-tratado, ya que se permiten
temperaturas mas altas durante la hidrdlisis, y (ii) se afiadirda menos agua, lo que aumentara el contenido de materia
seca durante la hidrdlisis y la fermentacién y, por lo tanto, aumentara la capacidad de produccion de etanol (cantidad
producida por unidad de tiempo por volumen) de una planta de etanol. Ademas, mediante el uso de enzimas
termoestables en el procedimiento de la invencién, tales como las de Rasamsonia, la reduccién de costos también
se puede lograr mediante el uso de agua de enfriamiento que tiene una temperatura mas alta que el agua que se
utiliza en un procedimiento con enzima no termoestable.

Reciclaje de enzimas después de la hidrdlisis con enzimas estables

Al final de la hidrdlisis, las actividades enzimaticas parecen ser bajas, ya que se liberan pocos azlcares reductores
una vez que se ha convertido casi toda la celulosa. Sin embargo, la cantidad de actividad enzimatica presente ha
disminuido solo un poco, suponiendo que se ha debido principalmente a la absorcion de las enzimas en el sustrato.
Al aplicar la separacion soélido-liquido después de la hidrdlisis, tal como centrifugacion, filtracién, sedicantacion,
etcétera, se puede recuperar y reutilizar el 60% o mas, por ejemplo, el 70% de la actividad enzimatica en solucién
para la hidrélisis de un nuevo material de alimentacioén lignocelulésico pre-tratado durante la siguiente hidrdlisis.

Ademas, después de la separaciéon sélido-liquido, la enzima en soluciéon puede separarse de la solucion que
contiene azucares reductores y otros productos de la hidrélisis de las acciones enzimaticas. Esta separacion puede
realizarse por, pero sin limitarse a, (ultra y micro)filtracién, centrifugacion, sedicantacién, sedimentacién, con o sin la
primera adsorcion de la enzima a un portador de cualquier tipo.

Por ejemplo, después de la hidrélisis del material de alimentacion pre-tratado con 0,175 mL/g de carga de enzima de
materia seca de material de alimentacién durante 20 h, se libera el 50% de la cantidad maxima tedrica de azlcares
reductores y después de la misma hidrélisis durante 72 h, se libera el 90% de la cantidad maxima teorica de
azUcares reductores. Por centrifugacion y ultrafiltracion, el 60-70% de la actividad enzimatica se recuperé en el
retenido, mientras que el filtrado contenia mas del 80% de los azlcares reductores liberados. Al reutilizar el retenido,
ya sea como esta o después de una purificacién y/o concentracion adicional, la dosis de enzima durante la siguiente
etapa de hidrélisis puede reducirse del 60 al 70%. La reduccion de costos lograda mediante el uso de enzimas
celuloliticas estables, tales como de Rasamsonia, de esta manera resulta de requerir menos dosis de enzima.

Reciclaje de enzimas después de la hidrdlisis en combinacién con la produccion de enzimas y el reciclaje de células
de levadura con enzimas estables

El proceso incluyendo el reciclaje de enzima después de la hidrélisis, tal como se describe arriba, se puede
combinar con el reciclaje del microorganismo productor de etanol después de la fermentacién y con el uso de los
azucares reductores que contienen filtrado como un sustrato (purificado y/o concentrado o diluido) en fermentacion
de produccién enzimatica y como sustrato para el cultivo del microorganismo productor de etanol.

Reciclaje de enzimas después de la destilacion en vacio con enzimas estables

La termoestabilidad de enzimas, tales como de Rasamsonia, provoca actividad celulolitica después de la hidrolisis,
fermentacion y destilacion en vacio en los residuos finos. La actividad total de la enzima se reduce durante las tres
etapas sucesivas del proceso. Por lo tanto, los residuos finos obtenidos después de la destilacion en vacio se puede
reutilizar como fuente de enzima para un nuevo ciclo de proceso de hidrélisis-fermentacidn-destilacion de conversion
de paja de trigo pretratada en etanol. Los residuos finos pueden utilizarse en forma concentrada o (no) diluida y/o
purificarse y con o sin complemento enzimatico adicional.

Reciclaje de enzimas en combinacion con complementos enzimaticos después de la destilacion en vacio con
enzimas termoestables

En un procedimiento éptimo, se complementa una cantidad de enzima en los residuos finos, antes de su reutilizacion
en un nuevo ciclo de proceso, igual a la cantidad de actividad perdida durante las tres etapas sucesivas del proceso
del ciclo de proceso previo. De esta manera se evita la sobredosis de enzima y, por lo tanto, se obtiene el uso mas
eficiente de la enzima.

Ademas, al proporcionar una alta dosis de enzima en el primer ciclo del proceso, y complementar la enzima igual a
la cantidad de actividad perdida durante las tres etapas sucesivas del proceso en los siguientes ciclos de proceso,
se pueden obtener las tasas de hidrélisis mas altas posibles en cada ciclo de proceso, resultando tiempos de
hidrélisis cortos de menos de 48 h en combinacion con el uso mas eficiente de enzimas.
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Uso de enzimas estables en sistemas mixtos

Al aplicar la mezcladura durante la hidrdlisis, las enzimas entran mas a menudo en contacto con sustratos, lo que da
como resultado un uso mas eficiente de la actividad catalitica. Esto dara como resultado una menor dosis de
enzimas vy, por lo tanto, menores costos, a menos que la mezcla tenga un efecto negativo sobre las enzimas.
Enzimas estables, tales como las enzimas termoestables de Rasamsonia, son robustas y pueden resistir
circunstancias de cizallamiento y temperaturas (localmente) altas, que es el caso durante la mezcladura intensa de
suspensiones. Por lo tanto, su uso en sistemas mixtos es beneficioso y conducira a la dosificacion y, por lo tanto, a
la reduccion de costos.

EJEMPLOS

Informacién experimental
Cepas

La cepa Rasamsonia (Talaromyces) emersonii se deposit6 en CENTRAAL BUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES,
Uppsalalaan 8, PO Box 85167, NL-3508 AD Utrecht, Paises Bajos en diciembre de 1964 con el Numero de Acceso
CBS 393.64.

Otras cepas adecuadas pueden utilizarse igualmente en los presentes ejemplos. Por ejemplo, TEC-101, TEC-147,
TEC-192, TEC-201 o TEC-210 son cepas de Rasamsonia adecuadas que se describen en el documento
W0O2011/000949.

Preparacion de sustrato de rastrojo de maiz pre-tratado con acido

El rastrojo de maiz pre-tratado con acido diluido (aCS) se obtuvo tal como se describe en Schell, D.J., Applied
Biochemistry and Biotechnology (2003), vol. 105-108, pp 69-85. Se utilizd un reactor de pretratamiento a escala
piloto que funcionaba en condiciones estables de 190°C, 1 minuto de tiempo de permanencia y una concentracion
efectiva de acido H2S04 de 1,45% (p/p) en la fase liquida.

Ensayos de medicion de proteinas.
1. Proteina total
TCA Biuret

El método era una combinacién de la precipitacion de proteina utilizando &cido tricloroacético (TCA) para separar las
sustancias perturbadoras y permitir la determinaciéon de la concentracién de proteina con la reaccién de Biuret
colorimétrica. En la reaccion de Biuret, un ion cobre (Il) se reduce a cobre (I), que forma un complejo con los
nitrégenos y los carbonos de los enlaces peptidicos en una solucion alcalina. Un color violeta indica la presencia de
proteinas. La intensidad del color y, por lo tanto, la absorcién a 546 nm, es directamente proporcional a la
concentracién de proteinas, de acuerdo con la ley de Beer-Lambert. La estandarizacién se realizé utilizando BSA
(albumina de suero bovino) y el contenido de proteina se expresé en g de proteina como equivalente de BSA/L o mg
de proteina como equivalente de BSA/ml. El contenido de proteina se calculd utilizando protocolos de célculo
estandar conocidos en la técnica, trazando la DOs4s frente a la concentraciébn de muestras con concentracion
conocida, seguido del calculo de la concentracién de las muestras desconocidas utilizando la ecuacién generada a
partir de la linea de calibracion.

2. Proteinas individuales utilizando PAGE

Pretratamiento de muestra por SDS-PAGE

En base a la concentracion de proteina estimada de las muestras, se realiz6 la siguiente preparacion de muestras. A
10 pl de muestra se anadieron 40 pl de agua MilliQ y 50 pl de TCA (al 20%) para diluir la muestra cinco veces (~ 1
mg/ml) y precipitar las proteinas. Después de 1 hora en hielo, la muestra se centrifugd (10 minutos, 14000 rpm). El
sedimento se lavd con 500 pl de acetona y se centrifugd (10 minutos, 14000 rpm). El sedimento se tratdé como se
describe a continuacion.

SDS-PAGE

El sedimento se disolvié en 65 pl de agua MilliQ, 25 pl de tampdn de muestra NUPAGE™ LDS (4x) Invitrogen'y 10 pl

de agente reductor de muestra NUPAGE™ (10x) Invitrogen. Antes de la etapa de deanuarion, la muestra se diluyé 5

veces utilizando una mezcla de tampdn de muestra MilliQ; NUPAGE™ LDS y 10 pl de Sample Reducing NUPAGE™
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en la relacion de 65:25:10. Después de mezclar, las muestras se incubaron en un termomezclador durante 10
minutos a 70°C. Las soluciones de muestra se aplicaron en un gel Bis-Tris al 4-12% (NuPAGE™ BisTris, Invitrogen).
También se aplicé una muestra (10 pl) del marcador M12 (Invitrogen) sobre el gel. El gel se ejecut6é a 200 V durante
50 minutos, utilizando XCELL Surelock, con 600 ml de tampén SDS 20 x diluido en la cdmara de tampén exterior y
200 ml de tampén SDS 20 x diluido, que contenia 0,5 ml de antioxidante (NUPAGE™ Invitrogen) en la camara de
tampon interno. Después de la ejecucion, el gel se lavé dos veces con agua desmineralizada, los geles se fijaron
con solucién de metanol al 50%/acido acético al 7% durante una hora y se tifieron con Sypro Ruby (50 ml por gel)
durante la noche. Se realiz6 una imagen utilizando Typhoon 9200 (610 BP 30, Verde (532 nm), PMT 600V, 100
micras) después de lavar el gel con agua MilliQ.

Andlisis cuantitativo de la proteina

Utilizando el escaner Typhoon, se determind la relacion entre las bandas de proteinas dentro de una pista utilizando
métodos estandar conocidos en la técnica. La muestra se aplico por triplicado y los valores de gris se determinaron
utilizando el programa Image quant. Los valores se expresan como % relativo de proteina con respecto a la proteina
total, calculados utilizando el valor de gris de la banda de proteina seleccionada en relacion con el valor de gris total
de todas las bandas de proteina.

Célculo de conversién de glucano:

% conversion de glucano (%) = (glucosa (g/l) x 100%) / (glucano (fraccién en DM) x dm (g/kg) x 1:1)
en donde:

glucosa (g/l) = concentracion de glucosa en el sobrenadante después de la hidrolisis.
glucano (fraccién en dm) = contenido de glucano del sustrato antes del pretratamiento.

dm (g/kg) = materia seca de hidrdlisis (i.f. 20% dm = 200 g/kg).

1.1 = aumento de peso debido a la incorporacion de agua durante la hidrolisis.

Calculo de ejemplo:

glucosa = 60 g/l

fraccion de glucano = 0,40 (es 40% en materia seca)
dm = 200 g/kg

Ejemplo 1

Evaluacion del efecto de la ausencia de oxigeno durante la hidrolisis sobre la actividad celulolitica de
cocteles de enzima celulasa

El efecto de la ausencia de oxigeno durante la hidrélisis de la actividad celulolitica de tres cocteles de enzimas
diferentes se evalué de acuerdo con los procedimientos descritos a continuacion. Las reacciones de hidrdlisis se
realizaron con material de alimentacion de rastrojo de maiz pre-tratado con acido (aCS) a una concentracion final de
10% p/p de DM. Esta solucion de alimentacién se preparé mediante la dilucién de una solucién de material de
alimentacion concentrada con agua. Posteriormente, el pH se ajusté a pH 4,5 con una solucion de NaOH 4M. La
eliminacion de oxigeno del material de alimentacion se logré en dos etapas. Primero, la solucion de material de
alimentacion se desgasific6 mediante tratamiento con ultrasonidos en vacio en un bafio de tratamiento con
ultrasonidos (Bransonic 5510E-DTH, ajuste; Degas) durante 15 minutos. En la segunda etapa, el oxigeno se separd
adicionalmente mediante el rociado continuo de un flujo de nitr6geno a través de una solucion de 500 ml de material
de alimentacién de DM al 10% durante un periodo de 3 horas. Antes de ser rociado a través de la solucion de
material de alimentacion, el flujo de nitrdgeno se roci6 a través del agua con el fin de saturarlo con vapor de agua y
evitar la evaporacién del agua de la solucién de material de alimentacion. Paralelamente, 500 ml del mismo lote de
aCs al 10% p/p de DM se rociaron con aire como una muestra de control que contiene oxigeno en una configuracion
similar y de acuerdo con el mismo protocolo.

La hidrdlisis de las soluciones del material de alimentacion de aCS al 10% p/p agotadas en oxigeno (rociado con
nitrégeno) y saturadas de oxigeno (rociado con aire) se realizd en frascos de centrifuga de 30 ml herméticos
(Nalgene Oakridge) en un volumen de reaccién total de 10 ml. Los frascos, que ya contenian la solucion de celulasa,
utilizados para el experimento, agotada en oxigeno se rociaron con nitrdgeno antes y durante el llenado con material
de alimentacion. Cada una de las hidrdlisis se realizé por duplicado con un coctel de enzimas celulasas de 7,5 mg/g
de DM anadido en un volumen total no mayor que 375 pl. Los tres cdcteles de enzima celulasa sometidos a ensayo
incluyeron: una mezcla de TEC-210 (mezcla de celulasas), una mezcla de 4E-GH61 (que consiste en 9% p/p de
proteina BG total, 30% p/p de proteina CBHI total, 25% p/p de proteina CBHII total y 36% p/p de proteina GH61
total) y una mezcla de 4E-EG (que consiste en 9% p/p de proteina BG total, 30% p/p de proteina CBHI total, 25% p/p
de proteina CBHII total y 36% p/p de proteina EG total). TEC-210 se fermenté de acuerdo con los procedimientos
de inoculacion y fermentacion descritos en el documento WO2011/000949. Se utiliz6 la mezcla de 4E (como se
describe en el documento W0O2011/098577).
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Los frascos de centrifuga que contenian el material de alimentacién y la soluciéon enzimatica se colocaron en una
incubadora de horno (horno de hibridacion Techne HB-1D) y se incubaron durante 72 horas a 65 °C mientras
giraban en el punto de ajuste 3 (12 rpm por minuto). Después de la hidrolisis, las muestras se enfriaron en hielo e
inmediatamente se diluyeron 50 pul de cada uno de los sobrenadantes en 1450 ul de agua de calidad I. El
sobrenadante diluido se filird posteriormente (filtro de 0,45 um, Pall PN 454) y se analizé el contenido en azlcar en
los filtrados tal como se describe a continuacion.

Las concentraciones de azucar de las muestras diluidas se midieron utilizando una HPLC equipada con una
columna Aminex HPX-87P (Biorad n® 1250098) por elucién con agua a 85 °C a un caudal de 0,6 ml por minuto y se
cuantificaron por integracion de las sefales de glucosa de la deteccion del indice de refraccién (R.l.) calibradas con
soluciones estandar de glucosa.

Los datos presentados en la Tabla 1/Figura 1 demuestran que la glucosa liberada de los materiales de alimentacion
rociados con nitrégeno es menor que la glucosa liberada de los materiales de alimentacion rociados con aire tanto
para la mezcla TEC-210 como para las incubaciones con la mezcla 4E-GH61. No hay diferencia en la liberacion de
glucosa detectable entre el nitrogeno y los materiales de alimentaciéon rociados con aire para las muestras
hidrolizadas por la mezcla 4E-EG.

En base a estos resultados, los autores de la invencién concluyeron que la presencia de oxigeno mejora el
comportamiento celulolitico de las mezclas de celulasas que contienen enzimas GH61.

Celulasa Rociado con aire Rociado con N:

Glucosa media (g/l) desv. est. Glucosa media (g/l) desv. est.
TEC-210 34,5 0,8 31,9 1,1
Mezcla de 4E-GH61 31,7 1,4 27,4 0,1
Mezcla de 4E-EG 22,7 0,1 23,3 1,7

Tabla 1: El efecto de rociar nitrogeno o aire a través de un material de alimentacion de aCS al 10% antes de la
hidrolisis, sobre la cantidad total de glucosa liberada por tres mezclas diferentes de celulasas.

Ejemplo 2

El efecto de la concentracion de oxigeno disuelto en la actividad celulolitica de composiciones de enzima
celulasa durante la hidrélisis de material de alimentacion lignocelulésico a escala piloto (270 litros)

Se muestra en este ejemplo el efecto de la concentracion de oxigeno disuelto en la actividad celulolitica de la
composicion de enzima o coctel de enzimas durante la hidrélisis de material de alimentacion lignocelulésico a escala
piloto (270 litros). Las reacciones de hidrélisis se realizaron con material de alimentacién de rastrojo de maiz pre-
tratado con acido (aCS) a una concentracion (final) de 20% p/p de DM. La solucién de material de alimentacion se
prepard mediante la dilucién de la suspension concentrada de material de alimentacion con agua. El pH se ajust6 a
pH 4,5 con una solucién de NH4OH al 25% (p/p).

La hidrélisis enzimatica se realiz6 en un reactor piloto de 270 litros que fue controlado en pH y temperatura con un
volumen de trabajo de 150 litros. El oxigeno disuelto durante el procedimiento se controlé ajustando la velocidad del
impulsor a un flujo de aire y sobrepresion dados. La hidrdlisis enzimatica se realizé con una dosis de 3,75 mg de
proteina TCA/g de DM de composicion de enzima celulasa TEC-210. TEC-210 se produjo de acuerdo con los
procedimientos de inoculacién y fermentacion descritos en el documento W02011/000949.

Se realizaron los siguientes experimentos:

1. 150 | de aCS al 20%, pH 4.5, temperatura 62 °C, sin sobrepresion, sin flujo de aire, 3.75 mg de TCA/g
dm de composicion de celulasa TEC-210, tiempo de incubacion 120 horas en un reactor piloto de 270 litros.
La concentraciéon de oxigeno disuelto (DO) de la mezcla de reaccién se midié constantemente utilizando un
electrodo de DO. EI DO se controlé a un nivel de 0.01 mol/m3 ajustando la velocidad del impulsor.

2. 150 | de aCS al 20%, pH 4.5, temperatura 62 °C, sobrepresion de 1 bar, flujo de aire de 10 kg/h en el

espacio de cabeza del reactor, 3.75 mg de TCA/g dm de composicion de celulasa TEC-210, tiempo de
incubacién 120 horas en un reactor piloto de 270 litros. La concentracién de oxigeno disuelto (DO) de la
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mezcla de reaccién se mididé constantemente utilizando un electrodo de DO. ElI DO se control6é a un nivel de
0,2 mol/m3 ajustando la velocidad del impulsor.

Durante la hidrélisis enzimatica, se tomaron muestras diariamente para andlisis de hidratos de carbono (glucosa,
celobiosa) por RMN y medicion de la viscosidad y el pH.

El andlisis de la composicion del rastrojo de maiz pre-tratado con acido (aCS) se realizé por hidrdlisis quimica de la
muestra y determinacion de los monosacaridos por RMN.

Las muestras tomadas durante la hidrélisis enzimatica se analizaron en cuanto a (oligo)azucares, acidos organicos e
inhibidores mediante RMN de flujo.

La conversion se calculd en base a la concentracion de glucano medida (g/kg) al comienzo de la hidrdlisis
enzimatica y la concentracion de glucosa (g/l) que se midié durante la hidrdlisis enzimatica.

Los resultados se presentan en la Fig. 2.

Este ejemplo demuestra que a volimenes de reactor grandes, por ejemplo 100 litros o mas, la adicién de OX|geno
(en forma de aire) mejora fuertemente la hidrolisis del material lignocelulésico pre-tratado. En escalas de 1 m® o mas,
0 10 m® 0 méas o 50 m® 0 mas de contenido de reactor, se encontrara una mejora similar en la conversion durante la
hidrolisis.

Ejemplo 3

El efecto del oxigeno sobre la actividad celulolitica de composiciones de enzima celulasa durante la
hidrolisis del material de alimentacion lignoceluldsico utilizando una dosis baja de enzima

El efecto del oxigeno sobre la actividad celulolitica de la composicion enzimatica utilizando una dosis baja de la
enzima durante la hidrélisis del material de alimentacién lignoceluldsico se muestra en este ejemplo. Las reacciones
de hidrélisis se realizan con material de alimentacién de rastrojo de maiz pre-tratado con acido (aCS) a una
concentracion final de 20% p/p de DM. Esta solucién de material de alimentacién se prepara mediante la dilucion de
una solucion de material de alimentacién concentrado con agua. Posteriormente, el pH se ajusta a pH 4,5 con una
solucién de NH4OH al 10% (p/p). El contenido en glucano del rastrojo de maiz aplicado fue del 37% en materia seca.

La hidrélisis se realiza en un reactor agitado, controlado en pH y controlado en temperatura con un volumen de
trabajo de 1 |. Cada una de las hidrdlisis se lleva a cabo por duplicado con 2,5 mg/g de DM de composicion (o
coctel) de enzima celulasa TEC-210. TEC-210 se produjo de acuerdo con los procedimientos de inoculacién y
fermentacion descritos en el documento WO2011/000949.

Se realizan los siguientes experimentos:

1. 1 1 de aCS al 20%, pH 4.5, temperatura 62 °C, velocidad del agitador 60 rpm, 3.5 mg de composicion de
celulasa TEC-210 por gramo de material de alimentacién (en materia seca), tiempo de incubaciéon 120
horas (experimento de referencia) en un reactor cerrado. El nivel de oxigeno disuelto de la mezcla de
reaccion se midié constantemente utlllzando un electrodo de DO. Esta agitacion lenta dio como resultado un
nivel de oxigeno disuelto de 0,005 mol/m°.

2. Como el experimento 1, pero utilizando una dosis de enzima de 2.5 mg de TEC-210 por gramo de material
de alimentacion (en materia seca) y una velocidad del agitador de 250 rpm en un espacio de cabeza sobre
la mezcla de reaccién que se refresca constantemente con aire fresco. La mayor velocidad de agitacion en
combinacién con el refresco del espacio de cabeza con aire fresco dio como resultado un nivel de oxigeno
disuelto de 0,030 mol/m® en la mezcla de reaccion.

Durante la hidrélisis, se tomaron muestras para el andlisis. Las muestras se enfriaron en hielo e inmediatamente se
diluyeron 50 pl de cada uno de los sobrenadantes en 1450 ul de agua de calidad I. El sobrenadante diluido se filtra
posteriormente (filtro de 0,45 um, Pall PN 454) y se analiza el contenido de azlcar en los filtrados tal como se
describe a continuacién.

Las concentraciones de azlcar de las muestras diluidas se miden utilizando una HPLC equipada con una columna
Aminex HPX-87P (Biorad n® 1250098) por elucion con agua a 85 °C a un caudal de 0,6 ml por minuto y se
cuantificaron por integracion de las sefales de glucosa de la deteccion del indice de refraccién (R.l.) calibradas con
soluciones estandar de glucosa.

Los resultados se presentan en la Fig. 3.
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Las conversiones de glucano se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2: Niveles de conversion de glucano

. Dosis de enzimas Nivel de DO Conversion de glucano
Experimento (mg/g dm) mol/m? (%)

1 2,5 0,030 75

2 3,5 0,005 70
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de un producto de azucar a partir de material lignocelulésico, que comprende
las siguientes etapas:

a) opcionalmente, pretratamiento del material lignocelulésico;

b) opcionalmente, lavar el material lignocelulésico opcionalmente pre-tratado;

c) hidrélisis enzimatica del material lignocelulésico opcionalmente lavado y/u opcionalmente pre-tratado utilizando
una composicién enzimatica que comprende al menos dos celulasas y en donde la composicién enzimatica
comprende al menos GH61;y

d) opcionalmente recuperaciéon de un producto de azucar;

en el que durante la etapa de hidrdlisis enzimatica (c) se afiade oxigeno al material lignocelulésico, el reactor para la
hidrélisis enzimatica tiene un volumen de 1 m® o mas y el contenido de materia seca en la etapa de hidrdlisis (c) es
de 10 a 33% en peso.

2. Procedimiento para la preparacion de un producto de fermentacién a partir de material lignocelulésico, que
comprende las siguientes etapas:

a) opcionalmente, pretratamiento del material lignocelulésico;

b) opcionalmente, lavar el material lignocelulésico opcionalmente pre-tratado;

c) hidrélisis enzimatica del material lignocelulésico opcionalmente lavado y/o pre-tratado, opcionalmente utilizando
una composicién enzimatica que comprende al menos dos celulasas y en donde la composicién enzimatica
comprende al menos GH61;

d) fermentacion del material lignocelulésico hidrolizado para producir un producto de fermentacion; y

e) opcionalmente, recuperacion de un producto de fermentacion;

en el que durante la etapa de hidrélisis enzimatica (c) se afiade oxigeno al material lignocelulésico, el reactor para la
hidrélisis enzimatica tiene un volumen de 1 m® o mas y el contenido de materia seca en la etapa de hidrdlisis (c) es
de 10 a 33% en peso.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que el oxigeno se anade en forma de burbujas.
4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el tiempo de hidrdlisis enzimatica es de 5 a 150 horas.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la composicion enzimatica
utilizada conserva la actividad durante 30 horas o mas.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la hidrdlisis se realiza a una
temperatura de 45°C o0 mas.

7. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la composicién enzimatica se
deriva de un hongo o la composicion enzimatica comprende una enzima fungica.

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el contenido de materia seca en
la etapa de hidrélisis (c) es 14 a 33% en peso.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la hidrolisis enzimatica se
lleva a cabo en un reactor de cultivo discontinuo, semi-discontinuo y/o continuo.

10. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el oxigeno se introduce
COmOo un gas que contiene oxigeno.

11. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en el que la fermentacién se realiza
con un microorganismo que es capaz de fermentar al menos un azucar C5.
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