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DESCRIPCION
Proceso para la propagacion de una levadura capaz de fermentar glucosa y xilosa
Antecedentes

La fermentacion de azucares monoméricos a alcohol por medio de levadura es muy conocida desde hace miles de
afos. Es decir, la cerveza ha sido producida por casi todas las culturas y poblaciones en la historia de la humanidad.
En el campo de los biocombustibles, las materias primas de primera generacién que tienen un alto contenido de
almidon, tal como el maiz, se han utilizado con éxito a escala industrial para producir etanol. Los procesos
fermentativos de la tecnologia de primera generacion se aprovechan de la instalacion para hidrolizar la materia prima
para producir una mezcla hidrolizada que tiene una concentracion muy alta de azucares monoméricos CG6,
predominantemente glucosa, y muy pocos o ningun inhibidor de levadura, tal como el acido acético. Ademas, no hay
azucares derivados de hemicelulosa como la xilosa en la materia prima de primera generacion.

El uso de un hidrolizado de materia prima lignocelulésica presenta una serie de problemas exigentes, la mayoria de
los cuales surgen al realizar el proceso a escala industrial. La mayoria de los problemas estan relacionados con hacer
que el proceso sea econdmicamente factible; otros estan relacionados con caracteristicas especificas del hidrolizado
de materia prima lignocelulésica que hacen que el uso de un hidrolizado de materia prima lignocelulésica sea mas
dificil que en el caso de un hidrolizado de primera generacion.

Un primer inconveniente en la conversién de un hidrolizado de materia prima lignoceluldsica por medio de una levadura
es la presencia de azucares monomeéricos C5, principalmente xilosa. Se sabe que la xilosa es dificil o imposible de
convertir mediante enzimas y levaduras naturales, y se han disefiado cdcteles enzimaticos y levaduras genéticamente
modificados especiales para convertir la porcidon hemicelulésica. Incluso con levaduras genéticamente modificadas
para ser capaces de fermentar glucosa y xilosa, la conversion de xilosa es lenta.

Un segundo inconveniente en la conversion de un hidrolizado de materia prima lignocelulésica por medio de una
levadura es la baja concentracién de azucar de un hidrolizado de materia prima lignoceluldsica, que es tipicamente
menos de 100 g de azucares totales por kg de hidrolizado en forma humeda. A bajas concentraciones de azucar, la
tasa de consumo de azucar por parte de la levadura es lenta y, por lo tanto, facilita la propagacion de contaminantes
biologicos, tales como las bacterias, que consumen una porcion relevante de los azucares disponibles para producir
bioproductos no deseados, tales como los acidos lacticos. El problema se ve reforzado por la tasa de conversion lenta
de xilosa por la levadura. De este modo, a menudo se practica la esterilizacion del hidrolizado de materia prima
lignocelulésica por medio de agentes quimicos o bioquimicos, tales como antibiéticos, o por medio de agentes fisicos,
tales como calor o luz, aumentando los costes totales.

Un tercer inconveniente en la conversién de un hidrolizado de materia prima lignoceluldsica por medio de una levadura
es la presencia de compuestos inhibidores en el hidrolizado. Los compuestos como el acido acético, el acido férmico,
el furfural, que se producen tipicamente en el pretratamiento o la hidrolizacion de la materia prima lignocelulosica,
reducen la capacidad de la levadura para consumir azucares, o al menos la tasa de consumo. A menudo se practica
la eliminaciéon de compuestos inhibidores en varias etapas posteriores a la conversién por la levadura, lo que
nuevamente aumenta los costes totales.

Un cuarto inconveniente en la conversidon de un hidrolizado de materia prima lignocelulésica por medio de una
levadura, que tipicamente requiere agitar el hidrolizado, es que el hidrolizado de materia prima lignocelulésica a
menudo se produce en forma de suspension, por lo que es dificil y costoso su agitacién. La suspensién de hidrolizado
de materia prima lignocelulésica puede separarse en un componente liquido que comprende agua y azucares solubles
en agua, y un componente solido que comprende materia prima lignoceluldsica pretratada insoluble en agua,
aumentando nuevamente los costes del proceso.

Un problema principal en un proceso de fermentacion de un hidrolizado de materia prima lignocelulésica es reducir la
cantidad de levadura totalmente necesaria, lo que tiene un gran impacto en el costo del producto final. Para resolver
el problema, generalmente se practica una etapa de propagacion, en la que la levadura se inserta en un medio de
propagacion en condiciones que promueven el crecimiento de la levadura, lo que permite producir mas células de
levadura para ser utilizadas en el siguiente proceso de fermentacion. La propagaciéon puede realizarse en modo
discontinuo, semidiscontinuo y continuo. Si bien se ha demostrado que la propagacién de una levadura en un medio
de propagacién que comprende azucares sintéticos, tanto xilosa como glucosa, es efectiva a escala de laboratorio, se
han propuesto diferentes enfoques para propagar la levadura en un hidrolizado de materia prima lignocelulésica para
reducir los costes del medio de propagacion.

El documento WO2009155633A1 divulga el uso de un sustrato que comprende un material que contiene compuestos
C5, en el crecimiento de levadura Saccharomyces o la produccion de un producto de levadura Saccharomyces, en el
que el material que contiene compuestos C5 es: (a) material que contiene compuestos C5 obtenido a partir de
hidrolizado lignocelulosico; (b) material que contiene compuestos C5 obtenido de la fermentacion de hidrolizado
lignocelulésico; o (¢) una mezcla de (a) y (b). La solicitud de patente también divulga un método para producir biomasa

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2789 328 T3

de levadura Saccharomyces o un producto de levadura Saccharomyces usando el sustrato, comprendiendo el método
incubar un sustrato que comprende un material que contiene compuestos C5 con una levadura Saccharomyces en
condiciones que causan el crecimiento de la levadura Saccharomyces o la produccion del producto. Por lo tanto, la
solicitud de patente no dice nada sobre problemas especificos y soluciones relacionadas involucradas en la
propagacion de levadura en un hidrolizado lignoceluldsico.

El documento WO2014072232A1 divulga un proceso para la propagacion aerébica de levadura en el que la levadura
se cultiva en un reactor, que comprende las etapas de: a) llenar el reactor con una fuente de carbono y una poblacién
inicial de levadura, b) opcionalmente hacer crecer la poblacion inicial de levadura en el reactor en modo discontinuo,
c) medir el pH en el reactor, d) agregar hidrolizado lignoceluldsico al reactor en modo semidiscontinuo a una velocidad
para establecer el pH en el reactor a un valor predeterminado, y e) después de una propagacion suficiente, aislamiento
de la levadura del reactor. La fuente de carbono de la etapa a) puede ser un hidrolizado lignoceluldsico diluido, en el
que se proporciona la dilucion del hidrolizado lignoceluldsico para reducir los efectos de los compuestos inhibidores
del hidrolizado lignocelul6sico. Controlar el crecimiento en el modo semidiscontinuo es dificil a escala industrial, y
aumenta los costes, asi como mantener las condiciones aerdbicas en un proceso de propagacion en un hidrolizado
lignocelulésico, que requiere una fuerte agitacion y un alto flujo de aire. Ademas, la solicitud de patente no reconoce
la presencia de contaminantes bioldégicos como criticos en la etapa de propagacion. A saber, se afirma que la
contaminacion bacteriana o de levadura silvestre rara vez es un problema durante la propagacion porque los tanques
de propagacion de levadura son mas pequefios y se pueden limpiar mas facilmente que los tanques de fermentacion.
Ademas de la limpieza, se pueden agregar productos antibacterianos para evitar el crecimiento de microbios no
deseados.

El documento US8450094 divulga un método de propagacion de una levadura en un medio para propagacion, en el
que se suministra xilosa al medio como fuente de carbono para el crecimiento de la masa celular. Una primera masa
celular se propaga en condiciones aeroébicas con un flujo de aire de al menos 1,0 volumenes de aire por volumen de
medio por minuto en una segunda masa celular, que se propaga opcionalmente en la siguiente etapa en una tercera
masa celular. El método secuencial divulgado en la patente para producir una cantidad razonable de levadura requiere
largos tiempos de propagacion en condiciones favorables para los contaminantes bioldgicos, lo que requiere la
esterilizacion de la fuente de carbono.

Elia Tomas-Pejd y Lisbeth Olsson "Influence of the propagation strategy for obtaining robust Saccharomyces cerevisiae
cells that efficiently co-ferment xylose and glucose in lignocellulosic biomass hydrolysates" Microbial Biotechnology
volumen 8, 2015, paginas 999-1005, revelan que la adicién de hidrolizado lignocelulésico durante la propagacion de
las células las adaptan a los inhibidores, dando como resultado células mas tolerantes con fases de retraso mas cortas
y tasas de crecimiento especificas mas altas en medio minimo que contiene acido acético y vainillina que las células
no adaptadas.

Por lo tanto, existe la necesidad de un proceso para propagar una levadura en un hidrolizado de materia prima
lignocelulésica que pueda usarse a escala industrial. Se cree que el proceso divulgado supera los inconvenientes
mencionados anteriormente al usar un hidrolizado de materia prima lignocelulésica, proporcionando una solucién para
propagar una levadura en un hidrolizado de materia prima lignocelulésica a escala industrial.

Resumen

Se divulga un proceso para propagar una levadura capaz de fermentar glucosa y xilosa de un hidrolizado de materia
prima lignocelulésica, comprendiendo dicho proceso propagar la levadura durante al menos un primer y segundo ciclo
de propagacion. El primer ciclo de propagacion (Pn, donde n = 1) comprende las etapas de: poner en contacto la
levadura a una densidad inicial de levadura con un primer medio de cultivo que comprende una primera porcion del
hidrolizado de materia prima lignoceluldsica; y permitir que la levadura se propague para crear un primer caldo poblado
que comprende agua y una primera levadura propagada, en el que al menos el 50% de la glucosa y menos del 20%
de la xilosa en el primer medio de cultivo se consumen en el primer ciclo de propagacion. El segundo ciclo (P2, n = 2)
comprende las etapas de: separar el primer caldo poblado en al menos una primera porcion eliminada y una primera
porcion residual, en el que tanto la primera porcion residual como la primera porcién eliminada comprenden parte de
la primera levadura propagada; poner en contacto la primera porcion residual con un segundo medio de cultivo que
comprende una segunda porcion del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica; y permitir que la levadura se
propague para crear un segundo caldo poblado que comprende agua y una segunda levadura propagada, en el que
al menos el 50% de la glucosa y menos del 20% de la xilosa en el segundo medio de cultivo se consumen en el
segundo ciclo de propagacion.

El proceso divulgado puede comprender ademas ciclos de propagacién posteriores Pn, en el que n es un numero
entero mayor que 2 y es uno (1) mayor que el numero del ciclo del ciclo inmediatamente anterior (n-1), comprendiendo
cada ciclo de propagacién Pn el etapas de: separar el caldo poblado del Pn.1 en al menos una porcion eliminada del
Pn-1 y una porcion residual del Pn1, en la que tanto la porcién residual del Pn.-1 como la porciéon eliminada del Pn.1
comprenden algo de la levadura propagada del Pn-1; poner en contacto la porcion residual del caldo poblado de al
menos uno de los ciclos anteriores y un medio de cultivo del Pn que comprende una porcion del Pn del hidrolizado de
materia prima lignoceluldsica; y permitir que la levadura se propague para crear un caldo poblado del Pn, en el que al

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2789 328 T3

menos el 50% de la glucosa y menos del 20% de la xilosa en el medio de cultivo del Pn se consumen en el ciclo de
propagacion Pn.

También se divulga que la etapa de permitir que la levadura se propague en los ciclos de propagacién Pn puede
realizarse en modo discontinuo, en el que n es un numero entero igual o mayor que 1.

Se divulga ademas que la densidad de la levadura inicial en el primer ciclo de propagacion puede estar en el intervalo
de 1 x 108 a 1 x 108 células de levadura por miligramo del primer medio de cultivo en base humeda.

También se divulga que en la cantidad de porcion eliminada del Pn-1 y la cantidad de la porcion del Pn del hidrolizado
de materia prima lignocelulésica se puede seleccionar para que tenga una densidad inicial de levadura en el ciclo de
propagacion P en el intervalo de 1 x 108 a 1 x 108 células de levadura por miligramo del medio de cultivo del Pn en
base humeda, en el que n es un numero entero mayor que 1.

Se divulga ademas que la densidad inicial de levadura en el ciclo de propagacion Pn, en el que n es un numero entero
mayor que 1, puede ser mayor que la densidad inicial de levadura en el primer ciclo de propagacion.

También se divulga que la densidad final de levadura en el ciclo de propagacion Pn puede estar en el intervalo de 1 x
107 a 1 x 10° células de levadura por miligramo del caldo poblado del P en base hiumeda, en el que n es un nimero
entero igual o mayor que 1.

Se divulga ademas que el tiempo de propagacion del primer ciclo de propagacién puede ser menor que un valor
seleccionado del grupo que consiste en 30 horas, 25 horas y 20 horas.

También se divulga que el tiempo de propagacion del ciclo de propagacién Pn puede ser menor que un valor porcentual
seleccionado del grupo que consiste en 70%, 50% y 40% del primer tiempo de propagacion, en el que n es un niumero
entero mayor que 1.

Se divulga ademas que el medio de cultivo puede comprender ademas una fuente de nitrégeno.
También se divulga que no se pueden afiadir vitaminas y/u oligoelementos al proceso.

Se divulga ademas que el hidrolizado de materia prima lignocelulésica puede contener contaminantes bioldgicos, y la
densidad de contaminantes biolégicos en el medio de cultivo del Py inicial puede estar en un intervalo seleccionado
del grupo que consiste en 10° UFC/mL a 10 UFC/mL, de 10" UFC/mL a 105 UFC/mL, y 102 UFC/mL a 103 UFC/mL
del medio de cultivo del Pn inicial, en el que n es un nimero entero igual o mayor que 1.

También se divulga que el hidrolizado de materia prima lignoceluldsica no puede someterse a ninguna esterilizacion.
Se divulga ademas que no se pueden afiadir agentes antibacterianos al proceso.

También se divulga que el hidrolizado de materia prima lignocelulésica puede ser una suspension que comprende
materia prima lignocelulésica pretratada insoluble en agua.

Se divulga ademds que la materia seca del medio de cultivo del Pn puede ser inferior al 30% y mayor que un valor
porcentual seleccionado del grupo que consiste en 5%, 10%, 15% y 20%, en el que n es un numero entero igual o
mayor que 1.

Se divulga también que todos los ciclos de propagacion pueden realizarse en un recipiente de propagacion unico.

Se divulga ademas que el recipiente de propagacion no puede someterse a ninguna esterilizacion y/o limpieza entre
y/o durante los ciclos de propagacion.

También se divulga que el proceso divulgado puede comprender ademas las etapas de: introducir una o mas porciones
eliminadas del Pn y un medio de fermentacion que comprende una porcion adicional del hidrolizado de materia prima
lignocelulésica en al menos un recipiente de fermentacion; permitiendo que la levadura fermente glucosa y xilosa para
crear un caldo de fermentacién, que comprende un producto de fermentacion, en el que n es un nimero entero igual
0 mayor que 1.

Descripcion detallada

Se divulga un proceso de multiples etapas para propagar secuencialmente una levadura en dos o mas ciclos de
propagacion en medios de cultivo respectivos, cada uno de los cuales comprende una porcion de un hidrolizado de
materia prima lignoceluldsica, como se define en las reivindicaciones. La levadura es capaz de fermentar azlcares
monomeéricos de glucosa y xilosa, que son los dos componentes principales del azucar del hidrolizado de materia
prima lignocelulésica.
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De acuerdo con un aspecto, el proceso divulgado proporciona una solucién que puede implementarse a escala
industrial, superando los problemas que ocurren en una planta de conversion real.

De acuerdo con otro aspecto, el proceso divulgado permite producir la levadura necesaria en una siguiente etapa de
fermentacion a partir de una pequefia cantidad de levadura, reduciendo asi sensiblemente los costes de fermentacion.
De acuerdo con otro aspecto, en el proceso divulgado, la propagacion de la levadura se produce en un hidrolizado de
materia prima lignoceluldsica ya disponible en la planta de conversion, evitando o reduciendo en gran medida los
costes asociados a las costosas fuentes de carbono.

De acuerdo con un aspecto adicional, el proceso divulgado permite el uso de un hidrolizado de materia prima
lignocelulésica que puede contener contaminantes biolégicos a un nivel no despreciable, sin el uso de ningun agente
o procedimiento de esterilizacion.

De acuerdo con un aspecto adicional, en el proceso divulgado la propagaciéon de levadura puede ocurrir sin afadir
vitaminas y otros nutrientes costosos.

De acuerdo con un aspecto adicional, en el proceso divulgado, la propagacion de levadura se realiza durante un tiempo
de propagacion que es mas corto que en los procesos divulgados en la técnica.

En el contexto de la presente divulgacién, por "propagacion de una levadura", o "crecimiento de levadura", o
"produccién de una levadura" se entiende el proceso de aumentar la cantidad de levadura, o biomasa de levadura,
obtenida por alimentacion de una cantidad inicial de levadura con una fuente de carbono y opcionalmente otros
nutrientes en condiciones adecuadas. El aumento de la biomasa de levadura o la cantidad de levadura se produce al
aumentar el nimero de células de levadura totalmente producidas, y se puede verificar determinando la densidad de
las células al comienzo y al final de la etapa o etapas de propagacion, o durante la etapa o etapas de propagacion. La
densidad celular puede determinarse contando las células de levadura presentes en muestras representativas del
medio de cultivo en diferentes momentos de la etapa o etapas de propagacion.

La levadura del proceso divulgado es capaz de fermentar no solo glucosa, sino también xilosa. Como una levadura de
origen natural normalmente no es capaz de consumir xilosa, la levadura utilizada en el proceso divulgado es
preferiblemente una levadura de origen no natural o derivada de una levadura de origen no natural.

El término levadura "no natural” significa que el organismo microbiano tiene al menos una alteraciéon genética que
normalmente no se encuentra en una cepa natural de la especie referenciada, incluidas las cepas naturales de la
especie referenciada, para producir la levadura natural capaz de fermentar glucosa y xilosa. Las alteraciones genéticas
pueden incluir, por ejemplo, modificaciones que introducen acidos nucleicos expresables que codifican polipéptidos
metabdlicos, otras adiciones de acido nucleico, eliminaciones de acido nucleico y/u otra alteracién funcional del
material genético de la levadura. Dichas modificaciones pueden incluir, por ejemplo, regiones de codificacion y
fragmentos funcionales de las mismas, para polipéptidos heterélogos, homaologos o tanto heterélogos como homélogos
para las especies referenciadas. Las modificaciones adicionales pueden incluir, por ejemplo, regiones reguladoras no
codificantes en las que las modificaciones alteran la expresién de un gen u operoén.

La levadura no natural de la presente divulgacion puede contener alteraciones genéticas estables, que se refiere a la
levadura que puede propagarse durante mas de cinco generaciones sin pérdida de la alteracion. En general, las
alteraciones genéticas estables incluyen modificaciones que persisten mas de 10 generaciones, las modificaciones
particularmente estables persistiran mas de aproximadamente 25 generaciones, y mas particularmente, las
modificaciones genéticas estables seran mas de 50 generaciones, incluso indefinidamente.

La levadura de la presente divulgacion puede seleccionarse de cualquier género y especie de levaduras conocidos.
Las levaduras son descritas, por ejemplo, por N. J. W. Kreger-van Rij, "The Yeasts", vol. 1 de Biology of Yeast, capitulo
2, A. H. Rose y J. S. Harrison, Eds. Academic Press, Londres, 1987. En una forma de realizacion, la levadura se
selecciona del grupo que consiste en Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Candida, Hansenula, Kluyveromyces,
Debaromyces, Nadsonia, Lipomyces, Torulopsis, Kloeckera, Pichia, Schizosaccharomyces, Trigonopsis,
Brettanomyces, Cryptococcus, Trichosporon, Aureobasidium, Lipomyces, Phaffia, Rhodotorula, Yarrowia, y
Schwanniomyces. Preferiblemente, la levadura se selecciona de cepas de Saccharomyces cerevisiae.

En el proceso divulgado, la principal fuente de carbono utilizada para propagar la levadura es un hidrolizado derivado
de una materia prima lignocelulésica. Se puede encontrar una descripcion detallada de una materia prima
lignocelulésica en el documento WO2015028156A1, paginas 11-14. Una materia prima lignoceluldsica preferida se
selecciona del grupo de residuos agricolas, en particular pajas tales como paja de trigo, paja de arroz o bagazo, tal
como el bagazo de cafia de azucar. Las maderas duras y las maderas blandas también se benefician de este proceso.
Opcionalmente, también se pueden usar otras fuentes de carbono tales como molasa o azucares sintéticos, pero los
azucares monoméricos del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica son preferiblemente al menos 80% en peso,
mas preferiblemente al menos 90%, y lo mas preferiblemente al menos 95% del total de las fuentes de carbono
utilizadas en el proceso. En una realizacion incluso mas preferida, el hidrolizado de materia prima lignocelulésica es
la fuente de carbono Unica utilizada en el proceso divulgado para propagar la levadura.
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El hidrolizado de materia prima lignocelulésica se deriva preferiblemente de la materia prima lignocelulésica por medio
de un proceso de multiples etapas que comprende pretratar la materia prima lignocelulésica para producir una materia
prima lignoceluldsica pretratada y someter la materia prima lignoceluldsica pretratada a hidrdlisis enzimatica. El
pretratamiento aumenta la accesibilidad de los carbohidratos contenidos alli a la accion de las enzimas. Un
pretratamiento preferido comprende el tratamiento hidrotermal de la materia prima lignocelulésica con agua en fase
de vapor en un reactor presurizado, y vapor explotando la materia prima tratada hidrotérmicamente liberando
rapidamente la presion aplicada a la materia prima. El tratamiento hidrotérmico se realiza preferiblemente a una
temperatura en un intervalo de 130 °C a 230 °C durante un tiempo de 1 minuto a 180 minutos. El reactor se presuriza
preferiblemente por vapor a una presion de al menos 10 bares para obtener una ruptura efectiva de la materia prima.

En una realizacién, la materia prima lignocelulésica se somete a un proceso o etapa de remojo para eliminar una
porcion de compuestos no lignocelulésicos contenidos en la materia prima lignoceluldésica cruda tal como sales
inorganicas, ceras y acidos organicos antes de ser tratada hidrotérmicamente en el reactor presurizado. En la etapa o
proceso de remojo, los contaminantes externos, como el suelo, las piedras y los residuos de la cosecha también
pueden separarse. El proceso de remojo comprende preferiblemente introducir la materia prima lignoceluldsica en un
liqguido de remojo que comprende agua a una temperatura de 20 °C a 100 °C, mas preferiblemente de 40 °C y 70 °C
y durante un tiempo de remojo de 30 segundos a 30 minutos, mas preferiblemente de 3 minutos a 15 minutos.

Opcionalmente, la materia prima lignoceluldsica se somete a un tratamiento hidrotérmico preliminar en agua o un
liqguido que comprende agua para solubilizar una porcién de los carbohidratos insolubles en agua contenidos en la
materia prima lignocelulésica antes de introducirse en el recipiente del reactor presurizado. El tratamiento hidrotérmico
preliminar se lleva a cabo en condiciones presurizadas en presencia de agua en una fase de vapor o liquido, o una
mezcla de los mismos, a una temperatura de 100 °C a 190 °C, preferiblemente de 130 °C a 180 °C, y lo mas
preferiblemente de 140 °C a 170 °C. El tratamiento hidrotérmico preliminar se lleva a cabo durante un tiempo en un
intervalo de 10 minutos a 3 horas, preferiblemente de 15 minutos a 3 horas, y lo mas preferiblemente de 20 minutos a
60 minutos. El tratamiento hidrotérmico preliminar solubiliza principalmente el componente hemicelulésico de la
materia prima lignoceluldsica, que puede someterse a degradacion térmica a una temperatura mas alta, y un liquido
que comprende agua y polimeros y oligédmeros de xilosa solubles en agua y opcionalmente otros azucares derivados
de hemicelulosa se separan de ese modo de la materia prima lignocelulésica sélida.

La materia prima lignoceluldsica pretratada se somete a hidrdlisis enzimatica para hidrolizar los azucares poliméricos
y oligoméricos a azucares monomeéricos, que comprenden glucosa y xilosa. La hidrdlisis enzimatica comprende poner
en contacto la materia prima lignoceluldsica pretratada en forma de suspensiéon con una enzima o composicion
enzimatica en condiciones que promueven la actividad enzimatica. De este modo, se proporciona una suspension de
la materia prima lignocelul6sica pretratada mezclando la materia prima lignoceluldsica pretratada con un liquido que
comprende agua para tener una materia seca preferiblemente entre 10% y 25%; opcionalmente, cuando se practica
el tratamiento hidrotérmico preliminar, también se puede usar al menos una porcion del liquido que comprende agua
y polimeros y oligémeros de xilosa solubilizados producidos en el mismo. La hidrélisis enzimatica se realiza tipicamente
a un pH entre 4,5 y 5,0 a una temperatura entre 45 °C y 55 °C, y durante un tiempo de hidrélisis de 24 horas a 72
horas, bajo agitacion de la mezcla.

La hidrolisis enzimatica puede realizarse en una o mas etapas. Preferiblemente, la hidrélisis enzimatica se realiza en
dos etapas en recipientes de hidrdlisis separados. En las primeras etapas de la hidrélisis, que se realizan durante un
tiempo entre 12 horas y 30 horas en un primer recipiente, se obtiene una hidrélisis parcial de la materia prima
lignocelulésica pretratada para obtener la licuefaccion de la materia prima lignocelulésica pretratada, obteniendo asi
una mezcla parcialmente hidrolizada que tiene una viscosidad menor a aquella de la suspension inicial. La mezcla
parcialmente hidrolizada se mueve luego a un segundo recipiente de hidrdlisis, en el que se continla una segunda
etapa de hidrdlisis durante el tiempo comprendido entre 12 horas y 60 horas para obtener el hidrolizado de materia
prima lignocelulésica, que comprende agua, materia prima lignocelulésica pretratada residual insoluble en agua y
azucares solubles en agua que comprenden glucosa y xilosa. El hidrolizado de materia prima lignocelulésica puede
comprender ademas otros azdcares monomeéricos C6 y C5 solubles en agua, tipicamente a una concentracion inferior
a glucosa y xilosa, respectivamente.

Incluso mas preferiblemente, la hidrélisis enzimatica se realiza de acuerdo con las ensefianzas del documento
W02010113130.

Al menos una porcion de la materia prima lignoceluldsica pretratada residual insoluble en agua puede eliminarse del
hidrolizado de materia prima lignoceluldsica. La separacion de la materia prima lignocelulésica pretratada residual
insoluble en agua se puede obtener, por ejemplo, por decantacién, centrifugacion o prensado del hidrolizado de
materia prima lignocelulésica o una combinacion de los mismos. Sin embargo, incluso si la presencia de materia prima
lignocelulésica pretratada residual insoluble en agua en el proceso de propagacién divulgado puede dar lugar a
problemas de mezcla, algunos de los aziicares monoméricos solubles en agua empapados en los sélidos residuales
pueden retirarse del hidrolizado de materia prima lignocelulésica en la etapa de separacion y perderse, de este modo
en una realizacion preferida no se practica la eliminacién de sélidos y el hidrolizado de materia prima lignocelulésica
es una suspension que comprende materia prima lignocelulésica pretratada insoluble en agua.
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El proceso o procesos descritos anteriormente para derivar el hidrolizado de materia prima lignocelulésica a partir de
la materia prima lignocelulésica son realizaciones ejemplares y preferidas para proporcionar el hidrolizado de materia
prima lignocelulésica utilizado como la principal fuente de carbono para propagar una levadura de acuerdo con el
proceso divulgado, y se entiende que estan destinados a limitar de alguna manera el alcance de la invencion.

El hidrolizado de materia prima lignocelulésica puede tener una materia seca entre 5% y 30%, preferiblemente entre
10% y 20%.

El hidrolizado de materia prima lignocelulésica tiene una concentraciéon de glucosa que puede estar en el intervalo de
20 g/kg a 100 g/kg del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica en base humeda, preferiblemente de 30 g/kg a 70
g/kg y lo mas preferiblemente de 40 g/kg a 50 g/kg.

El hidrolizado de materia prima lignocelulésica tiene una concentracion de xilosa que puede estar en el intervalo de
10 g/kg a 40 g/kg del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica en base humeda, preferiblemente de 15 g/kg a 30
g/kg, y lo mas preferiblemente de 20 g/kg a 25 g/kg.

El hidrolizado de materia prima lignocelulésica puede comprender ademas compuestos inhibidores seleccionados de
las listas de acido acético, acido férmico, furfural e hidroximetilfurfural (5-HMF), que se forman en etapas o procesos
previos de pretratamiento e hidrdlisis, e inhiben la crecimiento de la levadura, causando al menos un retraso en la tasa
de crecimiento.

En particular, el 4cido acético puede tener una concentracion que esta en el intervalo de 2 g/kg a 7 g/kg del hidrolizado
de materia prima lignoceluldsica en base humeda.

El hidrolizado de materia prima lignocelulésica puede contener ademas contaminantes biolégicos, como ocurre
tipicamente al operar a escala industrial. Los contaminantes bioldgicos son organismos microbianos diferentes de la
levadura que se propagaran de acuerdo con el proceso divulgado, y cuya presencia es en general perjudicial para el
rendimiento del proceso divulgado, consumiendo una porcion de los azicares monoméricos totalmente disponibles
para el crecimiento de la levadura deseada. Los contaminantes biolégicos pueden comprender bacterias y hongos,
asi como levaduras diferentes de la levadura que se desea propagar, tales como las levaduras de tipo silvestre. Las
bacterias acido lacticas, en particular de la especie Lactobacillus, son los contaminantes bacterianos principales. Las
concentraciones de acido lactico de las mezclas de fermentacidon generalmente se toman como una medida del grado
de contaminacion. La contaminacion biolégica se ha controlado mediante la esterilizacion del hidrolizado de materia
prima lignocelulésica, el medio de cultivo y fermentacion y los equipos involucrados en el proceso, que se pueden
obtener mediante la adicién de agentes antibacterianos, yales como antibioticos u otros agentes asépticos, o mediante
procedimientos de esterilizacion, tales como la pasteurizacion, mediante la aplicacion de agentes fisicos, que incluyen,
entre otros, calor, luz y radiacion, antes, entre o durante el transcurso de los procesos de fermentacion/propagacion.
Por "esterilizacion" se considera en el presente documento la reduccién de la densidad de contaminantes biolégicos
por un factor de al menos 100. El uso de agentes antibacterianos y procedimientos de esterilizacién, que introduce
costes adicionales, se evita preferiblemente en el proceso divulgado, al mismo tiempo que se mantiene el crecimiento
de contaminantes biolégicos en un nivel razonablemente bajo.

Preferiblemente, el hidrolizado de materia prima lignocelulésica no se somete a ninguna etapa o procedimiento de
esterilizacion, lo que seria dificil y costoso de practicar a escala industrial.

Preferiblemente, no se usan agentes antibacterianos en el proceso divulgado, ni se afiaden al hidrolizado de materia
prima lignocelulésica antes del proceso divulgado.

En el proceso divulgado, la levadura se propaga en ciclos de propagacion secuenciales que se indican en el presente
documento mediante Pn, en el que n es mayor o igual a 1, en medios de cultivo respectivos que comprenden diferentes
alicuotas del hidrolizado de materia prima lignocelulésica. El proceso de propagacion divulgado comprende al menos
dos ciclos de propagacion. Para reducir el coste de la levadura de partida en todo el proceso, preferiblemente los ciclos
de propagacién son al menos tres, mas preferiblemente al menos cinco, y lo mas preferiblemente al menos siete.
Incluso si no hay un limite tedrico, se cree que los ciclos de propagacion pueden repetirse hasta veinte veces sin
alterar la capacidad de la levadura para fermentar glucosa y xilosa.

Preferiblemente, cada ciclo de propagacion se realiza en modo discontinuo, en el que el hidrolizado de materia prima
lignocelulésica se agrega antes de comenzar el ciclo de propagacion, o al comienzo del ciclo de propagacion.

En el primer ciclo de propagacién, se pone en contacto una primera cantidad de levadura con un primer medio de
cultivo y se mantiene en condiciones que promueven la propagacién de la levadura para producir una primera levadura
propagada. En cada ciclo de propagacién siguiente Pn, una porcién de la levadura propagada en un ciclo de
propagacion anterior, que es preferiblemente el ciclo de propagacion inmediatamente anterior Pn.1, se usa como
indculo para el ciclo de propagacion Pn en operacion. De este modo, una cantidad adecuada de una levadura
propagada previamente se pone en contacto con un medio de cultivo del Pn y se deja propagar para producir una
levadura propagada del Pn. En todos los ciclos de propagacion Py, las células de levadura pueden convertir una porcion
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del carbono del azucar en un producto de fermentacién, dependiendo de las condiciones de propagacion. El etanol es
un producto de fermentacién preferido.

El primer ciclo de propagacion tiene caracteristicas distintivas con respecto a todos los siguientes ciclos de
propagacion. A saber, en el primer ciclo de propagacion, se usa una levadura de inicio. Cuando la levadura inicial se
pone en contacto con el primer medio de cultivo, el consumo de azlcares por la levadura inicialmente no se produce
de manera significativa. Este periodo se denomina fase de retraso y puede considerarse un periodo de adaptacion de
la levadura al hidrolizado de materia prima lignocelulésica, en el que el crecimiento de la levadura es insignificante. La
levadura utilizada en los siguientes ciclos de propagacion Pn, en los que n es mayor que 1, es una levadura propagada
en el hidrolizado de materia prima lignocelulésica, por lo que la fase de retraso correspondiente del Pn se reduce
significativamente con respecto a la fase de retraso del primer ciclo de propagacion.

La tasa de consumo de azucares es un parametro importante del proceso divulgado, especialmente en el caso de que
el hidrolizado de materia prima lignocelulésica comprenda algunos contaminantes bioldgicos y no se utilicen agentes
esterilizantes y antibacterianos, ya que en estas condiciones se mejora el crecimiento competitivo de contaminantes
bioldgicos. El consumo de glucosa por la levadura es la favorita con respecto al consumo de xilosa, por lo tanto, la
concentracién de glucosa en el medio de propagacién comenzara a disminuir, mientras que el consumo de xilosa no
continuara significativamente hasta que la concentracion de glucosa disminuya por debajo de un cierto valor critico. A
medida que disminuye la afinidad de la levadura por los azlcares restantes en el medio de cultivo, la tasa de consumo
de azucar total por la levadura disminuira con el tiempo, haciendo que el crecimiento competitivo de contaminantes
bioldgicos sea favorable. De este modo, en el proceso divulgado, todos los ciclos de propagacion Pn, en los que n es
un numero entero igual o mayor que 1, se prolongan durante un tiempo suficiente para consumir al menos el 50% de
la glucosa contenida en el medio de propagacion inicial, y menos de 20% de la xilosa contenida en el medio de
propagacion inicial. Se pretende que el consumo de glucosa y xilosa sea el consumo total ocurrido durante la etapa
de propagacion, y se puede verificar midiendo la concentracién de azucar correspondiente en el medio de propagacion.
De este modo, el consumo total de azucar que ocurre en el ciclo de propagacion Pn incluye también el consumo de
azucar por contaminantes biolégicos, que se pretende minimizar en el proceso divulgado, y el azicar finalmente se
convierte en el producto de fermentacion. Para mejorar el rendimiento del proceso en términos de biomasa de levadura
producida, preferiblemente los ciclos de propagacion se llevan a cabo durante un tiempo de propagacién suficiente
para consumir al menos el 70% de la glucosa del medio de propagacion inicial, y lo méas preferiblemente al menos el
80%. Al mismo tiempo, para evitar que la tasa de consumo total de azucar alcance un valor critico para el crecimiento
competitivo de contaminantes bioldgicos, preferiblemente el ciclo de propagacion Pn se prolonga por un tiempo de
propagacion suficiente para consumir menos del 10% de la xilosa en el medio de cultivo inicial, mas preferiblemente
menos del 5%. Se observa que cada ciclo de propagacion del proceso divulgado puede caracterizarse por un consumo
especifico de glucosa y xilosa y un tiempo de propagacion, siempre que estos parametros estén dentro de los
intervalos divulgados. También se observa que, aunque la cantidad total de xilosa consumida en la etapa de
propagacion es preferiblemente mayor que 0, en algunos casos la xilosa puede no consumirse apreciablemente al
menos en el primer ciclo de propagacion. A saber, el primer ciclo de propagacién generalmente requiere un tiempo de
propagacion que es mayor que el tiempo de propagacion en los siguientes ciclos de propagacion, debido a su fase de
retraso mas larga. El primer ciclo de propagacion puede realizarse durante un tiempo de propagacion que sea inferior
a 30 horas, pero preferiblemente inferior a 25 horas, mas preferiblemente inferior a 20 horas y lo mas preferiblemente
inferior a 16 horas. El tiempo de propagacion de los siguientes ciclos de propagacion Pn en los que n es un niumero
entero mayor que 1, es preferiblemente menor que 70%, mas preferiblemente menor que 50% y lo mas preferiblemente
menor que 40% del primer tiempo de propagacion.

Incluso si se puede usar mas de un recipiente de propagacion, preferiblemente todos los ciclos de propagacion se
llevan a cabo en un solo recipiente de propagacion. Para minimizar los costes, el recipiente o recipientes de
propagacion preferiblemente no estan sujetos a ninguna esterilizacion y/o limpieza entre y/o durante los ciclos de
propagacion.

Para limitar el efecto del crecimiento competitivo de contaminantes biolégicos, el hidrolizado de materia prima
lignocelulésica se mantiene preferiblemente a una temperatura de 45 °C a 55 °C antes de usarse en el proceso
divulgado, y lo mas preferiblemente a la temperatura de la hidrdlisis enzimatica o la etapa final de hidrdlisis enzimatica.
A esta temperatura, la actividad de los contaminantes bioldgicos se reduce significativamente.

En cada ciclo de propagacion Pn, en el que n es un nimero entero igual o mayor que 1, se usa una porcion P, del
hidrolizado de materia prima lignocelulésica para formar el medio de cultivo. La temperatura de la porcién Pn del
hidrolizado de materia prima lignocelulésica se reduce a la temperatura de propagacion del ciclo de propagacion P,
que preferiblemente esta en el intervalo de 28 °C a 35 °C. Se pueden usar intercambiadores de calor para enfriar la
porcién Pn del hidrolizado de materia prima lignocelulésica a la temperatura de propagacion en el recipiente de
propagacion o antes de entrar en el recipiente de propagacion.

Se puede usar agua o un liquido que comprende agua, y cantidades limitadas opcionales de fuentes de carbono
adicionales diferentes del hidrolizado de materia prima lignocelulésica para alcanzar la materia seca deseada. Una de
las ventajas que ofrece el proceso divulgado es la posibilidad de realizarse en una materia seca que es mas alta que
otros procesos conocidos que utilizan un hidrolizado lignocelulésico como fuente principal de carbono. La materia seca
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del medio de cultivo es preferiblemente inferior al 30%, ya que seria dificil de agitar, y preferiblemente es superior al
5%, mas preferiblemente superior al 10%, incluso mas preferiblemente superior al 15%, lo mas preferiblemente mayor
al 20%. Se puede agregar agua o el liquido que comprende agua a una temperatura que es menor que la temperatura
de propagacion para enfriar la porcién Pn del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica.

Por lo tanto, la densidad de contaminantes biolégicos en el medio de cultivo del P inicial puede mantenerse a un nivel
razonable, que puede estar en un intervalo de 10° UFC/mL a 108 UFC/mL, preferiblemente de 10" UFC/mL a 10°
UFC/mL, y lo mas preferiblemente de 102 UFC/mL a 108 UFC/mL de medio de cultivo del Py inicial, en el que n es un
numero entero igual o mayor que 1, y UFC = unidades formadoras de colonias.

El medio de cultivo del Pn, en el que n es un niumero entero igual o mayor que 1, puede comprender ademas una
fuente de nitrégeno, tipicamente urea, que es una fuente de nutrientes econdmica para la levadura, pero
preferiblemente esta libre de vitaminas afadidas y/o oligoelementos, que generalmente se usan a escala de laboratorio
como suplementos de crecimiento, pero son extremadamente costosos. Dicho en otras palabras, preferiblemente no
se afiaden vitaminas y/u oligoelementos al hidrolizado de materia prima lignocelulésica y a los medios de cultivo
durante el proceso o en las etapas previos al proceso.

Preferiblemente, el pH del medio de cultivo del Pn se ajusta a un valor de 5,0 a 5,5, por ejemplo, afiadiendo, por
ejemplo, una cantidad adecuada de una base (solucién de NaOH). Si es necesario para mantener el pH en el intervalo
deseado, se pueden agregar alicuotas adicionales de la base durante la etapa de propagacion.

En el primer ciclo de propagacion, la levadura se puede agregar al primer medio de cultivo, o a los componentes
utilizados para formar el primer medio de cultivo. En una realizacion, la levadura se agrega a la primera porcion del
hidrolizado de materia prima lignoceluldsica utilizada para formar el primer medio de propagacion. La cantidad de
levadura en contacto con el primer medio de cultivo variara de acuerdo con el volumen total del primer medio de
propagacion. Preferiblemente, en el primer ciclo de propagacion se agrega una cantidad de levadura para tener una
densidad inicial de levadura que esta entre 1 x 106 y 1 x 108 células de levadura por miligramo del primer medio de
cultivo en base humeda.

En todos los ciclos de propagacion Pn, en los que n es un numero entero igual o mayor que 1, la propagacion se
produce preferiblemente en condiciones aerdbicas para aumentar la cantidad de levadura propagada producida. Las
condiciones aerobicas se caracterizan por una saturacion media de oxigeno en el medio de propagacion que es
superior al 10%. La saturacion de oxigeno es la relacion entre la concentracion de oxigeno disuelto (O2) en el medio
de cultivo con respecto a la cantidad maxima de oxigeno que se disolvera en el medio de cultivo a esa temperatura y
presion bajo un equilibrio estable. De este modo, se inserta un flujo de oxigeno, aire u otra mezcla de gases que
comprende oxigeno en el medio de propagacion, preferiblemente a un caudal medio entre 50 vvm y 200 vvm. Para
promover la difusion de oxigeno en el medio de propagacién, también se puede proporcionar agitacion o mezcla al
medio de propagacion. Las condiciones aerdbicas pueden mantenerse durante al menos una parte de la etapa de
propagacion. En algunos casos, pueden lograrse intervalos ciclicos especificos de condiciones aerébicas/anaerdbicas
actuando sobre la mezcla del medio de cultivo.

Al final del ciclo de propagacion Pn, en el que n es un nimero entero igual o mayor que 1, se obtiene un caldo poblado
del Pn que comprende agua y una primera levadura propagada. El caldo poblado puede comprender ademas productos
de fermentacion, es decir, etanol, que han sido producidos por la actividad fermentativa de la levadura, azlcares
solubles en agua no consumidos por la levadura y materia prima lignoceluldsica pretratada residual insoluble en agua.
En una realizacién preferida, el hidrolizado de materia prima lignocelulésica comprende ademas enzimas residuales
de la etapa o etapas de hidrdlisis, una parte de las cuales todavia estan activas. Incluso si las condiciones de
propagacion no son optimas para la actividad enzimatica, una porcion de los carbohidratos insolubles en agua en la
materia prima lignoceluldsica pretratada residual insoluble en agua puede hidrolizarse hasta azucares adicionales
solubles en agua que, por lo tanto, estan disponibles para la levadura. En este caso, la cantidad total de glucosa y
xilosa consumida por la levadura tendra en cuenta los azlcares adicionales solubles en agua.

En todos los ciclos de propagacion Pn, se producira una cantidad de levadura propagada que puede ser de 5 a 15
veces la cantidad inicial de levadura correspondiente. El mismo intervalo preferido se aplica a la densidad celular de
levadura.

Preferiblemente, en el ciclo de propagacion del Py, la densidad final de la levadura esta entre 1 x 107 y 1 x 10° células
de levadura por miligramo del primer medio de cultivo en base humeda.

En los siguientes ciclos de propagacion Pn, en los que n es un niumero entero mayor que 1, el caldo poblado del Pn-1
se separa en al menos dos porciones, a saber, la porcion eliminada y la porcién residual del caldo poblado del Pn.-1,
comprendiendo cada porcion una porcion de la levadura propagada previamente del Pn.1. La separacion preferida
comprende una division del caldo poblado del Pn-1 en una porcién residual del Pn-1 y una porcién eliminada del Pn-1, en
la que las dos porciones tienen la misma composicion. En la realizacién mas preferida, la porcion eliminada del caldo
poblado del Pn.1 se retira del recipiente de propagacion, y la porcion residual del Pn.1 se deja en el recipiente de
propagacion para el ciclo de propagacion Pn. En algunas realizaciones, la separacion puede comprender una
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separacion selectiva de componentes especificos del caldo poblado, por ejemplo, por medio de filtracion o
centrifugacion, para producir dos porciones que tienen una composicion diferente. De este modo, en algunos casos,
las dos porciones pueden caracterizarse por tener una densidad diferente de levadura poblada. En algunas
realizaciones, las dos porciones pueden tener un contenido diferente de materia prima lignoceluldsica pretratada
residual insoluble en agua.

Después del primer ciclo de propagacion (Pn = 1), el proceso se somete al segundo ciclo de propagacion (Pn = 2) como
se describié anteriormente para los ciclos de propagacion en los que n es un nimero entero mayor que 1.

La cantidad de la porcién residual del Pn-1 es preferiblemente menos del 50% del caldo poblado del Pn-1 en peso en
base humeda, mas preferiblemente menos del 40%, y lo mas preferiblemente menos del 25%.

En cada ciclo de propagacion Pn después de la primera propagacion P1, la porcion residual de un ciclo de propagacion
anterior se usa como indculo de levadura. Preferiblemente, en el ciclo de propagacion Pn se usa la porcion residual
del ciclo de propagacion inmediatamente anterior Pn.1. De este modo, una porcion residual de un ciclo de propagacion
anterior se pone en contacto con un medio de cultivo que comprende una porcion correspondiente del Pn del
hidrolizado de materia prima lignoceluldsica. En una realizacién preferida, se agrega una alicuota del P del hidrolizado
de materia prima lignocelulésica al recipiente de propagacién que contiene la porcion residual del ciclo de propagacion
Pn-1 para formar el medio de cultivo del Pn. La densidad de contaminantes biolégicos en la porcién residual que se usa
en el ciclo de propagacién Pn puede ser mayor que en la densidad de contaminantes biolégicos en el hidrolizado de
materia prima lignocelulésica, debido a la propagacion competitiva de contaminantes. La adicién de una porcion
adecuada del Pn del hidrolizado de materia prima lignocelulésica diluira en este caso la densidad de contaminantes
biolégicos en el medio de propagacion del P inicial a un valor deseado.

Preferiblemente, la cantidad de la porcién residual de un ciclo de propagacion anterior y la cantidad de la porcion del
Pn del hidrolizado de materia prima lignocelulésica utilizado para formar el medio de cultivo del Pn se seleccionan para
tener una densidad inicial de levadura en el ciclo de propagacién Pn que es mayor que la densidad inicial de levadura
en el primer ciclo de propagacion.

Incluso mas preferiblemente, la cantidad de la porcion residual de un ciclo de propagacion anterior y la cantidad de la
porcion del Pn del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica utilizada para formar el medio de cultivo del Pn se
seleccionan para tener una densidad inicial de levadura en el ciclo de propagacion Pn que es mayor que entre 1 x 10°
y 1 x 108 células de levadura por miligramo del medio de cultivo del P en base humeda, en el que n es un nimero
entero mayor que 1.

Las porciones eliminadas de los caldos poblados, que comprenden levadura propagada en los diferentes ciclos de
propagacion, pueden usarse para fermentar un medio de fermentacion que comprende azucares solubles en agua
para producir un producto de fermentacion. Preferiblemente, el producto de fermentacién es etanol.

En una realizacion preferida, una o mas porciones eliminadas de caldos poblados se ponen en contacto con un medio
de fermentacion que comprende una porcién adicional del hidrolizado de materia prima lignocelulésica en un recipiente
de fermentacion. El hidrolizado de materia prima lignocelulésica se utiliza como fuente de carbono para formar el
medio de fermentacién, de tal manera que la levadura propagada ya esta adaptada al medio de fermentacion. La
xilosa remanente y la glucosa opcionalmente contenida en la porcién o porciones eliminadas de caldos poblados
también se fermentan en el proceso, para aumentar el rendimiento total de la fermentacion. La fermentacion produce
un caldo de fermentacion, que comprende el producto de fermentacion, que se puede separar y recuperar.

Parte experimental
Preparacion del hidrolizado de materia prima lignocelulésica
Se seleccion6 paja de trigo para probar el proceso divulgado.

Primero, la materia prima se sometié a un proceso de pretratamiento, aplicando un tratamiento hidrotérmico preliminar
a una temperatura de 158 °C durante 65 minutos, con una primera solubilizacién de la materia prima. El proceso
generd una suspension de materia prima pretratada, que se separé en una porcion liquida, que comprende
principalmente xilooligdmeros, y una porcion solida por medio de una prensa. La porcion sodlida se sometio a un
tratamiento hidrotérmico con vapor a 204 °C durante 4 minutos, seguido de una explosién de vapor, para generar una
materia prima lignoceluldsica pretratada sélida.

La materia prima lignocelulésica pretratada sélida y la porcion liquida que comprende xilooligdmeros se mezclaron en
un biorreactor, y se afiadié agua para obtener una suspension de materia prima lignoceluldsica pretratada con un
contenido de materia seca del 15% en peso, el pH se ajustd a 5,0 + 0,2 por adicién de NaOH, luego la suspension de
materia prima lignoceluldsica pretratada se sometié a hidrolisis enzimatica.
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Se afadid un céctel enzimatico comercial CTec3 de Novozymes, capaz de hidrolizar azucares C6 y C5,
correspondiente a una dosis de 7% de mg de proteina por gramos de glucanos en la materia prima lignoceluldsica
pretratada y la suspensién se hidrolizé a 50 °C bajo agitacion continua durante 72 horas.

El hidrolizado de materia prima lignocelulésica resultante era una suspensién, que tenia una materia seca del 15% en
peso, que comprendia una fraccion liquida y una materia prima lignocelulésica pretratada residual insoluble en agua.
La composicién del hidrolizado se reporta en la Tabla 1. En la tabla, la materia prima lignoceluldsica pretratada residual
insoluble en agua se separa en sus componentes (glucanos insolubles, xilanos insolubles y lignina y otros insolubles).
El acido acético, el acido formico, el furfural, el hidroximetilfurfural son compuestos inhibidores de la propagacion de
la levadura.

El acido lactico se produce por contaminacién bacteriana y, por lo tanto, se considera como un marcador de presencia
bacteriana. De este modo, una cierta contaminacion bioldgica estaba presente en el hidrolizado de materia prima
lignocelulésica. El hidrolizado de materia prima lignoceluldsica se mantuvo a la temperatura de 50 °C hasta su uso en
los siguientes experimentos de propagacion. No se introdujeron antibidticos.

Tabla 1. Composicion del hidrolizado de materia prima lignocelulésica en base humeda

Concentracion [g/kg]
Glucosa 44 .49
Xilosa 17,86
Glicerol 0,29
Acido formico 0,71
Acido lactico 0,19
Acido acético 2,49
Etanol 0,00
5-HMF 0,06
Furfural 0,05
Oligémeros de glucosa 7,44
Oligémeros de xilosa 5,68
Glucanos insolubles 18,62
Xilanos insolubles 2,46
Lignina y otros insolubles | 49,8

Experimentos de propagacion

El proceso divulgado se prob6 realizando tres ciclos de propagacién secuenciales, de acuerdo con un procedimiento
que puede implementarse a escala industrial. No se practico la esterilizacion entre los ciclos.

Las composiciones, los medios de cultivo y los caldos poblados se reportan en la Tabla 2. Solo los compuestos
solubles en agua relevantes para el proceso se consideran en la tabla. No se reportan otros compuestos solubles en
agua y compuestos solidos.

En el primer ciclo de propagacién, se formo el primer medio de cultivo insertando un volumen de 1,21 de suspension
de hidrolizado de materia prima lignocelulésica caliente en un biorreactor y suplementando con solucién de urea a
razén de 1,5 g/L. El pH se ajustd a 5,2 + 0,1 por adicion de NaOH. No se utilizaron vitaminas ni otros nutrientes. El
medio de cultivo se enfrié a 32 °C antes de insertar la levadura.

La propagacién en cada ciclo se realizd bajo agitacion a 300 rpm en configuracién discontinua, en condiciones
aerobicas de flujo de aire de 1 VVh. VVh corresponde al volumen de gas que fluye por volumen medio de cultivo por
hora.

La densidad celular de levadura se determiné por recuento celular (camara de recuento de células Neubauer) y la
composicion del medio de cultivo se analizé por HPLC para determinar la concentracion de glucosa y xilosa residual
y compuestos criticos para la propagacion de la levadura. Ambas mediciones se realizaron al comienzo vy al final de
cada ciclo de propagacion.

En el primer ciclo de propagacion, se inserto una levadura comercial genéticamente modificada CelluXMR 2 distribuida
por Leaf Technologies, capaz de fermentar glucosa y xilosa, en el medio de cultivo a una densidad inicial de levadura
de 1,3 x 107 levadura células por miligramo de medio de cultivo.

El primer ciclo de propagacion se realizé durante un tiempo de propagacion de 14 horas para tener en cuenta la fase
de retraso inicial. Se logré una concentracion de células de levadura de 1,5 x 108 células de levadura por miligramos
en el primer caldo poblado. Los rendimientos de crecimiento se evaluaron calculando un factor de crecimiento, que es
la relacion entre la concentracion de células de levadura al final y al comienzo de la propagacion. Se obtuvo un factor
de crecimiento de aproximadamente 10 en el primer ciclo de propagacion.
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Se consumieron aproximadamente el 76% de la glucosa inicial y menos del 10% de la xilosa inicial en el primer medio
de propagacion inicial. La concentracion de acido lactico no aumentd significativamente, lo que indica que la
propagacion de contaminantes bacterianos fue a niveles razonables. También se produjo una cierta cantidad de etanol.

Al final del primer ciclo de propagacion, una porcion del primer caldo poblado se retiré del biorreactor, y una porcion
residual de aproximadamente 240 mL del primer caldo poblado se dejo6 para el segundo ciclo de propagacion.

En el segundo ciclo de propagacion, el biorreactor se rellené con una segunda porcién del hidrolizado de materia prima
lignocelulésica, que se enfrié a aproximadamente 32 °C antes de introducirse, y se complementé con urea. El segundo
medio de cultivo tenia un volumen de 1,21 como en el primer proceso de propagaciéon. De este modo, la segunda
porcion del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica representaba aproximadamente el 80% del segundo medio
de cultivo y la porcion residual del primer caldo poblado representaba aproximadamente el 20% del segundo medio
de cultivo (relacion de hidrolizado fresco con respecto al hidrolizado residual de 4:1)

El contenido de glucosa en el segundo medio de cultivo inicial fue ligeramente menor que en el primer medio de cultivo,
ya que la porcién residual del primer caldo poblado se redujo en glucosa. Ademas, algo de etanol estaba presente en
el segundo medio de cultivo, incluso si no habia un nivel problematico para la propagacién. De este modo, la segunda
propagacion se produjo en presencia de una concentracion inicial de etanol en el segundo medio de propagacion. La
concentracion inicial de levadura en el segundo ciclo de propagacion fue 5,3 x 107. El acido lactico estaba presente a
baja concentracion, similar al primer medio de cultivo.

La segunda propagacion se realizé durante 6 horas. Se logré una concentracion de células de levadura de 1,7 x 108
células de levadura por miligramos en el segundo medio de cultivo poblado correspondiente a un factor de crecimiento
de aproximadamente 3,2.

Se consumid aproximadamente el 66% de la glucosa inicial y menos del 10% de la xilosa inicial en el segundo medio
de propagacion inicial. Nuevamente, la concentracion de acido lactico no aumenté significativamente, lo que indica
que la propagacion de contaminantes bacterianos fue a niveles razonables, y también se produjo una cierta cantidad
de etanol.

Después de completar el ciclo de propagacion 2, se realizé un tercer ciclo de acuerdo con el mismo procedimiento que
el ciclo de propagacion 2 (tercer tiempo de propagacion 6 horas).

La concentracion inicial de células de levadura fue de 4,2 x 107 y la concentracion de células de levadura de 1,3 x 108
células de levadura por miligramo se alcanzé en el tercer medio de cultivo poblado correspondiente a un factor de
crecimiento de aproximadamente 3.

Se consumié aproximadamente el 63% de la glucosa inicial y menos del 10% de la xilosa inicial en el tercer medio de
propagacion inicial, produciéndose poco acido lactico.

Tabla 2 Composicion del medio de cultivo inicial (t0) y de los caldos poblados (t14, t6) de los ciclos de propagacién

Ciclo de propagacion 1 Ciclo de propagacion 2 Ciclo de propagacion 3
t0 t14 t0 t6 t0 t6
Glucosa 44,49 10,60 38,08 12,77 37,50 13,88
Xilosa 17,86 16,57 18,09 17,07 18,09 16,99
Glicerol 0,29 1,79 0,71 1,54 0,63 1,39
S Acido férmico 0,71 0,85 0,93 0,70 0,74 0,62
S Acido lactico 0,19 0,22 0,20 0,24 0,22 0,25
£ Acido acético 2,49 2,18 2,44 2,14 2,42 2,01
8 < | Etanol 0,00 16,75 3,78 15,46 3,78 15,46
5 -\; 5-HMF 0,06 0,01 0,04 0,02 0,04 0,02
© = [Furfural 0,05 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00

Experimentos de fermentacion

Las porciones eliminadas de los caldos propagados se usaron como indculo para la fermentacion de diferentes
alicuotas del hidrolizado de materia prima lignocelul6sica.

En cada etapa de fermentacion, se introdujo una alicuota de 960 mL de hidrolizado de materia prima lignoceluldsica
en un recipiente de fermentacion, se enfrié a aproximadamente 32 °C, luego se afiadié un volumen de 240 mL de cada
porcion eliminada de un caldo propagado para formar el medio de fermentacion correspondiente. El pH se ajusté a 5
£ 0,1 con solucién de NaOH y se complementé con solucién de urea a razén de 1,0 g/L. De este modo, en cada etapa
de fermentacion, el volumen de la porcién eliminada correspondiente utilizada como indculo era aproximadamente 1:
5 del volumen total del medio de fermentacion. La fermentacion se realizé durante 48 horas en ausencia de flujo de
aire, en configuracion discontinua, manteniendo una temperatura de 32 °C bajo agitacion a 300 rpm. En la

12



10

15

ES 2789 328 T3

fermentacion, la hidrdlisis enzimatica de la materia prima lignoceluldsica pretratada residual insoluble en agua fue
continuada por las enzimas contenidas en el hidrolizado de materia prima lignocelulésica y algunos azucares
adicionales se pusieron a disposicion de la levadura.

Las composiciones de los medios de fermentacion y los caldos de fermentacion se midieron al principio (t0, medio de
fermentacion) y al final (t48, caldo de fermentacién) de las etapas de fermentacion y se reportan en la Tabla 3. Se
observa que todos los medios de fermentacion contenian algo de etanol del caldo de propagacién correspondiente
diluido con hidrolizado de materia prima lignocelulésica fresca; la concentracion de etanol fue suficientemente baja
para no crear problemas en las etapas de fermentacion. En todos las etapas de fermentacién, la contaminacion
bacteriana fue muy baja o insignificante, como lo demuestra la concentracion de acido lactico que fue estable.

Casi todos los azucares monomeéricos en los medios de fermentacion fueron consumidos por la levadura propagada,
lo que demuestra que la levadura genéticamente modificada mantuvo su capacidad de fermentar glucosa y xilosa en
multiples ciclos de propagacion/fermentacion.

Tabla 3. Composicion de los medios de fermentacion de partida (t0) y de los caldos de fermentacion (148) de los
ciclos de propagacion.

Fermentacion 1 Fermentacion 2 Fermentacion 3

(0] 148 t0 148 t0 t48
glucosa 34,64 0,01 33,98 0,11 34,20 0,00
Xilosa 16,54 0,80 15,97 0,73 15,96 0,66
Arabinosa 1,04 1,02 0,95 0,68 0,96 0,65
glicerol 0,63 1,95 0,44 1,96 0,41 2,50
Acido formico 0,87 0,55 0,80 0,90 0,79 0,63
Acido lactico 0,24 0,27 0,26 0,26 0,24 0,30
Acido acético 2,24 1,82 2,24 1,85 2,22 1,74
Etanol 3,35 27,09 3,09 27,18 3,09 26,74
5-HMF 0,04 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00
furfural 0,04 0,00 0,03 0,00 0,03 0,00
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para propagar una levadura capaz de fermentar glucosa y xilosa de un hidrolizado de materia prima
lignocelulésica, comprendiendo dicho proceso:

propagar la levadura durante al menos un primer ciclo de propagacion y un segundo ciclo de propagacion,
comprendiendo el primer ciclo de propagacion (Pn, en el que n = 1) las etapas de:

a. poner en contacto la levadura a una densidad inicial de levadura con un primer medio de cultivo que comprende
una primera porcién del hidrolizado de materia prima lignocelulésica,

b. permitir que la levadura se propague para crear un primer caldo poblado que comprende agua y una primera
levadura propagada, en el que al menos el 50% de la glucosa y menos del 20% de la xilosa en el primer medio de
cultivo se consumen en el primer ciclo de propagacion,

comprendiendo el segundo ciclo de propagacion (P2, n = 2) las etapas de:

a. separar el primer caldo poblado en al menos una primera porcién eliminada y una primera porcion residual, en la
que tanto la primera porcion residual como la primera porcion eliminada comprenden parte de la primera levadura
propagada,

b. poner en contacto la primera porcién residual con un segundo medio de cultivo que comprende una segunda porcion
del hidrolizado de materia prima lignocelulésica, y

c. permitir que la levadura se propague para crear un segundo caldo poblado que comprende agua y una segunda
levadura propagada, en el que al menos el 50% de la glucosa y menos del 20% de la xilosa en el segundo medio de
cultivo se consuman en el segundo ciclo de propagacion.

2. El proceso de la reivindicacion 1, que comprende ademas ciclos de propagacion posteriores Pn, los que n es un
ndmero entero mayor que 2 y es uno (1) mayor que el numero de ciclos de un ciclo inmediatamente anterior (n-1),
comprendiendo cada ciclo de propagacion Pn las etapas de:

a. separar el caldo poblado del Pn1 en al menos una porcién eliminada del Pn.1 y una porcién residual del Pn.1, en la
que tanto la porcién residual del Pn-1 como la porcion eliminada del Pn-1 comprenden parte de la levadura propagada
del Pn—1,

b. poner en contacto la porcién residual del caldo poblado de al menos uno de los ciclos de propagacion anteriores y
un medio de cultivo del Pn que comprende una porcion del P del hidrolizado de materia prima lignocelul6sica, y

c. permitir que la levadura se propague para crear un caldo poblado del Pn, en el que al menos el 50% de la glucosa
y menos del 20% de la xilosa en el medio de cultivo del Pn se consuman en el ciclo de propagacion del Pn.

3. El proceso de la reivindicacion 1 o 2, en el que la etapa de permitir que la levadura se propague en los ciclos de
propagacion Pn se realiza en modo discontinuo, en el que n es un numero entero igual o mayor que 1.

4. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la densidad inicial de levadura en el primer ciclo
de propagacion esta entre 1 x 108 y 1 x 108 células de levadura por miligramo del primer medio de cultivo en base
himeda.

5. El proceso de la reivindicacion 4, en el que en la cantidad de porcion eliminada del Pn.1 y la cantidad de la porcién
del Pn del hidrolizado de materia prima lignocelulésica se seleccionan para tener una densidad inicial de levadura en
el ciclo de propagacion Pn entre 1 x 108 y 1x 108 células de levadura por miligramo del medio de cultivo del P, en base
himeda, en el que n es un nimero entero mayor que 1.

6. El proceso de la reivindicacion 5, en el que la densidad inicial de levadura en el ciclo de propagacién Pn, en el que
n es un numero entero mayor que 1, es mayor que la densidad inicial de levadura en el primer ciclo de propagacion.

7. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la densidad final de la levadura en el ciclo de
propagacion Pn esta en el intervalo de 1 x 107 a 1 x 10° células de levadura por miligramo del caldo poblado del Pn en
un base humeda, en el que n es un numero entero igual o mayor que 1.

8. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que el tiempo de propagacion del primer ciclo de
propagacion es inferior a 30 horas.

9. El proceso de la reivindicacion 8, en el que el tiempo de propagacion del ciclo de propagacion Pn €s menor que un
valor porcentual del 70% del primer tiempo de propagacion, en el que n es un nimero entero mayor que 1.

10. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el medio de cultivo comprende ademés una fuente
de nitrégeno.

11. El proceso de la reivindicaciéon 10, en el que no se agregan vitaminas y/o oligoelementos al proceso.
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12. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el hidrolizado de materia prima lignocelulésica
contiene contaminantes bioldgicos, y la densidad de contaminantes bioldgicos en el medio de cultivo inicial del Pn esta
en un intervalo de 10° UFC/mL a 108 UFC/mL, del medio de cultivo inicial del P, en el que n es un nimero entero
igual o mayor que 1, y UFC = unidades formadoras de colonia.

13. El proceso de la reivindicacion 12, en el que el hidrolizado de materia prima lignocelulésica no se somete a ninguna
esterilizacion.

14. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en el que no se afiaden agentes antibacterianos al
proceso.

15. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el hidrolizado de materia prima lignocelulésica
es una suspension que comprende materia prima lignocelulésica pretratada insoluble en agua.

16. El proceso de la reivindicacion 15, en el que la materia seca del medio de cultivo del Pn es menor que 30% y mayor
que un valor porcentual de 5%, en el que n es un numero entero igual o mayor que 1.

17. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que todos los ciclos de propagacion se realizan en
un unico recipiente de propagacion.

18. El proceso de la reivindicacion 17, en el que el recipiente de propagacion no se somete a ninguna esterilizacion
y/o limpieza entre y/o durante los ciclos de propagacion.

19. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, que comprende ademas las etapas de:

a. introducir una o mas porciones eliminadas del Pn y un medio de fermentacion que comprende una porcién adicional
del hidrolizado de materia prima lignoceluldsica en al menos un recipiente de fermentacion, y

b. permitir que la levadura fermente glucosa y xilosa para crear un caldo de fermentacion, que comprende un producto
de fermentacion,

en el que n es un numero entero igual o mayor que 1.
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