ES 2799 298 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

) ESPANA
o (@ Numero de publicacion: 2 799 298
GDint. Ci.;
C12P 7/10 (2006.01)

C12P 19/02 (2006.01)
C12P 19/14 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 11.03.2019  E 19162010 (3)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 29.04.2020  EP 3543343

Tl’tulo: Sacarificacion y co-fermentacion simultanea en dos etapas para producir etanol a partir de
lignocelulosa

Prioridad: @ Titular/es:

12.03.2018 IN 201821008982 INDIAN OIL CORPORATION LTD. (50.0%)
G-9, Ali Yavar Jung Marg Bandra (East)

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Mumbai 400 051, IN y
s . DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY (50.0%)
traduccién de la patente:

16.12.2020 @ Inventor/es:

SHARMA, AJAY KUMAR,;

SWAIN, MANAS RANJAN;

SINGH, AJIT;

MATHUR, ANSHU SHANKAR,;

GUPTA, RAVI PRAKASH,;

TULI, DEEPAK;

PURI, SURESH KUMAR y

RAMAKUMAR, SANKARA SRI VENKATA

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2799 298 T3

DESCRIPCION
Sacarificacién y co-fermentacién simultdnea en dos etapas para producir etanol a partir de lignocelulosa
Campo de la invencion
La presente invencién se refiere a un procedimiento para la produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica.
Antecedentes de la invencion

La fermentacion/co-fermentacién y sacarificacion simultanea (SSF/SSCF) retira la inhibicion del azicar en la
hidrélisis enzimatica, de este modo, incrementa el rendimiento de azdcar por hidrélisis y reduce el riesgo de
contaminacion. Ademas, la SSF/SSCF reduce el tiempo total de reaccion y el volumen del reactor (Kristensen et al.,
2009). La SSF/SSCF sacrifica las condiciones éptimas tanto para la hidrélisis enziméatica como para la fermentacién.
Tipicamente, en la hidrélisis enzimatica y la fermentacién en el sistema SSF, la temperatura se mantiene a 37-42°C
como un compromiso para una mejor hidrélisis enzimatica y fermentacion (Dien et al., 2003b). Ademas, la
SSF/SSCF introduce un nuevo inhibidor (etanol) para la hidrélisis enzimatica. Pero el efecto inhibidor del etanol es
mucho menor en comparacion con la celobiosa o la glucosa (Taherzadeh & Karimi, 2007).

La principal ventaja de la hidrdlisis separada y la fermentacién/co-fermentacion (SHF/SHCF) en comparacion con la
SSF/SSCF es que la hidrdlisis enzimatica y la fermentacién se pueden llevar a cabo en sus propias condiciones
Optimas (Taherzadeh & Karimi, 2007). Sin embargo, las enzimas durante la hidrélisis son inhibidas facilmente por
sus productos finales (azucares), especialmente durante la hidrélisis enzimatica de alta carga sélida (Kristensen et
al.,, 2009; Philippidis & Smith, 1995), lo que condujo a una hidrélisis lenta y dio como resultado un tiempo de
hidrélisis mejorado y alta carga enzimatica para lograr altas conversiones de azucar. Otro problema de este
procedimiento es el alto riesgo de contaminacién durante la hidrélisis enzimatica debido al largo tiempo de reaccién
y las altas concentraciones de azicar (Taherzadeh & Karimi, 2007). La hidrdlisis enzimatica es la etapa limitante
para SHF, que determina el rendimiento global de etanol (Lau & Dale, 2009).

El documento US 20060014260 describe un procedimiento simultaneo de sacarificacion y fermentacién (SSF) para
la bioconversion de celulosa en etanol. Describe que la mezcla de reaccién comprende una suspension que
comprende sustrato celuldsico, una enzima y un agente de fermentacién. La mezcla de reaccion se trata a una
temperatura entre alrededor de 30°C y 48°C y un pH entre alrededor de 4.0 y 6.0, junto con agitacién durante un
periodo de alrededor de 30 minutos a varias horas o dias.

El documento US 20100268000 A1 describe un método para producir uno o mas productos finales de fermentacion
fermentando una biomasa lignocelulésica que comprende los sacaridos hexosa y pentosa. Ademas, se describe el
uso de Saccharomyces cerevisiae junto con un suplemento de medio de fermentacion seleccionado del grupo que
consiste en un acido graso, un tensioactivo, un agente quelante, vitaminas, minerales, modificadores del pH,
extracto de levadura y sales tales como sales de amonio y sales de magnesio.

El documento Jin, M. et al. "Two-step SSCF to convert AFEX-treated switchgrass to ethanol using comercial
enzymes and Saccharomyces cerevisiae 424A (LNH-ST)" BIORESOURCE TECHNOLOGY 101 (2010) 8171-81-78
describe un procedimiento para la produccién de etanol a partir de una biomasa lignocelulésica que comprende:

(i) anadir una suspension de una biomasa lignoceluldsica pretratada que comprende azucares de C5 y C6 en un
sistema fermentador,

(i) fermentar selectivamente principalmente azlcares de C5 incubando la biomasa lignocelulésica pretratada con
una pequefa dosis de enzima celulasa, microorganismo de co-fermentacion y nutriente para obtener etanol,

(iii) ahadir una dosis mas alta de enzima celulasa,
(iv) permitir que el sistema fermentador se enfrie a una temperatura de 30°C, y
(v) fermentar selectivamente azucares de C6 para obtener etanol.

Sumario de la invencion

En la presente invencion del procedimiento de SSCF modificado, la hidrolisis enzimdtica esta precedida
principalmente por fermentacion de azlcar de C5 y baja hidrélisis enzimatica y tiene éxito principalmente por la
fermentacion de azlicar de C6 a diferente temperatura y duracion. Esto dio como resultado un titulo de etanol mas
alto en un corto tiempo de hidrdlisis y fermentacion combinadas. La presente invencion es ventajosa sobre la SSCF
convencional porque los azucares libres iniciales y los oligosacaridos en la biomasa pretratada fueron el blanco de la
fermentacion que reduce la inhibicién de la retroalimentacion enzimatica y la temperatura 6ptima se usaron para la
hidrdlisis y la fermentacion, lo que dio como resultado en un mayor rendimiento de etanol a bajas dosis de enzima en
un corto intervalo de tiempo.

En la préactica de fermentacion convencional, la concentraciéon de glucosa es siempre mayor que la concentraciéon de



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2799 298 T3

xilosa. Asi que, en esta situacion, la levadura prefiere principalmente la fermentacion de glucosa, lo que finalmente
reduce la eficiencia de la fermentacion de xilosa y prolonga el tiempo de fermentacion de la xilosa.

En el presente estudio, la xilosa libre y otros oligosacaridos son el blanco de la etapa inicial de fermentacion lo que
finalmente reduce la inhibicién de la retroalimentacién enzimatica. Debido a que la concentracién de enzima se
redujo a la mitad que en la practica convencional y redujo adicionalmente el tiempo de fermentacion a un tercio y 30
h menos que la hidrélisis y fermentacion (SHF) separadas y la SSCF convencional, respectivamente. Esto hace que
el procedimiento sea mas aceptable para la practica comercial.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion de etanol a partir de una
biomasa lignocelulésica que comprende;

(i) anadir una suspension de una biomasa lignoceluldsica pretratada que comprende azucares de C5 y C6 en un
sistema fermentador;

(i) fermentar selectivamente principalmente azlcares de C5 incubando la biomasa lignocelulésica pretratada con
una enzima celulasa, microorganismo de co-fermentacién y nutriente para obtener etanol;

(iii) hidrolizar calentando el sistema fermentador a 48-55°C durante un periodo de 18 a 24 horas;
(iv) permitir que el sistema fermentador se enfrie a una temperatura de 35-37°C; y

(v) fermentar selectivamente azucares de C6 inoculando el sistema con una segunda dosis de microorganismo
de co-fermentacién para obtener etanol.

También se describe un procedimiento para la produccion de etanol a partir de una biomasa lignocelulésica que
comprende;

(i) anadir una suspension completa de una biomasa lignocelulésica pretratada con acido que comprende
azlcares de C5 y C6 en un sistema fermentador;

(i) fermentar selectivamente principalmente azlcares de C5 incubando la biomasa lignocelulésica pretratada con
una enzima celulasa, microorganismo de co-fermentacién y nutriente para obtener etanol;

(iii) hidrolizar calentando el sistema de fermentacién a 48-55°C durante un periodo de 18 a 24 horas;
(iv) permitir que el sistema fermentador se enfrie a una temperatura de 35-37°C; y

(v) fermentar selectivamente azucares de C6 inoculando el sistema con una segunda dosis de microorganismo
de co-fermentacién para obtener etanol.

En una de las caracteristicas de la presente invencion, la fermentacion de azucar de C5 se lleva a cabo durante 16-
20 horas a cualquier temperatura que favorezca la fermentacion sobre la hidrélisis, cuando la concentracion de
xilosa se reduce a 6-7 g/l en el caldo de fermentacion, la temperatura del procedimiento se incrementa gradualmente
a 33y 35°C y se incuba 2 h a cada temperatura para una mejor hidrélisis y fermentacion.

En una caracteristica adicional de la presente invencion, la fermentacion de azucar de C5 se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 30°C-35°C.

En otra caracteristica de la presente invencion, la fermentacién de azucar de C6 se lleva a cabo durante 6 a 10
horas a cualquier temperatura que favorezca la fermentacion sobre la hidrdlisis.

En una caracteristica adicional de la presente invencion, la fermentacion de azicar de C6 se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 35°C-37°C.

En otra caracteristica mas de la presente invencién, la suspension de biomasa pretratada se afiade al sistema
fermentador de la etapa (i) sin ninguna destoxificacién.

En otra caracteristica méas de la presente invencidn, el procedimiento para la produccion de etanol a partir de una
biomasa lignocelulésica comprende ademas ajustar el pH de la suspension de la etapa (i) a 5-5.5 con un ajustador
de pH.

En otra caracteristica mas de la presente invencion, el ajustador de pH se selecciona de hidréxido de amonio
acuoso, NaOH, KOH y CaCOs o sustancia que es de naturaleza alcalina e incrementa el pH.

En otra caracteristica mas de la presente invencién, el nutriente es sulfato de amonio, MgSQOa o cualquier otra sal de
magnesio 0 amonio.

En otra caracteristica mas de la presente invencion, la enzima celulasa es de origen fungico, B-glucosidasa junto con
otra enzima accesoria, en la que:
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(i) la enzima celulasa de origen fungico estd compuesta de celobiohidrolasa l y II; y
(i) las otras enzimas accesorias se seleccionan de xilanasa, -xiloxidasa, arabinofuranosidasa y pectinasa.

En otra caracteristica mas de la presente invencién, el microorganismo de co-fermentacion (azucar de C6 y C5) se
selecciona de Saccharomyces cerevisiae, Pichia sp., Candida sp., y E. coli o cualquier microorganismo de co-
fermentacion etanogénico.

En otra caracteristica mas de la presente invencién, el azicar de C5 se selecciona de xilosa y el azicar de C6 se
selecciona de glucosa.

En otra caracteristica méas de la presente invencion, la fermentacion del azdicar de C6 se detiene después de 6 a 10
horas de fermentacion.

En ofra caracteristica mas de la presente invencién, opcionalmente se usa otro nutriente para mejorar la
concentracién final de etanol y el otro nutriente se selecciona de extracto de levadura, peptona y sulfato de amonio o
cualquier otra fuente de nitrégeno para microorganismos.

En otra caracteristica mas de la presente invencion, la biomasa lignocelulésica se selecciona de paja, paja de trigo,
bagazo de cafa de azlcar, tallo de algoddn, tallo de cebada, bambl o cualquier residuo agricola que contenga
celulosa o0 hemicelulosa 0 ambas.

En una de las caracteristicas, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion de etanol a
partir de una biomasa lignocelulésica que comprende:

(i) afadir una suspension de biomasa pretratada que comprende azicares de C5 y C6 sin ninguna
destoxificacién en un sistema de fermentacion;

(i) ajustar el pH de la suspensién de la etapa (i) a 5-5.5 con disoluciéon acuosa de amonio para obtener una
suspensién de pH ajustado;

(iii) fortificar la suspension de pH ajustado con MgSQOa4 en una cantidad de 3-5 g/l, junto con la enzima celulasa y
el microorganismo de co-fermentacion;

(iv) afadir agua a la suspensién de la etapa (iii) para mantener del 5 al 20% en peso de sdlido total (TS) en la
suspension;

(v) incubar la suspension de la etapa (iv) a 30°C-35°C durante 16-20 horas para una fermentacién selectiva de
azucares de C5 con 200-250 rpm cuando la xilosa libre en la suspension se reduce a 6-7 g/l desde 30 a 35 g/l;

(vi) hidrolizar calentando el sistema de fermentacion a 48-55°C con una rampa de 3 a 4°C por 20-25 minutos, y a
continuacion se permite que el procedimiento mantenga la temperatura de 48°C-55°C durante 18-24 horas

(vii) permitir que el sistema fermentador se enfrie a una temperatura de 35-37°C; y

(viii) fermentar selectivamente azlcares de C6 inoculando el sistema con una segunda dosis de microorganismo
de co-fermentacién para obtener etanol.

Ademas, se describe un procedimiento para la produccion de etanol a partir de una biomasa lignocelulésica que
comprende:

(i) afadir una suspension de biomasa pretratada que comprende azicares de C5 y C6 sin ninguna
destoxificacion en un sistema de fermentacién;

(i) ajustar el pH de la suspensién de la etapa (i) a 5-5.5 con disoluciéon acuosa de amonio para obtener una
suspension de pH ajustado;

(iii) fortificar la suspension de pH ajustado con MgSQOa4 en una cantidad de 3-5 g/l, junto con la enzima celulasa y
el microorganismo de co-fermentacion;

(iv) afiadir agua a la suspension de la etapa (iii) para mantener el sélido total deseado (TS) en la suspension;

(iv) incubar la suspensién de la etapa (iv) a 30°C-35°C durante 16-20 horas para una fermentacion selectiva de
azucares de C5 con 200-250 rpm cuando la xilosa libre en la suspension se reduce a 6-7 g/l desde 30 a 35 g/l;
mientras se incrementa la temperatura, el fermentador se mantiene a 30 y 33°C durante 2 horas para
incrementar la velocidad de hidrélisis y fermentacion;

(v) hidrolizar calentando el sistema de fermentacién a 48-55°C con una rampa de 3 a 4°C por 20-25 minutos, y a
continuacion se permite que el procedimiento mantenga la temperatura de 48°C-55°C durante 18-24 horas
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(iv) permitir que el sistema fermentador se enfrie a una temperatura de 35-37°C; y

(vi) fermentar selectivamente azlcares de C6 inoculando el sistema con una segunda dosis de microorganismo
de co-fermentacién para obtener etanol.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra un diagrama de flujo que representa un procedimiento para la produccién de etanol a partir de una
biomasa lignocelulésica segun una realizacion de la presente descripcion.

La Fig. 2 ilustra los resultados de la SSCF modificada inventada usando S. cerevisiae de co-fermentaciéon y enzima
comercial (3.3 FPU/TS);

La Fig. 3 ilustra los resultados de SSCF convencional usando S. cerevisiae y enzima comercial (7 FPU/TS); y

La Fig. 4 muestra la ilustracién del rendimiento de etanol (%) del procedimiento de SSCF modificado y el
procedimiento de SSCF convencional para la produccion de etanol.

Descripcion detallada de la invencion

Si bien la invencion es susceptible a varias modificaciones y formas alternativas, a continuacion, se describira en
detalle una realizacion especifica de la misma.

Definicion:
Para los propésitos de esta invencidn, los siguientes términos tendran el significado que se especifica en la misma:

La "biomasa pretratada” o el "pretratamiento de biomasa" usados aqui eliminan las barreras fisicas y quimicas que
hacen que la biomasa nativa sea recalcitrante y exponen la celulosa para una mejor hidrélisis enzimatica. En la
mayoria del pretratamiento, los parametros quimicos (acidos o alcalinos) y fisicos (alta temperatura o presion) se
usan individualmente o de manera mixta para eliminar las barreras para la hidrolisis enzimatica y mejorar la
digestibilidad enzimatica.

La "destoxificacion" usada aqui es el procedimiento en el que los inhibidores (compuestos téxicos tales como
hidroximetilfurfural, furfural, &acidos acéticos, acidos férmicos, etc.) producidos durante el procedimiento de
pretratamiento se retiran o neutralizan de la biomasa pretratada mediante un procedimiento quimico, fisico o
bioldgico.

La "enzima celulasa" usada aqui es una forma mixta de enzima que estd compuesta principalmente por exo-
hidrolasa, endo-hidrolasa y beta-glucosidasa. Esta enzima se produjo principalmente a partir de fuentes fungicas. La
celulasa descompone la molécula de celulosa en monosacaridos y polisacaridos u oligosacaridos mas cortos. En la
presente invencion, la enzima celulasa se selecciona de enzimas celulasa disponibles comercialmente que son
apropiadas para los propdsitos. Mas particularmente, la enzima celulasa comercial disponible CTec3 se usa en la
presente invencion.

El "azucar libre" usado aqui es la forma monomérica de azucar que se produce a partir de la biomasa lignocelulésica
durante el pretratamiento. El azicar libre en este procedimiento esta compuesto principalmente de glucosa y xilosa.

Los "azucares de C5" usados aqui son azucares de C5 representados por xilosa. El "azucar de C5 libre" usado aqui
es azucar (principalmente xilosa) liberado de las hemicelulosas durante el pretratamiento y alguna parte en la
hidrélisis enzimatica.

La "fermentacién de C5" usada aqui es la fermentacion de xilosa a etanol.
El "azlcar de C6" usado aqui representa glucosa.
La "fermentacién de C6" usada aqui es fermentacién de glucosa a etanol.

El "nutriente" usado aqui es hidroxido de amonio y MgSOas. El hidroxido de amonio usado en este procedimiento
tiene doble actividad, ajusta el pH de la biomasa pretratada con &cido sulfurico (H2SOs4) y convertida
simultdneamente en sulfato de amonio (ion amonio (NH4*) combinado con iones sulfato libres (SO42) liberados del
acido sulfurico durante el pretratamiento. El sulfato de amonio ((NH4)2SO4) actua como fuente de nitr6geno para la
levadura durante la fermentacion. Otra sal MgSO4 usada en la fermentacion en la que, Mg*2 actiia como un cofactor
enzimatico esencial y actia como componente estructural clave de la mayoria de las vias biolégicas. Durante la
fermentacion el Mg* desempefia un papel importante para el correcto funcionamiento de las enzimas de
fermentacion en la levadura.

La presente invencion describe un método para la produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica. En la
presente invencién, el azucar de C5 libre en la biomasa pretratada es el primer blanco junto con la baja
concentracién de glucosa disponible para la fermentacion, seguido de hidrdlisis enzimatica y fermentacion de C6 de
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manera secuencial.

Xilano y glucano son polimeros de xilosa y glucosa respectivamente, denominados colectivamente holocelulosa en
la biomasa lignocelulésica. En cuanto a las propiedades fisicas, el xilano y el glucano son de naturaleza amorfa y
cristalina respectivamente. Debido a las propiedades fisicas, el xilano se descompone en xilosa cuando la biomasa
lignocelulésica se somete a un tratamiento previo con acido, pero la mayoria del glucano permanece sin reaccionar.
Asi que, en este procedimiento, cuando la biomasa pretratada se toma para la fermentacién, la forma libre de xilosa
(30-35 g/l) (descomposicion de xilano) estd presente en la biomasa, que es el objetivo en primer lugar del
microorganismo de co-fermentacién para la fermentacion en presencia de muy poca cantidad de glucosa (<8-10 g/l,
que se libera durante el pretratamiento) a 30-35°C. La temperatura de fermentacion no es lo suficientemente
adecuada para que la enzima descomponga el glucano a glucosa de manera eficiente. De modo que debido a esto,
el microorganismo de fermentacion se centré principalmente en el azlcar xilosa (C5) en la etapa inicial de
fermentacion.

El procedimiento, segun la presente invencién, lleva la concentracién de C5 a alrededor de sequedad y reduce el
tiempo total del procedimiento (tanto de hidrélisis como de fermentacién) a 46 h, que es alrededor de 1/3 del SHF
convencional (tiempo total del procedimiento 120 h que incluye 72 h de hidrélisis y 48 h de fermentacion). La
productividad general de etanol es mucho mas alta que la del procedimiento SSCF convencional.

Segun la presente invencion, se describe un método para la produccién de etanol a partir de biomasa lignocelulésica
(véase Fig. 1), que comprende:

1. Adicién de suspension de biomasa pretratada con &cido sin ninguna destoxificacion en el fermentador;

2. El pH de la suspensién se ajusté a 5-5.5 con disolucién acuosa de amonio. La suspension de pH ajustado se
fortifico con 3-5 g/l de MgSOs, enzima celulasa y Saccharomyces cerevisiae de co-fermentacion; la levadura de co-
fermentacion es esencial para usar en este procedimiento para utilizar azicar tanto pentosa como hexosa en el
caldo de fermentacion.

3. Se anade agua apropiada al fermentador para ajustar la carga final de sélido total (TS) al 20% de la biomasa.
Todo el procedimiento se incuba a 30°C-35°C durante 16-20 horas para la fermentacion a 200 rpm;

4. Cuando la concentracion de xilosa libre (la xilosa libre se produce durante el procedimiento de pretratamiento con
acido y esta facilmente disponible para la fermentacién durante el procedimiento de fermentacion) en la suspension
baja a 3-5 g/l, la temperatura del procedimiento se incrementd lentamente a 48-55°C con una rampa de 3 a 4°C por
20-25 min, a continuacién se permite que el procedimiento mantenga alrededor de 48-55°C de temperatura durante
18-24 horas. Después de esta incubacion, el sistema se dej6 enfriar a una temperatura de 35-37°C;

5. Una segunda dosis de Saccharomyces cerevisiae de co-fermentacién se inocula al sistema para la segunda etapa
de fermentacién. La segunda fermentacién se detuvo después de 6 a 10 horas de fermentacion.

Habiendo descrito los aspectos basicos de la presente invencién, los siguientes ejemplos ilustran una realizacion
especifica de la misma.

Ejemplo 1

La biomasa pretratada (suspension, TS aproximadamente 24%) sin ninguna destoxificacion se introduce
directamente en el fermentador. El pH de la suspension se ajustd a 5.5 con disolucién acuosa de amonio
(concentracién inicial del 25%). La suspension de pH ajustado se fortificd con 3 g/l de MgSQ4, enzima celulasa
(enzima comercial, 3.3FPU/TS) y Saccharomyces cerevisiae de co-fermentacion (1g de biomasa de células
secas/litro, xilosa y glucosa utilizando levadura). La cantidad requerida de agua se afadié al procedimiento para
ajustar la concentracion final de biomasa al 20%. Todo el procedimiento se incubd a 30°C durante 16 h para la
fermentacion con 200 rpm. Cuando la concentracion de xilosa libre en la suspension se acerca a 6-7 g/l, la
temperatura del procedimiento se increment6 a 33°C y 35°C, se incubd durante 2 horas en cada temperatura para
una mejor hidrélisis y fermentacion. Después esa temperatura se incrementd a 48°C. Esta etapa requirié
principalmente la liberacion rapida de azlcar glucosa de la celulosa que se convirtié simultaneamente con hidrdlisis
en etanol por la biomasa de levadura. Cuando se alcanzé la temperatura en el objetivo deseado, se permitié que el
procedimiento mantuviera la temperatura requerida (48°C) durante 23 h para una mejor hidrélisis enzimatica.
Después de esta incubacion, el sistema se dejdé enfriar a una temperatura de 35°C. Una segunda dosis de S.
cerevisiae de co-fermentacién (1g de biomasa de células secas/litro) se inoculd en el sistema para la segunda etapa
de fermentacion. La segunda fermentacién se detuvo después de 6 h de fermentacion. Este procedimiento tard6 46
horas de incubacién, incluida la fermentacién y la hidrélisis enzimatica. Los resultados de este experimento estan
representados por Fig. 2.
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Carga s6lida en 20%
fermentacion

Modo de fermentacion SSCF, cepa unica de levadura Saccharomyces cerevisiae de co-fermentacion (2g/l
usada en ambas fermentaciones)

Carga de enzima (FPU/g) y 3.3, Enzima comercial
fuentes

Xilosa residual (g/l) 1.30
Concentracién de etanol (g/l) 50

alas 46 h

Rendimiento de etanol (%) 71
Productividad especifica (Q) 1.08

g/l/h

Ejemplo 2

Usando un enfoque convencional de SSCF para la produccion de etanol a partir de biomasa pretratada,
sacarificacion a 50°C durante 5 h y seguido de fermentacién e hidrélisis a 41°C por una levadura natural
moderadamente termo-tolerante S. cerevisiae hasta 24h. Después de esta fermentacion, otra levadura de co-
fermentacion S. cerevisiae fue inoculada al procedimiento de fermentacion. En este enfoque, la utilizacion de xilosa
después de la fermentacion de glucosa fue comparativamente lenta en comparacion con el procedimiento anterior y
se observaron alrededor de 10 g/l de xilosa residual después de 72 h. Este procedimiento de fermentacion produce
el menor titulo de etanol después de las 72 h de fermentacién usando una dosis de enzima aun mayor. Los
resultados de este experimento estan representados por la Fig. 3.

Carga solida en 20%
fermentacion

Modo de fermentacién SSCF, 1¢ Saccharomyces cerevisiae de tipo natural (1 g/l), 2° Saccharomyces
cerevisiae de co-fermentacion (1g/l)

Carga de enzima (FPU/g) y 7, Enzima comercial
fuentes

Xilosa residual (g/1) 9.98
Concentracion de etanol 46

(9/l)alas 72 h

Rendimiento de etanol (%) 65
Productividad especifica 0.64
(Q) g/l’h

La Figura 4 representa el rendimiento de etanol comparativo (%) del Ejemplo 1 (SSCF modificado) y 2
(Procedimiento de SSCF convencional).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la produccién de etanol a partir de una biomasa lignocelulésica que comprende;

(i) ahadir una suspensién de una biomasa lignocelulésica pretratada que comprende azlcares de C5 y C6 en
un sistema fermentador;

(i) fermentar selectivamente principalmente azicares de C5 incubando la biomasa lignocelulésica pretratada
con una enzima celulasa, microorganismo de co-fermentacion y nutriente para obtener etanol;

(iii) hidrolizar calentando el sistema de fermentacién a 48-55°C durante un periodo de 18 a 24 horas;
(iv) permitir que el sistema de fermentacion se enfrie a una temperatura de 35-37°C; y

(v) fermentar selectivamente azucares de C6 inoculando el sistema con una segunda dosis de microorganismo
de co-fermentacién para obtener etanol.

2.  El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fermentacion de azucar de C5 se lleva a cabo durante
16-20 horas a cualquier temperatura que favorezca la fermentacion sobre la hidrdlisis, cuando la concentracion de
xilosa se reduce a 6-7 g/l en el caldo de fermentacion la temperatura del procedimiento se incrementa gradualmente
a 33y 35°C y se incuba 2 h en cada temperatura para una mejor hidrélisis y fermentacion.

3.  El procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la fermentacion de azdcar de C5 se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 30°C a 35°C.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fermentacion de azucar de C6 se lleva a cabo durante 6
a 10 horas a cualquier temperatura que favorezca la fermentacion sobre la hidrdlisis.

5.  El procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que la fermentacion de azucar de C6 se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 35°C a 37°C.

6. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la suspension de biomasa pretratada se afade en el
sistema fermentador de la etapa (i) sin ninguna destoxificacion.

7.  El procedimiento segun la reivindicaciéon 1, que comprende ademas ajustar el pH de la suspension de la etapa
(i) a 5-5.5 con un ajustador de pH.

8. El procedimiento segun la reivindicaciéon 7, en el que el ajustador de pH se selecciona de hidroxido de amonio
acuoso, NaOH, KOH y CaCQOs o sustancia que es de naturaleza alcalina e incrementa el pH.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el nutriente es sulfato de amonio, MgSOs o cualquier otra
sal de magnesio 0 amonio.

10. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la enzima celulasa es de origen flngico, B-glucosidasa
junto con otra enzima accesoria, en el que:

(i) la enzima celulasa de origen flngico estd compuesta de celobiohidrolasa l y II; y
(i) las otras enzimas accesorias se seleccionan de xilanasa, 3-xiloxidasa, arabinofuranosidasa y pectinasa.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el microorganismo de fermentacién se selecciona de
Saccharomyces cerevisiae, Pichia sp., Candida sp., y E. coli o cualquier microorganismo de co-fermentacion
etanogénica.

12. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el azdcar de C5 se selecciona de xilosa y el azicar de C6
se selecciona de glucosa.

13. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la biomasa lignocelulésica se selecciona de paja, paja de
trigo, bagazo de cafa de azucar, tallo de algodon, tallo de cebada, bambu o cualquier residuo agricola que contenga
celulosa o hemicelulosa o0 ambos.

14. Un procedimiento para la produccién de etanol a partir de una biomasa lignocelulésica que comprende:

(i) afiadir una suspensién de biomasa pretratada que comprende azucares de C5 y C6 sin ninguna
destoxificacién en un sistema fermentador;

(i) ajustar el pH de la suspension de la etapa (i) a 5-5.5 con disolucién acuosa de amonio para obtener una
suspension de pH ajustado;

(iii) fortificar la suspensién de pH ajustado con MgSO4 en una cantidad de 3-5 g/l, junto con la enzima celulasa
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y el microorganismo de fermentacion;

(iv) ahadir agua a la suspension de la etapa (iii) para mantener del 5 al 20% en peso de sélido total (TS) en la
suspension;

(v) incubar la suspensioén de la etapa (iv) a 30°C-35°C durante 16-20 horas para una fermentacioén selectiva de
azucares de C5 con 200-250 rpm cuando la xilosa libre en la suspensién se reduce a 6-7 g/l desde 30 a 35 g/l;

(vi) hidrolizar calentando el sistema fermentador a 48-55°C con una rampa de 3 a 4°C por 20-25 minutos, y a
continuacion se permite que el procedimiento mantenga la temperatura de 48°C-55°C durante 18-24 horas

(vii) permitir que el sistema fermentador se enfrie a una temperatura de 35-37°C; y

(viii) fermentar selectivamente azlicares de C6 inoculando el sistema con una segunda dosis de
microorganismo de co-fermentacion para obtener etanol.
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