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PRODUCCION DE PRODUCTOS FINALES FERMENTATIVOS
" DE CLOSTRIDIUM sp.
RESUMEN DE LA DESCRIPCION
En un aspecto, se describen métcdos para aumentar la produccién
de etanol y otrecs productos finales fermentativos a partir de una
amplia variedad de materias primas por los microorganismos de
Clostridio, tales como Clostridium phytofermentans. Se describe
un metodo de mejorar el rendimiento de la fermentacién de los
microorganismos de Clostridio, tales como Clostridium
phytofermentans mediante el usc de una estrategia discontinua
alimentada, asi como métodos de producir los productos finales
fermentativos, tales como alcoholes y/o agentes guimicos con
micrococrganismos de Clostridium fermentadores, tales como
Clostridium phytofermentans en presencia de ~compuestos  que

contienen &acidos grasos y/o a pH reducido.
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PRODUCCION DE PRODUCTOS FINALES FERMENTATIVOS
DE CLOSTRIDIUM sp.

REFERENCIA CRUZADA A LAS SCLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la Sclicitud
provisional U.S. Serie No. 61/158.581, presentada el 9 de marzo
de 2009, Solicitud provisional US Serie No. 61/158.600,
presentada el 9 de marzo de 2009, Solicitud provisional US Serie
No. 61/171.077, presentada el 20 de abril de 2009, cada una de
las cuales se incorpora en 1la presente por referencia en su

totalidad.

ANTECEDENTES

[0002] El costo creciente de los combustibles de transporte
basados en petrdéleo, las reservas de petrdleo cada vez mas
escasas y las preocupaciones sobre el impacte ambiental de la
combustidén de combustibles de petrdéleoc estan impulsando una
fuerte demanda de alternativas viables para reemplazar 1los
combustibles basados en petrdleo. En particular, en los ultimos
afios se ha destacado la promesa de producir biocombustibles a
traves de la bioconversién de una variedad de material de biomasa
pretratadoe, tal como material lignoceluldsico, almidédn, o
residuos/subproductos agricolas, en combinacidédn con enzimas vy
sistemas de levadura/bacterias. Un desafio particular es
desarrollar tecnologia con el potencial para convertir
econdémicamente materiales que contienen polisacaridos tales como
materiales de plantas lefiosas © no lefiosas, asi como materiales
de residuo y productos secundarios del procesamiento de material
de planta en combustibles para transporte de alto wvalcor y otras
formas de energia o materias primas quimicas. Varios ejemplos de
estos materiales gque contienen polisacéaridos incluyen material
celuldsico, lignoceluldsico, y hemicelulédsico; material que
contiene pectina; alimiddén; madera; rastrojo de maiz; pasto
varilla, papel; y lodos de pulpa de papel.

[0003] Algunos procescs para convertir estos materiales que
contienen polisacadridos en biocombustibles tales como etanol
requieren primero la conversién de los sustratos de biomasa

pretratados tales como materiales que contienen almidén ©
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celulosa en azucares simples (sacarificacién) a través de, por
ejemplo, hidrdélisis enzimatica, vy la subsiguiente conversién
(fermentacidn) de estos azucares simples en biocombustibles tales
como etanol mediante la fermentacién con levaduras. Sin embargo,
las tecnologlas de bioconversidédn actuales han enfrentado
problemas de costos de produccién altos y desviacidén de los
productos agricolas del suministro de alimentos.

[0004] En algunas fermentaciones para la produccién de etanol,
un azucar simple, tal como sacarosa, se obtiene y fermenta
directamente en etanol. Tales procesos se usan, por ejempio, en
Brasil para convertir «cana de azucar en etanol de grado
combustible. Estos procedimientos estan limitados geograficamente
a donde las fuentes de azlcares simples son econdémicas, tal como
en las regiones de cultivo de cafia de azGcar. En forma adicional,
estos procesos acarrean el aspecto indeseable .de desviar una
fuente alimenticia valiosa, tal comoc el azicar, para usoOS
industriales mé&s que alimenticios. l

[0005] Algunas fermentaciocnes para la precduccidén de etanol
utilizan material que primero requiere la hidrélisis, o
conversidén en azucares nmenos complejos o de peso molecular mas
bajo antes de la conversidn en etanol. Tales procesos a menudo se
describen para la produccidén de etanol de maiz, el almidén
extraido del maiz se degrada, por ejemplo por enzimas agregadas,
y luegc finalmente se convierte en etanol con organismos tales
como una especie de Saccharomyces o Zymomonas. El uso de otros
materiales, tales como materiales celuldsicos, hemiceluldsico o
lignocelulésico también requiere con frecuencias la hidrélisis
con enzimas agregadas o por otros medios quimicos/térmicos es un
tema de mucha investigacidn, pero porco éxito histérico.

[0006] El uso de estas enzimas que se agregan al proceso'es
poco conveniente desde el punto de vista del costo y debido al
hecho de que el procesador generalmente se limita a las enzimas
gue estan facilmente disponibles en el comercio. Histdricamente,
las enzimas disponibles en el comercico se han seleccionado para
procesos tales como la conversién de almiddn en azucares simples
tales comoe glucosa o fructosa, aplicaciones de lavado de ropa, y

alimentos de cereal. Estas son generalmente altamente
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especializadas, lo gue significa que no se puede usar una sola
enzima con el material alimenticio de amplia variacién. En
cambio, con frecuencia se usan numerosas enzimas y se combinan en
un "céctel de enzimas”. Con tales mezclas se obtiene una
actividad mas amplia, sin embargo esta actividad mas amplia puede
venir con un precio significativamente més alto, ya gue solo una
porcién de las enzimas agregadas puede ser Util con el sustrato
particular gque se usa en cualgquier lote particular. Otras
enzimas, que son parte del cbéctel, pueden no ser activas en un
sustrato pero se incluyen en la mezcla para proporcionar utilidad
para otros sustratos alimenticios gue se pueden usar. Como
resultado, en cualquier lote particular al menos una porcion de
las enzimas agregadas puede no contribuir significativamente al
procesamiento y se desechan.

[0007] En consecuencia, es de desear un proceso de
fermentacidén para producir etanol u otros productos convenientes
de varias materias primas con alto rendimiento y productividad.
[0008] La fermentacidén del etanocl a partir de la biomasa gue
incluyen biomasa que con contiene material celulésico,
lignocelulésico, pectina, poliglucosa vy/o polifructosa puede
proporcionar soluciones muy necesarias para el problema de
energia mundial. Se han informado especies de levaduras, hongos y
bacterias capaces de convertir la biomasa celuldsica de sus
azucares monomericos en etanol. Sin embargo, muchos de estos
microorganismos producen etanol solo en concentraciones bajas.
Esta limitacién se puede deber a una carencia general de
tolerancia al etanol por el organismo, ¢ un mecanismo de
inhibicidén o supresidén por retroalimentacidn presente en el
organismo, © a algln otro mecanismo asi como. alguna combinacidn
de estos mecanismos. Tales limitaciones de la produccidén de
etanol pueden afectar ademds el titulo del etanol, que también
afecta la productividad del etanol.

[0009] Se han descripto numerosos microorganismos de tipo
salvaje y genéticamente modificados para la.produccién'de alcohol
por ferméntacién. Entre estos estan Thermoanaercbacter
etanolicus, Clostridium thermccellum, Clostridium beijerinickii,

Clostridium acetobutylicum; Clostridium tyrobutiricum,

0000098



Clostridium thermobutiricum, Thermoanaercbacterium
saccharolyticunm, Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus, Y%
Saccharomyces cerevisiae, Clostridium acetobutylicum, Moorella
ssp., Carboxydocella ssp., Zymcmonas mobilis, recombinant E.
Coli, Klebsiella oxytoca y Clostridium beijerickii asi como otros
microorganismos. Las dificultades para usar estos u otros
microorganismos para la produccién de alcohol en escala
industrial pueden incluir toxicidad celular en concentraciones de
alcohol relativamente bajas, reduccidn de crecimiento o]
viabilidad celular en concentraciones de alcchol relativamente
bajas, titulo de alcohol bhajo, o productividad de alcohol baja.
La tolerancia al alcohol es muy dependiente de la especie y cepa.
Por ejemplo, en algunos procesos de fermentacién, produccidn de
alcohol pueden lenificarse ¢ detenerse por completo a alrededor
de 10-20 g/L de alcohol. Algunos organismos mueren o se
deterioran severamente a alrededor de 20 g/L de alcohol, tal como
etanol.
SINTESIS DE LA INVENCION

[0010] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
para producir un producto final fermentativo que -comprende:
cultivar un medio gue comprende Clostridium duraﬁte un primer
periodo de tiempc en condiciones adecuadas para la produccidn de
un producto final fermentatiyo por el mismo; afiadir unc © mas
nutrientes al medio que comprende Clostridium antes de recolectar
el producto final fermentativo; cultivar un medio gue comprende
Clostridium durante un segundo periodo de tiempo; y recolectar un
producte final fermentativo del medio. En una forma de
realizacién, la cepa de Clostridium es Clostridium
phytofermentans. En otra forma de realizacién, el producto final
fermentativo es etanol. En otra forma de realizacidén, el medio
comprende un material celulédsico y/o lignoceluldsico. En otra
forma de realizacidn, el material celulésico o lignoceluldsico no
se trata enzimaticamente con una cantidad suficiente de enzimas
para convertir . mas de 15% del material celuldsico O
lignoceluldsico a aziucares simples dentro de 24 horas.

[0011] En un aspectec, se proporciona en la presente un metodo

de producir un producto final fermenfativo que comprende las
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etapas de: cultivar una cepa de Clostridium phytofermentans en un
medio; mantener la concentracidén total de compuestos de azucar en
el medio al menos aproximadamente 18 g/L; y recoclectar un
producto final fermentative del medio. En una fcrma de
realizacién, mantener la concentracidén total de los compuestos de
azlcar comprende afiadir uno ¢ mas componentes del medio, al mencs
unc de los cuales comprende uno o mas compuestos de azucar en el
medio al menos una ves durante el cultivo, donde los componentes
del medio se afiaden a un recipiente que contiene el cultivo. En
otra torma de realizacidn, la concentracidén total de compuestos
de aziucar en el medio se mantiene dentro del rango de
aproximadamente 1 g/L a aproximadamente 100 g/L para una porcidn
del cultivo. En otra forma de realizacidn, la concentracidén total
de compuestos de azucar en el medio varia en menos de
aproximadamente 25% durante el periocdo de produccidén del producto
final fermentativo. En otra forma de realizacidén, el producto
final férmentativo es etancl. En otra forma de realizacién, que
ademas comprende afiadir un componente del medic que comprende uno
o mas materiales que contienen nitrédgeno en el medio al menos
once durante la fermentacidén, y donde el componente del medio se
afilade a una recipiente que contiene el cultivo. En otra forma de
realizacidén, uno o mas de los componentes del medic comprende uno
o mas materiales gque contienen nitrdégeno. En otra forma de
realizacidn, el medic comprende un material celulédésico o
lignoceluldsico. En otra forma de realizacidén, el material
celulésico o lignoceluldsico no se trata enzimdticamente con una
cantidad suficiente de enzimas para convertir méas de 15% del
materiél celuldsico o lignoceluldsico a azucares simples dentro
de 24 horas.

[0012] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir un producto final fermentativo, el método que
comprence las etapas de: cultivar una cepa de Clostridium en un
medio; y afiadir uno o mas componentes del medios al medio durante
el cultivo del Clostridium donde uno o méas de los componentes del
medic comprende unc o mas compuestos de azucar, y el uno o mas
compuestos de azﬁcar se arfiaden en relacidén con una cantidad de

azlucar convertido por el Clostridium en otros compuestos. Enﬂﬁ?f
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forma de realizacidén, uno o mas de los componentes del medioc
comprende una fuente de nitrégeno. En otra forma de realizacidn,
la fuente de nitrégeno incluye prolina, glicina, histidina, y/o
isoleucina. En otra forma de realizacién, los componentes del
medio comprenden un material celuldsico o lignocelulésico. En
otra forma de realizacidn, el material celuldsico o
lignocelulésico no se trata enzimaticamente con una cantidad
suficiente de enzimas para convertir mds de 15% del material

celulédésico o© lignoceluldésico en azlUcares simples dentro de 24

horas.
[0013] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir a producto final fermentativo, el métodc que

comprende: afladir un primer indculc de una cepa de Clostridium a
un medio; cultivar el Clostridium en condiciones adecuadas para
la produccién de etanol; afiadir células viabies adicionales de
Clostridium sp. al medio maés de cinco horas después de anadir el
primer inéculo de Clostridium al medio; y recolectar el producto
final fermentativo del medio. En una forma de realizacién, el
método también comprende afiadir uno o mas componentes del medio
al medio después de afladir el primer indculo de Clostridium. En
otra forma de realizacidn, una adicién‘de componentes del medio y
una adicidn de células viables se produce en forma sucesiva o
simultdnea.

[0014] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir etanol, el método que comprende las etapas de:
eliminar una impureza de un material de etanol impuro para
producir un material de etanocl purificado, donde el material de
etanol purificado es mas de aproximadamente 90% (peso} de etanol,
y el material de etanol impuro se deriva de un medic de
fermentacidén obtenido por el cultivo de células de Clostridium
phytofermentans en un cultivo discontinuo alimentado, y donde la
concentracidén de etanol en el medio de fermentacidbn es mayor de
aproximadamente 7 g/L.

[0015] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir un producto final fermentativo, el método que
comprende las etapas de: cultivar un medio gue comprende una cepa

de Clostridium phytofermentans, donde el producto fO{FE012
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fermentative se produce con una productividad instantanea de al
menos aproximadamente 3 g/L dia.

[0016] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir un producto final fermentativo, que comprende:
proporcionar un material celuldsico, donde dicho material
celuldésico no se ha tratado con agentes gquimicos o enzimas
suministrados exdgenamente; combinar el material celuldsico con
un microbio en un medio, donde el medico no comprende enzimas
suministradas en forma exdgena; y fermentar el material
celuldésico en condiciones y durante un tiempo suficiente para
producir un producto final fermentativo.

{0017] En un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir un producte final fermentative, el método que
comprende: fermentar la células de Clostridium phytofermentans en
presencia de un modificador de pH, donde se produce un producto
final fermentativo. En una forma de realizacidén, el producto
final fermentativo es etanol. En otra forma de realizacidn, la
fermentacién de las células se produce a un pH, entre
aproximadamente 6,0 a aproximadaﬁente 7,2. En otra forma de
realizacidén, el pH es aproximadamente 6,5.

[0018] En un aspecto, se proporciona en la presente un métedo
de preoducir un preoducto final fermentativo, el método que
comprende: fermentar las células de una cepa de Clostridium en
presencia Qe un material de écidd grasc agregadc, donde se
produce un producto final fermentative. En una forma de
realizacidén, el material que comprende &cido grasoc comprende uno
o mas de aceite de maiz, aceite de girasol, aceite de céartamo,
aceite de canola, aceite de soja, o aceite de colza oleaginosa.
En otra forma de realizacidén, el material que comprende Acido
graso comprende un fosfolipido ¢ un lisofosfolipido.

[06019] En un aspecto, se proporciona en la presente un medioc
de fermentacién, el medio que comprende células de Clostridium
phytofermentans y un modificador de pH, donde se produce un
producto final fermentativo.

[0020] En un aspecto, se proporciona en la presente un medio

de fermentacidn, el medic gue comprende células de una cepa de

000013



Clostridium y un compuesto que contiene acido grado agregado,
donde se produce un producto final fermentativo.

[0021] En un aspecto, se proporciona en la presente un medio
de fermentacién gue comprende una cepa de Clostridium
phytofermentans, una fuente de nitrdégeno que comprende prolina,
glicina, histidina, y/o iscleucina, vy un material celuldsico o
lignocelulésico. |
[0022] IEn un aspecto, se proporciona en la presente un método
de producir alcchol, el método gque comprende: fermentar las
células de wuna cepa de Clostridium vy 1la presencia de un
modificador de pH y un material de &acido graso, donde se produce
un producto final fermentativo.

[0023] En un aspecto, se proporciona en la presente una planta
de combustible que comprende un fermentador configurado para
alojar un medio y una cepa de Clostridium phytofermentans, donde
dicho fermentador esta configurado para mantener una cantidad de
compuestos de azucar en un nivel gue varia en menos de
aproximadamente 25% durante la fermentacidn.

[0024] En un aspecto, se proporciona en la presente una planta
de combustible que comprende un fermentador configurado para
alojar un medid Yy una cepa de Clostridium phytofermentans, donde
dicho | fermentador esté configurado para suplementar
periddicamente dicho medio con componentes de medioc adicionales o
células viables adicionales de Clostridium phytofermentans.

[0025] En un aspecto, se proporciona en la presente una planta
de combustible que comprende un. fermentador configurado para
alojar un medio y una cepa de Clostridium phytofermentans, donde
dichc medio comprende un modificador de pH y un material
celulédsico o lignoceluldésico. En una forma de realizacién, dicho
medio también comprende un material de acido graso.

[00286] En un aspecto, se proporcicna en la presente una planta
de combustible gque comprende un fermentador configurado para
alojar un medio y una cepa de Clostridium phytofermentans, donde
dicho medio comprende una fuente de nitrégeno que comprende
prolina, glicina, histidina, y/o isoleucina, vy un material

celulésico o lignocelulésico,
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[0027] En un aspecto, se proporciona en la presente una planta
de combustible gue comprende un fermentador configurado para
alojar un medio y una cepa de Clostridium phytofermentans, donde
dicho medio comprende a material de acido graso y un material
celulédsico o lignocelulédsico.

[0028] En un aspecto, se proporciona en la presente un
producto final fermentativo producido por la fermentacidn de un
material celuldsico o lignoceluldsico con una cepa de Clostridium
phytofermentans, en un medio gue comprende una cantidad de
compuestos de azucar en un nivel gque varia en menos de
aproximadamente 25% durante la fermentacién.

[0029] En un aspecto, se proporciona en la presente un
producto final fermentativo producido por la fermentacidén de un
material celuldsico o lignoceluldsico con una cepa de Clostridium
phytofermentans, en un medio gue comprende un modificador de pH.
[{0030] En un aspecto, se proporciona en la presente un
producto final fermentativo producido por la fermentacidédn de un
material celulédsico o lignoceluldsico con una cepa de Clostridium
phytofermentans, en un medio gque comprende un acido grasc.

{0031] En un aspecto, se proporciona en la presente un
producto final fermentativo producido por la fermentacidén de un
material celuldésico o lignoceluldsico con una cepa de Clostridium
phytofermentans, en un medio gue comprende a fuente de nitrdgeno
que comprende prolina, glicina, histidina, y/o iscleucina.

[0032)] En otro aspecto de la invencidén, se describe un método
para la produccidn de etanol. El método comprende (1) inocular un
medioc de cultive con una cepa de Clostridium phytofermentans para
formar un caldo; (2) cultivar- el caldo en condiciones adecuadas
para el crecimiento del Clostridium phytofermentans y la
produccidén de etanol por Clostridium phytofermentans; (3] afadir
uno © mas nutrientes al caldo mientra gque estd presente el
Clostridium phytofermentans; y (4) continuar el cultivo del caldo
en condiciones adecuadas para el crecimiento del Clostridium
phytofermentans y la produccién de etancl por el Clostridium
phytofermentans, donde el etanol esta presente en el caldo en una

concentracién de aproximadamente 5 g/L o més. 000015
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[0033] En una forma de realizacidén del proceso descripto
anteriormente, el etancl estad presente en el calde con una
concentracién de aproximadamente 7 g/L o més. En otra forma de
realizacidén, el etanol estd presente en el caldo con una
concentracidén de aproximadamente 9 g/L o mas. En otra forma de
realizacidén, el etanol estd presente en el caldo c¢on una
concentracidédn de aproximadamente 11 g/L o mas. En otra forma de
realizacidén, el etanol esta presente en el caldo con una
concentracidén de aproximadamente 13 g/L o mds. En otra forma de
realizacidén, el etanol estd presente en el caldo con una
concentracidn de aproximadamente 10-14 g/L.

[0034] En otra forma de realizacidn, el medio de cultivo
comprende -un material celuldsico y/o lignocelulésico. En otra
forma de realizacidn, el medio de cultivo comprende un material
celulésico o lignoceluldsiceo, donde el material celuldsico o
lignocelulésico no fue tratado‘enziméticamente con una cantidad
suficiente de enzimas para convertir mas de 15% del material
celulpsico ¢ Llignoceluldsico en azlcares simples dentro de 24
horas. !

[0035] En otro aspectc, se describe un proceso de acuerdo con

~una forma de realizacidn preferida de la presente invencidn para

obtener etanol. El proceso comprende (1) cultivar una cepa de
Clostridium phytofermentans en un caldo; {(2) mantener la
concentracidén total de compuéstos de azucar en el caldo en mas de
aproximadamente 18 g/L; Y {3) producir etanol con ‘una
concentracién de aproximadamente 10 g/L o mas. En una forma de
realizacién del proceso descriptce anteriormente, el caldo en
algun momento durante el cultive comprende etanol en mas de
aproximadamente 7 g/L.

[0036] En otra forma de realizacidn, mantener la concentracién
total de compuestos de azucar comprende afiadir unoc o© mas
suplementos al medio, al menos uno de los cuales comprende uno o
mas compuestos de azlcar al caldo al menos una vez durante el
cultivo, donde los suplementos del medio se afiaden a un
recipiente gque contiene el cultivo.

[0037] En otra forma de realizacidn, la concentracidn total de

compuestos de azidcar en el calde se mantiene en mas

de
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aproximadamente 25 g/L para una porcidén del cultivo. En otra
forma de realizacidn, la concentracidén total de compuestos de
azlcar en el céldo se mantiene dentro de un rango de
aproximadamente 30 g¢g/L a aproximadamente 100 g/L para una porcidn
del cultivo.

[0038] En otra forma de realizacidn, mantener la concentracidn
total de -compuestos de azicar comprende afadir uno o mas
suplementos del medio, al menos uno de los' cuales comprende uno ©
mas compuestos de azlcar al caldo al menos una véz durante el
cultivo, y uno o mas de los suplementos del medio comprenden
fitato, donde los suplementos del medio se afiaden a un recipiente
gue contiene el cultivo.

[00398] En otra forma de realizacidn, la concentracidn total de
compuestos de azucar en el calde se mantiene durante un periodo,
donde el periodo es al menos aproximadamente 10 horas.

[0040] En otra fcorma de realizacidn, la concentracidn total de
compuestos de azucar en el caldec se mantiene durante un pericdo,
donde el periodo es al menos aproximadamente 10 horas y 1la
concentracidén total de compuestos de azucar en el caldo varia en
menos de aproximadamente 25% durante el periodo.

[0041] En otra forma de realizacidén, el proceso también
comprende afiadir un suplemento del medioc que comprende uno o mas
materiales que contienen nitrégeno al caldoe al menos una vez
durante la fermentacién, y donde el suplemento del medio se arfiade
a un recipiente que contiene el cultivo.

[0042] En otra forma de realizacién, mantener la concentracibn
total de compuestos de azlcar comprende afadir uno o© mas
suplementos del medio, al menos uno de los cuales comprende uno o
méds compuestos de azucar al caldo al menos una vez durante el
cultiveo, y uno o mas de los suplementos del medio comprende unc o
mas materiales gue contienen nitrdgeno, donde los suplementos del

medio se afiaden a un recipiente que contiene el cultivo.

[0043] En otra forma de realizacidn, el caldo comprende un
material celulésico o lignocelulédsico. En otra forma de
realizacidn, el caldo comprende un matexrial celulésico o

lignoceluldsico, y el material celuldsico o lignocelulédsico no

fue tratado enzimdticamente con una cantidad suficiente de
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enzimas para convertir mas de 15% del material celuldsico o
lignoceluldsico en azlUcares simples dentro de 24 horas.

[0044] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizaciédn preferida de la presente invencidn para
obtener etanol. El proceso comprende (1) cultivar una cepa de
Clostridium phytofermentans en un caldo; y (2) afiadir uno o mas
componentes del medioc al- caldo durante el cultivo del Clostridium
phytofermentans. donde uno o mas de los suplementos del medio
comprende unc © mas compuestos de azucar, y el uno o mas
compuestos de aéﬁcar se anaden en relacidén con una cantidad de
azucar convertida por el Clostridium phytofermentans en otros
compuestos, y el etanol se produce en mids de aproximadamente 10
g/L.

[0045] En  una forma de realizacidén del proceso descripto
anteriormente, uno ¢ més de los compoﬁentes del medio comprenden
una fuente de nitrégeno. En otra forma de realizacidén, uno o méas
de los componentes del medio comprenden una fuente de nitrdgeno y
la fuente de nitrdgeno incluye prolina, glicina, histidina, y/o
isoleucina. En otra forma de realizacidén, uno o mé&s de los
compenentes del medio comprende a fuente de nitrégeno, donde la
fuente de nitrégeno incluye prolina, glicina, histidina, vy/o
isoleucina, y 1la prolina, glicina, histidina, ¢ isoleucina se
proporcicona en una cantidad de al menos 0,9 g/L.

[0046] En otra forma de realizacion, el cultivo de Clostridium
phytofermentans incluye una fase de crecimiento y al menos una
porcidén del componente del medio se afiade al calde durante 1la
fase de crecimiento.

[0047] En otra forma de realizacidn, el cultivo de Clostridium
phytofermentans incluye una fase estacionaria, y al menos una
percién del suplemento del medio se afiade al caldo durante la
fase estacionaria.

[0048] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacidn preferida de la presente invencién para
obtener etancl. El proceso comprende (1} cultivar un caldo que
comprende Clostridium phytofermentané en condiciones adecuadas
para la produccidén de etanol; ‘y (2) recolectar el etanol

producido por el Clostridium phytofermentans en el caldo, donde
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la concentracidén de etancl en el caldo es mas de aproximadamente
8 g/L. En una forma de realizacidén del proceso descripto
anteriormente, la concentracidén de etanol en el caldQ en algun
punto durante el cultivo del Clostridium phytofermentans esta en
el rango de aproximadamente 8 a aproximadamente 14 g/L.

[0049] En otro aspecto, se describe un proceseo de acuerde con
una forma de realizacidn preferida de la presente invencidn para
obtener etanol. El procesc comprende cultivar un caldo que
comprende Clostridium phytofermentans en condiciones adecuadas
para la produccién de etanol, donde el caldo comprende etancl en
una concentracién mayor de aproximadamente 8 g/L.

[0050] En otrc aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacién preferida de la presente invencidn para
obtener etanol. El procesc comprende (1) afnadir un primer indculo
de Clostridium phytofermentans a un medio para formar un caldo;
(2) cultivar el caldo que comprende Clostridium phytofermentans
en condiciones adecuadas para la produccién de etanol; {(3) afadir
células viables adicionales de Clostridium phytofermentans al
caldo més de cinco horas después de agregar el primer indculo de
Clostridium phytofermentans al medio, y (4) continuar el cultivo
del caldo, donde el etanol se produce en més de aproximadamente 8
g/L.

[0051] En una forma de realizacidén del proceso descripto
anteriormente, el proceso también comprende afiadir uno o mas
componentes del medio al caldo después de afiadir el primer
inéculo de Clostridium phytofermentans.

[0052) En otra forma de realizacién, el proceso también
comprende afnadir uno o mds componentes del medio al caldo después
de afiadir el primer indculo de Clostridium phytofermentans, y una
adicidén de componentes del medio y una adicidén de células viables
se produce en forma sucesiva o simultanea.

[0053] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacidén preferida de la presente invencidén para
obtener etanol. El proceso comprende (1) eliminar una impureza de
un material de etancl impure para producir un material de etanol
purificado, donde el material de etanol purificado es mas de

aproximadamente 90% (peso) de etanol, y el material de iﬁanol
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impuro se extrae de un caldo de fermentacidédn obtenido por el
cultivo de células de Clostridium phytofermentans en un cultivo
discontinuc élimentado, y donde la concentracidén de etanol en el
caldo de fermentacién fue mayor de aproximadamente 7 g/L.

[0054] En una forma de realizacidén del proceso descripto
anteriormente, la impureza eliminada del material de etanol
impuro comprende agua.

[0055] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacidn preferida de la pfesénte invencidén para
obtener etanocl. El proceso comprende (1) inocular un medio con
micreoorganismos de Clostridium phytofermentans para formar un
caldo; (2) .cultivar el caldo en condicicnes adecuadas para el
crecimiento de los microorganismos y la produccién del etanol por
los microorganismos; (3} aumentar el volumen del caldo por la
adicidén de medio al caldo mientras los microorganismos estan
presentes; y (4) continuar cultivando el caldo en condiciones
adecuadas para el crecimiento del microorganisme y la produccidn
del etanol por los microorganismos, donde la fase de crecimiento
para los microorganismos se extiende en mas de aproximadamente
seis horas.

[0056] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacidén preferida de la presente invencidn para
obtener etanol. El proceso comprende (1) cultivar un caldec gque
comprende una cepa de Clostridium phytofermentans, y una fuente
de nitrdégeno que comprende prolina, glicina, histidina, y/o
isoleucina, en condiciocnes adecuadas para la produccién de etanol
con una concéntracién mayor de o igual a aproximadamente 8 g/L.
[0057] En una forma de realizacién del prcceso descripto
anteriormente, se proporciona prolina, glicina, histidina, o
isoleucina en una cantidad de al menos aproximadamente 0,09 g/L.
En otra forma de realizacién, al mencs se cbtiene una porcidn de
la fuente de nitrdgenc se obtiene del licor de maceracidn de maiz
0 polvo de maceracidén de maiz. En otra forma de realizacién, el
caldo también comprende al menos aproximadamente 0.4 g/L fitato.
En otra forma de realizacidén, el caldo también comprende a
materizl celulésico o lignocelulédsico. En otra forma de

realizacién, el caldo también comprende un material celuldsico o
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lignoceluldsico, donde el material celuldsico o lignoceluldsico
no fue tratado enzimdticamente con una cantidad suficiente de
enzimas para convertir mas de 15% del material celulésico o
lignoceluldsico a azlcares simples dentro de 24 horas. En otra
forma de realizacién, el caldo también comprende al menos
aproximadamente 0,4 g/L de fitato, vy 1la prolina, glicina,
histidina, © isoleucina se proporciona en una concentracién de al
menos aproximadamente 0,09 g/L.

[0058] En otro aspecto, se describe un procesc de acuerdo con
una forma de realizacién preferida de la presente invencidn para
obtener etancl. El procesoc ccmprende (1} cultivar un caldo gque
comprende una cepa de Clostridium phytofermentans, una fuente de
nitroégeno, y fitato, donde el fitato esta presente en una
concentracidn de aproximadamente 0,4 g/L o mayor, en condiciones
adecuadas para 1la produccidn del etanol en una concentracidn
mayor de o igual a aproximadamente 8 g/L.

[0059] En otro aspecto, se describe un procesc de acuerdo con
una forma de realizacidn preferida de la presenite invencidn para
obtener etanol. El proceso comprende (1) cultivar un caldo que
comprende una cepa de C(Cleostridium phyteofermentans, donde el
etanol se produce en una productividad instantdnea de al menos
aproximadaﬁenté 3 g/L-dia. En wuna forma de realizacidén del
proceso, el etanol se produce en una velocidad instantanea de
aproximadamente 3 ¢g/L-dia a aproximadamente 15 g/L-dia. En otra
forma de realizacidén, el etanol se produce con una productividad
instanténea de éproximadamente 5 g/L-dia a aproximadamente 12
g/L-dia. En otra forma de realizacién, el etanol se produce en
una productividad instantanea de aproximadamente 7 g/L-dia a
aproximadamente 10 g/L-dia.

[0060] En otra forma de realizacibén, el caldo comprende
fitato. En otra forma de realizaciédn, el caldo comprende prolina,
glicina, histidina, y/o isoleucina. En otra forma de realizacién,
el caldo coﬁprende un material celuldsico o lignocelulédsico. En
otra forma de realizacidén, el caldo comprende un material
celulésico o lignocelulédsico, donde el material celuldsico o
lignocelulésico ne fue tratado enzimadticamente con una cantidad

suficiente de enzimas para convertir mas de 15% del material
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celulésico o lignocelulédésico a azUcares simples dentro de 24
horas. |

[0061] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacidn preferida de la presente invencidn para
obtener etancl. El1 procesoc comprende (1} inocular un medic
adecuado para el crecimiento del Clostridium phytofermentans con
un cultive de Clostridium phytofermentans que produce un caldo de
Clostridium phytofermentans, donde el cultivo de Clostridium
phytofermentans se usd previamente para producir etanol.

[0062] En una forma de <zrealizacidén del proceso descripto
anteriormente, el proceso también comprende cultivar el caldo de
Clostridium  phytofermentans en condiciones adecuadas para
producir etanol, producir etanol, y recuperar un material que
comprende etzanol del caldo.

[0063] En otra forma de realizacidén, el ©procesc también
comprendé cultivar el caldo de Clostridium phytofermentans en una
concentracidén de etanoi mayor de aproximadamente 6 g/L. En otra
forma de realizacién, el proceso también -comprende cultivar el
caldo de Clostridium phytofermentans en una concentracidén de
etanol de aproximadamente 6 a aproximadamente 180 ¢g/L. En otra
forma de realizacién, el proceso -también comprende cultivar el
caldo de Clostridium phytofermentans en una concentracidén de
etancl de aproximadamente 15 a aproximadamente 160 g/L. En otra
forma de realizacidn, el procesc también comprende cultivar el
calde de Clostridium phytofermentans en una concentracidn de
etancl de aproximadamente 20 a aproximadamente 100 ¢/L. En otra
forma de realizacidn, el procesc también comprende cultivar el
calde de Clostridium phytofermentans en una concentracidn de
etancl de aproximadamente 30 a aproximadamente 80 g¢/L. En otra
forma de realizacidén, el procesc también comprende cultivar el
caldo de Clostridium phytofermentans en una concentracidn de
etanol de aproximadamente 8 a aproximadamente 14 g/L. En otra
forma de realizacidén, el proceso también comprende cultivgr el
caldo de Clostridium phytofermentans en condiciones adecuadas
para producir etanol, producir etancl y recuperar un material que

000022
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[00864] En otro aspecto, se describe un proceso de acuerdo con
una forma de realizacidén preferida de la presente invencidn para
obtener etanol. El proceso comprende (1) inocular un volumen de
medio adecuado para el crecimiento del Clostridium
phytofermentans, <¢on un volumen de cultiveo de Cleostridium
phytofermentans que produce un caldo de Clostridium
phytofermentans; una relacién dél volumen del cultivo al cultivo
del medio que es mayor de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
1; y (2) cultivar el caldo de C(Clostridium phytofermentans en
condiciones adecuadas para producir etancl, vy recuperar el
materiai que comprende etanol del caido de Clostridium
phytofermentans.

[0065) En una forma de realizacidn del proceso descripto
anteriormente, el etanol esta presente mientras que se cultiva el
caldo con una concentracidn de aproximadamenﬁe 8 a
aproximadamente 150 g/L. En otra forma de realizacidn, la
relacidén del volumen del cultive al cultivo del medio es
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1. En otra forma de
realizacion, el etanol estd presente mientras que el cultivo del
caldo a una concentracién mayor de aproximadamente 8 g/L.

[C066] Se pfoporcionan métodos y composicicnes para la
produccidén de un combustible. En un aspecto las invenciones
proporcionan métodos para producir alcochol. En algunas formas de
realizacidn, Jlos métodos comprenden fermentar las células de
Clostridium phytofermentans en presencia de un modificador de pH
agregado, donde se produce un alcohol. En algunas formas de
realizacién, el alcohol es etanol.

[0067] En algunas formas de realizacién de este aspecto, la
fermentacidn de las células se produce a un pH, donde el pH es
aproximadamente 6,0 a aproximadamente 7,2. En otras formas de
realizacién, fermentacidén de las células se pfoduce a un pH,
donde el pH es aproximadamente 6,2 a aproximadamente 6,8.

{0068] En algunas formas de realizacidén de este aspecto, el
alcohol se produce con una concentracién de aproximadamente 15 a
aproximadamente 200 g/L. En otras formas de realizacidén, el
alcohol se produce con una concentracién de aproximadamente 15 a

apreximadamente- 150 g/L. En otras formas de realizacidn,

el
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alcohol se produce con una concentracién de aproximadamente 18 a
aproximadamente 100 g/L. En otras formas de realizacién, el
alcohol se precduce con una concentracién de aproximadamente 20 a
aproximadamente 60 g/L.

[0069] En otro aspecto la invencidén proporciona métodos para
producir alcohol por la fermentacidén de las células de
Clostridium phytofermentans en presencia de un material agregado
que comprende &cide graso, donde se produce un alcohol. En
algunas formas de realizacidn, el material que comprende &cido
graso es una grasa o aceite comestible. En algunas formas de
realizacién, el material que comprende &acido graso comprende un
acido grasc con una instauracién en la posicidédn delta 2. En
algunas formas de realizacidén, el material gue comprende A&cido
graso comprende un acidoc graso c¢on una instauracidén en la
posicidén de omega 9. En algunas formas de realizacidn, el
.material que comprende acido graso comprende unc o mas de acido
oleico y acido linoleico. En algunas formas de realizacidn, el
material que comprende Acido graso comprende uno ¢ mas de aceite
de maiz, aceite de girasol, aceite de cértamo, aceite de canola,
aceite de soja, o aceite de colza oleaginosa. En algunas formas
de realizacidén, el material que comprende acido grasoc comprende
un fosfolipido o un lisofosfolipide.

[0070]) En otro aspecte la invencidédn proporciona un calde de
fermentacidén, el caldo que comprende c¢élulas de Clostridium
phytofermentans y un modificador de pH agregadeo, donde se produce
un alcohol.

[0071] En otro aspecto la invencidn proporciona un caldo de
fermentacidén, el caldo gue comprende células de un Clostridium
phytofermentans y un compuesto que contiene acido grado agregado,
donde se produce un alcohol. '

[0072] En otro aspectoc la invencidén proporciona métodos de
producir alcohol que comprende fermentar las células de
Clostridium phytofermentans y la presencia de un modificador de
pH y un material gque comprende &cido grasoc, donde se produce

DOGH2¢

alcohol.
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INCORPORACION POR REFERENCIA

[0073] Todas 1las publicaciones, patentes, y solicitudes de
patentes mencionados en esta memoria descriptiva se incorporan en
la presente por referencia en el mismo grado que si cada
publicacidén, patente, o solicitud de patente individual se
indicara en forma especifica e individual gue estd incorporada
por referencia.

BREVE DESCRIPCION DE 10OS DIBUJOS
[0074] Las nuevas caracteristicas de la invencidén se exponen con
particularidad en las reivindicaciones anexas. Una mejor
comprensidén de las caracteristicas y ventajas de la presente
invencién se obtendran con referencia a la siguiente descripciédn
detallada que expone formas de realizacidn ilustrativas, en el
cual se utilizan los principios de la invencidn, y cuyos dibujos
acompariantes son: '
[0075] La FIG 1 es un grafico de las concentraciones de sustrato
y etanocl de una fermentacidén discontinua con Clostridium
phytofermentans.
[0076] La FIG. 2 es un grafico de las concentraciones de sustrato
vy etanol de fermentaciones discontinuas alimentadas con
Clostridium phytofermentans.
[0077] La FIG. 3 es un grafico de la concentracién de etanol en
funcién del tiempo durante la fermentacién de Clostridium
pPhytofermentans con extracto de levadura.
[0078] La FIG 4 muestra un grafico de la concentracidén de etanocl
respecto del tiempo para 1las condiciones de fermentacién de
diferentes acidos grasos.
[0079] La F;G 5 muestra un graifico de concentracidén de etanol
respecto del tiempo para diferentes condiciones de fermentacién
de pH.
[0080] La FIG 6 muestra un grafico de concentracién de etanol
respecto del tiempo para diferentes condiciones de fermentacidn
de écido graso y pH.
[0081] La FIG 7 es un mapa del plasmido pIMPT1022 usado para
transformar el Clostridium phytofermentans.
[0082] La FIG 8 es un ejemplo de un método para producir

productos finales fermentativos de la biomasa por tratar primero
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la bicmasa con un acido a temperatura y presidén elevadas en una
unidad de hidrélisis.

[0083] La FIG 9 ilustra un método para producir productos finales
fermentativos a partir de biomasa por el cargado de la biomasa en
un vasc de fermentacidn.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA FORMA DE REALIZACION PREFERIDA

Definiciones

[00B4] A menos gQue se caracterice de otro modo, los términos
técnicos y cilentificos usados en la presente tienen el mismo
significado comunmente entendido por 1los expertos en la técnhica a
la cual pertenece esta invencidn.

[0085] "Aproximadamente”" significa una indicacidén numérica
mencionada mas o menos 10% de esta indicacién numérica
mencionada. Por ejemplo el término aproximadamente 4 debe incluir

un rango de 3,6 a 4,4.

[0086] "Producto final fermentativo” se usa en la presente
para incluir biocombustibles, agentes guimicos, compuestos
adecuados c¢omo combustibles liquidos, combustibles gaseosos,
reactivos, materias primas quimicas, aditivos quimices,
auxiliares de procesamiento, aditivos alimenticios y otros
productes. Los ejemplos de productos finales fermentativos

incluyen pero sin limitacién 1,4 diacidos (succinico, fumdrico vy
malico), acido 2,5 furan dicarboxiilico, dcido 3  hidroxi
propidnico, &cido aspédrtico, &cido glucédrico, &acido glutéamico,
acido itaconico, acido levulinico, 3-hidroxibutirclactona,
glicercl, sorbitol, ®ilitol/arabinitel, butanodiol, butanol,
metanoc, metancl, etano, eteno, etanol, n-propano, 1l-propeno, 1-
propancl, propanal, acetona, propionato, n-butano, l-butenoc, 1-
butanol, butanal, butanocato, isobutanal, isckbutanol, 2-
metilbutanal, 2-metilbutancl, 3-metilbutanal, 3-metilbutanol, 2-
buteno, 2-butanocl, 2-butzanona, 2, 3-butancdiol, 3-hidroxi-2-
butanona, Z2,3-butanodiona, etilbenceno, etenilkenceno, 2-
feniletanol, fenilacetaldehido, 1l-fenilbutano, 4-fenil-l-buteno,

4-fenil-2-buteno, 1l-fenil-2-buteno, 1l-fenil-2-butanocl, 4-fenil-2-

butanol, l1-fenil-2-butanona, 4-fenil-Z2-butanona, l1-fenil-2, 3-
butandiol, i-fenil-3-hidroxi-2-butanona, 4-fenil-~3-hidroxi-2-
butanona, 1-fenil-2, 3-butanodiona, n-pentano, etilfenol,

000028
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etenilfenol, 2—(4-hidroxifenil)etanol, 4-—
hidroxifenilacetaldehido, i1—-{4-hidroxifenil) butano, 4—(4-
hidroxifenil)-1-buteno, 4-{4-hidroxifenil)-Z-buteno, 1-(4-
hidroxifenil)-1-butenco, 1-{4-hidroxifenil)-2-butanol, 4-(4-
hidroxifenil)-2-butanol, 1-(4d-hidroxifenil)-2-butanona, 4-(4-

hidroxifenil)-2-butanona, 1-(4-hidroxifenil)-2,3-butandiol, 1-{4-

hidroxifenil)-3-hidroxi-2-butanona, 4-{4-hidroxifenil)-3-hidroxi-

2-butanona, 1-{4d-hidroxifenil} -2, 3-butanonocdiona, indoliletano,
indolileteno, 2—{indol-3-)etanol, n—pentanb, l-penteno, 1-
pentanol, pentanal, pentanoato, 2-penteno, Z-pentanol, 3-
pentanol, Z-pentanona, 3-pentanona, 4-metilpentanal, 4~

metilpentancl, 2,3-pentanodicl, 2-hidroxi-3-pentanona, 3-hidroxi-
2—pentanoné, Z2,3-pentanodiona, Z2-metilpentano, 4-metil-l-pentenoc,
4-metil-2-penteno, -4-métii-3-penteno, 4-metil-2-pentancl, 2=
metil-3-pentanol, 4-metil-2-pentancna, 2-metil-3-pentanona, 4-
metil-2, 3-pentanodiol, d4-metil-2-hidroxi-3-pentanona, 4-metil-3-
hidroxi-Z-pentanona, 4-metil-2,3-pentanodicna, l-fenilpentano, 1-

fenil—l—penteno; l1-fenil-Z2-penteno, l1-fenil-3-penteno, l-fenil-2-

pentancl, 1-fenil-3-pentanol, l1-fenil-2-pentanona, 1-fenil-3-
pentanona, 1-fenii-2, 3-pentanodiol, l1-fenil-2-hidroxi-3-
pentanona, l-fenii-3-hidroxi-Z2-pentancna, 1-fenil-2, 3-

pentanodiona, 4-metili-l-fenilpentano, 4-metil-l-fenil-1l-pentenoc,
4-metil-1-fenil-2-penteno, 4-metil-1-fenil-3-pentenc, 4-metil-1-
fenil-3-pentanol, 4-metil-1-fenil-Z2-pentancl, 4-metil-i-fenil-3-
pentanona, 4-metil-1-fenil-Z-pentancna, 4-metil-1-fenil-2, 3~
pentancdiol, 4-metil-1-fenil-2, 3-pentanodiona, 4-metil-1-fenil-3-

hidroxi-2-pentanona, 4-metil-l1-fenil-2-hidroxi-3-pentanona, 1-{4-

hidrdxifenil) pentano, l-{4-hidroxifenil}-1-penteno, 1-(4-
hidroxifenil)-Z-penteno, 1-{4-hidroxifenil)~3-penteno, 1-(4-
hidroxifenil)-2-paentanol, 1-(4-hidroxXifenil)-3-pentancl, 1-(4-

hidroxifenil)-2-pentanona, 1-(4-hidroxifenil)-3-pentancna, 1-(4-

hidroxifenil) -2, 3—-pentanodicl, 1-{4-hidrexifenil)-2-hidroxi-3-
pentanona, 1-(4-hidroxifenil)-3-hidroxi-Z2-pentanona, 1-(4-
hidroxifenil)—2{3—pentanodiona, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)
pentano, d-metil-1-(4-hidroxifenil)-2-penteno, 4-metil~1-{(4-

hidroxifenil)-3-pentenc, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)-1l-penteno, 4-

metil-1-(4-hidroxifenil)-3-pentanol, d-metil-1-({4-hidroxifenil) -
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2-pentancl, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)-—-3-pentancona, 4-metil-1-(4-

hidroxifenil)-2-pentanona, 4-metil-1-(4-hidroxifenil) -2, 3-
pentancdiol, d-metii-1-(4-hidroxifenil)-2, 3-pentanodiona, 4-
metil—l—(ﬂ—hidroxifenil)—3—hidroxi—2—pentanona, 4-metil-1-(4-

hidroxifenil)-2-hidroxi-3-pentanona, i-indocl-3-pentano, 1-(indol-
3)-1-penteno, 1-{indol-3)-Z2-pentenc, 1-(indol-3)-3-penteno, 1-
(indel-3)-2-pentanol, 1-(indol-3)-3-pentanol, l-(indol-3}-2-
pentancna, 1-{indol-3)-3-pentanona, 1l-(indol-3)-2,3-pentanodicl,
1-{indol-3)-2-hidroxi-3-pentanona, 1-(indol-3)-3-hidroxi-2-
pentancna, 1-(indol-3)-2, 3-pentanodiona, 4-metil-1-{indol-3-
)pentanb, 4-metil-1-{indoi-3})~2-penteno, 4-metil-1-(indol-3})-3-
penteno, 4-metil-1-(indol-3)-1-penteno, d-metil-2-(indol-3)-3-
pentanol, 4-metil-1-(indol-3)-2-pentancl, 4-metil-1-(indol-3)-3-
pentanona, 4-metil-1-{indol-3)-2-pentanona, 4-metil-1-(indocl-3)-
2,3—pentanodiol; 4-metil-i-{indol-3)-2, 3-pentanodiona, 4-metil-1-
{(indol-3)-3-hidroxi-2-pentancna, 4-metil-1-(indol-3)})-2-hidroxi-3-
pentanona, n-hexano, l-hexeno, l-hexanol, hexanal, hexancato, 2-
hexeno, 3~hegeno, 2—hexénol, 3—he;anol, 2-hexanona, 3-hexancna,
2,3-hexanodiol, 2,3-hexanodiona, 3,4-hexancdiol, 3;4—hexanodiona,
Z2-hidroxi-3-hexancna, 3-hidroxi-2-hexanona, 3-hidroxi-4-hexanona,
4-hidroxi-3-hexancna, 2-metilhexano, 3-metilhexano, 2Z2-metil-2-
hexeno, 2-metil-3-hexeno, 5-metil-l-hexeno, 5-metil-2-hexeno, 4-
metil-1-hexeno, 4-metil-2-hexeno, 3-metil-3-~hexeno, 3-metil-Z-
hexeno, 3-metil-l-hexeno, 2-metil-3-hexanol, 5-metil-2-hexanol,
S~metil-3-hexanol, Z-metil-3-hexanona, 5-metil-2-hexanona, 5-
metil-3-hexancna, 2-metil-3, 4-hexanodiol, 2-metil-3, 4-
hexanodiona, 5-metil-2,3-hexanodicl, 5-metil-2,3-hexanodiona, 4-
metil-2,3-hexancdiol, 4-metil-2, 3-hexanodiona, 2-metil-3-hidroxi-
4-hexanona, 2-metil-4-hidroxi-3-hexanona, S-metil-2-hidroxi-3-
hexanona, S5-metil-3-hidroxi-2~hexanona, 4-metil-Z2-hidroxi-3-
hexanona, 4-metil-~3-hidroxi-2-hexanona, 2,5-dimetilhexano, 2,5-
dimetil-2-hexeno, 2,5~dimetil-3-hexeno, 2,5-dimetil-3-hexanol,
Z2,5-dimetil~-3-hexanona, 2,5-dimetil-3,4-hexanodiol, 2,5-dimetil-
3, 4-hexancdiona, Z2,5-dimetil-3-hidroxi-4-hexanona, 5—metil—lu
fenilhéxano, 4-metil-1-fenilhexano, 5-metil-1-fenil-l-hexeno, b5-
metil-1-fenil-2-hexeno, S5-metil-1-fenil-3-hexeno, 4-metil-1-

fenil-1-hexeno, 4-metil-1-fenil-2-hexeno, d-metil-1-fenil-3-
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hexeno, 5—metil—l—fenil—2—hexanol, S-metil-1-fenil-3-hexancl, 4-
metil-1-fenil-2-hexanol, 4-metil-1-fenil-3-hexanol, S5-metil-1-

fenil-Z2-hexanona, b5—-metil-1-fenil-3-hexancna, 4d-metil-1-fenil-2-

hexanona, 4-metil-1-fenil-3-hexanona, S5-metil-1-fenil-2, 3-
hexanodiol, 4-metil-i-fenil-2, 3-hexanodiol, 5-metil-1-fenil-3-
hidroxi-2-hexanocna, S5-metil-1-fenil-2~hidroxi~3-hexanona, 4-
metil—14fenil—3—hidroxi—2—hexanona, 4-metil-1-fenil~2-hidroxi-3-
hexancna, ' 5—me£il—l—fenil—2,3—hexanodiona, 4-metil-1-fenil-2, 3~
hexanodiona, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)hexano, 5-metil-1-(4-

hidroxifenil)-1-hexeno, 5-metil-1-{(4-hidroxifenil)-2-hexeno, 5-
metil-1-(4-hidroxifenil)-3-hexeno, d-metil-1-{4-hidroxifenil)-1-
hexenag, 4d-metil-1-{4-hidroxifenil)}-2-hexeno, 4-metil-1-(4-
hidroxifenil)-3-hexeno, 5-metil-1-{(4-hidroxifenil)-2-hexanol, 5-

metil-1-(4-hidroxifenil)-3-hexanol, 4-metil~1-(4-hidroxifenil)-2-

hexanol, d-metil-1-(4-hidroxifenil)-3-hexanol, 5-metil-1-(4-
hidroxifenil)-2-hexanona, S5-metil-1-(4-hidroxifenil)-3-hexanona,
d-metil~1-(4d-hidroxifenil)-2-hexanona, d-metil-1-{4-
hidroxifenil)-3-hexanona, b-metil-1-(4-hidroxifenil)-2, 3-

hexanodiol, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)-2,3-hexanodiol, 5-metil-1-
(4-hidroxifenil)-3-hidroxi-Z-hexanona, 5-metil-1-{4-
hidroxifenil)-2-hidroxi-3-hexanona, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)-3-
hidrexi-2-hexanona, 4-metil-1-(4-hidroxifenil)-2-hidroxi-3-
‘ hexancona, 5—metil—1—(4~hidroxifenil)—2,3—hexanodiona, d-metil-1-

(d-hidroxifenil)-2,3-hexanodiona, 4-metil-1-{(indol-3-)hexano, 5-

metil-1-(indeol-3)-1-hexeno, 5—metil—l—(indbl—3)—2—hexeno, 5-
metil-1-(indol-3)-3-hexeno, 4-metil-1-(indol-3)-1-hexeno, 4-
metil-1-(indol-3)-2-hexeno, 4-metil-1-(indol~3)~3-hexeno, 5-

metil-1-(indol-3)-2-hexanol, 5-metil-1-(indol-3)-3-hexanol, 4-
metil-1-(indol-3)-2-hexanocl, d-metil-1-(indol-3)-3-hexanol, 5-
metil-1-({indol-3)-2-hexanocna, S-metil—l—(indoi—33—3—hexanona, 4-
metil-1-(indol-3)-2-hexanona, 4-metil-1-(indol-3)-3-hexanona, 5-
metil-1-(indol-3)-2, 3-hexanodiol, - 4-metil-1i-{indol-3)-2, 3-

hexanodiol, S5-metil-1-(indol-3)-3-hidroxi-2-hexanona, S-metil-1-

{indel-3)-2-hidroxi-3-hexanona, d-metil-1-(indol-3)=3-hidroxi-2-
hexanona, d—metil-1-(indol-3)-2-hidroxi-3-hexanona, 5-metil-1-
{indoi-3)-2, 3-hexanodiocna, 4-metil-1-{indol-3)-2, 3-hexanodiona,

n-heptano, l1-hepteno, l-heptanol, heptanal, heptanocato,
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hepteno, 3-hepteno, Z-heptanol, 3-heptanol, 4-heptanol, 2-
heptanona, 3-heptancna, 4-heptanona, 2,3-heptanodiol, 2,3-
heptanodiona, 3,4-heptanodiol, 3,4-heptanodiona, Z-hidroxi-3-
heptanona, 3-hidroxi-2-heptanona, 3~hidroxi-4-heptanona, 4-
hidroxi-3-heptancna, 2-metilheptano, 3-metilheptano, 6-metil-2-
heptenc, 6-metil-3-heptenc, Z2-metil-3-hepteno, 2-metil-2-hepteno,
5-metil-2-hepteno, 5-metil-3-hepteno, 3-metil-3-hepteno, 2-metil-
3~heptancl, Z2-metil-4-heptanol, 6-metil-3-heptanol, 5-metil-3-
heptancl, 3-metil-4-heptanol, 2—metil—3-héptanona, 2-metil-4-
heptanona, 6~metil-3-heptanocna, 5-metil-3-heptanona, 3-metil-4-

heptanona, 2Z-metil-3,4-heptanodiol, 2-metil-3,4-heptancdiona, 6-

metil-3, 4-heptancdiol, 6-metil-3, 4-heptancdiona, S5-metil-3, 4-
heptanodiol, S5—metil-3, 4-heptanodiona, 2-metil-3-hidroxi-4-
heptanona, 2-metil-4-hidroxi-3-heptanona, 6—metil—3—hidroxi;4—
heptanona, 6~metil—4—hidroxi—3—heptanona, S5-metil-3-hidroxi-4-
heptanona, 5-metil-4-hidroxi-3-heptanona, 2,6—dimetilheptanb,

2,5-dimetilheptano, 2,6-dimetil-2-hepteno, 2,6-dimetil-3-hepteno,

2,5-dimetil-2-hepteno, 2,5-dimetil-3-hepteno, 3,6-dimetil-3-
hepteno, Z2,6-dimetil-3-heptanol, 2,6-dimetil-4-heptanol, 2,5-
dimetil—Bmheptanol, 2,5-dimetil-4-heptanol, 2,6-dimetil-3,4-
heptanodiol, 2,6-dimetil-3, 4-heptanodiona, 2,5-dimetil-3,4-

heptanodiol, 2,5-dimetil-3,4-heptanodiocna, 2,6-dimetil-3-hidroxi-
4-heptancna, Z,6-dimetil-4-hidroxi-3-heptanona, 2,5-dimetil-3-
hidroxi-4-heptanona, 2,5-dimetil-4-hidroxi-3-heptanona, n-octano,
l-octeno, Z2-octeno, l-octanol, octanal, octancato, 3-octeno, 4-
octeno, 4-octanol, d4-octanona, 4,5-octanodiol, 4,5-octanodiona,
4-hidroxi-5-octanona, Z2-metiloctanco, Z-metil-3-octeno, Z-metil-4-
octeno, 7-metil-3-octeno, 3-metil-3-octeno, 3I-metil-4-octeno, 6-
metil-3-octence, 2Z2-metil-4-octancl, 7-metil-4-octanol, 3-metil-4-
octanol, = 6-metil-4-octanol, 2-metil-4-octanona, T-metil-4-
octanona, 3-metil-4-octanona, 6—-metil-4-octanona, 2-metil-4, 5-
octaﬁodiol, 2-metil-4, 5-cctanodiona, 3-metil-4,5-octanodiol, 3-
metil-4,5-octanodiona, 2—metii—4—hidroxi—5~octanona, 2-metil-5-
hidroxi~4-octanona, 3-metil-4-hidroxi->-octanona, 3-metil-5-
hidroxi~4-octanona, 2,7-dimetiloctanco, 2,7-dimetil-3-octeno, 2,7-
dimetil-4-octeno, 2,7-dimetil-4-octancl, 2,7-dimetil-4-octanona,

2,7-dimetil-4, 5-octancdiol, 2,7-dimetil-4, 5-octanodiona, 2,7-
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dimetil-4-hidroxi-5-octanona, 2,6-dimetiloctano, 2,6-dimetil-3-
octeno,.2,6—dimetil—4—octeno, 3,7-dimetil-3-octeno, 2,6-dimetil-
4-octanol, 3, 7-dimetil-4-octanol, 2,6-dimetil-4-octanona, 3,7-
dimetil-4-octanona, 2,6-dimetil-4,5-octancdiol, 2,6-dimetil-4,5-
octancdiona, Z,6-dimetil-4-hidroxi-5-octanona, Z2,6—dimetil-5-
hidroxi-4-octanona, 3,6-dimetiloctano, 3,6-dimetil-3-octenoc, 3,6-
dimetil—44octeno, 3,6-dimetil-4-octanol, 3,6-dimetil-4-octanona,
3,6-dimetil-4, 5-octanodiol, 3,6-dimetil-4, 5-octancdiona, 3,6-
dimetil-4-hidroxi-5-cctanona, n-nonanc, l-noneno, l-nonanol,
nonanal, nonancato, 2-metilinonano, 2Z2-metil-4-nconeno, 2-metil-5-
noneno, 8—métil—4~noneno, 2-metil-5-nonanol, 8-metil-4-nonancl,
Z-metil-5-nonanona, 8-metil-4-nonanona, 8-metil-4, 5-nonanodiol,
8-metil-4, 5~nonanodiona, 8-metil-4-hidroxi-5-nonanona, 8-metil-5-

hidroxi-4-nonanona, 2,8-dimetilnonanc, 2,8-dimetil-3-noneno, 2,8-

dimetil-4-noneno, 2,8-dimetil-5-noneno, 2,8-dimetil-4-ncnancl,
2,8-dimetil-5-nonanol, 2,8-dimetil-4-nonanona, 2,8-dimetil-5-
nonanona, 2,8-dimetil-4, 5-nonanodiol, . 2,8~dimetil-4, 5-
ncnanodicna, 2,8~dimetil-4-hidroxi-5-nonanona, 2,8-dimetil—5-

hid;oxi—é—nonanona, 2,7-dimetilnonanc, 3,8-dimetil-3-noneno, 3,8-

dimetil-4-noneno, = 3,8-dimetil-5-noneno, 3,8-dimetil-4-nonanol,
3,8-dimetil-%-nonanol, 2,8-dimetil~4-nonanona, 3,8—dimetil¥5—
nonanona, 3,8-dimetil-4, 5~nonanodiol, 3,8-dimetil-4,5-
nonanodiona, 3,8-dimetil-4-hidroxi-5-nonanona, 3,8-dimetil-5-
hidroxi"4~npnanona, n-decano, l1-deceno, 1-decancl, decanocato,
2,9-dimetildecano, 2,9%-dimetil-3-deceno, 2,9-dimetil-4-deceno,

2,%-dimetil-5-decancl, 2,9-dimetil-5-decanona, Z2,9-dimetil-5, 6-

decanocdiol, 2,9-dimetil-6-hidroxi-5-decanona, 2,9-dimetil-5, 6-
decanedionen—-undecano, l-undeceno, 1-undecanol, undecanal.
undecancato, n—-dodecanog, 1-dodeceno, l-dodecanol, dodecanai,

dodecanoato, n-dodecano, l-decadeceno, l-dodecancl, ddodecanal,
dodecanoato, n-tridecanc, l-trideceno, l-tridecanocl, tridecanal,
tridecancato, n-tetradecano, l-tetradeceno, l-tetradecanol,

tetradecanal, tetradecanoatoc, n-pentadecano, l-pentadeceno, 1-

pentadecanol, pentadecanal, pentadecancato, n-hexadecano, 1-
hexadeceno, l-hexadecanol, hexadecanal, - hexadecanocato, n-—
heptadecano, l-heptadeceno, l1-heptadecanol, heptadecanzal,
heptadecanoato, ' n—-octadecano, 1-octadeceno,' l-octadecanol,
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octadecanal, octadecancato, n-nonadecano, l-nonadecenc, i-
nonadecanol, nonadecanal, nonadecanoato, eicosanp, l-eicoseno, 1-
eicosancl, eicosanal, eicosancato, 3-hidroxi propanal, 1,3-
propanodiol, 4-hidroxibutanal, 1, 4-butanodiel, 3-hidroxi-2-
* butanona, 2, 3-butandiol, 1, 5-pentane .diol, homocitrato,
homeisococitordto, b-hidroxi adipato, glutarato,
.glutarsemialdehido, glutaraldehido, 2-hidroxi-l-ciclopentanona,
l,2-cicleopentanodiol,  ciclopentanona, ciclopentanol, (S)-2-
acetolactato, (R)—2,3—Dihidroxi—isova1eraté, 2—oxoisovalerat§,
isobutiril-Coh, isobutirato, “isobutiraldehido, S—amino
pentaldehido, 1,10-diaminodecano, 1,10-diamino-5-decenc, 1,10-
diamino—S—hidroxidecano, 1,10-diamino-5-decanona, 1,10-dlamino-
5, 6-decanodiol, l,10-diaminc—-6-hidroxi-5~decanona,
fenilacetecaldehido, 1,4-difenilbutanc, 1,4-difenil-1l-buteno, 1,4-
difenil-2-buteno, 1f4—difenil—2—butanol, l,4-difenil-2-butanona,
1,4-difenil-2, 3-butanodiol, 1,4-difenil-3-hidroxi-2-butanona, 1-
{4-hidroxifenil)-4-fenilbutano, ~ 1-(4-hidroxifenil)-4-fenil-1-
buteno, 1-(4-hidroxifenil)-4-fenil-2-buteno, 1-{4-hidroxifenil)-
4-fenil-2-butanol, 1-(4-hidroxifenil}-4-fenil-2-butanona, 1-{4-
hidroxifenil)-4-fenil-2,3-butancdiol, 1-(4~hidroxifenil)-4-fenil-
3-hidroxi-Z2-butanona, l-{indol-3)-4-fenilbutano, 1-(indol-3)-4-
fenil-1-buteno, 1-{indol-3)-4-fenil-2-buteno, 1-{indecl-3)-4-
fenil-Z2~butancl, 1-{indol-3)-4-fenil-2-butanona, i-{indol-3)-4-
fenil-2, 3-butanodiol, 1-{indcl-3)-4-fenil-3-hidroxi-2-butanona,

4—hidroxifenilacetoaldehido, 1,4-di{4-hidroxifenil}butano, 1, 4-

di(4—hidroxifeﬁil)—1—buteno, 1,4-di{4-hidroxifenil)-2-buteno,
1,4-di(4-hidroxifenil)-2-butanol, 1,4—di(4—hidroxifenil)~2—
butancna, 1,4-di{4-hidroxifenil)-2, 3-butanodiol, 1,4-di{4d-
hidroxifenil}-3-hidroxi-2-butanona, 1-(4d-~hidroxifenil)-4-(indol-
3-)butano, 1-(4-hidroxifenil)-4-{indol-3)-1-buteno, 1-di{4-

hidroxifenil)-4-{indol-3)-2-buteno, 1-{4d-hidroxifenil)—-4-{indol-
3)-2-butanol, 1-(4-hidroxifenil)-4-{indecl-3)-2-butanona, 1-(4-
hidroxifenil)-4-{indol-3)-2, 3-butanocdiol, 1-(4-hidroxifenil-4-
(indol-3)-3-hidroxi-2-butanona, indol-3-acetoaldehido, 1,4-
di(indol—3—)buténo, l,4-di(indol-3}-1-buteno, 1,4-di(indol-3)-2-
buteno, 1,4-di{indol-3)-2-butanol, 1,4-di{indol-3)-2-butanona,
1,4-di(indol-3)-2, 3-butanodiol, l,4-di(indol-3)-3-hidroxi-2-
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butanona, succinato semialdehido, acido hexano-1,8-dicarboxilico,
acido 3~hexeno-1,8-dicarboxilico, acido 3-hidroxi-hexano-1,8-
dicarboxilice, 4cido 3-hexanona-1,8-dicarboxilico, 4&cido 3,4-
hexanodiol-1, 8-dicarboxilico, acido 4-hidroxi-3-hexanona-1, 8-
dicarboxiliceo, fucoidan, vyodo, clorofila, carotenoide, calcio,
magnesio, hierro, sodio, potasic, fosfato, &acido lactico, &cido
acético, acido férmico, isoprenoides, o poliisoprenos, que
incluyen goma. Ademés, tales productos pueden incluir &cido
succinico, acido piravico enzimas tales como  celulasas,
polisacarasas, lipasas, proteasas, ligninasas, y hemicelulases vy
pueden estar presentes comc un compuesto puro, una mezcla, © una
forma impura .o diluida.

[0c087] El términc “material gue comprende &cido graso” como se
usa en la presente tiene su significado habitual conocido por los
expertos eh la técnica y pueden comprender uno o m&s compuestos
guimicos qgque incluyen uno © mas restos de écido grasoc asi como
derivados de estos compuestos y materiales gue comprenden unc o
maés de estos compuestos. Los ejemplos comunes de los compuestos
que incluyen unc o mas restos de Acido graso incluyen
triacilglicéridos, diacilglicéridos, moncacilglicéridos,
fosfolipidos, lisofosfolipidos, &cidos grasos libres, sales de
acidos grasos, sopas, &cidos grasos que comprende amidas, ésteres
de 4acidos grasos y alccholes monohidricos, ésteres de acidos
grasos y alcoholes polihidricos que incluyen glicoles (por
ejemplo etilenglicol, propilenglicol, etc.), ésteres de &cidos
grasos y polietilenglicol, ésteres de acidos grasos y poliéteres,
ésteres de acidos grasos y poliglicol, ésteres de acidos grasos y
sacaridos, ésteres de 4acidos grasos con otros compuestos gque
contienen hidroxilo, etc. Un material que comprende &cido graso
puede ser uno o mas de estos compuestos de una forma aislada o
purificéda. Puede ser un material gue incluye uno o mas de estos
éompuestos que se combina o mezcla con otros materiales similares
o diferentes. Puede ser un material donde aparece el material que
comprende acide graso o se proporciona con otros materiales
similares o diferentes, tales como aceites vegetales y animales;
mezclas de aceites vegetales y animales; subproductos de aceite

vegetal y animal; mezclas de subproductos de aceite vegetal
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animal; ésteres de cera vegetal y animal; mezclas, derivados y
subproductos de ésteres de cera vegetal y animal; semillas;
semillas procesadas; subproductos de semilla; nueces; nueces
procesadas; subproductos de nueces; materia animal; materia
animal procesada; subproductos de materia animal; maiz; maiz
procesado; subproductos de maiz; granos de destileria; porotos;
porotos procesados; subproductos de porote; productos de soja:
planta que contiene lipidos, material de pescado o animal;
material de planta o animal que contiene lipido procesado;
subproductos de materia de planta, pescado o animal gque contiene
lipidos; material microbiano que contiene lipidos; material
microbianc gque contiene 1lipidos procesados; y subproductos
material microbiano gque contiene lipides. Tales materiales se
pueden utilizar en formas liquidas o sélidas. Las formas soélidas
incluyen formas completas, tales como células, porotos, vy
semillas; molidos, cortados, suspendidos, extraidos, desmenuzado,
triturado, etc. La porcidén del compuesto gue contiene &cidos
grasos puede ser un acido graso simple, tal como unc gue incluye
un grupo carboxilo unido a un grupo alquile sustituido © no
sustituido. El grupo alguilo sustituido ¢ no sustituido puede ser
lineal ¢ ramificado, saturado o insaturado. Las sustituciones en
el grupo alguilo pueden incluir grupos hidroxilos, fosfatos,
halégenos, alcoxi, o arilo. El1 grupo alquilo sustituido o no
sustituido puede tener 7 a 29 carbonos y con preferencia 11 a 23
carbonos (por ejemplo, 8 a 30 carbonos y con preferencia 12 a 24
carbonos contande el grupo carboxilo) dispuestc en una cadena
lineal con o sin cadenas laterales y/o substituciones. La adicién
del compuesto que comprende Aacido graso puede ser por medio de
afnadir un material que comprende el compuesto gque comprende el
acido graso.

[0088] E1 término "modificador de pH" como se usa en la presente
tiene su significado ordinaric conocido por los expertos en la
técnica y puede incluir cualquier material que tenderd aumentar,
disminuir o mantener estable el pH del calde o medic. Un
modificador de pH puede ser un acido, una base, un buffer, o un
material que reacciona con otros materiales presentes para servir

para aumentar, disminuir o mantener estable el pH. En algunas
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formas de realizacion, se puede usar mads de un modificador de pH,
tal como mas de un acido, mas de una base, unoc o mas acidos con
uno © mas basas, uno o mas acidos con uno o mas buffers, unc o
mas bases con uno o mas buffers, o uno o mas acidos con uno o mas
bases con uno ¢ més buffers. En algunas formas de realizacidn, un
buffer se puede producir en el caldo o medio o por separado y se
usa como un ingrediente por al menos reaccionar parcialmente en
dcido o base con una base o un acido, respectivamente. Cuandc se
utilizan mas de un modificador de pH, estos se pueden afiadir en
el mismo momento o en momentos diferentes. En algunas formas de
realizacién, se pueden combinar uno o mas 4cidos y uno © mas
bases, originande un buffer. En algunas formas de realizacidn,
los componentes del medio, tales como una fuente de carbono ¢ una
fuente de nitrégeno también pueden actuar comd un modificador de
pH: los componentes del medio adecuados incluyen agquellos con pH
alto © bajo con capacidad buffer. Los ejemplos de componentes del
medio incluyen polisacdridos de planta hidrolizados con &cido ©
base que tienen acido o base residual, material de planta tratado
con explosién de fibra de amoniaco (AFEX) con amoniaco residual,
acido lactico, sélidos 0 licor de maceracién de maiz.

[00B9] E1 término "fermentacidén" como se usa en la presente tiene
su significado habitual conocido por los expertos en la técnica y
pueden incluir el cultivo de un microorganismo o grupo de
microorganismos en ¢ scbre un medic adecuado para los
microorganismos. Los microorganismes pueden ser aerobios,
anaerobios, anaerobios facultatives, heterdtrofos, autdétrofos,
fotcautodtrofos, fotoheterétrofos, gquimiocautdtrofos, y/o
guimioheterdtrofos. Los microorganismos pueden crecer en forma
aerébica o anaerdbica. Pueden estar en fase.de crecimiento, gue
incluye repocso (o conduccion), exponencial, transicidn,
estacionario, muerte, latente, vegetative, esporulante.

[0090] “Fase de <crecimiento” se wusa en la presente para
describir el tipo de crecimiento celular que se produce después
de la "Fase de iniciacidén” y antes de la "Fase estacionaria"™ y la
"Fase de muerte”. La fase de «crecimiento algunas veces se

denomina como la fase exponencial o fase log o fase logaritmica.
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[0091] E1l términc '"polisacdride de planta" como se usa en la
presente tiene su significado ordinaric conocido por los expertos
en la técnica y pueden comprender uno o mas polimeros de azlicares
y derivados de azucar asi comoc derivados de polimeros de azucar
y/u otros materiales poliméricos que se producen en la materia
vegetal. Los ejemplos de polisacdridos vegetales incluyen
lignina, celulosa, almiddén, pectina, y hemicelulosa. Otros son
guitina, polisacéridos sulfonados tales como acido alginico,
agarosa, carragenano, porfirano, furcellerano y funorano. En
general, el polisacdrido puede tener dos o mas unidades de azicar
o derivados de unidades de azdcar. Las unidades de azucar y/o
derivados de unidades de azucar se pueden repetir en un patrén
regular, o de otrc mode. Las unidades de azucar pueden ser
unidades: dé hexosa o unidades de pentosa, o combinaciones de
estos. Los derivados de unidades de azucar pueden ser azucares de
alcohol, acidos de azucares, amincazicares, etc. Los
polisacadridos pueden ser lineales, ramificados, entrecruzados o
una de sus mezclas. Un tipo o clase de polisacarido puede estar
entrecruzado con otro tipo do clase de polisacéarido.

[0092] E1 término "azlucares fermentables" como se usa en la
presente tiene su significado ordinario conocido por los expertos
en la técnica y puede incluir uno o mas azucares y/o derivados de
azucar que se pueden utilizar como fuente de carbono por el
microorganismec, que incluye mondmeros, dimeros, y polimeros de
estos compuestos que incluyen dos més de estos compuestos. En
algunos casos, el organismo puede degradar estos polimeros, tal
como por hidrdlisis, antes de incorporar el material degradado.
Los ejemplos de azucares fermentables incluyen, pero sin
limitacién glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa,
ramnosa, celobiosa, lactosa, sucrosa, maltosa, y fructosa.

[0093] El término '"sacarificacién" como se usa en la presente
tiene su significado.ordinario conocido por los expertes en la
técnica y puede incluir la conversidn de polisacidridos vegetales
a especies moleculares de peso molecular menor gque pueden
utilizados por el organismo disponible. Para algunos organismos,
esto puede incluir la, conversidén a monosacaridos, disacaridos,

trisacaridos, y oligosacdridos de hasta aproximadamente siete
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unidades de mondmercs, asi como -cadenas de tamafio similar de
derivados de azucar y ccmbinaciones de azlcares y derivados de
azucar. En algunos organismos, la longitud de cadena permisible
puede ser mas larga y para algunos organismos la longitud de
cadena permisible puede ser mas corta

[0094] E1 término “biomasa” como se usa en la presente tiene su
significado ordinario conocido por los expertos en la técnica vy
puede incluir uno ¢ mas materiales biocldgicos gque se pueden
convertir en un biocombustible, productb quimico u otro. Un
ejemplo de fuente de biomasa es el material de planta. El
material de planta puede ser, por ejemplo, materia de planta
lerfiosa, materia de ©planta no lefiosa, material celulésico,
material lignoceluldsico, material hemicelulédsico, carbechidratos,
pectina, almiddn, inulina, fructanos, glucanos, maiz, cana de
azucar, pastos, pasto varilla, bambl, y material derivado de
estos. El material de planta también se puede describir con
referencia a las  especies qguimicas ©presentes tales como
proteinas, polisaciridos y aceites. Los polisacéridos incluyen
polimeros de varios moncsacaridos y derivados de monosacaridos
que incluyen glucosa, fructosa, lactosa, &cido galacturénico,
ramnesa, etc. El material de planta tambiéﬁ incluye subproductos
residuales agricolas o corrientes secundarias tales como pulpa,
licor de maceracidn de maiz, sdlidos de la de maceracidén de maiz,
grancs de destileria, cascaras, carozos, residuos de la
fermentacidn, virutas, madera, aguas residuales, basura y sobras
de alimentos. Estos materiales pueden provenir de granjas,
silvicultura, fuentes industriales, doméstices, etc. Otro ejemplo
no limitante de biomasa es la materia animal, que incluye, por
ejemplo leche, carne, grasa, harina de hueso, residuos de
procesamiento de animales, y residuos animales. "Materia prima"
se usa con frecuencia para referirse a la biomasa usada para un
proceso, tal come los que se describen en la presente.

[0095] "Caldo" se usa en la presente para referirse al medio
inoculado en cualquier etapa de crecimiento, que incluye el punto
inmediatamente después de la inoculacién y el periodo después de
gue ha cesado algo o toda la actividad celular y puede incluir el

material posterior al procesamiento pos-fermentacién. Incluye los
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contenidos completos de la combinacidén de materia soluble e
insbluble, materia suspendida, células Y medio, segun
corresponda.

[0096] E1 término "productividad"” como se usa en la presente
tiene su significado ordinario conocido por los expertos en la
técnica y puede incluir la masa de un material de interés
producido en un tiempo dado en un _volumen dado. Las unidades
pueden ser, por ejemplo, gramos por litro-hora, ¢ alguna otra
combinacidén de masa, voiumen, y fiempo. En la fermentaciodn, la
productividad se usa con frecuencia para caracterizar con qué
rapidez se puede obtener un producto en un volumen de
fermentacidén determinado. El volumen se puede referir al volumen
total del vaso de fermentaciodn, el volumen de trabajo del vaso de
fermentacidn, o el volumen real del caldo fermentado. El contexto
de la frase indicara el significado deseado por los expertos en
la técnica. La productividad es diferente del "titulo" va que la
productividad incluye un términoc de tiempo, y el titulo es
analogo a 1la concentracidén. Titule y Productividad se pueden
medir generalmente en cualquier momento durante la fermentacidn,
tal como en el comienzo, el final, o en algun tiempo intermedio,
el titulo se relaciona con la cantidad de un material particular
presente o producido en el punto de tiempo de interés y la
productividad se relaciona con la cantidad de un material
particular producido por 1litro en una cantidad determinada de
tiempo. La cantidad de tiempo usado en la determinacién de
productividad puede ser desde el inicio de la fermentacidédn o
desde algun otro momento, y llegar hasta el fin fermentacién, tal
como cuando no se produce material adicional o cuando ocurre la
recoleccidn o en algin otrc momento, indicado por el contexto de
uso del término. "Productividad total" se refiere a 1la
productividad determinada por la utilizacidén del titulo final vy
el tiempo de fermentacidén total. "Productividad para el titulo
maximo" se refiere a la productividad determinada por la
utilizacidén del titulo maximo y el tiempo para obtener el titulo
maximo. "Productividad instanténea"” se refiere a la productividad
en un momento y se puede determinar a partir de la pendiente de

000038
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per otro medio apropiado determinado por las circunstancias de la
operacidn y el contexto de la frase. "Productividad incremental"”
se refiere a la productividad respecto de una porcidén del tiempo
de fermentacidn, tal como varios wminutos, uha hora, o© varias
horas. Con frecuencia, una productividad creciente se usa para
implicar o© aproximarse a la productividad instantanea. Otros
tipos se pueden usar también, el contexto indica que wvaior se
debe>determinar.

[0087] "Titulo" se refiere a la cantidad de un material
particular presente en un caldo de fermentacidén. Es similar a la
concentracidén y puede referirse a la cantidad de material
obﬁénido por el organismo en el caldo proveniente de todes los
ciclos de fermentacidn, o la cantidad. de material obtenido en el
ciclo de fermentacidn actual o durante un periodo de tiempo dado,
o la cantidad de material presente de cualgquier fuente, tal como
producido por el organismo o afiadido al calde. Con frecuencia, el
titulo de las especies solubles hara referencia a la porcidn
liquida del caldo, con las insolubles eliminadas, y el titulo de
las especies insolubles se referird a la cantidad total de caldo
con las especies insolubles presentes, sin embargo, el titulo
especies solubles puede hacer referencia al volumen de caldo
total y el +titule de las especies insclubles puede hacer
referencia a la porcidén liguida, el contexto indica cuadl sistema
se usan en ambes sistemas de referencias deseados en algunos
casos Con frecuencia, el valor determinade hace referencia a un
sistema que serd el mismo o una aproximacién suficiente del valor
con referencia &l otro. "Concentracidén" cuande se refiere al
material del caldo generalmente se refiere a la cantidad de un
material presente de todas las fuentes, sea fabricado por el
organismo o agregado al caldo. La concentracién puede referirse a
las especies solubles o especies insolubles y hace referencia a
la porcidén liguida del caldo o el volumen total del caldo, como
en el "titulo."

[0098] E1 término "biocatalizador” como se usa en la presente
tiene su significade ordinario conocido pof los expertos en 1la
técnica y puede incluir una © mas enzimas y microorganismos, que

incluyen soluciones, suspensiones, y mezclas de enzimas vy
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microorganismos. En algunos contextos esta palabra se referira al
posible uso de las enzimas o los microorganismos para cumplir una
funcidn particular, en otros contextos la palabra se referira al
uso combinado .de los dos y en otros contextos la palabra se
referira solc uno de los dos. El contexto de la frase indicara el
significado deseado por los expertos en la técnica.

[0099] Leos términos "eficiencia de la conversién" o “rendimiento”
como se usan ‘en la presente tienen su significado ordinario
conocido por lbs expertos en la técnica y pueden incluir la masa
del producto obtenida de una masa del sustrato. El término se
puede expresar como un porcentaje de rendimiento del producto de
una masa 1inicial del sustrato. Para la produccién de etanol a
partir de glucosa, la reaccidén neta generalmente aceptada es:
CgHi120¢ =2 2 C;HsOH + 2 CO;

¥y la eficiencia o rendimientc de la conversidn maximos tedricos

es 51% (pesc). Con frecuencia, la eficiencia de la conversidn se
referirad -a un maximo tedrico, por ejemplo, "80% del maximo
tedrico"”. En el casc de la conversién de glucosa a etanol, esta

afirmacidn puede indicar una eficiencia de la conversidén de 41%
(peso); El contexto de la frase indicard el sustratoc y producto
deseados por los expertos en la técnica.

[00100] "Pretrétamiento" 0 "pretratado" se usa en la presente
para referirse a cualquier procesc mecanico, quimico, térmico,
bioquimico o© compinacidén de estos procesos sea en ‘una etapa
combinada o realizada sucesivamente, gue logra la alteracidn o
expansién de la biomasa de modo de volver la biomasa mas sensible
al atagque con enzimas y/o mnmicrobios. En algunas formas de
realizacidén, el pretratamiento puede incluir eliminacién o
alteracién de la lignina de modo de obtener los polimerocs de
celulosa y hemicelulosa de la biomasa de planta mé&s disponibles
para las enzimas y/o microbios celuloliticos, por ejemplo, por el
tratamiento con un 4&cido o© wuna base. En algunas formas de
realizacidén, el pretratamiento puede incluir el uso de un
microorganismo de un tipo que vuelva los polisacdridos vegetales
mas accesibles a los microorganismeos de otro tipo, por ejemplo,
por tratamiento con Acido o base. En algunas formas de

realizacién, el  pretratamiento  también puede incluir la
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alteracidn o expansidn del material celulédsico y/o
hemiceluldsico. La explosidén de vapor, y expansidén de fibra de
amoniacc (o éxplosién) (AFEX) son técnicas térmicas/quimicas bien
conocidas. Se puede usar hidrélisis, gue incluye méteodos que
utilizan acidos y/o enzimas. También se pueden usar otras
técnicas térmicas, quimicas, biogquimicas o enzimaticas.

[00101] E1 término "discontinuo alimentado” o "fermentacidn
discontinua” comc se usa en la presente tiene su significado
ordinario conocido por los expertos en la técnica y puede incluir
un método de cultivar microorganismos donde los nutrientes, otros
componentes del medio o© biocatalizadores (que incluyen, por
ejemplc, enzimas, organismos frescos, calde extracelular, etc.)
se suministran al fermentador durante el cuitivo, pero el caldo
del cultivo no se recolecta del fermentador hasta el final de la
fermentacidn, aunque también puede incluir técnicas de
"autosiembra" o "recoleccidén parcial” donde se recolecta una
porcidn del volumen del fermentador luege se afiade medio fresco
al caldo restante en el fermentador, con al menos una porcién del
indculo que es el caldo que se dejé en el fermentador. Durante
una fermentacidén discontinua alimentada, el volumen del caldo
puede aumentar, al menos durante un periodo, por la adicidn de
medic o nutrientes al caldo mientras que los organismos de la
fermentacién  estan presentes. En algunas fermentaciones
discontinuas alimentadas, el volumen del calde puede ser
insensible a la adicidén de nutrientes y en algunos casos ﬁo
campbian desde la adicién de los nutrientes. Los nutrientes
adecuados que se pueden utilizar incluyen los que son sclubles,

insolubles, y parcialmente solubles, que incluyen gases, liquidos

y solidoes, En algunas formas de realizacidén, un proceso
discontinuo se refiere a una frase tal como, "alimentado por lote
con aumento de células". Esta frase puede incluir una operacién

donde se afladen los nutrientes y células microbianas ¢ uno donde
. se afaden las células microbianas sin cantidad sustancial de
nutrientes. Las frase mas general "alimentado por lote" abarca
también estas operaciones. El contexto en que se usa cualquiera
de estas frases indicard a los expertos en la materia las

teécnicas que se estan considerando. 00(”]41
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[00102] Un término "fitato" como se usa en la presente tiene su
significade ordinaric conocido por los expertos en la técnica
puede 1incluir acido fitico, sus sales, y sus formas combinadas
asi como las combinaciones de estas.
[00103] “"Compuestos de azucar" como sSe usa en la presente
incluyen azicares de monosacdrido, que incluyen perc sin
limitacidén hexosas y pentosas; alcoholes de azucar; &cidos de
azGicar; amino azuicares; compuestos gque contienen dos © més de
estos unidos entre si en forma directa o indirecta a través de
enlaces covalentes o idnicos; y sus mezclas. Se incluyen en esta
descripcidn disacaridos; trisacaridos; oligosacaridos;
peclisacaridos; y cadenas de aziucar, ramificadas y/o lineales, de
cualquier longitud.
[00104] "Peso seco celular" se usa en la presente para referirse
a un método de determinacidén del contenido celular de un caldo o
indéculo, y el calor asi determinado. En general, el método
incluye enjuagar o lavar un volumen de caldo seguido por el
secado o pesado del residuo, pero no es necesario. En algunos
casos, una muestra de caldo se centrifuga simplemente y la capa
que contiene las células se recolecta, seca y pesa. Con
frecuencia, el caldo se centrifuga, luego se resuspende en agua o
una mezcla de agua y otros ingredientes, tales comc a buffer,
ingredientes para crear una condicién isotédnica, ingredientes
para controlar cualquier cambio de presién osmética, etc. Las
etapas de centrifugado-resuspensidén se pueden repetir, si se
desea y se pueden usar diferentes soluciones de resuspensién
antes del centrifugado y secado final. Cuando un componente
insoluble del medic estd presente, la presencia del componente
insoluble se puede ignorar, el valor se determina como antes. Los
métodos preferidos <cuando estdn presentes los componentes
insolubles del medio incluyen aguellcos en donde el componente
insoluble reacciona con una forma scoluble, se disuelve o extrae
en un solvente diferente gque puede incluir agua, © separarse por
un método apropiado, tal como por centrifugacién, centrifugacidn
en gradiente, flotacidn, filtracidn, u otra técnica o combinaciédn
de técnicas adecuadas. 000‘]& f
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[00105] La descripcidén y ejemplos siguientes ilustran algunos
ejemplos de forma de realizacién de la invenéién descripta en
detalle. Los expertos en la técnica reconoceradn que existen
numercsas variaciones y modificaciones de esta invencidn que
estan abarcadas por su alcance. Por consiguiente, la descripcidn
de un cierto ejemplo de forma de realizacién no se considera una
limitacién del alcance de la presente invencidn,

[00106] C. phytofermentans ("microbkio Q") incluye American Type
Culture Collection 700394%, y en algunas formas de realizacién se
puede definir sobre la base de las caracteristicas fenotipicas vy
genotipicas de wuna cepa cultivada, ISDg®' (Warnick et al.,
International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 52:1155-60, 2002). Los aspectos de la invencidn
generalmente incluyen sistemas, métodos y composiciones para
producir combustibles, tales como etanol, y/u otros productos
organicos utiles que involucran, por ejemplo, la cepa ISDg" y/o
cualguier otra cepa de las especies Clostridium phytofermentans,
gue incluyen a las se pueden derivar de la cepa ISDg’, gque
incluyen las cepas genéticamente modificadas, o cepas aisladas

por separado. Algunos ejemplos de especies se pueden definir

usandc consideraciones taxcondmicas (Stackebrandt vy  Goebel,
International Journal of Systematic Bacteriology, 44:846-9,
1994), cepas con valores de homologia de secuencia de ARNr 16S de

97% v mas altos en comparacidén con cepa tipo (ISDg"), y las cepas
con valores de reasocliacidén de ADN de al menos aproximadamente
70% se pueden considerar Clostridium phytofermentans. Existe
considerable evidencia que indica gue muchos microbios que tienen
valores de reasociacidén de ADN de 70% o més también tienen al
menos 96% de identidad de secuencia de ADN y comparten rasgos
fenotipicos que definen una especie. Los analisis de la secuencia
del genoma de 1la cepa de Clostridium phytofermentans IsDg’
indican la presencia de grandes cantidades de genes y locus
geneticos gue estan probablemente involucrados en los mecanismos
. Y las wvias ?ara la fermentacidn de polisacaridos de plantas, que
da origen a inusuales propiedades fermentacién -de este microbio
qué se pueden hallar en todas ¢ casi tcdas las 'cepas de las

especies de Clostridium phytofermentans. Las cepas de Clostridium
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phytofermentans puede ser cepas naturales o cepas modificadas
genéticamente.

Atributoes de C. phytofermentans

(00107] El1 micrcbio "Q" proporcicna ventajas dGtiles para la
conversién de la biomasa en etanol y otros productos. Una ventaja
del microbio Q es su capacidad de preducir enzimas capaces de
hidrolizar polisacaridos y sacaridos de peso molecular superior a
sacaridos de peso molecular menor, tales como oligosacaridos,
disacaridos, y monosacaridos. El microbio Q puede producir un
ampiio espectro de enzimas hidroliticas, que pueden facilita la
fermentacidén de varios materiales de biomasa, que incluyen
materiales celuldsico, hemiceluldsico, lignoceluldsicos;
pectinas; almidones; madera; papel; productes agricolas; residuos
forestales; residuos de arboles; corteza de arbol; hojas; pastos;
junco de agua; materia de planta lefiosa; materia de planta no
lefiosa; carbohidratos; pectina; almidén; inulina; fructanos;
glucanos; maiz; cafia de azucar; pastos; bambi, algas, vy material
derivado de estos materiales. El1 organismo usualmente puede
perucir estas enzimas segun sea necesarico, con frecuencia sin
excesiva produccidén de enzimas hidroliticas innecesarias, © en
algunas formas de realizacidn, se pueden afiadir una o mas enzimas
para mejorar adicionalmente la capacidad de produccién del
organismo. Esta capacidad para producir una variedad muy amplia
de enzimas hidrolitices proporciona al microbio Q¢ y la tecnologia
asociada distintas ventajas en la fermentacién de la biomasa, en
especial las fermentaciones que no utiliizan azicares simples como
la materia prima. Varias condiciones de fermentacién pueden
aumentar.las actividades del organismo, lo que origina mayores
rendimientos, productividad mas alta, mayor selectividad de
producto, vy/o maycr eficiencia de 1la conversién. En algunas
formas de realizacidén, las condiciones de <fermentacidédn pueden
incluir la operacidn discontinua alimentada y  operacidn
discontinua alimentada con aumento celular; adicién de fuentes de
nitrdégeno complejas tales como polvo de maceracidén de maiz o
extracto de levadura; adicidén de aminodcidos especificos que
incluyen proliné, glicina, isoleucina, y/o histidina; adicidén de

un material complejo que contiene uno ¢ mas de estos aminoéciiﬁfér]//
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adicion de otros nutrientes u otros compuestos tales como fitato,
enzimas proteasas, o enzimas polisacarasas. En una forma de

realizacidén, las condiciones de fermentacidn pueden incluir la

,suplementacidén de un medio con una fuente orgénica de nitrdgeno.

En otra forma de realizacidn, las condiciones de fermentacidn
pueden incluir la suplementacidén de medic de una fuente
inorganica de nitrdgeno. En algunas formas de realizacidn, la
adicién de un material puede proporcionar suplementos gue
integran mas de una categoria, tal como proporcionar aminoacidos
y fitato. '

[00108] En algunas formas de realizacioén, el organismo microbio Q
se puede usar para hidrolizar varios sacaridos supericres (peso
molecular mas alto) presente en la biomasa a sacaridos inferiores
(peso molecular mas baljo), tales como en la preparacién para la
fermentacidn para producir etanol, hidrdégeno, u otros agentes
guimicos tales como &cidos organicos gque incluyen acido férmico,
acido acético, y acido lactico. Otra ventaja del microbio ¢ es su
capacidad para hidreclizar polisacaridos y sacaridos superiores
que contienen unidades de azlcar de hexosa o gue contienen
unidades de azlcar de pentosa, y gue contienen ambos, en
sacéridos 1inferiores y en algunos casos monosacaridos. Estas
enzimas y/o el hidrolizado se pueden usar en las fermentaciones
para producir varios productos que incluyen combustibles, y otros
agentes quimicos. Otra ventaja del microbic Q es su capacidad
para producir etanol, hidrégeno, y otres combustibles o
compuestos tales como dacidos organicos gue incluyen Aacido
acético, acido fdérmico, y acido lactico provenientes de azucares
inferiores (peso molecular mAs bajo) tales comoc monosacaridos.
Otra ventaja del microbic Q es su capacidad para realizar las
etapas combinadas de hidrolizar una biomasa de peso molecular més
alto gqgue contiene azlcares y/o sacaridos ¢ polisacaridos
superiores a azucarxes inferiores y fermentar estos azlcares
inferiores en pfoductqs deseables que incluyen etanol, hidrégeno,
y otros compuestos tales como acidos organicos gque incluyen acido
férmico, acido acético, y &cido lactico.

[00109] Otra ventajé del microbio Q es su capacidad para crecer

en condiciones gque incluyen concentracién elevada de etanol,
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concentracidén de azlcar alta, concentracidén de azucar baja,
utilizar fuentes de carbono insolubles y/u operar en condiciones
anaerdbicas. Estas caracteristicas, en varias combinaciones, se
pueden usar para lograr la operacidn con ciclos de fermentaciodn
largos y se pueden usar en combinacién con fermentaciones
discontinuas, fermentacicnes discontinuas alimentadas,
fermentaciones de auto-siembra/recoleccidn parcial, y el
reciclado de las células de la fermentacidén finan como inédculo.
[00110] En general, las técnicas tales como fermentacidn con
reciclado celular y recoleccién parcial no se usan con frecuencia
en las operacicnes de produccién en escala, debido a varics
problemas inherentes a estas técnicas. Por ejemplo, el
"agotamiento del cultivo" cuando las células simplemente no
proporcionan fermentaciones posteriores con rendimientos vy/o
productividad adecuados o similares que la fermentacidén original
0 previa es usual. Ademas, la operacidén con el cultivo unico
durante tiempos extendidos, en especial cuando se recolecta el
caldo y hay riesgo de ruptura de la esterilidad, puede llevar a
problemas significativos con contaminacién del cultive y las
fermentac%ones para las gue se usan. Como resultado, en general
no se espéra la adecuacién de un organismo para la fermentacidn
con reciclado celular y recoleccidn parcial.

[00111] En algunos casos, un proceso para convertir material de
biomasa en etanol incluye el pretratamiente del material de
biomasa (por ejemplo, "materia prima"), hidrdlisis de la biomasa
pretratada para convertir ©polisacaridos en oligosacéridos,
posterior hidrélisis de los oligosacdridos a monosacdridos, vy
convertir los moncsacédridos en etanol. En algunos casos, la
biomasa se puede hidrolizar directamente a monosacaridos u otros
sacaridos gue pueden ser utilizados por el organismo de
fermentacidn para producir etanol u otros productos. Si se desea
un producto final diferente, tal como hidrocarburos, hidrégeno,
metanc, compuestos hidroxi tales comoc alccholes (por ejemplo
butanol, propanol, metanol, etc.), compuestos carbonile tales
como aldehidos y cetonas (por ejemplo acetona, formaldehido, 1-
propanal, etc.), &cidos organicos, derivados de acidos organicos

tales como ésteres ({por ejemplo ésteres de cera, ¢licéridos,
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etc.) y ctros compuestos funcionales gque incluyen, pero sin
limitacidén, 1, 2-propanodiol, 1, 3-propanodicl, &cidoc léactico,
dcido férmico, é&cido acético, &acido succinico, &cido piruavico,
enzimas tales come celulasas, polisacarasas, lipasas, proteasas,
ligninasas, y hemicelulasas, los monosacaridos se pueden en la
biosintesis de este compuesto particular. El material de biomasa
gue se puede utilizar incluye s materia de planta lefiosa, materia
de 7 planta no iefio=a, material celulédsico, material
lignocelulésico, material hemicelulédsico, carbohidratos, pectina,
almidén, inulina, fructanos, glucanos, maiz, cafia de azacar,
pastos, pasto varilla, bambi, vy material derivado de estos. El
producto final se puede separar y/o purificar, de acuerdo con lo
indicado por las propiedades para el producto final deseado. En
algunos cascs, también se pueden usar compuestos relacicnados con
los aztcares tales como alcoholes de azicar o dcidos de azucar.
[00112]) En esta forma de realizacidén, mads de una de estas etapas
puede ocurrir en cualquier tiempo determinado. Por ejemplo, la
hidrdlisis de la materia prima pretratada y la hidrélisis de los
oligosacaridos se puede producir en forma simulténea, y uno o mas
de estas pueden ocurrir en forma simulténea para la conversién de
los monosacaridos en etanol.

[00113] En algunos casos, una enzima puede convertir directamente
el polisacaridc en monosacaridos. En algunos casos, una enzima
puede hidrolizar el polisacdrido a oligosacédridos y la enzima u
otra enzima puede hidrolizar los oligosacaridos a monosacaridos.
[00114] En una forma de realizacidn, las enzimas presentes en la
fermentacidn se pueden producir por separado y luego adadir a la
fermentacién‘ 0 s5e pueden 'producir con 1los microorganismos
presentes en la fermentacidn. En otras formas de realizacidn, los
microorganismos presentes en la fermentacién pueden producir
alghnas enzimas y algunas enzimas se pueden producir por separado
y ariadir a la fermentacién.

{00115] Para que la conversidén total de la biomasa pretratada al
producto final se produzca en tasas altas, es necesario gque cada
una de las enzimas necesarias en cada etapa de conversion esté
presente con actividad suficientemente alta. Si una de estas

enzimas falta o estd presente en cantidades insuficientes, se
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reducird la tasa  de produccién de etancl, u otro producto
deseado. La tasa de produccién también se puede reducir si los
microorganismos responsables para la conversidn de monosacaridos
al preducto solo captan lentamente monosacaridos y/c tienen solo
capacidad limitada para la translocacidén de los monosacaridos e
intermediarios producidos durante la conversién a etanol.

[00116] En una forma de realizacién, las enzimas del método se
producen con el microbio Q mismo, gue incluyen una variedad de
enzimas hidroliticas adecuadas para los materiales de biomasa
usades en los métodos de fermentacidén. En una forma de
realizacidén, el microbio Q crece en condiciones apropiadas para
inducir y/o promover la produccién de las enzimas necesarias para
la sacarificacidén del polisacarido presente. La produccién de
estas enziﬁas.puede QCUrrir en un recipiente separado, tal como
un recipiente de fermentacidén de siembra u otro recipiente de
fermentacidén, ¢ producir en el recipiente de fermentacidén donde
ocurre la produccidén de etanol. Cuando las enzimas se producen en
un recipiente separado, por ejemplo, se pﬁeden transferir al
recipiente de fermentacién de produccién junte con las células, ©
COmO un-liquido en solucidén relativamente libre de células que
contiene el medio intercelular con las enzimas. Cuando las
enzimas se producen en un recipiente separado, también se pueden
secar y/oc purificar antes de afadirlas al recipiente de
fermentacidén de produccién. Las condiciones apropiadas para la
produccidén de las enzimas con frecuencia se manejan para el

crecimiento de las células en un medio que incluye la biomasa que

se esperard que las células hidrolicen en etapas de fermentacidn

posteriorés. Lios compconentes del medio adicionales, tales comoc
suplementos de sales, factores de crecimiento y cofactores gue
incluyen, pero sin limitacidn fitato, amincdcidos, y péptidos
también pueden asistir en la produccidn de las enzimas utilizadas
por el microorganisme en la produccién de los ﬁroductos deseados.

Materia prima y pretratamiento de la materia prima

[00117] La materia prima que puede contener material celulésico,
hemicelulésico, y/o lignoceluldsico se puede derivar de cultivos
agricolas, residuos de cultivo, Aarboles, astillas de madera,

aserrin, papel, cartdédn, pastos y otras fuentes.
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{00118] La celulcsa es un polimero lineal de gluccsa donde las
unidades de glucosa se conectan por medio de ligaduras p (1-4).
La hemicelulosa es un polimero ramificado de numerosos monémeros
de azucar gque incluyen glucosa, xilosa, manosa, galactosa,
ramnosa y arabinosa, y puede tener también acidos de azicar tales
como Aacido manurénico y galacturénico. La lignina es una
macromolécuia racémica, entrecruzada de principalmente alcochol p-
cumarilico y alcohol sinapilico. Estos tres polimeros se producen
juntos en los materiales lignocelulésicos en la biocmasa de
planta. Las caracteristicas diferentes de 1los tres polimeros
pueden dificultar la hidrélisis de la combinacidén ya que cada
polimero tiende a proteger a los otros del ataque enzimatico.
[00119] En un aspecto de la invencidn, los métodos se
proporcionan para el pretratamiento de la materia prima usada en
la fermentacidn y produccién de los biccombustibles y etanol. Las
etapas de pretratamiento pueden incluir pruebas mecanicas,
térmicas, presiodn, quimicas, termoquimicas, y/o bioguimicas antes
de usar en un bioprocesos para la produccién de combustibles vy
agentes quimicos, pero el material de biomasa se puede usar
también en el proceso. Los procesos mecanicos pueden reducir el
tamano de pdrticula del material de bicmasa de modo que se pueda
manejar de forma m&s c¢cnveniente en el biocprocescs vy puede
aumentar el area superficial de la materia prima para facilitar
el " contacto con los agentes
quimicos/bioguimicos/biocatalizadores. Los procescs mecdnicos
también se pueden separar un tipc de material de bicmasa de otro.
El material de biomasa también se puede someter a pretratamientos
térmicos y/o quimicos para producir polimeros de planta mas
accesibles. También se pueden usar mdltiples etapas de
tratamiento.

[00120] Los procesos mecanicos incluyen, sin limitacién, procesos
de lavado, remojade, mclienda, reduccidn de tamano, filtrado,
cizallamiento, ‘clasificacién por tamario y clasificacién por
densidad. Los procesos guimicos incluyén, pero sin limitacidn,
blanQueado,_oxidacién, reduccidédn, tratamiento Acido, tratamiento
basico, tratamiento con sulfito, tratamiento con sulfito &cido,

tratamiento con sulfito bésico, tratamiente c¢on amoniaco, e
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hidrédlisis. Los procesos térmlicos incluyen, pero sin limitaciédn,
esterilizacidén, expansidén o explosidén de fibra de amoniaco
("AFEX"), explosidébn con vapor, mantenimientoc a temperaturas
elevadas, presurizado o no presurizad, en presencia ¢ ausencia de
agua y congelado. Los procesos bioquimicos incluyen, pero sin
limitacidn, tratamiento con enzimas y tratamiento con
microorganismos. Varias enzimas gue se pueden utilizar incluyen
celulasa, amilasa, f-~glucosidasa, =xilanasa, gluconasa, y otros
pcoclisacarasas; lisczima; laccasa, y otras enzimas modificadoras
de lignina; lipoxigenasa, peroxidasa, vy otras enzimas oxidativas;
proteasas; y lipasas. Uno o més de 1los procesos mecanicos,
guimicos, térmicos, termoquimicos y bioguimicos se pueden
combinar o usar por separado. Tales procesos combinados también
pueden incluir los usados en la produccidén de papel, productos de
celulosa, celuiosa microcristalina, y materiales celuldsicos vy
pueden incluir elaboracidén de pulpa, elaboracién de pulpa kraft,
procesamiento con sulfito &cido. La materia prima puede ser una
corriente secundaria o corriente residual de una instalacién que
utiliza uno o mas de estos procesos sobre un material de biomasa,
tal como material celuldsico, hemicelulédésico o lignocelulédsico.
Los ejempleos incluyen plantas -de papel, plantas de procesamiento
de algoddén de plantas celuldsicas, vy plantas de celulosa
microcristalina. La materia prima también puede incluir
materiales de residuo que contienen <c¢elulosa o que contienen
material celulédsico. La materia pfima. también puede sér
materiales de Dbicmasa, tales como madera, pastos, cereal,
almidén, © azlucar, producido o cosechado como materia prima
deseada parz la produccién de etanol u otros productos tales como
por Clostridium phytofermentans.

[00121] En formas de realizacidén adicionales, los métodos de 1la
invencidén pueden utilizar procesos de pretratamiento descriptos
en las Patentes U.S. y las solicitudes de patente U3$20040152881,
Us20040171136, Usz20040168960, Uus20080121359, Us20060069244,
U5200601885980, US20080176301, 5693296, 6262313, US20060024801,
5969189, 6043392, US20020038058, US5865898, US5865898, US6478965,
5986133, 0520080280338, cada una de las cuales se incorpora por

referencia en la presente en su totalidad. OU(H?ﬁO
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[00122] En otra forma de realizacidén, el proceso AFEX se puede
usar para el pretratamiento de la biomasa. En una forma de
realizacidén preferida, el proceso AFEX se usa en la preparacidn
del material celuldsiceo, hemicelulédésico o lignoceluldsicos peara
la fermentacidén a etancl u otros productos. El procesoc en general
incluye la combinacién de la materia prima con amoniaco,
calentamiento bajo presidén y liberacidn subita de la presidédn. EL
agua puede estar presente en varias cantidades. El procesc AFEX
ha sido sujeto de numerosas patentes y publicaciones.

[00123] En otra forma de realizacidén, el pretratamiento de la
biomasa comprende la adicidn de hidréxido de calcio a una biomasa
para  producir la biomasa sensible a la degradacidn. El
pretratamiento comprende la adicidén de hidréxido de calcio y agua
a la biomasa para formar una mezcla, y mantener la mezcla a una

temperatura relativamente alta. De modo alternativo, se puede

"aftadir un agente oxidante, seleccionadoc del grupo que consiste en

oxigeno y gases gque contiene oxigeno, bajo la presién en la
mezcla. Los ejemplos de tratamientos con hidrdxido de carbeno se
describen en la Patente U.S. No. 5865898 a Holtzapple y S. Kim y
M. T. Holzapple, Bioresource Technology, 96, (2005) 19%4, se
incerporan en la presente en su totalidad.

[00124] En otras formas de realizacidn, el pretratamiente de 1la
biomasa comprende la hidrélisis 4cida diluida. Los ejemplos de
tratamientos por hidrdélisis acida diluida se describen en T. A.
Lloyd y C. E Wyman, Bioresource Technology, (2005) 96, 1967), se
incorporan por referencia en la presente en su totalidad.
[00125] En otras formas de realizacidn, el pretratamiento de 1la
biomasa comprende el tratamiento de agua caliente liquidé
contreolada por pH. Los ejemplos de tratamientos de agua caliente
liguida controlada por pH se describen en N. Mosier et al.,
Bioresource Technology, (2005) 96, 1986, se incorporan por
referencia en la presente en su totalidad.

[(00126] En otras formas de realizacidn, el pretratamiento de la
biomasa comprende el proceso de reciclado del amoniaco AaCuoso
(ARP) . Los ejemplos de prcceso de reciclado del amoniacce acuoso

se describen en T. H. Kim y Y. Y. Lee, Bioresource Technology,
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(2005)96, 2007, se incorporan por referencia en la presente en su
totalidad. |

[00127] En algunas formas de realizacidén, los métodos mencionados
antes tienen dos etapas: una etapa de pretratamiento que lleva a
unz corriente de lavade, y una etapa de hidrélisis enzimética de
la biomasa pretratada que produce una corriente de hidrolizado.
En los métodos anteriores, el pH al gue se lleva a cabo la etapa
de pretratamientc incluye la hidrdlisis acida, pretratamiento con
agua caliente, o métodos basados en reactivos alcalinos (AFEX,
ARP, y pretratamientos con cal). Los métodos de tratamiento con
dcido diluide y agua <caliente solubilizan principalmente la
hemicelulosa, mientras que los métodos gque emplean reactivos
alcalino extraen la mayor parte de la lignina durante la etapa
del pretratamiento. Como resultado, la corriente de lavado de la
etapa de pretratamiento en los primeros métodos contiene la mayor
parte de azucares basado en heﬁicelulosa, mientras que esta
corriente tiene principalmente lignina para los métodos de  pH
alto. La posterior hidrélisis enzimatica de la biomasa residual
produce azlcares mixtos (C5 y Cb6) en los métodos de
pretratamiénto basados en reactivos alcalinos, mientras que la
glucosa es el producto principal en el hidrolizado proveniente de
los métodos con pH bajo y neutro. La digestibilidad enzimatica de

la biomasa residual es algo mejor para los métodos de pH alto

‘debido a la eliminacién dz la lignina que puede interferir en la

accesibilidad de la enzima celulasa a la celulosa.

[00128] En algunas formas de realizacién, el pretratamiento de la
biomasa comprende pretratamiento liquide idniceo. La bicmasa se
puede pretratar por la incubacién con un liquido idnico, seguido
por la extracciédn IL con un solvente acuoso tal como alcohol o
agua. La biomasa tratada luego se puede separar de la solucidn
del 1liguido idnico/solvente de lavado por centrifugacién o
filtracidn, y enviada al reactor o recipiente de sacarificacién.
Los-ejemplos de pretratamiento con ligquidc idnico se describen en
la Publicacion US No. 2008/0227162, que se incorpora en la
presente por referencia en su totalidad.

[00129] Los ejemplos de métodos de pretratamiento se describen en

la Patente U.S. No. 4600590 en Dale, Patente U.5. No. 4644%?%(?@5:}
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Chou, Patente U.S. No. 5037663 en Dale. Patente U.S. No. 5171592
en Holtzapple, et al., et al., Patente U.S. No. 5939%544 en
Karstens, et al., Patente U.S. No. 5473061 en Bredereck, et al.,
Patente U.35. No. 6416621 en Karstens., Patente U.S. No. 6106888
en Dale, et al., Patente U.S. No. 6176176 en Dale, et al.,
Publicacidén PCT W02008/0209%901 en Dale, et al., Felix, A., et al.,
Anim. Prod. 51, 47-&1 {1990)., Wais, A.C., Jr., et al., Journal
of Animal Science, 35, No. 1,109-112 (1%972), gque se incorporan en
la presente por referencia en su totalidad.

[00130] En algunas formas de realizacién, el pretratamientc de 1la
biomasa comprende la hidrélisis enzimética. En una forma de
realizacién una biomasa se puede pretrataf con una enzima o
mezcla de enzimas, por ejemplo, endonucleasas, exonucleasas,
celobichidrolasas, celulasa, beta-glucosidasas, glicésido
hidrolasas, glicosiltransferasas, liasas, esterasas y proteinas
qgue contienen mdédulos de unidén a carbohidratos. En algunas formas
de realizacidén, la enzima o mezcla de enzimas puede ser enzimas
individuales con actividades distintas. En algunas formas de
realizacién, la enzima o mezcla de enzimas pueden ser dominios
enzimaticos con una actividad catalitica-particular. Por ejemplo,
una enzima con actividades maltiples puede tener miltiples
dominios enzimaticos, que incluyen por ejemplo dominios
'cataliticos de glicdsido hidrolasas, glicosiltransferasas, liasas
y/0 esterasas. |

[00131] En élgunas formas de realizacidn, el pretratamiento de la
biomasa comprende la hidrélisis enzimatica con una o mas enzimas
del (. _phytoferﬁentans. En algunas formas de realizacidén, el
pret;atamiento de la biomasa comprende hidrélisis enzimdtica con
una o mas enzimas del C. phytofermentans, donde una o mads enzimas
se selecciona del grupo que consiste en endonucleasas,
exonucleasas, celobiohidrolasas, beta-glucosidasas, glicdsido
hidrolasas, glicosiltransferasas, liasas, esterasas y proteinas
que contienen moédulos de unidén a los carbohidratos. En algunas
formas de realizacidn, la biomasa se puede pretratar con una
hidrolasa identificada en C. phytofermentans. Los ejemplos de

hidrolasas identificados en C. phytofermentans incluyen pero sin
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limitacidén Cphy3367, Cphy3368, Cphy0430, Cphy3854, Cphy(0857,
Cphy0694, y Cphyl929 (www.genome.jp/).

[00132] En algunas formas de realizacidén, el pretratamiento de la
biomasa comprende la hidrélisis enzimdtica con uno ¢ més de
enzimas listadas en la Tabla 1, Tabla 2, Tabla 3, o Tabla 4. Las
Tablas 1-4 muestran los ejemplos de actividades conocidas de
algunas glicdsido hidrolasas, liasas, eéterasas, y miembros de 1la
familia de proteinas que contienen médulos de unidén a 1los
carbohidratos que se predice que estan presentes en C.
phytofermentans} respectivamente. Las actividades conocidas se
listan por actividad vy el correspondiente numeroc de PC
determinado por la International Union of Biochemistry and

Molecular Bioclogy.
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[00133]
TABLA 1: Actividades conccidas de 1los miembros de glicdsido
hidrolasa
Familia Numero de
de dominios
Actividades conocidas
glicdsido predichos en C.
hidrolasa phytofermentans
1 beta-glucosidasa (EC 3,2,1,21); beta-|1
galactosidasa (EC 3,2,1,23); beta-
manosidasa {EC 3,2,1,25); beta-
glucuronidasa (EC 3,2,1,31); beta-D-
fucosidasa (EC 3,2,1,38); florizin
hidrolasa (EC 3,2,1,602); e-fosfo--
galactosidasa (EC 3,2,1,85); 6-fosfo-
beta—-glucosidasa {(EC 3,2,1,86);
estrictosidinabeta—-glucosidasa {EC
3,2,1,105); lactasa (EC 3,2,1,108);
amigdalinbeta-glucosidasa (EC 1
3,2,1,117}); prunasin beta-glucosidasa
(EC  3,2,1,118); raucaifricina beta-
glucosidasa (EC 3,2,1,125);
tioglucosidasa (EC 3,2,1,147); beta-
primeverosidasa {EC 3,2,1,149;;
isoflavonoide 7—0—beta—api§sil—
glucosidasa (EC 3,2,1,161);
hidroxiisourato hidreolasa (EC 3.-.-.-
)i _beta-glicosidasa (EC 3,2,1.-)
2 beta-galactosidasa (EC 3,2,1,23) 15
;beta-manosidasa (EC 3,2,1,25); beta-
glucuronidasa {EC 3,2,1,31);
manosilglicoproteina 5 endo-beta-
mannosidasa (EC 3,2,1,152); exo-beta
gludosaminidasa_(E 3,2,1.-)
13 beta-glucosidasa (EC 3,2,1,21); xilan |8
1,4-beta-xilosidasa {EC 3,2,1,37);
beta ~N-acetilhexosaminidasa (EC

gB00s
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Familia Numero de

de dominios
Actividades conocidas

glicédsido , predichos en C.

| hidrolasa phytofermentans
3,2,1,52); glucan 1,3- beta- |
glucosiclasa (EC 3,2,1,58); glucan
1,4-beta-glucosidasa {EC 3,2,1 ,74);
exo—i ,3-1,4-glucanasa (EC 3,2,1.-);
alfa-L arabinofuranosidasa {EC
3,2,1,55).

4 maltosa-6~fosfato glucecsidasa (EC |3
3,2,1,122); alfa glucosidasa (EC
3,2,1,20); alfa—-galactosidasa (EC
3,2,1,22); 6-fosfo-beta-glucosidasa
(EC 3,2,1,86); alfa-glucuronidasa (EC
3,2,1,139}.

5 Quitosanasa {EC 3,2,1,132); beta-| 3

mancsidasa (EC 3,2,1,25); Celulasa (EC
3,2,1,4); glucanc 1,3-beta-glucosidasa
(EC 3,2,1,58); licheninasa (EC
3,2,1,73); glucan endo-1, 6-beta-
glucosidasa (EC 3,2,1,75); manan endo-
1, 4-beta-manosidasa (EC 3,2,1,78); 3
Endo-1,4~beta-xilanasa (BEC  3,2,1,8});
celulosa l,4-beta-celobiosidasa (EC
3,2,1,91); endo-1, 6-beta-galactanasa
(EC 3,2,1 .-); beta -1,3-mananasa (EC
‘3,2,1.—); endo-beta-1, 4-glucanasa
especifica de xiloglucano (EC
3,2,1,151)

8 chitosanasa (EC 3,2,1,132); celulasal!l
(EC . 3,2,1,43; licheninasa (EC
3,2,1,73); endo—-l,4-beta-xilanasa (EC
3,2,1,8); exo-oligoxilanasa liberadora
de %ilosa final reductora (EC
3,2,1,156)

9 endoglucanasa (EC 3,2,1,4)y;: |1

0006 ss
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Familia Namero de
de | dominios
Actividades conocidas
glicosido ' predichos en C.
hidrolasa phytofermentans
celobiohidrelasa (EC 3,2,1,91); beta-
glucosidasa (EC 3,2,1,21)
i0 xilanasa (EC 3,2,;,8); endo-1, 3-beta—-| 6
xilanasa (EC 3,2,1,32)
11 xilanasa (EC 3,2,1,8). 1
12 endoglucanasa (EC 3,2,1,4); xiloglucan |1
hidrolasa (EC 3,2,1,1%1); beta-1,3-1
4—glucanasa (EC 3,2,1,73);
xiloglucanc endotransglicosilasa (EC
2,4,1,207)
13 alfa—amilasa (EC 3,2,1,1); pululanasa|7
(EC 3,2,1 ,41); ciclomaltodextrina
glucancotransferasa (EC 2,4,1,19});
ciclomaltodextrinasa (EC 3,2,1,54);
trehalosa-6-fosfato hidrolasa (EC
3,2,1,93); oligo-alfa-glucosidasa (EC
3,2,1,10); amilasa maltogénica (EC
3,2,1,133); necopululanasa (EC
3,2,1,135); alfa-glucosidasa (EC
3,2,1,20); 3-amilasa _formadora de
maltotetraosa {EC 3,2,1,00);
iscamilasa (EC 3,2,1,68);
glucodextranasa (EC 12,170); alfa-,
amilasa formadora de maltchexaosa (EC
3,2,1,98); enzima ramificadora (EC
2,4,1,185; trehalosa sintasa (EC
15,4,99,1¢6); 4--glucanotransferasa. (EC
2,4,1,25); amilasa formadora de
maltopentaocsa {EC | 3,2,1.;);
amilosucrasa (EC 2,4,1,4): sacarosa
fosforilasa (BEC 2,4,1,7); malto-
oligosiltrehalosa trehalohidreolasa (EC
3,2,1,141); isomaltulosa sintasa [(EC Q[}ﬂﬂ
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Familia Numero de

de dominios
Actividades conccidas

glicésido predichos en C.

hidrelasa phytofermentans
5,4,99,11).

16 ®iloglucan:xiloglucosiltransferasa (EC |1
2,4,1,207); sulfato de guerato endo-
l,ﬁ—beta-galactosidasa (EC 3,2,1,103);
endo—l,3—beta—D—glucosidasa glucano
{(EC 3,2,1,39; endc-1, 3(4) -beta-
glucanasa (EC 3,21,6); Licheninasa (EC
3,2,1,73): agarasa (EC 3,2,1,81
) ;betacarrageenasa (BEC 3,2,1,83);
xiloglucanasa (EC 3,2,1,151)

18 quitinasa (EC 3,2,1,14); endo-beta-N-|6
acetilglucosaminidasa (EC 3,2,1,96);
proteinas no cataliticas: inhibidores
de " xilanasa; ~concanavalina B;
narbenina

19 quitinasa{EC 3,2,1,14). 2

20 beta-hexosaminidasa (EC 3,2,1,52); 3
lacto-N-biosidasa {EC 3,2,1,140); -
1,6-N-acetilglucecsaminidasa) (EC
3,2,1.-)

25 lisczima (EC 3,2,1,17) 1

26 beta—ménnanasa {EC 3,2,1,78);:;beta-1,3-{3
xilanasa (EC 3,2,1,32)

28 peligalacturonasa (EC 3,2,1,15); exo-|5
poligalacturonasa {(EC 3,2,1,67); exo-
peligalacturonosidasa {(EC  3,2,1,82);
ramnogalacturonasa (EC 3,2,1.-); endo-
®llogalacturonano hidrolasa (EC
3,2,1.-); ramnogalacturonan alfa-L-
ramnopiranchidrolasa (EC 3,2,1,40)

29 alfa-L-fucosidasa (EC 3,2,1,51) 3

30 glucosilceramidasa (EC 3,2,1,45); |2
beta-1, 6-glucanasa (EC 3,2,%4,79); AR

o

oy

ien
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Familia Namero de
de dominios
Actividades conocidas
glicédsido predicheos en C.
hidrolasa phytofermentans
beta—xilosidasa (EC 3,2,1,37)
31 alfa-glucosidasa (EC 3,2,1,20): alfa-|3
1, 3-glucosidasa (EC  3,2,1,84);
‘sacarasa-isomaltasa (EC 3,2,1,48} (EC
3,2,1,10); alfa-xilosidasa (EC 3,2,1.-
); alfa-glucan liasa (EC 4,2,2,13);
isomaitosiltransferasa-(EC 2,4,1.-).
36 alfa-galactosidasa {EC 3,2,1,22); |2
alfa-N-acetilgalactosaminidasa (EC
3,2,1,49); estaquiosa sintasa (EC
2,4,1,67); rafinosa sintasa (EC
2,4,1,82)
38 alfa-manosidasa (EC- 3,2,1,24}; alfa-j1
mancsidasa (EC 3,2,1,114)
43 beta-xilosidasa (EC 3,2,1,37); beta-|8
1,3-xilosidasa (EC 3,2,1.-);alfa-L-
il arabinofurancsidasa - (EC 3,2,1,55);
arabinanésa (EC 3,2,1,99); =xilanasa
(EC 3,2,1,8); galactan 1, 3-beta-
galactosidasa (EC 3,2,1,145)
48 endoglucanasa (EC 3,2,1,4); guitinasa |l

(EC 3,2,1,14); se ha informado que
algunas celoblohidrolasas de esta
familia actuan desde Jlos extremos
reductores de la celuiosa (EC 3,2,1.-
), mientras gue se ha informado gue
otras operan desde los extremos no
reductores para liberar celobiosa o
celotriosa o celotetfaosa ({EC 3,2,1.-
). Esta familia también contiene
celulasas endo-procesivas {(EC 3,2,1),
cuya actividad es dificil de

distinguir de las de ias
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Familia Namero de

de dominios
Actividades conocidas

glicésido predichos en C.

hidrclasa phytofermentans
celobicohidrolasas.

51 alfa—L—arabinofuranoéidasa l (EC {1
3,2,1,55); endoglucanasa (EC 3,2,1,4)

65 trehalasa (EC 3,2,1,28); maltosa | 4
fosforilasa (EC 2,4,1,8); trehalosa
fesforilasa (EC 2,4,1,64); kojibiosa
fosforilasa (EC 2,4,1,230)

67 alfa—-glucuronidasa (EC 3,2,1,139); |1
xilan alfa-I,2—glucuronosidasa
(EC_3,2,1,131)

73 peptideglicano hidrolasas con |1
espcificidad para endo-beta—-N-
acetilglucosaminidasa {EC 3,2,1.-),
existe solo un informe no confirmado
de ~actividad de beta-i, 4-N-
acetilmuramoilhidreolasa (EC 3,2,1,17)

77 amilomaltasa 0 d-aifa-|1
glucanotransferasa (EC 2,4,1,25)

85 endo-beta-N-acetilglucosaminidasa (EC|1
3,2,1,96)

87 micodextranasa (EC 3,2,1,61):; alfa-{3
1,3-glucanasa (EC 3,2,1,59)

88 beta-glucuronil hidrolasa d-4,5 4
insaturada (EC 3,2,1.-)

94 celobiosa fosforilasa (EC 2,4,1,20); |5
celodextrina fosforilasa (EC
2,4,1,49}); chitobiosa fosforilasa (EC
2,4,1.-y; beta-1, 2-glucano ciclico
-sintasa (EC 2,4,1.-)

85 alfa-1,2-L-fucosidasa (EC 3,2,1,63); |2
alfa-i-fucosidasa {(EC 3,2,1,51)

105 ramnogalacturonil hidrolasa insaturada |3

(EC 3,2,1.-)

]
o
e
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Familia Namero de
de dominios
_ Actividades conocidas
glicésido - predichos en C.
-hidrolasa phytofermentans
106 alfa-L-ramnosidasa (EC 3,2,1,40) 1
112 lacto-N-biosa fosforilasa o galacto-N- |3
biosa fosforilasa (EC 2,4,1,211)
TABLA 2: Actividades conocidas de miembros de la familia de
polisacarido liasa
Namero de
Familia dominios
de : predichos
Actividades conccidas
polisacar en C.
ido liasa phytoferme
ntans
1 pectato liasa (EC 4,2,2,2); exo-pectatoll
liasa (EC 4,2,2,9); pectina liasa
(EC_4,2,2,10). '
7 .alginato  liasa (EC 4,2,2,3); -L- |1
guluronate liasa (EC 4,2,2,11)
9 pectato liasa (EC 4,2,2,2); | 4
exopoligalacturonato liasa (EC 4,2,2,9).
11 pectato liasa (EC 4,2,2,2): 1|1
exopoligalacturonato liasa {Ec;4,2,2,9).
12 Heparin-sulfato liasa (EC 4,2,2,8) 1
15 oligo-alginate liasa (EC 4,2,2.-) 1
17 alginato liasa (BEC 4,2,2,3). 1

goaog?
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Actividades concocidas de miembros de la

carbohidrato esterasa

familia de

de
Familia
dominios
de
predichos
carbohid | Actividades conocidas
: C.
rato
phytoferme
esterasa
2 acetil xilan esterasa (EC 3,1,1,72).
4 acetil xilan esterasa {EC 3,1,1,72);
' chitin desacetilasa {EC 3,5,1 L41);
chitooligosacarido desacétilasa (EC
3,5,1.-); peptidoglicanc GIcNAc
desacetilasa (EC 3,5,1.-); acido
peptidoglican N-acetilmuramico
desacetilasa (EC 3,5,1.-).
8 pectiq metilesterasa (EC 3,1,1,11).
9 N-acetilglucosamina 6-fosfate
| desacetilasa (EC 3,5,1,25); N-
acetilgalactosamina-6-fosfato
desacetilasa (EC 3,5,1,80).
12 pectin acetilesterasa (EC 3,1,1.-):
ramncgalacturonan acetilesterasa {EC
3,1,1.-); acetil xilan esterasa {(EC
3,1,1,72)
15 4-0-metil-glucuronil esterasa(3,1,1.-)

006959
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TABLA 4: Actividades c¢onocidas de miembros de la . famita del

moédulo de unidédn a carbohidratos

Numero de
dominios
Familia predichos
Actividades conocidas
CBEM en C.

phytoferme

ntans

2 Médules de aprex. 100 residuos hallados 1
en muchas enzimas bacterianas  con
actividades putativas de unidén de

celulosa, chum y/o xilano.

3 Médulcs de aprox. 50 residuos hallados en 2
enzimas bacterianas. La funcidén de unidn
a celulosa se ha demostrade en muchos
casos. En un caso se ha informado 1la

unidén a gquitina.

4 Méduleos de aprox. 50 residuos hallados en | 4
enzimas bacterianas. Se ha demostrado la
unién de estos mdéduloes con xilano, -1,3-
glucano, -1,3-1,4-glucano, -1,6-glucano vy
celulesa amorfa perc no con celulosa

cristalina.

5 Moédulos de aprox. 60 residuos hallados en|1
enzimas bacterianas. Relacionados

remotamente con la familia CBM12Z2.

6 Médulos de  aprox. 120 residuos. La il
funcién de unidén a celulosa se ha
demostrado yb caso con celulosa amorfa vy
®ilano. Algunos de estos médulos también

se unen a -1,3-glucano.

12 Médules - de aprox. 40-60 residuos. La |2
mayoria de estos mddulos se halla en tres
las quitinasas donde la funcidén es de
unién a quitina. Relacionados remotamente

con la familia CBMS.

13 Médules de aprox. 50 residuos que a|l

000TE
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Familia

CBM

Actividades conocidas

Numero de
dominics
predichos
en C.
phytoferme

ntans

menudo aprecen como una repeticién
interna tres veces, una excepcidn
incluye, =xilanasa II de Act inomadura sp.
FC7 {(GenBank U08894). Estos mdédulos se
identificaron primero en varias lectinas
de planta tales como ricina o© aglutinina
de Ricinus communis que se unen a los
residuos de galatosa. Se ha determinado
la estructura tridimensional de una
lectina de planta y exhibe una simetria
peudo-triple de acuerdo con la repeticiédn
secuencia de tres veces observada. Estos

modulos se han hallade en numerosas

proteinas de varias funciones gque
incluyen glicdsido hidrolasas y
glicosiltransferasas. Si  bien en 1las

lectinas vegetales este médulo se une a
manosa, la unién a xilano se ha
demostrado en Streptomyces lividans
xilanasa A y arabinofuranosidasa B. Se ha
mostrado la unién a GalNAc para el
correspondiente modulo de GalNAc
transferasa 4. Para las otras proteinas,
no se ha establecido la especificidad de
unién de estos moédulos. La simetria
pseudo—ﬁriple- del médulo CBM13 se ha
confirmado actualmente en: la estructura
3-D de. la xilanasa intacta de dos

dominios de Streptomyces olivaceoviridis.

22

Se ha demostrade una funcidén de unidn a

xilano en varics cascs y afinidad con -

000084



59

Familia

CBEM

Actividades conocidas

Namero de
dominios
predichos
en C.
phytoferme

ntans

1,3/-1,4-glucanos mixtos en un caso. En
varios casos, también se ha observado un

efecto termoestabilizante.

32

Se ha demostrado la unidén a galactesa 'y
lactosa para el médulo de Micromonospora
viridifaciens sialidasa (PM ID:

16239725); se ha mostrado unién al acido

poligalacturénico para un miembro de

Yersinia (PMID: 17292916¢); se ha mostrado
unién a LacNAc {-D-galactosil-1, 4-D-N-
acetilglucosamina) para una N-
acetilglucosaminidasa del Clostridium

perfingens {(PM ID: 16990278).

35

Médulos de aprox. 130 residuos. Un médulo
gue esta conservado en tres enzimas
degradadoras de xilano en Cellvibrio se
une a xilano vy la . interaccidén es
dependiente del calcio, mientras dgque un

moédulo de mananasa de Cellvibrio se une a

| mananos solubles decorados 3%

mannooligosacaridos. Un médule  de
Phanerochaete chrysosporium galactan 1, 3-

-galactosidasa se une a —galactano.

36

Médulos de aprox. 130 residuos. Un médulo
que esta conservado én tres enzimas
degradadoras de xilano en C(Cellvibrioc se
une a xilano y la interaccidén es
dependiente del calcio, mientras gque un

mdodulo de mananasa de Cellvibrio se une a

mananos solubles decorados e

mannooligosacérides. Un médulo de
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Familia

CBM

Actividades conocidas

Numero de
dominios
predichos
en C.
phytoferme

ntans

Phanerochaete chrysosporium galactan 1, 3-

‘galactosidasa se une a -galactano.

41

Mdédulos de aprox. 100 residuos hallados
en principalmente pululanasas
bacterianas. Se ha demostrado gque el
médulo N-terminal de Thermotoga maritima
Pull3 se une a -glucanos amilosa,
amilopectina, pululanoc, y fragmentos de
6ligosacéridos derivados de estos

polisacaridos.

Il

46

Méduleos de aprox. 100 residuos, hallados
en el extremo C-terminal de warias GHb5
celulasas. La funcidén de unidn a celulosa

se demuestra en un caso.

48

Modulos de  aprox. 100 residuos con
funcidén de unién a gligdgeno, anexo a los
médulos GH1I3. También se hallan en la
subunidad beta (unién a glicdgenc) de
proteina quinasas activadas por  AMP

(AMPK)

50

Médulos de aprox. 50 residuos que se
hallan wunidos a varias enzimas de las
familias GH18, GH19, GH23, GH24, GH25 vy
GH73, es decir, enzimas que se escinden
en guitina o peptidoglicano. La unidén a
chitopentacsa se demostré en el caso de

quitinasa A de Pteris ryukyuensis [Ohnuma

T et al.; PMID: 18083709]. Los médulcs de

CBM5C también se hallan en una multitud
de otras enzimas gue se dirigien a 1los

petidoglicanos tales como peptidasas vy
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Namero de
dominios
Familia predicheos
Actividades conocidas
CBM en C.
phytoferme
ntans
amidasas.
[00134] En algunas formas de realizaciédn, las enzimas que

degradan los polisacdridos se usan para el pretratamiento de 1la
biomasa y pueden incluir las enzimas gque degradan celulosa, a
saber, celulasas. Los ejemplos de algunas celulasas incluyen
endo;elulasas (EC 3,2,1,4y vy exo-celulasas {(EC 3,2,1,921), e
hidrolizan enlaces beta-1,4-glucosidicos.

[00135] Los ejemplos de endo-celulasas predichas en C.
phytofermentans gue se pueden usar en el pretratamiento de 1la
biomasa incluyen genes de la familia GH5, tales como, Cphy3368;
Cfille3, y Cphy2058; la familia GH8, tales como Cphy3207; y la
familia GH9, tales como Cphy3367. Los ejemplos de exocelulasas en
C. phytofermentans‘qie se pueden usar en el pretratamiento de la
biomasa incluyen genes de la familia GH48, tales como Cphy3368.
Algunas exo-celulasas hidrolizan polisacadridos para producir 2 a
4 unidades de oligosacaridos de glucosa, que producen disacaridos
de celodexirinas (celobiosa), trisacaridos (celotriocsa), o)
tetrasacaridos (celotetraocsa). Los miembros de las familias GHS,
GHY vy GH4E8 pueden tener actividades de exo- y endoc-celulasa.
[00136] En  algunas formas de realizacidn, las enzimas que
degradan polisacaridos se usan para el pretratamiento de la
bicmasa y pueden incluir enzimas gue tienen la capacidad de
degradar hemicelulosa, a saber, hemicelulasas (Leschina, S. B. en
Handbook on Cleostridia ({(ed Durre, P.) (CRC Press, Boca Raton,
2005)). La hemicelulosa puede ser un componente principal de la

biomasa de planta y puede contener una mezcla de pentosas vy

hexosas, pocr ‘ejemplo, D-xilopiranosa, L-arabincfuranosa, D-
manopiranosa, D-glucopiranosa, D-galactopiranosa, acido D-
glucopiranosilurénico y otros azucares (Aspinall, G. O. The

Biochemistry of Plants 473, 1980; Han, J. S. & Rowell, J. en

S.
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Paper and composites from agro-based resources 83, 1997). En
"ciertas formas de realizacidn, las hemicelulasas pxedichas
identificadas en el C. phytofermentans gue se pueden usar en el
pretratamiento de la biomasa incluyen enzimas activas en el
esqueleto linegl de la hemicelulosa, por ejemplo, endo-beta- 1,4-
D-xilanasa (BEC 3,2,1,8), tales comoc los miembros de lz familia
GHS, GH10, GH11l, y GHE43; 1,4-beta-D-xildésido xilohidrolasa (EC
3,2,1,37), tales como los miembros de la familia GH30, GH43, vy
GH3; y beta-mananasa (EC 3,2,1,78), tales como los miembros de la
familia GH26.

[00137] En otras formas de realizacién, las hemicelulasas
predichas identificadas en el C. phytofermentans que se pueden
usar en el pretratamiento de la biomasa incluyen enzimas activas
ene los grupos laterales y sustituyentes de hemicelulosa, por
ejemplo, alfa-L-arabinofuranosidasa (EC 3,2,1,55), tales como los
miembros de la familia GH3, GH43, y GHS51; alfa-xilosidasa, tales
como  los miembros de la familia GH31; alfafucosidasa (EC
3,2,1,51), tales cemo los miembros de la familia GH95 y GH29;
galactosidasa, tales como los miembros de la familia GH1l, GH2,
GH4, GH36,  GH43; vy acetil-xilanoc esterasa (EC 3,1,1,72), tales
como CEZ2 y CEA4.

[00138]En algunas formas de realizaciédn, las enzimas (que
degradan polisacdridos se usan para el pretratamiento de la
biomasa y pueden incluir enzimas que tienen la capacidad de
degradar.pectina, a saber, pectinasas. En las paredes celulares
de la planta, la red de celulosa entrecruzada se puede incrustar
en una matriz de peéctinas que se pueden unir de modo covalente a
los =xiloglucanos y ciertas proteinas estructurales. La pectina
puede comprender homogalacturonano (HG) o ramncgalacturonano
(RH) .

[00139] En otras formas de realizacién, el pretratamiento de la
biomasa comprende pectinasas identificadas en C. phytofermentans
gque pueden hidrolizar HG. La HG puede estar compuesta de unidades
de acido D-galacturédnico (D-galB) que se pueden acetilar vy
metilar. Las enzimas que hidrolizan HG pueden incluir, por
ejemplo, 1,4-alfa- D galacturonan liasa (EC 4,2,2,2), tales como

los miembros de la familie PL1, PLY, vy PL11; glucuronil-
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hidrolasa, tales como miembros de la familia GH88 y GHI10S5;
pectina acetilesterasa tales como los miembros de la familia
CE12; y pectina metilesterasa, tales como los miembros de la

familia CES8.

[00140] En avn mas formas de realizacidn, el pretratamiento de la
biomasa comprende pectinasas identificadas en C. phyfofermentans
que pueden hidrolizar RH. RH puede ser un esqueleto compuesto de
residuos alternados de 1,2-alfa-L-ramnosa e (L-Rha) y acido 1,4-
alfa—D—galacturénico (Lau, J. M., VMcNeil M., Darvill A. G. &
Albersheim P. Structure of the backbone of ramnogalacturonén I, a
pectic polisaccharide 1in the primary c¢ell walls of plants.
‘Carbohydrate research 137, 111(1985)). Los residuos de ramnosa
del esqueleto pueden tener galactano, arabinano o]
arabinogalactano unide a C4 como cadenas laterales. Las enzimas
que hidrolizan HG pueden incluir, por ejemplo,
enderamnogalacturconasa, tales como 1los miembros de la familia
GHZ8; y ramnogalacturonanc liasa, tales comé los miembros de 1la
familia PL1 1.

[00141] En algunas formas de realizacion, el pretratamiento de la
biomasa incluye las enzimas que pueden hidrolizar almidén. C.
phytofermentans puede degradar almiddén y quitina (Warnick, T. A.,'

Methe, B. A. & Leschina, S. B. Clostridium phytofermentans sp.

nov., un meséfilo celuleolitico del suelo forestal. Int. J. Syst.
Evol. Microbiol. 52, 1155-1160 (2002); Leschina, S. B. en
Handbook on Clostridia {ed Diirre, P.) (CRC Press, Boca Raton,
2005); Reguera, G. & Leschina, S. B. Chitin degradation by

‘cellulolytic anaerobes and facultative aerobes from soils vy
sediments. FEMS Micro biol. ZLett. 204, 367-374 (2001))}). Las
enzimas que - hidrolizan almiddn incluyen alfa-amilasa,
glucoamilasa, beta-amilasa, exo-alfa-1,4-glucanasa, y pululanasa.
-Los ejemplos de enzimas predichas identificadas en C.
pbhytofermentans involucradas en la hidrdlisis del almidédn
inclﬁyen los miembros de la familia GH13.
[00142] En mas formas de realizacidn, el pretratamiento de la
biomasa comprende hidrolasas gque pueden incluir las enzimas due

hidrolizan la gquitina. Los ejemplos de enzimas que pueden
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hidreolizar gquitina incluyen 1los miembros de la familia GH18 vy
GH19. FEn aun mas formas de reélizacién, las hidrolasas pueden
incluir enzimaé que hidreolizan liguen, a saber, liguenasa, por
ejemplo, los miembros de la familia GH16, tales como Cphy3388.
[00143] En algunas formas de realizacidn, el pretratamiento de 1la
biomasa comprende hidrolasas que son proteinas gue contienen los
miembros de la familia médulos de unidén a carbohidratos (CBM).
Sin estar ligados por teoria alguna, los dominios CBM pueden
actuar para localizar complejos enzimaticos en sustratos
particulares. Los ejemplos de familias de CBM predichas
identificadas en (€. phytofermentans que pueden unir celulosa
incluyen los miembres de la familia CBM2, CBM3, CBM4, CBM6 Yy
CBM46. Los ejemplos de familias de CBM predichas identificadas en
C. phytofermentans gque pueden unir xilano incluyen los miembros
de la familia CBM2, CBM4, CBM6, CBM13, CBM22, CBM35, y CBM36. En
més'formas de realizacién, los miembros de la familia del dominio
C8M pueden actuar para estabilizar un complejo enzimatico.
[00144] En algunas formas de realizacién, después del
pretratamiento por alguno de los métodos anteriores la materia
prima contiene celulosa, hemicelulosa, oligémeros solubles,
azucares simples, ligninas, sustancias volatiles y cenizas. Los
parametros del pretratamiento se pueden cambiar para variar la
concentracion de los componentes de la materia prima pretratada.
Por ejemplo, en algunas formas de realizacidén se elige un
pretratamientoc de modo que la concentracidédn de los cligdmeros
solubles sea alta y la concentracidén de las ligninas baja después
del pretratamiento. Los ejemplos de pardmetros del pretratamiento
incluyen temperatura, presidn, tiempo, vy pH.
[00145] En algunas formas de realizacidn, los parametros del
pretratamientce se- cambian para variar la concentracién de los
componentes de materia prima pretratada de modo gue la
concentracién de los componentes de la materia prima pretratada
es Optima para la fermentacién con un microbio tal como a
micrebio Q.
[00146] En algunas formas de realizacién, los pardmetros del
pretratamiento se cambian de modo que la concentracidén de

celulosa accesible en la materia prima pretratada es 1%, 5%, 10%,

000570



65

12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 19%, 20%, 30%, 40% o 50%. En
algunas formas de realizacidn, los paréametros del pretraﬁamiento
se cambian de modo gue la concentracidn de celulosa accesible en
la materia prima pretratada sea 5% a 30%. En algunas formas de
realizacidén, los pardmetros del pretratamiento se cambian de modo
que la concentracitn de celulosa accesible. en la materia prima
pretratada 3ea 10% a 20%.

[00147] En algunas formas de- realizacién, los parédmetros del
pretratamientoc se cambian de mode que la concentracidén de
hemicelﬁlosa en materia prima pretratada sea 1%, 5%, 10%, 12%,
13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%,
27%, 28%, 29%, 30%, 40% o 50%. En algunas formas de realizacidn,
los parametros del pretratamiento se cambian de modo gue la
concentracidédn de hemicelulosa en materia prima pretratada sea 5%
a 40%. En algunas formas de realizacidn, los parametros del
pretratamientoc se cambian de modo que la concentracién de
hemicelulosa en materia prima pretratada sea 10% a 30%.

[00148] En algunas formas de realizacidn, los parametros del
pretratamiento se cambian de modo que la concentracién de
cligémeros sclubles en materia prima pretratada sea 1%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, o 99%. Los ejemplos de oligdmercs solubles
incluyen, pero sin limitacidn, celobicsa y xilobiosa. En algunas
formas de realizacidn, los pardmetros del pretratamiento se
cambian de modc que la concentracién de oligdémeros solubles en
materia prima pretratada sea 30% a 90%. En algunas formas de
realizacidén, los parémetros del pretratamiento se cambian de modo
que la concentracién de oligdmeros solubles en materia prima
ﬁretratada sea 45% a 80%. En algunas formas de realizacidn, los
parametros del pretratamiento se cambian de modo gue la
concentracidén de oligdmeros solubles en méteria prima pretratada
sea 45% a B80% y los oligdémeros solubles son principalmente
celobiosa y xilobiosa.

[00148] En algunas formas de realizacidn, los parémetros del
pretratamiento se cambian de modo gue la concentracidén de
azucares simples en materia prima pretratada sea 1%, 5%, 10%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 19%, 20%, 30%, 40% o 50%. En
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algunas formas de realizacidén, los parametros del pretratamiento
se cambian de modc que la concentracién de azicares simples en
materia prima pretratada sea 0% a 20%. En algunas formas de
realizacién, los pardmetros del pretratamiento se cambian de modo
que la concentracién de aztucares simples en materia prima
pretratada sea 0% a 5%. Los ejemplos de azlcares simples
incluyen, pero sin limitacién, mondmercs y dimeros de C5 y Cé6.
[00150] En algunas formas de realizacidn, los parametros del
‘pretratamiento se cambian de modo gque la concentracidén de
"ligninas en materia prima pretratada sea 1%, 5%, 10%, 12%, 13%,
14%, 15%, 16%, 17%, 19%, 20%, 30%, 40% o 50%. En algunas formas
de realizacién, los pardmetros del pretratamiento se cambian de
modo.gue la concentracidn de ligninés en materia prima pretratada
sea 0% a 20%. En algunas formas de realizacidén, los parédmetros
del pretratamiento se cambian de modo que la concentracién de
ligninas en ﬁateria prima pretratada sea 0% a 5%. En algunas
formas de realizacidén, los parametros del pretratamiento se
cambian de modo que la concentracién de se cambian de modo que la
concentracidn de lignina en materia prima pretratada sea menor de
1% a 2%. En algunas formas de realizaciédn, los parametros del
pretratamiento se cambian de modo de minimizar la concentracién
de fendlicos.

[00151) En algunas formas de realizacién, los parémetros del
pretratamientc se cambian de mode que la concentracidén de
furfural y 1ligninas de pesc moclecular bajo en materia prima
pretratada sea menor de 10%, 9%, 8%, 7%, %, 5%, 4%, 3%, 2%, o
1%. En algunas formas 'de realizacién, Los parémetros del
pretratamiento se «cambian de modo que la concentracién de
furfural vy ligninas' de pesb moclecular bajo en materia prima
‘pretratada sea menor de 1% a 2%.

[00152] En algunas formas de realizacidn, leos parametros del
pretratamiento se cambian de modo gue la concentracidén de
celulosa accesible sea 10% a 20%, la concentracion de
hemicelulosa sea 10% a 30%, la concentracidén de oligdémeros
solubles sea 45% a 80%, la concentracidén de azucares simples sea

0% a 5%, y 1la concentracidén de 1ligninas sea 0% a 5% y la
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concentracidén de furfural vy ligninas de peso molecular bajo en
materia prima pretratada sea menor de 1% a 2%.

[00153] En algunas formas de realizacidén, los parédmetros del
pretratamiento se cambian para obtener una concentracién alta de
hemicelulosa y una concentracién baja de ligninas. En algunas
formas de 'realizacidn, los pardmetros del pretratamiento se
cambian para obtener una concentracién alta de hemicelulosa y una
concentracion baja de ligninas de modo que la concentracidn de
los componentes de la materia prima pretratada sea Sptima para la
fermentacidén con un micreobio tal como un microbio Q.

[00154] En algunas formas de realizacidén, una materia prima se
pretfata a'un pH de 8 a 12 para obtener una concentracién alta de
hemicelulosa Yy una concentracién baia de ligninas en la materia
prima pretratada. En algunas formas de realizacidén, a materia
prima se pretrata a un pH de 8 a 12 para obtener una
concentracion alta de hemicelulosa y una concentracidén baja de
ligninas de modo que la concentracién de los componentes de la
materia priﬁa pretratada sez dptima para la fermentacidn con un
microbio tal come a microbic Q. Otros parametros tales como
femperatura y tiempo se pueden cambiar para cbtener 1los
resultados deseados. Por ejemplo, en algunas formas de
realizacidén una materia prima se pretrata a un pH de 8 a 12 at a
temperatura baja durante un tiempo largc para obtener una
concentracidn alta de hemicelulesa y una concentracién baja de
ligninas en la materia prima pretratada.

[00155] En algunas formas de realizacidén, los parédmetros del
pretratamiento se cambian para obtener la cantidad maxima de
carbohidratos constituyentes C5. En algunas formas de
realizacidén, los parédmetros del pretratamiento se cambian para
-gue la cristalinidad de los compeonentes en la materia prima no
sea mayor de las cantidades naturales.

[00156] En algunas formas de realizacidn, la materia prima se
trata con compuestos alcalinos tales como NaQH, KOH, y Ca(OH); en
condicicnes variadas para obtener la concentracidn deseada de los
componentes en la materia prima pretratada. Por ejemplo, en
algunas formas de realizacidén la materia prima se trata con

compuestos alcalinos tales como NaOH, KOH, y Cal(OH); Uﬁ?ﬁ]73
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condiciones variadas de meodo que la concentracidn de hemicelulosa
sea alta y la concentracidn de ligninas sea baja después del
tratamiento. Los tratamientos alcalinos se pueden realizar én
combinacidn con agentes tales como perdxido de hidrdgeno o urea.
[00157] Eﬁ algunas formas de realizacidn, la materia prima se
trata con compuestos alcalinos tales como NaOH, KOH, y Ca(OH):
bajo variacidn de modo que la concentracidén de los componentes de
la materia prima pretratada sea Ooptima paré fermentacién con un
microbio tal como a microbio Q. Los tratamientos alcalinos se
pueden realizar en combinacidn con agentes tales como peréxido de
hidrégenco o urea.

[00158] En algunas formas de realizacidn, la materia prima se
trata con NaOH modo que la concentracidn de los componentes de la
materia prima pretratada sea optima para la fermentacidn con el
microbio Q. El pretratamiento con NaCH se puede realizar en
combinacidén con agentes tales como perdxido de hidrdgeno o urea.
El pretratamiento con NaOH, solo © en combinacidén con perdxido de
hidrégeno o urea, se puede realizar a 60 °c, 80 °, 90 °c, 100 °c,
120 °C, 140 °, 160 °C o 180 °C. El pretratamiento con NaOH, solo
o en combinacién con perdxido de hidrbégeno o urea, se puede
realizar durante 10, 15, 20, 30, 35, 40, 50 minutos o 1, 5, 7, 9,
10, 11, 15, 206, 25, 30, 35 o 36 horas.

[00159] En algunas formas de realizacidén, 1la materia prima se
trata con KOH modo que la concentracién de los componentes de la
materia prima pretratada sea o6ptima para la fermentacidn con el
microbio Q. En una forma de realizacién un pretratamiento con KOH
se pﬁéde realizar en combinacidén con agenteé tales como peréxido
de hidxdégeno o urea. En otra forma de realizacidn un
pretratamiento con Ca(OH);, solo o en combinacidén con perdxido de
hidrégeno o urea, se puede realizar a aproximadamente 60 °C a 180
°C. En otra forma de realizacién un pretratamiento con KOH, solo
o en combinacién con perdxido de hidrégenc o urea, se puede
realizar a aproximadamente 60 °C, 80 °c, 90 °c, 100 °c, 120 °c,
140 °%, 160 °C o 180 °C. En una forma de realizacién un
pretratamientc con KOH, solo o en combinaciédn con perédxideo de
hidrégeno o urea, se puede realizar durante aproximadamente 1-60

minutos. En otra forma de realizacidén un pretratamiento con KOH,
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sclo o en combinacidn con perdxido de hidrdgenc o urea, se puede
realizar durante aproximadamente 1-96 horas. En otra forma de
realizacién un pretratamiento con KCH, solo ¢ en combinacidén con
peréxido de hidrdgeno o urea, se puede realizar durante
aproximadamente 10, 15, 20, 30, 35, 40, o 50 minutos .o
aproximadamente 1, &, 7, 9, 10, 11, 15, 20, 25, 30, 35, 36, 40,
45, 50, 55, 60, &5, 70, 75, 80, 85, 90, o 96 horas.

[00160] En una forma de realizacidn, la materia prima se trata
coﬁ Ca(CH); modo gue la concentracién de los componentes de la
matefia.prima pretratada sea o¢ptima para la fermentacién con el
micrecbio Q.'En otra forma de réalizacién el pretratamiento con
Ca{OH),; se.puede realizar en combinacién con agentes tales como
perdxido de hidrdgeno o urea. En otra forma de realizacién el
pretratamiento con Ca(OH)., solo o en combinacién con perdxido de
hidrégeno o urea, se puede realizar a aproximadamente 60 °C a 180
°%C. En otra forma de realizacidn, el pretratamiento con Ca{GH),,
solo o en combinacidon con perdxido de hidrdgeno o urea, se puede
realizar a aproximadamente 60 °c, 80 °c, 90 °c, 100 °c, 120 °‘c,
140 °c, 160 % o 180 °C. En una forma de realizacién a Ca{0QH),
pretratamiento, sclo o en combinacidn con peréxido de hidrdgenc o
urea, se puede realizar durante aproximadamente 1- 60 minutos. En
otra forma de realizacidén un pretratamiento con Ca(OH),, solo o
en compinacién con perdxido de . hidrdégeno o© urea, se puede
realizar durante aproximadamente 1-96 horas. En otra forma de
realizacién un pretratamiento con Ca(OH};, so0lo o en combinacién
con perdxido de hidrégeno o urea, se puede realizar durante
aproximadamente 10, i5, 20, 30, 35, 40, o 50 minutos o
aproximadamepte 1, 5, 7, 9, 10, 11, 15, 20, 25, 30, 35, 36, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, B8O, 85, 90, o 96 horas.

Recuperacioén de etanocl u otros productos finales fermentativos

[00161] En otrc aspecto de la invencidén, se proporcionan métodos
para la recuperacién de los productos finales fermentativos,
tales como un alcohol (por ejemplo etanol, propancl, metancl,
butanol, etc.) otro biocombustible o producto gquimico. En una
forma de realizacién, el caldo se recolectard en algan momento
durante la fermentacién, y se recuperardn el producto o los

productos finales fermentativos. El caldo con etancl recuperado
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incluiré tanto etanol como impurezas. Las impurezas incluyen
materiales tales COmo agua, cuerpos celulares, desechos
celulares; sustrato de éarbén en exceso, sustrato de nitrdgenc en
exceso, otros nutrientes restantes, metabolitos no etanol, vy
otros componentes del medio <o componentes del medio digeridos.
Durante el curso de procesamiento del caldo, el caldo se puede
calentar y/o hacer reaccionar con varios reactivos, que producen
impurezas adicionales en el caldo.

[00162] En una forma de realizacidn, las etapas de procesamiento
para recuperar etanol con frecuencia incluye varias etapas de
separacidn, gque incluyen, por ejemplo, destilacidén de un material
de alta concentracidén de etanol a partir de un material que
centiene etancol menos puro. En otras formas de realizacidn, el
material de alta concentracién de etanol se pusede concentrar

adicionalmente para obtener una concentracién de etanol muy alta,

‘tal como 98% o 99% o 99,5% ‘(peso) © aun mayor. Otras etapas de

separacién, tales como filtracién, centrifugacidn, extraccidn,
adsorcién, etc. también puede ser parte de algunos procesos de
recuperacidén para etanol como producto o biocombustible, u otros
biocombustibles o precductos quimicos.

[00163] En una forma de realizacidén un proceso se puede llevar a
escala para producir biocombustibles comercialmente utiles. En
otra forma de realizacidn el mibrobio Q se usa para producir un
alcohol, por ejemplo, etanol, butanol, propanoi, metanol, o un
combustible tal como hidrocarburcs, compuestos de hidrégeno,
metano, e hidroxi. En otra forma de realizacidn el microbio ¢ se
usa para producir un compuesto carbonilo tal como un aldehido o
cetona (por ejemplo acetona, formaldehido, l-propanal, etc.), un
acido organico, un derivado de un Aacido organico tal como un
éster (por ejemplo, éster de cera, glicérido, etc.), 1, 2-
propanodiecl, 1, .3—propanodiol, dcido léctico, Acido férmico,
dacido acético, acido succinico, acido piravico, o una enzima tal
como una celulasa, polisacarasa, lipasas, proteasa, ligninasa, vy
hemicelulasa.

[00164] En una forma de realizacidén, se describe una fermentacién
discontinua alimentada para la produccién del producto final

fermentativo. En otra forma de realizacidén, se describe una
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fermentacidn discontinua alimentada para la produccién de etanol.
El cultivo discontinuo alimentadc es una clase de proceso
microbiano en que los componentes del medio, tales como sustrato
de carbono, sustrato de nitrdgeno, vitaminas, minerales, factores
de crecimiento, cofactores, etc. 0 bioccatalizadores (gque
inciuyen, por ejemplo, organismos frescos, enzimas preparadas por
el microbio Q en una  fermentacidén separada, enzimas preparadas
por otros organismos, o una combinacidn de estos) se suministran
al fermentador durante el cultivo, pero no se recolecta el caldo
del cultive en el mismo tiempo y volumen. Para aumentar la
biocenversidén a partir de sustratos soluble e insolubles, tales
como los que se pueden usar en la produccién de biccombustibles,

se puede utilizar varias estrategias de alimentacidén para melorar
los rendimientos y/o la productividad. Esta técnica se puede usar
para obtener una densidad celular alta dentro de un tiempo dado.
Tambieén se puede usar para mantener un buen aporte de nutrientes
y sustratos para el proceso de bioconversién. También se puede
usar para obtener titulo y productividad mayores de los productos
deseables que de otro se pueden obtener mas lentamente o no
obtener.

[00165] En otra forma de reélizacién, la estrategia de
alimentacion equilibra la tasa de produccién celular y la tasa de
hidrélisis de la biomasa materia prima con la produccién de
etanol. Se arfladen componentes del medio en cantidades suficientes
para obtener preduccidn celular sostenida y la hidrélisis de 1la
biomasa materia prima con produccidén de etancl. En algunas formas
de realizacidén, se afaden sustrato carbono y nitrégeno en
cantidades suficientes para obtener la produccién sostenida de
células frescas y enzimas hidroliticas para la conversién de los
polisacéridos en azUcares infericres asi como la conversidn
sostenida de los azucares inferiores en células frescas y etanol.

[00166] En otra forma de realizacidn, el nivel de un componente
del medio se mantiene en un nivel deseado por la adicién de medio
adicional a medida que el componente se consume ¢ es captado por
el organisme. Los ejemplos de componentes del medio incluyeron,
perc sin limitacidn, sustrato de carbono, sustrato de nitrdégeno,

vitaminas, minerales, factores de crecimiento, cofactores, vy
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biocatalizadores. El componente del medio se puede afdadir en
forma continua o en intervalos regulares o irregulares. En
algunas formas de realizacidén, el componente del medio adicional
se ariade antes de la reduccidn completa del componente del medio
en el medio. En algunas formas de realizacién, la reduccién
-completa se puede usar efectivamente, por ejemplo para iniciar
vias metabélicos diferentes, simplificar operaciones corrientes
abajo, o también por otra razones. En algunas formas de
realizacidn, el nivel del componente del medio se deja variar en
aproximadamente 10% alrededor de un punto medio, en algunas
formas de realizacién, se deja variar en aproximadamente 30%
alrededor de un punto medio, y en algunas formas de realizacidn,
se deja .variar .en aproximadamente 60% alrededor de un punto
medio. La operacidn en algunas formas de realizabién mantendri el
nivel del combonente del medio al dejér que el componente del
medic se reduzca a un nivel apropiado, seguido por el aumento del
nivel del componente del medio a otro nivel apropiade. En una
forma de realizacién, un componente del medio, tal como vitamina,
se afade en dos puntos de tiempo diferentes durante el proceso de
fermentacién. Por ejemplo, una mitad de la cantidad total de
vitamina se afiade en el comienzo de la fermentacidén y la otra
mitad en el punto medio de la fermentacion.

[00167] En otra forma de realizacidén, el nivel de nitrégeno se
mantiene en un nivel deseado por la adicién de materiales
adicionales gue contienen nitrégeno a medida que el nitrégeno se
consume o es captade por el organismo. La materiales gue
contienen nitrdédgeno se pueden afiadir en forma continua o en
intervales regulares o irregulares. En algunas formas de
realizacién, los materiales adicionales gue contienen nitrégeno
se anaden antes de la reducciodn compléta del nitrdégenoc disponible
en el medioc. En algunas formas de realizacidédn, la reduccién
completa se puede usar efectivamente, por ejemplo para iniciar
vias metabdlicos diferentes, simplificar operaciones corrientes
abajo, o también por dtra razones. En algunas formas de
realizacién, el nivel de nitrdgeno (medide poer los gramos de
nitrégeno real en los materiales gue contienen nitrégeno por

litro de caldo) se deja variar en aproximadamente 10% alrededor
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de un punto medio, en algunas formas de realizacidn, se deja
variar en aproximadamente 30% alrededor de -un punto medio, y en
algunas formas de realizacién, se deja wvariar en 60% o mas
alrededor de un punto medic. La operacidén en algunas formas de
realizacidn mantendré el nivel de nitrdgeno al dejar que el
nitfégeno se reduzca a un nivel apropiado, seguido por el aumento
del nivel de nitrdgenc a otro nivel apropiado. Los niveles de
nitrogeno Utiles incluyen niveles de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10 g/L. En uvna forma de realizacidn, también se-
pueden emplear en forma Gtil niveles de aproximadamente 1 a
aproximadamente 12 g/L. En otra forma de realizacién se usan
'niveles, tales como aproximadamente 0,5, 0,1 g/L o aun menores, y
niveles superiores, tales como abroximadamente 20, 30 g/L o
inclusc mds altos. En otra forma de realizacidé4n un nivel de
nitrégenc Util es aproximadamente 0,01, 0,05, 06,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 06,9, 1, 2, 3, 4, 5, &, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15,.16, 17, 18, 18, 20, 21, 22 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29
o 30 g/L. tales niveles de nitrdégeno pueden facilitar la
produccidn ae células frescas ¥y de enzimas hidroliticas. El
aumento del nivel de nitrégeno puede producir niveles de enzimas
mas altos y/0 mayor produccién de células y originar
productividad superior de ios productos deseados. El nitrdgeno se
puede suministrar comc materiales simples que centienen
nitrégeno, tales como compuestcs de amonic (por ejemplo sulfato
de émonio, hidréxido de amonio, amoniaco, nitrato de amonio, o
cualquier otro compuesto o mezcla que contiene un resto de
amonioc), compuestos de nitrato o nitrito (por ejemplo potasio,
sodio, amonio, calcic, u otro compuesto o mezcla qgue contiene un
resto nitrato o nitrito), o como materiales m&s complejos que
contienen nitrégenc, tales como amincacidos, proteinas, proteina
hidreolizada, extracto de levadura, levadura de cerveza seca,
hidreolizados de levadura, proteina de soja, proteina de soja
hidrolizada, productos de fermentacidén, y procesados y polvo de
maceracién de maiz o materia vegetal rica en proteina no
procesada ¢ animal, gque incluye 1lcs derivados de pcrotos,
semillas,  soja, legumbres, nueces, leche, cerdo, ganado de

vacuno, mamifero, pescado, asi como cotras partes de plantas vy

006379



i
.‘

74

otros tipos de animales. Los materiales que contienen nitrdgeno

utiles en varias formas de realizacién también  incluyen

materiales que contiene un material que contiene nitrdgeno, que

incluyen, pero sin limitacidn mezclas de materiales simples o més

_complejos gque contiene nitrégeno mezclado con una fuente de

carbono, otros materiales que contienen nitrdégeno, u otros
nutrientes o no nutrientes, y material de planta tratado con
AFEX.

En otra forma de realizacidén, el nivel de carbdén se mantiene en
un nivel deseado por la adicidén de los compuestos de azucar o
material gque contiene compuestos de aztcar ("Material gque
contiene azucar") a medida que se consume azlcar o s captado por
el organismo. El1 material que contiene azlcar se puede afadir en
forma continua o© en intervalos regulares o irregulares. En
algunas formas de realizacidn, el material gue contiene azucar
adicional se afilade antes de la reduccién completa de los
compuestes de azucar disponibles en el medio. En algunas formas
de realizacidn, la reduccién  completa se puede usar
efectivamente, por ejemplo para iniciar vias metabdlicas
diferentes, simplificar operaciones corrientes abajo, o también
por otras razones. En algunas formas de realizacidn, el nivel de
carbono (medido por los gramos de azucar presentes en el material
que contiene azucar por litro de caldo) se deja wvariar en
aproximadamente 10% alrededor de un punto medio, en -algunas
formas de realizacidn, se deja variar en aproximadamente 30%
alrededor de un punto medio, y en algunas forﬁas de realizacion,
se deja wvariar en 60% o mas alrededor de un punto medic. La
operacién en algunas formas de realizacidn mantendrd el nivel de
carbono al dejar que el carbono se reduzca a un nivel apropiado,
seguido por el aumento del nivel de carbono a otro nivel
apropiado. En élgunas formas de realizacidn, el nivel de carbono
se puede mantener a un nivel de aproximadamente 5 a
aproximadamente 120 g/L. Sin embargo, los niveles de
aproximadamente 30 a aproximadamente 100 g/L también se pueden
emplear utilmente asi como los niveles de aproxzimadamente 60 a
aproximadamente 80 g/L. En una forma de realizacién, el nivel de

carbono se mantiene at mayor de 25 g/L para una porcién del
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cultivo. En otra forma de realizacidn, el nivel de carbono se
mantiene a aproximadamente 5 g/L, 6 g/L, 7 g/L, 8 g/L, 9 g/L, 10
g/L, 11 ¢/L, 12 g/L, 13 g/L, 14 g/L, 15 g/L, 16 g/L, 17 g/L, 18
g/L, 1% ¢g/L, 20 g/L, 21 g/L, 22 g/L, 23 g/L, 24 g/L, 25 g/L, 26
g/L, 27 g/L, 28 g/L, 29 g/L, 30 g/L, 31 g/L, 32 g/L, 33 g/L, 34
g/L, 35 g/L, 36 g/L, 37 g/L, 38 g/L, 39 g/L, 40 g/L, 41 g/L, 42
g/L, 43 g/L, 44 g/L, 45 g/L, 46 g/L, 47 g/L, 48 g/L, 49 g/L, 50
9/L, 51 g/L, 52 g/L, 53 g/L, 54 g/L, 55 g/L, 56 g/L, 57 g/L, 58
g/L, 59 g/L, 60 g/L, 61 g/L, 62 g/L, 63 g/L, 64 g/L, 65 g/L, 66
g/L, 67 g/L, 68 g/L, 69 g/L, 70 g/L, 71 g/L, 72 g/L, 73 g/L, 14
g/L, 7% g/L, 76 g/L, 77 g/L, 78 g/L, 79 g/L, 80 g/L, 81 g/L, 82
g/L, 83 g/L, 84 g/L, 85 g/L, 86 g/L, 87 g/L, 88 g/L, 89 g/L, 90
g/L, 91 g/L, 92 g/L, 93 g/L, 94 g/L, 95 g/L, 96 g/L, 97 g/L, 98
g/L, 99 g/L, 100 g/L, 101 g/L, 102 g/L, 103 g/L, 104 g/L, 105
g/L, 106 g/L, 107 g/L, 108 g/L, 109 g¢/L, 110 g/L, 111 g¢/L, 112
g/L, 113 ¢g/L, 114 g/L, 115 g/L, 1li6 g/L, 117 g/L, 118 g/L, 119
g/L, 120 g/L, 121 g/L, 122 g/L; 123 g/L, 124 g/L, 125 g/L, 126
g/L, 127 g/L, 128 g/L, 129 g/L, 130 g/L, 131 g/L, 132 g/L, 133
g/L, 134 g/L, 135 g/L, 136 g/L, 137 g/L, 138 g/L, 139 g/L, 140
g/L, 141 g/i, 142 g/L, 143 g/L, 144 g/L, 145 g/L, 146 g/L, 147
g/L, 148 Q/L, 149 g/L, o 150 g/L.

[00168] E1 sustratc de carbono, como el sustrato de nitrdgeno, es
necesarios para la produccidn celular y la produccidédn de enzima,
pero a diferencia del sustrato de nitrodogeno, actda como la
materia prima para el etanol. Con frecuencia, mas sustrato de
carbono puede llevar a.mayor produccién de etanol.

En otra forma de realizacidén, puede ser ventajoso cperar con el
nivel de carbono y el nivel de'nitrégeno.relacionados entre si
durante al menos una porcidén del tiempo de fermentacidén. En una
forma de realizacidén, la relacidén de carbono & nitrégeno se
mantiene dentro de un rango de aproximadamente 30:1 =a
aproximadamente 10:1. En ctra forma de realizacidén, la relacidn
de carbono a nitrégeno se mantiene de aproximadamente 20:1 a
aproximadamente 10:1 o con mas preferenéia de aproximadamente
15:1 a aproximadamente 10:1. En otra forma de realizacidéon 1la
relacidn de carbono a nitrégenc aproximadamente 30:1, 29:1, 28:1,

27:1, 26:1, 25:1, 24:1, 23:1, 22:1, 21:1, 20:1, 19:1i, 18:1, 17:1,
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16:1, 15:1, 14:1, 13:1, 12:1, 11:1, 10:1, 9:i, 8:1, 7:1, &:1i,
5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 0 1:1.

[00169] E1l mantenimiento de la relacidn de carbono y relacién de
nitrégeno dentre de ranos particulares puede producir beneficios
a la operacidn tal como la tasa de hidrélisis del sustrato de
carbono, gque depende de la cantidad de sustrato de carbonc y la
cantidad y actividad de las enzimas presentes, que se eguilibran
con la tasa de de produccién de etanol. Tal equilibrio puede ser
importante, por ejemplo, debido a la posibilidad de inhibicién de
la actividad celular debido a la presencia de una concentracidn
alta de sacaridocs de peso molecular bajo, y la necesidad de
mantener la actividad hidrolitica enzimatica a lo large del
periodo en que estan presentes los sacaridos de cadena mds larga
y disponibles para la hidrélisis. Ele equilibric de la relacidn
de carbono o nitrdgeno puede facilitar, por ejemplo, la
produccidén sostenida de estas enzimas tal como para reemplazar
las gque han perdido actividad.

[00170] En otra forma de realizacidn, la cantidad y/o tiempo de
adicién de carbono, nitrdgenc, u otro componente dei medio se
pueden relacionar con las medicioneé tomadas durante 1la
fermentacién.. Por ejemplo, se puede medir 1la cantidad de
monosacaridos presentes, la cantidad de polisacarido insolubles
presentes, la actividad de polisacarasa, la cantidad de etanol

presente, la cantidad de material celular (por ejemplo, volumen

celular empagquetadc, pesc seco celular, etc.) y/o la cantidad de
nitrégeno (por ejemplo, nitrate, nitrito, amoniaco, urea,
proteinas, aminoacidos, etc.) presentes. Se puede considerar la

concentracidon de la especie particular, la cantidad total de 1la
especie presente en el fermentador, la cantidad de horas que ha
estado corriendo la fermentacién y el volumen del fermentador. En
varias formas de realizacidn, estas mediciones se pueden comparar
entre si y/o0 se pueden comparar con mediciones previas del mismo
parametro previamente tomado de la misma fermentacién u otra
fermentacién. Los ajustes a la cantidad de un componente del-
medio se pueden cobtener tal como por el cambio de la velocidad de

flujo de una corriente gue contiene este componente o por el

.cambic de la frecuencia de las adiciones para este componente. En
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una forma de realizacidn, la cantidad de polisacarido se puede
reducir cuando el nivel de moncsacdridos aumenta mas rapidamente
gque los aumentos del nivel de etanol. En otra forma de
realizacion, la cantidad de polisacarido puede aumentar cuando la
cantidad o el nivel de monosacdridos disminuye mientras gque la
produccidén de etanol hermane aproximadamente constante. En otra
forma de realizacidn, la cantidad de nitrdgeno puede aumentar
cuando el nivel de monosacdridos de monosacaridos aumenta mas
rapido gue el nivel de «c¢élulas viables. La cantidad de
polisacarido también puede aumentar cuando la produccién celular
aumenta mas rapido que la produccién de etanol. En otra forma de
realizacidén la cantidad de nitrdgeno puede aumentar cuando
disminuye el nivel de actividad enzimatica.

[00171] En otra forma de realizacién, se pueden usar
efectivamente niveles diferentes o la reduccidén completa de un
componente del medio, por ejemplo para iniciar diferentes wvias
metabdlicas o cambiar el rendimiento de los diferentes productos
del proceso de fermentacién. Por ejemplo, se pueden usar
efectivamente niveles diferentes © la reduccién completa de un
componente del medio para aumentar el rendimiento y la
productividad del etanol, para mejorar la utilizacidén de carbono
“(por ejemplo, g de etanol/g de azucar fermentado) -y reducir la
produccicn de écido {(por ejemplo, g de &cido/g de etancl y g de
acide/g dé azicar fermentado) . En algunas formas de realizacidn,
se pueden usar efectivamente niveles diferentes o la reduccidn
completa de un componente del medio para aumentar el rendimiento
¥y la productividad del etanol, mejorar la utilizacién de carbono
(por ejemplo, g etancol/g de azlcar fermentado) vy reducir la
produccidén de acido (por ejemplo, g de &acido/g etanol y g de
acido/g de aztcar fermentado). En algunas formas de realizacién,
se pueden usar efectivamente niveles diferentes o la reduccidn
completa de <carbono para aumentar el rendimiento vy la
productividad del etanol, mejorar la utilizacidén de carbono (por
ejemplo, g etanol/g de aztcar fermentado) yrreducir la producciédn
de acido (por ejemplo, g de acido/g etancl y g de A&cido/g de
azucar fermentado). En algunas formas de realizacién, la relacién

del nivel de carbono al nivel de nitrégeno durante al menos una
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porcidn del tiempo de fermentacidn se puede usar efectivamente
para aumentar el rendimiento y 1la productividad del etanol,
mejorar la utilizacién de carbono (por ejemplo, g etanol/g de
ézﬁcar fermentado) y reducir la produccién de acido (por ejemplo,
g de &cido/g etanol y g de &cido/g de azicar fermentado).
[00172] En otra forma de realizacidén, se puede emplear una
operacién discontinua alimentada, donde los componentes del medio
y/o las células frescas se anaden durante la fermentacidn sin
extraer una porciodn del caldo para la recoleccidn antes del fin
de la fermentacién. En una forma de realizacién un proceso
discontinuo alimentado se base en la alimentacidén de un medic de
nutrientes limitantes del crecimiento a un cultivo de
microorganismos. En una forma de realizacidén el medio de
alimentacidén estd muy concentrado .para evitar la dilucién del
biorreactor. En otra forma de realizacidn la adicidn controlada
del nutriente afecta directamente la tasa de crecimiento del
cultivo y evita el metabeolismo excesivo tal como la formacidn de
metabolitos secundarios. En una forma de realizacidén el nutriente
limitante del crecimiento es una fuente de nitrdgeno o una fuente
de saciridos.

[00173] En otfa forma de realizacidn, una operacidédn discontinua
alimentada modificada se puede emplear cuando se recolecta una
porcién del «caldo en tiempos diferenciades. Tal . operacidn
discontinua alimentada modificada se puede emplear ventajosamente
cuando. Por ejemple, se emplean ciclos de fermentacién muy
larges. En condiciones de fermentacién muy largas, aumenta el
volumen de 1liguido dentro del fermentader. A fin de operar
durante periodecs muy largos, puede ser ventajoso. vaciar
parcialmente el fermenfador, por ejemplo, cuando el volumen casi
completo. Una reccleccidén parcial del caldo seguida por la
suplementacidn con ingredientes del medio fresco, tal come con
una operacicén discontinua alimentada, - puede mejorar la
utilizacién del fermentador y puede facilitar lecs rendimientcs
mas altos de la planta debido a una reduccidn en el tiempo de
taieas tales come limpieza y esterilizacidn del eguipamiento.
Cuando se emplea el fipo de operacidén "reccleccidén parcial', la

fermentacién se puede sembrar con el caldo que permanece en el
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fermentador, © con indculc fresco, ¢ con una mezcla de los dos.
Ademas, el calde se puede reciclar para usar como inéculo fresco
‘solo o en combinacidn con otro indculc fresco.

[00174] En algunas formas de realizacidén, se puede emplear una
operacidn discontinua alimentada, donde los componentes del medio
y/0 las células frescas se afiaden durante la fermentacidn cuando
la actividad hidrolitica del caido ha disminuido. En algunas
formas de realizacidén, los componentes del medio y/o las células
frescas se afiaden durante la fermentacidén cuando 1la actividad
hidrolitica del caldo ha disminuido aproximadamente 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, ©0%, 65%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, o 100%.

[OOi?S]Si bien el .microbio Q se puéde usar en ciclos de
fermentacidén largos o cortos, es particularmente bien adecuado
para los <ciclos de fermentacidén largos y para usar en las
fermentaciones con operaciones de recoleccién parcial, auto-
siembra, y reciclado del caldc debido a las condicicnes
anaexrxdbicas de la fermentaciéh, la presencia de 'alcohol, la
velocidad de crecimiento rapide del organismo, vy, en algunas
formas de realizacidn, el uso de un sustrato de carbono sélido,
gue produzca o no concentraciones de azucar bajas en el caldo.
[00176] En otra forma de realizacidn, se realiza una fermentacidn
para producir etanol por el cultivo de una cepa del microbio Q en
un medio gque tiene una concentracidn alta de una © mas fuentes de
carbono y/o aumentar el cultive con la adicidén de células frescas
‘del microbio Q durante el curso de la fermentacién. La produccidn
de etanol resultante puede ser hasta 1 wvez, 2 veces, 3 veces, {4
veces, 5 veces, © veces, 7 veces, B veces, 9 veces, y en algunos
casos hasta 10 veces y mas en productividad volumétrica gque un
proceso discontinuo y obtener una eficiencia de conversidén de
carhonc gque se aproxima al maximo tedrico. El méximo tedrico
puede véfiar con el sustrato y producto. Por ejemplio, la
eficiencia de maxima generalmente aceptada para la conversidén de
glucosa a etancl es 0,51 g etanol/g de glucosa. En una forma de
realizacién el microbio Q puede producir aproximadamente 40-100%
de un rendimiento maximo tedrico de etanocl. En otra forma de

realizacidén, el microbio Q puede producir hasta aproximadamﬁﬁh?wﬁﬁs
: : e
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40% del rendimiento maximec tedrice de etancl. En otra forma de
realizacidén, el microbio Q puede producir hasta aproximadamente
50% del rendimiento méximec tedrico de etanol. En otra forma de
realizacidén, el microbio Q puede producir aproximadamente 70% del
rendimiento maximo tedrico de etanol. En otra forma de
realizaciodn, el microbio @ puede producir aproximadamente 90% del
rendimiento maximo tedérico de etanol. En otra forma de
realizacidn, el microbio Q puede producir aproximadamente 95% del
rendimiento méximo tedrico de etanocl. En otra forma de
realizacién, el microbio ¢ puede producir aproximadamente 25% del
rendimiento maximo tedrico de etanol. En otra forma de
realizacidn, el microbio Q puede producir aproximadamente 99% del
rendimiento maximo tedricoe de etanol. En otra forma de
realizacion, el microbio Q puede producir aproximadamente 100%
del rendimiento méaximo tedrico de etanol. En una forma de

realizacidén a microbio Q puede producir hasta aproximadamente 1

5, 2 %, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% 10 %, 11 %, 12 %, 13
%, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24
%, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35
%, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46
%, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 51 %, 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 56 %, 57
%, 58 %, 59 %, 60 %, 61 %, 62 %, 63 %, 64 %, 65 %, 66 %, 67 %, 68
3, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 17 %, 78 %, 79
%, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, B7 %, 88 %, 89 %, 90
3, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,99 %,

¢ 100% de un rendimiento maximo tedérico de etanol.

[00177] Las células del microbio Q usadas para el inéculo de
siembra o para el aumento celular se pueden preparar o tratar de
maneras relacionadas con su capacidad para producir enzimas
Gtiles para hidrolizar los componentes del medio de produccién.
Por ejemplo, en una forma de realizacidén, las células del
microbio Q pueden producir enzimas Utiles después de transferirse
al medio de produccidén o fermentador de produccién. En otra forma
de realizacidén, las células del microbic Q vya pueden haber
producido enzimas uttiles antes de transferirse al medio de
produccidén o el fermentador de preoduccién. En otra forma de

realizacidén, las células del microbioc Q pueden estar listas para

006386
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producir enzimas Utiles una vez trasferidas al medio de
produccién o el fermentador de produccidn, ¢ las células del

microbio Q pueden tener alguna combinacidn de estas
caracteristicas de produccidén de la enzima. En una forma de
realizacidn, la siembra se puaede cultivar inicialmente en un
medio que contiene una fuente de aztcar simple, tal como jarabe
de maiz, y luego se pasan a la fuente de carbono del medio de
produccidén antes de transferirse al medio de.produccién. En otra
forma de realizacién, la siembra se cultiva en una combinacién de-
azucares simples y fuente de carbono del medio de produccidn
antes de transferirse ai medio de.produccién. En otra forma de
realizacidén, la siembra se cultiva en la fuente de carbono del

medio de produccién desde el comienzo. En otra forma de
realizacidén, la siembra se cultiva en una fuente de carbono del

medio de produccidén y luego se pasa a otra fuente de carbono del

medio de produccién antes de transferirse al medioc de produccién.

En. otra forma de realizacidn, la siembra se cultiva una

combinacién de la fuente de carbono del medio de produccidén antes

de transferirse al medio de produccidén. En otra forma de

realizacidén, la siembra se cultiva en una fuente de carbono que

favorece 1la produccién de enzimas hidroliticas con actividad
hacia los componentes de los medio de produccidn.

[00178] En otra forma de realizaciédn, una fermentacidn para
producir ‘étanol se realizar por el cultivo de una cepa del

microorganismo Q y afadir compeonentes del medic fresco y células

frescas del microbio Q mientras que las células estan creciendo
en el fermentador. Los componentes del medioc, tales come carbonoc,

nitrdgeno, y combinaciones de estos, se pueden afiadir como se

describe en la presente, asi como otros nutrientes, que incluyen

vitaminas, factores, cofactores, enzimas, minerales, saltes, vy

tales, suficientes para mantener un nivel efectivo de estos

nutrientes en el medioc. El medio vy laé células del microblc Q se

pueden afiadir simultaneamente, o© una a la vez. En otra forma de

realizacicén, las células frescas del microbio ¢ se puede afiadir

cuando la actividad enzimdtica hidrolitica disminuye, en especial

cuando disminuye la actividad de estas enzimas hidroliticas gque

son mas sensibles a la presencia de alcohol. Después de 1la

00G0%7
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adicién de células frescas del microbioc Q, se puede incorporar
una alimentaciodn de nitrdgeno o una combinacién de alimentacidn
de nitrégeno y carbono y/u otros componentes del medio, prolongar‘
la produccidn enzimatica u otra actividad de las células. En otra
forma de realizacién, las células se pueden anadir con suficiente
carbono y nitrégeno para prolongar la produccidédn enzimatica u
otra actividad de las células suficientemente hasta la prdéxima
adicidén de las células frescas. En otra forma de realizacidn, las
células frescas del microbio ¢ se pueden afiadir cuando tanto el
nivel de nitrégeno como el nivel de carbono presentes en el
fermentador aumenten. En otra forma de realizacidn, las células
frescas del microbio Q se pueden afiadir cuando disminuye el
recuento celular viable, en especial cuando el nivel de nitrégeno
es relativamente estable o en aumento. En otra forma de
realizacién, las células frescas se pueden afadir cuando una
porcién -significativa de las células viables estéan en el proceso
de esporulacidén, o© han esporulado. Los tiempos apropiados para
anadir células frescas del microbio Q pueden ser cuando. la
porcion de células en el proceso de esporulacidén o han esporulado
es aproximadamente 2% a aproximadamente 100%, aproximadamente 10%
a aproximadamente 75%, aproximadamente 20% a aproximadamente 50%,
0 aproximadamente 25% a aproximadamente 30% de las células estéan
ben el proceso de esporulacidn o han esporulado.

[C0179] En ctras formas de realizacidn, se realiza una
fermentacidn para preducir etanol por cultivar células recicladas
como 1inédculo. Una densidad de poblacidén mas alta se puede usar
para aumentar la produccidn de etanol. Los niveles apropiados de

inécule incluyen utilizar menos de aproximadamente 0,01% (v/v) o

aproximadamente 0,01% a aproximadamente 0,1% (v/v},
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1% (v/v), aproximadamente
1% a aproXimadamente 3% {(v/v), aproximadamente 3% a

aproximadamente 5% (v/v) o aun tan alto como 10% (v/v) o aun mas
alto. El Contenidc de células del indéculo se puede medir de
varias maneras, tales como por densidad optica, anadlisis
microscopico, volumen celular empaquetado, peso celular seco,
analisis :de ADN, etc. Los niveles adecuados de células del

in6éculo puede ser. aproximadamente 0,01 g/mlL a aproximadamente

060088
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0,05 g/mL de peso celular seco (DCW), aproximadamente 0,05 g/mL a
aproximadamente 0,1 g/mL de ©peso celular seco (DCW) , o)
aproximadamente 0,1 g/mL a aproximadamente 0,3 g/mL de peso
celular seco (DCW). La cantidad total de células inoculadas en un
medio de fermentacidén se puede determinar por la relacién del
nivel de las células, tales como determinado por el peso celular
sece u otros medios apropiados, y el nivel del inéculo. Las
cantidades totales de <células preferidas incluyen utilizar
aproximadamentg 0,0001 a aproximadamente 0,001 g de células secas
por ml de caldo, aproximadamente 0,001 a aproximadamente 0,01 g
células secaé pcr ml de caldo, o aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 0,03 g células secas por ml de caldo, sin
embargo, en algunos casos se pueden usar cantidades totales
mayores o menores. Los titulos de etancs mas altos se pueden
obtener por técnicas tales como variar la cantidad de ‘células
recicladas; variar el numero de veces que se reciclan las
celulas; variar un nivel del componente del medio (por ejemplo
niveles de carbono y nitrdégeno, por separado o de modo
coordinado), tal como por los medios descriptos en la presente; y
variar una fuente de un componente del medioc (por ejemplc fuente
de carbono.y/o nitrdgenc), tales como se describe en la presente.
Mediante las técnicas que incluyen las anteriores, se pueden
obtener concentraciones de etanol. En una forma de realizacidn se
puede obtener wuna concentracién de etancl por los métodos
descriptos en la presente que es aproximadamente 20 g/L, 21 g/L,
22 g/L, 23 g/L, 24 g/L, 25 g/L, 26 g/L, 27 g/L, 28 g/L, 29 g/L,
30 g/L, 31 g/L, 32 g/L, 33 g/L, 34 g/L, 35 g/L, 36 g/L, 37 g/L,
38 g/L, 39 g/L, 40 g/i, 41 g/L, 42 ¢/L, 43 g/L, 44 g/L, 45 g/L,
46 g/L, 47 g/L, 48 g/L, 4% g/L, 50 g/L, 51 ¢/L, 52 g/L, 53 g/L,
54 g/L, 55 g/L, 56 g/L, 57 g/L, 58 g/L, 59 g/L, 60 g/L, 61 g/L,
62 g/L, 63 g/L, 64 g/L, 65 g/L, 66 g/L, 67 g/L, 68 g/L, 69 g/L,
70 g/L, 71 g/L, 72 g/L, 73 g/L, 74 g/L, 75 g/L, 76 g/L, 17 g/L,
78 g/L, 79 g/L, 80 g/L, 81 g/L, 82 g/L, 83 g/L, 84 g/L, 85 g/L,
86 g/L, 87 g/L, 88 g/L, 89 g/L, %0 g/L, 91 g/L, 92 g/L, 93 g/L,
%4 g/L, 95 g/L, 96 g/L, 97 g/L, 98 g/L, 9% g/L, 100 g/L, 101 g/L,
102 g/L, 103 g¢g/L, 104 g/L, 105 g/L, 106 g/L, 107 g/L, 108 g/L,
109 g¢g/L, 110 g/L, 111 g¢g/L, 112 g/L, 1i3 g/L, 114 g/L, 115 g/L,
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116 g/L, 117 g/L, 118 g/L, 119 g/L, 120 g/L, 121 g/L, 122 g/L,
123 g/L, 124 g/L, 125 ¢/L, 126 g/L, 127 g/L, 128 g/L, 129 qg/L,
130 g/L, 131 g/L, 132 ¢g/L, 133 g/L, 134 g/L, 135 g/L, 136 g/L,
137 g/L, 138 g/L, 139 g/L, 140 g/L, 141 g/L, 142 g/L, 143 g/L,
144 g/L, 145 g/L, 146 g/L, 147 g/L, 148 g/L, 149 g/L, 150 g/L,
151 g/L, 152'g/L, 153 g¢g/L, 154 g/L, 155 g/L, 156 g/L, 157 g/L,
158 ¢g/L, 159 g/L, 160 g/L, 161 g/L, 162 g/L, 163 g/L, 164 g/L,
165 ¢g/L, 166 g¢g/L, 167 g/L, 168 g/L, 169 g/L, 170 g/L, 171 g/L,
172 g/L, 173 g/L, 174 g/L, 175 g/L, 176 g/L, 177 g/L, 178 g/L,
179 ¢g/L, 180 g/L, c 181 g/L.

[00180] En otra forma de realizacién, se realiza una fermentacién
para producir etancl por el cultivo de una ©cepa del
microorganismo VQ -y afiadir celulas del microbio Q recicladas
mientras que‘las células en el fermentador estédn en la etapa de
expansidn celular (porrejemplo etapa de siembra) y/o la etapa de
fermentacién £final de una fermentacidén. S$Sin estar limitado por
teoria alguna los resultados descriptes en la presente indican
que las células recicladas tienen una telerancia de
concentraciones de etancl mas altas y la capacidad de crecer en
tal ambiente. En consecuencia, tal tolerancia y capacidad pueden
ser Utiles para situaciones tales como la etapa de expansidn
celular (por ejemplo etapa de siembra) y/o la etapa de
fermentacién final de una fermentacidén donde estdn presentes
estas concentraciones de etanol, que incluyen fermentaciones para
la produccién de etanol, o para la produccidn de otros productos
en presencia de estas concentraciones de etanol.

Composiciones del medio

[00181]) En varias formas de realizacién, los componentes del
medio particulares pueden tener efectos beneficiosos sobre el
desempeiio de la fermentacidn, tales como aumentar el titulo de
los productos deseados, o© aumentar la velocidad a la que se
producen los productos deseados. Los compuestos especificos se
pueden suministrar comoc un ingrediente puro, especifico, tal como
un  aminoacido particular, o se puede suministrar comoc un
componente de un ingrediente mé&s complejo, tal come usar un

producto micrecbiano, planta o animal como un ingrediente del

medio para proporcionar un aminodcido, promotor, cofactor, DH(H]SU
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otros compuestos beneficicosos particulares. En algunos casos, el
compﬁesto- particular en el ingrediente del medio se puede
combinar con otros compuestos por el organismo, lo produce un
compuesto beneficioso para la fermentacidn.. Un ejemplo de esta
situacién puede ser cuando un ingrediente del medio proporcicna
un aminodcido especifico que el organismo usa para obtener una
enzima beneficicsa para la fermentacidén. Otros ejemplos pueden
incluir los compenentes del medio qQue se usan para generar
promotores de crecimiento o producto, etc. En tales casos, puede
ser posible obtener un resultado beneficioso para la fermentacidn
por la suplementacién de la enzima, promotor, factor de
crecimiento etc. o por la adicidén del precurscor. En algunas
situaciones, el mecanismo especifico por el cual el componente
del medio beneficia la fermentacidén no es conocido, solo gue se
obtiene un resultado beneficioso.

[00182] En una forma de realizacién, los resultados de 1la
fermentacidén beneficiosos se pueden obtener por la adicién del
extracto de levadura. Una composicidn tipica para el extracto de
levadura se muestra en la Tabla 8. La adicidén del extracto de
levadura puede producir el aumento del titulo de etanol en la
fermentacidén discontinua, mejor productividad y reduccién de la
produccidén de productos secundarios tales como acidos orgéanicos.
En una forma de realizacién los resultados beneficiosos con
extracto de levadura se pueden obtener en los métodos de las
formas de realizacidén en los niveles de uso de aproximadamente
0,5 a aproximadamente 50 g/L, aproximadamente 5 a aproximadamente
30 g/L, o aproximadamente 10 a aproximadamente 30 g/L. En otra
forma de realizacidén el extracto de levadura se usa en el nivel
de aproximadamente 0,5 g/L, 0,6 g/L, 0,7 g/L, 0,8 g/L, 0,9 ¢/L, 1
g/L, 1,1 ¢g/L., 1,2 g/L, 1,3 g/L, 1,4 g/L, 1,5 g/L, 1,6 g/L, 1,7
/L, 1,8 ¢g/L, 1,9 g/L, 2 g/L, 2,1 g/L, 2,2 g/L, 2,3 g/L, 2,4 g/L,
2,5 g/L, 2,6 g/L, 2,7 g/L, 2,8 g/L, 2,9 g/L, 3 g/L, 3,1 g/L, 3,2 -
g/L, 3,3 g/L, 3,4 ¢g/L, 3,5 g/L, 3,¢ g/L, 3,7 g/L, 3,8 g/L, 3,9

~9/L, 4 ¢g/L, 4,1 g/L, 4,2 g/L, 4,3 g/L, 4,4 g/L, 4,5 g/L, 4,6 g/L,

4,7 g/L, 4,8 g9/L, 4,9 g/L, 5 g/L, 5,1 g/L, 5,2 g/L, 5,3 g/L, 5,4
g/L, 5,5 ¢g/L, 5,6 g/L, 5,7 g/L, 5,8 g/L, 5,9 g/L, 6 g/L, 6,1 g/L,

6,2 g/L, 6,3 g/L, 6,4 g/L, 6,5 g/L, 6,6 g/L, 6,7 g/L, 6,8 Gﬂq”]ql
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69 g9/L, 7 g/L, 7,1 g/L, 7,2 g/L, 7,3 g/L, 7,4 g/L, 7,5 g/L, 7,6
g/L, 7,7 g/L, 7,8 9/L, 7,9 g/L, 8 ¢g/L, 8,1 g/L, 8,2 g/L, 8,3 g/L,
8,4 g/L, 8,5 g/L, 8,6 g/L, 8,7 g/L, 8,8 g/L, 8,9 g/L, 9 g/L, 9,1
g/L, 9,2 g/L, 9,3 g/L, 9,4 g/L, 9,5 g/L, 9,6 g/L, 9,7 g/L, 9,8
g/L, 9,9 g/L, 10 g/L, 10,1 g/L, 10,2 g/L, 10,3 g/L, 10,4 g/L,
10,5 g¢g/L, 10,6 g/L, 10,7 g/L, 10,8 g¢g/L, 10,9 g/L, 11 g/L, 11,1
g/L, 11,2 g/iL, 11,3 g/L, 11,4 g/L, 11,5 g/L, 11,6 g/L, 11,7 g/L,
11,8 g¢/L, 11,9 g/L, 12 g/L, 12,1 g/L, 12,2 g/L, 12,3 g/L, 12,4
g/L, 12,5 g/L, 12,6 g/L, 12,7 g/L, 12,8 g/L, 12,9 g/L. 13 g/L,
13,1 g/L, 13,2 g/L, 13,3 g/L, 13,4 g/L, 13,5 g/L, 13,6 g/L, 13,7
/L, 13,8 g/L, 13,9 g/L, 14 g/L, 14,1 g/L, 14,2 g/L, 14,3 g/L,
14,4 g/L, 14,5 g/L, 14,6 g/L, 14,7 g/L, 14,8 g/L, 14,9 g/L, 15
g/L, 15,1 g/L, 15,2 g/L, 15,3 g/L, 15,4 g/L, 15,5 g/L, 15,6 g/L,
15,7 g/L, 15,8 g/L, 15,9 g/L, 16 g/L, 16,1 g/L, 16,2 g/L, 16,3
g/L, 16,4 g/L, 16,5 g/L, 16,6 g/L, 16,7 g/L, 16,8 g/L, 16,9 g/L,
17 g¢/L, 17,1 g/L, 17,2 g/L, 17,3 g/L, 17,4 g/L, 17,5 g/L, 17,6
g/L, 17,7 g/L, 17,8 g¢/L, 17,9 g/L, 18 g/L, 18,1 g/L, 18,2 g/L,
18,3 g/L, 18,4 g/L, 18,5 g/L, 18,6 g/L, 18,7 g/L, 18,8 g/L, 18,9
g/L, 19 g/L, 19,1 g/L, 19,2 g/L, 19,3 g/L, 19,4 g/L, 19,5 g/L,
19,6 g/L, 19,7 g/L, 19,8 g/L, 19,9 g/L, 20 g/L, 20,1 g/L, 20,2
g/L, 20,3 g/L, 20,4 g/L, 20,5 g/L, 20,6 g/L, 20,7 /L, 20,8 g/L,
20,9 g/L, 21 g/L, 21,1 g/L, 21,2 g/L, 21,3 g/L, 21,4 g/L, 21,5
g/L, 21,6 g/L, 21,7 g/L, 21,8 g/L, 21,9 g/L, 22 g/L, 22,1 g/L,
22,2 g/L, 22,3 g/L, 22,4 g/L, 22,5 g/L, 22,6 g/L, 22,7 g/L, 22,8
g/L, 22,9 g/L, 23 g/L, 23,1 g/L, 23,2 g/L, 23,3 g/L, 23,4 g/L,
23,5 g/L, 23,6 g/L, 22,7 g/L, 23,8 g/L; 23,9 g/L, 24. g/L, 24,1
g/L, 24,2 g/L, 24,3 g/L, 24,4 g/L, 24,5 g/L, 24,6 g/L, 24,7 g/L,
24,8 g/L, 24,9 g/L, 25 g/L, 25,1 g/L, 25,2 g/L, 25,3 g/L, 25,4
g/L, 25,5 g/L, 25,6 g/L, 25,7 g/L, 25,8 g/L, 25,9 g/L, 26 g/L,
26,1 g/L, 26,2 g/L, 26,3 g/L, 26,4 g/L, 26,5 g/L, 26,6 g/L, 26,7
9/L, 26,8 g/L, 26,9 g/L, 27 g/L, 27,1 g/L, 27,2 g/L, 27,3 g/L,
27,4 g/L, 27,5 ¢/L, 27,6 g/L, 27,7 g/L, 27,8 g/L, 27,9 g/L, 28
g/L, 28,1 g/L, 28,2 g/L, 28,3 g/L, 28,4 g/L, 28,5 g/L, 28,6 g/L,
28,7 g/L, 28,8 g/L, 28,9 q/L, 29 g/L, 29,1 g/L, 29,2 g/L, 29,3
g/L, 29,4 g/L, 29,5 g/L, 29,6 g/L, 29,7 g/L, 29,8 g/L, 29,9 g/L,
30 ¢g/L, 30,1 g/L, 30,2 g/L, 30,3 g/L, 30,4 g/L, 30,5 g/L, 30,6
g/L, 30,7 g/L, 30,8 g/L, 30,9 g/L, 31 g/L, 31,1 g/L, 31,2 QAH0DY92
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31,3 g/L, 31,4 g/L, 31,5 g/L, 31,6 g/L, 31,7 g/L, 31,8 g/L, 31,9
g/L, 32 g/L, 32,1 g/L, 32,2 g/L, 32,3 g/L, 32,4 g/L, 32,5 g/L,.
32,6 g/L, 32,7 g/L, 32,8 g/L, 32,9 g/L, 33 g/L, 33,1 g/L, 33,2
g/L, 33,3 g/L, 33,4 g/L, 33,5 g/L, 33,6 g/L, 33,7 g/L,. 33,8 g/L,
33,9 g/L, 34 q/L, 34,1 g/L, 34,2 g/L, 34,3 g/L, 34,4 g/L, 34,5
g/L, 34,6 g/iL, 34,7 g/L, 34,8 g/L, 34,9 g/iL, 35 g/L, 35,1 g/L,
35,2 g/L, 35,3 g/L, 35,4 g/L, 35,5 g/L, 35,6 g/L, 35,7 g/L, 35,8
9/L, 35,9 g/L, 36 g/L, 36,1 g/L, 36,2 g/L, 36,3 g/L, 36,4 g/L,
36,5 g/L, 36,6 g/L, 36,7 g/L, 36,8 g/L, 36,9 g/L, 37 g/L, 37,1

- g/L, 37,2 g/L, 37,3 9/L, 37,4 g/L, 37,5 g/L, 37,6 g/L, 37,7 g/L,

37,8 ¢/L, 37,9 ¢g/L, 38 ¢g/iL, 38,1 ¢g/L, 38,2 g/L, 38,3 g/L, 38,4
g/L, 38,5 g/L, 38,6 g/L, 38,7 g/L, 38,8 g/L, 38,9 g/L, 39 g/L,
39,1 g/L, 39,2 g/L, 39,3 g/L, 39,4 g/L, 39,5 g/L, 39,6 g/L, 39,7
g/L, 39,8 g/L, 39,9 g/L, 40 g/L, 40,1 g/L, 40,2 g/L, 40,3 g/L,
40,4 g/L, 40,5 g/L, 40,6 g/L, 40,7 g/L, 40,8 g/L, 40,9 g/L, 41
g/L, 41,1 g/L, 41,2 g/L, 41,3 g/L, 41,4 g/L, 41,5 g/L, 41,6 g/L,
41,7 g/L, 41,8 g/L, 41,9 g/L, 42 g/L, 42,1 g/L, 42,2 g/L, 42,3
g/L, 42,4 g/L, 42,5 g/L, 42,6 g/L, 42,7 g/L, 42,8 g/L, 42,9 g/L,
43 g/L, 43,1 g¢/L, 43,2 g/L, 43,3 g/L, 43,4 g/L, 43,5 g/L, 43,6
g/L, 43,7 g/L, 43,8 g/L, 43,9 g/L, 44 g/L, 44,1 g/L, 44,2 g/L,
44,3 g/L, 44,4 g/L, 44,5 g/L, 44,6 g/L, 44,7 /L, 44,8 q/L, 44,9
g/L, 45 g/L, 45,1 g/L, 45,2 g/L, 45,3 g/L, 45,4 g/L, 45,5 g/L,
45,6 g/L, 45,7 g/L, 45,8 g/L, 45,9 g/L, 46 g/L, 46,1 g/L, 46,2
g/L, 46,3 g/L, 46,4 g/L, 46,5 g/L, 46,6 g/L, 46,7 g/L, 46,8 g/L,
46,9 g/L, 47 g/L, 47,1 g/L, 47,2 g/L, 47,3 g/L, 47,4 g/L, 47,5
g/L, 47,6 g/L, 47,7 /L, 47,8 g/L, 47,9 g/L, 48 g/L, 48,1 g/L,

48,2 g/L, 48,3 g/L, 48,4 g/L, 48,5 g/L, 48,6 g/L, 48,7 g/L, 48,8

g/L, 48,9 g/L, 49 g/L, 49,1 g/L, 49,2 g/L, 49,3 g/L, 49,4 g/L,
49,5 g/L, §9,6 g/L, 49,7 g/L, 49,8 g/L, 49,9 g/L o 50 g/L.

[00183]) El extractc de levadura también se puede incorporar a 1lo
largo del curso de la fermentacidn cdmpleta o una porcidn de la
fermentacidén, en forma continua o administrada en intervalos. En
una forma de realizacidn los hivelés de uso incluyen mdntener una
concentracién de nitrégeno de aproximadamente 0,05 g/L a
aproximadamente 3 g/L (como nitrégeno), donde al menos una
porcién del nitrdgeno se suministra del polvo de maceracién de

maiz; o aproximadamente 0,3 g/L a 1,3 g/L; o 0,4 g/L a
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aproximadamente 0,9 g/L. En otra forma de realizacién la
concentracidn de nitrdgenc es aproximadamente 0,05 g/L, 0,06 g/L,
0,07 g/L, 0,08 g/L, 0,09 g/L, 0,1 g/L, 0,11 g/L, 0,12 g/L, 0,13
g/L, 0,14 ¢/L, 0,15 g/L, 0,16 g/L, 0,17 g/L, 0,18 g/L, 0,19 g/L,
0,2 g/L, 0,21 g/L, 0,22 g/L, 0,23 g/L, 0,24 g/L, 0,25 g/L, 0,26
g/i, 0,27 /L, 0,28 g/L, 0,29 g/L, 0,3 g/L, 0,31 g/L, 0,32 g/L,
0,33 g/L, 0,34 g/L, 0,35 g/L, 0,36 g/L, 0,37 g/L, 0,38 g/L, 0,39
g/L, 0,4 g/L, 0,41 g/L, 0,42 g/L, 0,43 g/L, 0,44 g/L, 0,45 g/L,
‘0,46 g/L, 0,47 g/L, 0,48 g/L, 0,49 g/L, 0,5 g/L, 0,51 g/L, 0,52
g/L, 0,53 g/L, 0,54 g/L, 0,55 g/L, 0,56 g/L, 0,57 g/L, 0,58 g/L,
0,59 ¢/L, 0,6 g/L, 0,61 g/L, 0,62 g/L, 0,63 g/L, 0,64 g/L, 0,65
g/L, 0,66 g/L, 0,67 g/L, 0,68 g/L, 0,69 g/L, 0,7 g/L, 0,71 g/L,
0,72 g/L, 0,73 Q/L, 6,74 g/L, 0,75 g/L, 0,76 g/L, 0,77 g/L, 0,78
g/L, 0,79 ¢/L, 0,8 g/L, 0,81 g/L, 0,82 g/L, 0,83 g/L, 0,84 g/L,
0,85 g/L, 0,86 g/L, 0,87 g/L, 0,88 g/L, 0,89 g/L, 0,9 g/L, 0,91
- g/L, 0,92 g¢g/L, 0,93 g/L, 0,94 g/L, 0,95 g/L, 0,96 g/L, 0,97 g/L,
0,98 g/L, 0,99 g/L, 1 g/L, 1,01 g/L, 1,02 g/L, 1,03 g/L, 1,04
g/L, 1,05 ¢g/L, 1,06 g/L, 1,07 g/L, 1,08 g/L, 1,09 g/L, 1,1 g/L,
1,11 g/L, 1,12 g/L, 1,13 g¢/L, 1,14 g/L, 1,15 g/L, 1,16 g/L, 1,17
/L, 1,18 g/L; 1,19 g/L, 1,2 g/L, 1,21 g/L, 1,22 g/L, 1,23 q/L,
1,24 g/L, 1,25 g/L, 1,26 g/L, 1,27 g/L, 1,28 g/L, 1,29 g/L, 1,3
g/L, 1,31 g/L, 1,32 g/L, 1,33 g/L, 1,34 g/L, 1,35 g/L, 1,36 g/L,
1,37 g/L, 1,38 g/L, 1,39 g/L, 1,4 g/L, 1,41 g/L, 1,42 g/L, 1,43
g/L, 1,44 g/L, 1,45 g/L, 1,46 g/L, 1,47 g/L, 1,48 g/L; 1,49 qg/L,
1,5 g/L, 1,51 g/L, 1,52 g¢g/L, 1,53 g/L, 1,54 g/L, 1,55 g/L, 1,56
g/L, 1,57 ¢/L, 1,58 g/L, 1,59 g/L, 1,6 g/L, 1,61 g/L, 1,62 g/L,
1,63 g/L, 1,64 g/L, 1,65 g/L, 1,66 g/L, 1,67 g/L, 1,68 g/L, 1,69
g/L, 1,7 g/L, 1,71 g/L, 1,72 g/L, 1,73 g/L, 1,74 g/L, 1,75 g/L,
1,76 g/L, 1,77 ¢/L, 1,78 g/L, 1,79 ¢/L, 1,8 g/L, 1,81 g/L, 1,82
g/L, 1,83 g/L, 1,84 g/L, 1,85 g/L, 1,86 g/L, 1,87 g/L, 1,88 g/L,
1,89 g/L, 1,9 g/L, 1,91 g/L, 1,92 g/L, 1,93 g/L, 1,94 g/L, 1,95
g/L, 1,96 g/L, 1,97 g/L, 1,98 g/L, 1,9% g/L, 2 g/L, 2,01 g/L,
2,02 g/L, 2;63 g/L, 2,04 ¢/L, 2,05 g/L, 2,06 g/L, 2,07 g/L, 2,08
g/L, 2,09 g/L, 2,1 g/L, 2,11 g/L, 2,12 g/L, 2,13 g/L, 2,14 g/L,
2,15 g/L, 2,16 g/L, 2,17 g/L, 2,18 g/L, 2,19 g/L, 2,2 g/L, 2,21
g/L, 2,22 g/L, 2,23 g/L, 2,24 g/L, 2,25 g/L, 2,26 g/L, 2,27 g/L,
2,28 g/L, 2,29 g/L, 2,3 g/L, 2,31 g/L, 2,32 g/L, 2,33 g/L, 2,34
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g/L., 2,35 g/L, 2,36 g/L, 2,37 g/L, 2,38 g/L, 2,39 g/L, 2,4 g/L,
2,41 g/L, 2,42 g/L, 2,43 g/L, 2,44 g/L, 2,45 g/L, 2,46 g/L, 2,47
g/L, 2,48 g/L, 2,49 g/L, 2,5 g/L, 2,51 g/L, 2,52 g/L, 2,53 g/L,
2,54 g/L, 2,55 g/L, 2,56 g/L, 2,57 g/L, 2,58 g/L, 2,59 g/L, 2,6
g/L, 2,61 g/L, 2,62 g/L, 2,63 g/L, 2,64 g/L, 2,65 g/L, 2,66 g/L,
2,67 g/L, 2,68 g/L, 2,69 g/L, 2,7 g/L, 2,71 g/L, 2,72 g/L, 2,73
g/L, 2,74 g/L, 2,75 g/L, 2,76 g/L, 2,77 g/L, 2,78 g/L, 2,79 g/L,
2,8 g/L, 2,81 g/L, 2,82 ¢/L, 2,83 g/L, 2,84 g¢g/L, 2,85 g/L, 2,86
9/L, 2,87 g/L, 2,88 g/L, 2,89 g/L, 2,9 g/L, 2,91 g/L, 2,92 g/L,
2,93 g/L, 2,94 g/L, 2,95 g/L, 2,96 g/L, 2,97 /L, 2,98 g/L, 2,99
g/L, o 3 g/L.

[00184]En una forma de realizacidn, resultados beneficioscs de
la fermentacidén se pueden obtener por la adicidédn del polvo de
maceracién de maiz a la fermentacidén. En otra forma de
realizacién una composicidén tipica para el polvo de maceracién de
maiz se muestra en las Tablas 1-2. La adicidén del polve de
maceracién de maiz puede producir aumento del titulo de etanol en
la fermentacién discontinua, mejor productividad y reduccidn de
la produccidén de productos secundarios tales como Acidos
organicos. En otra forma de realizacioén los resultados
beneficiosos con polvo de maceracidén de maiz se pueden obtener en
" los meétodos de las formas de realizacién en niveles de uso de
aproximadamente 3 a aproximadamente 20 g/L, aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 g/L, o© aproximadamente 8 a aproximadamente 12
g/L. En otra forma de realizacién los resultados beneficiosos con
polve de maceracién se puede obtener en un nivel de
aproximadamente 3 ¢/L, 3,1 g/i, 3,2 g/L, 3,3 g/L, 3,4 g/L, 3,5
g/L, 3,6 g/L, 3,7 g/L, 3,8 g/L, 3,9 g/L, 4 g/L, 4,1 g/L, 4,2 g/L,
4,3 g/L, 4,4 ¢/L, 4,5 g/L, 4,6 g/L, 4,7 g/L, 4,8 g/L, 4,9 g/L, 5
g/L, 5,1 g/L, 5,2 g/L, 5,3 g/L, 5,4 g/L, 5,5 g/L, 5,6 g/L, 5,7
g/L, 5,8 g/L, 5,9 g/L, é g/L, 6,1 g/L, 6,2 g/L, 6,3 g/L, 6,4 o/L,
6,5 g/L, 6,6 g/L, 6,7 ¢g/L, 6,8 ¢/L, 6,9 /L, 7 g/L, 7,1 g/L, 7,2
g/L, 7,3 9/L, 7,4 ¢/L, 7,5 g/L, 7,6 g/L, 7,7 g/L, 7,8 g/L, 7,09
g/L, 8 g/L, 8,1 g/L, 8,2 o/L, 8,3 9g/L, 8,4 g/L, 8,5 g/L, 8,6 g/L,
8,7 g/L, 8,8 g/L, 8,9 g/L, 9 g/L, 9,1 g/L, 9,2 g/L, 9,3 g/L, 9,4
" g/L, 9,5 g/L, 9,6 g/L, 9,7 g/L, 9,8 g/L, 9,9 g/L, 10 g/L, 10,1
g/L, 10,2 g/L, 10,3 g/L, 10,4 g¢/L, 10,5 g/L, 10,6 g/L, 10,7 g/L,
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10,8 g¢g/L, 10,9 g/L, 11 g/L, 11,1 g/L, 11,2 g/L, 11,3 g/L, 11,4
g/L, 11,5 g/L, 11,6 g/L, 11,7 g/L, 11,8 g/L, 11,9 g/L, 12 g/L,
12,1 ¢/L, 12,2 g/L, 12,3 g/L, 12,4 g/L, 12,5 g/L, 12,6 g/L, 12,7
qg/L, 12,8 g¢g/L, 12,9 g/L, 13 g/L, 13,1 ¢g/L, 13,2 g/L, 13,3 g/L,
13,4 ¢g/L, 13,5 g/L, 13,6 g/L, 13,7 g/L, 13,8 g/L, 13,9 g/L, 14
g/L, 14,1 .g/L, 14,2 g/L, 14,3 g/L, 14,4 g/L, 14,5 g/L, 14,6 g/L,
14,7 g/L, 14,8 g/L, 14,9 g/L, 15 g/iL, 15,1 g/L, 15,2 g/L, 15,3
g/L, 15,4 g¢/L, 15,5 g/L, 15,6 g/L, 15,7 g/L, 15,8 g¢/L, 15,9 g/L,
16 ¢/L, 16,1 g/L, 16,2 g/L, 16,3 g/L, 16,4 g/L, 16,5 g/L, 16,6
g/L, 16,7 g/L, 16,8 g/L, 16,9 g¢/L, 17 g/L, 17,1 g/L, 17,2 g/L,
17,3 g/L, 17,4 g¢/L, 17,5 g/L, 17,6 g/L, 17,7 g/L, 17,8 g/L, 17,9
g/L, % g¢g/L, 18,1 g/L, 18,2 g/L, 18,3 g/L, 18,4 g/L, 18,5 g/L,
18,6 g/L, 18,7 g¢g/L, 18,8 g/L, 18,9 g¢/L, 19 g/L, 19,1 g/L, 19,2
g/L, 19,3 g/L, 19,4 g/L, 19,5 g/L, 19,6 g/L, 19,7 o/L, 19,8 g/L,
19,9 g/L, o 20 g/L. ‘

[00185] En una forma de realizacidn el polvo de maceracidén de
maiz también se puede incorporar a lo largo del curso de 1la
fermentacidén completa o a porcion de la fermentacidn, en forma
continua o administrada en intervalos. En otra forma de
realizacidn los niveles de uso incluyen mantener una
concentracién de nitrdgeno de aproximadamente 0,05 g/L a
aproximadamente 3 g/L (as nitrdgeno), donde al menos una porcidn
del nitrégenc se suministra a partir del polvo de maceracién de
maiz; aproximadamente 0,3 g/L a 1,3 g/L:; o aproximadamente 0,4
g/L a aproximadamente 0,9 g/L. En otra forma de realizacién el
nivel de nitrogeno es aproximadameﬁte 0,65 g/L, 0,06 g/L, 0,07
g/L, 0,08 g/L, 0,09 g/L, 0,1 g/L, 0,11 g/L, 0,12 g/L, 0,13 g¢/L,
0,14 g/L, 0,15 g/L, 0,16 g/L, 0,17 g/L, 0,18 g/L, 0,19 g/L, 0,2
g/L, 0,21 g/L, 0,22 g/L, 0,23 g/L, 0,24 g/L, 0,25 g/L, 0,26 g/L,
6,27 g/L, 0,28 g/L, 0,29 g/L, 0,3 g/L, 0,31 g/L, 0,32 g/L, 0,33
g/L, 0,34 g/L, 0,35 g/L, 0,36 g/iL, 0,37 g/L, 0,38 g/L, 0,39 g/L,
0,4 g/L, 0,41 g/L, 0,42 g/L, 0,43 g/L, 0,44 g/L, 0,45 g/L, 0,46
g/L, 0,47 g/L, 0,48 g/L, 0,49 g/L, 0,5 g/L, 0,51 g/L, 0,52 g/L,
0,%3 g/L, 0,54 g/L, 0,55 g/L, 0,56 g/L, 0,57 g/L, 0,58 g/L, 0,59
g/L, 0,6 g/L, 0,61 g/L, 0,62 g/L, 0,63 g/L, 0,64 g/L, 0,65 g/L,
0,66 g/L, 0,67 g/L, 0,68 g/L, 0,69 g/L, 0,7 g/L, 0,71 g/L, 0,72
g/L, 0,73 g/L, 0,74 g/L, 0,75 g/L, 0,76 g/L, 0,77 g/L, C,78 g/L,
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¢,79 g/L, 0,8 g/L, 0,8 g/L, 0,82 g/L, 0,83 g/L, 0,84 g/L, 0,85
g/L, 0,86 ¢g/L, 0,87 g/L, 0,88 g/L, 0,89 g/L, C,%9 g/L, 0,91 g/L,
0,92 g/L, 0,93 g/L, 0,94 g/L, 0,95 g/L, 0,96 g/L, 0,97 g/L, 0,98
g/L, 0,99 ¢g/L, i g/L, 1,01 g¢/L, 1,02 g/L, 1,03 g/L, 1,04 g/L,
1,05 g/L, 1,06 g/L, 1,07 g/L, 1,08 g/L, 1,09 g/L, 1,1 g/L, 1,11
g/L, 1,12 g/L, 1,13 g/L, 1,14 g/L, 1,15 g/L, 1,16 g/L, 1,17 gq/L,
1,18 g¢g/L, 1,19 g/L, 1,2 g/L, 1,21 g/L, 1,22 g/L, 1,23 g/L, 1,24
g/L, 1,25 g/, 1,26 g/L, 1,27 g/L, 1,28 g/L, 1,29 g/L, 1,3 g/L,
1,31 g/L, 1,32 g/L, 1,33 g/L, 1,34 g/L, 1,35 g/L, 1,36 g/L, 1,37
g/L, 1,38 g/L, 1,39 g/L, 1,4 g/L, 1,41 g/L, 1,42 g/L, 1,43 g/L,
1,44 g/L, 1,45 g/L, 1,46 g/L, 1,47 g/L, 1,48 g/L, 1,49 g/L, 1,5
g/L, 1,51 g/L, 1,52 g/L, 1,53 g/L, 1,54 g/L, 1,55 g/L, 1,56 g/L,
1,57 g/L, 1,58 g/L, 1,59 g/L, 1,6 g/L, 1,61 g/L, 1,62 g/L, 1,63
g/L, 1,64 ¢g/L, 1,65 g/, 1,66 g/L, 1,67 g/L, 1,68 g/L, 1,69 g/L,
1,7 g/L, 1,71 g/L, 1,72 g/L, 1,73 g/L, 1,74 g/L, 1,75 g/L, 1,76
g/L, 1,77 g/L, 1,78 g/L, 1,79 g/L, 1,8 g/L, 1,81 g/L, 1,82 g/L,
1,83 g/L, 1,84 g/L, 1,85 g/L, 1,86 g/L, 1,87 g/L, 1,88 gkL, 1,89
g/L, 1,9 g/L, 1,91 g/L, 1,92 g9/L, 1,93 g/L, 1,94 g/L, 1,95 g/L,
i,96 ¢g/L, 1,97 g/L, 1,98 g/L, 1,9% g/L, 2 g/L, 2,01 g/L, 2,02
g/L, 2,03 g/L, 2,04 g/L, 2,05 g/L, 2,06 g/L, 2,0? g/L, 2,08 g/L,
2,09 g/L, 2,1 g/L, 2,11 g/L, 2,12 g/L, 2,13 g/L, 2,14 g/L, 2,15
¢/L, 2,16 q/L, 2,17 /L, 2,18 g/L, 2,19 g/L, 2,2 g/L, 2,21 g/L,
2,22 g/L, 2,23 g/L, 2,24 g/L, 2,25 g/L, 2,26 g/L, 2,27 g/L, 2,28
g/L, 2,29 g/L, 2,3 g/L, 2,31 g/L, 2,32 g/L, 2,33 g/L, 2,34 g/L,
2,35 g/L, 2,36 g/L, 2,37 g/L, 2,38 g/L, 2,39 g/L, 2,4 g/L, 2,41
¢/L, 2,42 g/L, 2,43 g/L, 2,44 g/L, 2,45 g/L, 2,46 g/L, 2,47 g/L,
2,48 g/L, 2,49 g/L, 2,5 g/L, 2,51 g/L, 2,52 g/L, 2,53 g/L, 2,54
g/L, 2,55 g/L, 2;56 g/L, 2,57 g/L, 2,58 g/L, 2,59 g/L, 2,6 g/L,
»,61 g/L, 2,62 g/L, 2,63 g/L, 2,64 g/L, 2,65 g/L, 2,66 g/L, 2,67
g/L, 2,68 g/L, 2,69 g/L, 2,7 g/L, 2,71 g/L, 2,72 g/L, 2,73 q/L,
2,74 g/L, 2,75 g/L, 2,76 g/L, 2,77 g/L, 2,78 g/L, 2,79 g/L, 2,8
g/L, 2,81 /L, 2,82 g/L, 2,83 g/L, 2,84 g/L, 2,85 g/L, 2,86 g/L,
2,87 g/L, 2,88 g/L, 2,89 g/L, 2,9 g/L, 2,91 g/L, 2,92 g/L, 2,93
g/L, 2,94 g/L, 2,95 g/L, 2,96 g/L, 2,97 g/L, 2,98 g/L, 2,99 g/L,
o 3 g/L. '

[00186] En otra forma de realizacidn, se pueden otros productos

relacionados, tales como licor de maceracién de maiz o sdlides de

00099

Ll
{



92

maceracidn de maiz. Cuando se usa licor de maceracidédn de maiz, la
tasa de uso debe ser aproximadamente la misma gue para los
sélidos de maceracién de maiz sobre la base de los sdlidos. En
otra forma de reaiizacién, se anade el polvo de maceracién de
maiz (o sdélidos o licor) en relacidn con la cantidad de sustrato
de carbono que estd presente © qué se afladira. Cuandc se afade
esta manera, las cantidades beneficiosas del polvo de maceracidn
de maiz (o licor o sélidos) pueden incluir aéroximadamente i:l a
aproximadamente 1:6 g/g de carbono, aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1:5 g/g de carbono, ¢ aproximadamente 1:2 a
aproximadamente 1:4 g/g de carbono. En otra forma de realizacién
ée usan relaciones tan altas como aproximadamente 1,5:1 g/g de
carbono o aproximadamente 3:1 g/g de carbonc o tan bajas como
aproximadamente 1l: 8 g/g de carbono o aproximadamente 1:10 g/g de
carbono. En otra forma de realizacién la relacién es 2:1 g/g de
carbcno, 1,9:1 g/g de carbono, 1,8:1 g/g de carbono, 1,7:1 g/g de
carbono, 1,6:l_g/g de carbono, 1,5:1 g/g de carbono, 1,4:1 g/g de
carbono, 1,3:1 g/g de carbono, 1,2:1 g/g de carbono, 1,1:1 g/g de
carbono, 1:1 g/g de carbone, 1:1,1 g/g de carbono, 1:1,2 g/g de

carbono, 1:1,3.g/g de carbono, 1:1,4 g/qg de carbono, 1:1,5 g/g de
carbono, 1:1,6 g/g de carbono, 1:1,7 g/g de carbono, 1:1,8 g/g de
carboneo, 1:1,9 g/g de carbono, 1:2 g/g de carbono, 1:2,1 g/g de
carbono, 1:2,2 g/g de carbono, 1:2,3 g/g de carbono, 1:2,4 g/g de
carbono, 1:2,5 g/g de carbono, 1:2,6 g/g de carbono, 1:2,7 g/g de
carbono, 1:2,8 g/q de carbono, 1:2,9 g/g de carbono, 1:3 g/g de
carbongo, 1:3,1 g/qg de carbono, 1:3,2 g/g de carbono, 1:3,3 g/g de
carbono, 1:3,4 g/g de carbono, 1:3,5 g/g de carbono, 1:3,6 g/g de
carbono, 1:3,7 g/g de carbono, 1:3,8 g/g de carbono, 1:3,9 g/g de
carbono, 1:4 g/g de carbono, 1:4,1 ¢g/g de carbono, 1:4,2 g/g de
carbono, 1:4,3 g/g de carbono, 1:4,4 g/g de carbono, 1:4,5 g/g de
carbono, 1:4,6 g/g de carbono, 1:4,7 g/g de carbono, 1:4,8 g/g de
carbono, 1:4,9 g/g de carbono, 1:5 g/g de carbono, 1:5,1 g/g de
carbono, 1:5,2 g/g de carbono, 1:5,3 g/g de carbono, 1:5,4 g/g de
carbono, 1:5,5 g/g de carbono, 1:5,6 g/g de carbono, 1:5,7 g/g de
carbono, 1:5,8 g/g de carbono, 1:5,9 g/g de carbono, 1:6 g/g de
carbono, 1:6,1 g/g de carbono, 1:6,2 g/g de carbono, 1:6,3 g/g de
carbono, 1:6,4 g/g de carbono, 1:6,5 g/g de carbono, 1:6,6 g/g
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carbone, 1:6,7 g/g de carbono, 1:6,8 g/g de carboneo, 1:6,9 g/g de
carbono, 1:7 g/g de carbono, 1:7,1 g/g de carbeno, 1:7,2 g/g de
carbonoc, 1:7,3 g/g de carbono, 1:7,4 g/g de carbono, 1:7,5 g/g de
carbono, 1:7,6 g/g de carbono, 1:7,7 g/g de carbono, 1:7,8 g/g de
carbono, 1:7,9 g/g de carbono, 1:8 g/g de carbone, 1:8,1 g/g de
carbono, 1:8,2 g/g de carbeono, 1:8,3 g/g de carbono, 1:8,4 g/g de
carbono, 1:8,5 gkg de carbono, 1:8,6 g/g de carbono, 1:8,7 g/g de
carbono, 1:8,8 g/g de carbono, 1:8,9 g/g de carbono, 1:9 g/g de
carbono, 1:9,1 g/g de carbono, 1:9,2 g/g de carbono, 1:9,3 g/g de
carpbono, 1:9,4 g/g de carbono, 1:9,5 g/g de carbecno, 1:9,6 g/g de
carbono, 1:9,7 g/g de carbono, 1:9,8 g/g de carbono, 1:9,9 g/g de
carbono, o© 1:10 g/g de carbono.

Tabla 5. Caracteristicas de la composicién del ‘polvo de
maceracién. de maiz (fuente {excepto como se indica}:

planilla de datos del producto para el licor de maceracién de

maiz secado por aspersidén, Roquette, Solulys 095E).

Parametro Vaior

Pérdida en el | 5,5% de maximo
secado

pH en solucidn 3,9-4,5
"acidez total (como |14-20%

dacide lactico)

peso seco)

azlucares 1,5% de maximo
reductores
I nitrégeno de amino | 1,5-3,5%
Nitrégeno total 7,0-8,5%
Cenizas | 13,5-17,5%
Fosforo {como P) 2,4-3,2%
Contenido de | 48% (aproximadamente)
proteina (N b
6,25)
Acido fitico (base|8% (fuente: W01997035489 19971002; A Process

for Obtaining Phytic Acid and Lactic Acid)
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Tabla 6. Contenido

maceracidn de

Engineering Aspects of Penicillium Chryscgenum, "

84

de aminocacidos

maliz (fuente:

243 (World Scientific 1997)).

tipicos

Nielsen,

en

- licor de

"Physiclogical
Tabla 8,3, p.

Libre Total
Aminoacido g/kg de peso seco g/kg de peso seco
Alanina 40,7 54,5
Arginina 2,4 20,3
‘Aspartato 2,2 19,9
Cisteina 0 1,3
Glutamato 7,7 40,2
Glicina 6,6 26,8
Histidina 0 31,8
Isoleuciné 11,2 17,3
Leucina 35,5 39,3
{Lisina 0 14,8
Metionina' 6,5 6,9
'Fenilalanina 26,2 27,4
Prolina 27,7 48,2
Serina 10,7 19,0
Treonina 9,3 20,7
Tirosina 1,3 6,5
Valina 20,1 30,5

[00187] En una forma de realizacidén, los resultados beneficicsos
de la fermentacién se pueden obtener por la adicién del polvo de
maceracion de maiz en combinacién con el extracto de levadura a
la fermentacidén. Se pueden obtener resultados beneficioscs con el
polvo de maceracidén de maiz en combinacidén con el extracto de
levadura en los métodos de las formas de realizacién en los
niveles de uso del polve de maceracidn de maiz de aproximadamente
3 a aproximadamente 20 g/L, aproximadamente 5 a aproximadamente
15 g/L, o aproximadamente 8 a aproximadamente 12 g/L vy los
niveles de uso del extracto de levadura de aproximadaménte 3 a 50
g/L, aproximadamente 5 a aproximadamente 30 g/L, o

aproximadamente 10 a aproximadamente 30 g/L. El polve de

maceracidén de malz y el extracto de levadura. también se pueden
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incorporar a lo largo del curso de la fermentacidén completa o una
porcidn de la fermentacidén, en forma continua o administrada en
.intervalos.

[00188] En otras formas de realizacidn, lcs compuestos
‘beneficiosos del polvo de maceracién de maiz y/o extracto de
levadura, tales come glicina, histidina, isoleucina, prolina, o
fitato asi como las combinacicones de estos compuestbs se pueden
anadir al medio o caldo para obtener un efecto beneficioso.
[00189] Varias formas de realizacidén de la invencién ofrecen
beneficios relacionados con el aumento del titulo y/o
productividad de la produccién de alcchol por Clostridium
phytofermentans por el cultivo del organismo en un medio gque
comprende uno o mas compuestos que comprenden restos de &cido
grasos particulares y/o cultivo del organismo en las condiciocones
de pH controlado.

[00190] La produccidn de niveles altos de alcohol regquiere la
capacidad del organismo para crecer dgeneralmente en presencia de
niveles elevades de alcohol y la capacidad para continuar
produciendo alcohel sin inhibicidén o supresidén indebida por el
alcohol y/u otros componentes presentes. Con frecuencia,
diferentes vias metabédlicas estardn implicadas para cada una de
estas. Por ejemplo, las vwvias relacionadas con el c¢recimiento
celular en general incluyen las relacicnadas con la produccién de
proteina, produccidén de membrana asi como la produccién de todos
los subsistemas <celulares necesarios para gque la célula
sobreviva. Las vias relacionadas con la precduccidén de alcohol con
frecuencia seran mas especificas, tales como las | vias
relacionadas con el metabolismo de azlcares que llevan a la
produccidn del alcohol y las enzimas que son necesarias para la
produccidn del alcohcl e intermediarios. La wvia para un alcohol,
por ejemplo, etanol, pueden compartir algunas enzimas similares,
etc., pero también tendrdn enzimas vy sustratos uUnicos para esta
via. Si bien existe alguna superposicidn entre estos conjuntos de
vias, no se espera que el aumento de una producira
autométicamente el aumento de la otra.

[00191] En algunos casos, la intolerancia al alcchol o toxicidad

inducida por alcohol puede estar relacionada con la
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permeabilizacidn de la membrana celular por niveles elevados de
alcohol, gque 1llevan a la pérdida de enzimas y nutrientes
intracelulares. En algunos otros cases, la toclerancia al alcohol
y la capacidad para producir titules altos de alcohol se
relacionada con la capacidad de las enzimas intracelulares de
resistir la desnaturalizacién por el alcohol presente, . por
ejemplo, dentro de la célula, sea debido a la produccién por la
ceélula misma o del transporte a través de la membrana celular. En
algunos casos, una membrana mas robusta permitira que un
gradiente de alcohol mayor esté presente a través de la membrana,
de este mddo permite que las células crezcan y/o continten
produciendo' élcohol a mayores concentraciones de alcohol
externas. Se ha demostrado con Clostridium phytofermentans que en
algunos procesos de fermentacién una concentracién de etancl
alcanza uné meseta de aproximadamente 15 g/L después de
aproximadamente 36 - 48 horas de fermentacidén discontinua, el
sustratc de carbono permanece en el caldo. En una forma de
realizacidn, reducir el pH de la fermentacidén a aproximadamente
6,5 y/o afiadir 4&cidos grasos insaturados produce un aumento
significativo de la cantidad de etanol producida por el
crganismo, aproximadamente 35 g/L de etanol se obsérvan en el
caldo después de una fermentacidén de 72 horas. En otra forma de
realizacién se observd que la productividad del organismo fue méas
alta (a aproximadamente 0 g/L-d) cuando el titulo de etanol fue
bajo y menor (a aproximadamente 2 g/L-d) cuando la concentracién
de etanol fue mas alta. La fermentacién con pH reducido y/o con
la adicidén de acido grasos produjo aproximadamente un aumento de
cinco veceé en la tasa de produccidn de etanol.

[001%2] En una forma de realizacidén, el microbico ¢ fermenta con
un sustrato a aproximadamente ©pH 5-8,5 En una forma de
realizacion un microbio Q fermenta a pH de aproximadamente 5,1,
5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4,
6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 1,6, 7,7,
7,8, 7,9, 8, 8,1, 8,2, 8,3, 8,4, o 8,5.

Componente del medic de dcido graso 0[]0](]2
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[00193] En un aspecto, 1la invencidédn proporciona composicicnes
para producir alcohel, por ejemplo, etancl, gue comprende un
cultivo de Clostridium phytofermentans en un medio que comprende
un acido graso que comprende compuesto. El medic también puede
incluir una fuente de carbono de biomasa tales como cultivos
agricolas, residucs de cultivo, arboles, astillas dé madera,
aserrin, papel, cartdn u otros materiales que contienen celulcsa,
hemicelulosa, lignocelulosa, pectina, poliglucosa, polifructosa,
y/0 formas hidrolizadas de estos (en forma colectiva, “Materia
prima”). ©Pueden estar presentes nutrientes adicionales gue
incluyen compuestos que contienen azufre y nitrdgenc tales como
aminoacidos, proteinas, pioteinas hidrolizadas, améﬁiaco, urea,
nitrato, nitrito, soja, derivados de scja, caselina, derivados de
caseina, polve de leche, derivados de leche, suero, extracts de
levadura, levadura hidreolizada, levadura autolizada, licor de
maceracion de maiz, sdlidos de maceracidédn de maiz, glutamato
monosédico y/o otras fuentes de fermentacidén de nitrégeno,
vitaminas, cofactores y/o suplementos minerales. La materia prima
se puede pretratar o nec, tal como se describe en la Solicitud de
patente prdviéional U.S5. No. 61/032048, presentada el 27 de
febfero de 2008 o Seclicitud provisional U.S. presentada en forma
concurrente con esta solicitud el 9 de marzo de 2009 como
Solicitud de patente provisional U.S. No. 61/158-581, que se
incorporan por referencia en su totalidad. Los procedimientos y
las técnicas para cultivar el organismo para producir un
combustible u otro agente quimico tal como se describe en la
Solicitud. U:S de patente provisional incorporada Nos. 61/032048 o
Solicitud provisicnal U.S. presentada en forma concurrente con
esta solicitud el 9 de marzo de 2009 como Solicitud de patente
provisicnal U.S. No. 61/1%58,581, gue se incorporan en la presente
por referencia en su totalidad.

[00194] En una forma de realizacién un compuesto gue comprende
acido graso de la composicién puede ser un acido graso libre, sal
] .jabén de &cido graso, triacilglicérido, diacilglicérido,
monoacilglicérido, fosfolipido, lisofosfolipido, éster de acido
graso, o amida de acide grasoc. El éster de acido graso puede

comprender un alcochol de cadena larga, alcohol de cadena corta,

000103



98

alcohol de cadena media, alcohol monohidrato, alcohol dihidrico,
alcohel trihidrice, alcohol peolihidrico, alcchol ramificado u
ctro compuesto gue comprende un grupo hidroxilo. Los ésteres
preferidos incluyen los de metanol {metil ésteres de 4&cido
graso), etanol ({etil ésteres de Aacido graso), n-propancl (o
propil ésteres de &acido graso) e isopropanol (isopropil ésteres
de acido graso), pero también se pueden utilizar otros alccholes
tal como los que tienen 4 a 20 carbonos. En algunos casos,
también se pueden usar los alcoholes de cadena mas larga vy

alcoholes polihidricos. Los alcoholes de cadena méds larga vy

alcoholes polihidricos incluyen glicoles’ (por ejemplo
etilenglicel, propilenglicol, etc.), glicerol, =xilitel, manitel,
sorbitol, arabitel, o compuestos tales como poliéteres que

contienen uno o mas grupos hidroxilo y polietilenglicoles. Cuando
més de un grupo hidroxilo estd presente, unc o mas de estos
grupos puede unirse a otro reste gquimico (por ejemplo, como un
éster, una‘amida, un éter, etc.) o puede ser grupos hidroxilo
libres.

[00195]En. otra forma de realizacién un 4acido graso puede
comprender cadenas de carbonos de 8 a 40 carbonos, y con
preferencia 12 a 24 carbonos. Formas de realizacién particulares
pueden utilizar un acidc graso uUnica o una mezcla de acido
grasos. Cuando se usa un alcohol polihidrico, el &cide graso se
puede unir a solo un grupo hidroxilo o a mds de un grupo
hidroxilo. En algunas formas de realizacién, mas de una especie
‘de 4acido graso se puede unir a un solo alcohol polihidrice. Los
ejemplos de acidos grasos mGltiples unidos a un solo alcohol
polihidrico.incluyen grasas y aceites tales como los derivados de
animales y vegetales, que incluyen maiz, cancla, cartamc, colza,
girasol, soja,' oliva, mani, palma, nuez de palmera, pescado,
semilla de ricinc, sebo, grasa de cerde, asi como glicéridos vy
fosfolipidos parciales.

[00196]) S1 bien se puede usar cualquier Aacidoe grasc C8-C30, los
acido grasos preferidos incluyen &cidos grasos insaturados, tales
come los con 1, 2, 3, o mas dobles enlaces carbono-carbcno. Se
prefieren particularmente los que tienen una insaturacidén en la

posicidén omega-9 (medida desde el extremo no carboxilo) o la

000107



99

posicidn .delta~9 (medida desde el extremo carboxilo). Una
instauracién en una o ambas posiciones también se puede acompafar
con instauraciones en otras posicicnes. Asimismo, si bien se
pueden usar acidos grasos con cadenas de carbonos de 8 a 30
carbonos, se prefieren los que tienen cadenas de carbonos de 8 a
28 o 12 a 24, o 16 a 18 carbonos. Los ejemplos de tales acido
grasos 1incluyen oleico, estedrico, palmitico, palmitoleico,
linoleico, linolénico, laurico, miristico, araguidico, behénicce,
gadecleico, ericico, mordctico, o aragquiddéniceo. En algunos casos,
un enlace doble carbono-carbonc puede estar en una configuracidn
cis, y en algunos casos un enlace doble carbono-carbono puede
estar en una configuracidn trans. En algunos cascs, puede estar
mas de un enlace doble carbono-carbono. Algunos Aacidos ¢grascs
adecuados pueden tener uno o mas enlaces dobles carbono-carbono
cis vy uno o© mas trans, tales como los con Aacido 'linolénico
conjugado y algunos otros acidos grasos, mientras que algunos
dcidos grasos adecuados pueden tener todos los enlaces doble
carbono—carbono en una configuracién cis o en una configuracidn
trans.

[00197) En wuna forma de realizacidn un compuesto que comprende
uno o nmas acido grasos (“acido grasos”) se pueden aﬁédir al medio
en forma previa, 1intermedia, o tardia en un proceso de
fermentacidn - de Clostridium phytofermentans. En una forma de
realizacioén, el compuesto de &cido graso se puede afadir. durante
‘una o mas de las etapas de siembra de la fermentacidn. En varias
formas de realizacidén, un compuesto de acido graso se pueden
afiadir antes de la inoculacién del medio con Clostridium
phytofermentans, o después de 1la ihoculaciéﬁ, o en simultdneo con
la inoculacidén. En otra forma de realizacidn, los acido grasos se
pueden afladir a un medio de fermentacidn final, y se pueden
afiadir antes de la-inoculacién, después de la inoculacidn, o en
simultaneo con la incculacién del medico con Clostridium
phytofermentans. En algunas formas de realizacidn, los acidos
grasos se pueden afadir en varias dosis o continuamente durante
al menos una porcidn de la fermentacidn. Con maxima preferencia,
los &cidos grasos se. pueden afiadir después de gque el alcchol, por

ejemplo, etanocl, comienza a acumularse en la fermentacidn. En una
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forma de realizacién, los &cidos grasos se ahaden cuando la
concentracion de alcohel alcanza entre aproximadamente 2 g/L a 50

g/L. En otra forma de realizacidén, los acidos grasos se afiaden

cuando la concentracidn de alcchol alcanza entre aproximadamente
2 g/L a 10 g/L. En otra forma de realizacién,

la de

los 4&cidos grasos

se afiaden cuando concentracion alcohol alcanza entre

aproximadamente 5 g/L a 40 g/L. En otra forma de realizacidén, los

adcidos grasos se afladen cuando la concentracién de alcohol

alcanza entre aproximadamente 10 g/L a 30 g/L. En otra forma de

realizacidén, los &cidos grasos se afaden cuandec la concentracién
de alcohol alcanza aproximadamente 2 g/L. En otra forma de
realizacidén, los &cidos grasos se pueden afadir cuando la

concentracidn de alcoheol alcanza aproximadamente 5 g/L. En otra
forma de realizacidn, los acidos grasos se pueden afiadir cuando
la concentracién de alcohol alcanza aproximadamente 10 g/L. En
otra

forma de realizacién, los Aacides grasos se pueden afadir

ceando la concentracién de alcohol alcanza aproximadamente 15

g/L.

ahiadir

20 g/L.

ariadir

25 g/L.

afiadir

30 g/L.

afiadir

35 g/L.

afiadir

40 g/L.

afiadir

45 g/L.

anadir

50 g/L.

afiadir

de la

En otra forma de realizaciédn,

cuando la concentracién de alcohol
En otra forma de realizacidn, los
cuando la concentracidén de alcohol
En otra forma de realizacidn, los
cuando la concentracién de alcohol
En otra forma de realizacidn, los
cuande la concentracién de alcohol
En otra forma de realizacién, los
cuando la concentracién de alcohol
En otra forma de realizacion, los
cuando la concentracidn de alcohol
En otra forma de realizacién, los
cuando la concentracidn de alcchol

En algunas formas de realizacidn,

los acidos grasos se pueden

alcanza aproximadamente
dcidos grasos se pueden
alcanza aproximadamente
acidos grasds se pueden
alcanza aproximadamente
acidos grasos se pueden
alcanza aproximadamente
acidos grasos se pueden
alcanza aproximadamente
acidos grasos se pueden
alcanza aproximadamente
acidos grasos se pueden
alcanza aproximadamente

el acido graso se puede

con uno © mas compeonentes deil medio ¢ cerca del comienzo

fermentacidén, asi como se puede suplementar durante la

fermentacidén. En una forma de realizacidn los &cidos grasos se
afiaden cuando la concentracidén de alcohol es 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L,
5 g/L, .6 ¢g/L, 7 g/L..8 g/L, 9 g/L, 13

10 g/L, 12 g/L,
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g/L, 14 g/L, 15 g/L, 16 g/L, 17 ¢/L, 18 g/L, 19 g/L, 20 g/L, 21
g/L, 22 g/L, 23 g/L, 24 g/L, 25 g/L, 26 g/L, 27 g/L, 28 g/L, 29
g/L, 30 g/L, 31 g/L, 32 g/L, 33 g/L, 34 g/L, 35 g/L, 36 g/L, 37
g/L, 38 g/L, 39 g/L, 40 g/L, 41 ¢/L, 42 g/L, 43 g/L, 44 g/L, 45
‘g/L, 46 g/L, 47 g/L, 48 g/L, 49 g/L, o 50 g/L

[00198] En una forma de realizacidén, los Acidos grascs se pueden
aniadir en forma de uha solucién‘ en un alcohol; por ejemplo,
etanol. En otra forma de realizacidn, los acidos grasos se pueden
afiadir como un coloide. En otra forma de realizacidn, los &Ecidos
grasos se pueden afiadir con un tensioactivo.

[00199] Si bien la cantidad de compuesto de A&cido graso para
afiadir puede Variar con la forma del compueste de acido graso
(por ejemplc un triacilglicérido o un fosfolipide), vy el A&cido
graso especifico o combinacién de los Acidos grasos afiadidos (por
ejemplo, acido cleico o palmitoleico), una cantidad adecuada del
compuesto de acido graso puede ser de aproximadamente 1 g/L a
aproximadamente 3 g/L, informado como acide graso libre. En
algunas formas de realizacidén, que incluyen las corridas de
duracidn extendida o aquellas con produccién intensiva-de alcohol
o crecimiento celular, el nivel de acido graso se puede mantener
dentro del rangc de aproximadamente 1 g/L a aproximadamente 3 g/L
o ciclar mediante el range de aproximadamente 1 g/L a
' aproximadamente 3 g/L, informado como Acido gfaso presénte én el
sobrenadanté se -adsorbe en la superficie de las .células o
superficies sélidas tales como sustrato o equipamiento. Las
técnicas adecuadas para medir el nivel de acidc graso incluye
separar al menos una porcién del sobrenadante del caldo, con o
sin la adicién de un auxiliar de solvataciédn, parz asistir en la
desorcidén o solubilizacién del compuesto gque comprende acido
grasos, y analizar el contenido de &cido graso ccon, por ejemplo
un cromatografe de gases. Cuando la fermentacidn opera como
discontinua alimentada, el compuesto de &cido graso se puede
anadir todas de una vez, o se puede afladir en porciones o
continuamente, tal come en relacidén con los componentes del medio
incorporados al fermentador.

[00200] En élgunas formas de realizacidn, la velocidad a la que

el acido graso es captado por el organismc se modifica por la
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provisidén del acido graso en una forma gque solo tiene interaccion
.limitada con el organismo, y luego la adicidn de un compuesto gue
permite aumento de la interaccidn con el organismo. Una forma que
estd presente en una fase separada o una fase que no puede ser
consumida por el organismo son los ejemplos de las formas gue
tienen interaccién limitada con el crganismo. Los compuestos gue
aumentan la interacciodon son los gque pueden hidrolizar la forma

.del. acido grasc que esté preseﬁte, tales como los que tienen_
actividad de lipasa, actividad de fosfolipasa, A&cidos, bases,

etc., © pueden solvatar los acidos grasos.

Condiciones de cultivo acido

[00201] En otro aspecto, la invencidén proporciona métodos de
producir alcohecl; por ejemplo, etanol, gue comprende cultivar
Clostridium phytofermentans en un medio en condiciones de pH
controladoe. En una ferma de realizacidn, un cultivo de
Clostridium phytofermentans se puede cultivar a un pH &cido. E1
medio en qgue crecer el cultivo pueden incluir una fuente de
carbcne tal como cultivos agricolas, residuos de cultivo,
arboles, aétillas de madera, aserrin, papel, cartdn u otros
materiales que contienen celulcosa, hemicelulosa, lignocelulosa,
pectina, pecliglucosa, polifructosa, y/o formas hidrolizadas de
estos (en forma colectiva, “"Materia prima”). Pueden estar
presentes nutrientes adicionales que incluyen compuestos gue
contienen azufre y nitrégeno tales como éminoécidos, proteinas,l
proteinas hidrolizadas, amoniaco, urea, nitrato, nitrito, soja,
derivados de soja, caseina, derivadosjde'caseina, pclvo de leche,
derivados de- leche, Suero, extractc de levadura, levadura
hidrolizada,_levadura autolizada, licor de maceracién de maiz,
sdlidos de maceracién de maiz, glutamato monosddico y/o otras
fuentes de fermentaéién de nitrégeno, vitaminas, cofactores v/o
suplementcs minerales. La materia prima se puede pretratar o no,
tal como se describe en la Solicitud de patente proviéional U.s.
No. 61/032048, presentada el 27 de febrero de 2008 Solicitud
provisicnal  U.S. No. 61/158,581, presentada el ¢ de marzo de

2009, @ue se incorporan por referencia en su totalidad. Los
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procedimientos y las técnicas para cultivar el organismo para
producir un combustible u otro agente quimico tal como se
describe'en la Solicitud U:S de patente provisicnal incorporada
Nos. 61/032048 o Solicitud prbvisional U.S. presentada en forma
concurrente con .esta solicitud el 9 de marzo de 2009 como
Solicitud de patente provisional U.S. No. 61/158.581, que se
incorporan en la presente por referencia en su totalidad.

[00202] En una forma de realizacidén, el pH del medio esta
controlado a menos de aproximadamente pH 7,2 para al menos una
porcién de la fermentacién. En formas de realizacidn preferidas,
el pH se controla dentro de un rango de aproximadamente pH 3,0 a
aproximadamente 7,1 o aproximadamente Eﬁi 4,5 a aproximadamente
7,1, ¢ aproximadamente pH 5,0 ' a aprokimadamenté 6,3, o]
aproximadamente pH 5,5 a aproximadamente 6,3, © aproximadamente
pH 6,0 a aproximadamente 6,5, o© aproximadamente pH 5,5 a
aproximadamente 6,9 o aproximadamente pH 6,2 a aproximadamente
6,7. E1 pH se puede controlar por la adicidén de un modificador de
pH. En estas formas de realizacidén, un modificador de pH puede
ser un &cido, una base, un buffer, o un material gque reacciona
con otros materiales presentes para servir para elevar o reducir
el pH. En algunas formas de realizacién, se puede usar mas de un
modificador de pH, tal como més de un acidc, méds de una base, uno
0 mas Acidos con una o mas bases, unc o mas dcidos con unoc o MAas
buffer, una o mas bases con uno o mas buffer, o uno o mas &acidos
con una o mas bases con uno o mé&s buffer. Cuando se utilizan méas
de un modificador de pH, estos se pueden afadir en el mismo
momento o en momentos diferentes. En algunas formas de
realizacidén, uno o mas acidos y una o mas bases se pueden
combinar, lo que da origen a un buffer. En algunas formas de
realizacion, los -componentes del medio, tales como una fuente de
carbonc o una fuente de nitrdgeno también puede servir como un
modificador de pH; los componentes del medio adecuados incluyen'
los que tienmen pH alto o bajo o agquellos con capacidad buffer.
Los ejemplos de componentes del medio incluyen polisaééridos
vegetales hidrolizados con acido o base gque tienen acido ¢ base
residual, material de planta tratade por AFEX con amoniaco, &cido

lactico, s6lidos de o licor maceracidédn de maiz residuales.
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{00203] En algunas formas de realizacidn, el modificador de pH se
puede anadir como una parte de los componentes del medio antes de
la inocﬁlacién' ccn el Clostridium phytofermentans. En otras
formas de realizacidn, el modificador de pH también se puede
afladir después de ila inoculacién con el Clostridium
phytofermentans. En algunas formas de realizacidén, se puede
afladir capacidad buffer suficiente a la fermentacidén de semilla
por medio de;varios modificadores de pH y/u otros componentes del
medio y/o metabolitos para proporcionar adecuado control de pH
durante la etapa de fermentacién final. En otros casos, el
modificadecr de pH se puede afiadir solo en la etapa de
fermentacidén final. En aun otros casos, el modificador de pH se
puede afiadir tanto en la etapa de siembra como la etapa final. En
una forma de réalizacién, el pH se controla a lo largo de la
fermentacidn y se ajusta en respuesta a los cambios en la
fermentacidén. En una forma de realizacidn, el modificador de pH
se afiade siempre que el pH de la fermentacidén cambie por un valor
de pH de aproximadamente 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5 o mas en cualguier etapa de ia fermentacidn. En otras formas
de realizacién, el modificador de piH se afade siempre que el
" contenido de alcohol de la fermentacién sea aproximadamente 0,5
g/L, 1,0 g/L, 2,0 g/L, © 5,0 g/L o mas. En algunos casos se puede
utilizar diferentes tipos de modificadores de pH en diferentes
etapas © puntecs de la fermentacidn, tales como un buffer que se
usa en la etapa de siembra, y base y/o &cido arfiadido en el
fermentador final, o un &cido que se usa en un momento y una base
en otro momento.

{00204] En algunas formas de realizacién, se puede utilizar un pH
constante en toda la fermentacién. En algunas formas de
realizacidén, puede ser ventajoso comenzar la fermentacién a un
pH, vy luego reducir el pH durante el curso de la fermentacién. En
formas de realizacidn en que.se reduce el pH, el pH se. puede
reducir de modo escaldnado © un modo mas gradual. Los tiempos
adecuados para reducir el pH incluyen durante una fase de reposo
de crecimiente celular, durante una fase exponencial de
crecimiento celular, durante una fase estacionaria del

crecimiento c¢elular, durante una fase de muerte del crecimiento
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celular, o antes o durante los periodos de proliferacidn celular.
En algunas formas de realizacién el pH se puede reducir durante
mas de un fase de crecimiento. Si bien en algunas formas de
realizacidn, el pH se puede reducir de modo escalonado, tales
como en el cambio que se produce durante un pericde de
aproximadamente 10 minutos o© menos, se puede obtener el
crecimiento ventajoso en algunas formas de realizacidédn por la
reduccién del pH mas gradualmente, tal ‘como "un periodo de
aproximadamente 10 minutos a aproximadamente seis horas o mas. En
algunas formas de reaiizacién, el tiempo y/o la cantidad de
reduccién del pH se puede relacionar con 1las condiciones de
crecimiento -dé las <células, tales como en relacidn con el
recuentc celular, el alcohol producido, el alcohol presente, o la
velocidad de preduccién de alcohol. En algunas formas de
realizacién, la reduccién de pH se puede realizar en relacién con
las propiedades fisicas o quimicas de la fermentacién, tales como
viscosidad, composicidn del nedio, produccidn del gas,
composicién de gases residuales, etc.

[00205) Los ejemplos no limitantes de buffer adecuados incluyen_
sales de écido. fosférico, «que incluyen sales monobésicas,
dibasicas, y tribdsicas, mezclas de estas sales y mezclas con el
acido; sales de acido citrico, que incluyen las diversas formas
basicas, mezclas y mezclas con el &cido; y sales de carbonato.
[00206] Los acidos y bases adecuados que se pueden usar como
modificadores de pH incluyen cualquier &cido o base liquido o}
gaseoso que és compatible con el organismo. Los ejemplos incluyen
amoniaco, hidréxido de amonio, &acido sulfiurico, acide lactico,
acido citrico, é&cido fosférico, hidrdéxido de sodic, y HCl. En
algunos casos, la seleccién del acido o base pueden ser influidas
por la compatibilidad del &acido o base con equipamiento usado’
para la,férmentacién. En alguncs casds, se pueden usar tanto la
adicidén de un acido, para reducir el pH o consumir base y una
adicién de base, para elevar el pH o consumir acido, en la misma
fermentacion. .

[00207) Se pueden determinar el tiempo vy la cantidad del
modificador de pH para afiadir a partir de una medicién del pH de

los contenidos del fermentader, tales como por tomar una muestra
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o por sumerglr una sonda de pH, o se puede determinar sobre la
base de olLros parémetros tales como el tiempe de la fermentacidn,
generaciodn de gas, viscosidad, produccidn de alcohol, titulacién,
etc. En algunas formas de realizacién, se puede usar una
combinacidén de estas técnicas.

[00208] En una forma de realizacidén, el pH de la fermentacidn
comienza a un pH neutro y luesgc se reduce a un pH acido cuando se
detecta la produccidén de alcohol. En otra forma de realizacidn,
el pH de la fermentacidn comienza ccn un pH &cido y se mantiene
en un pH acido hasta gque la fermentacidén alcanza una fase de
crecimiento estacionario.

Componente del medic de &cido grasc y condiciones del cultivo

[00209] En otra forma de realizacién, se puede wusar una
combinacién de la adicién de un compuesto gque comprende écidb
éraso al hedio vy la fermentacién a pH reducido. En algunas formas
de realizacidén, -la adicidén de un acido graso, tal COmo  un acido
graso libre Cumple ambas técnicas: afiadir un compuesto de &acido
graso y reducir el bH de la fermentacidén. En otras formas de
realizacidn, se pueden afadir diferentes compuestos para obtener
cada técnica. Por ejemplo, se puede afiadir un aceite vegetal al
medio para aportar el &cido grasc y luego se puede afiadir un
acido mineral o un &cido orgédnico durante la fermentacidén para
reducir el pH a un nivel adecuado, como se describié antes.
Cuando la fermentacién incluye ambas operaciones de pH reducido y
adicidén de compuesto que comprende &cido grasos, los métocdos vy
técnicas descriptos en la presente para cada tipo de operacién
por separado se pueden usar Jjuntas. En zlgunas formas de
realizacién, 1a operacién a pH bajo y la presencia del compuesto
que comprende A4acido grasos sera al mismo tiempo. En algunas
formas de realiiacién, la presencia de compuestc gue comprende
acido grasos precederd la operacién a pH bajo, y en algunas
formas de realizacién cperacidén a pH bajo precederd la adicidén de-
compuesto due comprende acido grascs. En  algunas formas de
realizacidn, la operacién a pH bajo y la presencia del acido
graso seran antes de la inoculacidn con el Clostridium
phytofermentans. En algunas formas de realizacidén, la operacidn a

pH bajo seran antes de la inoculacién con el Clostridium
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phytofermentans y la presencia del acido graso ocurrird después o
durante la inoculacidén con el Clostridium phytofermentans. En
algunas formas de realizacidén, la presencia de A&cidoc graso serd
antes de la inoculacidén con el Clostfidium phytofermentans y la
,operacidn a pH'bajo ocurrird después o durante la inoculacién con
el Clostridium phytofermentans. En otras formas de realizacién,
la operacidn a pH bajo y la presencia del &cido graso sera
después de la inoculacién con el Clostridium phytofermentans. En
algunas formas de realizacidén, la operacién a pH bajo y la
preéencia del acido graso serad en otras etapas de 1la

fermentacioén.

Modificacidén geneética del Clostridium phytofermentans

[00210] En otro aspecto, la invencidn proporciocna composiciones y
métodos para producir un combustible tal como uno © mas
alcoholes, por ejemplo, etanol, por la creacidén y uso de
Clostridium  phytofermentans modificado genéticamente. . Esta
invencion contempla, en particular, la regulacién de las vias
biogquimicas fermentativas, la expresidn de enzimas sacaroliticas,
o aumento de tolerancia de las condiciones ambientales durante la
fermentacidén del Clostridium phytofermentans. En una forma de
‘realizacioén, Clostridium phytofermentans se transforma con
polinucledétidos heterdélogos que codifican unc o mas genes para la
via, enzima, 0o proteinas de interés. En otra forma de
realizacién, Clostridium phytofermentans se transforma para
producir mialtiples copias de uno o mas genes para la via, enzima,
0 proteinas de interés. En una forma de realizacidn, Clostridium
phytofermentans se transformz con polinucledtidos heterdlogos que
codifican uno o© mAs genes que codifican enzimas para la
hidrdlisis y/o fermentacidédn de una hexosa, donde dichos genes se
expresan = en niveles suficientes  para conferir a dicho
transformante de C(lostridium phytofermentans la capacidad de
producir etanoi a concentraciones  aumentadas, niveles de
productividad o rendimientos aumentados en comparacidén con el
Clostridium phytofermentans gque no estd transformado. De tal
modo, se puede obtener un aumentoc de la tasa de produccién de

etanol.
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[00211] En otra forma de realizaciédn, el Clostridium
phytofermentans se transforma con polinucledtidos heterdlogos que
codifica uno o mas genes que codifican enzimas sacaroliticas para
la’ sacarificacién de un polisacarido, donde dichcs genes se
expresan en niveles suficientes para conferir a dicho
transformante de Clostridium phytofermentans la capacidad de

sacarificar un poeolisacarido a mono-, di- o oligosacaridos en

concentraciones aumentadas, tasas de sacarificacidn o}
rendimientos de mono-, di- o© ocligosacaridos en comparacidén con
Clostridium phytofermentans gque no estd transformado. La

produccidén de wuna enzima sacarolitica por el huésped, vy la
posterior liberacién de esta enzima sacarolitica en el, medio,
reduce la cantidad de enzima comercial necesaria para'degradar la
biomasa ¢ ©polisacaridos en monosacaridos y oligosacaridos
fermentables. El ADN sacarolitico puede ser nativo para el
huésped, aunque mas frecuentemente el ADN serd extrafio, es decir,
heterdélogo. Los genes sacaroliticos ventajosos incluyen enzimas
celuloliticas, =ilanoliticas, vy degradadocras de almiddén tales
como celulasas, xilanasas, glucanasas y amilasas. Las enzimas
-sacaroliticas puede ser secretadas al mencs parcialmente por el
huéspéd, o] se pueden acumular en forma sustancialmente
intracelular para la posterior liberacién. En forma ventajosa,
las enzimas acumuladas en forma intracelular gue son
termoestables se pueden 1liberar cuando sea deseado por lisis
inducida por calor. Las combinaciones de enzimas pueden ser
codificadas por ADN heterdlogo, alguna de los cuales se secretan
y algunos de los cuales se acumulan.

{00212]) Se .pueden realizar otras modificaciones paré mejorare la
produccién de etanol de las bacterias recombinantes del 1la
presente invencidn. Por ejemplo, el huésped tampién puede
comprender un segmento de ADN heferélogo adicional, cuyo producto
de expresidén estd involucrade en el transpeorte de mono- y/u
oligosacaridos en el huésped recombinante. Asimismo, los genes
adicionales de la via glicolitica se pueden incorporar en el
huésped. De tal manera, se puede obtener un aumento de la tasa de

produccién de etanol.
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[00213] A fin de aumentar la produccidén de bioccombustibles (por
.ejemplo etanol), se pueden realizar modificaciones en los
reguladores de la transcripcidn, genes para la formacién de
dcidos organicos, genes transportadores de carbohidratos, genes
de la esporulacion, genes que influyen en la
formacidn/regeneracidén de los cofactores enzimaticos, genes gue
influyen en la tolerancia a etancl, genes que influyen en la
tolerancié a .la sal, genes que influyen en la velocidad de
crecimiento, genes que influyen en la tolerancia al oxigeno,
genes dque influyen en la represidn de catabolitos, genes que
influyen en la produccién de hidrégeno, genes que influyen en la
produccién'de metano, genes que influyen en la resistencia a los
metales pesados, genes que influyen en la resistencia a 4cidos o
genes gque influyen en la resistencia a los aldehidos

[00214] Los expertos en la técnica apreciardn gque se pueden
realizar nﬁmerosas modificaciones a los métodos ejemplificados en
la presente. Por ejemplo, se puede utilizar una vwvariedad de
promotores pafa-dirigir la expresidén de los genes heterdlogos en
un midroorganismo huésped Clostridium | phytofermentans. El
profesional experto, gque obtiene un beneficic de la presente
descripcidn, podréd elegir y utilizar facilmente cualquiera de los
diversos promotores disponibles para este fin. De modc similar,
los profesionales expertos, debido a la preferencia habitual,
pueden utilizar un numero de copias de pléasmidos supericr. En
otra forma de realizacidén, los constructos se pueden preparar por
la.integracidn cromosémica de los genes deseados. La integracién
cromosomica de los genes extrafios puede ofrecer varias ventajas
respecto de las construccicnes basadas en plésmidos, esta Gltima
tiene ciertas limitaciones para los procesos comerciales. Los
genes etanologénicos se han integrado en forma cromesdémica en E.
coli B; wver Ohta et al. (1991) Appl. Environ. Microbiol. 57:893-
900. En general esto se logra por la purificacién de uh fragmento
de ADN que contiene (1) los genes deseados corriente arriba de un
gen resistencia a antibidtico y (2) un fragmente de ADN homdélogo
del organismo blanco. Este ADN se puede ligar para formar
circules sin replicones vy wusar para la transformacién. En

consecuencia, el ‘gen de interés se puede introducir en un huésped
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heterdlogo tal como E. coli, y se pueden aislar fragmentos
aleatorios cortos y ligar en el Clostridium phytofermentans para
promover la recombinacién homdloga.

Planta de biocombustible vy proceso de producir biocombustible:

[00215] Produccidn en gran escala de etanol de la biomasa

[00216] "En general, existen d¢s estrategias bésicas para
‘producir etanol de grado combustible a'partir de la biomasa en
gran escala utilizando células microbianas, en especial células
de C. phytofermentans. En el primer método, un  primer
microorganismo hidroliza un material de biomasa gque incluye
carbohidratoé de pesc molecular mds alto a carbohidratos de peso
molecular mas bajo, y luego fermenta los carbohidratos de peso
‘molecular mé&s bajo utilizando células microbianas para producir
etanol. En el segundo método, se fermenta el material de biomasa
mismo sin pretratamiento gquimico y/o enzimadtico. En el primer
método, la hidrdélisis se puede lograr por medio de &acidos, por
ejemplo, acides Bronsted (por ejemplo, éacido sulfirico o
clorhidrico), bases, por ejemplo, hidréxide de sodio, proceso
hidrotérmicos, explosién de vapor, procesos de expansidén con
fibra de amoniaco {("AFEX"), procesos de cal, . enzimas, o
combinacién de estas. E1 hidrégeno, vy otros productcs de la
fermentacidén se pueden capturar y purificar, si se desea, o se
descarta, por ejemplo, por combustidén. Por ejemplo, el gas
hidrégeno se puede guemar, o usar como fuente de energia en el
proceso, ,pér ejemplo, para hacer funcionar una caldera, por
ejemplo, por combustién. La hidrélisis y/o el tratamiento de
vapor de la biomasa, por ejemplo, puede aumentar la porosidad y/o
area de superficie de la biomasa, a menudo dejando los materiales
celuldsicos mas expuestos a las células micrcbianas, gue pueden
aumentar la tasa y rendimiento de la fermentacién. La extraccidn
de la lignina, por ejemplo, puede proporcionar un combustible
para hacer funcionar la caldera y también puede, por ejemplo,
aumentar la porosidad y/o é&rea de superficie de la biomasa, a
menudo aumentando la tasa y rendimiento de la fermentacidn. En
general, en cualquiera de las formas de realizacidn gue se
describen mas adelante, la concentracién inicial de ios

carbohidratos en el medio es mayor de 20 mM, por ejemplc, mayor
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de 30 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, © even mayor de
500 mM.

[00217] Planta de ©procesamiento de biomasa y proceso de
producir productos de la biomasa

[00218] En un aspecto, la 1invencidédn describe una planta de
combustible gue incluye una unidad de hidrdélisis configurada para
hidrolizar un material de biomasa gue incluye un carbohidratc de
: pesoAmoleculér alto, y un fermentador configurado para alojar un’
medio con céluias de Clostridium phytofermentans u otro organismo
hidrolizador C5/C6é dispersc en este, y uno o mas sistemas de
recuperacién'.del producto para aislar un producto final o
productos finales y subkproductes y coproductos asociados.

[00219] En otro aspecto, la invencidén describe métodos de de
obtener un producto o productcs gque incluyen combinar células de
Clqstridium.phyfofermentans u otro organismo hidrolizador C5/C6 y
una alimentacidén de biomasa en un medio, y fermentar el material
de biomasa en ias condiciones y durante un tiempo suficiente para
producir un biocombustible, producto quimico © productos finales
fermentativos, por ejemplc, etanol, propancl, hidrdgeno, lignina,
terpenoides, y similares como se describe en el parrafo 0063.
[00220] En otro aspecto, la invencidén describe productos
obtenidos por los procesos descriptos en la pressente. -

Produccion en gran escala de productos guimicos de la biomasa

[00221] En general, existen dos estrategias basicas para
producir productos quimicos a partir de la biomasa en gran escala
utilizando microorganismos tales como Clostridium phytofermentans
u otros organismos que hidrolizan C5/C6. Eh todos los métodos, de
acuerdo con el tipo .de biomasa.y su manifestacidn fisica, uno de
los, procésos puede comprender una molienda del material
carbonaceo, por medio de molienda humeda o seca, para reducir el
tamario del material y aumentar la relacidén de superficie a
volumen (medificacién fisica).

[00222] En un primer métodec, primerc se hidreliza un material
de biomasa gue incluye carbohidratos de peso molecular mds alto a
carbohidratos de pesc melecular mds bajo, se hidroliza para

deslignificarlo o separar los compuestos de carbohidrato de los
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compuestos no carbohidrato. Usando una combinacién de tratamiento
térmico, gquimico, y/0o enzimatico, el material hidrolizado se
puede separar para formar liquido y deshidratar las corrientes,
que se pueden tratar por separado y mantener separadas o
recohbinadas, . ¥ luego fermenta los carbohidratos de peso
molecular mas bajo utilizando células de Clostridium
phytofermentans u otro organismo hidreclizador C5/C6 para preducir
uno o mas productos guimicos. En el‘segundo método, se fermenta
el material de biomasa mismo sin pretratamiento térmico, guimico,

y/0 enzimatico. En el primer método, la hidrélisis se puede

lograr usando acidos (por ejemplo, dcidos sulfurico o
clorhidrico), "~bases (por ejemplo hidréoxido de sodio), procesos
hidretérmicos, procesos de explosidén de fibra de -amoniaco
("AFEX"”), procesos de cal, enzimas, © combinacién de estos. La

hidrélisis y/o tratamiento de vapor de la biomasa, por ejemplo,
pueden aumentar la porosidad y/o 4&rea de superficie de la
biomasa, a menudo dejando los materiales celuldsicos mas
expuestos a cuélquier organismo hidrolizante de C5/C6, tal como,
Clostridium phytofermentans, gue puede aumentar la tasa vy
rendimiento de la fermentacién. La hidrélisis y/o tratamiento de
vapor de la biomasa, por ejemplo, puede producir subproductos o
coprdductos que se pueden separar o tratar para aumentar la tasa
y el rendimiento de la fermentacidén, o usar para producir energia
para correr el proceso, © usar como productos c¢con © sin
procesamientc adicional. La extraccién de la lignina, por
ejemplo, puede proporcionar combustible para hacer funcionar la
caldera. Los productos gaseosos (por ejemplo, metano, hidrdgeno o
COz2), liquido (por ejemplo etanol y acido organicos), o sélido
(por ejemplo lignina), de la fermentacidén se pueden capturar vy
purificar o se desechar si se desea, por ejemplo, por combustidn.
Por ejemplo, el gas hidrégeno se puede encender, o usar como
fuente de energia del proceso, por ejemplo, para hacer funcionar
una caldera, por ejemplo, por combustién. Los productos que salen
del fermentadcr se pueden procesar adicionalmente, por ejemplo el
‘etanol se puede transferir a la destilacidén y rectificacidn,
prodﬁciendo una mezcla concentrada de etanol o sé6lidos que se

puede separar para usar para proporcionar energia oo(ﬁiqqg;
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.productos quimicos. Se considera'que 5tros metodos de producir
preductos finales fermentativos o biccombustibles puede
incorporar alguno y todos los procesos descriptos asil como
procesos adicionales o sustitutos gue se pueden desarrollar para
hacer mas eficiente desde el punte de vista econdmicc o mecanico
estos métodos, los cuales se consideran_ incorporados en su
totalidad dentro del alcance de esta invencidén.

[00223] La Fig 8 es un ejemplce de un método para producir
productos quimicos de la biomasa por tratamiento primero de 1la
biomasa con un A4cido a temperatura y presidén elevada en una
unidad de hidroélisis. Primero la biomasa se puede calentar por la
adicidén de agua caliente o vapor. La biomasa se puede acidificar
por burbujeo de didxido de azufre gaseoso a través de la biomasa
que se suspende en agua, o por la adicidén de un acido fuerte, por
ejemplo, 4&cido sulfiarico, clorhidrico, o© nitrico con o sin
precalentamiento/pretratamiento con vapor/adicidn de agua.
Durante la acidificacidn, el pH se mantiene a un nivel bajo, por
ejemplo, por debajo de aproximadamente 5. La temperatura vy
presiodn se.pueden elevar después de la adicién del &cido. Ademas
del acido gque vya estd en la unidad de acidificacién,
opcionalmente se puede afadir una sal metdlica tal como sulfato
ferroso, sulfato férrico, cloruro férrico, sulfato de aluminio,
cloruro de aluminio, sulfato de magnesioc, o mezclas de estos para
ayudar a la hidrdélisis de la biocmasa. La biomasa impregnada con
acide se incorpora en la seccidén de hidrdélisis de la unidad de
pretratamiento. El vapor se inyecta én -la pércién de hidrélisis
de la unidad de pretratamiento para ponerse en contacto directo y
calentar la biomasa a la temperatura deseada. La temperatura de
la biomasa después de la adicidén de vapor es, por ejemplo, entre
aproximadamente 130° C y 220° C. El hidrolizado luego se descarga
en la porcidn del tanque de evaporacidn instantdnea de la unidad
de pretratamiento, y se mantiene en el tanque durante un periodo
de tiempoc para hidrolizar adicicnalmente la biomasa, por ejemplo,
en oligosaciridos y azucares monoméricos. La explosidn de vapor
tambien se puede usar para degradar adicionalmente la biomasa. En
forma alternativa, la biomasa se puede someter a la descarga a

través de un <clerre a presién con cualquier proceso de
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pretratamiento a alta presion. El hidreolizado luegce se descarga

del reactor de pretratamienteo, con o sin adicidén de agua, por
ejemplo, éon concentraciones de sd6lidos entre aproximadamente 15%

y 60%. . -

[00224] Después del pretratamiento, la biomasa se puede
deshidrafar y/o lavar con una cantidad de agua, por ejemplo por
compresién o por centrifugacidén, o por filtracién usando, por
ejemplo -un extractor a contracorriente, prensa de lavado, prensa
de .filtro, filtro de presidén, un extractor de tornillo, o un
extractor por vacio para eliminar el fluido acidificado. EIl
.fluido acidificado, con o sin tratamiento adicional, por ejemplo
adicidn de alcali (por ejemplo cal) y/o amoniaéo (por ejemplo,

fosfaté de amonic), se puede reusar, pbr ejemplo, en la porcidn
de acidificacidén de la unidad de pretratamiento, o afiadir a 1la
ferméntacién, o recolectar para otro uso/tratamiento. Los

productos se pueden derivar del tratamiento del fluido
acidificado, por ejemplo, yeso o fosfato de amonio. Las enzimas o
una mezcla de enzimas se pueden afiadir durante el pretratamiento
para ayudar, por ejemplo endogiucanasas, exoglucanasas,

celobichidrolasas (CBH), beta-gluccsidasas, glicdsido hidrolasas,

glicosiltransférasas, liasas, y. esterases activas contra 1los

componentes de celulosa, hemicelulosas, pectina, y almiddn, en la
hidrélisis de lcs componentes de peso molecular alto.

[00225] El fermentador se alimenta con lé biomasa hidrolizada,

cualguier fraccién ligquida del pretratamiento de la biomasa, un
cultivo de siembra activo de células de Clostridium
phytofermentans, si se desea un microbio de co-fermentacién, por
ejemplo, lefadura o E. coli, y, si se requiere, nutrientes para
promover_el crecimiento del Clostridium phytofermentans u otros

microbios. En forma alternativa, la biomasa o fraccién liquida

pretratada se puede dividir en multiples fermentadores, cada uno.
gue contiene una cepa diferente de Clostridium phytéfermentans
y/u otros microbios y cada uno que opera en condiciones fisicas

especificas. La fermentacidén se deja proceder durante un periodo
de tiempof por ejemplo, entre aproximadamente 15 y 150 horas,

mientras qué se mantiene una temperatura de, por ejemplo, entre

aproximadamente 25° C y 50° C. El1 gas producido durante la
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fermentacidén se extrae del fermentador y se descarga, recolecta o
enciende con © sin procesamiento adicional, por ejemplo el gas
hidrégeno'se puede recolectar y usar como fuente de energia o
purificar como coproducto.

[00226]  Después de la fermentacidn, los contenidos del
fermentador se transfieren para la recuperacidn del producto. Los
preductos se extraen, por ejemplo, el etancl se recupera a través
de la destilacidén y rectificacién.

[00227] Produccidn quimica de la biomasa sin pretratamiento

La Fig. 9 ilustra un método para producir agentes quimicos de la
biomasa por el cargado de biomasa en un vaso de. fermentacidn. La
biomasa se puede dejar remojar durante un pericdo de tiempo, con
o sin adicidén calor, agua, enzimas, o dcido/a&lcali. La presidn en
el recipiente de procesamiento se puede mantener en © por encima
de la presidn atmosférica. Se puede afnadir 4cido o alcali en el
fin del periodo de pretratamiento para la neutralizacidén. Al
final del periodo de pretratamiento, © en el mismo momento que
comienza el pretratamiento, se afaden un cultivo de siembra
activo de células de Clostridium phytofermentans u otro organismo
hidrolizante de C5/C6 vy, si se desea, un microbic de co-
fermentacién, por ejemplo, levaduraé o E.  coli, vy, si requiere,
se afiaden nutrientes para promover el crecimiento de Clostridium
‘phytofermentans u otros microbicos. La fermentacidén se deja
proceder ccocmo se describié anteriormente. Después de 1la
fermentadién, los contenidos del fermentador se transfieren a la
recuperacidén del producto como se describid anteriormente

[00228] Cualgquier combinacidén de los métodos y/0 caracteristicas
de produccién de agentes quimicos se pueden utilizar para obtener
un método de produccién hibrido. En cualguiera de los métodos
descriptos en la presente, los productos se pueden extraer,
anadir o) combinar en cualquier etapa. El Clostridium
phytofermentans se puede usar solo o] sinérgicamente en
combinacién con uno o mas microbiocs diferentes (por ejemplo
levaduras, hongos, u otras bacterias). En algunas formas de
realizacién, se pueden usar méetodos diferentes en una planta

individual para producir diferentes productos finales,
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[00229] En otro aspecto, la invencidén describe una planta de
combustible gque incluye una unidad de hidrélisis configurada para
hidrolizar un material de biomasa gue incluye un carbohidrato de
peso molecular alto, y un fermentador configurado para alojar un
medio y contiene células de Clostridium phytofermentans dispersas
en este. 7
[00230] En otro aspecto, la invencidn describe métodos de obtener
un combustible o combustibles que incluyen combinar células de
Clostridium phytofermentans y un material lignoceluldsico (y/u
otro material de biomasa) en un medio, y fermentar el material
lignocelulédsico en las condiciones y durante un tiempo suficiente
para producir un combustible o combustibles, por ejemplo, etanol,
propanol Y/o hidrdégeno u otro compuesto guimico.
[00231] En élguﬁas formas de realizacidén, la presente invencidn
proporciona un procesc para produclir etancl e hidrégenc de la
biomasa usando el pretratamiento con hidrdlisis &cida. En algunas
formas de realizacién, la presente invencién proporciona un
proceso para producir etanol e hidrdgeno de la biomasa usando
pretratamiento con hidrdélisis enzimatica. Otras formas de
realizacién proporcionan un proceso para producir etanol vy
hidrégeno de la biomasa usando la biomasa gue no se ha pretratado
enzimaticamente. Aun otras formas de realizacidén describen una
proceso para producir etancl y hidrdégeno de la biémasa usando
biomasa que nb'se ha pretratado en forma quimica © enzimatica,
pero opc;onalmente se trata con vapor;
[00232] En otro aspecto, la invencidn describe productos
obtenidos por cualguiera de los procesos descriptos en la
presentef

EJEMPLOS
[00233] Los sigquientes ejemplos sirven para ilustrar ciertas
formas de realizacidn y aspectos preferides y no se interpretan
como una limitacidédn de su alcance.

Ejemplo 1. Comparacién de fermentacidén discontinua y discontinua

alimentada de microbico Q - componentes del medic de alimentacidn

solos

Condiciones experimentales:
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[00234] Tres reactores de tanque agitado (STR), ¢ fermentadores,
se operaron en mode discontinueo alimentade para estudiar la
fermentacién de celobiosa usando microbios Q. Un cuarto STR se.
operé cemo control en modo discontinuo. Todos los STR sea
operados en modo discontinuo alimentado o discontinuo contenian
30 g/L de sustratc de celcobiosa a tiempo cero. Todos los
reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, y fueron

de grado reactivo ¢ mejor.

Preparacidn de indculo:

[00235] Ei cultivo ‘congelade (almacenado a -80°C) -se usd para
crear un 1inodculo gue se propagd en forma anaerdbico a 35°C
durante 48 horas en tubos de 10 mL que contienen 0,3% de
celobiosa junto con 4 g/L de KH;PCq, 8 g/L de XKyHPC,, 1 g/L de
(NH4}2504, 0,6 g/L de cisteina-HCl, 6 g/L Ambrex 695 extracto de
levadura (Sensient, Juneau, WI) en agua DI (volumen de liguido
aproximadamente 10 ml). A partir de este momento, el indéculo se
cultivd a 35°C durante 48 horas en 100 mL de suero usando 2% de
(v/v) tamano de siembra. Los viales de suero contenian 20 g/L de
celobiosa, 1,5 g/L de KH;POs, 2,9 g/L de K;HPO,, 2,1 g/L de urea,-
2 g/L de cisteina-HC1l, 10 g/L de buffer MOPS, 3 g/L de citrato de
sodic, 1 g/L de MgCl;+6H,0, 0,15 g/L de CaClz*2H,0, C,00125 g/L de
FeS04+7H;0 en agua DI. Se examinaron alicuotas de indculos
cultivados bajo un microscopico para determinar contaminacidén
bacteriana y se Eentrifugé a 3000 rpm durante 15 minutcs para
concentrar la biomasa (a aproximadamente 2~-4 ¢g/L de sdlidos
suspendidos totales) para 1la inoculécién del fermentador. Se usd
el mismo procédimiento de preparacidén de indculecs para las
fermentacicnes discontinuas. asi como discontinuas alimentadas.

Fermentacion discontinua (control):

[00236] Se prepard medic que contiene 50 g/L de celobiosa, 1,5
g/L de KHPO,, 2,9 g/L de K»HPOs, 2,1 g/L de urea, 2 g/L de
cisteina-HCl, 10 g/L buffer MOPS, 3 g/L de citrato de sodio, 1
g/L de MgCl,+6H,0, 0,15 g/L de CaClp*2H,0, 0,00125 g/L de
FeS504+7H;0 en agua DI. El pH del medio se ajustd a 7,5 con NaOH 2
N, y se transfirieron 300 ml de medioc a cada fermentadcr de 500
mL. Después de desgasificar el recipiente (600 mbar de vacio

durante al menos 5 minutos con el medio a aproxima?ﬁﬁambgg
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temperatura ‘ambiente, séguido por la purga de nitrégeno del
espacio frontal para elevar la presidén del recipiente de nuevo a
atmecsférica), el recipiente se esterilizd por autoclavado a una
temperatura de 121°C y 15 psi durante 30 minutos. Una vez gue el
recipiente autoclavado se enfrid a temperatura ambiente, se
inoculd con 10% (v/v) de indéculo (volumen de siembra
concentrado/volumen de fermentacidén final) usando una Jeringa
estéril de 60 mL. El caldo se cultivé durante 151 horas a 35°c,
agitacidén a 125 rpm.

[00237]E1 fermentador se muestred cacda dia, y se analizd para
determinar celobiosa, acido lactico, aAcido foérmico, dcido
acético, y etanol usando HPLC equipado con la columna de
exclusién Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) y detector RI. Se usd
H;S04 0,005 N como fase mévil a 0,6 mL/minuto, y la columna se
mantuvo a 55°C.

Fermentacidén discontinua alimentada:

[00238] Se prepard medio que contiene 30 g/l de celobiosa, 1,5
g/L de KHzPOs, 2,9 g/L de K;EPOs, 2,1 g/L de urea, 2 g/L de
cisteina—HCl;_iO g/L de buffer MOPS, 3 g/L de citrato de sodio, 1
g/L de MgCl;*6H;0, 0,15 g/L de CaClp;*2H;0, 0,00125 g/L de
FeS04*7H,0 wn agua DI. El pH del medio se ajustd a 7,5 con NaOH 2
N. Se zafiadid medio (300 mL) a cada uno de los tres recipientes de
_fermentacién de 500 mL. Los fermentadores se deégasificaron de la
misma manera gque en la fermentacidén discontinua, seguido por
autoclavade a 121°C y 15 psi durante 30 minutos. Una vez que los
recipientes auto clavados se enfriaron a temperatura ambiente, se
inocularon - con 10% (v/v) de 1indculos volumen de siembra
concentrado/volumen de fermentacidén final) usando una jeringa
estéril de 60 mL. El caldo se cultivd durante 184 horas a 35°C,-
agitacién a 125 rpm. El1l caldo se suplementd con 25 mL de medio
fresco con 250 g/L de celobioéa junto con 1,5 g/L de KH;PO4, 2,9
g/L de K;HPO4, 2,1 g/L de urea, 2 g/L de cisteina-HCl, 10 g/L de
buffer MOPS, 3 g/L de citratc de sodio, 1 g/L de MgCl,+*6H,C, 0,15
g/L de CaCl;+2H,0, 0,00125 g/L de FeSQ;*7H,0 en agua DI se afadid
a los fermentadores a 24, 48; 12, 96, 120, 144, y 168 horas
después de la inoculacidén del fermentador. El medio suplementario

se ha esterilizado. . 0[10
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E



119.

Control del fermentador

[00239] Los fermentadores se muestrearon cada dia, Y se
analizaron ‘para determinar celobiosa, 4acido léactico, Acido
formico, 4cido acético, y etanol usando un HPLC eéequipado con
columna de exclusidén Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) (Bio-Rad,
Hercules, CA) y detector RI. Se usd H»S0; 0,005 N como fase mdvil
a 0,6 mL/minuto, y la columna se mantuvo a 55°C. |

Resultados:

[00240]Lé Figura 1 muestra la concentracién del sustrato
(celobiosa) y producto (etanol) a lo largo de la corrida de
fermentacidn para el fermentador control, gue se operd en modo
discontinuo. Es evidente a partir de la . figura que la
concentracién de etanol en el calde alcanzd una meseta después de
aproximadamerite 30 horas. Si bien el fermentador control se
mantuvo funcionando durante seis dias, no hubo aumento
considerable en la concentracidén de etanol.

(00241] La Figura 2 muestra el perfil de sustrato (celobiosa) vy
producto (etanol) para los fermeﬁtadores operados en modo
discontinuo alimentado. Lcs valores mostrados son el promedio de
las tres fermentaciones. Como se muestra en la figura la
concentracién de etanol continué aumentandc con la alimentacién
de nutrientes y sustrato fresco. La concentracidédn de etanol
maxima dbtuvo a través de la operacién discontinua alimentada fue
aproximadamente 12 g/L, que es mas del doble del titulo obtenido
en el fermentador control operado de modo discontinuo.

[00242] Ademds del titulo de etanol méas alto, el proceso
discontinuc alimentado ({sustrate de carbono concentracién &
aproximadamente 20-30 g/L) también dio como resultado de mayor
productividad y menor produccidén de &cidos tanto sobre la base de
g/g de azlucar fermentado basis como producido sobre la base de
g/g de etanol, como se muestra en la. Tabla 7. También es
significativo que el medio y las condiciones de fermentacién
particulares wusadas produjeron mayor productividad temprana
(aproximadamente 4 g/L-dia durante la primera parte de la

fermentacién) que ha sido informado para este organismo.

000123



@

120

Tabla 7. Comparacidén de parametros de fermentacidén importante

para los experimentos discontinuo y discontinuo alimentado.

Discontinuo
Parametros Discontinuo, alimentado
Azucar cargado, g 9,00 38,75
Azucar fermentado, ¢ 3,22 19,63
Concentracidn de 4,93 12,29
etanol, g/L ' '
Rendimiento de etanol, 0,46 0,27
g/g de azdacar '
fermentado
"Rendimiento de acides, 0,19. g,02
g/g. de azucar
fermentado
Productividad de 0,78 1,83
etanol, g/L-d

Ejemplo 2. Operacién discontinua alimentada con fuente de carbono

inscluble

[00243] Las fermentaciones disceontinuas 3% discontinuas
alimentadas se realizan usandc una fuente de carbonc insoluble,
tal come celulosa microcristalina. El medio de fermentacién esté
compuesto como en el Ejemple 1, excepto que 1la celulosa
microcristalina se sustituye con celobiosa en el medio de
produccidn final. (La microcelulosa cristalina se sustituye con
celobiosa en una o mas de las otras etapas de fermentacidén o
siembra en vez de o ademas del medio de fermentacién final.) Los
resultados para usar celulosa microcristalina a modo de tendencia
son similares a los que usan celobiosa, con mayor rendimiento Y
productividad de etanol en la operacidén discontinua alimentada
cuando se la ‘compara con la discontinua. De modo similar, la
mayor conversidén de azucar a etanol (g de etanol/g de azlacar
fermentado) y menor conversidn de azucar a acidos (g de acido/g
de azucar fermentado y g de acido/g etanol) se produce en la
operacién - discontinua alimentada cuando se compara con la
operacioén discontinua. Se obtienen resultados similares, a modo

de tendencia, con fuentes de carbonc insclubles més complicadas
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tales como madera molida, materia de planta molida, ¢ madera
molida pretratada o materia de planta molida pretratada y con
materiales celuldsico, lignocelulésico, o hemiceluldsicos o
corrientes de desecho. Sin embargo, las tasas absclutas de
produccién de etanol u otros productos especificos varia de més
alta o mas baja que los resultadcs de celobicsa al menos en parte
por la presencia de nutrientes o agentes inhibitorios adicionales
en el sustrato mas complejo

[00244] Ejemplo 3. Operacidn discontinua alimentada con aumento
celular, .

[00245] Se realiza una fermentacidén discontinua alimentada con la
adicidén de células frescas al caldo durante el curso de la
fermentacién. Un medio de fermentacidén se prepara e inocula como
en el Ejemplo 1. En intervalos de 24 horas, se afiade indculo
fresco (2-3% v/v) la fermentacidédn y se analizan las muestras de
caldo como en el Ejemplo 1. Después de aproximadamente 2-4 dias,
‘se'recolecta el caldo. En la recoleccidn, el contenido de etanol
del caldo es mayor de aproximadamente 6 g/l, lo gue demuestra un
aumentc sustancial respecto de la operacidén discontinua, lo que
también demuestra el aumento de la productividad.

[00246] Se pueden observar resultados. similares con el medio
basado en fuente de carbono inscluble y mas complejo del Ejemplo
2. El1 aumento del caldo de fermentacién con células frescas
.también se usa en situaciones en que estan presentes mayores
concentraciones de sustrato de carbono, tales como hasta
aproximadamente 100 g/L o, en algunos casos, mas alta.

Eigmplo 4. Operacién discontinua alimentada con aumentc celular vy

adicidén de medio combinados.

[00247] También se realiza una fermentacidn discontinua
alimentada con la adicién de c¢élulas frescas y componentes del
medio frescos a caldo durante el curso de la fermentacidn. Se
puede preparar un medio de fermentacidédn e inocular como se
describe en el Ejemplo 1. En intervalos de 24 horas, se anade

indéculo fresco (2-3% v/v) a la fermentacién asi como en el medio

del Ejemplo 1. Las muestras de caldc se analizan comoc en el

Ejemplo 1. Después de aproximadamente 2-4 dias, se recolecta el

caldo. En la recoleccidn, el rendimiento y la productividad del

po0t
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etancl son mayores para la fermentacidn discontinua alimentada
sin aumento celular. De mode similar, se demuestra el aumento la
utilizacidén de carbono (g de etanol/g de azlcar fermentado) y la
reduccidén de la produccidn de acido (g de acido/g etanol y g de
dcido/g de azicar fermentado) en comparacién con el modo
discontinuc alimentado sin aumento celular.

[00248] Se observan resultados similares con los medios basados
en fuente de carbono insoluble y mas complejo del Ejemplo 2.

Ejemplo 5. Fermentacidén discontinua alimentada con extracto de

levadura presente

[00249] Se usaron cuatro reactores de tanque agitado (STR), cada
uno que tiene 300 mL de medio que contiene 25 g/L de celobiosa,
1,5 g/L de KH;PQO;, 2,9 g/L de K;HPO;, 4,6 g/L de sulfatoc de
amonio, 2 g/L de cisteina-HCl, 3 g/L de citrato de scdio, 1 g/L
de MgCl;*6H;0, 0,15 g/L de CaClp*2H,0, 0,00125 g/L de FeSO4+7H20, vy
niveles de extracto de levadura (Bacto,™ Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ} (10, 15, 20 y 30 g/L). El1 analisis del
extracto de levadura Bacto se proporciona en la Tabla 8. Todos
los STR se incubaron a 35°C, 125 rpm y se operaron como
discontinuc alimentado, con celobiosa adicional afiadida (25 ml de
200 g/l de solucidn) cada 24 hr. La produccidén de etanol se
controld en todo el curso de la fermentacidén. La Tabla 9 muestra
las concentraciones de etanocl a partir de estos experimentos.

Tabla 8. Composicidén tipica del extracto de levadura Bacto

(fuente: planilla de datos de Bacto, Becton Dickinson).

Nitrdgeno total 10, 9%

Nitrdgeno amino 6,0%

cenizas 11,2%

pérdida en el secado 3,1%

Andlisis de | Libre (%) Total (%)
amincacido

Alanina 4,4 5,6
Acido aspartico 1,6 5,3
Histidinea 0,6 1,3
Leucina 3,0 4,1
Metionina 0,6 0,8
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Prolina 0,8 2,0

Treonina 1,1 1,86

Tirosina 0,8 1,2

Arginina 1,4 2,6

Cistina 0,2 (destruido por
hidrélisis)

Glicina i,0 3,0

Iscoleucina 1,8 3,0

Lisina 1,9 4,6

Fenilalanina 2,0 2,6

Serina 2,6 1,86

Triptofano 0,5 {destruido por
hidrélisis)

Valina 2,2 3,5

Tabla 9. Concentracién de etanol en g/L en tiempos diferentes y

para cada formulacién de medio.

Tiempo,

horas 10g/L YE 15g/L YE 20g/L YE 30g/L YE

0 0,1234 0,1651 0,1353 0,1389

18 5,1174 6,8853 6,3372 8,1321

45 7,6586 59,2264 9,0582 9,438

76 9,7681 11,654 11,6886 11,4085

100 11,2567 13,0663 13,4312 12,756

124 11,485 11,9113 11,9634 12,1095

148 11,8731 12,4778 11,865 12,0946
[00250] La productividad volumétrica a 18 horas para las
diferentes composiciones del medio fue 2,00, 2,69, 2,48, 3,20 g/L

dia para medio de 10, 15, 20, y 30 g/L de extracto de levadura,
respectivamente.

[00251] Estos resultados muestran aumento del titulo de vy.
productividad total de etanol con cantidades crecientes de

extracto de levadura y demuestran la produccidén de etancl hasta

aproximadamente 15 g/L, y una productividad instantdnea de mas de

000123
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Ejemplc 6. Produccion de etanol por C. phytofermentans con

diferentes suplementos de aceite vegetal

[0051] Se evalud el efecto de la suplementacién con &acido
graso durante la fermentacidén sobre la produccidén de etanol por
el crecimiento de los cultivos de Clostridium phytofermentans
sobre el medio de celobilosa bajc agitacidédn hasta gue se detuvo ia
produccidn de etanol. E1l medio fresco que comprende 10 mL de
indéculeo recién cultivado se combindéd con 2 g/L de un aceite
vegetal. La produccién de etanol se controldé durante 100 horas
adicionales.

Reactivos usados:

[0052] Todos los productos quimicos excepto los aceites
vegetales, fueron al menos de grado reactivo de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). Los aceites vegetales fueron aceites de marca
Great Value, comercializado por Wal-Mart (Bentonville, AR).

Procedimiento de desgasificacidén y esterilizacidn:

[0053] Todos los rectores y viales de suerc usados para 1la
propagacién del inéculo propagacién se desgasificaron al vacio
bajo purga de nitrégeno. Se realizd un minimo de tres ciclos de
desgasificacidn. El recipiente se esterilizd por autoclavado a la
temperatura de 121°C y 15 PSI de presidn durante 30 minutos.

Preparacidn del indculo:

[0054] El cultivo congelado (almacenadoc a -80°C) se propagd a
35°C durante 48 horas en tubos de 10 mL que contienen 0,3% de
celobiosa junto con 1,5 g/L de KHy;PO,, 2,9 g/L de K;HPO,, 4,6 g/L
de sulfato de amonio, 2 g/L de cisteina-HCl, 1 g/L de MgCl,; 6H,0,
0,15 g/L de CaCl, 2H,0, 0,00125 g/L de FeSO4 7H;0 en agua DI. El
pH del medio se ajustd a 7,5 con NaOH 2 N. Después del
autoclavade, los indculos se cultivaron a 35°C durante 24 horas
en 100 mlL de sueroc usando 2% (v/v) de tamafio de siembra. Los
viales de suerc contenian 20 g/L de celobiosa, 1,5 g/L de KH,;POq,
2,9 g/L de KHPO,, 4,6 g/L de sulfato de amonio, 2 g/L de
cisteina-HCl, 3 g/L de citrato de sodio, 1 g/L de MgCl, 6H,0,
0,15 g/L de CaCl, 2H,0, 0,00125 g/L de FeS0O; 7H,O en agua DI. Los
indculos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos para
concentrar las células (2-4 g/L de sélidos suspendidos totales)

antes del uso como indculo para los fermentadores.
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Fermentacidén final -~ Experimento de seleccidédn con diferentes
aceites:
[0055] Cinco reactores de tanque agitado se cargaron con 50 mL

de medio gue contiene 20 g/L de celobiosa, 1,5 g/L de KH,PO4, 2,9
g/L de K;HPOs, 4,6 g/L de sulfato de amonio, 2 g/L de cisteina-
HCl, 3 g/L de citrato de sodio, 1 g/L de MgCl,*6H,0, 0,15 g/L de
CaClz; 2H20, 0,00125 g/L de FeS04°7H0, 6 g/L de extracto de
levadura (Bacto} . Cada reactor se inoculd con células
concentradas de un vial de suero. Los fermentadores se operaron
en modo discontinuo hasta que se detuvo la produccidédn de etanol.
La concentracidén de etanol de cada reactor se muestra en la Tabla
10. La celobiosa residual del medio en este momento fue
aproximadamente 15-20 g/L. Cada reactor luego se suplementd conr
aproximadamente 10 mlL de indculo recién cultivado y 2 g/L de un
aceite vegetal comc se muestra en la Tabla 10. La fermentacidn
continué durante otras 100 horas. Las concentraciones finales de
etanol se muestran en la Tabla 10. Las concentraciones de etanol
a lo largc del pericde después de la suplementacidén se muestran

en la Figura 4 y Tabla 11.

Tabla 10. Concentracioén de etanol de los diferentes reactores

antes de la suplementacidn del medio.

Reactor 1 2 3 4 5
Etancl Maiz Coco Soja Canola Oliva
Concentracidn
antes de la

15,4 14,38 13,7 i6,6 14,4
suplementacidn
del medio
Aceite afadido |2 g/L 2 g/L 2 g/L 2 g/L 2 g/L
Concentracidn
final de | 20,0 15,1 15,5 19,8 18,8
etanol
Tabla 11. Concentracién de etancl versus tiempo. _ 00[}131

Concentracidn de etanol (g/L de)
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Tiempo ST ST ST ST ST
de 163, 16B, 16C, 16D, 16E,

corrida Aceite Aceite Aceite Aceite Aceite

(hr) de de de de de
maiz coco soja canola oliva

0 15,4 14,8 13,7 16,6 14,4
20 17,8 15,7 15,5 17,5 16,0
45 17,7 15,6 15,9 i8,7 16,3
58 18,0 15,7 15,5 i7,7 le,2
84 18,8 15,5 15,7 18,3 16,6
104,5 20,0 15,1 15,5 19,8 18,8

Resultados

[0056] La adicidédn de aceite de maiz, soja, canola, coco y aceite
de oliva a las fermentaciones dio como resultado la produccidn
adicional de etanol. Ademas, el aumento més grande de etanol
provine de la suplementacidén con aceites ricos en acido oleico
(aceite de oliva, canola, soja y maiz, como se muestra en la
Tabla 14), el contenido de acido lindleico también contribuye a
un aumento del rendimiento.

Ejemplo 7. Produccidn de etancl por Clostridium phytofermentans a

pH reducido.

[0057] Los biorreactores contenian 300 mlL de medio que
contiene 20 g/L de celobiosa, 1,5 g/L de KH;PO,, 2,9 g/L de
K;HPOs, 4,6 g/L de sulfato de amonio, 2 g/L de cisteina-HCl, 3
g/L de citrato de sodio, 1 g/L de MgCl,*6H;0, 0,15 g/L de CaCl,
2H;0, 0,00125 g/L de FeS04+7H;0, 6 g/L de extracto de levadura
(Bactc) . Los fermentadores cperaron en modo discontinuo
alimentado con alimentacidén continua de medic concentrado que
contiene 200 g/L de celobicosa a 1,4 mL/h. Los biorreactores
operaron a pH controlado de 7,5, 7 y 6,5, respectivamente.

[0058] Los fermentadores se controlaron por la concentracidn
de etanol a lo largo de la fermentacidn. Los resultados se
mnuestran en la Tabla 12 y Figura 5. Los resultados muestran gue
las fermentacidén a pH menor de 7,5 produce un aumento de la
concentracidén de etanol y un aumento de la productividad de

etanol.
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Tabla 12. Concentracién de etanol para 1la fermentacién a pH

diferentes

BR1 BR2 BR3
Tiempo, | pH pH
h 7,5 pH 7 6,5
H G,04 0,00 0,17
20,5 2,68 (4,19 4,22
48,5 0,15 9,80 10,7
68,5 9,00 13,0 13,5
92,5 11,9 15,3 15,3
116, 5 11,6 15,14 15,3
144,5 11,5 13,5 16,1
175,85 11,8 15,6 16,4

Ejemplo 8. pH reducido en presencia de aceite de canola.

[0059] Los reactores contenian 300 mL de medio que contiene 50
g/L de celobiosa, 3 g/L de KyHPO4, 1,6 g/L de KH,PO4, 2 g/L de
Citrate trisddico-2H,0, 1,2 g/L de &cido citrico K0, 0,5 g/L de
(NH4) 2504, 1 g/L de NaCl, 0,8 g/L de MgCly*6H;0, 0,1 g/L de
CaCly*2H20, 0,00125 g/L de FeS04+7H»C, 1 g/L de Cisteina HCLl, 10
g/L de extracto de levadura (Bacto), junto con 5 g/L de polvo de
maceracidén de maiz disuelto en agqua DI. Los fermentadores
operaron en mode discontinuo.

[0060] Los fermentadores se controlaron por la concentracién de
etanol. Los resultados se muestran en la Tabla 13. Una mayor
concentracién y produccién de etanol resultd de la operacidén a pH
bajo en presencia de aceite de canola, asi como mejor titulo y
preoductividad para la operacidén a pH 6,5 en comparacidén con la

operacidébn a 7,0 (Figura o).

Tabla 13 Fermentacién a pH variable con aceite de canola -

presente.
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pH

=6,5,

Aceite
Tiempo, | pH de ftiempo,
h =6,5 canola { h pH=7
0 0,18 0,03 0 0,00
20,5 6,07 |6,26 20 4,05
18, 5 18,67 20,02 |44 14, 22
70,5 23,08 | 24,51 68 15,20

Perfil de acidos grasos de varias grasas Yy aceites

comestibles; Valores como porcentaje de acidos grasos totales.

Monoc
insatu Poli
Saturado rado insaturado
Acid
o Acido | Acide
Relaci Laur | Acido Acido Linole | AlLfa
on Acido | ico |Mirist | Acido | estear | Acido ico Linolé
insat/ | capri ico Palmit ico Oleico {w6) nico
Aceite sat cho clz: ico (w3)
© grasa Ccl0:0 0 Cid:0 clé:0 C18:0 cis:1 cl8:2 c18:3
Aceite
de
almendr
as 9,7 - - - 7 2 69 17 -
Sebo
vacuno 0,9 - - 3 24 19 43 3 1
Grasa
de
manteca
(vaca} 0,5 3 3 11 27 - 12 29 2 1
Grasa
de
manteca
{cabra) 0,5 7 3 9 25 12 27 3 1
Grasa
de
manteca 1 2 5 8 25 8 35 9 1gﬂn1

W
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Rceite
de

canola

15,7

62

22

10

Mantec
a de

cacao

0,6

25

38

32

Aceite
de
higado
de

bacalao

17

22

Aceite

de coco

0,1

47

18

Aceite
de
maiz {a
ceite
de

malz)

il

28

58

Aceite
de
semilla
de

algoddn

22

1¢

54

Aceite
de
semilla

de linoc

21

16

53

Aceite
de
pepita

de uva

15

73

Mantec
a
{grasa
de

cerdo)

26

14

44

1C

Aceite
de

cliva

13

71

10

Aceite

de

45

40

10
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palma

Cleina
de

palma 1,3 - - 1 37 4 46 11 -

Aceite
de nuez
de
palma 0,2 4 48 16 8 3 15 2 ~

Bceite

de mani |4 - - |- 11 12 48 32 -

Aceitfe
de
cartamo

* 10,1 - - - 7 2 13 78 -

Aceite
de
sésamo 6,6 - - - S 4 41 45 -

Aceite

de soja 5,7 - - - 11 4 24 54 7

Aceite
de
girasocl

* 7,3 - - - 7 5 i9 68 1

Aceite

de nuez |35,3 - - - 11 is 28 51 5

Ejemplo 10: Modificacidn genética de Clostridium phytofermentans

para aumentar la produccidén de etancl, otros biocombustibles vy

productes guimicos.

f00252] Se construyeron pléasmidos adecuados para usar en C.
phytocfermentans ﬁsando porciones de plésmidos.'obtenidos de
recolecciones de cultivos bacterianos. EL plasmido pimpl es un
plasmido no conyugal que puede replicar en E. coli asi también
como una variedad de especies bacterianas gram positivas vy
codifica para la resistencia a eritromicina. El C.
phytofermentans es altamente sensible a la eritromicina. El1 C.
phytofermentans no puede crecer en concentracicnes de 0,5
microgramos de eritromicina por ml de medio de cultivo de
microbiano. El plésmido RK2 conyugal de amplio espectro de
huésped contiene todos los genes necesarios para un sistema de

conjugacidén bacteriano gue 1incluye: un origen de- replicacién
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especifico para la ADN polimerasa del sistema de conjugacién,
genes de replicacidén de ADN conyugal, y genes gue codifican para
la sintesis de pili ©para permitir el reconocimientc de
poteﬁciales células bacterianas receptoras y actuar comoc el
conducto a través del cual el ADN del plasmide de cadena simple
se transfiere por contacto célula-célula de las células dadoras a
receptoras. El1l origen de transferencia para el sistema conyugal
RK2 se obtuvo del plasmido Prk290 que se obtuvo de la German
Cecllection of Microorganisms y Cell Cultures (DSMZ) como DSM
3928, y las otras funciones de conjugacidén de RK2 se obtuvieron
de Prk22013 gue se obtuvo de DSMZ como DSM 55839. La reaccidn en
cadena de polimerasa se usd para amplificar la regidn de
transferencia del origen del par de bases 112 (oriT) de Prk229%0
usando cebadores que se afiadieron a los sitios’ de restriccién
Clal flanqueantes de la regidén oriT. Este fragmento de ADN se
insertd en el sitio Clal de pIMPl para producif el pléasmido
Pimpt. Se demostré que Pimpt se puede transferir de una cepa de
E. coli a otra cuando Prk2013 también estaba presente para
suministrar otras funciones de conjugacidén. Sin embargo, no se
pudo demostrar que Pimpt se transfiere en forma conyugal - desde

E. coli a C. phytofermentans. Debido a gue el promotor que dirige

la expresidon del gen de resistencia a eritromicina en Pimpt no

pudo funcionar en C. phytofermentans se wusdé la PCR para
amplificar el pfomotor del gen de alcohol deshidrogenasa de C.
phytofermentans 1029 desde el cromosoma de (. phytcfermentans vy
se usdé para reemplazar el promotor del gen de eritromicina en
Pimpt para crear Pimptl029. Cuando pRK2013 también estaba
presente para suministrar otras funcicones de conjugacién,
Pimptl1l029 se pudo transferir en formarconyugal desde E. coli a C.
phytofermentans. La transferencia exitosa del ADN del plésmido en
C. phytofermentans se demostrd en wvirtud de la capacidad del
derivadoc de C. phytofermentans que contiene el Pimptl029 para
crecer en el medic gque contiene hasta 10 microgramos por ml de
eritromicina y por el usc de cebadores de PCR para amplificar
especificamente dos regiones genéticas especificas para

Pimpt1029del derivado de C. phytofermentans pero no de un cultivo

control de C. phytofermentans que no contenia el plasmido. 0(\31:3
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[00253] La transferencia conyugal del Pimptl029% de E. coli a C.
phytofermentans se logra por la censtruccién inicial de una cepa
de E. coli (DH5alfa) gue contiene Pimptl029 y Prk2013. Luego las
células frescas de este cultivo de E. coli y las n células
frescas del cultivo receptor de (. phytofermentans se obtienen
por el cultivo en fase semilogaritmica usando medio de cultivo
apropiado (calde L vy medio QM1l, respectivamente). Los dos
cultivos bacterianos luego se centrifugaron para pfoducir pellets
celulares y los pellets se resuspendieron en el mismo medio para
obtener suspensiones celulares que se concentraron
aproximadamente diez veces y presentaron densidades celulares de
aproximadamente 10'® células por ml. Estas suspensiones celulares
concentradas luego se mezclaron para obtener una relacién dador a
receptor de cinco a uno. Después de esto, la suspensién celular
se sembr¢ en placas de agar QM1 y se incubd en forma anaerdbica a
30 grados centigrados durante 24 horas. Luege la mezcla celular
se retird de la placa QM1 y se colocd en un medio sélido o QML
liquido gque contiene antibidticos elegidos para permitir la
supervivencia de Unicamente las células receptoras de C.
phytofermentans que expresan la resistencia a eritromicina. Esto
se obtuve por el uso de una combinacién de antibiéticos que
consistidé en trimetoprima a 20 microgramos por ml, cicloserina a
250 microgramos por ml, y eritromicina a 10 microgramos por ml.
La E. coli dadora fue incapaz de sobrevivir a la exposicidén a
estas concentraciones de trimetoprima y cicloserina, mientras que
el xreceptor de (. phytofermentans tipo salvaje fue incapaz de
sobrevivir a la exposicidédn a esta concentracidén de eritromicina
{paro pudo tolerar trimetoprima y cicloserina a estas
concentraciones). Por consigulente, después de la incubacién de
estas placas gque contienen antibidtico o medio liguidc durante 5
a 7 dias a 30 grados centigrados en condiciones anaerdbicas, se
obtuvieron los derivados de €. phytofermentans que fueron
resistentes a eritromicina y se mostrd posteriormente que estos
derivados de C. phytofermentans contienen Pimptl029 demostrado.
por analisis de PCR.

[00254] El resultado sorprendente fue gue sclo un derivado

construido especialmente del gen de resistencia a eritromicina
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que contenia el promotor de C. phytofermentans del gen de alcochol
deshidrogenasa podia expresarse funcionalmente en C.
phytofermentans.

[00255] Otros genes de .interés, de (. phytofermentans o de
fuentes heterdlogas se introducirédn en el constructo de Pimpt y
se usan para transformar (. phytofermentans,.y en consecuencia
estos productos génicos Utiles .para aumentar la produccidn de
enzimas sacaroliticas, proteinas de transporte de hexosa, ¥y
metabolismo de hexosa y enzimas usadas en la conversidn de 1los
intermediarios de los intermediarios en productos finales de
alcohol y otros biocombustibles de (. phytefermentans. Un mapa
del plasmido se muestra en la Figura 7.

[00256] Todas las referencias citadas en la presente, gue
incluyen pero sin limitacidén las solicitudes publicadas y no
publicadas, patentes, y bibliografia de referencia, y que también
se incluyen perc sin limitacién en las referencias listadas en el
Apéndice, se incorporan en la presente por referencia en su
totalidad vy por 1la presente forman parte de esta memoria
descriptiva. En la medida que las publicaciones y patentes o
solicitudes de patente incorporadas por referencia contradigan la
descripcién contenida en 1la memoria descriptiva, la memoria
descriptiva estéa aestinada a suplantar y/o tener prioridad scbre
cualquier material contradictorio.

[00257] E1 términc “que comprende” como se usa en la presente es
sinénimo con “que incluyen” “que contiene”, o “caracterizado por”
y es inclusive o abierto y no excluye elementos no. mencionados,
adicionales o etapas del método.

[00258] Todos los numeros que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccidn, vy demds usados en la.
memoria descriptiva se consideran modificados en todos los casos
por el terminc “aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que
se indique lo contrario, los paradmetrcs numéricos expuestos en la
presente son aproximacicones gque pueden variar de acuerdo con las
propiedades deseadas que se desea obtener. Ccmo minimo, y no como
un intento de limitar la solicitud de la doctrina de eguivalentes
del alcance de cualquiera de las reivindicacicnes en cualquier

solicitud que reivindica la prioridad en la presente solicitud,
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cada parametro numérico se debe interpretar a la luz de la
cantidad de digitos significativos vy métodos de redondeo
habituales.

[00259] Si bien las formas de realizacidn preferidas de 1la
presente invencidén se han mostrado y descripto en la presente,
sera obvio para los expertos en la técnica que tales formas de
realizacidén solo se proporcionan a modo de ejemplo. Numerosas
variaciones, cambics y sustituciones se les ocurrirdn a los
expertos en la técnica sin apartarse de la invencidén. Se debe
entender que las diversas alternativas a las formas de
realizacidén de la invencidn descriptas en la presente se pueden
emplear en la practica de 1la -invencién. Se considera que las
siguientes reivindicaciones definen el alcance de la invencidn vy
que los métodos vy estructuras dentro del alcance de estas

reivindicaciones y sus equivalentes estan cubiertas de este modo.

000140



135

REIVINDICACIONES:

1. Un método para producir un producto final
fermentativo que comprende:
cultivar un medic que comprende Clostridium durante un primer
periodo de tiempo en condiciones adecuadas para la produccidn de
un producto final fermentative por dicho;
afiadir uno © mas. nutrientes al medio gue comprende Clostridium
antes de recolectar el productc final fermentativo;

cultivar un medio que comprende Clostridium durante un
segundo periodo de tiempo; y
recolectar un producto final fermentativo del medio.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde
la cepa de Clostridium es Clostridium phytofermentans.

3. El metodo de acuerdo con la reiwvindicacidén 1, donde
el producto final fermentativo es etanol.

4, El método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde
el medic comprende un material celuldsico y/b ligndcelulésico.'

5. El método de acuerdo con la reivindicacidn 4, donde
el material celuldsico o lignocelulédsico no se trata
enzimidticamente con una cantidad suficiente de enzimas -para
convertir mas de 15% del material celulésico o lignocelulédsico en
azlcares simples dentro de 24 horas.

6. Un método e producir un producto final fermentativo
que comprende las etapas de:

. cultivar una cepa de Clostridium phytofefmentans en n
medio;
mantener la concentracién total de compuestos de azucar
en el medic al menos aproximadamente 18 g/L de; y.
recolectar un producto final fermentativo del medio.

7. El método de acuerdo con 1la reivindicacidn 6, donde
mantener la concentracién total de compuestos de azucar comprende
afiadir uno ¢ mas componentes del medio, al mencos uno de los
cuales comprende uno ¢ més compuestos de azicar al medio al menos
una vez durante el cultivo, donde lcs componentes del medic se
afiaden a un recipiente que contiene el cultivo.

8. El método de acuerdo con la reivindicacidn 6, donde

la concentracidén total de compuestos de aziucar en el medio se
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mantiene dentro del rango de de aproximadamente 1 g¢g/L de a
aproximadamente 100 g/L de para una porcién del cultivo.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, donde
la concentracidn total de compuestos de azlcar en el medio varia
en menos de aproximadamente 25% durante el periodo de produccién
del producto final.fermentativo.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, donde
el producto final fermentativo es etanol.

11, El método de acuerdo con la reivindicacién 6, gue
ademas comprende afadir un componente del medic que comprende uno
0 mas materiales que contienen nitrégeno al medio al menos una
vez durante la fermentacidén, y donde el componente del medio se
ariade a un recipiente que contiene el cultivo.

12, El método de acuerdo con la reivindicacidén 11, donde
uno o mas de los compconentes del medico comprende unoc © mas
materiales que contienen nitrégeno.

13. El método de acuerdeo con la reivindicacién 6, donde
el medio comprende un material celuldsico o lignoceluldsico.

14, El método de acuerdo con la reivindicacién 13, donde
el material célulésico o lignocelulédsico no: se trata
enzimaticamente con una cantidad suficiente de enzimas para
convertir mds de 15% del material celuldsicoe o lignocelulésico en
azucares simples dentro de 24 horas.

15. Un método de producir un producto final
fermentativo, el método que comprende las etapas de:

cultivar una cepa de Clostridiuﬁ en un medio; y

afiadir uno o mAs componentes del medio al medioc durante
el cultivo del Clostridium donde unc o mas de los componentes del
medio comprende unc © mas compuestos de aziucar, y el uno o mas
compuestos de aztcar se afaden en relacidn con una cantidad de
azucar convertida por el Clostridium a otros compuestos.

16. El método de acuerdo con la reivindicacién 15, donde
uno o mas de los componentes del medioc comprende una fuente de
nitroégeno.

17. El método de acuerdo con la reivindicacién 16, donde
la fuente de nitrégeno incluye prolina, glicina, histidina, y/o

isoleucina.
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18. El metode de acuerdo con la reivindicacién 15, donde
uno o mas de los componentes del medio comprende un material
celuldésico o lignoceluldsico.

15. El métecdo de acuerdec con la reivindicacién 18, donde
el material celuldsico o lignocelulésico no se trata
enzimaticamente con una cantidad suficiente de enzimas para
convertir mas de 15% del material celuldsico o lignoceluldsico en
aztcares simples dentro de 24 horas.

20. Un metodo de producir un producto final
fermentativo, el método gue comprende:

‘afiadir un primer indculc de una cepa de Clostridium al
medio;

cultivar el Clostridium en condiciones adecuadas para
la produccidén de etanol;

afladir cé&lulas viables adiciocnales de Clostridiﬁm sp.
al medio mas de cinco horas después de anadir el primer indculo
de Clostridium al medio; y

recolectar el producto final fermentativo del medio.

21. El método de acuerdo con la reivindicacidn 20, que
ademas comprende afadir uno o mas componentes del medio al medio
después de afiadir el primer indculc de Clostridium.

22, El método de acuerdo con la reivindicacién 20, donde
una adicidén de los componentes del medio y una adicién de 1las
células viables se produce en forma sucesiva o simulténea.

23. Un métode de producir etanol, el método que
comprende las etapas de:

eliminar una impureza de un material de etanol impuro
para producir un material de etaﬁol purificado, donde el material
- de etanol purificado es més de aproximadamente ‘90% (paseo) de
etanocl, y el material de etanol impuro se deriva de un medio de
fermentacidén obtenido por él cultive de las cé&lulas de
Clostridium phytofermentans en un cultiveo discontinuo alimentado,
y donde la concentracidn de etanol en el medic de fermentacién es
mayor de aproximadamente 7 g/L de. .

24. Un método de producir a producto final fermentativo,
el método que comprende las etapas de: cultivar un medioc gue

comprende una cepa de Clostridium phytofermentans, donde el
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producto final fermentative se produce con una productividad
instantanea de al menos aproximadamente 3 g/L-dia.

25. Un métcdo de producir a producto final fermentative,
que comprende:

proveer un material celuldsico, donde dicho material
celuldésico no ha sido tratado productos quimicos o© enzimas:
suministradas en forma exdgena; combinar el material celulésico
con un microbio en un medio, donde el medio no comprende enzimas
suministradas en forma exdgena; y fermentar el material
celuldsico en condiciones y durante un tiempo suficiente para
producir un producto final fermentativo.

26. Un método de producir un producto final
fermentative, el métode que comprende: fermentar las células de
Clostridium phytofermentans en presencia de un modificador de pH,
donde se produce un producto final fermentativo.

27. El método de acuerdo con la reivindicacion 26, donde
el producto final fermentativo es etanol.

28. El métodoc de acuerdo con la reivindicacién 26, donde
la fermentacién de las <células se produce a un pH, entre
aproximadamente 6,0 a aproximadamente 7,2. |

29. El métodoc de acuerdo cen la reivindicacidn 28, donde
el pH es aproximadamente 6,5.

30. Un método de producir un producto final
fermentativo, el método que comprende: fermentar las células de
una cepa de Clostridium en presencia de un material de acido
graso afiadido, donde se produce un producto final fermentativo.

31. El método de acuerdo con la reivindicacién 30, donde
el material que comprende &cido graso comprende unc o mas de
aceite de maiz, aceite de girasocl, aceite de céartamo, aceite de
canola, aceite de soja, o aceite de colza oleaginosa.

32. El método de acuerdo con la reivindicacidén 30, donde
el material que comprende &cido graso comprende un fosfolipido o
a liscfosfolipido.

33. Un medic de fermentacidén, el medio gque comprende
células de Clostridium phytofermentans y un modificador de pH,

donde un produce un producto final fermentativo.
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34. Un medio de fermentacidn, el medio que comprende
‘células de una cepa de Clostridium y un compuesto que contiene
acido gradoc agregado, donde se produce un producto final
fermentativo.

35. Un medio de fermentacidn gque comprende una cepa de
Clostridium phytofermentans, una fueﬁte de nitrdégeno que
comprende prolina, glicina, histidina, y/c 1soleucina, y a
material celuldsico o lignocelulédsico. _

36. Un .métode de producir alcochol, el método que
comprende: fermentar la células de una cepa de Clostridium y la
presencia de un modificador de pH y un material de Acido graso,
donde de produce un producto final fermentativo.

37. Una planta de comkbustible que comprende un
fermentador configurade para alojar un medio y una cepa de
Clostridium phytofermentans, donde dicho fermentador esta
configurado para mantener una cantidad de compuestcs de azicar en
un nivel que varia en menos de aproximadamente 25% durante la
fermentacién.

38. Una planta de combustible que comprende un
fermentador configurado para alojar un medio y una cepa de
Clostridium phytofermentans, dende dicho fermentador esta
configurado para suplementar periddicamente dicho medio con
componentes del medic adicionales o células viables adicionales
de Clostridium phytofermentans.

39, Una planta de . combustible gue comprende un-
fermentador configuradc para aleojar un medio y una cepa de
Clostridium phytofermentans, donde dicho medio comprande un
modificador de pH y un material celulédsico o lignocelulésico.

40. La planta de combustible de acuerdo con la
reivindicacidédn 39, donde dicho medic también comprende un
material de acido graso.

41. Una planta de combustible gue comprende un
fermentador configurado para alojar un medioc vy una cepa de
Clostridium phytofermentans, donde dicho medio comprende una
fuente de nitrogeno que comprende prolina, glicina, histidina,

y/0o 1lscleucina, y un material celulésico o lignocelulésice.
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42. - Una planta de combustible que comprende un
fermentador configurado para alojar un medioc y una cepa de
Clostridium phytofermentans, donde dicho medio comprende un
material de acido graso Y un matefial celuldsico o
lignoceluldsico.

43. Un producto final fermentativo producide por 1la
fermentacidon de un material celulédsico o lignoceluldsico con una
cepa de Clostridium phyteofermentans, en un medio-que comprende
una cantidad de compuestos de azlUcar en un nivel que varia en
menos de aproximadamente 25% durante la fermentacién.

44. Un producto final fermentativo oproducido por 1la
fermentacidén de un material celuldsico o lignocelulédsico con una
cepa de Clostridium phytofermentans, en un medio que comprende un
modificador de pH.

45. ‘Un  producto final fermentativoe producido por 1la
fermentacidén de un material celulédsico o lignoceluldsico con una
cepa de Cloétridium phytofermentans, en un medio que comprende un
adcido graso.

46, Un producte final fermentative producido por la
fermentacidén de un material celulédsico o lignocelulésico con una
cepa de Clostridium phytofermentans, en un medio gue comprende
una fuente de nitrégeno gque comprende prolina, glicina,
histidina, y/o isoleucina.

47. El producte final fermentativo de acuerdo con las
reivindicaciones 43-46, donde dicho producto final fermentativo

es etanol.
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