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Produccion biotecnoldgica de alcohol carburante I: obtencién a partir
de diferentes materias primas.
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Resumen

En este trabajo se trata la produccién biotecnolégica de alcohol carburante incluyendo el
analisis de la necesidad de utilizar oxigenantes para la gasolina, el etanol como aditivo
oxigenante, los diversos métodos de produccién de bioetanol a partir de diferentes materias
primas, y las nuevas tendencias para mejorar los procesos de su obtencidén.

, Summary

The present work deals with the biotechnological production of fuel ethanol. It includes the
analysis of the need for utilizing oxygenating additives for gasoline, fuel ethanol as
oxygenating agent, diverse methods for bioethanol production from different feedstocks, and
new trends for improving its production processes.

Resumo

Neste trabalho se trata a produgdo biotecnoldgica de alcool carburante incluindo a andlise da
necessidade de utilizar oxigenantes para a gasolina, o etanol como aditivo oxigenante, os
diversos métodos de produgdo de bioetanol a partir de diferentes matérias primas, e as novas
tendéncias para melhorar os processos de sua obtencgdo.

PALABRAS CLAVE / Aditivos Oxigenantes / Alcohol Carburante / Almidéon / Biomasa
Lignocelulésica / Cafia de Azucar /

Recibido: 25/07/2005. Modificado: 10/10/2005. Aceptado: 11/10/2005.
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menores temperaturas (60-70°C) con glucoamilasa obtenida de Aspergillus niger o de
especies de Rhizopus (Nigamy Singh, 1995), la cual hidroliza las dextrinas hasta glucosa:

{C:H,0:, —— Dextrinas —— nCH,,0,
i lsn glugesmibis

Alrmiddén Glucosa

Para extraer el almidén de los granos de maiz, existen dos tipos de molienda en la industria,
humeda y seca. En la molienda humeda se obtiene del grano, ademas de almidén, fibra,
gluten, germen y aceite, que son subproductos de alto valor. Los rendimientos de EtOH
pueden llegar a 403,1L/ton (Gulati et al., 1996). En la molienda en seco no se fracciona el
grano en sus componentes por lo que todos sus nutrientes entran al proceso y son
concentrados en un subproducto de destilacidon empleado para alimentacién animal llamado
granos secos de destileria (DDG, por sus siglas en inglés), lo que compensa en cierta medida
los costos del proceso (McAloon et al.,, 2000). Cuando los DDG se mezclan con solubles
concentrados provenientes de la evaporacién de las vinazas ligeras se obtienen los granos
secos de destileria con solubles (DDGS; Sanchez y Cardona, 2005). Los rendimientos de
alcohol para la molienda en seco son de 419,4-460,6 L/ton (Gulati et al., 1996).

En Francia, aunque se obtiene alcohol a partir de melazas de remolacha azucarera, también
se produce a partir de trigo alcanzando rendimientos de 0,357L EtOH/kg de trigo mediante el
proceso Biostill (Ehnstroem, 1984). Se ha reportado la produccién de EtOH a partir de otros
vegetales que ofrecen una alta concentracion de almidon como sorgo (du Preez et al., 1985),
papa, papa dulce, yuca (Nigam y Singh, 1995; Hosein y Mellowes, 1989), harina de yuca y
flame (Hosein y Mellowes, 1989). La yuca representa una importante fuente alternativa de
almidén no solo para la produccidén de EtOH sino para la obtencién de jarabes glucosados,
considerando ademds que es uno de los diez cultivos tropicales mds importantes. Se ha
propuesto la hidrélisis de la harina de yuca para obtener soluciones de glucosa mediante un
reactor enzimadtico de membrana de fibra hueca con conversiones de 97,3% (Lépez-Ulibarri y
Hall, 1997). Uno de los cultivos mas perspectivos es el sorgo dulce, el cual produce granos
con altos contenidos de almidén, tallos con altos contenidos de sacarosa y hojas y bagazo
con alto contenido de lignocelulosa. Esta planta se puede cultivar tanto en paises templados
como tropicales, requiere 1/3 del agua necesaria para el cultivo de la cafa de azucar y la
mitad de la cantidad necesaria para el maiz, y es muy resistente a la sequia, a las
inundaciones y a condiciones de salinidad alcalina (Winner Network, 2002; du Preez et al.,
1985).

"Alcoholia: partir de Biomasa Lignocelulésica_~

En el mundo se llevan a cabo gran cantidad de estudios para desarrollar la produccién a gran
escala de alcohol a partir de biomasa lignoceluldésica. Los materiales que mas se han
investigado son madera y residuos forestales, papel reciclado y residuos de la industria
papelera, bagazo de cafia, desechos agricolas (hojas, ramas, hierba, frutas, paja, etc.) asi
como residuos sélidos urbanos. Se ha estimado un valor de 6 para la relacién salida/entrada
de energia en el caso de la produccién de EtOH a partir de biomasa (Berg, 2001), es decir, la
relacién entre la energia liberada durante la combustion de alcohol y la energia necesaria para
su produccién considerando todo el ciclo de vida del producto desde la extraccién de las
materias primas y los insumos requeridos, pasando por su transporte, hasta el proceso de
transformacién hasta bioetanol. Lo anterior hace a esta materia prima muy atractiva, en
especial en paises que no cuentan con la facilidad de producir grandes cantidades de cafia de
azucar. El valor de esta relacidon para el EtOH producido a partir de almidén de maiz es de
1,1-1,2 (Prakash et al., 1998) y a partir de cafia de azlcar es de 8 (Berg, 2001). El principal
reto en la produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica es el pretratamiento e
hidrolisis de la materia prima. El complejo lignocelulésico estd compuesto principalmente de
una matriz de carbohidratos compuesta de celulosa y lignina enlazada por cadenas de
hemicelulosa. El pretratamiento tiene como objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que

www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S03... 7/19
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la celulosa reduzca su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas
adecuada para el posterior ataque enzimdtico. Adicionalmente, la mayor parte de Ia
hemicelulosa se hidroliza durante el pretratamiento y la lignina se libera o puede incluso
descomponerse. En una etapa posterior, la celulosa liberada es sometida a hidrdlisis
enzimatica con celulasas exdgenas, lo cual hace que se obtenga una soluciéon de azlucares
fermentables que contiene principalmente glucosa, asi como pentosas resultantes de la
hidrélisis inicial de la hemicelulosa. Estos azlcares son posteriormente convertidos en EtOH
mediante microorganismos que pueden utilizar uno o varios de los azucares presentes en el
material lignocelulésico pretratado e hidrolizado. Este complejo proceso puede ser
representado por las reacciones

prvfestantismgo
Hemicelalosa —— CH Os + CH 0L + Otros azGeares
Xilosa Glucosa

endoghonnoras ¥
crlehschidralasas 5~_§;!ums§_<i,am

{C%Hm(:}:i} gq — ﬂﬂwﬁ-zz(}w EE— ZHC;'HHOh
(Celulosa Celobiosa Glucosa

CH O + 8 cerevisiae ——» 20,HLOH + 2C0,
Etanol

ICH WO + Pichia stipitis —— SCH.0OH + 3CO,
Etanol

El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrélisis de celulosa aumenten de menos
del 20% de los rendimientos tedricos a valores mayores al 90% (Lynd, 1996). Para el
pretratamiento se han propuesto y desarrollado diferentes métodos, los cuales se relacionan
en la Tabla 1II de acuerdo a la clasificacion de Sun y Cheng (2002). Sin embargo, ninguno de
los métodos de pretratamiento propuestos se puede aplicar en forma genérica a las diferentes
materias primas (Claassen et al., 1999). Esto justifica la realizacidon de anélisis detallados de
estas tecnologias en cada caso en particular. La sintesis de procesos puede aportar las
herramientas necesarias para descartar las opciones con menos perspectivas en forma
preliminar, teniendo en cuenta nuevos procedimientos, esquemas y aiternativas que se
planteen en la etapa de disefo.

) TABLA 11
METODOS DE PRETRATAMIENTO DE LA BIOMASA
LIGNOCELULOSICA PARA LA PRODUCCION
DE BIOETANOL

Métodos Procedimiento/ Observaciones Ejemplos de Referencia
Agentes materiales
pretratados
Preucatamicnlos fsicos

Pulverizado  Reducoidn a astillas. Molinos: vibratorio de Residuox de mode- Sun y Cheng,
mecdnicr  miwracion. molienda. bolas  (tamado  final: oy forestales (px- 2002: Rivers y
0.2-2mm). de cochillay ja, maders dura) Emere. 1988:
o martillo (amano - desechos de maiz, Cadoche v
nal: 3-6mm). bagazo dc cafia. Lopez. 1989
trpothy. alfalfa. Papatheotanous
et al., Y998,
Alvo v
Belkacemi.
1997,

Pirdlisis T=300°C Formacion de sroductos Madera.  slroddn Sen v Chene,
www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S03... 8/19
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voldtiles y carbon. Resi- de desecho.

Explositn
a vapor

Agua
Hgpuidia
caliente

(LHW)

Explosign
de fibra con
AENHACO

{AFEX)

Vapor saturado a
160-260°C, p=0.69-
4.85 MPa por variog
&Luunda;x O MINUECS,
luego descompresisn
hasta presion stmos-
Férica.

Agua calivale
Emuﬁmm T=170-
236°C. 1-4omin.

Duosis 1-Zke de amo-
niacokg da Momasa
seca, 900, 30min.,

www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=503...

duos de la pirdlisis pue-
den someterse a hidrob-
sis  dewda suave (IN
H.80,, T=97C, 25h )
parg  prodecir  80-85%
AR (»50% de glocosal,
Puede realizarse al va-
cfon 400°C, p=1mm Hg.
Uenn {alpoddn de de-
sechal,

Altas  concentraciones
de solidos. Hidrolisis
del B0-100% de 1a he-
micelulosa, destruccidn
de parte de la xilosa
obtenida, formacidn de
inhibideres. se reguie-
re postertor favado con
agua., Al combinarse
con HpSO,, 505 0 C)
mejora la eficiencia de
la posterior  hidrdlisis
enzimftica.  disminu-
vendo inhibidores. Re-
doocitn de lamadio con
menor gasto energético
comparado con pulve-
rizacitn. Ocurre cleria
despolimerizacion de
la celulosa. La lignina
oo se solubiliza o lo
bace muy poco, pero
se redistribaye.

Concentraciones de
sélidos «<20%., Ocurre
cierta  despolimeriza-
cion de la celulosa.
Hidrdlisis  del 80
100% de ta hemicelo-
losa, =>50%  oligd-
mergs. Solabilizacion
parcial de la lignina
(20-50M%). Conversion
durapie la hidrdlisis
de  celulosa  >U80%,
Bajg © nula {orma-
cign de inhibidores.

Se  requiere recupera-
gidn de amonfaco. no
produce inhibidores.
Conversidga  daranie Ia
hidrolisis  de  celulosa
>90% {(bagaro v hierha
de Bermudal Para bio-
masa con alio conleni-
do de ligming no es
myy eficiente (Conver-
160 de celuloss
=50, Oouare  clerta

" despolimerizacidn de la

gelulosa, Hidrolisis det
0-60% de Ia hemiceiu-
losa en dependencia de
la humedsd. mds del
0% oligomeros. Ocu-

Bagazo,  madera
blanda. paja e
arroz, madera de
aspen, maders de
encalipto.

Bagazn de cafia,

Maleriales  herbé-
eeos {paja de trigo
v cehada, cancs arilla
de amroz, desechos
de  mafz.  switch-
erassh. Tesiduns s6-
idos urbanos, pa-
pel periddico, alfl.
fa, astillas de aspen
y hagazs,

- 13
2002 Yu y
Zhang, 2003,

Sun y Cheng.
2062 Kaar e
al.. 1998;
Mioninmraman,
1996; De Bari
ef al., 2102
Heutz. er ol
1987;
Sthderstrlim et
af, 2003,
Lynad et af.,
2002,

Lynd, 1996,
l&‘;gm et al,,

20 d et
af., EOU%m

Sun ¥ Cheng,
2062, Dale er
af.. 1996,
Lynd et al..
'}(Rj'}

3 N
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Dosis de 4 kg COyf
kg du fibra. p=5,62
MPa,

Pretratamienics gulimicos

Crranclisis

Hidiolisis
con

acido
diluido

Hidradizis
Gt dcido
conornbrado

Hidriilksis
alcalina

Deslgnili-
Caci
oxidativa

Proceso
organisoly

(hromo, reaccién a
WMPEraturg ¥ pri-
sign gmhientales.,

H, 50, HCL HNO,
al 1-5%. Procesos de
flapr continad para
baja cargs de sdlidog
(5-107% pese sustrain/
peso merchih 4
T=160-200°C; proce-
sos por kotes & alta
carga Jde solidos (140-
400587 a T=120-
GUPC. Presiones
cercanas a 1 MPa.

H;S’()} al 10-30%,
[70-190°C, relacidn
L1 solido-lgudo.
Acido peracttion 21«
61%. sistema tpo 10,

MNaOH diluidn, 24 b,
IO

Perpxidasa ¥y H.O, al
2%, AP, Bh.

Solventes orpdnicds
¢metanol. elanol. ace-
tong, ctilengheol, trig-

www . scielo.org.ve/scielo.php?pid=S03...

fre cierta solubilizacion
de la fgnina (~10-
200%:).

Conversidn a glucosa du-

fante la Bidrobsis de ce-

lalogs »75% (alfulfa). No
forma comnpruesto Inhibi-
ORI,

Degradacion  pringipal-
mente de Jignina. Con-
versidn durante Ta bidrd-
lisis de celolosa: 37%
{aserrfn}. No se forman
inhibidones,

Hidrdlisis del B0-100%
de 1a hemicelulosa, alias
cofrversiones de xilano 4
xilosa. La alta tempern-
tura o5 Favorable pura la
hidrilisis de celulosa. Se
requiere  neutralizar el
pH para la posterior hi-
drdlisis enzimadtica, Ocu-
e cierta despolinweriza-
cibn de Ia celulosa, La
lignina no se solubiliza
o o hace muy pooo.
pero se redisiribuye.

Se requiere la recupera-
cidn del avido. Tempos
de mgidencia  mayores
gue en la hidrdlisis con
arido dilaido.

Remecidn de ligning 24-
5%% pam madera dum
con contenido inicial de
lignina det 2005, dificil
femocion  para  maderas
blandas con contenidos
de lienng=26%. Hidsdli-
sis de »30%: de 1a homi-
celulosa, Sustanciad hin-
chamiento de Iz celulosa,

Comversion  dutaste  Ta
hidrol, de celolosa:

782% (paja de amoz)
67.1% (hagnzo). Conver-
st duranie la hidrol. de
celulosa: proceso comven-

cional,  aprox. 5349
NaOHA+H-0., B[ITOX,

65% {thojus de cafia de
agucar).

Solubilizacidn del 50%
de la lgnina ¥ de casi la
totatidad de 1a hemicelo-
losa. Comversion duranie
la hidedhisis de celolosa:
5% {aserrin).

Rupturs de Ta ligning in-
terior ¥ de las uniones
de _hemicelulosa.

Alfalfa, mezcla de
papel reciclade, ba
wzny de cafa,

Paja de trigo, haga-
0, heno verde, ca-
cahuete, pino, paja
de algoddn v ase-
mrin de dlamo,

Diesechos de maaiz,
bagaze  de  cafia
mudera de  dlame,
swilchgriss,  pajs
de tego, astillas de
Alame,

Bagazor do cafa,
aserein de madera
dura.

Mudera dura, pajas
con bajo contenido
de  ligning (10
184}, desechos de
mafz, bagazo do
cafia, hojas de cafa
de aricar,

Bapazo de cala.

Muadera de dlamno.

gl

Sun v Cheng,
20(’)2%' ¢

Sun y Cheng.
2002,

Sun ¥ Cheng,
0602 Schell er
al.. 2003: Ro-
drizuez-Chong
et afl., 2004;
Esteghiahan of
al., 1997;
Wooley er af.,
1999: Lymd ¢
af,, 2002,

Cuzens v Mi-
Har, 1997;
Teixeira ef al.
16599,

Sun v Cheng.
2002, Rivers v
Emert, 198,
Hari Krishna
et al., 199%8;
Lynd et al.
2002,

Sun ¥ Cheng.
2063,

San y Cheng.
2002; Rerzoug
y Capart,
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para oo inhibir s pro-
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PHIENIES.

Los homgos producen ce-
lelasas, hemicelulasas ¥
enzimas degradadoras de
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peroxidasas.
polifenoloxidasas. lacasas
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comviente o 3% de la
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BICREHO, enirg
ohros} o su meecla
gcon 1% de H.50, o

IS0 Lynd ¢f
af.. 2002,

Paja de trigo. dese- Sun v Cheng,

chis de mafe. 20092;
Tengerdy v
Szakacs, 2003,

Durante el pretratamiento e hidrélisis de la biomasa lignocelulésica se forman, junto con los
azlucares fermentables, gran cantidad de compuestos que pueden inhibir la fermentacion
subsiguiente. Las sustancias inhibitorias se originan como resultado de la hidrélisis de los
diferentes componentes, de los acidos orgdnicos esterificados a la hemicelulosa, y de los
derivados fendlicos solubilizados de la lignina. Asi mismo, los inhibidores se forman a partir de
productos de degradacidén de los azlcares solubles y de la lignina (Lynd, 1996; Palmgvist y
Hahn-H&agerdal, 2000a, b). Por eso, y dependiendo del tipo de pretratamiento e hidrolisis
utilizados, es necesario llevar a cabo la destoxificacion de las corrientes que van a ser
sometidas a fermentacidn. En la Tabla IV se condensan las principales caracteristicas de los
métodos de destoxificacidon mads empleados para la obtencién de bioetanol con base en la

informacién compilada para hidrolizados de madera.

TABLA IV

METODOS DE DESTOXIFICACION DE HIDROLIZADOS

DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA
PARA LA PRODUCCION DE BIOETANOL

o Procedimiento/
Método Agenies Fundamento

Ejemplos

L.os mhibidores
separacicn de voldtiles son ro-
fraceiones vi- movidos del hi-
lanles v no wo- drolizado.
latiles y dilu-

cidn de la frac-

cidn no voladl,

Hvaporacidon

Evaporaciin.

www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S03...

Hidroliz, de sauce: se debe reducir
¢l conenido de deido acdiicn v
compuestos  feaolicos en la frae-
cidn no wolatl: rot-evapiracion;
Hu. S cerevisige.

Hidroliz. de aspen awmento del
rendimiento de slcohol de ¢ 3 93%
del rendim. de la formentacidn de
referencia; m.o. Plehia stipitis, -
mocidn  der dcide  acdtico 4%,
furtural 1005 vanilling 29%.: roto-

EN)
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Solventes orgd-

HICOS.

Neutralizacitn

Destoxificucion
alculing
Gilealintzacion)

Pestoxificacidn
alcaling
coinhinads

btercambig
HGHIRE

CafOH), ¢
Ca(d, pH=6,

luego filtracidn

con omembra-
1as o adsor-
i,

CatOt ),

laeno reajuste
de pH hasta
5.5-0 com
H.50,.

KOH, pH=10,
luggo reajusis
de pH hasta
6.5 con HCL v
adicion de 1%
de sullio de
sordie,

Resinas de
hase déhil
Amberlyst
AZ60. regenera-
das con amo-
miaco (Wooley
ef af., 194993,

www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S03...

Las inhibidores
se transficren a la
fase del solvente
y w06 removidos
cim el extracii

Precipitacién o
remocidn de
COMPUESIos tWni-
£OS.

Precipitacidn de

COMpUEsos toxi-
©05, inestabilidad
de algunos inhi-

bidores a pH al-
DS,

Disminucion de
cetonas vy
akdehidos, remo-
cidn de compues-
s volatiles
cuando se callen-
ta ol mdrolizado
(HPCL

Remocion de -
hibsdores al gue-
dar adzorbidog
electrostatica.
mente § una re-
sina de intercam-
big inioo,

evaporacion.

Hidroliz. de pinabete: dietil &er
{solv) rendimiento  comparable
con la fermentacidn de referen-
cigr om0 8 cerevisioe: extracio
clfren  contiene o acéton.
fdrmics ¥y levulinicor  furfural,
hidroximenl furfural (HMF se-
punda extraceidn del extractny ¢id-
rec ooy solucidn de NaHCG,
newiralizd el efexto inhibitorio de
fas fases resulianies.

Hidroliz. de aspen: acelalo de
etilo {sobe); aumento del rendi-
mignte de aleohot de ¢ 2 93%
del rendim. de 1a Termentaciion de
referencia: mao. Pichie  stipitis;
repanciin de deido acético 56%.,
furfural 100%, vanilling  100%.
dcide hidroxibenzolico 100%.
Hidrehiz. de pino: goetato de etile
{sodvy principales inhihidores en
cb extracto - compuestos fend-
Heos de baio peso molecularn:
e 5 cereviziae.

Hidrediz, dcido de glgoddn de de-
secho  prefratado por pirdlisis
rendimiento de etanol: 8 cerevi-
sice (Ldd plp. Pichie sp. 040 gfp:
diferentes materiades adsarbentes
{Yu y Zhang, 2003).

Hidroliz. dcido de pinabete: wen-
dimicnto comparable con la for-
mentacidn de referencia, reduc-
cion de furlural v HME del 20%.,
Hidroliz, de bagazo dc cafia
predralado por explosidn g vapor:
remocidn de dcido acdico, furfural
y parte de compuestos fondlicos
{Mlartin ef af.. 20023

Hidroliz, doide de glgoddn de de-
seclr predratado por pirolisis: ren-
dimiento de ctanol: 8 cervvisioe
.40 gfe, Pichia sp. 037 ofg; dife-
reptes materales adsorbentes dos-
puds de alcalinizar (Yo y Zhang,
2003).

Hidroliz. de bagaze de cafia;
m.o. Pichia stipitis.

Hidroliz. dcido de pinaboic: m.o.:
8. cerevisiae,

Hidroliz,  de suueer mao
Escherichia coli recombinanie,

Hidroliz, dcido de pmabew: mao.:
8. cerevisiae; remocitn: de com-
puestos  feadlicos >808.,  deidus
fevulinico, acético y [Grmico casi
1000, fufural y HMY 70%; pér-
didas considerables de  azdcares
fermentables,

Hidroliz, dcido de dlame maos 2
maobgliy recoanibinante; remwxidn: de

12/19



23/05/2011

Desionificacion  Lacass v

enzimdticn peroxidasa
de Trametes
vevsicolon

Pestoxificaciin  Trichoderma

migrohiang FELSEL

Oxidacidn enzi-
fition; 1a lacasa
romueve sclecti-
VRImGHe 108 conm-
puestos lendlicos
de bajs pose mo-
fecular v los der
dog fendlicos, po-
siblemente por
polimenizaciin
oxidmiva.

Degradacidn de
inhibidores por
el hango: remo-
cidn de 4c. acéli-
co. furfucal ¥
deriv, de deido
BenemMo.

Interciencia - <B>Produccién biotecnot...

Setdo acdtico 889, LSO, 1005 -
coperacitn  de aedeares  100%
{(Wooley et al., 1999},

Hidraliz. de sauce: aumenla la
productividad de alcohol de 2a 3
veces en comparacion con hidro-
Hrados no destoxificados; muo.
S. rerevisige.

Hideoliz. de  bagazo de  cails
pretratado por explosion a vepor:
remocidn del &% de lox come
poestos fendlicos (Martin o1 ol
2002y,

Hidrodiz. de sauce pretratado por
gxplosiin & vapor. aumenty la
productividad v of rendimiearo de
alcohol 3 v 4 veces respectiva-
menle en comparacion con hidro-
Hzados no destexificados; m.ou
5 cerevisige.

Ohservacioney: Permentacion de mefercncia se refiere a la realizada en un medio basado
en slucosa v sin inhitidores: mo - mwicroorzanismo wtilizado en la Termentacidn alcobo-
lcu. Adaptada de Palmgvist ¥ Habn-Higerdal. 2000a.

Luego del pretratamiento, la celulosa liberada es degradada hasta glucosa (sacarificacién), lo
cual puede hacerse con acidos o enzimas (celulasas). La mayoria de las celulasas comerciales
son producidas a partir de Trichoderma reesei, del cual se obtiene basicamente una mezcla de
celobiohidrolasas y endoglucanasas (Lynd et al., 2002; Zhang y Lynd, 2004). Las primeras
hidrolizan los enlaces B(1,4) de la cadena de celulosa a partir de los extremos no reductores o
reductores liberando celobiosa o inclusive glucosa, mientras las endoglucanasas rompen estos
mismos enlaces en forma aleatoria dentro de la cadena. Desafortunadamente, las
celobiohidrolasas son inhibidas por la celobiosa, por lo que se agrega p-glucosidasa de otra
fuente para complementar la accién de las celulasas de este hongo. La B-glucosidasa hidroliza
la celobiosa obtenida en dos moléculas de glucosa.

Las etapas de hidrdlisis y fermentacion se pueden realizar en forma secuencial (hidrolisis y
fermentacién separadas, SHF por sus siglas en inglés) o llevando a cabo en una sola unidad la
hidrélisis vy la fermentacion al mismo tiempo (sacarificacion y fermentacién simultdneas; SSF).
El microorganismo mas utilizado para este proceso es S. cerevisiae que fermenta las hexosas
presentes en el hidrolizado mas no las pentosas. La SSF muestra mayores rendimientos de
EtOH y menores consumos energéticos, pero las temperaturas de operacién no son dptimas
para la hidrélisis y se requiere de mayores dosis de enzimas. Wyman et al. (1992) realizaron
una evaluacion de los rendimientos de alcohol a partir de diferentes materiales lignocelulésicos
en procesos de SSF y de SHF por lotes a 379C con diferentes dosis de enzima y tiempos de
proceso de 7-8 dias. La tusa de maiz, los tallos y hojas de maiz, la paja de trigo y el pasto
llorén, en su orden, alcanzaron altas tasas de hidrdlisis y altos rendimientos de EtOH durante
la SSF; los diferentes tipos de madera pretratada estudiados mostraron conversiones similares
de celulosa a EtOH y rendimientos ligeramente inferiores a los desechos de maiz, los cuales
presentaron los mayores valores (92-94%).

South et al. (1993) llevaron a cabo ensayos de SSF en reactores por lotes adicionando
celulasas a mezclas de madera dura y de alamo pretratadas con acido diluido utilizando S.
cerevisiae. La conversion de celulosa alcanzé a los 3 dias valores de 91% y 96% para la
mezcla de madera dura y de alamo, respectivamente. Se estudid también el comportamiento
de un reactor CSTR para la SSF continua de la mezcla de madera dura alcanzando

rarirarcinnoe Aol QRA0/ v ~mAarnc~cantracriarnac Aa E+NU Aa ON €A1 L . FiormnAac Ao rvaridonecia Aa
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2-3 dias. Se ensay6 ademas la conversidon microbiana directa (DMC, por sus siglas en inglés)
de celulosa utilizando C. thermocellum que produce celulasas y a la vez fermenta la glucosa
hasta EtOH obteniendo mayores conversiones para tiempos de residencia de 0,5 dias en
comparacion con la SSF continua.

Se ha explorado la produccién de EtOH a partir de residuos sélidos urbanos (RSU). Se estima
que mas del 70% de los materiales enterrados en los rellenos sanitarios de EEUU son
lignocelulésicos (papel, cartdn, desechos de jardin, entre otros). El proceso de obtencién de
bioetanol a partir de estos residuos por hidrélisis acida ya se ha patentado (Titmas, 1999) y
se ha reportado que la compafila Masada Resource Group planea iniciar antes de 2006 la
operacion de la primera planta productora de EtOH en EEUU a partir de RSU (Ames y Werner,
2003). Otro enfoque comprende la hidrélisis enzimatica del almidén y la celulosa presentes en
forma mayoritaria en los RSU de origen vegetal procedentes de plazas de mercado para su
conversién posterior a EtOH (Cardona et al., 2004), resultando dificil la conversion de la
celulosa mas no la del almidén y verificandose la posibilidad de obtener alcohol a partir de
estos residuos vegetales.

Conclusiones

La posibilidad de obtener una fuente renovable de energia de facil acceso, segura y efectiva
es una de las metas que la humanidad debe alcanzar. El alcohol etilico obtenido por metodos
biotecnoldgicos se constituye en una importante alternativa frente a los combustibles fésiles.
La produccién de EtOH a partir de cafa de azlcar muestra los menores costos de produccion,
seguida por el proceso a partir de almidon de maiz. Finalmente, los costos del EtOH a partir de
biomasa lignocelulésica siguen siendo elevados, razén por la cual no se ha puesto en
funcionamiento hasta el momento una planta comercial que transforme esta materia prima.
Sin embargo, muchos centros de investigacion de diferentes paises estdn adelantando
estudios con miras a disminuir estos costos y llevarlos a niveles rentables para una operacion
industrial. La globalizacién del empleo del bioetanol requiere que la tecnologia de su obtencion
a partir de biomasa sea desarrollada completamente. Esta necesidad de desarrollo es mucho
mas perentoria para aquellos paises que, como los de Europa o Norte América, no poseen las
condiciones agroecoldgicas requeridas para el cultivo de especies ricas en azlcares como la
cafa.

Colombia y otros paises latinoamericanos presentan una situacién privilegiada en este campo,
al exhibir una gran disponibilidad de los tres tipos de materia prima analizados. Aunque la
opcién mas logica es la cafa, se deben considerar los beneficios sociales que pueda tener el
empleo de otros cultivos alternativos como la yuca o el maiz, o inclusive el aprovechamiento
de una gran diversidad de residuos y desechos agricolas tipicos del trépico y de las
actividades agroindustriales.
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LA LEVADURA Y LA PRODUCCION DE CO,
LA LEVADURA:

Recurriendo nuevamente a la etimologia de las palabras, nuestro agente
fermentativo es un microorganismo denominado Saccharomyces, que significa
“hongo del azucar”. Dichos microorganismos son seres unicelulares, pero con una
evolucion apreciable, de manera que les hace estar mas cerca de la escala
evolutiva de los vertebrados que de las bacterias, por lo que tendran un
metabolismo complejo, capaz de generar toda una serie de productos.

Dentro del genero Saccharomyces (que engloba mas de 20 especies), solo
la S. Cerevisiae y la S. Bayanus, son importantes en la fermentacion.

El crecimiento y desarrollo de la levadura, como cualquier microorganismo,
esta condicionado por un n° de factores (sustancias nutritivas, factores de
crecimiento) y condicionantes fisico-quimicos (temperatura, pH, aireacion). Asi
llamamos "factor limitativo" a aquel cuya ausencia o modificacién acarrea la
detencion del crecimiento, evitando la ausencia de estos factores conseguiremos
que todo se desarrolle segun nuestro intereses.

Oftra cosa que hay que tener claro que si colocamos algunas levaduras en
un medio de cultivo (en nuestro caso la solucién de agua y azlcar), estas se
multiplicaran hasta el agotamiento del factor limitante (por ejemplo hasta que se
acabe el azucar) o hasta el momento en que un factor limitativo alcanza un valor
critico (por ejemplo demasiado alcohol).

NECESIDADES DE LA LEVADURA:
- TEMPERATURA:

Las levaduras tienen su optimo de intensidad fermentativa,
aproximadamente a los 35°C, paralizando cualquier actividad a los 45°C.

i - ‘ Genero
| Temperatura de ! Sacch?ar:)nrggces
% fermentacion ! (g
de CO; desprendido en
§ _ { 24 horas)
§ 15°C | 253
| 20°C i 4375
| 20c | 8713
| 30°C [ 88160
! 35°C T 108134
| 39°C | 3,3-15.2

La fermentacion es el doble de rapida a 30°C, que a 20°C, o lo que es lo mismo,
por cada grado que se eleva la temperatura las levaduras transforman el 10% mas
de azucares en el mismo tiempo.

Un mosto de 200 gr./l de azucar, fermentaria en 3 0 4 dias a 30°C, tardaria
15 dias a 20°C, pero semanas a 10°C.

f Experiencia en mosto de uva
;Temperatura f f;ﬁ:rﬁcajggn :gGrado alcohdlico:
,10°c | 8dias | 162

. 15°C | 6dias | 158

| 20°C | 4dias ! 15.2

| 2°C | 3dlas | 145

1



| 30°C | 36horas
| .35°C | 24horas

|
|
|

La mayoria de las Saccharomyces tiene su maximo de desprendimiento
de CO; a 20°C.

La sensibilidad al alcohol por parte de la levadura aumenta con la
temperatura.

ACIDEZ:
Se fermentan mas azucares en un medio neutro que en uno acido.

Para su crecimiento, la levadura tiene un 6ptimo de pH entre 4 y 6. Un pH
alcalino ralentiza el crecimiento de las levaduras.

DOSIFICACION:

En las industrias las dosis de levaduras varian de 150 a 300 gr. de levadura
seca por hectolitro o de 0,3 a 0,5 litros de levadura liquida por hectolitro.

La dosis esta en funcion de la temperatura, duracién de la fermentacién y
densidad del mosto. Es inversamente proporcional a las dos primeras vy
directamente proporcional a la ultima.

© Nacho acuario-disco-web
Ultima actualizacién Diciembre 2000
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i 1 Folios ? ‘ 8 0

:Patente de Invencion ) X Patente de Modelo de Utilidad
: _Via Nacional X :

Via PCT (Fase Nacional) " Capitulo | ~ Capituio i
Fecha de Presentacion Internacional 22/Junio/2001

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo
46 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

‘t Bocumentos estudiados
I \ ‘

I[1)(-3scrlpcnon Folios 40 a 57 22/Noviembre/2007
.‘!chvmdmamones: Folios 58 a 60 22/Noviembre/2007
Dibujos: Folios 241 a 247 22/Noviembre/2007

|
2. Analisis de la Prioridad

‘Se sugiere al solicitante, aclarar si se invoca prioridad de la solicitud BR 0605017-
4 anexa al expediente, dado que en el petitorio dice no estar invocando.

3. Objeto de la invencién

Titulo de la solicitud: “Proceso para la produccion de Etanol a partir de materias
lignoceluldsicas por via enzimatica”

El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de tratar los residuos de
composicién lignoceluldsica, procedentes de las actividades agricolas y agro-
industriales, las cuales representan un grave problema ambiental.

Para resolver este problema tecnico la solicitud en estudio proporciona un
aprovechamiento de las fracciones de polisacaridos, del bagazo de cafa, las
cuales podran ser utilizadas para la obtencidon de Etanol, como combustible o
como aditivo de la gasolina o insumo quimico, sin utilizacidon de altas
cancentraciones enzimaticas y operando en un cuarto periodo de sacarificacion y
fermentacion alcoholica.

E! objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de

Expediente 07 123696  1er Art 45
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Patentes (CIP): C12P 007/006

1.

De la Solicitud de Patente

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

La Reivindicacion 1 no es clara porque

-

La expresion “microorganismo con actividad preparatoria” no especifica el

1 microorganismo que se esta empleando, se sugiere sustituir la expresion por

| sus nombres especificos o por el microorganismo empleado en los ejemplos,

ya que las condiciones del proceso pueden cambiar al emplear cualquier

' microorganismo

- La expresion “durante un tiempo maximo de 30 a 32 h" no es especifica, ya

"~ que no se distingue si se refiere al tiempo empleado en la productividad de

todo el proceso o solo del proceso de fermentacion y ademas no es coherente
con lo establecido en la descripcion,

La Reivindicacidon 3 no es clara porque

3-

No se especifica si la productividad es de todo el proceso o solo del proceso
de fermentacion y ademas no es coherente con o establecido en fa
descripcién

La Reivindicacion 4 no es clara porque

4-

No es claro a que reaccidn se refieren, si se refiere al tiempo que se emplea
en todo el proceso y se debe tener en cuenta que es maximo de 44 horas,
segun lo descrito.

Descripcion (Art 28 D 486)

1- Hacen referencia a enzimas celuldsicas comerciales (GENECOR® GC

220), que es una Marca Registrada y por tanto no definen al producto
porque su composicion puede cambiar con el paso del tiempo aunque
conserve el mismo nombre. Se sugiere aclarar cuales son las

caracteristicas del producto en cuestion,

2- No se especifica cual es la concentracidn del agua levemente acida (HCI)
(folio 65, segundo parrafo), ademas la expresion “levemente” es relativo
por lo cual no permite distinguir la invencion del estado de la técnica. Se
sugiere sustituirlo rango concreto. Por lo tanto la Descripcidon no divulga la
invencion de manera completa para que el experto en la materia pueda
ejecutarla (6 reproducirla) ya que seria necesario hacer una serie de
experimentos para lograr la proceso como se decribe.

Se requiere al Solicitante hacer las aclaraciones necesarias.

2.

Determinacion del Estado de la Técnica

El Estado de la Técnica se determind con base en la Fecha de Presentacion de la
Solicitud de Prioridad: Noviembre 30 de 2006 y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

Expediente 07 123696  1er Art 45
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Produccion biotecnoldgica de
. } . alcohol carburante I obtencion a
D ; Articulo partir de diferentes materias
: primas. o
. Process for the production of |
i 5 ¢ n7 15 organic products from ;
b2 WO 0132715 lignocellulose containing biomass 10/Mayo/2001
sources
| 03 Atticulo lLa levaduray la producc‘on de
! CO2
: ) , _ Two-stage dilute acid B
D4 US 5231017 prenyaroiysis of biomass 30/Junio/1992

1. ltem | Documento Titulo Fecha de Publicacion*
!

Noviembre/2005

Diciembre/2000

D 1httpiiwww scielo.org. ve/scielo. php?pid=50378-184420050011000058&script=sci_arttext
divulga (resumen) La produccion biotecnolégica de alcohol carburante, incluyendo
el andlisis de la necesidad de utilizar oxigenantes para la gasolina, el etanol como
adizivo oxigenante, los diversos métodos de producciéon de bioetanol a partir de
diferentes materias primas, y las nuevas tendencias para mejorar los procesos de
su obtencion.

D2nttp /iworldwide. espacenet. com/publicationDetails/biblio?CC=WORNR=0132715A1&KC=A1&F
T=D&date=20010510&DB=EPODOC&locale=en EP

divulga (pagina 6, renglones 1 — 8) nuevos avances en el procesamiento de
biomasa., proporcionando los procesos y sistemas para el aumento de la
produccion de diversos productos organicos que contienen biomasa de
lig'nooelu!osa. En particular, la presente invencion se integra técnicas de hidrélisis
&eida y alcalina, deslignificacion en los procesos que aumentan la cantidad de
productos, es decir, eficiencia de los materiales de utilizacidon y el rendimiento de
procesamiento de la biomasa lignocelulosa y permitir el desarrollo economico de
produccién de plasticos biodegradables a base de lignina y otros productos
organicos Gtiles.

D3 ~up:/lusuarios.multimania.es/nachodiscosweb/articulo/levadura. htm
Diwulga algunas condiciones necesarias que influyen de manera clara en la
produccion de CO»

D4ritp /iworldwide espacenet.com/publicationDetails/biblio?CC=US&NR=5125977A&KC=A&F T=
D&dae="89206308DB=EPODOC&Iocale=en EP

Divulga (abstract) un proceso en dos etapas de prehidrélisis diluyendo el acido en
la hemicelulosa de la biomasa que contiene xilano: el tratamiento de materia
prima de material que comprende hemicelulosa xilano que es lento hidrolizable y
t)gglano que es rapido hidrolizable bajo condiciones predeterminadas de baja
temperatura con un acido diluido para un tiempo de residencia suficiente para
hidrolizar el xilano rapidamente hidrolizables a xilosa, la eliminacion de dicho
xilosa de xilano réapidamente hidrolizable y dejando un residuo y el tratamiento de
dicho residuo que tiene un xilano hidrolizable lento con un acido diluido bajo
condiciones predeterminadas a alta temperatura durante un tiempo de residencia
requerndo para hidrolizar dicho xilano hidrolizable lento de xilosa.

6 Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
MNovedad (Art 16 D486)

La retvindicacion 1 consiste en un proceso para la produccién de Etanol a partir
de matenas lignoceluldsicas por via enzimatica, como por ejemplo bagazo de

cafa, caracterizado porque comprende las etapas de:
Expediente 07 1236896  Ter Art 45



contiene celulosa y lignina

O T
~

Pre-nidrolisis enzimatica del residuo solido. .
Fermentacion simultanea del medio resultante de la hidrolisis enzimatica,

84

Tratamiento previo de un residuo solido, denominado de celulignina, que

adicionando un microorganismo con actividad preparatoria para la
produccion de Etanol.

d)

Separacidn y destilacién del Etanol obtenido.

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas ,

_ D1 D2 D3 D4
1 esenciales
‘ : El material de
: - Método de : alimentacion a

Procese que
consiste en

- produccion en

donde se han
investigado

partir de la
biomasa puede
ser de cualquier

a)un I materigles como | materia
itratamiento ce | madera y organica, y se Proceso que

; ;;Lm residuo | residuos compone consiste en que ia

fisoldo ! forestales, pape! | generalmente de biomasa (residuos

1 denominaco de | reciclado y material vegetal, . de agricultura,

?"‘dezuiignma : residucs de la | la vegetacion, No se menciona bosques,

1 sometido a - industria | agricultura, vegetales y de
lavados con " papelera, industria o procedimientce de
‘soluciones ¢ bagazo de cafia. | residuos 1 alimentes)
ralealinas i desechos domésticos. :

'(NaOH al 4% 1 agricolas (hojas, | Puede incluir, |

1 piv) ! ramas. hierba, cafia de azulcar,

frutas. paja, (pagina 10,
etc.) asi como lineas 19 a la
23).

{ a celuignira
es sometida a
1 lavados con
SO uciores

L os residuos

. solidos urbanos,

los cuales son
sometidos a una

Deslignificacion
guimica de los
sdlidos
lignocelulosicos.
Se puede
combinar con un
4% base fuerte
(como alcalinos

No se menciona

No se menciona

tiagua acidrificada
hasta legar a !
| un Pr6-7

No se menciona

No se menciona

No se menciona

aicalinas P hidrolisis o disolucion de
ANaQH al 4% i alcalina con la lignina-base)
-pIv) | NaOH a 60°C aunos 210 °C
T i durante unos 4
e | minutos. (pagina
{if] | 14, lineas 6 a la
L | 19)
‘Seguido de la biomasa es
lavados con sometida a una

hidrolisis previa
con acido diluido
(H,S0,)

Luagoe

res cduo solido

se separa dela
fase acuosa por |
fracior en un
reactor Upo
prersa

No se menciona

El producto de
esta etapa se
lava y se
presiona para
separar la
lignina soluble
de fa hgnina
restante de los
solidos de la
celulosa (pagina
15, lineas 8 a 1a

No se menciona

se separa el
solido del liquido
mediante filtracion
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T

E . 19)
! | Los sélidos,

1 aguay

! Luego del productos
b) Pre-hidrolisis ! pretratamento, quimicos
enzimatica del ‘ la celulosa fabricacion de Hidrolisis
residuo solido | liberada es pasta se pasan No se menciona | enzimatica en un
en el reacter ‘ degradada a la hidrolisis reactor Parr
ipo prensa ! hasta glucosa enzimatica.

* (sacarificacion) | (pagina 21,

) | lineas 10 a la

14)

7Ak:hcionando 2
idicho residuo
jsuna carga de
Henzimas. en
1.concentracion
de 20 a 30

[

De.ando
reaccionar por
un perode de 8
‘. ai2n

El biccatalizador
enzima
empleado en el
reactor de la
hidrolisis se
compone de una
combinacién de

i Se adiciona celulasas,
i acidos o hemicelulasas. . Adicionando
i ) 3 No se menciona . .
i enzimas amiiasas y hemiceluiosa
. (celulasas) ligninases, la
carga moderada
| de enzimas se
i encuentra en el
| intervalode 1 a
‘ 35 FPU/g
(pagina 24,
4 lineas 7 a la 15)

No se menciona

No se menciona

No se menciona

El xilano es
hidrolizable de 7 a
9 minutos

¢} Fermentacion
simultanea del
:medio
Hresutante de la
hldrotisis
tlenzimatica.

i
1

Adicionando un
microorganismao
con actividad
preparatoria

Las elapas de
hidrolisis y
" fermentacion se
pueden realizar
flevando a cabo
en una sola
unidad la
; hidrolisis y la
| fermentacién al
. mismo tiempo
" (sacarificacion y
fermentacion
: simultaneas;

El reactor de la
levadura puede
ser operado SSF
(pagina 25,
lineas 2 ala 3)

No se menciona

Fermentacion
simultanea

microorganismo
mas utilizado
para este
proceso es S.

. cerevisiae

de la levadura
Saccharomyces
cervisiae (pagina
25 lineas S5 ala
7)

. SSF) ~
La fermentacion
proceso donde la
glucosa es
El La fermentacion | transformada por

un
microorganismo
en etanol, la
Saccharomyces
Cerevisiae y 1a S
Bayanus. son
importantes en la
fermentacion.

Empieando una
variedad de
levaduras

La temperatura
dei piorreactor

‘en ia franja de

30 & 398°C

. Procesos de
| SSF por lotes es
| a37°C

|

No se menciona

Las levaduras
tienen su éptimo
de intensidad
fermentativa,
aproximadamente

No se menciona

I

{

L
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alos 35°C.
paralizando
cualguier
actividad a los
45°C,

En las industrias
las dosis de
levaduras varian

Concentracion

ﬁg;}jldznzi 6 f No se menciona | No se menciona | de 150 a 300 gr. No se menciona
al de levadura seca
¥ j por hectolitro (1,5
‘ ; a3gr/l)
Durante un . Los tiempos del
{itfernpo maximo ! proceso-son de | No se menciona | No se menciona | No se menciona
,iq’e?:OaS?h, /-8 dias
e

, Separacion y
4 10\ Separacion y | destilacion del

! . Etanol obtenido . .
tcestilacion dei | No se menciona . ) No se menciona No se menciona

'Etanoi obtenido | f&i%g%gz a

K 31)
| -

las caracteristicas esenciales del proceso de la relvmdlcamon 1 no han sido
divulgadas previamente

D1 ensefia como se obtiene el alcohol a partir de biomasa Lignoceluldsica (pagina
7. Alcohola a partir de Biomasa Lignoceluldsica), D2 los procesos y sistemas para
el aumento de la produccion de diversos productos organicos que contienen
momasa de lignocelulosa. En particular, la presente invencidn se integra técnicas
de hidrolisis acida y alcalina, deslignificacién en los procesos que aumentan la
cantidad de productos, es decir, eficiencia de los materiales de utilizacion y el
rendimiento de procesamiento de la biomasa lignocelulosa (pagina 6, renglones 1
~ 8) D3 menciona las condiciones fisico-quimicas que necesita la levadura
(pagina 4 Necesidades de la Levadura), aunque los procesos de los documentos
citados son similares, estos no son especificamente iguales, y D4 menciona un
proceso que consiste en que la biomasa (residuos de agricultura, bosques,
vegetales y de procedimiento de alimentos) (columna 3, lineas 12 a 18) es
s¢metida a una hidrolisis previa con acido sulfarico y el residuo es sometido a una
‘gegunda etapa de hidrélisis enzimatica (columna 3, linea 10 a columna 6. linea
Z1)

F’ﬁ consecuencia, la reivindicacion 1 es nueva, segun lo divulgado en el
xc{ocumentc D1, D2, D3yD4.

Las reivindicaciones dependientes 2 — 9 se considera gue son nuevas.
Nivel Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacién 1 consiste en un proceso para la produccion de Etanol a partir
de materias lignoceluldsicas por via enzimatica, como por ejemplo bagazo de
caha. caracterizado porque comprende las etapas de:
a) Tratamiento previo de un residuo solido, denominado de celulignina, que
contiene celulosa y lignina
b) Pre-hidrolisis enzimatica del residuo soélido.

- ¢) Fermentacion simultanea del medio resultante de la hidrélisis enzimatica,
adicionando un microorganismo con act;vndad preparatoria para la
11 produccion de Etanol,

1 d) Separacion y destilacion del Etanol obtenido.
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Comparacidn de las caracteristicas técnicas esenciales. con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas
esenciales

D1

D2

D3

D4

‘Procesc que
pconsiste en:
}ayun
{itratamiento de
Fiah residuo

- iS_-OfidO

g,d nominado de
feeutigning
'sometido a
‘ldvados con
igbiuciones

it alcalinas
(NaOH al 4%

1 piv)

Método de
produceion en
donde se han
investigado
materiales como
madera y
residuos -
forestales. papel
reciclado y

Fresiduos de la

¢ industria

papelera,

i bagazo de cafa,

desechos

. agricolas (hojas,

. ramas, hierba.

! frutes, paja,

etc.) asi como

El material de
alimentacion a
partir de la
biomasa puede
ser de cualquier
materia
organica. y se
compone

i generalmente de
| material vegetal,

la vegetacion
agricultura,
industria o
residuos
domésticos
Puede incluir,
cafla de azucar.
(pagina 10,
lineas 18 a la
23).

No se menciona

Proceso que
consiste en que la
biomasa (residuos
de agricultura

: bosques.
, vegetales y de

procedimiento de
alimentos)

L.a celulignina
es sometida a
lavados con
soiuciones
alcalinas
{NaOH al 4%
1°4%
.

T

Los residucs
$6lidos urbanos,
los cuales son
sometidos a una
hidrolisis
alcalina con
NaQH a 60°C

Deslignificacion
quimica de los
solidos
lignocelulosicos.
Se puede
combinar con un
4% base fuerte
(como alcalinos
o disolucién de
fa lignina-base)
a unos 210 °C
durante unos 4
minutes. {(pagina
14 iineas 6 ala
15)

No se menciona

No se menciona

Seguido de
|iavados con
flagua acidificada
{ hasta llegar a

No se menciona

Nc se menciona

No se menciona

la biomasa es
sometida a una
hidrélisis previa
con acido diluido

lg - . .
fltracier en un
reactor tnc

prensa

| restante de los

solidos de la
celulcsa (pagina
15, lineas 8 a la

un Ph 6.7 (H,S0,)

f £l producte de

| esta etapa se

lav
| uego e arcii}cl)r?s ara
residuo solido Sc arar I; i
= :) i
sc separade la . p: , | se separa el
; oo o . I lignina soluble , . Vo
fase acucsa por © No se menciona | o No se menciona solido del iguido
i de la lignina

mediante filtracion

tipo prensa

' hasta glucosa
. {sacarificacion)

pasia se pasan
a la hidrolisis
enzimatica

|

|
| 10)
; Luego del Los soélidos,
'b) Pre-hidréiisis | pretratamiento, aguay
.enzimatica del | la celulosa productos Hidrolisis
lresiduo séiido | iiberada es Su'm'?oﬁ ; No se mencicna enzimatica en un
vene reactor ! degradada abricacion de | reactor Parr
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.j iAdicxonando a
jidicho residuo

{pagina 21,
lineas 10 ata
14)

El biocatalizador
enzima
empleado en el
reactor de la
hidrélisis se
compone de una
combinacion de

Hhidrolisis

enzimatica.

i

fermentacion al
mismo tiempe
(sacarificacion y
fermentacion

(pagina 25,
lineas 2 ala 3)

ina carga de Se adiciona celulasas,
juna carg acidos o hemicelulasas, . Adicionando
ignzimas, en . ) No se menciona .
L éhncentracion enzimas amilasas y hemicelulosa
F‘d'el?() ‘a 30 ' (celulasas) ligninases, la
iP'L,)U/ carga moderada
‘ (? 9 de enzimas se |
b encuentra en el t
* intervalo de 1 a
| 35 FPU/g
(pagina 24,
i lineas 7 ala 15)
Deando { El xilano es
reaccionar por . . . o
uenaoenodo 80 g | No se menciona | No se menciona | No se mencicna | hidrolizable de 7 a
5 ;‘ 9 minutos
g2 I
| Las etapas de
2 hidrolisis y
¢ fermentacion se
pueden realizar
¢) Fermentacion | llevando a cabo
g El reactor de la
simJltanea del en una sola
. I levadura puede .,
.Mmedic unidad la . Fermentacion
L o ser operado SSF | No se menciona )
presultante de la | hidrélisis y la simultanea

Ad.c.orardo un
MICrOOrganismo
con actividad
preparatoria

microorganismao

' 'mas utilizado

para este
Proceso es S,
cerevisiae

de la levadura
Saccharomyces
cervisiae (pagina
25. lineas 5 a la
7)

L simultaneas, '
L SSF)
P La fermentacion
proceso donde la
glucosa es
£ La fermentacion | transformada por

un
microorganismo
en etanol, la
Saccharomyces
Cerevisiae y la S
Bayanus. son
importantes en la
fermentacion.

Empleando una
variedad de
levaduras

|:l.a temperatura

sdet biorreactor

fen la franja de
30 2 39°C

S S
Goencertracion
icellarer @
frarade2a6

g/l

Procesos de
SSF por lotes es
a 37°C

No se menciona

l.as levaduras
tienen su optimo
de intensidad
fermentativa,
aproximadamente
a los 35°C,
paralizando
cualquier
actividad a los
45°C.

No se menciona

!
t
i
!
i

i No se menciona

No se menciona

En las industrias
las dosis de

levaduras varian
de 150 a2 300 gr.

No se menciona
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| i de levadura seca
- ! por hectolitro (1,5
adgril

1 DBurante un lLos tiempos del
I:tiempo maximo | proceso son de | No se menciona | No se menciona No se menciona
lide 30a32h. 7 - 8 dias
il Separacion y

cg\ Separacion destilacion del
1 e y Etanol obtenido

! dmmamo“ del No se menciona . No se menciona No se menciona

; ; (pagina 25.
:“L";tano{ nbtenido ; ineas 25 a ia *
i

E 31) !

H

|
I
it
f
I
|

Eldocumento D2, considerado el estad de la técnica mas cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 1, divulga un procesamiento de biomasa,
proporcionando los procesos y sistemas para el aumento de la produccién de
diversos productos organicos que contienen biomasa de lignocelulosa. En
particular, la presente invencion se integra técnicas de hidrélisis acida y alcalina,
deslignificacion en los procesos que aumentan la cantidad de productos, es decir,
eficiencia de los materiales de utilizacion y el rendimiento de procesamiento de la
biomasa lignocelulosa y permitir el desarrollo econdmico de producciéon de
plasticos biodegradables a base de lignina y otros productos organicos Gtiles
(pagina 6, renglones 1 - 8).

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacion 1, y el procedimiento
de D2 consiste en que el residuo sdlido de celulignina es lavado con agua
-acidificada hasta llegar a un pH de 6 — 7, la pre-hidrolisis enzimatica se realiza
i;ciitfjrante un periodo de 8 a 12 h, la temperatura del biorreactor se encuentran a
lifla temperatura en la franja de 30 a 39°C, la concentracion celular en la franja de
| a 6 g/L durante un tiempo maximo de 30 a 32 h.

E”P efecto que logra el incluir que el residuo solido de celulignina es lavado con
dgua acidificada hasta llegar a un pH de 6 ~ 7, la pre-hidrolisis enzimatica se
realiza durante un periodo de 8 a 12 h, la temperatura del biorreactor se
.encuentran a una temperatura en la franja de 30 a 39°C y la concentracion celular
en la franja de 2 a 6 g/L durante un tiempo maximo de 30 a 32 h, es que el
proceso de obtencion de etanol a partir de bagazo de cana, resulta viable
economicamente ya gue reduce el tiempo del proceso de fermentacion a 32 horas

Por lo tanto, el Problema Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion
se puede formular asi: "como hacer que se obtenga Etanol a partir del proceso de
biomasa de lignocelulosa operando a un corto periodo de sacarificacion y
fermentacion alcohdlica’”.

Sin embargo los lavados con agua acidificada se mencionan en D4 (la

biomasa es sometida a una hidrélisis previa con acido diluido (H,SO,)); en
‘ cuento al tiempo de reaccion en la pre-hidrolisis se considera una
it caracteristica de estandarizacion ya que este tiempo es necesario para
B ¥ dejar reaccionar las enzimas; la temperatura del biorreactor que se emplea
i esta establecida en D3 (las levaduras tienen su o6ptimo de intensidad
1] fermentativa, aproximadamente a los 35°C) y en D1 (el procesos de SSF
por lotes es a 37°C); la concentracion celular en la franja de 2 a 6 g/L esta
divulgada en D3 (en las industrias las dosis de levaduras varian de 150 a
300 gr. de levadura seca por hectolitro (1,5 a 3 gr/L)) y el tiempo empleado
en la fermentacion de 30 a 32 horas si pertenece a todo el proceso ya esta
divulgado en D1 (los tiempos del proceso son de 7 — 8 dias).
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De manera que el Estado de la Técnica no sugiere a la persona del oficio
mormalmente versada en la materia la forma en que se resuelve el problema en
Gﬁata reivindicacion. Por lo cual no se considera obvia.

eh;as reivindicaciones dependientes 2 — 9 se consideran inventivas.

C‘bnclu%tor
Ld reivindicacion 1 cumple el requisito de novedad (Art. 18), y con el requisito de
:vel inventivo (Art. 18).

'Apncacién industrial (Art 19 D 486)

Debido a que la invencion se refiere a un proceso para la obtencion de etanol
combustible, utilizando residuos agricolas y agro-industriales de composicién
lignoceluldsica, en particular el bagazo de cafia de azUcar, por lo tanto tiene
aplicacion industrial.

7. Conclusion

‘En cumplimiento del articulo 45 de la Decisién 486 de la Comision de la
(/omumdad Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de
esenta (60) dias contados a partir de la fecha de notificacion de la presente
éomun icacion. En caso de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a
pesar de la respuesta subsistieran los impedimentos para la concesion, se
deneoara la patente.

i l

N@hﬁquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5 2, literal e).
del capitule quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001,

- T —=

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

E

anterior reqyueum:ento fue notificado por fijacién en lista, de fecha

6 SET 201

; EXAMINADOR TECNICO
!‘ Codigo No. 2020 107
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