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ESPECIFICACION DE LA PATENTE DE INVENCION PARA:

"UN PROCESO PARA LA FERMENTACION MICROBIANA DE SUST RATOS
AZUCARADOS Y UTILIZACION DEL HIDROGENO EN ESTADO AT OMICO,

IONICO O GASEOSO EN DICHO PROCESO"

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso bioquimico para aumentar
selectivamente la produccion de alcohol a través de la fermentacion microbiana de

azucares.

En particular, las concentraciones adecuadas de hidrogeno se inoculan en
los microorganismos en el proceso, y esto puede tener lugar en un régimen de
produccion continuo, semi-continuo o por lotes, dicho proceso comprende mosto
azucarado, microorganismos del género hongo o bacteria, con caracteristicas de
ocurrencia natural o especialmente seleccionadas o adaptadas, o caracteristicas
de recombinante, lineas floculantes, en suspension en el mosto en fermentaciéon o

en un lecho inmovilizado y en micronutrientes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los alcoholes son compuestos organicos que tienen el grupo funcional
hidroxilo (-OH) unido a uno o mas atomos de carbono saturado, que contiene uno
0 mas atomos de carbono. El compuesto mas conocido de esta clase es el etanol
o alcohol etilico. Este ultimo se puede encontrar en las bebidas alcohdlicas, en

productos de limpieza, en productos farmacéuticos, tales como solventes quimicos
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y también en su aplicacibn mas voluminosa como combustible para motor de

combustién interna.

Mas de 90% de etanol se produce en todo el mundo por la fermentacion
de azucares procedentes de fuentes directas, tales como la cafa de azucar,
melaza y pulpas de frutas, o se obtiene directamente por hidroélisis del almidon y la
celulosa. En estos grupos amilaceos, feculentos y celulésicos, se destaca una
amplia variedad de granos, como el maiz, la mandioca, otros tubérculos, sorgo,

trigo, cebada, bagazo de cafia de azUcar, papa, suero de leche, etc.

La fabricacion de etanol por fermentacion y destilacion se divide
basicamente en 4 fases: preparacion de la materia prima o de sacarificacion,
licuefaccion, fermentacion y destilacion. Para las producciones de vino y la
cerveza no hay fase de destilacion. La preparacién de la materia prima, tal como
molienda, trituracién y lixiviacibn, comprende hacer pasar la fuente de azucar,
almidon o celulosa a través de los procesadores. En la segunda fase, se obtienen
sustratos diluidos que pueden bien sea ser procesados en la fermentacion o
pasados a través de otro procesamiento intermedio de ruptura de las cadenas
amilaceas o celulésicas en moléculas de azucar por efecto de la hidrdlisis. El jugo

azucarado o mosto obtenido se lleva a la fermentacion.

La fase de fermentacibn comprende la adicibn de microorganismos,
hongos o bacterias, que transforman los azlcares en alcohol por una serie de
reacciones enzimaticas. Después de este proceso, en escalas industriales, que se
caracterizan por periodos de fermentacion, como se muestra en la Tabla 1, se

obtiene el mosto fermentado o vino.
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Tabla 1 - periodos tipicos de los procesos
de fermentaciones alcohdlicas
Vino Semana
Cerveza Semanas
Produccion genérica de Alcohol De 10 horas a unos pocos dias
Alcohol combustible - Brasil De 4 a 12 horas

El vino a continuacion sigue a la cuarta y Ultima etapa, la destilacion
fraccionada, dando lugar al alcohol hidratado o anhidro, dependiendo de las

caracteristicas deseadas y empleadas del proceso de destilacion y deshidratacion.

La etapa que afecta el resultado de la produccion de alcohol mas
directamente y, por lo tanto, una de las méas estudiadas es, la fermentacion,
llamada también fermentacion alcohdlica o etilica, en el caso de la "ruta etilica"
(via etilica), que es el proceso bioquimico de transformacion de azlcares tales
como polisacaridos y monosacaridos tales como triosas, tetrosas, pentosas y
hexosas, entre los que se destacan la sacarosa, glucosa, fructosa y xilosa, en
alcohol. En este proceso, los microorganismos que son responsables de la
conversion de azucares en moléculas de acido piravico o piruvato participan, en
una serie de reacciones enzimaticas intracelulares, generalmente llamada via
glicolitica. Posteriormente, en condiciones anaerobias, tienen lugar otras dos
reacciones enzimaticas, que caracterizan el proceso fermentativo. La primera
reaccion, descarboxilacion del piruvato, se lleva a cabo por la enzima piruvato
descarboxilasa, por medio de la cual el grupo carboxilo se elimina de la molécula
de piruvato, convirtiéndolo a la molécula de acetaldehido, con liberacion de dioxido
de carbono. La segunda reaccion es la reduccion del acetaldehido a etanol,
realizada por la enzima deshidrogenasa alcoholica, completando la reaccion de

fermentacion adecuada.

En general, los procesos de fermentacion se caracterizan porque se

combinan sustratos, tipos y cepas de los microorganismos y las condiciones de
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funcionamiento especialmente adecuadas, con el fin de maximizar el rendimiento
del proceso y las caracteristicas especiales a ser transferidas al mosto en
fermentacion, puesto que este se somete a diversas condiciones, tanto
condiciones de activacion e inhibicion de la fermentacion, con la consiguiente

interferencia en la eficacia y en la calidad del proceso mismo.

RENDIMIENTO DEL PROCESO FERMENTATIVO

Los principales rasgos que caracterizan todas las reacciones,
independientemente que sean quimicas o enzimaticas, son los relacionados con
los factores de conversion, o mas especificamente con las eficiencias o
rendimientos de estas conversiones. Evolucionando desde la concepcion de la
teoria de la generacion espontanea, la fermentacion alcohdlica ha sido objeto de
evaluaciones experimentales y consideraciones tedricas, siendo considerada
como uno de los procesos mas exitosos del arte previo. Junto a la naturaleza
celular de los microorganismos, principalmente de hongos, como organismos
unicelulares eucariotas, como las células de la naturaleza animal, el estudio y la
comprension de este fenbmeno ha sido privilegiado como un medio de acceso
experimental facil, en los procesos respiratorios aerobios y anaerobios, siendo
estas Ultimas conocidas también como la fermentacion alcohdlica y lactica, y

desarrolladas libremente.

En 1810, Louis Joseph Gay-Lussac formuld la ecuacion estequiométrica
qgue relaciona la produccion de etanol y diéxido de carbono de la fermentaciéon

alcohdlica de la glucosa, que se conoce hasta la fecha como:

Glucosa Etanol Di6xido de Carbono
C6H1206 -> 2C2H50H + 2CO2 (ecuacion (1))
1009 51,19 48,89
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En 1863, Louis Pasteur introdujo el concepto y la accion de los
microorganismos responsables de la conversion de la glucosa (monosacarido) a
etanol y dioxido de carbono. Treinta y cuatro afios mas tarde, en 1897, Eduard
Buchner fermenta el azucar en el laboratorio sin el uso de microorganismos Vivos,
introduciendo el concepto de accidon enziméatica del proceso fermentativo, que se

ilustra a continuacion:

Glucosa Microorganismo Etanol Dioxido de carbono

C6H1206 + zimasa > 2C2H50H + 2CO2

La zimasa se refiere a un complejo enzimatico que -cataliza la

fermentacion de azucar en etanol y didxido de carbono.

Por lo tanto, Buchner presenta la hipétesis que las proteinas secretadas
por las células de la levadura en el medio, dan lugar a la fermentacién de azucar.
Mas tarde, se demostré que estas reacciones de fermentacion se llevaron a cabo

dentro de la célula de levadura.

Todo este desarrollo esta de acuerdo con la naturaleza de la eficiencia o
rendimiento de la transformacion de los azucares en alcohol, por la constataciéon
de que, en las condiciones de fermentacién naturales, una molécula de glucosa
podria producir hasta dos moléculas de etanol y dos moléculas de dioxido de
carbono. Esta comprensién es muy conocida como Rendimiento Gay-Lussac (GL),
su valor maximo en la fermentacién de la glucosa es del 51,1% (masa/masa). Las
figuras 1 y 2 ilustran la secuencia de reacciones y el maximo rendimiento masico

en la fermentacién de la glucosa.
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Con el proposito de comparar, las ecuaciones simplificadas para los
rendimientos del proceso de fermentacion de pentosas, hexosas y disacaridos
(sacarosa) se muestran a continuacion. La sacarosa es el azucar disacarido

predominante en la cafia de azucar.

Pentosa: 3 C5H1005 -> C2H50H + 5 CO2

100g 51,19 48,89
Hexosa: C6H1206 > 2 C2H50H +2 CO2
100g 51,19 48,89

Sacarosa: C12H22011 + H20 + invertasa - 4 C2H50H + 4 CO2

100g 53,89 51,49

La invertasa se refiere a una enzima que cataliza la hidrélisis de la
sacarosa en hexosa, fructosa y glucosa, mezcla que también se llama jarabe de

azUcar invertido.

En la industria del alcohol por fermentacién de azucares, la basqueda de
mayores rendimientos del proceso es una constante, que incluira estudios y
experimentos completos y complejos en los dominios fisicoquimicos y biol4gicos.
De una manera general, se puede escribir la ecuacion para el tratamiento
completo del proceso de fermentacién alcohdlica desde el punto de vista del

rendimiento alcohdlico mineral de eficiencia como sigue:

[Azucar] + [Microorganismos] - [Etanol] + [CO2] + [B-productos] +

Energia. En este documento se entiende como rendimiento real maximo el
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cociente entre la concentracion de etanol producido [Etanol] por la concentracion

de azulcar [azucar] consumida en la conversion.

Durante el proceso de fermentacion, diversas naturalezas de
microorganismos pueden contribuir al consumo de azucar, tal como levadura, que
no sea hongos y bacterias. Estos microorganismos consumen el sustrato
azucarado para el crecimiento celular de la especie y también en la produccion de
subproductos tales como acidos y alcoholes superiores, convirtiendo los procesos

parasitarios y causando reducciones en el rendimiento de fermentacion.

En 1937, Firmin Boinot patento en Francia y en 1941 obtiene la patente
U.S. 2.230.318 para un proceso de llevar a cabo fermentaciones alcoholicas
industriales. En los afos treinta este proceso llega a Brasil, lo que contribuye
notablemente al incremento del rendimiento de la fermentacion, que ahora esta
muy extendida en el mundo y conocido por el nombre de proceso Melle-Boinot, y
sobre todo, pero no se aplica exclusivamente a las fermentaciones con levaduras.
Un mérito de este proceso es la reducciéon directa con concurrente de azlcar,
proporcionado por la reutilizacion de los microorganismos y por el tratamiento y
reciclaje del mismo, por separacion centrifuga, seguido de un tratamiento acido
durante periodos de dos a cuatro horas en un medio con pH de 2 a 3, en forma
concentrada, que promueve la reduccién drastica de la poblacion bacteriana.
Después de este tratamiento, la leche de levadura, como la levadura se centrifuga
es llamada, concentrada y tratada, si es devuelta al proceso. Esta operacion
puede provocar un consumo de azucar reducido a menos de 1% (uno por ciento)

del azucar disponible.

El diéxido de carbono como los productos liberados en la descarboxilaciéon

de piruvato se considera como un producto paralelo del proceso fermentativo.
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Ademas de los subproductos resultantes de procesos parasitarios, como
se discutié anteriormente, se generan otros productos durante la fermentacion
alcoholica, tales como: glicerol, acidos organicos (acido succinico, acético,
piravico, y otros) y alcoholes superiores, acetaldehido, acetoina, butilenglicol y
otros compuestos. Se estima que del 3% al 5% (de tres a cinco por ciento) del

azucar disponible en el proceso se consume en estas conversiones.

En términos energéticos, de manera ilustrativa, en condiciones
anaerobicas, las levaduras desvian su metabolismo para la fermentacion
alcohdlica, el etanol y didxido de carbono que son los dos Unicos productos que se

excretan de todo el proceso. Por lo tanto, se deduce que:

C6H1206 + 2 Pi+ 2 ADP - 2 C2H50H + 2 CO2 + 2 H20 + 2 ATP

(AGO = -56 kcal/mol)

Por otro lado, en condiciones aerdbicas, en particular en la fase de
multiplicacion celular, la levadura lleva a cabo la respiracién. A diferencia de la
fermentacién que tiene lugar en su citoplasma, la respiracion, que tiene lugar en
las mitocondrias, conduce a la formacion de una cantidad de ATP (trifosfato de
adenosina) (significa el intercambio energético) diecinueve veces tan grandes

como el obtenido en la fermentacién alcohdlica, como se ilustra a continuacion:

C6H1206 + 6 O2 + 38 Pi + 38 ADP - 6 CO2 + 38 ATP + 6 H20

(AGO = -686 kcal/mol)

Muchas de las acciones todavia se toman durante el proceso de
fermentacién, como las iniciativas para reducir el consumo de azucares en los

procesos parasitarios y subproductos indeseables. El control del pH y de la
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temperatura del mosto en fermentacion, asi como el control de micronutrientes y
contaminantes presentes, son variables que asumen posiciones importantes en el

proceso y pueden estimular o inhibir la dinamica bioquimica.

El pH bajo del medio (pH <4,0), en particular asociado a las altas
temperaturas de operacion (Top> 38°C), demuestra ser el factor de mayor interés
fisioloégico para la levadura obtenido y utilizada en las unidades de produccion
industrial de etanol, cuando se compara con otros inhibidores, tales como sulfito,
acido lactico, grado alcohdlico y altas concentraciones de azucares). El pH 4.5 del
mosto, con temperatura que varia de 20°C a 37°C, permite la proteccion contra los
factores de estrés, y se obtiene una mayor viabilidad de la célula, el brote,
rendimiento alcohdlico, morfologia regular de las levaduras, disminucion de azucar
residual y una menor liberacion de amino acidos en el medio, proporcionando una

mejor eficiencia alcohdlica y la estabilidad del proceso.

En cuanto a la nutricién, la levadura es un microorganismo heterétrofo,
qgue se alimenta por absorcién. Los principales nutrientes, necesarios para el
desarrollo de las levaduras, de modo que tenga lugar una fermentacién
satisfactoria, son: (i) nitrégeno, un elemento de transformacion plastico, importante
para el crecimiento de la levadura; (ii) fosforo, elemento de la translocacion de la
energia - en ausencia de éstos la fermentacion no se llevara a cabo; (iii) potasio,
(iv) magnesio; (v) zinc; (vi) manganeso, todos los cuales son importantes en
reacciones enzimaticas; vitaminas del complejo B, que son aceleradores de
fermentacién, ademas de la presencia de otras sales, tales como cobalto, cobre,

azufre, boro, que se denominan como micronutrientes.

La levadura es también un microorganismo saprofito, que requiere una

fuente elaborada de carbono - glucosa u otro azlcar, que suministra energia
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quimica y el esqueleto carbdnico de sus estructuras celulares, constituido
predominantemente por carbono, oxigeno e hidrégeno. También se requieren

algunas vitaminas, como la tiamina y el acido pantoténico.

En cuanto a la fuente de nitrégeno, la levadura utiliza este elemento en las
formas amoniacal (NH4+), amidico (urea) o aminico (en la forma de aminoacidos),
sin capacidad metabdlica para hacer uso de nitrato y poca o ninguna capacidad

del uso de proteinas del medio.

Puesto que la forma amoniacal es la principal, en su defecto la levadura
busca otras formas, tales como aminoacidos, lo que provoca un incremento en la
produccion de componentes secundarios, tales como alcoholes isoamilico, amilico,
propilico, isopropilico, butilico e isobutilico. El fésforo es absorbido en forma de ion
H2PO4-, la forma predominante a pH 4,5, mientras que el azufre puede ser
asimilado a partir de sulfato, sulfito o tiosulfato. Sin embargo, con el uso del acido
sulfarico en el tratamiento de la levadura, como se presentd anteriormente, o en el
uso de melazas en mostos mezclados, se evita el uso adicional de azufre, el cual
es letal para el microorganismo cuando esta en exceso, puesto que el azufre

presente prueba ser suficiente para el proceso.

Sobre la base de lo anterior y teniendo en cuenta, por ejemplo, el
rendimiento de la fermentacién alcohdlica con sustrato glucosa o con azlcares
directamente fermentables, en el rendimiento mésico GL tedrico maximo de 0,511
m/m, de acuerdo con la ecuacién (1), siendo el 100% el maximo rendimiento
tedrico, el rendimiento del proceso fermentativo real puede alcanzar valores
maximos que van desde 92% hasta 94% y, por otra parte, en los ambientes

productivos mas asépticos y controlados. En unidades de menor control y asepsia,

10
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este valor puede ser inferior a 85%, lo que significa pérdidas considerables en el

proceso productivo.

En este sentido, se busca continuamente todos y cada uno de los
incrementos en  eficiencia, centrandose en controles mejorados |y
operacionalmente adecuados, cepas Yy nhaturalezas de microorganismo,
seleccionados, combinados y modificados, con una productividad mas alta y mas
resistencia de proceso. Los incrementos en el rendimiento fermentativo de 0,1% a
0,5% vya justifican las inversiones considerables, en vista de los altos nameros

relacionados con la produccion alcohdlica en estos medios industriales.

DESARROLLO DEL ARTE PREVIO

Se han desarrollado varios documentos para mejorar el rendimiento de un

proceso para la produccion de etanol, como se ejemplifica en lo sucesivo:

El documento U.S. 4.451.566 describe métodos y aparatos para la
produccion enzimatica de etanol a partir de azlcares fermentables. Una secuencia
de enzimas para la catalisis de la conversion de azucares en etanol se retiene en
una diversidad de zonas de reacciéon. La solucion de azucar fermentable pasa
secuencialmente a través de estas zonas, y el alcohol se recupera en la ultima
zona. A pesar de proporcionar una reaccion mas eficiente que el proceso usual, el
presente documento proporciona una solucion cara, compleja y dificil de

mantener.

La solicitud de patente WO 2007/064546 describe un procedimiento para

mejorar el rendimiento de etanol, disminuyendo el tiempo de fermentacion y la

reduccion de la formacion de subproducto mediante la supervision y el control del

11
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potencial de oxi-reduccion del fermentador. Sin embargo, este proceso requiere
monitoreo especifico y dificil de mantener debido a los altos costos involucrados

que afectan la aplicacion industrial de esta solucion.

El documento de patente WO 2008/024331 describe un método para la
fermentacion magnética que incluye someter un material bioldgico a un campo
magneético estatico para llevar a cabo la fermentacion del material biolégico en un
producto fermentado. La reaccion de fermentacion se puede producir en un medio
alcalino o acido, y el campo magnético puede ser positivo 0 negativo. El presente
documento hace uso del campo magnético estatico para proporcionar un entorno
mas adecuado para la reproduccion celular de los microorganismos. A pesar de
aumentar el numero de microorganismos en la fermentacion alcohdlica,
aumentando asi el rendimiento de la reaccion, este proceso requiere una vigilancia
constante y el control total de la reaccion, que hace que sea excesivamente caro

y, por lo tanto, econdmicamente inviable para aplicaciones industriales.

El arte previo también describe métodos para mejorar la eficiencia de la
captura de carbono, como se describe en la patente U.S. 8.377.665. Este método
comprende la fermentacion bacteriana, utilizando sustratos gaseosos de acuerdo
con la via de Wood-Ljungdahl, que comprende una secuencia de reacciones

enziméaticas que tienen lugar en lineas bacterianas.

Aungue hay muchas referencias bibliograficas que describen procesos
fermentativos para mejorar el rendimiento de la produccién de etanol, el arte
previo no describe especificamente la accion de hidrégeno en un proceso de
fermentacién metabdlico para el propdsito de la produccién selectiva, este proceso

constituye una innovadora y original tecnologia. Ademas, todos los procesos
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desarrollados han buscado el incremento en el rendimiento real hasta el limite

tedrico del rendimiento G-L.

OBJETIVOS DE LA INVENCION

La presente invencion tiene el objetivo de proporcionar un proceso para la
fermentacion microbiana de sustratos azucarados, que comprende la inoculacion
de hidrogeno en los microorganismos del genero hongo o bacteria, con
caracteristicas de ocurrencia natural, o especialmente seleccionados o adaptados,
o de recombinantes, lineas floculantes, o en suspension en el mosto en

fermentacion o en un lecho inmovilizado.

Un segundo objetivo de la invencidn consiste en el uso de hidrégeno en el
estado ionico, atdbmico o gaseoso, o una mezcla de los mismos, para la
inoculacién en los microorganismos del genero hongo o bacteria, con
caracteristicas de ocurrencia natural, o especialmente seleccionados o adaptados,
o de recombinantes, lineas floculantes, o en suspensiéon en el mosto, o en lecho

inmovilizado, para la produccion selectiva de alcohol.

Un tercer objetivo de la invencion consiste en el establecimiento de un
proceso bioquimico innovador para la produccién selectiva de alcohol a través de
la fermentacién de azucares tales como polisacaridos y monosacaridos tales como
triosas, tetrosas, pentosas y hexosas, en el que se destacan la sacarosa, glucosa,
fructosa y xilosa, con una mayor utilizacibn de carbono y el consiguiente
incremento de la produccion selectiva de alcohol, superando el rendimiento tedrico

de GL, y la reduccion en la emisién de diéxido de carbono en la fermentacion.
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Por "estado atomico o i6nico" se entiende en el presente documento el

hidrogeno en la forma atomica (H) o forma ionica (H+).

Por "estado gaseoso" se entiende en este documento el hidrégeno

molecular (H2).

Un cuarto objetivo de la invencidén consiste en el establecimiento de un
proceso eficaz y ambientalmente justificable, con una mayor utilizacion del
carbono en la conversion de azucares en la fermentacion en alcohol, ademas de

reducir la emision de dioxido de carbono en el medio ambiente.

Un quinto objetivo de la invencion consiste en la eliminacion de los limites
de la eficiencia para niveles mas altos, alterando el metabolismo celular de los

microorganismos, sin alterarlos genéticamente.

En virtud de su simplicidad, economicidad y eficiencia, el proceso de la
presente invencidbn se puede aplicar en nuevas unidades industriales de

produccion, o implementado en estructuras y unidades ya instaladas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la fermentacion
microbiana de sustratos azucarados, que comprende la inoculacion de hidrégeno
en los microorganismos del género hongo o bacteria presente en suspension en el
mosto en fermentacion o en lecho inmovilizado, dicho mosto en fermentacién o

lecho inmovilizado contiene sustratos azucarados y micronutrientes.
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La inoculacion de hidrégeno en estado atomico, iGnico o gaseoso en los
microorganismos presentes en la fermentacion se lleva a cabo por medio de al
menos dos electrodos aplicados directamente al mosto en fermentacion o lecho
inmovilizado con la aplicacion de voltaje en régimen de pre-electrolisis o en
electrélisis completa. Este gas de hidrégeno también se produce fuera del
biorreactor, a través de electrolisis del agua, y en este caso se lleva a cabo la
inoculacién de los microorganismos a través de chorro directo en dicho

biorreactor.

El control sobre el hidrégeno en estado atomico, idnico 0 gaseoso se lleva
a cabo por medio del voltaje aplicado a los electrodos de accionamiento en el
mosto en fermentacion o en el lecho inmovilizado, el voltaje en el régimen de pre-
electrdlisis esta en el rango de 0,1 V a 1.24 V, y el voltaje en el régimen de
completo de electrdlisis esta en el rango de 1.24 V a 30 V, ya sea en corriente
continua o de corriente alterna, este ultimo comprende ciclos de 50 Hz a 100 Hz,

de 100 Hz a 500 Ha, y de 500 Ha a 1000 Hz.

La presente invencién también se refiere al uso de hidrégeno en estado
atomico, idnico o gaseoso 0 mezclas de los mismos, caracterizado porque es para
la inoculacion en los microorganismos presentes en un medio de fermentacion que
contiene sustratos azucarados, tales como polisacaridos y monosacaridos tales
como triosas, tetrosas, pentosas y hexosas, entre los que se destacan la

sacarosa, glucosa, fructosa y xilosa, en alcohol.

El proceso descrito en la presente invencion consiste, por lo tanto, en la
modificacion del limite de eficiencia masico de la producciéon de alcohol a los
parametros mas altos, alterando el metabolismo celular de los microorganismos

sin alterarlos genéticamente. La accidon reductora del hidrogeno, acoplada a su
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facilidad de penetrar las membranas celulares de los microorganismos, el acceso
a su compartimentos internos, citoplasma, mitocondrias y organelos intracelulares
proporcionan un proceso bioquimico innovador para la produccion selectiva de
alcohol a través de la fermentacion de azlcares, dando lugar a un mejor uso del
carbono, con el consiguiente incremento en el rendimiento alcohdlico en la
reaccion de fermentacion y la reduccion en el contenido de la emision de diéxido

de carbono.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 se refiere a la via glicolitica (glicélisis) del arte previo, que tiene
lugar en el citoplasma de un microorganismo o célula eucaridtica o procariota, en
el procesamiento de la glucosa, que comprende las etapas de esta secuencia,

para la produccion de piruvato;

La figura 2 esquematiza las reacciones de fermentacién alcohdlica que
participan en un proceso de fermentacion del arte previo donde cada molécula de
piruvato, a través de la piruvato descarboxilasa, se somete a la liberacion del
carboxilo y la consiguiente liberacion de una molécula de didxido de carbono y una
molécula de acetaldehido, siendo este ultimo transformado en etanol por la accién

de la enzima deshidrogenasa alcohdlica,

La figura 3 esquematiza las reacciones de fermentacion que participan en
el proceso descrito por la presente invencién, donde la reduccion del grupo
carboxilo con el grupo hidroxilo, derivado por descarboxilacion de las dos
moléculas de piruvato, por la enzima piruvato descarboxilasa, ademas de
reductores equivalentes, preferiblemente reducida por el incremento de la

disponibilidad de hidrégeno, llevan a la formacion de una molécula de
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acetaldehido sintetizado a través del grupo carboxilo doble como el producto de

una nueva via de la fermentacion alcohdlica;

La figura 4 se refiere a un grafico que contiene los rangos de operacion
con base en equivalentes molares de la presente invencion, que contiene los
limites de la curva de sacarosa, hidrégeno, etanol, dioxido de carbono,
rendimiento masico (m/m) e incremento en el rendimiento masico con respecto al

rendimiento tedrico masico maximo G-L (%) de la sacarosa, segun la ecuacion (3);

La figura 5 se refiere a un grafico que contiene las mediciones logaritmicas
de la curvas de rendimiento masicos, porcentaje de incremento en el rendimiento
masico y en las concentraciones en equivalentes molares de [H], [etanol] y [CO2]

en la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se ha descrito antes, los procesos para la produccion de alcohol a
través de la fermentacion de azucares son ya conocidos por los versados en el
arte y estan universalmente considerados, en sus limites de la eficiencia, por la
ecuacion estequiométrica formulada por Gay-Lussac en 1810 (ecuacién (1)). De
acuerdo con esta formulacién, en el arte previo actual, una molécula de glucosa en
fermentacién es capaz de producir, a lo sumo, 2 moléculas de alcohol etilico y 2

moléculas de didxido de carbono, como se muestra en la ecuacion (2).

C6H1206 + Zimasa — 2 C2H50H + 2CO2 (ecuacién (2))

1lkg 0,511kg 0,488kg
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Inversamente, considerando la fermentacion de la sacarosa,
sustancialmente presente en la cafla de azucar, una alternativa obtiene, la

ecuacion siguiente:

C12H22011 + H20 + Invertasa — 4 C2H50H + 4 CO2 (ecuacion (3))

1kg 0,538kg  0,514kg

Se puede ver a partir de las ecuaciones (2) y (3) la condicién de la
eficiencia masica maxima de 0,511 (m/m), masa/masa, en la fermentacion de la
glucosa, y 0,538 m/m en la fermentacion de la sacarosa. Incluso mediante los
arreglos de ecuaciones mas recientes, que tienen en cuenta las acciones de
reacciones enzimaticas, este limite ha sido considerado en la evaluacién global de

rendimiento, en los procesos comprendidos en el estado de la técnica actual.

De acuerdo con el arte previo, en la via glicolitica, llamada también la
glicdlisis, que es la secuencia de reacciones enziméticas que tienen lugar en el
citoplasma celular del microorganismo, que puede ser uno eucaridtico o
procariotico de una sola célula, en el procesamiento de la glucosa (azucar con seis
atomos de carbono en la molécula), en las ultimas etapas de esta secuencia hay

una produccion de piruvato:

(lon == ':), acido, en la molécula del cual hay 3 (tres) atomos de Carbono,
como se muestra en la Figura 1. Por lo tanto, a partir de estas reacciones, dos
moléculas de piruvato se originan a partir de una molécula de glucosa. Luego, en
régimen anaerdbico, en ausencia de oxigeno, tiene lugar la fermentacién
alcohdlica. En este proceso fermentativo, de cada molécula de piruvato, a través
de la piruvato descarboxilasa, tiene lugar la liberacién de carboxilo, asi como la

consiguiente liberacién de una molécula de diéxido de carbono y una molécula de
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acetaldehido, después de lo cual este ultimo se transforma en etanol por la accion
de la enzima deshidrogenasa alcohdlica, como se muestra en la Figura 2. Estas

reacciones enzimaticas son reversibles.

Asi, de acuerdo con el arte previo, hay la relacion de maxima produccion
de dos moléculas de etanol y dos moléculas de dioxido de carbono por cada
molécula de azucar de glucosa en el proceso de fermentacion alcohdlica, llamado

también fermentacion etilica.

Por lo tanto, la reduccion del grupo carbo:

. ., . CH
gue se deriva de la union del grupo carbonilo:

(), Radical de cetonas y aldehidos, con el grupo hidroxilo OH () -,
radical de alcoholes y fenoles, derivados por descarboxilacion de las dos
moléculas de piruvato por la enzima piruvato descarboxilasa, ademéas de
equivalentes de reduccién - RE/ER, preferiblemente reducidos por la alta
disponibilidad o abundancia de hidrégeno, dando como resultado la formacion de
una molécula de acetaldehido sintetizado a través del grupo carboxilo doble, como
el producto de una nueva via de la fermentacion alcohdlica. Con la abundancia de
hidrogeno, hay un incremento en la concentracién de enzimas NADH, NADPH y
FADH2, entre otros transportadores importantes de electrones en los procesos de
oxi-reduccion citoplasmaticos o mitocondriales. Las ecuaciones a continuacion

ilustran los procesos de oxi-reduccion de estas coenzimas:

Reduccién de la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido

NAD + + H + + 2e- <> NADH (ecuacion (4))
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Reduccioén de la coenzima nicotinamida adenina dinucledétido fosfato

NADP + + H + + 2e- & NADPH (ecuacion (5))

Reduccion de la coenzima flavina y adenina dinucleotido

FAD + + 2H + + 2e- <~ FADH2 (ecuacion (6))

A continuacién, las moléculas de acetaldehido se reducen a moléculas de
etanol por la accion reductora de la enzima deshidrogenasa alcohdlica, como se

ilustra en la Figura 3.

Por lo tanto, la presente invencion permite obtener ecuaciones geneéricas y
simplificadas, tal como la ecuacién (7) siguiente, para las concentraciones tipicas
de azucares, hidrégeno, microorganismos y productos obtenidos en este tipo de

fermentacién, como la concentracién de etanol, diéxido de carbono y agua:

[AzUcares] + [H] [J [Microorganismos] — [1[JC2H50H] + [CO2] + [H20]

(Ecuacioén (7)).

Los términos “[ ]" denotan las concentraciones respectivas de los
azucares, hidrégeno, microorganismo vivo, etanol, diéxido de carbono y agua,
agentes y productos de la fermentacion alcohdlica en presencia de hidrégeno, en
una reaccion de fermentacion tipica de mosto azucarado, mediante el empleo de
levadura , hongo unicelular eucariota. El simbolo "[" apunta a ilustrar la

inoculacién de hidrogeno en el microorganismo.

Este principio de la invencion, junto con la ecuacién genérica (7), se aplica

también en las fermentaciones que implican bacterias, células procariotas, con el

procesamiento de los carbohidratos, tales como polisacaridos y monosacaridos
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como triosas, tetrosas, pentosas y hexosas, en el que se destacan la sacarosa,
glucosa, fructosa y xilosa, con una produccion selectiva de etanol o alcoholes

superiores.

En virtud de su simplicidad, economia y eficiencia, esta invencion se
puede aplicar en nuevas unidades de produccion, o implementar en estructuras y

unidades ya instaladas.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, a un proceso bioquimico
para aumentar selectivamente el rendimiento de la produccion de alcohol a través
de modificaciones y mejoras en la etapa de fermentacion de las soluciones que
contienen azucares, empleando microorganismos fermentativos de los grupos de
hongos o bacterias. Estas mejoras consisten en la inoculacion de hidrégeno en
estado atdémico, i6nico o acuoso de mezclas de los mismos en los
microorganismos que participan en la reaccion de fermentacion del mosto

azucarado.

El presente procedimiento comprende la adicion de 5% - 30%
(masa/volumen) de sustratos azucarados, entre 5% y 25% (masa/volumen) del
microorganismo. Los microorganismos se completan de una manera automatica y
controlada como una funcién de los contenidos necesarios y los disponibles en el

mosto en fermentacion.

Para la inoculacion de hidrogeno, se requiere un sistema para la

generacion de tales hidrégenos, el sistema comprende:

(1) suministrar un medio de fermentacion con un voltaje de pre-

electrélisis por medio de electrodos, dicho voltaje comprende valores mas bajos
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que el voltaje requerido para que ocurra la electrélisis del agua en el medio,
caracterizado por las condiciones i6nicas del mosto en fermentacion,

preferiblemente entre 0,1 Vy 1.124 V, 0]

(i) suministrar el medio de fermentacién con un voltaje completo de
electrélisis del agua, caracterizado por las condiciones idnicas del mosto en
fermentacion, preferiblemente entre 1,24 V y 30 V, mas preferiblemente entre 1,24

V'y 20V, y aun mas preferiblemente entre 1,24 Vy 10 V;

(i) la produccion de hidrégeno fuera del reactor se lleva a cabo a través
de electrdlisis del agua, con un voltaje de entre 1,5 V y 30 V. Los electrodos
aplicados al medio de fermentacion comprenden al menos un catodo y un anodo,
el catodo y el anodo que actuan preferiblemente de manera directa en el mosto en
fermentacién. En una forma de implementaciéon de la invencién, los electrodos,
anodo y catodo, se aplican directamente sobre los microorganismos, en la fase de
la alimentacién de ellos al biorreactor. En una segunda forma de implementacién
de la invencion, los electrodos utilizados en el medio de fermentacion comprenden
al menos un catodo y un anodo, el catodo preferentemente actla de manera
directa sobre el mosto en fermentacion, mientras que el a&nodo se puede aplicar en
otro electrolito, siendo este ultimo, alternativamente, solucidon salina, como dos
electrolitos, con medios separadas por una membrana de separacion permeable a
los iones. El mosto azucarado comprende azlcares tales como polisacaridos y
monosacaridos tales como triosas, tetrosas, pentosas y hexosas, entre los que se
destacan la sacarosa, glucosa, fructosa y xilosa, 0 mezclas de los mismos. En una
implementacion de la invencion, los microorganismos fermentativos de la
invenciéon se seleccionan a partir de levaduras del grupo de los hongos, como del
género Saccharomyces y mas concretamente la cepa de Saccharomyces

cerevisiae y las especies del género Schizosaccharomyces pombe, Pichia stipites,
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Torula, Candida shehatae, lineas de ocurrencia natural, o especialmente
seleccionadas o adaptadas, o recombinantes, lineas floculantes, en suspension en
el mosto en fermentacion o en lecho inmovilizado. En una segunda forma de
implementacion de la invencion, los microorganismos fermentativos se
seleccionan del grupo de bacterias, mas especialmente como especies de los
géneros Zymomonas mobilis, Escherichia coli y Clostridium, lineas de ocurrencia
natural, o especialmente seleccionadas o adaptadas, o de recombinantes, lineas
floculantes, en suspension en el mosto en fermentacion o en lecho inmovilizado.
En una implementacion preferida, el microorganismo fermentativo seleccionado
comprende el hongo de la especie Saccharomyces cerevisiae. En otra
implementacion preferida, el microorganismo fermentativo seleccionado

comprende la bacteria de la especie Zymomonas mobilis.

El mosto de fermentacion también admite la adicidbn de micronutrientes
tales como nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, calcio, zinc, manganeso, cobre,

hierro, azufre, cobalto, yodo o mezclas de los mismos.

Los microorganismos se afiaden al contenido como variables y deben ser

controlados durante el proceso bajo demanda.

En particular, el procedimiento de la invencidn consiste en la inoculacion
de las concentraciones adecuadas de hidrégeno atémico, idnico o molecular,
dicho hidrégeno ha sido producido en la condicion de pre-electrélisis 0 completo
de electrdlisis en los microorganismos bajo proceso, de una manera controlada de
acuerdo con la ecuacion (7), Tabla 2 y Figura 4. La presente invencion contempla
el régimen por lotes, los procesos de fermentacién continua y semi-continua y
puede adoptar arreglos de biorreactores, en nimero y en volumen, ya sea en

funciones similares o diferentes en sus condiciones de funcionamiento de las
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concentraciones de sustratos, microorganismos y disponibilidad del ino6culo de

hidrogeno en la fase i6nica o molecular.

Aunque no se ha establecido aun, de manera definitiva vy
académicamente, las vias de transformacion de azucares en alcoholes, en
regimenes tanto anaerdbicos y aerébicos, en la presencia de hongos o bacterias
en los medios de abundante concentracion de hidrégeno, se puede ya seguir la
produccion selectiva de sustancias en estos procesos respiratorios y
fermentativos. Los experimentos comparativos llevados a cabo en la presente
invencion apuntan al incremento tedrico en el rendimiento de la produccion de
etanol de hasta 50%, lo que implica la eficiencia teérica masica maxima de 0,8
m/m en la fermentacién de azucares (sacarosa), con la consiguiente reduccion del
diéxido de carbono emitido de hasta 100%, con la levadura Saccharomyces

cerevisiae.

En la presente invencion, a través de pruebas realizadas, se ha observado
que, en la via etilica de la fermentacién de los azucares por las levaduras, las dos
moléculas de acido piravico, originadas en la glicdlisis, en su descarboxilacion por

la enzima piruvato descarboxilasa, se promueve la liberacion de dos carboxilos

A0

( o ), que posteriormente reducida por equivalentes de reduccién - ER/RE, por la
accion del hidrégeno presente abundantemente en el medio, que puede producir
otra molécula de acetaldehido que, deshidrogenado por la enzima alcohol
deshidrogenasa en la reduccién a etanol, ocasionando su incremento selectivo
(sic). Como resultado, ocurre la reduccion de dioxido de carbono liberado, tal

como se puede deducir de la figura 3.

Mientras que el incremento en la produccioén de etanol puede alcanzar el

limite tedrico de 50%, la reduccion de dioxido de carbono puede alcanzar el
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consiguiente nivel tedrico extremo de 100% con respecto al proceso tradicional.
Ademas, en este modelo de fermentacion, frente a las concentraciones de
azucares incrementadas en el procesamiento intracelular, como resultado del
incremento de la concentracion de hidrégeno disponible, causando mayores
complejidades de las reacciones enzimaticas, se puede verificar las reducciones
en la cinética de las reacciones, que pueden suponer un incremento en el periodo

de fermentacion.

El hidrogeno presente en el medio de fermentacion puede estar en el
estado atdmico, iGnico 0 gaseoso 0 una mezcla de los mismos. Con el fin de
obtener hidrégeno, se requiere un sistema de generacion de hidrogeno, y dicho
sistema puede comprender: (i) someter el medio de fermentaciéon a un voltaje
eléctrico de pre-electrolisis (voltaje por debajo del voltaje necesario para que
ocurra la electrdlisis del agua, caracterizado por las condiciones idnicas del mosto
en fermentacién) o (ii) someter el medio de fermentacion al voltaje completo de
electrélisis igual o mayor que el voltaje-electrélisis del agua, caracterizado por las

condiciones i6nicas del mosto en fermentacion.

En el régimen anterior a la electrdlisis, hay formacion de hidrégeno
atomico e idénico, sin hidrégeno gaseoso. La formaciéon de tal hidrégeno ionico y
atomico requiere solamente un voltaje eléctrico mas baja que el necesario para
gue ocurra la electrdlisis del agua, que se caracteriza por las condiciones iénicas
del mosto en fermentacién. Este voltaje eléctrico varia de 0,1 V a 1,24 V,

preferiblemente de 0,7V al/1lV.

Los sistemas para la generacion hidrogeno de pre-electrdlisis y electrélisis

completa se pueden producir de una manera tal que el voltaje sea directa o

alterna, en el que este Ultimo puede tener ciclos que van desde 50 a 2.000Hz,
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preferiblemente de 50 Hz a 150 Hz, o desde 100 Hz a 500 Hz o de 400 Hz a 1.000

Hz.

En una implementacion de la invencién, el sistema comprende iones de
corriente directa de la condicion de electrolisis completa, evitando la adicion de
oxigeno al mosto en fermentacion, a fin de favorecer las condiciones anaerdbicas.
Preferentemente el catodo actua directamente sobre el mosto en fermentacion,
mientras que el anodo se aplicara en otro electrolito, siendo este ultimo soluciéon
salina, de acuerdo con dos electrolitos, con medios separados por la membrana
de separacion permeable a los iones, la membrana es porosas y preferiblemente

hecha de un material poroso.

Al iniciar el sistema de generacion de hidrogeno en un reactor que opera
en un régimen de lote semi-continuo o continuo, es importante que el proceso sea
controlado  continuamente por las mediciones de pH, temperatura,
concentraciones de azucares, concentracion de hidrogeno, concentracién de
microorganismo Vivos, concentraciones de alcohol, concentraciones de didxido de

carbono y contenidos y concentraciones de micronutrientes.

Ademas, o exclusivamente, el hidrégeno en la fase gaseosa se puede
introducir directamente en el biorreactor en la fermentacion, por chorro directo en
el mosto en fermentacion en el biorreactor, o a través de lineas para la
alimentacion o la circulacion del mosto en el biorreactor. Este gas de hidrégeno se
puede producir por fermentacion bacteriana o por algas en otro proceso
fermentativo paralelo, que se caracteriza por la produccion de hidrégeno, o a

través de electrolisis del agua, fuera del reactor, o puede ser hidrégeno industrial.
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Se sefiala ademas que el hidrégeno se puede inocular ya sea

inmediatamente en el inicio del proceso de fermentacion o antes de esta etapa, es

decir, durante la preparacion del microorganismo.

El proceso descrito en la presente invencion refleja un comportamiento

diferenciado de los procesos fermentativos del arte previo, ya que:

La alta dosis de hidrégeno actia como un potente agente reductor;
Proporciona un mejor rendimiento en la concentracion de alcohol;

No hay modificacion genética del microorganismo;

Hay una consiguiente reducciéon del contenido de didéxido de carbono
liberado; y

hay alteracion en la cinética de la reaccion.

Ademas, el proceso de la invencidén proporciona las siguientes ventajas

sobre un proceso de fermentacion convencional:

1.

proporciona una facil difusion de hidrégeno a través de la membrana
celular del microorganismo, hongo o bacteria, permitiendo que se

alcancen compartimentos intracelulares;

no influye en los parametros fisioldgicos de la célula (temperatura, presion,

pH Yy pO2)/

no interfiere con las reacciones de oxidacidn metabdlicas, sin detrimento

de las especies reactivas de oxigeno ROS, y de la sefalizacion celular;

son bien toleradas altas concentraciones de hidrogeno y por lo tanto

tienen menos efectos secundarios sistémicos; y
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5. se puede aplicar a fermentaciones en los regimenes de lotes semi-
continuos y continuos, por ser de facil adaptacion a los procesos y equipos

de fermentacion existentes.

CONTROL DEL PROCESO Y RENDIMIENTO DE PRODUCCION DE ACUERDO

CON LA INVENCION

De acuerdo con la ecuacion genérica (7), el proceso fermentativo ahora
proporciona y exige control operacional de las variables de proceso. De acuerdo
con la ecuacion genérica (7), el proceso fermentativo ahora proporciona y exige el
control operacional de las variables de proceso. La lista de variables esta
compuesta por las comprendidas por el arte previo, la intencion de mantener el
proceso dentro de los estandares de proceso fisicos y quimicos usados
generalmente en los procesos fermentativos abarcados por el arte previo, tales
como el pH y la temperatura, los controles de los niveles, la alimentacién y
descarga, agregados de forma innovadora a los controles y con las
concentraciones de reactivos y productos, incluyendo micronutrientes. Este control
actia durante todo el proceso de produccion, lo que permite guiar dicho proceso
dentro de las condiciones operativas adecuadas y previstas. El control de las
concentraciones, en la presente invencion, difiere de los controles de las
concentraciones de solidos y azlcares solubles, como en los casos de
fermentacién VHG (muy alto gravedad), por el que se obtiene una concentracion
de alcohol de mas de 12% en volumen, por el proceso de fermentacién de mostos
con un alto contenido de azucares, evitando dafios en el microorganismo o
fermentacion retenida o retardada, asi como en los procesos que tienen por objeto
controlar o limitar el periodo de fermentacibn, como una herramienta para el
control productivo. En estos casos tradicionales, el control de la concentracion de

azucares y los microorganismos se reduce a establecer limites operacionales de
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proceso. La fermentacion de muy alta gravedad es fermentacion empieza a partir
de las altas concentraciones de sustratos con miras a la produccion de vinos con
alto contenido alcohdlico, con concentracion tipica superior a 12% en volumen. La
fermentacion retenida o retardada tiene lugar cuando el proceso de fermentacion
se interrumpe, 0 cuando se reduce su cinética drasticamente, incluso con la
existencia de un sustrato, como resultado de factores estresantes, tales como
contenido de alcohol en exceso o la falta de micronutrientes estructurales para el
microorganismo. Segun la presente invencion, el control sobre las concentraciones
va mas alla de los limites mencionados anteriormente, al ser un control de la
bioquimica, para lograr un rendimiento productivo dentro de los conceptos
involucrados por la ecuacion genérica (7). El equilibrio esquematico de la ecuacion
genérica y simplificada (7) esta directamente unida a los limites de rendimiento
productivo, teniendo en cuenta las concentraciones de sustratos, azlcares,
microorganismo vivo e indculo [H], con miras a la produccién selectiva de alcohol y
la consiguiente reduccién en la produccion de dioxido de carbono. Con el fin de
simplificar el establecimiento de regimenes de control, se definen para las
concentraciones tres rangos operacionales para las concentraciones, a partir de la
concentracion de sustrato y de hidrégeno, con miras a la concentracion de alcohol
reducido. Estas definiciones, sin embargo, no delimitan la invencion al uso de los
rangos operacionales de los ejemplos del proceso, que operan mas

exhaustivamente en el modo de control continuo.

La Figura 4 muestra los rangos de operacion con base en las moles de
sacarosa, los valores de umbral de las curvas planteadas se transcriben en la

Tabla 2 a continuacion.

Rango de Tabla 2 - Equivalentes molares
control — Rendimiento Incremento en el
operacional [sacarosa] |[hidrégeno] [etanol] [CO2] [m/m] rendimiento %
| 1-2 0-24 4-12 4-0 0.538 — 0.808 0-50
1l 3-4 25-48 13-24 10-0 0.565 — 0.808 6-50
1l 5-6 49-72 25-72 22-0 0.561 — 0.808 4-50
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La Figura 5 muestra las mediciones logaritmicas de las curvas de
rendimiento masicos, porcentaje de incremento en el rendimiento masico y en las
concentraciones en equivalente molar de [H], [Etanol] y [COZ2]. Estos valores,
teniendo en cuenta que las condiciones de la estadistica de las reacciones
enzimaticas intracelulares, demostraron ser mas realistas con respecto a los

hallazgos operacionalmente mas favorables.

ENSAYOS QUE PRUEBAN LA INVENCION

Se hicieron algunos ensayos para la validacion y evaluacion de la eficacia
del proceso de mosto en fermentacion, empleando jugo de la cafia de azucar vy el
microorganismo de levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae, utilizada
ampliamente en la industria de etanol combustible y bebidas. Se da a continuacion
un ejemplo de un proceso sin la intencién de limitar el alcance de proteccion de la
invencién. Las condiciones y los resultados del ensayo, asi como la validacion del

modelo bioquimico, se presentan mas adelante.

Ejemplo 1 - Comparacién entre una fermentacion conv  encional con la

fermentacién de acuerdo con la invencion en un régi men de pre-electrolisis.

En este ensayo se ha buscado la influencia del hidrogeno en la
fermentacion etilica de mostos azucarados, con voltaje mas bajo que el necesario
para que ocurra la electrdlisis de agua. En los ensayos, incluyendo los siguientes,
se utilizan, como reactivos, azlcar sin refinar y levadura industrial Saccharomyces
cerevisiae en la fermentacion por lotes. Se construyeron dos biorreactores, uno
como base o convencional, y el otro ensamblado con un sistema de generacién de
hidrogeno (mediante voltaje con corriente continua de 0.95V), para producir

hidrégeno id6nico y atémico, durante el proceso de fermentacion. En los dos
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biorreactores, con un volumen maximo de 100 litros, se afiaden los reactivos y el
agua hasta el volumen de operacion de 50 litros. Mas especificamente, se hacen
dos ensayos en cada biorreactor, fermentando 8 kg del substrato de azulcar
morena (fundamentalmente constituida por sacarosa) con 5 kg de levadura
comercial (hongos, Saccharomyces cerevisiae) en dos lotes separados y de forma
simultanea. El sustrato y el hongo se disolvieron y se prepararon antes de ser
mezclados en los biorreactores, bajo agitacion con un agitador de paletas planas a
60-90 rpm. Se recogieron muestras de los reactores inmediatamente después de
mezclar los dos ingredientes, y se midieron los parametros iniciales, tales como
sélidos solubles [Brix], la temperatura [°C] y la acidez [pH]. Las mediciones para
Brix, temperatura y pH se llevaron a cabo cada hora, mediante el uso de un
destilador y densimetro digital, adoptando las normas estandar de laboratorio de
este tipo. No se agregaron micronutrientes al proceso, con miras a las variables de
aislamiento. La Tabla 3 especifica los ingredientes utilizados en los experimentos y
las condiciones de prueba depre-electrélisis. Se realizaron dos ensayos en dos

reactores simultdneos.

Tabla 3 - Ingredientes y condiciones de las pruebas (pre-electrolisis)
Caracteristicas proceso convencional proceso de la invencion
volumen de reactor ~ 100 litros ~ litros
Volumen Fermentado 50 litros 50 litros
Levadura — Hongo Comercial Fleischmann Commercial Fleishmann

Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
masa de levadura 5 kg 5 kg
concentracion de levadura | 10% masa/volumen 10% masa/volumen
Sustrato AzUcar morena Azulcar morena
Masa del sustrato 8 kg 8 kg
Concentracion del Sustrato | 16% masa/volumen 16% masa/volumen
Velocidad de agitacion 50-60 RPM 80-100 RPM
voltaje eléctrico - 0.95 Volt
Temperatura ambiente 25°C 25°C
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Tabla 4 especifica el equipo empleado para el control de los parametros

de pH, temperatura, °Brix y la concentracion de etanol. En las pruebas se

observan las variaciones de los parametros para el control de la fermentacion.

Tabla 4 - Equipo y Condiciones de pruebas

Tipo Magnitud medida Tiempo de Volumen de la
muestreo muestra
medidor de pH pH Cada hora Gotas
Termometro Temperatura Cada hora Termocupla
sélidos solubles | Brix Cada hora Gotas
Destilador Separacion de etanol Cada dos horas 25cm’®
Densitometro Concentracion de etanol Cada dos horas Completado para 50 cm®
5
Los resultados obtenidos en estos dos experimentos se describen en la
Tabla 5 a continuacion.
Tabla 5 - Resultados obtenidos en la fermentacion de un biorreactor que
10 contiene un sistema de generacién de hidrégeno, en el régimen anterior a la

electrélisis y un biorreactor convencional.

Volumen AzUcar =
Tabla 5 - Datos y Resultados Prueba 1
=50L 8Kg
Valor:
] VIC = Levadura =
Mosto - azUcar morena Prueba 2
0.95V/1.2A 5Kg
Lechada
soélidos acidez
) Etanol Temperatura Acidez de cal _
Tiempo | solubles o ) corregida
GL pH afiadida
°Bx pH
ml
h Conv.| Inv. [Conv.| Inv. |Conv.| Inv. Conv. | Inv. |Conv.| Inv. | Conv. | Inv.
0 15.01|15.71| 0.00 | 0.00 | 245 | 24.6 470 |4.56
15.55|15.60| 0.00 | 0.00 | 25.6 | 25.9 456 |4.38
1 13.99 | 14.68 X X 272 | 27.2 3.98 [4.02
13.95|14.01 X X 28.6 | 28.8 3.98 ([3.98| 100 |100| 4.29 | 4.29
) 10.40|12.47| 3.46 | 2.74 | 29.6 | 30.1 3.73 |[3.85| 100 4.05
10.30|11.23| 4.18 | 3.58 | 32.1 | 31.7 4,10 |4.18
3 7.85 |10.20 X X 33.0 | 32.0 3.90 (3.83 100 4.08
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7.41 | 9.30 X X 356 | 323 3.93 |4.11| 100 4.24
500 | 8.16 | 6.82 | 546 | 354 | 33.6 3.82 |4.13| 150 4.20
‘ 3.99 | 8.06 | 7.28 | 558 | 37.8 | 31.7 413 |4.04
413 | 6.87 X X 35.1 | 34.6 436 |4.13
> 4.28 | 6.75 X X 36.9 | 31.9 421 |3.94 100 4.15
391 | 594 | 7.24 | 6.82 | 340 | 32.7 438 |4.14
° 393 | 514 | 750 | 7.10 | 35.7 | 325 424 |4.16
3.91* | 4.60* | 7.38* |8.10*| 25.0 | 31.8 461 |[4.09
> 22 4.69* | 4.71* | 7.46* |8.04*| 26.0 | 26.3 446 |4.41

* - Terminacién de la fermentacién — el sistema eléctrico del fermentador
de acuerdo con la invencién se apagd después de la sexta hora. Los reactores se
mantuvieron en operacién, con agitacion, después de las ultimas mediciones en la
sexta hora. La fermentacion residual se continué durante 16 horas mas. El
incremento en la produccion de etanol se puede observar facilmente en el tiempo
de 6 horas, ya que se puede verificar, en promedio, 1.62°C mas azucar para el
proceso de la invencion. Este contenido adicional de azucar puede producir etanol
1.1°GL mas, si la ecuacion Gay-Lussac (1) se utiliza para calcular el valor te6rico
de conversion de azucar en etanol. Como resultado, el rendimiento en la
produccion de etanol, lee directamente en la Tabla 5, el incremento de 6,8% vy
8,3% en comparaciéon con el valor teédrico tradicional esperado (rendimiento Gay-
Lussac) que tiene los mismos criterios experimentales y los célculos de
rendimiento. El incremento de la concentracion de etanol y la reduccion observada
en la liberacion de dioxido de carbono se acomparfa de alteraciones en la cinética

quimica, lo que demuestra que el modelo bioquimico simplificado se puede

aplicar.

Ejemplo 2 - Comparacién entre una fermentacion conv  encional y la
fermentacion de acuerdo con la invencidon en régimen completo de
electrdlisis.
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En este ensayo, se inserta en los dos biorreactores (el de base y el de la
presente invencién) 9 kg de azucar morena con 6 kg de levadura industrial,
Saccharomyses cerevisiae. Los biorreactores de remolque se utilizaron en el
ejemplo 1, uno como base o reactor convencional y el otro equipado con un
sistema de generacion de hidrégeno, fueron los mismos tal como se emplea en el
ejemplo 2. En este ejemplo, se empled un voltaje eléctrico de 1.6V - régimen de
electrélisis completa, produciendo hidrégeno ibnico y gaseoso, durante el proceso
de fermentaciéon. La Tabla 6 especifica los ingredientes utilizados en los

.experimentos y las condiciones de la prueba para la electrolisis completa.

Tabla 6 - ingredientes y condiciones para las prueb  as en electrdlisis

completa

Caracteristicas

proceso convencional

proceso de la invencion

volumen del reactor

~ 100 litros

~100 litros

Volumen Fermentado

50 litros

50 litros

Levadura — Hongo

Commercial Fleishmann

Saccharomyces cerevisiae

Commercial Fleishmann

Saccharomyces cerevisiae

masa de levadura

6 kg

6kg

concentracion de la levadura

12% masa/volumen

12% masa/volumen

Sustrato

Azlcar morena

Azlcar morena

Masa del sustrato

9kg

9kg

Concentracion del

18% masa/volumen

18% masa/volumen

Sustrato

Velocidad de agitacion 50-60 RPM 80-100 RPM
voltaje eléctrico - 1.6 Volt
Temperatura ambiente 25°C 25C

Se recogieron muestras de los reactores inmediatamente después de la
adicion de los ingredientes, y se midieron los parametros iniciales, tales como
sélidos solubles [Brix], temperatura [°C] y acidez [pH]. Las mediciones de Brix,
temperatura, pH y concentracion alcohdlica se realizaron cada hora. No se

agregaron micronutrientes a los procesos, con miras a las variables de
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aislamiento. Solo se hizo una prueba con los dos biorreactores. Los resultados de

las pruebas de este experimento se describen en las tablas 7 y 8.

Tablas 7 y 8 - Resultados obtenidos en la fermentacion de un biorreactor

gue contiene un sistema de generacion de hidrogeno en electrdlisis competa y un

biorreactor convencional.

Tabla 7 — Fermentacion Convencional - Base

Condiciones ambientales y convencionales

Hora| °Bx | Etanol [Temp| pH | JEt/UBx+ | OB/t | OJEt/Jt | T/t | OpH/Ot | (JEt/[1Bx G-L+
0 | 19.2 | 0.00 |26.8 |4.56 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.682

1 |17.83| 1.78 |29.6 |4.04| 1.299 1.37 1.78 2.8 -0.52 0.682

2 | 144 | 426 |325(379| 0.723 3.43 2.48 2.9 -0.25 0.682

3 11032 | 646 |335 ]| 41 0.539 4.08 2.20 1.0 0.31 0.682

4 | 838 | 7.94 |[335[4.05| 0.763 1.94 1.48 0.0 -0.05 0.682

5 | 6.63 | 9.04 |33.7[4.02| 0629 1.75 1.10 0.2 -0.03 0.682
>22*%| 56 | 9.28 |33.14.08| 0.233 1.03 0.24 0.6 0.06 0.682
Tabla 8 - Fermentacion de acuerdo con la invencion

1.6V y voltaje de corriente directa de  3.2A a4.9A

Hora| °Bx | Etanol |Temp| pH | JEt/UBx+ | OB/t | OJEt/Jt | T/t | OpH/Ot | (JEt/[1Bx G-L+
0 [19.25| 0.00 | 255 | 4.8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.682

1 |18.19| 154 | 281 |4.27| 1.453 1.06 1.54 2.6 -0.53 0.682

2 |16.19| 276 |30.1 |419| 0.610 2.00 1.22 2.0 -0.08 0.682

3 |14.78 | 354 |31.4 (408| 0.553 1.41 0.78 1.3 -0.11 0.682

4 |13.98| 4.28 |[32.2[4.03| 0.925 0.80 0.74 0.8 -0.05 0.682

5 | 1353 | 4.66 |32.7 [401| 0.844 0.45 0.38 0.5 -0.02 0.682
>22%| 13.12 | 4.88 | 329 |4.23| 0.537 0.41 0.22 0.2 0.22 0.682

* - Terminaciéon de la fermentaciéon — El sistema eléctrico del fermentador

de acuerdo con la invencién se apagd después de la sexta hora. Los reactores se

mantuvieron en funcionamiento, con agitacion, después de las ultimas mediciones

en la 62 hora. La fermentacion residual se continu6 durante otras 16 horas.
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+ Nota, los valores para (CEt/[IBx), se refieren a los rendimientos
parciales, de acuerdo con el rendimiento del G-L. Para la sacarosa, el rendimiento
maximo es de 0.538 m/m y 0.682 v/v, de acuerdo con los valores de la Ultima

columna derecha, de ambas tablas 7 y 8.

Como resultado, el rendimiento en la produccion de etanol en el
biorreactor de la presente invencion fue de 17% a 20% por encima del valor
tedrico tradicional maximo esperado (rendimiento Gay-Lussac), como se puede
observar mas claramente en la Tabla 11. Para los valores parciales, se sabe que
los métodos analiticos tienen errores, entre la preparacion de las muestras y la
continuacion del proceso fermentativo, incluso en la muestra recogida, lo que
puede causar desviaciones significativas cuando los momentos de muestreo

tienen periodos de mayor cinética que la reaccion de fermentacion en curso.

RESULTADOS Y VALIDACION DEL MODELO BIOQUIMICO

Con el fin de presentar los resultados anteriores de una mejor manera, las
tablas siguientes explican los valores que se refieren a la produccién parcial de
etanol, durante el proceso, y al final del proceso de fermentacion, siempre
acompafados por los valores del biorreactor de acuerdo con la invencién y de los
valores obtenidos en el proceso convencional, o biorreactor base. Se sefiala que
estos valores mostrados se obtienen directamente y no sélo a partir de los

resultados obtenidos durante los ensayos.

Tabla 9 — Ensayo 1 : a 0.95V (Pre-electrolisis); 1.2A DC

Reactor Convencional en ambiente y condiciones convencionales

[IBx [JEtanol [JEt/[IBx Incremento en el rendimiento
Hora Conv. Inv. Conv. Inv. Conv. Inv. Conv. % Inv. %
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.000 0.000 0.0% 0.0%
2 4.61 3.24 3.46 2.74 0.751 0.846 110.1% 124.0%
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4 10.01 7.55 6.82 5.46 0.681 0.723 99.9% 106.0%

6 11.10 9.77 7.24 6.82 0.652 0.698 95.6% 102.4%
22 11.10 11.11 7.38 8.04 0.665 0.724 97.5% 106.1%
Final 11.10 11.11 7.38 8.10 0.665 0.729 97.5% 106.9%

Table 10 — Ensayo 2: a 0.95V (Pre-electrolisis); 1.2A DC

Bioreactor Convencional en ambiente y condiciones convencionales

[1Bx [JEtanol [JEt/DBx Incremento en el rendimiento

Hora Conv. Inv. Conv. Inv. Conv. Inv. Conv. Inv.

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.000 0.000 0.0% 0.0%

2 5.25 4.37 4.18 3.58 0.796 0.819 116.7% 120.1%

4 11.56 7.54 7.28 5.58 0.630 0.740 92.3% 108.5%

6 11.62 10.46 7.50 7.10 0.645 0.679 94.6% 99.5%

22 10.86 10.89 7.46 8.04 0.687 0.738 100.7% 108.3%
Final 10.86 10.89 7.46 8.04 0.687 0.738 100.7% 108.3%

Tabla 11 - Ensayo 3: a 1,6V (Electrdlisis completa); 3,2A a 4,9A DC

Bioreactor Convencional en ambiente y condiciones convencionales

[IB/Dt CIEtanol [JEt/DBx Incremento en el rendimiento

Hora Conv. Inv. Conv. Inv. Conv. Inv. Conv. Inv.

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,000 0,0% 0,0%

1 1,37 1,06 1,78 1,54 1,299 1,453 190,5% 213,0%

2 4,80 3,06 4,26 2,76 0,888 0,610 130,1% 132,3%

3 8,88 4,47 6,46 3,54 0,727 0,553 106,7% 116,1%

4 10,82 5,27 7,94 4,28 0,734 0,925 107,6% 119,1%

5 12,57 5,72 9,04 4,66 0,719 0,844 105,5% 119,5%

22 13,60 6,13 9,28 4,88 0,682 0,537 100,1% 116,7%
Final 13,60 6,13 9,28 4,88 0,682 0,796 100,1% 116,7%

Se observa que en las Tablas 9, 10 y 11 los valores en las columnas de
"Incremento en el rendimiento” muestran valores acumulados y parciales finales,
siempre mas altos para los obtenidos segun la invencion. Los valores finales, de
6,9% Yy 8,3%, con respecto al rendimiento maximo de fermentacion, teniendo en
cuenta el arte previo, de 0.538 masa/masa o0 0.682 volumen/volumen, obtenidos
en los ensayos respectivos 1 y 2, que operan en régimen de voltaje de pre-
electrolisis y corriente continua, DC, per se solamente califican la invencion en sus

limites productivos. Las concentraciones de [sacarosa], [hidrégeno] y [levadura]
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estan en el rango de bajo (I) a medio (ll) equivalentes molares. Los valores
presentados en la Tabla 11 en relacion con el ensayo 3 para el "incremento en el
rendimiento”, tanto parcial y final, son elocuentes y definitivos. Se puede ver que el
valor final o acumulado en el ensayo 3 de 16,7% refleja la rapida respuesta al
proceso de acuerdo con la invencién, al incremento de la concentracion de
hidrogeno en estado atomico, iGnico y gaseoso, con un comportamiento esperado
por las figuras 4 y 5. El modelo bioquimico en los dos primeros ensayos, ademas
de los valores y peculiaridades que presenta el ensayo 3, prueba que esta
técnicamente validado en sus limites tecnoldgicos e innovadores. Como era de
esperar, el ensayo 3, operando con equivalentes molares en el rango moderado
(I, tuvo la cinética de reaccion sustancialmente alterada, ya que el proceso tuvo
reduccion en la tasa de produccion de etanol por el azicar consumido ([Et/T1BXx),
todavia con una gran cantidad de azucar presente en el medio. La disponibilidad
de micronutrientes, principalmente de N (nitrdgeno), en la fase de alta actividad
microbiana, es fundamental para el incremento de la biomasa, que es un
fendémeno natural en un proceso fermentativo. La falta principalmente de nitrégeno
evita la multiplicacion del microorganismo fermentativo, siendo una condicion de
fermentacion estresante. Ademas de los analisis realizados y notificados en el
presente documento, la reduccion en la emisién de diéxido de carbono durante el
proceso se verificO cualitativamente, con evidencia clara de la reduccion, en
comparacién con el proceso desarrollado simultdneamente en el biorreactor
convencional. Los expertos versados en el arte tienen estos medios - aspecto y
olor - para este tipo de evaluacion. En la Tabla 12, se presenta el resumen de los
resultados fermentativos, teniendo en cuenta el volumen de etanol producido en

los tres ensayos.

Tabla 12 - Resumen de los Ensayos 1,2y 3

Tabla - Resumen 1 2 3

Magnitudes Convencional | Invencion | Convencional Invenciéon | Convencional Invencion
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Variacién Azucar [1Bx 11.10 11.11 10.86 10.89 13.60 6.13

Variacién Etanol 0t 7.38 8.10 7.46 8.04 9.28 4.88
Volumen Etanol - Litro 3.69 4.05 3.73 4.02 4.64 2.44
Volumen Etanol/JBx 0.33 0.36 0.34 0.37 0.34 0.40

Por lo tanto, se considera validado el proceso de la invencion, de acuerdo

con los resultados obtenidos en los ensayos de laboratorio. La reduccion de la

emision de diéxido de carbono, como resultado del proceso bioquimico, con el

incremento selectivo en la produccion de alcohol, emerge como un complemento

tecnoldgico de gran importancia ambiental y operativa. Las ventajas economicas y

ambientales proporcionadas por la invencidén se pueden enumerar como sigue:

incremento econdémico directo, con el incremento en la produccion de
alcohol;

incremento en la produccion sin causar un incremento de la superficie
plantada;

reduccion en la produccion de dioxido de carbono;

el equipo de proceso no requiere ajustes en cuanto a volumen de
produccion, asi como los biorreactores y el equipo de destilacion;
reduccion en el tamafio y el consumo de energia, en el equipo de
recuperacion de alcohol arrastrado por el diéxido de carbono en la
fermentacion;

incremento en el crédito de carbono con un incremento en la produccion
de alcohol y con la reduccion de diéxido de carbono liberado;

tecnologia dirigida con la mejora en el medio ambiente. El etanol se

completa como combustible verde y una mayor viabilidad econémica.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la fermentacion microbiana de sustratos azucarados,
caracterizado porque comprende la inoculacion de hidrogeno en el
microorganismo del género hongo o bacteria presente en suspension en el mosto
en fermentacion o en un lecho inmovilizado, dicho mosto en fermentacion o lecho

inmovilizado contiene azlcares y microorganismo.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
hidrogeno se genera mediante la aplicacion de voltaje eléctrico a al menos dos

electrodos aplicados al mosto en fermentacion o lecho inmovilizado.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque el
hidrogeno se genera mediante la aplicacion de los electrodos que comprenden al
menos un catodo y un anodo, dicho catodo se aplica directamente al mosto en
fermentacién y el anodo se aplica a otro electrolito, siendo el Ultimo solucion
salina, de acuerdo con dos electrolitos, que comprende una membrana de

separacion.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque

comprende la adicion de:

. 5% a 30% (masa/volumen) de sustratos azucarados;

. 5% a 25% (masa/volumen) de los microorganismos del genero hongo o
bacteria.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4, caracterizado porque el

hidrogeno esta en el estado atdbmico, idnico, gaseoso o mezcla de los mismos.
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6. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 a 5, caracterizado porque
los electrodos son sometidos a un régimen de pre-electrolisis del agua con voltaje

eléctrica que van desde 0,1 V a 1,24 V, para producir hidrogeno ionico y atémico.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque el

régimen de pre-electrélisis comprende un voltaje que van desde 0,7V a1l,1V.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 a 5, caracterizado porque
los electrodos se someten a un régimen de electrélisis completa del agua con
voltaje eléctrica que va desde 1,24 V a 30 V para producir, hidrogeno atomico,

iGnico 0 gaseoso o mezcla de los mismos.

9. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el
régimen de electrélisis completa comprende un voltaje eléctrico que va desde 1,24

V a 20V, o preferiblemente de 1,24 Va 10 V.

10. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado
porque el voltaje eléctrico aplicado a los electrodos tiene lugar en un régimen de

corriente continua o alterna con los ciclos que van desde 50 Hz a 2000 Hz.

11. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado porque el
voltaje eléctrico aplicado a los electrodos tiene lugar en un régimen de alternancia
con ciclos que van preferentemente de 50 Hz a 150 Hz, de 100 Hz a 500 Hz o de

400 Hz a 1000 Hz.

12. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque los

azucares se seleccionan de: polisacaridos y monosacaridos con triosas, tetrosas,
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pentosas y hexosas, en el que se destacan la sacarosa, glucosa, fructosa y xilosa,

0 Sus mezclas.

13. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque los
microorganismos del género hongo presentes en el mosto en fermentacién o en
lecho inmovilizado se seleccionan del género Saccharomyces y mas
especificamente las cepas de Saccharomyces cerevisiae y la especie
Schizosaccharomyces pompe, Pichia stipites, Torula, Candida schehatae, de
lineas de ocurrencia natural, o especialmente seleccionadas y adaptadas, o lineas

recombinantes, floculantes.

14. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque los
microorganismos del género bacteria presentes en el mosto en fermentacion o en
lecho inmovilizado se seleccionan del grupo de bacterias, mas especialmente,
como las especies del género Zymomonas mobilis, Escherichia coli y Clostridium,
de lineas de ocurrencia natural, o especialmente seleccionadas y adaptadas, o

lineas recombinantes, floculantes.

15. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque los
micronutrientes se seleccionan de: nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, calcio,

zinc, manganeso, cobre, hierro, cobalto, azufre, yodo o mezcla de los mismos.

16. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
hidrogeno gaseoso se produce, ademds, fuera del biorreactor mediante la
aplicacién de voltaje eléctrico que va desde 1,24 V a 30 V en un régimen de pre-
electrélisis de agua y luego se inserta directamente por chorro en los

biorreactores.
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17. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
proceso de fermentacién tiene lugar en proceso continuo, semi-continuo o por

lotes.

18. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 a 17, caracterizado porque
el proceso fermentativo se controla continuamente por el pH, la temperatura, el
control de los niveles, la alimentacion y la descarga, las concentraciones de
reactivos tales como azucares, concentracion de hidrogeno, las concentraciones
de microorganismos Vivos y concentracion de producto, tales como concentracion
de alcohol, las concentraciones de didéxido de carbono y el contenido de

concentracion de micronutrientes.

19. El uso de hidrégeno en estado atdbmico, idénico o gaseoso o0 mezclas de los
mismos, caracterizado por ser para la inoculacion en los microorganismos
presentes en un medio de fermentacidn que contiene sustratos azucarados para la

produccion selectiva de alcohol, como se define en las reivindicaciones 1 a 18.

20. Una invencién que se caracteriza por cualquiera de sus caracterizaciones

o reivindica categorias abarcadas por la materia descrita inicialmente en la

solicitud de patente o en sus ejemplos presentados en este documento.
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RESUMEN

PATENTE DE INVENCION: "UN PROCESO PARA LA FERMENTAC ION
MICROBIANA DE SUSTRATOS AZUCARADOS Y UTILIZACION DE L
HIDROGENO EN ESTADO ATOMICO, IONICO O GASEOSO EN DICHO

PROCESO"

La presente invencion se refiere a un proceso bioquimico para aumentar
selectivamente la produccion de alcohol a través de la fermentacion de sustratos
azucarados mediante la inoculacién de hidrogeno en el microorganismo en un
proceso fermentativo que comprende mosto azucarado, nutrientes vy
microorganismos del género hongo o bacteria. La produccion de hidrégeno se
produce mediante la aplicacion de un voltaje eléctrico de pre-electrélisis o de
electrolisis completa, bajo corriente eléctrica continua o alterna, en el medio de
fermentacién. También se describe el uso de hidrégeno en estado atomico, iénico
0 gaseoso para la inoculacién en los microorganismos presentes en un medio de

fermentacién para la produccién selectiva de alcohol.
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