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‘ CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere al uso de hidrolizados de materiales lignocelulésicos de
provenientes cualquier fuente vegetal, como por ejemplo residuos de la industria de la
cafa, de la industria del tequila, de la industria cafetalera, de la industria de elaboracion
de jugos de frutas, de la industria del procesamiento del maiz, asi como de la industria
del procesamiento de la madera, los cuales pueden ser usados como fuentes de giucosa
y xilosa para la produccién de etanol y xilitol, utilizando microorganismos tolerantes a

acido acetico, furfural y compuestos fendlicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las tecnologias de aprovechamiento de los materiales lignocelulésicos para la
produccion de metabolitos de interés comercial como etanol y xilitol, utilizan
primeramente una hidrélisis para romper los polimeros de celulosa y hemicelulosa
unidos a lignina en sus respectivos monosacaridos, esta hidrélisis puede ser quimica,
termica o la combinacion de ambas enzimatica o la combinacién de tratamientos
termicos y enzimaticos (Lee 1997).

Una vez que se obtienen los hidrélizados, los azlcares libres como glucosa y xilosa, los
cuales son los principales componentes de la célulosa y la hemicelulosa
respectivamente, pueden ser transformados a etanol y xilitol por fermentacion. Para este

fin se han utilizados diferentes materiales lignocelulésicos como madera, madera suave

4

de pino, madera dura de spruce y otros pinos, robles, eucalipto, maple, plantas y sus

constituyentes, residuos de trigo, avena, centeno, arroz, residuos de la industria de la
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constituyentes, residuos de trigo, avena, centeno, arroz, residuos de la industria de la
cana de azucar, cascaras de nueces, cascaras de almendras, residuos del
aprovechamiento del coco, residuos del aprovechamiento del algodon, residuos de la

iIndustria papelera y papel (US 7109005 B2).

A pesar de que existe una gran diversidad de residuos agroindustriales los cuales se

pueden emplear como fuentes potenciales de azlcares para la produccién de
metabolitos, uno de los principales obstaculos para la obtencién de productos por
fermentacion a partir de los hidrolizados de estos residuos es la presencia de inhibidores
de la fermentacion, tales como acido acético, furfural y compuestos fendlicos.

Por lo que en la mayoria de los trabajos realizados para obtencién de etanol y xilitol a
partir de hidrolizados de materiales lignocelulosicos utilizan un proceso de detoxificacion
(Santos et al, 2003; Gurgel et al, 1998; Sreenivas-Rao et al, 2005; Felipe et al, 1997;
Carvahlo et al, 2004, Carballo et al, 2005; Silva et al, 2005; Mussato and Roberto 2004,
De fevari et al 2004, Maciel de Mancilha and Karim 2003; parajo et al 1996), lo cual tiene
la desventaja de encarecer el proceso.

Debido a lo anterior, la utilizacidbn de microorganismos los cuales presenten tolerancia a
los compuestos toxicos de los hidrolizados de materiales lignoceluldsicos hace mas
eficiente y rentable el proceso de obtencién de xilitol y etanol.

En la patente US 7109005 B2 se refieren a la produccion simultanea de etanol y xilitol en
un mismo proceso de fermentacion en tres formas principales: (i) ya sea fermentando
glucosa y xilosa de manera simultanea, teniendo como desventaja la desviacion
metabodlica en la conversion de xilosa a xilitol por la preferencia de los microorganismos

de utilizar glucosa como fuente de carbono, independientemente de que la fermentacion
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se realice con uno o mas de dos tipos microorganismos, (ii) separando preidenenta-di::
Felelbel (SOl
glucosa y la xilosa y su posterior fermentacién, teniendo como desventaja el
encarecimiento del proceso de produccion de bioetanol y xilitol por el proceso de
separacion tanto de glucosa como de la xilosa, (iii) separando ambos azlicares y
convirtiendo glucosa a etanol por fermentacién y la xilosa a xilitol por catalisis y por
fermentacion, una ves mas con la desventaja del encarecimiento por el proceso de
separacion de glucosa y xilosa incrementandose aun mas el costo del proceso en el
caso de que la xilosa se convierta a xilitol por catalisis.
Ya sea por catalisis quimica la cual consiste en hidrogenar a altas presiones, lo cual
requiere que la xilosa tenga un alto grado de pureza para no desviar la reacciéon quimica,
O ya sea por catalisis bioquimica, o cual requiere utilizar co-factores demasiado caros
como el NADH o NADPH ademas de la utilizacion de la enzima xilosa-reductasa la cual
es poco comercializada, en el caso de utilizar reacciones enzimaticas acopladas se
puede prescindir del uso de cofactores ya que estos se regeneran, sin embargo se
requiere la utilizacion de mas enzimas, el proceso es dificil de controlar y se requiere una
posterior purificacion de otros metabolitos diferentes del xilitol, lo cual se traduce en
incremento de costos en el proceso.
En la patente US 7109005 se comenta que se puede o no realizar la fermentacién sin
necesidad de la detoxificacion, en el caso de que no se requiera la detoxificacion
comentan que se puede realizar mediante el empleo de “microorganismos especiales”,
sin embargo no se especifican que tipo de microorganismos en particular presentan esta
caracteristica de tolerancia a los compuestos tdxicos asi como bajo que condiciones

pueden realizar la fermentacion en presencia de los inhibidores, por lo que el termino

"microorganismos especiales” resulta ambiguo y carente de suficiente informacion.
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En esta misma patente (US 7109005 B2) los ejemplos de produccién d‘?eqtf'?%ﬁ'
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utiizan residuos lignocelulésicos muy parecidos, ya que la mayoria proviénen de

residuos de diferentes maderas o residuos de la elaboracion de papel. Sin embargo,
existen otros residuos agroindustriales como bagazo de cafa, bagazo de agave y
cascarilla de cafe, los cuales difieren en composiciéon y pueden presentar diferentes tipos
de inhibidores asi como de niveles de concentracion de los mismos, en los cuales no se

ha evaluado la produccién de etanol y xilitol bajo las condiciones descritas en la patente

US 7109005 B2.

La presente patente se refiere a la obtencion de bioetanol y xilitol por fermentaciones
secuenciadas y no simultanea como el caso de la patente US 7109005, para esto
primeramente se realiza la hidrélisis de los materiales lignoceluldésicos. Una vez
obtenidos los hidrolizados se les agrega nutrientes y se realiza la primer fermentacién, la
cual consiste en utilizar un levadura Saccharomyces tolerante a acido acético,
compuestos fenolicos y furfural, por o que no se necesita un proceso de detoxificacion,
lo cual representa una ventaja tecnolégica, durante esta etapa se consume glucosa
produciendo etanol y se enriquece el medio con xilosa, con lo cual se evita el utilizar un
proceso de separacion de glucosa y xilosa asi como las posibles desviaciones
metabolicas ya que Saccharomyces no puede asimilar xilosa.

Una vez agotada la glucosa se separa el etanol y el mosto se fermenta por segunda vez
con una levadura del genero Candida tolerante a acido acético, furfural y compuestos
fendlicos, por lo que no es necesaria la detoxificacion y esta levadura hace la conversion
directa de xilosa a xilitol debido a que no hay desviaciones metabdlicas causadas por

glucosa. A continuacion se describe con detalle la invencion.

- . # i' J
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5
DESCRIPCION DE LA INVENCION

etanol y xilitol a partir de hidrolizados lignocelulésicos mediante fermentaciones
secuenciadas, asi como las etapas del mismo y ejemplos de su aplicacidon sobre
hidrolizados de bagazo de cafa, bagazo de agave y cascarilla de café, se muestran

claramente en la siguiente descripcién y en las figuras que se acompanan.

La figura 1 es una grafica que representa de manera esquematica el proceso de
produccion de etanol y xilitol a partir de hidrolizados lignocelulésicos mediante
fermentaciones secuenciadas.

La figura 2a es una grafica donde se representa el consumo de glucosa de la cepa
Saccharomyces cerevisiae tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fendlicos
durante la produccion de etanol.

La figura 2b es una gréafica donde se representa la produccién de etanol con la cepa
Saccharomyces cerevisiae tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fenélicos.

La figura 2c es una grafica donde se representa el crecimiento celular de la cepa
Saccharomyces cerevisiae tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fenélicos
durante la produccioén de etanol.

La figura 2d es una grafica donde se representa la produccién de glicero! de la cepa
Saccharomyces cerevisiae tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fendlicos
durante la produccion de etanol.

La figura 3a es una grafica donde se representa el consumo de xilosa de la cepa

Candida sp tolerante a acido Acetico, furfural y compuestos fenélicos durante la

produccion de xilitol.
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La figura 3b es una grafica donde se representa la produccion de xullt_?l ?o
L AR

Candida sp tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fenolicos.

La figura 3c es una grafica donde se representa el crecimiento celular de la cepa

Candida sp tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fendlicos durante la

produccion de xilitol.

La figura 3d es una gréafica donde se representa la produccion de glicerol de la cepa

Candida sp tolerante a acido acetico, furfural y compuestos fenodlicos durante la

produccion de xilitol.

Para incrementar la eficiencia del pretratamiento térmico sobre los diferentes residuos

lignoceluldsicos es necesario que estos no estén contaminados con tierra o polvo, 0 que

presenten degradacion bioldgica.

El proceso para obtener bioetanol y xilitol a partir de la glucosa y xilosa contenida en los

hidrolizados de materiales lignocelulésicos consta de 13 etapas, las cuales se describen

a continuacion.

Molienda:
La molienda se realiza con los molinos mas comunes para este tipo de materiales
y se aplica sobre cualquier material lignocelulésico como por ejemplo residuos de
la industria de la cafia, de la industria del tequila, de la industria cafetalera, de la
Industria de elaboracion de jugos de frutas, de la industria del procesamiento del
maiz, asi como de la industria del procesamiento de la madera, hasta alcanzar un
tamano de particula desde 0.05 hasta 2.5 mm de diametro. La molienda se
realiza para incrementar el area de transferencia de las particulas, con lo cual se
favorece el efecto del pretratamiento térmico posterior sobre la estructura

lignoceluldsica. Al producto de esta etapa se le denominara “material molido”.
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Lavado:

El “material molido” de la etapa anterior se lava mezclandolo con agua corriénte y
limpia en recipientes de cualquier material no oxidable y agitandolo manualmente,
posteriormente el “material molida” se filtra con cualquier material filtrante no
oxidable, una vez filtrado se vuelve a lavar hasta que el agua filtrada quede
limpia. El lavado se realiza con la finalidad de remover todas las impurezas para
evitar su interferencia en las posteriores reacciones enzimaticas. Al producto de

esta etapa se le denominara “material lavado”.

Secado:

El "material lavado” se seca colocandolo en hornos rotatorios o de charolas o
cualquier otro horno en un rango de temperatura que va de 40 hasta 70 °C hasta

obtener un porcentaje de humedad de 0 a 20 %, con la finalidad de evitar su
degradacion por hongos. El producto de esta etapa se le denominara “material

secado’.

Impregnacién de acido:

Al “material secado” se le adiciona acido y se pueden emplear los acidos HCI,
HF, HNO;, H,SO,, H3PO,, usando preferentemente H,SO.. El acido se mezcla en
recipientes no oxidables con la ayuda de agitadores convencionales o
manuaimente hasta homogenizar la mezcla del “material secado” con el acido.
La adicion de acido se realiza en un rango que va desde 0.5 hasta 6 gramos por
cada 100 gramos de “material secado”. La finalidad de la adicién de acido es
favorecer la separacion de las cadenas de celulosa y hemicelulosa de la lignina
durante el pretratamiento térmico. El producto de esta etapa se denominara

“material acondicionado”.



Pretratamiento térmico:
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El "material acondicionado" se calienta con vapor a altas presiones en un réﬁgo

de 100 a 250 ° C durante un lapso de 3 a 12 minutos y posteriormente se
despresuriza en forma subita (explosién de vapor). El objetivo del pretratamiento
5 termico es separar la celulosa y hemicelulosa, asi como romper estos polimeros
en cadenas mas cortas, lo cual facilita el posterior ataque enzimatico. El producto
de esta etapa se denominara “material pretratado”.
Preparacion de la mezcla enzimatica:
Se adicionan de 500 a 1500 ml de solucién tampon (CH;COOH 50 mM, pH de 4 a
10 6) por cada 100 gramos de “material pretratado” en recipientes no oxidables y se
mezcla con |la ayuda de agitadores convencionales, posteriormente a esta mezcla
se le agregan 100 mililitros de solucién tampén (CH;COOH 50 mM, pH de 4 a 6)
con un contenido de 1 a 10 gramos con una mezcla comercial de celulasas y
hemicelulasas adecuada segun la composicibn quimica del material
15 lignoceluldsico a hidrolizar. La finalidad de esta etapa es poner en contacto las
enzimas con su sustrato. El producto de esta etapa se denominara “mezcla
hidrolitica”.
Hidrolisis enzimatica:
La “mezcla hidrolitica” se incuba en un rango de temperatura que va desde 35

20 hasta 65 °C, con agitacion constante en recipientes no oxidables con la ayuda de

agitadores convencionales, de tal manera que la “mezcla hidrélitica” se encuentre
homogenea, esta incubacion se realiza durante un lapso que va de 100 a 450
horas. El objetivo de la etapa de hidrélisis enzimatica es liberar los

monosacaridos como glucosa, xilosa y arabinosa contenidos en la celulosa y
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hemicelulosa del “material pretratado” de la etapa anterior, para dgu\@dsteiarsc:
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transformacion por fermentacién en productos como etanol y xilitol. Al material

resultante de esta hidrélisis se le denominara "hidrélizado".
Formulacién del primer mosto:

d El “hidrolizado” se ajusta por dilucién a un rango de 30 a 60 g/l de glucosa y se le
agregan nutrientes en funcion de la levadura a utilizar en la fermentacién. Como
fuente de nitrégeno se pueden emplear extracto de levadura, urea, (NH;).SO,,
K(NH3).PO,4, K:NH3PO,; Na(NH;),PO,, Na;NHi:PO, 6 (NH;NO,; usando
preferentemente urea, las fuentes de nitrogeno se agregan en un rango de 0.5 a

10 10 g/l. Como fuente de fosfato se puede emplear KH,PO,, K.HPO,, NaH,PO, 6
Na,HPO,, usando preferentemente KH,PO, o0 K;HPO,, las fuentes de fosfato se

agregan en un rango de 1 a 10 g/l. Como fuente de magnesio se emplea

Mg(NO3). 6 MgCl; en un rango de 0.015 a 0.35 g/I. Posteriormente el “hidrolizado”
N
con nutrientes se ajusta a un pH en un rango que va de 4 a 6, el ajuste del pH
15 puede ser con los acidos HCI, H,SO,, HsPO,, HNO; o con las bases KOH,

NaOH, Ca(OH),, CaO segin las condiciones de acidez o alcalinizad. La

"""-..,-
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T

concéHtracién a usar tanto de acidos como de bases va de 0.1 a 4 N. La finalidad
de ajustar solamente la concentracién de glucosa en esta etapa con los nutrientes
anadidos es favorecer las condiciones de transformacion de glucosa a etanol en

20 la siguiente etapa, dejando disponible la xilosa para su posterior conversion a
xilitol. El producto de esta etapa se denominara “primer mosto”.

Primera fermentacion:

o e A s —————

El "primer mosto” se inocula preferentemente con la levadura Saccharomyces

cerevisiae (JC-4) de la coleccion del Institut6 "Tecnolégico\_d__e_w_yg_racruzm,



caracterizada por ser tolerante a acido acético, furfural y Compueiéo&f?%ME%ﬁf

con otras levaduras con similares caracteristicas en un rango de 0.5 a 3&@%’0 de
células/ml. Una vez inoculada la levadura se realiza la fermentacidon en
condiciones anaerdbicas en un rango de temperatura de 15 a 40 °C con una
5 duracion que puede ir de 8 horas a 72 horas. La razén de utilizar la levadura
Saccharomyces cerevisiae (JC-4) en la fermentacién es porque es tolerante a
compuestos toxicos y solo consume la glucosa ya que no tiene la capacidad de

asimilar xilosa. El producto de esta etapa se denominara “primer mosto

fermentado”.
10  Separacion de etanol:
El "primer mosto fermentado” se destila en un rango de 70 a 120 °C para la
separacion del etanol en destiladores convencionales. Este mismo proceso se
puede aplicar en un rango de 40 a 85 °C con el uso de evaporadores
convencionales con vacio. La separacién del etanol del “mosto fermentado” se

15 realiza para recuperar el primer producto del proceso, para enriquecer el medio
con xilosa y para remover un inhibidor para las levaduras que convertiran
posteriormente la xilosa a xilitol. El liquido remanente del “mosto fermentado” que
ha sido destilado se le denominara “primer mosto destilado”.

Formulacion del segundo mosto:

20 El “primer mosto destilado” se ajusta por dilucion a un rango de 15 a 60 g/l de
xilosa y se le agregan nutrientes en funcion de la levadura a utilizar en la
fermentacion. Como fuente de nitrégeno se pueden emplear extracto de levadura,
urea, (NH3),S0,, K(NH;),PO,, K:NH3PO4, Na(NH3),PO4, Na,NHPO, 6 (NH;)NO;,

usando preferentemente urea, las fuentes de nitrégeno se agregan en un rango
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de 0.5 a 10 g/l. Como fuente de fosfato se puede emplear KH,PO,, R3EPOL -

NaH,PO,4 6 Na,HPO,, usando preferentemente KH,PO, o K.HPO., las fuekfsiids
fosfato se agregan en un rango de 1 a 10 g/l. Como fuente de magnesio se
emplea Mg(NO3z), 6 MgClI, en un rango de 0.015 a 0.35 g/l. Posteriormente el
S “hidrolizado” con nutrientes se ajusta a un pH en un rango que va de 4 a 6, el
ajuste del pH puede ser con los acidos HCI, H,SO,, HsPO,, HNO; o con las
bases KOH, NaOH, Ca(OH),, CaO segun las condiciones de acidez o alcalinizad.
La concentracion a usar tanto de acidos como de bases va de 0.1 a 4 N. La
finalidad de ajustar solamente la concentracién de xilosa en esta etapa con los
10 nutrientes anadidos es favorecer las condiciones de transformacion de xilosa a
xilitol en la siguiente etapa. El producto de esta etapa se denominara “segundo
mosto”.
Segunda fermentacion:
El "segundo mosto” se inocula preferentemente con las Ievaduras_(_)_a_q@fdg Sp
15 (IECS) de la coleccion del Instituto Tecnolégico de Veracruz, o con la Ievadu;a
Candida magnoliae (OFF1) de la coleccién de CIATEJ, las cuales se caracterizan
por ser tolerante a acido acético, furfural y compuestos fenélicos, 6 con otras
levaduras con similares caracteristicas en un rango de 0.5 a 30 x 10° de
celulas/ml. Una vez inoculada la levadura se realiza la fermentacién en
20 condiciones de semianaerobiosis en reactores que pueden ir de 10 a 1000 litros

con agitacion realizada por agitadores de aspas en un rango de 100 a 1200 rpm

con un flujo de aire u oxigeno estéril o no en un rango de 0.00001 a 10 m%/seg. La
fermentacion se realiza en un rango de temperatura que va de 15 a 40 °C con

una duracion que va de 24 a 240 horas. La razon de utilizar las levaduras
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Candida sp (IEC5) O Candida magnoliae (OFF1) en la fermentacmnmpqrque;
son tolerantes a compuestos toxicos y asimilan xilosa. El produao de qﬂgetapa

se denominara “segundo mosto fermentado”.

Separacion del xilitol:

El “segundo mosto fermentado” se somete a filtraciébn con membranas selectivas
en equipos de filtracion convencionales o se puede separarse por medio de
cromatografia de liquidos preparativa en cromatografos industriales
convencionales. La solucion con xilitol después sometida a un proceso de
cristalizacion con bajas temperaturas en cristalizadotes convencionales. El

objetivo de esta etapa es recuperar el segundo producto del proceso.

Variantes del “proceso de producciéon de etanol y xilitol a partir de hidrélizados
lignocelulésicos mediante fermentaciones secuenciadas”. Las siguientes variantes
del proceso anteriormente referido pueden utilizarse para los microorgan'ismos
empleados tanto en la produccion de etanol como en la produccién de xilitol.

Molienda:

La molienda se realiza preferentemente con residuos de la industria de la cafa,
de la industria tequilera, de la industria cafetalera, de la industria de la
elaboracion de jugos de frutas, de la industria del procesamiento del maiz, asi
como la industria del procesamiento de la madera, con un tamafio de particula de

0.35 a 0.75 mm de diametro.

Impregnacion de acido:

La impregnacion de acido se realiza preferentemente con H,SO, en un rango de

concentracion de 1 a 3 gramos por cada 100 gramos de “material secado”.
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Pretratamiento térmico:
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El pretratamiento térmico se realiza con el “material secado” sin pasar por Ia
etapa de impregnacion de acido.
Alternativamente el pretratamiento térmico se realiza preferentemente con el
. “material acondicionado” con un rango de temperatura de 150 a 190 °C por un
lapso de 4 a 6 minutos con posterior despresurizacion subita.
Preparacion de la mezcla enzimatica:
La mezcla enzimatica se prepara preferentemente adicionando de 700 a 1100 ml
de solucion tampén (CH;COOH 50 mM, pH 5) por cada 100 gramos de “material
10 pretratado” y a esta mezcla se le agrega preferentemente 100 ml de una solucion
constituida por la adicion de 2 a 6 gramos de la mezcla enzimatica comercial
Celluzyme en tampéon (CH;COOH 50 mM, pH 5).
Hidrolisis enzimatica:
La hidrolisis enzimatica se realiza poniendo a incubar la “mezcla hidrolitica”
15 preferentemente de 45 a 55 °C durante un lapso de 250 a 350 horas.
Formulacion del primer mosto:
La formulacion del primer mosto se realiza preferentemente ajustando la glucosa
del medio de 20 a 40 g/l y afiadiendo urea de 2 a 4 g/l, KH,PO, de 4 a 6 g,
Mg(NO;).6H,0 de 0.1 a 0.2 g/l y ajustando el pH de 4.5 a 5.5 con NaOH o HCI 1
20 N.
Primera fermentacion:
La primera fermentacion se realiza preferentemente inoculando la cepa

Saccharomyces cerevisiae (JC-4) con una poblacién de 4 a 10 x 10° células con

un rango de temperatura de 25 a 35 °C.

1.---. i}
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Formulacién del segundo mosto: ae i
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Fararto ikl
La formulacion del segundo mosto se realiza preferentemente ajustando la

glucosa del medio de 20 a 40 g/l y afadiendo extracto de levadura de 0.5 a 1.5

g/l, urea de 2 a 4 g/l, KH,PO, de 4 a 6 g/l, Mg(NO3).6H,O de 0.1 a 0.2 g/l y
ajustando el pH de 5 a 6 con NaOH o HCI 1 N.

Segunda fermentacion:

La segunda fermentacion se realiza preferentemente inoculando la cepa Candida
sp (IEC5) o la cepa Candida magnoliae (OFF1) con una poblacién de 4 a 10 x 10°
células con un rango de temperatura de 25 a 35 °C, con un flujo de aire de 0.1 a 1
m°/seg.
El proceso de produccion de etanol y xilitol a partir de hidrélizados lignocelulésicos
mediante fermentaciones secuenciadas presenta las siguientes ventajas:

1) Contribuye a la disposicion ecolégica de residuos lignocelulésicos.

i) El empleo de levaduras tolerantes a acido acético, furfural y compuestos
fenolicos reduce el costo de produccion de etanol y xilitol en comparacion con
otros procesos biotecnoldgicos ya que no se necesita de un proceso de
detoxificacion.

i) El utilizar una fermentacion previa para agotar la glucosa y enriquecer un
mosto fermentable con xilosa para la produccion de xilitol reduce costos al no

utilizar un proceso industrial de separacién de glucosa y xilosa.

EJEMPLOS DE APLICACION DE LA INVENCION

Usar el proceso de produccion de etanol y xilitol a partir de hidrélizados

lignocelulosicos mediante fermentaciones secuenciadas, descrito en la presente
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Obtencidon de etanol en hidrélizados de bagazo de caia, bagazo de agave y
cascarilla de café: Se obtuvieron primeramente mostos fermentables a partir de
bagazo de cafia, bagazo de agave y cascarilla de café de la siguiente manera,
000 gramos de cada residuo lignocelulosico fueron molidos y tamizados hasta
obtener en promedio particulas de 0.55 mm de diametro, posteriormente fueron
lavados con agua corriente y secados en horno de charolas a 60 °C.
Posteriormente se le agrego 2 g de acido sulfarico por cada 100 gramos de
material molido, lavado y secado. Posteriormente se sometid a explosidon con
vapor (170 °C durante 5 minutos) el material pretratado fue después hidrolizado
enzimaticamente de la siguiente manera: por cada gramo de residuo pretratado
se adiciono 9 ml de soluciéon tampén (CH;COOH 50 mM, pH de 5) adicionandole
1 ml de solucion enzimatica con 0.32 mg de Celluzyme/ ml de tamp6n (CH;COOH
50 mM, pH de 5). La mezcla de material pretratado con enzimas se incuba a 50
°C por 348 horas a 200 rpm. Posteriormente el material hidrolizado se ajusto a 30
g/l de glucosa y se le agregaron los siguientes nutrientes urea (3 g/l), KH2PO4 (5
g/l), Mg(NQO;).6H,O (0.1538 g/l) y se ajusto a un pH de 5. Posteriormente se
esterilizd y en este medio se realiz6 la fermentacién inoculando 6 x 10° de
celulas/ml de la levadura Saccharomyces cerevisiae (JC-4) de la coleccion del

Instituto Tecnolégico de Veracruz, caracterizada por ser tolerante a acido acético,
furfural y compuestos fendlicos. La fermentacién se realizd a 30 °C durante 24

horas. En la figura 1 se puede observar como se consumi6 la glucosa, como se

produjo etanol, como crecié la levadura JC-4 y que tanto glicerol se produjo (un
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Obtencién de xilitol en hidrolizados de bagazo de cafa, bagazo de agave vy
cascarilla de café: los mostos fermentados para la produccién de etanol fueron
destilados para eliminar el etanol y fueron ajustados hasta obtener una
concentracion de xilosa de 30 g/l, posteriormente se les agregaron los siguientes
nutrientes: extracto de levadura (1 g/l), urea (3 g/l), KH,PO, (5 g/l), Mg(NO3).,6H,0
(0.1538 g/l) y se ajusto a un pH de 5.5. Posteriormente se esterilizd y en este
medio se realizd la fermentacién inoculando 6 x 10° de células/m! de la levadura
Candida sp (IECS5) de la coleccion del Instituto Tecnoldgico de Veracruz,

caracterizada por ser tolerante a acido acético, furfural y compuestos fenélicos.
La fermentacion se realiz6 a 30 °C durante 96 horas a 100 rpm. En la figura 2 se

puede observar como se consumio la xilosa, como se produjo xilitol, como crecié
la levadura |IECS y que tanto glicero! se produjo (un indicador de la desviacién de
xilosa hacia xilitol). La eficiencia de produccion fue mas alta en el hidrolizado de
bagazo de cafia, seguido del hidrolizado de bagazo de agave v la eficiencia mas

baja se presento en cascarilla de café.

De acuerdo con el comportamiento observado se puede concluir que los

microorganismos empleados producen etanol y xilitol con el proceso desarrollado y que

los rendimientos en el caso del xilitol dependen del hidrélizado empleado.

Lee, J.
(1997).
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REIVINDICACIONES

Despues de haber descrito lo suficiente nuestra invencion, consideramo

exclusiva propiedad lo contenido en las siguientes clausulas:

deis %‘ IV ;."'L:j
1.- “Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados lignocelulogenys icx]

5 mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género Candida”
que comprende las siguientes etapas.
a) moler: moler el material lignocelulésico hasta alcanzar un tamano de
particula de 0.05 — 2.5mm de diametro, obteniéndose “material molido’;
b) lavar: el “material molido” se lava mezclandolo con agua corriente y limpia
10 en recipientes de cualquier materia no oxidable y agitandolo
manualmente, se filtra con cualquier material filtrante no oxidable y se
vuelve a lavar hasta que el agua filtrada quede limpia, obteniéndose
‘material lavado’;
c) secar: el “material lavado” se seca a una temperatura de 40 - 70°C hasta
13 obtener un porcentaje de humedad de 0-20%, obteniéndose “material
secado’;
d) impregnar de acido: al “material secado” se le adiciona 0.5 — 6g de acido,
por cada 100g de material secado y se mezcla en recipientes no oxidables
con la ayuda de agitadores convencionales 0 manualmente hasta

20 homogenizar la mezcla del “material secado” con el acido, obteniendose

“material acondicionado”;

e) realizar pretratamiento térmico: el "material acondicionado” se calienta con
vapor a altas presiones en un rango de 100 a 250 ° C durante un lapso de

3 a 12 minutos y posteriormente se despresuriza en forma subita

2 - (explosion de vapor), obteniendose “material pretratado™;
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preparar la mezcla enzimatica: se adicionan de 500 a 1500l :
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“‘material pretratado” en recipientes no oxidables y se mezcla con t&:ayudard
el Flaghigietaslats T

de agitadores convencionales, posteriormente a esta mezcldiae- 48k’

agregan 100 mililitros de solucion tampon (CH;COOH 50 mM, pH de 4 a

6) con un contenido de 1 a 10 gramos con una mezcla comercial de

celulasas y hemicelulasas adecuada segun la composicidon quimica del

‘material lignocelulosico a hidrolizar, obteniéndose “mezcla hidrolitica”,

realizar hidrélisis enzimatica: la “mezcla hidrolitica” se incuba a
temperatura de 35 - 65°C, con agitacién constante en recipientes no

oxidables con la ayuda de agitadores convencionales, de tal manera que
la "mezcla hidroélitica” se encuentre homogénea, esta incubacion se realiza

durante un lapso de 100 - 450 horas, obteniéndose "hidrélizado";

h) formular el primer mosto: el “hidrolizado” se ajusta por dilucién a un rango

de 30 - 60 g/l de glucosa y se le agregan nutrientes en funcion de la

levadura a utilizar en la fermentacion:

a. fuente de nitrogeno de 0.5 — 10g/l, que puede emplearse extracto

de Ie‘_vadura, ured, ‘NH3)2804, K(NH3!2PO4, KgNH3PO4,
Na(NH1)»,PO., Na,NH;PO, ¢ (NH3;)NO,, usando preferentemente

urea,

b. fuente de fosfato de 1 — 10g/l, que puede emplearse KH,PO.,,

K.HPO,, NaH.PO, 6 Na,HPOQO,, usando preferentemente KH,PO, o

KgHPO4;

c. fuente de magnesio de 0.015 — 0.35 g/l y se emplea Mg(NQOs), 6

MgCl,;
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el “hidrolizado” se ajusta a un pH de 4 — 6 usandose una g

acidos y de bases que va de 0.1 — 4N, obteniéndose prlmer' mostmﬁ‘m‘fo

MoTono
realizar primera fermentacion: el “primer mosto'}’i{i%wd

] m!
preferentemente con una levadura Saccharomyces cerevisiae (JC- g)

coleccion del Instituto Tecnoldégico de Veracruz, caracterizada por ser
tolerante a acido acético, furfural y compuestos fenolicos o con otras
levaduras con similares caracteristicas en un rango de 0.5 — 30 x 10° de

células/ml, una vez inoculada la levadura se realiza la fermentacion en
condiciones anaerobicas en un rango de temperatura de 15 - 40 °C con
una duracidn que puede ir de 8 -72 horas, obteniendose “primer mosto
fermentado”;

separar etanol: el “primer mosto fermentado” se destila en un rango de 70
a 120 °C para la separacion del etanol en destiladores convencionales

obteniendose “primer mosto destilado”;

k) formular segundo mosto: el “primer mosto destilado” se ajusta por dilucion

a un rango de 15 a 60 g/l de xilosa y se le agregan nutrientes en funcion

de la levadura:

a. fuente de nitrogeno de 0.5 - 10g/l, que puede emplearse extracto

de levadura, urea NH3),SO,,  K(NH3),PO,, KoNH;PO,,
Na(NH),PO,, Na,NH;PO, 6 (NH3)NO,;, usando preferentemente

urea;

b. fuente de fosfato de 1 — 10g/l, que puede emplearse KH,POy,,
K.HPO,, NaH,PO, 6 Na,HPO,, usando preferentemente KH,PO, o
KoHPO,;

c. fuente de magnesio de 0.015 — 0.35 g/l y se emplea Mg(NO3), 0

MgClz;
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el “hidrolizado” con nutrientes se ajusta a un pH en un rango QY Adet®a. - i
l i3 TN A

6, usandose una concentracion tanto de acidos como de b ol St
TeRtale

4N, obteniéndose “segundo mosto”; - Baitams

realizar segunda fermentaciéon: ElI “segundo mosto” se m&;

preferentemente con las levaduras Candida sp (IECS) de la coleccion del

Instituto Tecnoliogico de Veracruz, o con la levadura Candida magnoliae

(OFF1) de la coleccion del Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ), las cuales se
caracterizan por ser tolerantes a acido acetico, furfural y compuestos
fendlicos, 6 con otras levaduras con similares caracteristicas en un rango
de 0.5 a 30 x 10° de células/ml, una vez inoculada la levadura se realiza la
fermentacion en condiciones de semianaerobiosis en reactores que

pueden ir de 10 a 1000 litros con agitacion realizada por agitadores de

aspas en un rango de 100 a 1200 rpom con _un flujo de aire u oxigeno
esteril 0 no en _un rango de 0.00001 a_10 m°/seqg, la fermentacion se
realiza en un rango de temperatura que va de 15 a 40 °C con una
duracion que va de 24 a 240 horas, obteniéndose “segundo mosto

fermentado”;

separar Xxilitol: el “segundo mosto fermentado” se somete a filtracion con

membranas selectivas en equipos de filtracién convencionales o se puede

separarse por medio de cromatografia de liquidos preparativa en

cromatégrafos industriales convencionales, la solucién con xilitol despues
es sometida a un proceso de cristalizacion con bajas temperaturas en

cristalizadores convencionales, obteniéndose xilitol.

“Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrolizados lighocelulosicos

mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del genero
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Candida” de acuerdo a reivindicaciéon 1, caracterizado porque en |3 r.
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4cido puede ser HCI, HF, HNO;, H,SO,, HPO,, H,SO;
fleriooine

‘Proceso de produccién de xilitol a partir de hidrélizados lignameduloss
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mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género
Candida” de acuerdo a reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa j) se
pueden usar evaporadores convencionales con vacio a una temperatura de 40 —
85°C.

‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidroélizados lignoceluldsicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género
Candida” de acuerdo a reivindicacidén 1 caracterizado porque la molienda se realiza
preferentemente con residuos de la industria de la cafa, de la industria tequilera, de
la Industria cafetalera, de la industria de la elaboracién de jugos de frutas, de la
Industria del procesamiento del maiz, asi como la industria del procesamiento de la
madera, con un tamano de particula de 0.35 a 0.75 mm de diametro.

‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados lignocelulésicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del geénero
Candida” de acuerdo a reivindicacion 1 caracterizada porque la impregnacion de
acido se realiza preferentemente con H,SO,4 en un rango de concentracién de 1 a 3
gramos por cada 100 gramos de "material secado”.

‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidroélizados lignoceluldsicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género
Candida” de acuerdo a reivindicacion 1 caracterizado porque el pretratamiento

termico se realiza con el “material secado” sin pasar por la etapa de impregnacion de

acido.

“‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrolizados lignocelulosicos

mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género
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Candida” de acuerdo a reivindicaciones 1 y 6 caracterizado porque el

térmico se realiza preferentemente con el “material acondicionado” ¢

temperatura de 150 a 190 °C por un lapso de 4 a 6 minutos con Bost -
§€ EQ E{T\,‘u iy n:‘f »
despresurizacion subita. (B
‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados lignocelulosicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del genero
Candida” de acuerdo a reivindicacignes 1 y 6 caracterizado porque la mezcla
enzimatica se prepara preferentemente adicionando de 700 a 1100 ml de solucion
tampdén (CH;COOH 50 mM, pH 5) por cada 100 gramos de “material pretratado” y a

esta mezcla se le agrega preferentemente 100 m! de una solucion constituida por |a

adicion de 2 a 6 gramos de la mezcla enzimatica comercial Celluzyme en tampon
(CH,COOH 50 mM, pH 5).

“Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados lignocelulosicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del genero
Candida” de acuerdo a reivindicaciones 1 y 6 caracterizado porque la hidrolisis
enzimatica se realiza con el material lignocelulésico sin pasar por la etapa de
pretratamiento téermico.

“Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrolizados lignocelulosicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género
Candida” de acuerdo a reivindicaciones 1, 6 y 9 caracterizado porque la hidrolisis

enzimatica se realiza poniendo a incubar la “mezcla hidrolitica® preferentemente de

45 a 55 °C durante un lapso de 250 a 350 horas

“Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrolizados lignocelulosicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del geénero
Candida” de acuerdo a reivindicaciones1, 6 y 9 caracterizado porque la formulacion

del primer mosto se puede realizar preferentemente ajustando la glucosa del medio
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de 20 a 40 g/l y afiadiendo urea de 2 a 4 g/l, KH,PO, de 4 a 6 g/l, MG AgLER de

0.1a20.29/l y ajustando el pH de 4.5 2 5.5 con NaOH o HCI 1 N.

12. “Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados Iigjneo&el 8SicoS
O QO PO DESOICN.

13.

14.

19.

mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del %@ro
Candida” de acuerdo a reivindicaciones 1, 6 y 9 caracterizado porque la primera
ferméntacién se realiza preferentemente inoculando |la cepa Saccharomyces
cerevisiae (JC-4) con una poblacién de 4 a 10 x 10° células/ml con un rango de

temperatura de 25 a 35 °C.

“‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados lignoceluldsicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del género
Candida” de acuerdo a reivindicaciones 1, 6 y 9 caracterizado porque la formulacion
del segundo mosto se realiza preferentemente ajustando la glucosa del medio de 20

a 40 g/l y anadiendo extracto de levadura de 0.5 a 1.5 g/l, urea de 2 a 4 g/l. KH,PO,

de 4 a 6 g/l, Mg(NO,),6H,0O de 0.1 a 0.2 g/l y ajustando el pH de 5 a 6 con NaOH o

HCI 1 N.

‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrélizados lignocelulosicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del genero
Candida” de acuerdo a reivindicaciones 1, 6 y 9 caracterizado porgue la segunda

fermentacion se realiza preferentemente inoculando la cepa Candida sp (IECS) o la

cepa Candida magnoliae (OFF1) con una poblacién de 4 a 10 x 10° células con un

rango de temperatura de 25 a 35 °C, con un flujo de aire de 0.1 a 1 m°/seqg.

‘Proceso de produccion de xilitol a partir de hidrolizados lignocelulosicos
mediante fermentaciones secuenciadas utilizando levaduras del genero
Candida” de acuerdo a reivindicacion 1 caracterizado porque se utilizan la cepa

Candida sp (IEC5) de la coleccion del Instituto Tecnolégico Veracruz, y la Candida
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion se refiere al uso de diferentes materiales lignocelulésicos proy

‘.h.
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diferentes industrias y actividades agricolas, los cuales pueden ser convertidos a xilitol

mediante el agotamiento de la glucosa convertida a etanol por fermentaciéon, con un
> proceso mas rentable que los procesos biotecnolégicos actuales ya que emplea
microorganismos tolerantes a compuestos téxicos derivados de la hidrélisis de estos
materiales por lo que no es necesario un proceso de detoxificacion. Cabe sefialar que el
proceso se realiza con fermentaciones secuenciadas las cuales evitan desviaciones
metabdlicas causadas por la fermentaciéon simultanea de glucosa y xilosa asi como
10 también evita el empleo de procesos de separacion de azlcares, ya que en la primer

fermentacion se agota solo glucosa y se enriquece el medio con xilosa y en la segunda

fermentacién solo se consume la xilosa.
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