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@Resumen:

Procedimiento para la transformacion de los cladodios
de cactus Opuntia ficus-indica secos para producir
bioetanol de segunda generacion.

La invencién se basa en la aplicacion de una serie de
técnicas de pre-tratamiento mecanico, pre-tratamiento
termoquimico &cido, sacarificacion y fermentacion
alcohdlica simultanea (SSF) y destilacién, con el
objetivo de extraer a la vez los azlcares fermentables
de la matriz lignocelulésica de los cladodios de cactus
y a continuacion convertirlos a bioetanol de segunda
generacion.

La invencién permite la valorizacién de los cladodios
de cactus Opuntia ficus-indica como un recurso de
biomasa lignocelulésica no alimentaria, abundante y
no explotada, para el desarrollo de biocombustibles
de segunda generacidon como energia renovable y
limpia, para afrontar el agotamiento notable de los
recursos en energias fésiles.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus-indica secos para producir bioetanol de segunda generacion.

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion forma parte del desarrollo de biocombustibles a partir de la
biomasa lignoceluldsica no alimentaria para hacer frente al agotamiento de los

recursos de la energia fosil.

ESTADO DE LA TECNICA

El notable agotamiento de los recursos energéticos fosiles y el coste que estos
suponen, asi como las exigencias reglamentarias del desarrollo sostenible, son los

principales argumentos a favor del desarrollo de este invento.

Las bio-refinerias son los principales productoras de energias renovables
produciendo metano, hidrogeno, bioetanol y biodiesel (Lens, 2005). Por otro lado,
la biomasa lignocellulosica constituye un sustrato adecuado, seguro, abundante y

con un gran potencial para las biorrefinerias (Kumar et al., 2009).

Las plantas verdes producen aproximadamente 170 Gtonelada de biomasa
seca/afio donde 10 Gtoneladas/afio seran explotadas con fines energéticos en el
horizonte 2050 (que representa el 15% de la demanda energética mundial total)
(Lens, 2005). Entre los recursos de biomasa lignocelulosica podemos citar: los
residuos y co-productos agricolas (bagazo de la cafia de azucar, tallo de algoddn,
la paja de trigo, la paja de arroz, la madera....etc.), los residuos agro-industriales,
el compost, los residuos s6lidos urbanos y los cultivos energéticos no-alimentarios

que producen 300 millones de toneladas de biomasa seca por afio (Lens, 2005).

A pesar del espectacular desarrollo de los cultivos del cactus en Tunez, la
explotacion de esta especie queda restringida a la produccion y la
comercializacion de tunas. Los cladodios que constituyen la mayor parte de la

especie en biomasa son muy poco explotados a pesar de su composicion quimica
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rica en nutrientes. Opuntia es una planta suculenta con tejidos que permiten el
almacenamiento del agua lo que convierte a Opuntia en la planta mas eficaz para
la conversion del agua en materia seca con respecto a otras plantas grasas. Asi,

algunas especies de Opu’ntia producen 26 toneladas de MS/hectarea/afio.

De la misma manera, se ha estimado la cantidad de biomasa producida por los
cladodios y los frutos de cactus en los climas aridos, semi-aridos asi como los
suelos de regadio. La especie Opuntia ficus-indica cultivada en condiciones
optimas, asegura una produccién anual de biomasa que puede exceder las 30

toneladas de MS/hectarea/afio seglin se muestra en la Tabla 1 (Hamdi, 2006).

Tabla 1: La produccién tedrica de la biomasa de cactus en funcién de las

condiciones bioclimaticas (Hamdi, 2006).

Regiones
Clima Arida Semi- drida Regadio
Materia vegetal
Talla (m x m) 4x4 2x2 2x1
Plantas/hectéarea 625 2500 5000
Biomasa
(toneladas/hectarea)
Cladodios 2,63 10,5 21
Frutos 0,79 3,15 6,3

Por otro lado, la especie Opuntia presenta la tasa de produccion de biomasa mas
elevada de las plantas invasoras en Tunez. Ademas, la produccion de biomasa del
cactus aumenta todavia mas, a pesar del aumento atroz y perjudicial de las
concentraciones de CO, atmosférico. De este modo, el desarrollo del cactus puede
llegar a frenar el efecto invernadero (Florian et al., 2005). Por tanto, los cladodios

de cactus pueden servir como soporte natural para la captura y secuestro de

di6éxido de carbono.

Hasta la fecha, las patentes relativas a la produccién de bioetanol de segunda
generacién a partir de la biomasa lignocelulésica principalmente emplean los

siguientes sustratos:
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- El bagazo de la cafia de aztcar (US 2010/ 0330638 A1l. Dec.30, 2010) ;

- Los residuos agricolas: madera dura y blanda, residuos forestales, lodos de
la industria papelera, residuos solidos industriales y municipales,
diferentes plantas herbaceas (la paja, el maiz, el sorgo, el trigo, la cebada,
el arroz, la soja) (WO 2011/ 137150 Al. Nov.03, 2011) (WO 2011/
137147 Al. Nov.03, 2011) ;

- El pino, el roble y algunas plantas perennes (WO 2011/ 136616 A2.
Nov.03, 2011).

DESCRIPCION DE LA INVENCION.

El objetivo principal de la presente invencion es la transformacion de los
cladodios de cactus secos «Opuntia ficus-indica» mediante la aplicacion de los
pre-treatamientos termoquimicos y sacarificcacion enzimaética para extraer los
azucares fermentables y asi producir bioetanol de segunda generacion mediante la
fermentacion alcohdlica. Esta invencién permite por una parte valorizar
exclusivamente los recursos de biomasa lignocelulosica disponible y no explotada
y por otra parte, contribuye en el desarrollo de biocarburante de segunda

generacion como fuente de nergia renovable limpia.

El sector de las energias renovables podra beneficiarse de las ventajas notables de
esta invencion en el plan del desarrollo de los biocarburantes y favorecer asi la
independencia energética de las energias fosiles. De este modo, el agotamiento
notable de los recursos en energias fosiles y las exigencias dictadas para el

desarrollo sostenible son los principales argumentos a favor de esta invencion.

Los cultivos de Opuntia spp., extendidos por todos los paises mediterraneos, y
especificamente en Tinez, representan un recurso renovable importante de la
biomasa lignocelulésica no alimentaria, que esta disponible e inexplotado (En

algunos casos se utiliza como alimento de animales).
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Cabe destacar que los cladodios de cactus son sustratos ricos en materia organica
seca compuesta principalmente por carbohidratos (Nefzaoui, et al., 2002), lo que

justifica su utilizacion para producir bioetanol.

La invencion tal y como se detalla posteriormente, esta basada en la aplicacion de
una serie de técnicas de pre-tratamiento mecénico (etapa 1), pre-tratamiento
termoquimico acido (etapa 2), sacarificacion y fermentacion alcohoélica simultanea
(SSF) (etapa 3) y destilacion (etapa 4), con el objetivo de extraer a la vez los
azucares fermentables de la matriz lignocelulosica de los cladodios de cactus y
convertirlos a bioetanol de segunda generacion. A continuaciéon se describe

brevemente cada etapa:

Etapa 1.- Pre-tratamiento mecanico de trituracion, para reducir el tamafio de las
fibras a un diametro medio de las particulas de 1 mm. Esta etapa tiene como
objetivo disminuir el grado de polimerizacion de la celulosa y de la lignina y
aumentar la superficie de contacto, y por tanto, la accesibilidad de la celulosa y la

hemicelulosa a los diferentes reactivos.

Etapa 2.- Pre-tratamiento termoquimico acido en atmosferea inerte en presencia
de N, a una temperatura de 175 °C, una presion de 5 bares, una concentracion del
acido sulftirico H,SO,4 de 0,06 % (m/v), durante un tiempo de contacto de 75
minutos. Esta etapa tiene como objetivo la hidrélisis de la fraccion hemiceluldsica
de 1a biomasa de los cladodios de cactus secos y asi poner la fraccién celuldsica

mas accesible a la digestion enzimatica ulterior.

Etapa 3.- Sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) mediante el empleo de
una mezcla enzimatica, con las actividades endocelulasa y exocelulasa (8-
glucosidasa) asi como las actividades xilanasas, e inoculando las levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus ATCC 32691 para convertir
los disacaridos (sacarosa) y los monosacaridos fermentables en C6 (glucosa,
fructosa..) y en C5 (principalmente xilosa) procedentes de la digestion enzimatica

simultanea de la fraccion celuldsica del pretratamiento termoquimico acido.
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Etapa 4.- Destilacion (separacidn liquida/vapor) para aumentar el contenido en

alcohol del mosto obtenido.

DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS

Figura 1.- Representa un diagrama detallado de las etapas del procedimiento de la
transformacion de las fibras de cactus para la produccidn del bioetanol de segunda

generacion.

Figura 2.-Representa la curva relativa a la isoterma de adsorcion de las fibras de
cactus secos, permitiendo el estudio del comportramiento de estas fibras con
respecto al agua, calculando la cantidad maxima de la adsorcién del agua por las

fibras de cactus.

Figura 3.- Representa la cinética de la sacarificacion de la suspension de fibras de
cactus al 10% en materia seca en presencia de 100 mg/g de la enzima

Cellic®Cetc2 diluida 10 veces.

Figura 4. Micrografias foténicas (3X) de las fibras de los cladodios de cactus
secos brutos (a) y trituradas (b).

Figura 5. Micrografias Electrénica de Barridos, MEB, de las fibras de los
cladodios de cactus secos (370 X) (¢) y sus poros (1500 X) (d).

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

La estrategia experimental adoptada en esta invencion tiene como objetivo operar
en condiciones Optimas y favorables, con la aplicacién de pre-tratamientos que
favorezcan la hidrdlisis de las fracciones lignocelulésica dificiles de biodegradar y

menos asimilables por un proceso de tratamiento biologico.

El procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus secos Opuntia
ficus-indica mediante el pre-tratamiento mecanico y termoquimico écido, asi

como la saccarificacion y la fermentacién simultanea (SSF), seguida de una etapa
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de destilacion, con el objetivo de obtener el bioetanol de segunda generacién esta

ilustrado en la Figura 1.

A continuacion se detalla el procedimiento aplicado a las muestras de cladodios

secos de cactus procedentes de la bioclimatica arida de Tunez.

Ensayo 1. Pre-tratamiento mecanico y caracterizacion fisicoquimica y

estructural de las fibras de cactus.

El pre-tratamiento mecanico empleado consistié en la trituracion, mediante un

molino de martillo tipo (Leshan Dongchuan Machinery Co. Ltd Sichuan, China).

El estudio estructural de las fibras lignocelulésicas-crudas de la biomasa vegetal,
previamente trituradas, se realizé mediante la observacion microscépica fotonica
y electrénica de barrido MEB. Las Figuras 4 y 5 muestran la estructura fibrosa de
los cladodios de cactus secos. Las micrografias electrénicas han puesto en
evidencia la uniformidad de la superficie porosa de las fibras de cactus con un

didmetro de poro de 10 pm aproximadamente.

La caracterizacion fisicoquimica de los cladodios secos de cactus ha permitido
determinar la materia seca contenida en los residuos, la densidad de la fibra, el
volumen de inflado de las fibras dentro del agua asi que la capacidad de retencién

del agua y del aceite. Estas caracteristicas se encuentran recogidas en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas de los cladodios de cactus.

Caracteristicas fisico-quimicas Valores

Materia seca (%) 96,122 + 1,482

Contenido en cenizas (%) 8,568 + 0,326

Contenido en agua (%) 3,878 £ 1,482

Densidad de particulas de las fibras con respecto al iso-butanol 2,688 £ 0,056
+

Volumen de hinchazén de las fibras en el agua (mL/g) 2,649+ 0,158
+

Capacidad de retencion del agua (g de agua/ g MS) 2,157+ 0,769

4,978+ 0,117

Capacidad de retencion del aceite (aceite de girasol) (ml de aceite/MS)
Contenido en proteinas (%) 2,155+ 0,158
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El estudio del comportamiento de las muestras de cactus secos con respecto al
agua se efectud estableciendo isotermas de adsorcién del vapor de agua a 20°C

(Figura 2).

El diagramade absorcion del agua permite el seguimiento de la hidratacion de las
fibras de cactus en funcién de la actividad del agua en el medio. El contenido
maximo de agua que permite fijar las fibras de cactus es del orden del 15,36%

(2/100g MS).

La composiciéon en a-celulosa, hemicelulosa, lignina, carbono organico total
(COT), carbono indrganico (C ing), carbono total (C tot) y nitrégeno total (N tot)

de los cladodios secos de cactus se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Composiciéon en a-celulosa, hemicelulosa, lignina, carbono orgéanico
total (COT), carbono inorganico (C ing), carbono total (C tot) y nitrégeno total (N

tot) de los cladodios secos.

Componente Valor (%)

a-Celulosa 50
Hemicelulosa 18
Lignina 27

COT 6,206 + 0,001

Cing 0,451 + 0,008

C tot 6,705 + 0,173

N tot 1,878 + 0,041

En efecto el contenido en holocelulosa y en lignina de los cladodios de cactus

secos confirma la naturaleza lignocelulosica de las muestras de cactus seco.
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Ensayo 2. Pre-tratamiento termoquimico acido de las fibras de cactus.

Una vez trituradas con un molino de martillos (Leshan Dongchuan Machinery Co.
Ltd Sichuan. China) y caracterizadas exhaustivamente, las fibras de cactus seco
fueron pre-tratadas mediante un pre-tratamiento termoquimico acido utilizando un
reactor a presion (Parr®, series 4600-4620) de un litro de volumen 1til, equipado
de valvulas de control de presiéon y temperatura; la regulacién de la presion se

hace mediante una valvula neumatica con un compresor auxiliar.

El reactor a presion utilizado en esta etapa de pre-tratamiento es de tipo ‘batch’,
sin agitacion. Este reactor se llend al 10% de su capacidad total con una
suspension de fibras al 10% en solidos totales. Para generar un ambiente inerte

dentro del reactor se empled nitrégeno a una presion fija.

Las condiciones empleadas para el pretratamiento termoquimico acido de las
fibras secas del cactus empleadas fueron de una presion de 5 bares, 175°C de
temperatura, con la adicién del acido sulfurico HSO4 a una concentracién del

0,06% y un tiempo de reaccién de 75 minutos.

El andlisis de la composicion de las fibras de cactus después del pre-tratamiento

termoquimico esta presentado en la Tabla 4.

Tabla 4. Anilisis de la composicién de las fibras de cactus antes y después del

pre-tratamiento termoquimico.

Componente Antes de:'l Después ¢.iel
pre-tratamiento pre-tratamiento
Carbono total soluble (%) 6,705 11,85
Xilosa (%) 0.577 5,350
Glucosa (%) 0 0,360
Fructosa (%) 0 0,539
Sacarosa (%) 0 0,107
Acidez volatil total (%) 0 0,50
Hidroxi-metil-furfural (%) 0 0

a-Celulosa (%) 50,00 55,17
Hemicelulosa (%) 18,00 1,82
Lignina (%) 27,00 15,36
Cenizas (%) 8,24 7,90
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El contenido en carbono total soluble (organico y inorganico) se determind
mediante un equipo automatico de carbono y nitrégeno (multi N/C3100 analyzer
de Analytic Jena) utilizando una fase mobile de H;PO4 al 10%. El contenido en
azucares se ha determinado mediante un kit enzimatico. La acidez volatil total
(expresada por gramos de acido acético por cada 100g de muestra) ha sido
determinada mediante un cromatografo de gases de Shimadzu GC2010. Los
acidos grasos volatiles de cadena corta determinados son el acético, propidnico,
isobutirico, butirico, isovalérico, valérico, isocaproico, caproico y heptanoico. El
contenido en hidroxi-metil-furfural (HMF) se determiné por cromatografia

gaseosa.

Ensayo 3. Sacarificacién enzimatica de las fibras de cactus pre-tratadas.

A continuacién se realiz6 un estudio de la sacarificacion enzimatica de las fibras
de cactus secos pre-tratados. Esta hidrolisis enzimatica se realizé preparando
suspensiones de fibras de cactus al 10% en materia seca con una concentracién de
la enzimas comercial Cellic®Cetc2 de 100 mg/g, diluida 10 veces a un pH de 4,8
y a una temperatura de 50 = 1°C con una velocidad de agitaciéon de 150 rpm
mediante microincubadores. La duracién de la sacarificacion enzimaética fue de 72

horas.

La Cellic®Cetc2 es una preparacion enzimatica de la marca Novozymes, con una

concentracién en proteinas totales de 217 g/L, una actividad de papel filtro de

120,5 FPU/mL y una actividad B-glucosidasa de 2731 U/mL.

El anélisis de los azlicares por cromatografia gaseosa permitié estudiar la cinética
de la sacarificaciéon enzimdtica, igualmente, el contenido en glucosa ha sido
determinado con una técnica enzimatica. Asi, la Figura 3 muestra con detalles la

cinética de la sacarificacion enzimatica de las fibras de cactus pre-tratadas.

Con este ensayo de sacarificacion se alcanzoé un rendimiento de glucosa de 19,10

% + 0,530. y una materia seca residual de 5,50 % =+ 0,36.

10
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La composicion en azicares de las fracciones liquidas de la materia hidrolizada

realizada mediante cromatografia gaseosa sepresenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién en aziicares liberados durante la sacarificacion enzimatica
de las fibras pre-tratadas del cactus seco, determinadas mediante cromatografia

gaseosa.

Hidrélisis del Cactus al 10% en materia seca y 100 mg/g de enzima

Exp. Celobiosa Lactosa ~ Glucosa Xilosa - Galactosa Arabinosa Manosa
Patrén 24 h 0,093

Patrén 48 h 0,319 0,079 0,082

Patron 72 h 0,47 0,144

Muestra24h 10,027 0,681 9,237 2,602

Muestrad48h 8,233 8,318 2,268

Muestra72h 8,07 0,825 8,936 2,458

*Los contenidos en aziicares estan expresados en g/L. Las concentraciones estin
determinadas después de 72 horas de hidrolisis.
Ensayo 4. Sacarificacion y fermentacién simultanea (SSF) de las fibras de

cactus pre-tratadas termoquimicamente en medio dcido con la levadura
Saccharomyces cerevisiae y 1a enzima Cellic®Cetc2.

El objetivo de esta etapa es mejorar la eficacia del procedimiento, particularmente
con respecto a la variable tiempo de reaccion y de la concentracion final en etanol.
Para ello se prepar6 una suspension de fibras de cactus al 14% en materia seca
preparada con el tampdn acetato de sodio a 50 mM a un pH de 4,82 con el 3% de
la disolucion de cloranfenicol al 0,2% preparada en el tamp6n de acetato para

evitar contaminaciones bacterianas a lo largo de la reaccidn.

De la misma manera, se afiadié al medio de la SSF una suspension de la enzima
Cellic®Cetc2 a 100 mg/g, dituida 10 veces a razén de 0,70 v/v con respecto al
volumen total de la reaccién. El medio de la reaccion fue inoculado al 10% con la
levadura Saccharomyces cerevisiae procedente de un medio de cultivo liquido
sintético de 20 g/L de azlicares a pH de 4,2. La composicién de este medio de
cultivo consta de extracto de levadura (4,00 g/L), peptona de caseina (3,60 g/L),
(NH4),S04 (3,00 g/L), MgS0O,4 7H,0 (2,05 g/L), KH,PO4 (2,00 g/L), xilosa (5
g/L); glucosa (10 g/L), fructosa (2,5 g/L), y sacarosa (2,5 g/L). Para favorecer el

crecimiento de Saccharomyces cerevisiae durante la SSF se afiadié un medio de

1"
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cultivo liquido sintético concentrado 25 veces con una concentracion de 0,025 v/v
con respecto al volimen total. Este medio de cultivo concentrado tiene la
composicion siguiente: Extracto de levadura (50 g/L), peptona de caseina (45
g/L), (NH4)2S04 (37,5 g/L), MgSO, 7H,0 (25,625 g/L), y KH,PO4 (25 g/L); todos

los reactivos se ajustaron a un pH de 4,28.

La SSF se desarrolld en un microincubador operando a una temperatura de

35+1°C con agitacion fija a 150 rpm durante 120 horas (5 dias).

La produccién de etanol obtenida al final del proceso de SSF se analizé mediante
cromatografia gaseosa (GC) y usando un kit enzimatico (Béehringer Manheim,
Cat. n® 176290) adaptado que permite calcular el rendimiento final de la
conversion de glucosa a etanol. El rendimiento obtenido fue del 75% con

respecto al rendimiento de conversion tedrica. La concentracion final obtenida en

etanol ha sido de 0,5 g/L.

Ensayo 5. Sacarificacién y fermentacion simultanea (SSF) de las fibras de
cactus pre-tratadas termoquimicamente en medio idcido mediante un cultivo
de dos levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus ATCC

32691) y la enzima Cellic®Cetc2

En este ensayo se probo la posibilidad de convertir a la vez los diferentes azucares
en C6 (glucosa y fructosa) y en C5 (xilosa), asi como los disacaridos (sacarosa)
producidos durante la digestion enzimatica. Este objetivo se alcanzé mediante el
emplo de un cultivo mixto de dos levaduras: Saccharomyces cerevisiae y

Pachysolen tannophilus durante la SSF.

Para alcanzar el objetivo, se elabord6 un protocolo experimental del
establecimiento de la SSF similar al que esta descrito previamente en el ejemplo
4, sobre el que se aplicaron las modificaciones siguientes: el medio de reaccion
fue inoculado al 10% con el cultivo mixto de las dos levaduras Pachysolen
tannophiluS y Saccharomyces cerevisiae con una proporciones de 46% y de 54%

respectivamente provenientes de précultivos diferentes.

12
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La determinacion de la concentracion final del etanol producido se determiné por
cromatografia gaseosa (GC) y con el kit enzimético adaptado, siendo esta

concentracion proxima a 0,7 g/L.

Ensayo 6. Destilacion

El objetivo de esta ultima etapa de destilacion es aumentar la concentracion de
etanol en el producto final de la fermentacion. La etapa de destilacion consta en
una separacion liquido-vapor de los componentes de la mezcla obtenida en la
etapa anterior mediante una sucesion de vaporizacién y condensacion llevando la
mezcla a ebullicion (o vaporizacion) del etanol, cuyo punto de ebullicion a 1 atm

esde 78,2 °C.

APLICACION INDUSTRIAL
Los sectores industriales que pueden beneficiarse de este invento son:

» Las empresas que operan en el campo de los biocombustibles, energias

renovables o en general toda empresa biotecnologica.

» Las refinerias que quieren desarrollar una linea de energias nuevas y

limpias.

» Todas las industrias que tratan los residuos ricos en fracciones
lignoceluldsicas, fracciones celuldsicas (industria pastero-papelera) o

fracciones de polisacaridos (industria de almidon).

» Cualquier empresa de servicio de recogida de residuos agricolas,

forestales, o residuos solidos urbanos, etc....
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus-indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, que

comprende la realizacion de las siguientes etapas:

a)

b)

d)

Pre-tratamiento mecénico de trituracion de las fibras, para reducir
su tamafio a un diametro medio de particulas de 1 mm.
Pre-tratameinto termoquimico 4cido realizado en atmosfera inerte
en presencia de N, a una temperatura de 175 °C, una presion de 5
bares, una concentracion de dcido sulfurico de 0,06% (m/v) y
durante un tiempo de contacto de 75 minutos.

Sacarificacion y fermentacion simultinea (SSF) mediante el
empleo de una mezcla enzimadtica, con las actividades endocelulasa
y exocelulasa (f-glucosidasa) asi como las actividades xilanasas, e
inoculando las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen-
tannophilus ATCC 32691 para convertir los disacaridos (sacarosa)
y los monosacaridos fermentables en C6 (glucosa, fructosa..) y en
C5 (principalmente xilosa) procedentes de la digestion enzimatica
simultanea de la fraccion celulosica del pretratamiento
termoquimico acido (etapa b).

Destilacion (separacion liquida/vapor) para aumentar el contenido

en alcohol del mosto obtenido.

2. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus-indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, segun

retvindicacién 1, caracterizado porque el pre-tratamiento termoquimico

acido se realiza en un reactor a presion tipo ‘batch’ sin agitacion, lleno al

10% de su capacidad total con una suspension de fibras al 10% en materia

seca, con las siguientes condiciones de funcionamiento: presion de 5 bares,

14
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175°C de temperatura, con empleo de acido sulfurico H,SO4 a una
concentracion de 0,06% y un tiempo de reacciéon de 75 minutos en

atmosfera inerte en presencia de nitrogeno gas.

. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus-indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, segin
reivindicacion 1, caracterizado porque la concentracion de fibras de cactus
empleada en la etapa de sacarificacion y fermentacion simultanea es del
14% en materia seca con el tampon acetato de sodio a 50 Mm a un pH
4,82 con el 3% de una disolucion de cloranfenicol al 0,2% preparada en el

tampoOn acetato.

. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, segun
las reivindicaciones niimero 1 y 3, caracterizado porque en la etapa de
sacarificacion y fermentacion simultanea a las fibras de cactus se afiade
una suspension de la enzima Cellic®Cetc2 a 100 mg/g, diluida 10 veces a

razon de 0,70 v/v respecto al volumen total de la reaccion.

. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, segin
las reivindicaciones de 1, 3 y 4, caracterizado porque al medio de la
reaccion se inocula al 10% con un cultivo mixto de dos levaduras con
proporciones del 46% y 54%, respectivamente, de Pachysolen tannophilus
ATCC 32691 y de Saccharomyces cerevisiae a un pH de 4,2.

15
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. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, segtin la
reivindicaciéon 5, caracterizado porque la composicion del medio de
cultivo liquido sintético que contiene las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Pachysolen tannophilus ATCC 32691 es de un extracto de
levadura (4,00 g/L), peptona de caseina (3,60 g/L), (NH,),SO, (3,00 g/L) ;
MgSO, 7H,0(2,05 g/L), KH,PO;4 (2,00 g/L), xilosa (5 g/L), glucosa (10
g/L), fructosa (2,5 g/L), y sacarosa (2,5 g/L).

. Procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia

ficus indica secos para producir bioetanol de segunda generacion, segin la
reivindicacidn 6, caracterizado porque, para favorecer el crecimiento de las
levaduras S. cerevisiae y P. tannophilus durante la SSF, se afiade un
medio de cultivo liquido sintético concentrado 25 veces con una
concentracion de 0,025 v/v respecto al volumen total con la siguiente
composicion: extracto de levadura (50 g/L), peptona de caseina (45 g/L),
(NH,),S04 (37,5 g/L), MgSO,4 TH,0O (25,625 g/L), y KH,PO4 (25 g/L); el
medio se ajusta a un pH de 4,82.

. Procedimiento para la transformacion de de los cladodios de cactus

Opuntia ficus-indica secos para producir bioetanol de segunda generacion,
segin las reivindicaciones de 1 a 7, caracterizado porque la etapa de
sacarificacion y fermentacion simultinea se realiza en un agitador
operando a una temperatura de 35+1°C con agitacion fija a 150 rpm
durante 120 horas (5 dias).

16
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Muestra bruta de cactus secos
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Pre-tratamiento mecanico: Trituracion
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Pre-tratamiento termoquimico acido
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Destilacion
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Etanol

Figura 1
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Isoterma de adsorcion del Cactus
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400440

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 20.01.2015

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1 -8 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1 -8 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento para la transformacion de los cladodios de cactus Opuntia ficus-
indica para producir bioetanol de segunda generacion que comprende las etapas (reivindicacion 1):

a) Pre-tratamiento mecanico de trituracion de fibras para reducirlas a particulas de 1 mm.

b) Pre-tratamiento termoquimico &cido en atmésfera inerte de N, a 175°C, presién de 5 bares con acido sulfdrico
de 0,06% m/v, durante 75 minutos,

c) Sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) mediante el empleo de una mezcla enzimatica, inoculando
levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus,

d) Destilacién

El pre-tratamiento termoquimico acido se realiza en un reactor a presion de 5 bares a 175°C con acido sulfdrico de
0,06% m/v, durante 75 minutos (reiv. 2) y la concentracién de fibras de cactus en la etapa c) es de 14% en materia seca con
tampodn de acetato de sodio con el 3% de una disolucion de cloranfenicol al 0,2% preparada en el tampén acetato (reiv. 3).

Simultaneamente se afiade una suspension de la enzima CellicCetc2 a 100 mg/g (reiv. 4) y al medio de la reaccién se
inocula al 10% con un cultivo mixto de dos levaduras con proporciones del 46% y 54%, respectivamente, de Pachysolen
tannophilus y Saccharomyces cerevisiae (reiv. 5). La composicion de este medio de cultivo es de un extracto de levadura,
peptona de caseina, etc. (reiv. 6), al que se le puede afadir un medio de cultivo liquido sintético concentrado para favorecer
el crecimiento de las levaduras (reiv. 7).

Por (ltimo, la etapa de sacarificacion y fermentacion simultanea se realiza en un agitador a appx. 35°C con agitacion fija
a 150 rpm durante 120 horas (5 dias) (reiv. 8).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400440

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
RETAMAL, N., DURAN, J. M., FERNANDEZ, J. Ethanol production by
D01 fermentation of fruits and cladodes of prickly pear cactus [Opuntia ficus-indica (L.) 1987

Miller]. J. Sci. Food Agric., 1987; vol. 40, n° 3, paginas 213-218.
PILAVTEPE, M; CELIKTAS, M S; SARGIN S, YESIL-CELIKTAS, O.
D02 Transformation of Posidonia oceanica residues to bioethanol. Industrial Crops 2013
and Products, 2013; vol. 51, paginas 348-354.

KUMAR, P, BARRET, D M, DELWICHE, M J, STROEVE, P. Methods for
D03 Pretreatment of Lignocellulosic Biomass for Efficient Hydrolysis and Biofuel 2009
Production. Ind. Eng. Chem. Res., 2009; vol. 48, n° 8, paginas 3713-3729.
ALVIRA P, TOMAS-PEJO E, BALLESTERO M, NEGRO M J. Pretreatment
D04 technologies for an efficient bioethanol production process based on enzymatic 2010
hydrolysis: A review. Bioresource Technology, 2010; vol. 101, n°® 13,
paginas 4851-4861.

D05 YE SUN, JIAYANG CHENG. Hydrolysis of Lignocellulosic materials for ethanol 2002
production: A review. Bioresource Technology, 2002; vol. 83, n° 1, paginas 1-11.
D06 WO 2009102609 Al ( UNIVERSITY LOUISIANA STATE) 20.08.2009

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD

Los documentos citados D01 a D06 se refieren a la produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica siendo el
mas relevante D01 porque utiliza cladodios de la misma especie. En efecto:

- D01 divulga la produccion de etanol por fermentacion de frutos y cladodios de Opuntia ficus-indica tras un tratamiento de
molido, seguido de hidrdlisis: a) con celulasa y b) con CIH para proseguir con una fermentacién alcohodlica con
Saccharomyces cerevisiae (pagina 214, 216), las condiciones reivindicadas del pre-tratamiento con acido sulfdrico y cultivo
mixto de levaduras para la transformacién de cladodios, difieren mucho de las divulgadas en DO1 por lo que este documento
no anticipa la invencion.

En el documento D02, las condiciones son mas parecidas pero el sustrato no es la Opuntia, asi:

- D02 se refiere a la transformacién de residuos de Posidonia oceanica en bioetanol con un pre-tratamiento acido de la
biomasa, hidroélisis enzimética con el mismo preparado Cellic CTec2 reivindicado, fermentacién con Saccharomyces
cerevisiae con la composicién del medio de cultivo con extracto de levadura, peptona, etc., en condiciones de agitacion de
150 rpm (pagina 349, parrafos 2.4.1., 2.5.1) y con levaduras como Pachysolen tannophilus y Saccharomyces cerevisiae
(pagina 352, primera columna, primer parrafo), si bien no divulga un cultivo mixto con ambas levaduras a la vez, ni la
atmésfera inerte en presencia de Ny, ni la Opuntia como sustrato de partida, tal como lo hace la solicitud en estudio, por lo
que se considera un documento del estado de la técnica para las reivindicaciones 2, 4-8.

También son del estado de la técnica los documentos D03 a D06 que recogen distintos pre-tratamientos de biomasa
lignocelulésica algunos comprenden tratamientos termoquimicos con &cido sulfdrico en condiciones parecidas pero sin que
el sustrato de partida sea la Opuntia ficus-indica y tampoco utilizan el cultivo mixto de levaduras Pachysolen tannophilus y
Saccharomyces cerevisiae, por lo que ninguno anticipa la invencién.

Por ello, a la vista de los documentos D01 a D06, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 8 son nuevas de
acuerdo con el Articulo 6 LP 11/86.
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N° de solicitud: 201400440

ACTIVIDAD INVENTIVA

El procedimiento objeto de la invencién para la transformacion de los cladodios de Opuntia ficus-indica no resulta evidente
para el experto en la materia, a la vista de los documentos citados D01 a D06, siendo el mas relevante DO1. En efecto:

- En D01, la fermentacion parte de Opuntia ficus-indica pero en condiciones de pre-tratamiento con CIH y no con sulfdrico,
con presion, temperatura y tiempo distintos y sin utilizar el cultivo mixto de levaduras Pachysolen tannophilus y
Saccharomyces cerevisiae.

El resto de los documentos citados utilizan condiciones de pre-tratamiento mas parecidas pero no parten de este cactus ni
en ninguno se divulga el cultivo mixto de levaduras, por lo que el experto en la técnica no tendria base para elegir este
sustrato, las mismas condiciones de pre-tratamiento ni el cultivo mixto reivindicado.

Por ello, a la vista de los documentos DO1 a D06, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 8 tienen actividad
inventiva segun el Articulo 8 LP 11/86.
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