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57  Resumen:
Procedimiento para la transformación de Posidonia
oceánica seca para producir bioetanol de segunda
generación.
La invención se fundamenta en la aplicación de una
serie de técnicas de pre-tratamiento mecánico, pre-
tratamiento térmico, sacarificación y fermentación
simultáneas (SSF), y destilación, con el objetivo de
extraer los azúcares fermentables de la matriz
lignocelulósica de los depósitos de P. oceánica seca y
a continuación convertirlos a bioetanol de segunda
generación.
La invención permite el aprovechamiento de los
depósitos de P. oceánica seca como un recurso de
biomasa lignocelulósica no alimentaria, abundante y
no explotada para producir bioetanol de segunda
generación para afrontar el agotamiento notable de
los recursos en energías fósiles.



 

 

 

 
 

 

Procedimiento para la transformacion de Posidonia oceanica seca para 

producir bioetanol de segunda generacion. 

SECTOR DE LA TECNICA. 

5 La invencion se inscribe en el marco del desarrollo de biocarburantes a partir de 

una biomasa lignocelulosica no alimentaria para hacer fi-ente al agotamiento 

notable de los recursos en energias fosiles. 

ESTADO DE LA TECNICA. 

10 Desde la antigiiedad, las plantas de Posidonia oceanica han sido empleadas por el 

hombre para distintos fines, tales como bio-indicador de contaminacion de las 

aguas, alimentacion animal, fabricacion de zapatos, construccion de techos, 

produccion de compost, aislamiento termico, producci6n de papel (Boudouresque 

et al, 2006; Montefalcone, 2009) y adsorcion biologica en el tratamiento de aguas 

15 residuales de tintoreria (Guezguez et al, 2009). Sin embargo, hasta la fecha de hoy 

no ha sido empleada para producir carburante. 

Posidonia oceanica es una planta marina endemica del mar mediterraneo (Gobert, 

2002). Los dep6sitos de P. oceanica cubren una superficie de entre 25000 y 

50000 lun2 de las costas mediterraneas (Gobert, 2002). 

20 Los depOsitos de P. oceanica seca, forman una especie bancos de pelotas en las 

costas. Se estima que la produccion primaria neta de P. oceanica seca es de 

aproximadamente 420 g MS/m2 aflo, pudiendo alcanzar 1300 g MS/m2 alio. En 

realidad, los depositos de P. oceanica seca constituyen uno de los ecosistemas 

mas productivos del planeta (Boudouresque et al., 2006). Ademas, algunas de las 

25 caracteristicas del ecosistema formado por esta planta son imicas y particulares en 

el medio marino y se asemejan a los ecosistemas forestales continentales en 

cuando a la acumulacion de la biomasa vegetal, siendo esta excepcionalmente 

elevada (Boudouresque et al., 2006). Las pelotas de P. oceanica poseen una 
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composicion lignocelulosica similar y comparable a otras plantas lignocelulosicas 

terrestres (Khiari et al., 2010; Ncibi et al., 2009). 

Hasta la fecha, las patentes relativas a la producci6n de bioetanol de segunda 

generacion a partir de la biomasa lignocelulosica principalmente emplean como 

5 materia prima los siguientes sustratos: 

El bagazo de la cafia de azilcar (US 2010/0330638 Al. Dec.30, 2010). 

Residuos agricolas, madera dura y blanda, residuos forestales, lodos de la 

industria papelera, residuos solidos industriales y municipales, diferentes 

plantas herbaceas (paja de trigo, maiz, sorgo, cebada, arroz, y soja) (WO 

10 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. 

15 La presente invencion tiene como objetivo principal transformar los dep6sitos de 

Posidonia oceanica seca, mediante hidrolisis termica y sacarificacion enzimatica, 

para extraer los aziicares fermentables y asi producir bioetanol de segunda 

generaci6n por fermentacion alcoholica. Esta invencion permite la valorizacion de 

un recurso de biomasa lignocelulosica abundante y no explotado con fines 

20 energeticos, a la vez que contribuye al desarrollo de biocarburantes de segunda 

generaciOn como fuentes de energia renovable limpia. 

El sector energetic° podra beneficiarse de las ventajas de esta invencion en cuanto 

al desarrollo de los biocarburantes, favoreciendo la independencia energetica 

fi-ente a las energias fosiles. En efecto, el agotamiento notable de los recursos en 

25 energias fosiles y las exigencias dictadas por el desarrollo sostenible, son los 

principales argumentos a favor del desarrollo de esta invencion. 

Por otra parte, los depositos de Posidonia oceanica seca en las costas 

mediterraneas en general, y en Timez en particular, constituyen una valiosa fuente 
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de biomasa lignocelulosica renovable no alimentaria que esta disponible como un 

substrato para las biorrefinerias.  

La invencion, tal y como se detallard posteriormente, esta basada en la aplicacion 

de una serie de tecnicas de pre-tratamiento mecanico (etapa 1), pre-tratamiento 

5 termico (etapa 2), sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF) (etapa 3) y 

separacion del etanol formado por destilacion (etapa 4), con el objetivo de extraer 

los azucares fermentables de la matriz lignocelulosica de los depositos de P. 

oceanica seca, y a continuacion convertirlos a bioetanol de segunda generaci6n. A 

continuacion se describe brevemente cada etapa: 

10 Etapa 1.- Pre-tratamiento mecanico de trituracion, para reducir el tamalio de las 

fibras a un diametro medio de particulas de 1 mm. Esta etapa tiene como objeto 

disminuir el grado de la polimerizacion de la celulosa y de la lignina, y aumentar 

la superficie de contacto, y por lo tanto, la accesibilidad de la celulosa y de la 

hemicelulosa a los diferentes reactivos. 

15 Etapa 2.- Pre-tratamiento terinico realizado en atmosfera inerte en presencia de 

N2, a una temperatura de 150°C, una presion de 1 bar, sin utilizar un agente 

quimico, durante un tiempo de reaccion de 30 minutos. Esta etapa tiene como 

objetivo la hidrolisis de la fraccion hemicelulosica de la biomasa de P. oceanica y 

hacer que la fi-accion celulosica sea 'lids accesible a la digestion enzimatica 

20 posterior. 

Etapa 3.- Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF) mediante el empleo de  

una mezcla de enzimas, con las actividades endocelulasa y exocelulasa (fl-

glucosidasa) asi como las actividades xilanasas, e inoculando las levaduras 

Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus ATCC 32691, para convertir 

25 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 pre-tratamiento termico. 

Etapa 4.- Destilacion (separacion liquida/vapor) que tiene como objetivo 

aumentar el contenido de etanol en el mosto obtenido. 
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DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS 

Figura 1.- Diagrama de las etapas del procedimiento de transformacion de las 

fibras de Posidonia oceanica seca para la produccion de bioetanol de segunda 

generaci6n. 

5 Figura 2.- Curva relativa a la isoterma de adsorci6n de las fibras de Posidonia 

oceanica seca, permitiendo el estudio del comportamiento de estas fibras con 

respecto al agua, calculando la cantidad maxima de la adsorcion del agua por las 

fibras de P. oceanica . 

Figura 3.- Evolucion del rendimiento de conversion de la celulosa en glucosa de 

10 las fibras de Posidonia oceanica al 10% en materia seca (MS) y 100 mg/g de la 

enzima Ctec2. 

Figura 4.-Micrografias fot6nicas (3X) de las fibras de Posidonia oceanica brutas 

(a) y trituradas (b). 

Figura 5.-Micrografias Electronicas de Barrido (MEB) de las fibras de Posidonia 

15 oceanica brutas (350 X) (c) y sus poros (1500 X) (d). 

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION 

Como ya se ha comentado, los depositos de Posidonia oceanica seca constituyen 

uno de los ecosistemas Inas productivos del planeta (Boudouresque et al., 2006). 

20 Ademas, algunas de las caracteristicas del ecosistema de P. oceanica son &leas y 

particulares en medio marino y se asemejan a los ecosistemas forestales 

continentales, en cuanto a la acumulacion de la biomasa vegetal, formando una 

biomasa vegetal excepcionalmente elevada. La composici6n de las pelotas de P. 

oceanica seca es rica en fracciones lignocelulosicas (Khiari et al., 2010; Ncibi et 

25 al., 2009). En este contexto, esta invencion tiene por objetivo valorizar y utilizar 

los azacares fermentables de Posidonia oceanica seca, con el fin de producir el 

bioetanol de segunda generacion. El procedimiento propuesto tiene por objeto 

operar en las condiciones optimas y favorables para mejorar el rendimiento 

mediante la aplicacion de un pre-tratamiento mecanico, termico, asi como la 
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sacarificacion y fermentacion simultanea de la matriz lignocelulosica de P. 

oceanica. 

El procedimiento propuesto para la transformacion de los dep6sitos de P. 

oceanica seca mediante la aplicacion de los pre-tratamientos mecanico y termico, 

5 asi como la sacarificaciOn y la fermentaciOn simultanea (SSF), seguida por una 

etapa de destilacion, esta ilustrado en el diagrama de la Figura 1. 

10 

A continuaci6n se detalla el procedimiento aplicado a muestras de dep6sitos de P. 

oceanica seca procedente de las costas del Golfo de Timez, y precisamente de las 

costas del suburbio meridional de TiInez. 

Ensayo 1.- Caracterizacion fisico-quimica y estructural, y pre-tratamiento 

meanie° de las fibras de los depositos de Posidonia oceanica seca empleados. 

La caracterizacion fisico-quimica de los dep6sitos de P. oceanica pennitio 

determinar la materia seca contenida en los residuos (solidos totales), la densidad 

15 de la fibra, el volumen de inflado de las fibras dentro del agua asi que la capacidad 

de retenci6n del agua y del aceite. Estas caracteristicas estan recapituladas en la 

Tabla 1. 

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

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

El estudio estructural de las fibras lignocelulosicas crudas de la biomasa vegetal, 

previamente tituradas, se realize) mediante la observacion microscopica fotonica 

y electronica de barrido, MEB. Las Figuras 4 y 5 muestran la estructura fibrosa de 

25 la P. oceanica seca. De la misma manera, las micrografias electronicas ponen en 

evidencia la uniformidad de la superficie porosa de las fibras de P. oceanica con 

un diametro de poros de 10 um, aproximadamente. 
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Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas de las fibras de los dep6sitos de 

Posidonia oceanica seca. 

Caracteristicas fisico-quimicas Valores 

Materia seca (%) 9 1 ,999 ± 0 ,3 1 8 

Contenido en agua (%) 8 ,000 ± 0,3 1 8 

Contenido en cenizas (%) 1 1 ,7335 ± 0,25 1 8 

Densidad de particulas de las fibras con respecto al iso-butanol . 0 ,684 ± 0,076 

Volumen de inflado de las fibras dentro del agua (mu g) 1 ,332 ± 0,234 

Capacidad de retencion del agua (g agua/ g MS) 6 ,233 ± 1 ,436 

Capacidad de retenci6n del aceite (Aceite de girasol) 1 2,6 1 1 ± 1 ,952 

(mL aceite/g MS) 

Contenido en proteinas (%) 5 ,2 1 7 ± 0, 1 72 

5 El estudio del comportamiento de las muestras de los dep6sitos de Posidonia 

oceanica frente al agua se efectuo estableciendo isotermas de adsorcion del vapor 

de agua a 20°C. La Figura 2 ilustra el diagrama de adsorci6n de las fibras de P. 

oceanica seca. 

El diagrama de absorci6n permite seguir el estado de hidratacion de las fibras de 

10 P. oceanica en funcion de la actividad del agua en el medio. El contenido 

maxim° de agua que puede fijar las fibras de Posidonia oceanica es del orden de 

34,59% (g/100 g MS). 

La composicion en a-celulosa, hemicelulosa, lignina, en carbono organic° total 

(COT), en carbon° inorganic° (C ing), en carbono total (C tot) y en nitr6geno 

15 total (N tot) de los dep6sitos de Posidonia oceanica seca se recogen en la Tabla 2. 
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Tabla 2: Composicion en a-celulosa, hemicelulosa, lignina, carbono organic° 

total (COT), carbono inorganic° (C ing), carbono total (C tot) y nitrogen° total (N 

tot) de los depositos de Posidonia oceanica seca. 

Componente Valor ( Y0) 

a-Celulosa 40 

Hemicelulosa 1 9 

Lignina 30 

COT 1 ,562 ± 0 ,002 

C ing 8 ,2 1 5 ± 0 , 1 73 

C tot 9 ,777 ± 0 , 1 73 

N tot 1 ,5 86 ± 0,084 

5 Ensayo 2: Pre-tratamiento termico de los depositos de Posidonia oceanica 

seca. 

Una vez trituradas y caracterizadas exhaustivamente, las muestras de los depositos 

de P. oceanica seca han sido pre-tratadas termicamente en un reactor a presion 

(Parr®, series 4600-4620) de un litro de volumen atil, equipado de valvulas de 

10 control de presiOn y temperatura. La regulaciOn de la presion se hizo mediante una 

valvula de presion 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 Reno al 10% de su capacidad total con una 

suspension de fibras al 3% en materia seca. Para generar un ambiente inerte 

15 dentro del termo reactor se empleo nitr6geno a una presion fija de 1 bar. 
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Las condiciones empleadas para el pre-tratamiento termico de las fibras de los 

depositos de P. oceanica seca empleadas fueron: Una temperaturade 150°C y un 

tiempo de reacci6n de 30 minutosen atmosfera inerte en presencia de nitregeno. 

El analisis de la composicion de las fibras de los dep6sitos de P. oceanica despues 

5 del pre-tratamiento termico se presenta en la Tabla 3. 

Tabla 3: Analisis de la composicion de las fibras de los dep6sitos de Posidonia 

oceanica seca antes y despues el pre-tratamiento termico. 

Componente 
Antes del 

pre-tratamiento P 

Despues del 

re-tratamiento 

Carbono total soluble (%) 

Xilosa (%) 

Glucosa (%) 

Fructosa (%) 

Sacarosa (%) 

Acidez volatil total (%) 

Hidroxi-metil-furfural (%) 

a-Celulosa (%) 

Hemicelulosa (%) 

Lignina (%) 

Cenizas (%) 

2,489 

2,670 

40 

19 

30 

15,01 

15,25 

0,672 

8,36 

7,73 

1,87 

o 
o 

79,94 

1,32 

9,67 

10,46 

10 El contenido en carbono total soluble (organic° y inorganico) se determine) 

mediante un equipo automatic° de carbono y nitregeno (multi N/C3100 analyzer 

de Analytic Jena) utilizando una fase movil de H3PO4 al 10%. El contenido en 

azUcares se ha determinado mediante un kit enzimatico. La acidez volatil total 

(expresada por gramos de acido acetic() por cada 100 g de muestra) ha sido 

15 determinada mediante un cromategrafo de gases (Shimadzu mod. GC2010). Los 

acidos grasos volatiles de cadena corta determinados fueron: acetic°, propi6nico, 

iso-butirico, butirico, iso-valerico, valerico, iso-caproico, caproico y 

heptanoico. El contenido en hidroxi-metil-furthral (HMF) se determin6 

igualmente por cromatografia gaseosa. 
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Ensayo 3: Sacarificacion enzimatica de los depositos de Posidonia oceanica 

pre-tratados 

A continuacion del pre-tratamiento mecanico y termico, se realizo un estudio de la 

sacarificacion enzimatica de las fibras de P. oceanica pre-tratadas. Esta hidrolisis 

5 enzimatica se realizo preparando suspensiones de fibras de P. oceanica al 10% en 

materia seca con una concentraci6n de la enzima comercial CelliceCetc2 de 

100mg/g, diluida 10 veces a un pH de 4,8 y a una temperatura de 50 ± 1°C 

mediante microincubadores con una velocidad de agitacion de 150 rpm. La 

duracion de la sacarificacion enzimatica the de 72 horas. 

10 La Cellic®Cetc2 es una preparaci6n enzimatica de la empresa Novo Nordisk, con 

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

120,5 FPU/mL y una actividad13-glucosidasa de 2731 U/mL. 

El analisis de los aziicares por cromatografia gaseosa permitio estudiar los 

rendimientos de conversion de la sacarificacion enzimatica, igualmente, el 

15 contenido en glucosa ha sido determinado con una tecnica enzimatica. Asi, la 

Figura 3 muestra con detalles la generaci6n de monomeros durante la 

sacarificacion enzimatica de las fibras de P. oceanica pre-tratadas. 

Con este ensayo de sacarificacion se alcanzo un rendimiento de conversion de 

celulosa a glucosa de 3,553 ± 0,005%. 

20 La composici6n en athcares de las fracciones liquidas de la materia hidrolizada 

realizada mediante cromatografia gaseosa se presenta en la Tabla 4. 
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Tabla 4: Composicion en azikares liberados durante la sacarificacion enzimatica 

de las fibras pre-tratadas de Posidonia oceanica, determinadas mediante 

cromatografia gaseosa. 

flidrolisis de Posidonia oceanica al 10% en materia seca y 100 mg/g de enzima 

Patron 24 h 

Patron 72 h 

Muestra 48h 

0,322 

7,476 

0,15 

0,167 

2,147 

0,003 

*Los contenidos en athcares estan expresados en g/L. Las concentraciones estan 

5 determinadas despues de 72 horas de hidrolisis. 

Ensayo 4: Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF) de las fibras de 

depositos de Posidonia oceanica pre-tratadas utilizando la levadura 

Saccharomyces cerevisiae y la enzima Cellic®Cetc2. 

10 El objetivo perseguido para realizar la sacarificacion y fermentacion simulaneas 

(SSF) fue 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 suspensi6n de fibras de P. oceanica al 12% en materia seca 

preparada con el tamp6n acetato de sodio a 50 Mm a un pH 4,82 con el 3% de 

15 una disolucion de cloranfenicol al 0,2% preparada en el tampon acetato para evitar 

las contaminaciones bacterianas durante la reacciOn y no afectar la concentracion 

final en etanol. 

Del mismo modo, se aliadio al medio de la SSF una suspension de la enzima 

Cellic®Cetc2 a 100 mg/g, diluida 10 veces a razon de 0,70 v/v con respecto al 

20 volumen total de la reaccion. Por otra parte, el medio de la reaccion se inoculo al 

10% con la levadura S. cerevisiae procedente de un medio de cultivo liquido 

sintetico de 20 g/L de aziicares a pH de 4,82 cuya composici6n es la siguiente: 

extracto de levadura (4,00 g/L), peptona de caseina (3,60 g/L), (NH4)2SO4 (3,00 
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g/L), MgSO4 7H20 (2,05 g/L),; KH2PO4 (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 S. 

cerevisiae durante la SSF, se afiadio un medio de cultivo liquido sintetico 

concentrado 25 veces con una concentracion de 0,025 v/v con respecto al volumen 

5 total. La composicion de este medio de cultivo consta de extracto de levadura 

(50g/L), peptona de caseina (45 g/L), (NH4)2SO4 (37,5 g/L), MgSO4 7H20 

(25,625 g/L), KH2PO4 (25 g/L). El medio se ajusta a un pH de 4,82. 

La SSF se desarrollo en un micro-incubador operando a una temperatura de 35 ± 

1°C, con agitaciOn fija a 150 rpm durante 120 horas (5 dias). 

10 La producci6n de etanol obtenida al final del proceso de SSF se analizo mediante 

cromatografia gaseosa, y un kit enzimatico (Boehringer Mannhein, Ref. 716251) 

adaptado que pennite calcular el rendimiento final de la conversion de glucosa al 

etanol. El rendimiento obtenido the proximo al 22% con respecto al rendimiento 

de la conversion teorica. La concentraci6n final obtenida en etanol the de 0,2 g/L. 

15 

Ensayo 5: Sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF) de las fibras de 

los depositos de Posidonia oceanica pre-tratadas con un cultivo de las 

levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus ATCC 32691, y 

la enzima Cellic®Cetc2 

20 En este ensayo se probe) la posibilidad de convertir a la vez los diferentes aziicares 

en C6 (glucosa y fructosa) y en C5 (xilosa), asi como los disacaridos (sacarosa) 

producidos durante la digestion enzimatica. Este objetivo se alcanzo mediante el 

empleo de un cultivo mixto de dos levaduras: Saccharomyces cerevisiae y 

Pachysolen tannophilus ATCC 32691 durante la SSF. 

25 Con el fin de lograr este objetivo, se elaboro un protocolo experimental del 

establecimiento de la SSF similar al empleado en el ensayo 4, sobre el que se 

aplicaron las modificaciones siguientes: la inoculacion se realize) al 10% con un 

cultivo mixto de las dos levaduras en proporciones del 47% y 53% de P. 

tannophilus y S. cerevisiae, respectivamente. 
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La concentracion final de etanol producido se determino por cromatografia 

gaseosa (GC) y con el kit enzimatico adaptado, esta concentracion fue del orden 

de 0,2 g/L. 

5 Ensayo 6: Destilacion 

El objetivo de esta Ultima etapa de destilacion es aumentar la concentraci6n de 

etanol en el producto final de la fermentacion. La etapa de destilacion simple 

consta de una separaciOn liquido-vapor de los componentes de la mezcla obtenida 

en la etapa anterior mediante una sucesion de vaporizacion y condensaci6n 

10 Bevan& la mezcla a ebullicion (o vaporizacion) del etanol, cuyo punto de 

ebullicion a una atm6sfera es 78,2 °C. 

APLICACION INDUSTRIAL 

Los sectores industriales que pueden beneficiarse de esta invencion son: 

15 Las empresas que operan en el campo de los biocarburantes, las energias 

renovables o alternativas, las empresas biotecnologicas. 

Las empresas de combustibles fosiles que desean desarrollar la nueva rama 

de las nuevas energias. 

Todas las industrias que tratan residuos ricos en lignocelulosas, celulosa 

20 (industria del papel), y polisacaridos (industria del almidon). 

Cualquier empresa de servicio de recogida de residuos agricolas y marinos 

(especialmente las macroalgas marinas, las plantas marinas halofitas que 

acumulan la sal marina y que constituyen una biomasa lignocelulosica 

marina), etc.... 

25 
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1. Procedimiento para la transformacion de Posidonia oceanica seca para 

producir bioetanol de segunda generacion, que comprende la realizacion 

5 de las siguientes etapas: 

a) Pre-tratamiento meanie° de trituracion de las fibras, para reducir su 

tamafio a un diametro medio de particulas menor o igual a 1 mm. 

b) Pre-tratamiento termico realizado en atmosfera inerte en presencia de 

nitrogen° (N2), a una temperatura de 150°C, una presion de 1 bar, sin 

10 utilizar un agente quimico, durante un tiempo de reaccion de 30 

minutos. 

c) Sacarificaci6n y fermentacion simultanea (SSF) mediante el empleo de 

una mezcla enzimatica, con las actividades endocelulasa y exocelulasa 

(/3-glucosidasa) asi como las actividades xilanasas, e inoculando el 

15 medio de reaccion con 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 fracci6n celulosica del pre-

20 tratamiento termico. 

d) Destilacion (separacion liquida/vapor) para aumentar el contenido en 

alcohol del mosto obtenido. 

2. Procedimiento para la transformaci6n de P. oceanica seca para producir 

25 bioetanol de segunda generaci6n, segan la reivindicacion 1, caracterizado 

por el pre-tratamiento termico realizado en un reactor a presi6n, tipo 

'batch' sin agitacion, lleno al 10% de su capacidad total con una 

suspension de fibras al 3% en materia seca, con las siguientes condiciones 

de funcionamiento: presion de 1 bar, 150°C de temperatura y un tiempo 

30 de reacci6n de 30 minutos en atm6sfera inerte en presencia de nitrogen°. 

REIVINDICACIONES 
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3. Procedimiento para la transformaci6n de P. oceanica seca para producir 

bioetanol de segunda generaci6n, segim la reivindicacion 1, caracterizado 

por la utilizacion de una concentracion del 12% en materia seca de las 

5 fibras de P. oceanica empleada en la etapa de sacarificaci6n y 

fermentacion simultanea con el tampon acetato de sodio a 50 Mm, a un pH 

4,82, con el 3% de disolucion de cloranfenicol al 0,2% preparada en el 

tampon acetato. 

10 4. Procedimiento para la transformacion de P. oceanica seca para producir 

bioetanol de segunda generacion, segun las reivindicaciones 1 y 3, 

caracterizado por la adicion de una suspension de la enzima CelliceCetc2 

a 100 mg/g , diluida 10 veces a rage de 0,70 v/v con respecto al volumen 

total de la reacci6n en la etapa de sacarificacion y fermentaci6n 

15 simultanea, a las fibras de P. oceanica seca. 

5. Procedimiento para la transformaci6n de P. oceanica seca para producir 

bioetanol de segunda generacion, seglin las reivindicaciones 1, 3 y 4, 

caracterizado por la inoculacion al 10% del medio de la reaccion con un 

20 cultivo mixto de dos levaduras en proporciones del 47% y 53%, 

respectivamente, de Pachysolen tannophilus ATCC 32691 y 

Saccharomyces cerevisiae a pH de 4,82. 

6. Procedimiento para la transformacion de P. oceanica seca para producir 

25 bioetanol de segunda generacion, segim la reivindicacion 5, caracterizado 

porque la composicion del medio de cultivo liquido sintetico que contiene 

las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus ATCC 

32691 es extracto de levadura (4,00 g/L), peptona de caseina (3,60 g/L), 

(NH4)2SO4 (3,00 g/L), MgSO4 7H20 (2,05 g/L), K.H2PO4 (2,00 g/L), 

30 xilosa (5 g/L), glucosa (10 g/L), fructosa (2,5 g/L), y sacarosa (2,5 g/L). 
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7. Procedimiento para la transformacion de P. oceanica seca para producir 

bioetanol de segunda generacion, segtin la reivindicacion 6, caracterizado 

porque para favorecer el crecimiento de las levaduras S. cerevisiae y P. 

tannophilus durante la SSF, se atiade un medio de cultivo liquido sintetico 

5 concentrado 25 veces con una concentracion de 0,025 v/v con respecto al 

volumen total, con la siguiente composicion: extracto de levadura 

(50g/L), peptona de caseina (45 g/L), (NH4)2SO4 (37,5 g/L), MgSO4 7H20 

(25,625 g/L), KH2PO4 (25 g/L). El medio se ajusta a un pH de 4,82. 

10 8. Procedimiento para la transformacion de P. oceanica seca para producir 

bioetanol de segunda generaci6n, segun las reivindicaciones de 1 a 7, 

caracterizado porque la etapa de sacarificacion y fermentacien simultanea 

se realiza en un micro-incubador operando a una temperatura de 35 ± 1°C, 

con agitaci6n fija a 150 rpm durante 120 horas (5 dias). 
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Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 04.02.2015  
 
 
 Declaración    
     
 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 aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
 
 
 
Consideraciones: 
 

La presente invención tiene por objeto un procedimiento para la transformación de Posidonia oceanica para producir 
bioetanol de segunda generación que comprende las etapas (reivindicación 1): 

 
a) Pre-tratamiento mecánico de trituración de fibras para reducirlas a partículas de 1 mm. 

 
b) Pre-tratamiento térmico en atmósfera inerte en presencia de N2 a 150oC, presión de 1 bar, durante 30 minutos, 

 
c) Sacarificación y fermentación simultánea (SSF) mediante el empleo de una mezcla enzimática, inoculando 

levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pachysolen tannophilus, 
 

d) Destilación  
 
El pre-tratamiento térmico se realiza en un reactor a presión sin agitación, lleno al 10% de su capacidad con una 

suspensión de fibras al 3% de materia seca y a presión de 1 bar, temperatura de 150oC durante 30 minutos (reiv. 2) y la 
concentración de en la etapa c) es de 12% en materia seca de fibras de Posidonia oceanica con tampón de acetato de 
sodio a pH 4,82 con el 3% de disolución de cloranfenicol al 0,2% preparada en el tampón acetato (reiv. 3). 

 
Simultáneamente se añade una suspensión de la enzima CellicCetc2 a 100 mg/g (reiv. 4) y al medio de la reacción se 

inocula al 10% con un cultivo mixto de dos levaduras con proporciones del 47% y 53%, respectivamente, de Pachysolen 
tannophilus y Saccharomyces cerevisiae (reiv. 5). La composición de este medio de cultivo es de un extracto de levadura, 
peptona de caseína, etc. (reiv. 6), al que se le puede añadir un medio de cultivo líquido sintético concentrado 25 veces para 
favorecer el crecimiento de las levaduras (reiv. 7). 

 
Por último, la etapa de sacarificación y fermentación simultánea se realiza en un micro-incubador a appx. 35oC con 

agitación fija a 150 rpm durante 120 horas (5 días) (reiv. 8). 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
 

D01 
PILAVTEPE, M; CELIKTAS, M S; SARGIN, S YESIL-CELIKTAS, O. 
Transformation of Posidonia oceanica residues to bioethanol. Industrial Crops 
and Products, 2013; vol. 51, páginas 348-354 
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PETERSEN M O, et al. "Optimization of hydrothermal pretreatment of wheat 
straw for production of bioethanol at low water consumption without addition of 
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KUMAR, P, BARRET, D M, DELWICHE, M J, STROEVE, P. Methods for 
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2009 
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ALVIRA P, TOMAS-PEJÓ E, BALLESTERO M, NEGRO M J. Pretreatment 
technologies for an efficient bioetanol production process based on enzymatic 
hydrolysis: A review. Bioresource Technology, 2010; vol. 101, nº 13,  
páginas 4851-4861 

 
2010 

D05 YE SUN, JIAYANG CHENG. Hydrolysis of Lignocellulosic materials for ethanol 
production: A review. Bioresource Technology, 2002; vol. 83, nº 1, páginas 1-11. 

2002 

D06 WO 2009102609  A1 (UNIVERSITY LOUISIANA STATE) 20.08.2009 
 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución 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 declaración 
 
 
NOVEDAD 
 
     Los documentos citados D01 a D06 se refieren a la producción de bioetanol a partir de biomasa lignocelulósica siendo el 
más relevante D01 porque utiliza residuos de la misma planta. En efecto: 
 
- D01 se refiere a la transformación de residuos de Posidonia oceanica en bioetanol con un pre-tratamiento ácido de la 
biomasa, hidrólisis enzimática con el mismo preparado Cellic CTec2 reivindicado, fermentación con Saccharomyces 
cerevisiae con la composición del medio de cultivo con extracto de levadura, peptona, etc., en condiciones de agitación de 
150 rpm (página 349, párrafos 2.4.1., 2.5.1) y con levaduras como Pachysolen tannophilus o Saccharomyces cerevisiae 
(página 352, primera columna, primer párrafo), si bien coinciden en muchas características técnicas, no divulga la atmósfera 
inerte de N2, sin utilizar un agente químico ni el cultivo mixto con ambas levaduras a la vez, tal como lo hace la solicitud en 
estudio, por lo que no anticipa la invención y se considera un documento del estado de la técnica para las reivindicaciones 1, 
2, 4-8. 
 
- D02 se refiere a la optimización de un pre-tratamiento hidrotermal sin adición de químicos, seguido de SSF, como lo hace 
la solicitud en estudio pero el sustrato de partida es la paja de trigo (página 834-839) por lo que tampoco anticipa la 
invención. 
 
 
     Los documentos D03 a D06 se consideran del estado de la técnica porque recogen distintos pre-tratamientos de biomasa 
lignocelulósica pero el sustrato de partida no es Posidonia oceanica y tampoco utilizan el cultivo mixto de levaduras 
Pachysolen tannophilus y Saccharomyces cerevisiae, por lo que ninguno anticipa la invención. 
 
 
     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 Artículo 6 LP 11/86. 
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OPINIÓN ESCRITA 
 

Nº de solicitud: 201400441 
  

 
 
ACTIVIDAD INVENTIVA  
 
     El procedimiento objeto de la invención de la transformación de residuos de Posidonia oceanica para producir bioetanol no 
resulta evidente para el experto en la materia, a la vista de los documentos citados D01 a D06, siendo el más relevante D01. 
En efecto: 
 
- D01 divulga la utilización de la biomasa de Posidonia oceanica en condiciones muy parecidas pero en el pre-tratamiento 
utiliza un compuesto químico ácido que en la invención no se utiliza, además, en D01 no se divulga el cultivo mixto de 
levaduras Pachysolen tannophilus y Saccharomyces cerevisiae, tal como lo hace la solicitud en estudio  
 
     El resto de los documentos citados utilizan otras condiciones de pre-tratamiento y no parten de esta especie ni tampoco 
utilizan el cultivo mixto de levaduras, por lo que el experto en la técnica no tendría base para elegir este sustrato, las mismas 
condiciones de pre-tratamiento ni el cultivo mixto reivindicado. 
 
     Por ello, a la vista de los documentos D01 a D06, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 8 tienen actividad 
inventiva según el Artículo 8 LP 11/86. 
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