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DESCRIPCION
Procedimiento de produccién de sacarido

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de sacarido.

Antecedentes de la invenciéon

Las celulosas obtenidas por la molienda de materias primas que contienen celulosa, tales como pulpa, se han
utilizado como materiales industriales, tales como materias primas de éteres de celulosa, cosméticos, productos
alimenticios y otros materiales de biomasa. En afios recientes, por ejemplo, desde el punto de vista de la solucién de
los problemas medioambientales, se han hecho intentos para producir sacarido a partir de un material de biomasa y
para convertir el sacarido en etanol o en acido lactico mediante una técnica de fermentacion. La produccién de
sacarido a partir de un material de biomasa mediante el uso de enzimas tales como una celulasa, es especialmente
Util para obtener celulosa cuya estructura cristalina se descristaliza en una etapa de tratamiento preliminar. Por el
ejemplo, el documento JP 2006-223152A desvela que la celulosa se decristaliza mediante el uso de un disolvente de
la celulosa tal como cloruro de litio/dimetilacetamida.

También se conoce un procedimiento para el tratamiento mecanico de la pulpa por medio de un molino para reducir
la cristalinidad de la pulpa de la celulosa.

En los Ejemplos 1 y 4 del documento JP 62-236801A, se desvela un procedimiento para tratar la pulpa laminar
usando un molino de vibracion de bolas o una extrusora de doble tornillo. En los Ejemplos 1 a 3 del documento JP
2003-64184A, se desvela un procedimiento para tratar la pulpa usando un molino de bolas. En los Ejemplos 1 y 2 del
documento JP 2004-331918A, se desvela un procedimiento para tratar la celulosa pulverizada obtenida sometiendo
la pulpa a tratamientos quimicos tales como hidrélisis usando un molino de bolas y adicionalmente un molino de aire.
El documento JP 2005-68140A desvela un procedimiento para tratar la pulpa que se mantiene dispersa en el agua
usando un molino de tipo medio tal como un molino de vibracién de bolas.

Sin embargo, estos procedimientos no han podido lograr una eficacia y una productividad satisfactorias cuando se
reduce la cristalinidad de las celulosas.

Mientras tanto, el documento JP 2003-135052A desvela un procedimiento de sacarificacion de celulosa empleando
una celulasa especifica. El documento JP 2007-74992A y el documento JP 2007-74993A desvelan procedimientos
de sacarificacion en los que se ha tratado la celulosa o la hemicelulosa con agua caliente usando peroxido de
hidrégeno, seguido de un tratamiento enzimatico.

Zhang y col. (Cellulose 14, 2007, 447-456) analizan el desarrollo morfolégico y estructural de la celulosa de madera
dura durante el tratamiento previo mecanoquimico en estado sélido a través de la molienda en un recipiente. El
articulo establece que la pulverizacion o la molienda de la celulosa reducen su cristalinidad, haciéndola de ese modo
mas soluble y méas asequible para la modificacién quimica. Especificamente, el aumento de la reactividad indica que
se debe a la presencia de mas grupos OH libres en la celulosa molida. Kobayashi y col. (Powder Technology, 180,
2007, 272-283) se refieren a las tecnologias para la utilizacion de la biomasa de madera pulverizada, tales como
gasificacién y licuefaccion. El articulo indica que la cristalinidad de la celulosa se puede reducir por molienda,
aumentando de ese modo el rendimiento de la sacarina cuando se trata la celulosa con agua comprimida en
caliente.

Kobayashi y col. (Journal of the Japan Institute of Energy 86, 2007, 730-735) evalUan las propiedades del polvo de
madera pulverizada mediante un molino de vibracién. Se analiza, entre otras, la relacion entre el tamafio de particula
y la cristalinidad.

Christakopoulos y col. (Enzyme Microb. Technol., 1991, vol. 13, pags. 272-4) describen la fermentacion de la paja
del trigo a etanol por Fusarium oxisporum F3 en un procedimiento de una sola etapa. Se inform6é que los
rendimientos de etanol aumentaban linealmente con la disminucién del indice de cristalinidad. Aproximadamente un
80% de los carbohidratos de la paja se convirtid directamente en etanol con un rendimiento de 0,28 g etanol/g de
paja cuando el indice de cristalinidad se redujo al 23,6%.

Tassinari y col. (Biotechnology and Bioengineering, 1980, Vol. XXIl, pags. 1689-1705) informan de que el tratamiento
previo de molienda por compresion de la lignocelulosa es eficaz para la hidrélisis enzimatica de una diversidad de
fuentes de sustrato. Se informa que las reducciones en el grado de cristalinidad y en el grado de polimerizacién de la
celulosa y la destruccion parcial de la integridad estructural de la lignocelulosa provocada por la molienda por
compresion aumenta significativamente la susceptibilidad de celulosa a la hidrélisis enzimatica.

Sin embargo, estos procedimientos no son satisfactorios en términos de eficacia y productividad de la sacarificacion.
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Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento de produccion de sacarido, que incluye la sacarificacion de la
celulosa descristalizada preparada a partir de una materia prima que contiene celulosa que tiene una cristalinidad de
la celulosa de tipo 1 superior al 33% segun se ha calculado a partir de la siguiente formula (1):

Cristalinidad de la Celulosa de tipo I (%) = [ (1 2.6 ° Ila g )

My ¢l x100 (D),

en la que lx26 es la intensidad de la difracciéon de un plano reticular (plano 002) medida con un angulo de difraccion
26 de 22,6° por andlisis de difraccion de Rayos X, y ligs es la intensidad de difraccion de un resto amorfo medida
con un angulo de difraccién 26 de 18,5° por analisis de difraccién de Rayos X, procedimiento que contiene:

tratamiento de la materia prima que contiene celulosa mediante el uso de un molino para reducir la cristalinidad de la
celulosa de tipo | de la celulosa a un 10% 6 inferior, en el que la materia prima que contiene celulosa tiene un
contenido de celulosa de un residuo obtenido eliminando el agua de la materia prima que contiene celulosa de un
20% en peso o0 superior, para preparar asi la celulosa descristalizada, y provocar que una celulasa y/o una
hemicelulasa actlie sobre la celulosa cristalizada, para sacarificar de ese modo la celulosa descristalizada, en el que
la materia prima que contiene celulosa tiene una densidad aparente de 100 a 500 kg/m3 y un tamafio medio de
particula de 0,01 a 1 mm.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccién de sacarido, que incluye una reaccién enzimatica
entre una celulasa o una enzima similar y la celulosa descristalizada, en forma de sustrato, que tiene la cristalinidad
de la celulosa de tipo | y que se obtiene partir de una materia prima que contiene celulosa. El procedimiento puede
producir sacarido de una manera eficaz con excelente productividad.

Los presentes inventores han descubierto que los problemas que se han mencionado anteriormente se pueden
solucionar llevando a cabo un tratamiento preliminar (descristalizacion) de una materia prima especifica que contiene
celulosa en forma de material de partida por medio de un molino y, posteriormente, llevando a cabo una reaccion
enzimatica mediante el uso de, por ejemplo, una celulasa.

De este modo, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de sacérido, que incluye la
sacarificacion de la celulosa descristalizada preparada a partir de una materia prima que contiene celulosa que tiene
una cristalinidad de la celulosa de tipo | superior al 33% segun se ha calculado a partir de la siguiente férmula (1):

Cristalinidad de la Celulosa de tipo [ (%) = [ (I 22,6 ° Ila "

My ol x100 (1),

en la que Ix26 es la intensidad de la difraccion de un plano reticular (plano 002), medida con un angulo de difraccion
20 de 22,6° por andlisis de difraccion de Rayos X, y ligs es la intensidad de difraccion de un resto amorfo como
medida con un angulo de difraccién 26 de 18,5° por analisis de difraccion de Rayos X, procedimiento que contiene:

tratamiento de la materia prima que contiene celulosa usando un molino para reducir la cristalinidad de la
celulosa de tipo | de la celulosa a un 10% o inferior, en el que la materia prima que contiene celulosa tiene
un contenido de celulosa de un residuo obtenido eliminando el agua de la materia prima que contiene
celulosa de un 20% en peso 0 mas, para preparar de ese modo la celulosa descristalizada, y

provocar que una celulasa y/o una hemicelulasa actle sobre la celulosa cristalizada, para sacarificar de ese
modo la celulosa descristalizada, en el que la materia prima que contiene celulosa tiene una densidad
aparente de 100 a 500 kg/m3 y un tamafio medio de particula de 0,01 a 1 mm.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describird a continuaciéon en detalle.
Como se usa en el presente documento, el término "cristalinidad de la celulosa de tipo I" se puede
mencionar simplemente como "cristalinidad.”

[Materia Prima que Contiene Celulosa]

El contenido de celulosa de un residuo obtenido por eliminacion del agua de la materia prima que contiene celulosa
usada en la presente invencioén, es de un 20% en peso o superior, preferentemente de un 40% en peso o superior y
mas preferentemente de un 60% en peso o superior.
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El contenido de la celulosa usada en la presente invencién significa un contenido total de celulosa y de hemicelulosa.
La materia prima que contiene celulosa usada en la presente invencién no esta limitada en particular. Los ejemplos
de la materia prima que contiene celulosa incluyen materiales de madera tales como diversas virutas de madera,
ramas podadas, restos de talado, y ramas; pulpa tal como la pulpa de madera producida a partir de materiales de
madera, y pulpa de linter de algodon obtenida de la fibra que rodea a las semillas de algoddn; papel tal como
periddicos, cartén corrugado, revistas, y papel sin madera; tallos u hojas de plantas tales como paja de arroz, y tallos
de maiz; y cascaras de plantas tales como paja; cascaras de palma, y cascaras de coco. Entre ellos, son preferentes
la pulpa, el papel, los tallos o las hojas de plantas, las cascaras de plantas, y materiales de madera, siendo mas
preferentes con pulpay papel.

En los productos de pulpa disponibles en el mercado, el contenido de celulosa de un residuo obtenido por la
eliminacion del agua del mismo oscila generalmente del 75 al 99% en peso y la pulpa también puede contener
lignina, etcétera, como otros componentes. Ademas, la pulpa disponible en el mercado normalmente tiene la
cristalinidad de la celulosa de tipo | de un 60% o superior.

El contenido de agua de la materia prima que contiene celulosa es preferentemente de un 20% en peso o inferior,
mas preferentemente de un 15% en peso o inferior, incluso méas preferentemente de un 10% en peso o inferior.
Cuando el contenido de agua de la materia prima que contiene celulosa es de un 20% en peso o inferior, la materia
prima se muele inmediatamente y se reduce inmediatamente la cristalinidad de la misma mediante el tratamiento de
molienda que se menciona a continuacion, por el cual se puede llevar a cabo la produccién posterior de sacarido con
una alta eficacia.

[Cristalinidad de la Celulosa de Tipo I]

La celulosa descristalizada preparada de acuerdo con la presente invencion tiene una cristalinidad de la celulosa de
tipo | reducida de un 10% o inferior. La cristalinidad de la celulosa de tipo | se calcula a partir de los valores de la
intensidad de la difraccién medidos por andlisis de difraccién de Rayos X de acuerdo con el procedimiento de Segal,
y se define mediante la siguiente formula de céalculo (1):

Cristalinidad de la Celulosade tipo [ (%) = [ (1,;, ¢ - 1,5 ¢ )

My ol x100 (1),

en la que lx26 es la intensidad de la difracciéon de un plano reticular (plano 002) medida con un angulo de difraccion
260 de 22,6° por analisis de difraccion de Rayos X, y ligs es la intensidad de difraccién de un resto amorfo medida
con un angulo de difraccion 26 de 18,5° por analisis de difraccion de Rayos X.

Una cristalinidad del 33% o inferior mejora la reactividad quimica de la celulosa. Por ejemplo, cuando se afiade una
base a la celulosa después de la produccion de los éteres de celulosa, la conversion de la celulosa en celulosa
béasica se puede realizar inmediatamente, dando como resultado una tasa mejorada de la conversién de la reaccion
en una reaccion de eterificacion de la celulosa. Desde este punto de vista, la cristalinidad de la celulosa
descristalizada es de un 10% o inferior, mas preferentemente un 0%, lo que indica que no se detecta cristal de
celulosa de tipo | en el andlisis de la celulosa. Mientras tanto, en ocasiones se puede calcular la cristalinidad de la
celulosa de tipo | definida mediante la féormula de calculo anterior (1) como un valor negativo (valor menos). La
cristalinidad de la celulosa de tipo | expresada por dicho valor negativo se considera como un 0%.

La cristalinidad de la celulosa de tipo | usada en el presente documento significa una relacion del cristal de tipo | de
la celulosa en base a una cantidad total de una region cristalina de la celulosa. También, la celulosa de tipo |
significa una estructura cristalina de la celulosa natural. La cristalinidad de la celulosa tiene alguna relacion con las
propiedades fisicas y quimicas de la misma. Mientras que la cristalinidad aumenta, la dureza, densidad, etcétera de
la celulosa aumentan, en virtud de la alta cristalinidad y de un resto menos amorfo de la misma, pero el
alargamiento, la blandura, la solubilidad en agua o en disolventes y la reactividad quimica disminuyen.

[Tratamiento de Descristalizacion]

En la presente invencion, la materia prima que contiene celulosa tiene una densidad aparente de 100 a 500 kg/m3 y
un tamafio medio de particula de 0,01 a 1 mm se trata por medio de un molino para reducir la cristalinidad de la
celulosa de tipo | de la celulosa contenida en ella hasta un 10% 6 inferior. Cuando se emplea una materia prima que
contiene celulosa que tiene una densidad aparente inferior a 100 kg/m3, preferentemente se lleva a cabo un
tratamiento preliminar, para aumentar de ese modo la densidad aparente de 100 a 500 kg/m3. De este modo,
mediante el tratamiento de la materia prima que contiene celulosa por medio del molino, la materia prima se puede
moler adicionalmente para reducir su cristalinidad, llevando a cabo de ese modo una descristalizacion eficaz de la
celulosa.

En la presente invencion, se usa preferentemente como molino un molino de tipo medio. Los molinos de tipo medio
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se clasifican en molinos de tipo giratorio y molinos de tipo de agitacion media. Los ejemplos de los molinos de tipo
giratorio incluyen un molino de bolas, un molino de vibracion, un molino planetario, y un molino de fluido centrifugo.
Entre estos molinos de tipo giratorio, desde los puntos de vista de una buena eficacia de la molienda y de una buena
productividad, es preferente el molino de vibracién. Los ejemplos de los molinos de tipo de agitacién media incluyen
los molinos de tipo torre tales como molino de torre; molinos de tipo tanque de agitacién tal como un Attritor, un
Aquamizer, y un molino de Arena; los molinos de tipo tanque de flujo tales como un molino Visco y un molino Pearl;
molinos de tipo tubo de flujo; molinos de tipo anular tales como un molino de bolas laterales; y molinos dinamicos de
tipo continuo. Entre estos molinos de tipo de agitaciéon media, desde los puntos de vista de una alta eficacia de
molienda y una buena productividad, son preferentes los molinos de tipo tanque de agitacion. Cuando se emplea un
molino de tipo de agitacion media, la velocidad periférica de las cuchillas de agitaciéon del mismo es preferentemente
de 0,5 a 20 m/s, mas preferentemente de 1 a 15 m/s.

Los tipos de molinos anteriores se entenderan haciendo referencia a "Progress of Chemical Engineering; 30?2
Coleccion; Control of Microparticles", Institute of Chemical Engineering, Tokai Division, 10 de Octubre de 1996, Maki-
Shoten. El procedimiento del tratamiento puede ser un procedimiento discontinuo o un procedimiento continuo.

Los ejemplos de los medios (medios de molienda) usados en los molinos incluyen bolas, vastagos, y tubos. Entre
estos medios, desde los puntos de vista de la alta eficacia de la molienda y una buena productividad, son
preferentes las bolas y los vastagos.

El material de los medios usados en los molinos no esta limitado en particular. Los ejemplos del material de los
medios incluyen hierro, acero inoxidable, alimina, circonia, carburo de silicio, nitruro de silicio, y cristal.

Cuando se emplea un molino de vibracién como molino y bolas como soporte del mismo, el diametro externo de las
bolas es preferentemente de 0,1 a 100 mm, mas preferentemente de 0,5 a 50 mm. Cuando el tamafio de las bolas
entra dentro del intervalo especificado anteriormente, se puede alcanzar la fuerza de molienda deseada y la celulosa
se puede descristalizar de manera eficaz sin contaminacién de la materia prima que contiene celulosa que de otro
modo se podria provocar por la inclusién de fragmentos de las bolas en la misma.

De acuerdo con la presente invencién, una materia prima que contiene celulosa se muele por medio de un molino de
vibracion equipado con vastagos, que es preferente, mediante el que se puede descristalizar la celulosa contenida
en la materia prima de manera eficaz.

Los ejemplos de molino de vibracién que usa vastagos como medios de molienda del mismo incluyen un molino de
vibracién disponible en Chuo Kakohki Co., Ltd., un molino de vibracién con vastagos de tamafio pequefio "Modelo
1045" disponible en Yoshida Seisakusho Co., Ltd., un molino de vibracién de taza "Modelo P-9" disponible en Fritsch
Inc. de Alemania, y un molino de vibracion de tamafio pequefio "Tipo NB-O" disponible en Nitto Kagaku Co., Ltd. El
procedimiento del tratamiento usado en estos molinos de vibracidon puede ser un procedimiento discontinuo o un
procedimiento continuo.

Los vastagos a llenar en el molino de vibracion son medios de molienda de tipo barra, y preferentemente, cada
vastago tiene una forma de seccién tal como una forma poligonal; por ejemplo, una forma cuadrada o una forma
hexagonal, una forma circular, una forma eliptica, etcétera.

Cada uno de los vastagos a llenar en el molino de vibracion tiene un diametro externo de preferentemente 0,5 a 200
mm, mas preferentemente de 1 a 100 mm, incluso mas preferentemente de 5 a 50 mm. La longitud de los
respectivos vastagos no esta limitada en particular siempre que los vastagos sean mas cortos que la longitud del
recipiente del molino. Cuando el tamafio de los vastagos entra dentro del intervalo que se ha especificado
anteriormente, se puede lograr la fuerza de molienda deseada y la celulosa se puede descristalizar de forma eficaz
sin contaminacion de la celulosa pulverizada que de otro modo podria provocar la inclusién de fragmentos de los
vastagos en ella.

La relacion de llenado de los medios tales como bolas y vastagos en el molino varia dependiendo de la clase de
molino de vibracién usado, y preferentemente es del 10 al 97%, mas preferentemente del 15 al 95%. Cuando la
relacién de llenado entra dentro del intervalo que se ha especificado anteriormente, la frecuencia de contacto entre la
materia prima que contiene celulosa y los medios aumenta, y la eficacia de la molienda de la misma se puede
potenciar sin inhibir el movimiento de los medios de molienda. La "relacién de llenado" usada en el presente
documento significa una relacién del volumen aparente de los medios al volumen del molino.

El tiempo de tratamiento en el molino varia dependiendo de la clase de molino como de la clase, tamafio, y relacion
de llenado bolas y vastagos y, por lo tanto, no esta limitada en particular. Desde el punto de vista de la reduccion de
la cristalinidad de la celulosa, el tiempo de tratamiento es preferentemente de 0,01 a 72 horas, mas preferentemente
de 0,01 a 50 horas, incluso mas preferentemente de 0,05 a 20 horas, todavia mas preferentemente de 0,1 a 10
horas. La temperatura de tratamiento en el molino tampoco estéa limitada en particular, y es preferentemente de 5 a
250 °C, mas preferentemente de 10 a 200 °C desde el punto de vista de la prevencién del deterioro por el calor.

Cuando se lleva a cabo el procedimiento del tratamiento anterior, la celulosa descristalizada que tienen la
cristalinidad de la celulosa de tipo | de un 33% o inferior se puede producir de forma eficaz a partir de la materia
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prima que contiene celulosa. Ademas, después del tratamiento por medio del molino, la materia prima que contiene
celulosa se puede tratar en condiciones secas sin permitir que el material molido se adquiera al interior del molino.

El tamafio medio de particula de la celulosa descristalizada resultante es preferentemente de 25 a 150 pm,
preferentemente de 30 a 100 um, desde los puntos de vista de la buena reactividad quimica y de la buena propiedad
de manejo cuando se emplea la celulosa descristalizada en forma de una materia prima industrial. En particular, se
puede evitar que la celulosa descristalizada que tiene un tamafio medio de particula de 25 um o superior forme un
asi llamado "conglomerado o harina sin disolver" cuando entra en contacto con un liquido tal como el agua.

Para llevar a cabo de forma eficaz la molienda y la descristalizacion en la presente invencion, la densidad aparente
de la materla prima que contiene celulosa alimentada al molino es de 100 kg/m o0 superior, mas preferentemente de
120 kg/m 0 superior, todavia mas preferentemente 150 kg/m 6 superior. Cuando la densidad aparente de la
materia prima que contiene celulosa es 100 kg/m 6 superior, la materia prima que contiene celulosa tiene un
volumen apropiado, dando como resultado una propiedad de manejo mejorada. Ademas, en tal caso, se puede
aumentar la cantidad de la materia prima cargada en el molino, dando como resultado una capacidad de tratamiento
mejora del molino. Por otro lado, el I|m|te superior de la densidad aparente de la materia pnma que contiene celulosa
alimentada al molino es de 500 kg/m 0 inferior, mas preferentemente de 400 kg/m 0 inferior, todavia mas
preferentemente de 350 kg/m 0 inferior, desde los puntos de vista de una buena propledad de manejo y de una
buena productividad. Desde estos puntos de vista, la densidad aparente de la materia prima que contlene celulosa
alimentada al molino es de lOO a 500 kg/m mas preferentemente de 120 a 400 kg/m todavia mas
preferentemente de 150 a 350 kg/m

El tamafio medio de particula de la materia prima que contiene celulosa alimentada al molino es de 0,01 a 1 mm,
desde el punto de vista de la dispersion eficaz de un material para la molienda en el molino. Cuando la materia prima
gue contiene celulosa tiene un tamafio medio de particula de 1 mm 6 inferior, se puede dispersar el material para la
molienda que se alimenta al molino de forma eficaz en el molino, y moler hasta un tamafio deseado de particula sin
necesitar un periodo de tiempo prolongado. Por otro lado, el limite inferior del tamafio medio de particula de la
materia prima que contiene celulosa alimentada al molino es 0,01 mm & superior, en vista de la buena productividad.
Desde estos puntos de vista, el tamafio medio de particula de la materia prima que contiene celulosa alimentada al
molino es mas preferentemente de 0,01 a 0,7 mm, todavia méas preferentemente de 0,05 a 0,5 mm. Mientras tanto,
la densidad aparente y el tamafio medio de particula que se han mencionado anteriormente se pueden medir
mediante los procedimientos descritos en los Ejemplos a continuacion.

[Tratamiento Preliminar antes de la Molienda]

En la presente invencion, la materia prima que contiene celulosa que se alimenta al molino que se ha mencionado
anteriormente se somete preferentemente a un tratamiento preliminar. Por ejemplo, la materia prima que contiene
celulosa se trata por medio de una extrusora, a través de la cual se puede ajustar la densidad aparente y el tamafio
medio de particula de la materia prima que contiene celulosa para entrar dentro de los intervalos preferentes.

Antes de la carga de la materia prima que contiene celulosa en la extrusora, el material se muele preferentemente de
forma gruesa en virutas. El tamafio de las virutas molidas de forma gruesa es preferentemente de 1 a 50 mm, mas
preferentemente de 1 a 30 mm. Cuando se emplea la materia prima que contiene celulosa de tipo virutas molidas de
forma gruesa que tiene un tamafio de 1 a 50 mm, el tratamiento extrusor se puede llevar a cabo facilmente de una
manera eficaz, reduciendo de ese modo la carga requerida para la molienda.

La materia prima que contiene celulosa se puede moler de forma gruesa por medio de un triturador o de una cuchilla
giratoria. Cuando se emplea una cuchilla giratoria, se puede controlar el tamafio del material molido de forma gruesa
resultante modificando el tamafio de la malla de un tamiz usado en ello. El tamafio de la malla del tamiz
preferentemente es de 1 a 50 mm, mas preferentemente de 1 a 30 mm. Cuando se emplea un tamiz que tiene un
tamafio de malla de 1 mm 6 superior, se puede obtener el material molido de forma gruesa resultante con un
volumen adecuado, dando como resultado una propiedad de manejo del mismo mejorada. Cuando se emplea un
tamiz que tiene un tamafio de malla de 50 mm 6 superior, la materia prima que contiene celulosa tiene un tamafio
adecuado para el tratamiento de molienda posterior, dando como resultado una carga reducida para la molienda.

Cuando la materia prima que contiene celulosa (preferentemente la materia prima molida de forma gruesa que
contiene celulosa) se trata mediante una extrusora, se puede aplicar una fuerza de cizallamiento de compresion a la
materia prima que contiene celulosa para romper la estructura cristalina de la celulosa y moler la materia prima que
contiene celulosa hasta un polvo.

En el procedimiento de molienda de forma mecanica de la materia prima que contiene celulosa aplicando una fuerza
de cizallamiento de compresion a ella, si se usa un molino de tipo impacto que generalmente se ha empleado en las
técnicas convencionales, tal como un molino cortador, un molino de martillos, un molino de puas, etcétera, el
material molido tiende a sufrir floculacion y, por lo tanto, un volumen muy alto, dando como resultado una propiedad
de mal manejo y deterioro de la capacidad del tratamiento en base al peso. Por otro lado, la materia prima que
contiene celulosa molida por medio de una extrusora puede presentar un volumen deseado y un tamafio medio de
particula, dando como resultado una propiedad de manejo de la misma mejorada.
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La extrusora puede ser de tipo de tornillo Gnico o de tipo de doble tornillo. Desde el punto de vista de la mejora de la
capacidad de transporte, etcétera, de estos aparatos, se usa preferentemente la extrusora de doble tornillo.

Como extrusora de doble tornillo, se puede usar una extrusora de doble tornillo conocida convencionalmente, en la
gue los dos tornillos estan insertados de manera giratoria en un cilindro. Las direcciones de rotacion de los dos
tornillos en la extrusora de doble tornillo pueden ser idénticas u opuestas. Desde el punto de vista de la mejora de la
capacidad de entrega, etcétera, los dos tornillos giran preferentemente en la misma direccion.

El mallado de los tornillos en la extrusora puede ser de cualquier tipo de mallado completo, tipo de mallado parcial y
un tipo de no mallado. Desde el punto de vista de la mejora de la capacidad del tratamiento, etcétera, es preferente
el tipo de mallado completo o el tipo de mallado parcial.

Desde el punto de vista de la aplicacion de una fuerza de cizallamiento de compresién fuerte a la materia prima que
contiene celulosa, la extrusora esta provista preferentemente con un asi llamado segmento del disco de amasado en
cualquier porcion de los respectivos tornillos de la misma.

El segmento del disco de amasado esta constituido por una pluralidad de discos de amasado que se disponen
continuamente en combinacién mientras que sus posiciones se compensan en una fase constante; por ejemplo, a
intervalos de 90° es capaz de aplicar una fuerza de cizallamiento fuerte a la materia prima que contiene celulosa con
la rotacion de los tornillos pasando de manera forzada la materia prima a través de un hueco estrecho entre los
discos de amasado o entre el disco de amasado y el cilindro. El tornillo tiene preferentemente una estructura tal que
los segmentos de los discos de amasado y los segmentos del tornillo en una relacién alterna entre si. En la extrusora
de doble tornillo, los dos tornillos son preferentemente idénticos entre si en su estructura.

Después del tratamiento por medio de una extrusora, es preferente que la materia prima que contiene celulosa,
preferentemente la materia prima que contiene celulosa molida de forma gruesa, se cargue en la extrusora y se trate
continuamente en ella. La tasa de cizallamiento usada en el tratamiento es preferentemente 10 sto superior, mas
preferentemente de 20 a 30000 s, incluso mas preferentemente de 50 a 3000 s™. Cuando la tasa de cizallamiento
es 10s* 6 superior, la molienda de la materia prima que contiene celulosa avanza de manera eficaz. Las otras
condiciones del tratamiento no estan limitadas en particular. La temperatura del tratamiento es preferentemente de 5
a 200 °C.

El nUmero de pases de la materia prima que contiene celulosa a través de la extrusora para lograr un efecto
suficiente puede ser solamente uno (pase). Desde el punto de vista de la reduccién de la cristalinidad y del grado de
polimerizacién de la materia prima que contiene celulosa, si no es satisfactorio un tratamiento de un pase, se llevan
a cabo preferentemente 2 6 mas pases. También, en vista de una buena productividad, el nUmero de pases de la
materia prima que contiene celulosa a través de la extrusora es preferentemente de 1 a 10 (pases). Cuando los
pases se repiten a través de la extrusora, las particulas gruesas contenidas en la materia prima se muelen, teniendo
de ese modo una materia prima pulverizada que contiene celulosa que tiene una pequefia variacion en el tamafio de
particula. Cuando se llevan a cabo 2 6 mas pases, se pueden disponer una pluralidad de extrusoras en serie, en
vista de la alta capacidad de produccion.

[Sacarificacion mediante el uso de Enzima tal como Celulasa]

Ya que la celulosa descristalizada producida mediante el tratamiento que se ha mencionado anteriormente tiene una
baja cristalinidad, la celulosa se puede formar rapidamente, a través de un tratamiento enzimatico mediante el uso
de una celulasa, una mezcla de glucosa y oligosacaridos tales como celobiosa o celotriosa con una alta eficacia. La
sacarificacion se lleva a cabo preferentemente para formar monosacaridos, considerando que el producto de
sacarificacion se somete a la fermentacion de etanol o la fermentacion lactica después de la sacarificacion. Como se
usa en el presente documento, el término "celulasa” se refiere a las enzimas que hidrolizan un enlace glicosidico de
B-1,4-glucano de celulosa y de forma colectiva se refiere a las enzimas que incluyen endoglucanasa, exoglucanasa,
celobiohidrasa, y B-glucosidasa. Cuando se hace que una hemicelulasa tal como xilanasa actle junto con celulasa,
se puede potenciar la eficacia de la sacarificacion.

No se impone ninguna limitacién en particular a la celulasa y a la hemicelulasa empleadas en la sacarificacion y se
pueden emplear productos comerciales de celulasa y los obtenidos a partir de animales, plantas y microorganismos.
Los ejemplos de la celulasa incluyen productos de celulasa derivados de Trichoderma reesei tal como Celluclast 1,5 |
(producto de Novozymes); celulasa derivada de la cepa KSM-N145 (FERM P-19727) de Bacillus sp.; celulasa
derivada de las cepas KSM-N252 (FERM P-17474) de Bacillus sp., KSM-N115 (FERM P-19726) de Bacillus sp.,
KSM-N440 (FERM P-19728) de Bacillus sp., KSM-N659 (FERM P-19730) de Bacillus sp., etcétera; mezclas de
celulasa derivadas de Trichoderma viride, Aspergillus acleatus, Clostridium thermocellum, Clostridium stercorarium,
Clostridium josui, Cellulomonas fimi, Acremonium cellulolyticus, Irpex lacteus, Aspergillus niger y Humicola insolens;
y una celulasa resistente al calor derivada de Pirococcus horikoshii. Entre ellas, se usan preferentemente las
celulasas derivadas de Trichoderma reesei, Trichoderma viride o Humicola insolens (por ejemplo, Celluclast 1,5 |
(producto de Novozymes), TP-60 (producto de Meiji Seika Kaisha, Ltd.), o Ultraflo L (producto de Novozymes), para
producir de ese modo sacaridos de manera eficaz.

Los ejemplos de la hemicelulasa incluyen una xilanasa derivada de Bacillus sp. KSM-N546 (FERM P-19729);
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xilanasas derivadas de Asperdgillus niger, Trichoderma viride, Humicola insolens y Bacillus alcalophilus; y xilanasas
derivadas del género Thermomyces, Aureobasidium, Streptomyces, Clostridium, Thermotoga, Thermoascus,
Caldocellum y Thermomonospora. Como alternativa, también se puede emplear una enzima contenida en las

mezclas de celulasa que se han mencionado anteriormente y que tiene una actividad hemicelulasa.

Estas enzimas se pueden usar de forma Unica y, mas preferentemente, las enzimas se usan en combinacién para
lograr una producciéon mas eficaz de sacaridos. A través de la adicion de una celulasa especifica tal como B-
glucosidasa a estas enzimas, la eficacia de la producciéon de sacéridos se puede mejorar. Los ejemplos de la B-
glucosidasa afiadida a estas enzimas incluyen un enzima derivada de Aspergillus niger (por ejemplo, Novozyme 188
(producto de Novozymes) o B-glucosidasa (producto de Megazyme)) y enzimas derivadas de Trichoderma reesei y
Penicillium emersonii.

Las condiciones de reaccién en las que se lleva a cabo la sacarificacion mediada por la celulasa de la celulosa
descristalizada producida mediante el tratamiento que se ha mencionado anteriormente se pueden seleccionar
apropiadamente, dependiendo de la cristalinidad de la celulosa descristalizada obtenida mediante el tratamiento
preliminar y de la enzima usada. Por ejemplo, cuando se emplea Celluclast 1,5 | (producto de Novozymes) como la
celulasa y como sustrato se emplea la celulosa derivada de la pulpa y que tiene cristalinidad del 0%, se afiade
Celluclast 1,5 | a una suspension del sustrato del 0,5 al 20% (p/v) para ajustar la concentracién enzimatica del 0,001
al 15% (v/v) (del 0,00017 al 2,5% en forma de proteina) y la reaccion enzimatica se lleva a cabo en un tamp6n en el
que el pH se ajusta de 2 a 10 (preferentemente el pH se selecciona apropiadamente dependiendo del tipo de enzima
empleada y el pH es preferentemente de 3 a 7, particularmente preferentemente cerca de 5 en el caso de Celluclast
1,5 1), a una temperatura de reaccion de 10 a 90 °C (preferentemente la temperatura se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de enzima empleada y la reaccién se lleva a cabo preferentemente de 20 a 70 °C, en particular
preferentemente aproximadamente 50 °C en el caso de Celluclast 1,5 1), durante 30 minutos a 5 dias, mas
preferentemente de 0,5 a 3 dias, para producir sacarido de ese modo.

Ejemplos

Se midieron el tamafio medio de particula, la densidad aparente y la intensidad de la difraccion de Rayos X de la
celulosa descristalizada o de la materia prima que contiene celulosa y el contenido de celulosa de la materia prima
mediante los siguientes procedimientos. La sacarificacion de celulosas tal como la celulosa descristalizada se llevé a
cabo en las siguientes condiciones.

(1) Medida del Tamafio Medio de Particula

El tamafio medio de particula se midié por medio de un dispositivo para la medicion de la distribuciéon del tamafio de
particula de tipo difraccion/dispersiéon "LA-920" disponible en Horiba, Ltd. Después de la medida, una muestra se
sometié a un tratamiento ultrasonico durante 1 min antes de la medicién del tamafio de particula de la misma y
después, usando agua como medio de dispersion, se midi6 el diametro medio de la muestra a 25 °C.

(2) Medida de la Densidad Aparente

La densidad aparente se midié usando un "Medidor de Polvo" disponible en Hosokawa Micron Corporation. Después
de la medida, se hizo caer una muestra a través de un conducto en una pantalla que se hace vibrar y se recibe en un
recipiente patron (que tiene una capacidad de 100 ml) para medir el peso de la muestra en el recipiente y calcular la
densidad aparente de la misma a partir del valor medio.

(3) Medida de las Intensidades por Difraccion de Rayos X

La cristalinidad de la celulosa de tipo | de una muestra se calcul6 a partir de las intensidades por difraccion de Rayos
X de la misma que se midieron en las siguientes condiciones mediante un "difractémetro de Rayos X Rigaku RINT
2500V C" disponible en Rigaku Corporation, de acuerdo con la férmula de calculo anterior (1).

Condiciones de Medida:

Fuente de Rayos X: Cu/radiacion Kao,; voltaje del tubo: 40 kV; corriente del tubo: 120 mA; e intervalo de medida: 20 =
de 5 a 45°. La muestra a medir se prepar6 a través de compresién para formar sedimentos, cada uno con un area de
320 mm? y un espesor de 1 mm. La velocidad del analisis por Rayos X fue 10°/min.

(4) Medida del Contenido de Agua

Se midi6 el contenido de agua a 150 °C por medio de un analizador de humedad por infrarrojos "FD-610" disponible
en Kett Electric Laboratory.

(5) Medida del Contenido de Celulosa

Cada una de las muestras de materia prima que contiene celulosa se sometid a extraccion Soxhlet con una mezcla
de disolventes etanol-benceno (1:1) durante 6 horas y adicionalmente con etanol durante 4 horas. La muestra
extraida se sec6 al vacio a 60 °C. Se afiadieron a la muestra seca (2,5 g), agua (150 ml), clorito sédico (1,0 g) y
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acido acético (0,2 ml) y la mezcla se calentd de 70 a 80 °C durante una hora. Posteriormente, se repitié la adicion de
clorito sédico y de acido acético y el calentamiento de 3 a 4 veces hasta que se eliminé el color de la muestra. El
residuo resultante de color blanco se filtré a través de un filtro de cristal (1G-3), seguido de lavado secuencialmente
con agua fria y acetona. El producto se sec6 a 105 °C hasta que el peso del mismo alcanz6 un valor constante,
después se midio el peso del residuo. Se calcul6 el contenido de celulosa en base a la siguiente formula:

Contenido de celulosa (% en peso) = [peso del residuo (g) /cantidad

de muestra recogida (g) ] x 100

(6) Reaccion de sacarificacion

La reaccion de sacarificacion en presencia de una enzima se llevd a cabo en las siguientes condiciones.
Especificamente, se suspendié6 una cantidad apropiada de un sustrato (celulosa pulverizada o celulosa
descristalizada) en una mezcla de reaccion enzimatica (3 ml) (que contenia tampén citrato 100 mM (pH: 5,0) y 30
pg/ml de tetraciclina (antiséptico) y se coloc6 en un tubo con tapén de rosca (N° 3, ¢: 21 x 45 mm, producto de
Maruemu Corporation) en los Ejemplos 2-1 y 2-2 y en el Ejemplo Comparativo 2-1 é en un tubo con tapén de rosca
(N° 5, ¢: 27 x 55 mm, producto de Maruemu Corporation) en los otros Ejemplos y Ejemplos Comparativos). Después,
se afiadio a la suspensién una cantidad apropiada de una enzima y la mezcla se agité con sacudidas a 50 °C por
medio de un agitador termostatico (Modelo: BR-15CF, producto de TAITEC Corporation) a 150 rpm de manera que
la reaccion se llevo a cabo durante de 6 a 75 horas. Después de la finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccion
se separ6 en un precipitado y el sobrenadante mediante centrifugacién (17000 x g, 5 min). El peso del precipitado
seco y de la cantidad de sacarido o de sacérido reductor liberado en el sobrenadante se determin6 de manera
cuantitativa mediante el procedimiento con fenol-acido sulfarico, el procedimiento DNS, o el procedimiento HPLC,
que se describe a continuacion. Como un control, se analizé de la misma manera una mezcla de reaccion enzimatica
sin reaccionar.

(7) Determinacion Cuantitativa de Sacéarido mediante el Procedimiento de Fenol-Acido Sulfarico (Texto del
Experimento de Bioingenieria, Baifu-kan)

Cada sobrenadante (0,1 ml) se diluy6 de forma apropiada con agua de intercambio iénico y se afiadié una solucion
(0,1 ml) de fenol al 5% (p/p) al sobrenadante diluido, seguido de mezcla. Se afiadi6 adicionalmente a ésto acido
sulfdrrico (0,5 ml), seguido de mezcla suficiente. La mezcla resultante se dejé en reposo a temperatura ambiente
durante 20 minutos, y se analizé por colorimetria a una longitud de onda de 490 nm. Se calculé la cantidad total de
sacarido contenida en el sobrenadante mediante una curva de calibracidon obtenida mediante el uso de glucosa
como un sacarido patron.

(8) Determinacion Cuantitativa de Sacaridos mediante el Procedimiento DNS ("Determinacién de azucar reductor,"
Bioquimica Experimental, Gakkai Shuppan Center)

Se afiadi6é una cantidad apropiada de cada sobrenadante a una solucion de DNS (1 ml) (acido 3,5-dinitrosalicilico al
0,5%, tetrahidrato de tartrato de sodio y potasio al 30%, e hidréxido sédico al 1,6%) y la mezcla se calentd a 100 °C
durante 5 minutos para el desarrollo del color. Después de un periodo de refrigeracion, la mezcla se analiz6 por
colorimetria a una longitud de onda de 535 nm. Se calculd la cantidad de sacarido reductor contenido en el
sobrenadante mediante una curva de calibracion obtenida mediante el uso de glucosa como un sacarido patron.
Téngase en cuenta que, ya que un determinado tipo los sacaridos formados presentan una intensidad del desarrollo
del color que no es igual al de la glucosa, la cantidad de sacarido reductor determinada puede variar del valor
determinado por HPLC.

(9) Determinacion Cuantitativa de Sacaridos mediante el Procedimiento de HPLC

La determinacion se llevé a cabo mediante un Sistema de Cromatografia DX500 (producto de Dionex Corporation)
(columna: CarboPac PA1 (Dionex Corporation, 4 x 250 mm) y detector: detector de amperometria pulsada ED40).
Se emplearon los siguientes eluyentes: (A) solucién de hidroxido sédico 100 mM, (B) solucion de hidroxido sédico
100 mM que contenia acetato sddico 1 My (C) agua ultrapura. El andlisis del azucar se llevd a cabo en condiciones
de gradiente lineal: A al 10%-C al 90% (en inyeccion) y A al 95%-B al 5% (de 0 a 15 min). Como patrones, glucosa al
0,01% (p/v) (producto de Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), xilosa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.),
xilobiosa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y celobiosa (producto de Seikagaku Corporation).

(10) Determinacion Cuantitativa de Proteina

Se empleé un Kit de Ensayo de Proteina A DC (producto de Bio-Rad Laboratories) y se calculé el peso de la
proteina mediante una curva de calibracion obtenida mediante el uso de albimina de suero bovino como una
proteina estandar.

Ejemplo de Produccion 1-1

[Tratamiento Triturador]
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Se cort6 una pasta de madera de tipo laminar como materia prima que contiene celulosa ['Eter Ultra Bear Azul"
disponible en Borregaard, tamafio: 800 mm x 600 mm x 1,5 mm); cristalinidad: 81%; contenido de celulosa: 96% en
peso; contenido de agua: 7% en peso] mediante una trituradora "MSX2000-1VP440F" disponible en Meikoshokai Co.,
Ltd., para preparar virutas de pulpa con un tamafio de aproximadamente 10 mm x5 mm x 1,5 mm.

[Tratamiento con Molino de Vibracion]

Las virutas de pulpa resultantes (100 g) se cargaron en un molino de vibracién "MB-1" disponible en Chuo Kakohki
Co., Ltd., (capacidad total del recipiente: 3,5 1) y se tratdé en él con una amplitud de vibracién de 8 mm y una
velocidad de rotacion circular de 1200 cpm durante 3 h en condiciones tales que los 16 vastagos de acero inoxidable
cada uno con una seccion de forma circular, un didametro de 25 mm y una longitud de 218 mm se colocaron en el
molino de vibracion (relacién de llenado: 49%). La celulosa descristalizada obtenida después del tratamiento usando
el molino de vibracién tenia un tamafio medio de particula de 80 um. También, la temperatura de la celulosa
descristalizada resultante fue tan alta como 85 °C debido al calor generado en el tratamiento. Después de la
finalizacion del tratamiento, no se observé pulpa adherida a la superficie interior de la pared y en el fondo del molino
de vibracion. La celulosa descristalizada obtenida de este modo se sacd del molino de vibraciéon y se sometié a
medidas de un tamafio medio de particula y de la intensidad de la difraccion de Rayos X de la misma. Se calcul6 la
cristalinidad de la celulosa descristalizada a partir de la intensidad medida por difraccion de Rayos X. Los resultados
se muestran en la Tabla 1-1.

Ejemplo de Produccion 1-2
[Tratamiento Extrusor]

Las virutas de pulpa, que se habian obtenido a partir de la misma pasta de madera de tipo laminar tanto mediante el
mismo procedimiento como el empleado en el Ejemplo de Produccion 1-1, se carg6 en un extrusora de doble tornillo
"EA-20" disponible en Suehiro EPM Corporation, a una tasa de alimentacion de 2 kg/h y se pasoé a través de ella una
vez (un pase) a una velocidad de cizallamiento de 660 st y a una velocidad de rotacion del tornillo de 300 rpm
mientras que fluia el agua de refrigeracion desde fuera a través del mismo. Mientras tanto, la extrusora de doble
tornillo usada fue de un mallado completo y de un tipo de rotacion unidireccional en el que los tornillos colocados en
dos filas fueron provistas cada una con un segmento de tornillo con un diametro de tornillo de 40 mm y un segmento
de disco de amasado de una combinacion de 12 bloques de discos de amasado descentrados entre si a intervalos
de 90° y los dos tornillos tenian la misma construccién. Ademas, la temperatura en la extrusora de doble tornillo
aumenté de 30 a 70 °C debido al calor generado en el tratamiento.

Como resultado, se confirmé que la pulpa obtenida desgués del tratamiento extrusor tenia un tamafio medio de
particula de 121 pm y una densidad aparente de 254 kg/m"”.

[Tratamiento con Molino de Vibracion]

La pulpa obtenida mediante el tratamiento extrusor se sometié a molino de vibracion de una forma similar a la de la
empleada en el Ejemplo de Produccién 1-1, para producir de ese modo celulosa descristalizada. Después de la
finalizacion de la trituracion, no se observé pulpa adherida en la superficie interna de la pared ni en el fondo del
molino de vibracion. Los resultados se muestran en la Tabla 1-1.

Ejemplo de Produccién 1-3

Se repitié el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 1-2 excepto en el llenado de los
13 vastagos de acero inoxidable cada uno con una seccién de forma circular, un diametro de 30 mm y una longitud
de 218 mm en el molino de vibracion (relacién de llenado: 57%) y con el molino de vibracién funcionando durante 1
h, para obtener de ese modo celulosa descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-1.

Ejemplo de Produccién 1-4

Se repitié6 el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 1-2 excepto en el llenado de los
14 véastagos de acero inoxidable en el molino de vibracion (relacion de llenado: 62%), para obtener de ese modo
celulosa descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-1.

Ejemplo de Produccion 1-5

Se repitio el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 1-2 excepto en el llenado de los 8
vastagos de acero inoxidable cada uno con un diametro de 36 mm y una longitud de 218 mm en el molino de
vibracion (relacion de llenado: 51%) y con el molino de vibracién funcionando durante 1 h, para obtener de ese modo
celulosa descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-1.

Ejemplo de Produccién 1-6

Se repitié el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo de Produccion 1-2 excepto en el llenado de los
11 vastagos de acero inoxidable cada uno con un didmetro de 30 mm y una longitud de 218 mm en el molino de
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vibracion (relacion de llenado: 48%) y con el molino de vibracién funcionando durante 3 h, para obtener de ese modo
celulosa descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-1.

[Tabla 1]

Tabla 1-1
Ejemplo de Produccién
1-1 1-2 1-3 1-4 1-5 1-6
Trituracion Si si si Si Si si
Tratamiento si si Si Si si
Tasa de cizallamiento (s™) 660 660 660 660 660
Tratamiento - ) .
con extrusora | Tamafio medio de particula 121 ™ 1211 1211 1211 1211
de doble (km) no
tornillo
Densidad aparente (kg/m®) 25471 254" | 2547 | 2547t 254"
Forma de los soportes de . . . . . .
. - vastagos | vastagos | vastagos | vastagos | vastagos | vastagos
molienda en el recipiente
Tratamiento Diametro del vastago (mm) 25 25 30 25 36 30
con molino de NUmero de vastagos 16 16 13 14 8 11
vibracion
Cantidad de pulpa cargada (g) 100 100 100 100 100 100
Tiempo de tratamiento (h) 2 2 1 2 1 3
Crlstallnldaq de la Celulosa de 0 0 0 0 0 0
tipo | (%)
Aparicion de depdsito
L . X 2 no no no no no no
Evaluacién después de la molienda
Tamafio de particula de la
celulosa descristalizada 80 57 68 88 55 57

(um) *°

*1: Tamafo medio de particula o densidad aparente o pulpa después del tratamiento extrusor de doble tornillo
*2: Presencia o ausencia de pulpa adherida en el molino de vibracion después del tratamiento de molino de
vibracion

*3: Tamafo medio de particula de la celulosa descristalizada obtenida después del tratamiento de molino de
vibracion

Ejemplo de Produccién Comparativo 1-1

El mismo tratamiento triturador que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 1-1 se llevd a cabo para obtener
virutas de pulpa. Después, las virutas de pulpa resultantes (100 g) se cargaron en un molino de volteo "Pot Mill ANZ-
51S" disponible en Nitto Kagaku Co., Ltd., (capacidad del recipiente: 1,0 I; relleno con bolas de circonia de ¢ 10 mm:
1,8 kg; relacién de llenado: 53%) y se traté mediante el molino de volteo a una velocidad de rotaciéon de 100 rpm
durante 48 h. Se confirmé que la pulpa no se transform6 en polvo y que ain se mantuvo basicamente en un estado
de virutas. La cristalinidad de la pulpa obtenida se calcul6 a partir de las intensidades medidas por difraccion de
Rayos X de la misma mediante el procedimiento que se ha descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la
Tabla 1-2.

Ejemplo de Produccion Comparativo 1-2

Se llevo a cabo el mismo tratamiento triturador que se ha descrito en el Ejemplo de Produccion 1-1 para obtener
virutas de pulpa. Después, las virutas de pulpa resultantes (500 g) se cargaron en un molino de cuchillas "Modelo
POWER MILL P-02S" disponible en Dalton Co., Ltd. y se traté alli dentro a una velocidad de rotacién de 3000 rpm
durante 0,5 h. Como resultado, el producto resultante molido se floculd, no pudiendo obtener de este modo celulosa
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descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-2.
Ejemplo de Produccion Comparativo 1-3

El mismo tratamiento triturador que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 1-1 se llevé a cabo para obtener
virutas de pulpa. Después, las virutas de pulpa resultantes (500 g) se cargaron en un molino de martillos "SAMPLE-
MILL" disponible en Dalton Co., Ltd. y se traté alli dentro a una velocidad de rotacién de 13500 rpm durante 0,5 h.
Como resultado, el producto resultante molido se floculd, no pudiendo obtener de este modo celulosa
descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-2.

Ejemplo de Produccion Comparativo 1-4

El mismo tratamiento triturador que se ha descrito en el Ejemplo de Producciéon 1-1 se llevd a cabo para obtener
virutas de pulpa. Después, las virutas de pulpa resultantes (500 g) se cargaron en un molino de puas "KOLLOPLEX"
disponible en Hosokawa Micron Corporation y se trato alli dentro a una velocidad de rotacién de 13000 rpm durante
0,25 h. Como resultado, el producto resultante molido se floculd, no pudiendo obtener de este modo celulosa
descristalizada. Los resultados se muestran en la Tabla 1-2.

Ejemplo de Produccién Comparativo 1-5

Se repitié el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo de Proteccion 1-1, para producir de ese modo
virutas de pulpa. Después, de una manera similar a la del Ejemplo de Produccion 1-2, las virutas de pulpa se
sometieron a tratamiento extrusor de doble tornillo, pero no se dirigié ningun tratamiento de molienda, obteniendo de
ese modo pulpa pulverizada. A través de los procedimientos de analisis que se han mencionado anteriormente, la
pulpa pulverizada resultante se sometié a medidas de un tamafio medio de particula y de la intensidad por difraccién
de Rayos X de la misma. Se calculé la cristalinidad del producto obtenido a partir de la intensidad medida por
difraccion de Rayos X. Los resultados se muestran en la Tabla 1-2.

[Tabla 2]
Tabla 1-2
Ejemplos de Produccién Comparativos
1-1 1-2 1-3 1-4 1-5
Trituracién Si si si si si
Tratamiento
con extrusora Tratamiento No no no no Si
de doble
tornillo
Tratamiento Si Si Si si no
Tipo de molino | Molino de volteo | Molino cortador | Molino de martillo | Molino de puas -
. Tipo de bol i iad 10 - - - -
Tratamiento ipo de bolas circonia ¢ 10 mm
de molino Cantidad de
pulpa cargada 100 500 500 500 -
(9)
Tiempo de
tratamiento (h) 48 0.5 0.5 0.25 )
Cristalinidad de
la Celulosa de 73 78 74 75 76
tipo | (%)
Evaluacion
Tamafio medio (Casi de tipo
de particula de virutas)p (Floculado) (Floculado) (Floculado) 156
la pulpa (um)**
*1: Tamafio medio de particula de la pulpa después del tratamiento de molino

Ejemplos de produccion 1-7 a 1-10

Los materiales que contienen celulosa (papel sin madera (Ejemplo de Produccion 1-7, contenido de celulosa: 83%
en peso y contenido de agua: 5,7% en peso), cartén corrugado (Ejemplo de Produccién 1-8, contenido de celulosa:
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84% en peso y contenido de agua 7,2% en peso), periodico (Ejemplo de Produccién 1-9, contenido de celulosa: 83%
en peso y contenido de agua: 7,7% en peso) y paja (Ejemplo de Produccién 1-10, contenido de celulosa: 60% en
peso y contenido de agua: 13,6% en peso) se sometieron al tratamiento triturador mediante el procedimiento y en las
condiciones que se han descrito en el Ejemplo de Produccién 1-1 y después al tratamiento extrusor mediante el
procedimiento y en las condiciones que se han descrito en el Ejemplo de Producciéon 1-2. Las propiedades de los
materiales que contienen celulosa obtenidos después del tratamiento extrusor son como sigue: (Jemplo de
Produccioén 1-7) papel sin madera, tamafio medio de particula de 71 pm/densidad aparente de 274 kg/m~; (Ejemplo
de Produccion 1-8), carton corrugado, tamafio medio de particula de 93 pum/densidad aparente de 216 kg/m
(Ejemplo de Produccion 1-9), periédico, tamafio medio de particula de 61 pm/densidad aparente de 303 kg/m y
(Ejemplo de Produccion 1-10), paja, tamafio medio de particula de 85 pm/densidad aparente de 380 kg/m

Estos materiales se sometieron adicionalmente al tratamiento de molino de vibracion mediante el procedimiento y en
las condiciones que se han descrito en el Ejemplo de Produccion 1-6, para producir de ese modo celulosas
descristalizadas. Las propiedades de los mismos son las que siguen: (Ejemplo de Produccién 1-7) papel sin madera,
cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 42 pum, (Ejemplo de Produccién 1-8) carton corrugado,
cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 48 pum, (Ejemplo de Produccién 1-9) periddico, cristalinidad del
0%/tamarfio medio de particula de 55 pm y (Ejemplo de Produccién 1-10) paja, cristalinidad del 0%/tamafio medio de
particula de 48 um).

Ejemplos de produccién 1-11 a 1-12
[Tratamiento de molino grueso de ramas podadas]

Como materia prima que contiene celulosa, se molié6 una mezcla de ramas podadas con forma de vastago, de
arboles del borde de la carretera (Prunus yedoensis, Quercus phillyraeoides, alcanfor, Quercus acutissima y
Campsis grandiflora) (Ejemplo de Produccion 1-11) (¢: 10 mm x 300 mm, contenido de celulosa: 67% en peso y
contenido de agua: 12% en peso), ramas podadas con forma de vastago de mandarinos (Ejemplo de Produccion 1-
12) (¢: 10 mm x 500 mm, contenido de celulosa: 64% en peso y contenido de agua: 22% en peso) por medio de un
molino de plastico (Modelo: JC-2, producto de Morita Seiki Kogyo Co., Ltd.), para producir de ese modo virutas
(aproximadamente 2 mm x 3 mm x 1 mm) de los materiales. Posteriormente, las virutas producidas de arboles del
borde de la carretera y las virutas de ramas de poda de mandarino se secaron por medio de un secador hasta un
contenido de agua de un 2,3% en peso y un 3,5% en peso, respectlvamente Se encontrd que las virutas de las
ramas podadas de los mandarinos tenian una densidad aparente de 224 kg/m

[Tratamiento por molino de vibracion de ramas podadas]

Las virutas producidas de este modo se sometieron al adicionalmente al tratamiento de molino de vibracién mediante
el procedimiento y en las condiciones que se han descrito en el Ejemplo de Produccién 1-6, para producir de este
modo celulosas descristalizadas. Las propiedades de los mismos son como sigue: (Ejemplo de Produccion 1-11)
ramas de arboles del borde de la carretera, cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 49 um, y (Ejemplo de
Produccién 1-12) mandarinos, cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 44 um.

Ejemplos de produccion comparativos 1-6 a 1-11

Las materias primas que contienen celulosa de los Ejemplos de Produccion 1-7 a 1-10 se sometieron a tratamiento
triturador al tratamiento extrusor de la misma manera. Las ramas podadas de arboles del borde de la carretera del
Ejemplo de Produccién 1-11 y las ramas podadas de los mandarinos del Ejemplo de Produccion 1-12 tales
sometieron a tratamiento de molino grueso por medio de un molino de plastico de la misma manera, pero no al
tratamiento de molino de vibracién. Por lo tanto, se produjeron productos de celulosa pulverizados y en virutas. Las
propiedades de los mismos son como sigue: (Ejemplo de Produccién Comparativo 1-6) papel sin madera,
cristalinidad del 71%/tamafio medio de particula de 71 pum; (Ejemplo de Produccion Comparativo 1-7) carton
corrugado, cristalinidad del 71%/tamafio medio de particula de 93 um; (Ejemplo de Produccion Comparativo 1-8)
periddico, cristalinidad del 56%/tamafio medio de particula de 61 um; (Ejemplo de Produccién Comparativo 1-9) paja,
cristalinidad del 47%/ tamafio medio de particula de 85 pum; (Ejemplo de Produccién Comparativo 1-10) ramas
podadas de arboles del borde de la carretera, cristalinidad del 51%/dimensiones de 2 mm x 3 mm x 1 mm; y
(Ejemplo de Produccion Comparativo 1-11: ramas podadas de mandarinos, cristalinidad del 46%/dimensiones de 2
mm x 3 mm x 1 mm.

Ejemplos 1-1 y Ejemplo Comparativo 1-1

En el Ejemplo 1-1, la celulosa descristalizada (cristalinidad: 0%, tamafio de particula: 57 um) preparada mediante el
tratamiento extrusor y el tratamiento de molino de vibracion empleando un medio de vastagos en el Ejemplo de
Produccién 1-6, se sometié a la reaccion de sacarificacién mediante el uso de una muestra patron de celulasas
(Celluclast 1,5 I, producto de Novozymes). De forma analoga, en el Ejemplo Comparativo 1-1, la pulpa pulverizada
(cristalinidad: 76%, tamafio de particula: 156 pum) producida mediante el tratamiento extrusor del Ejemplo de
Produccién Comparativo 1-5 se sometié a la misma reaccion. La celulosa descristalizada o la pulpa pulverizada
(0,15 g) se suspendié en una mezcla de reaccion enzimatica (3 ml) (que contenia tampén de citrato 100 mM (pH:
5,0), 3% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,5% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina), y la mezcla se hizo reaccionar
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a 50 °C durante 18 horas, 26 horas, y 42 horas, durante el cual la mezcla se agité con agitacién. Después de la
finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccion se separdé en un precipitado y un sobrenadante mediante
centrifugacion. La cantidad de sacarido reductor (en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se determiné de
manera cuantitativa a través del procedimiento DNS. Los resultados se muestran en la Tabla 1-3.

[Tabla 3]
Tabla 1-3
Cantidad de reduccion de sacarido liberado en el
sobrenadante (g/l)
o 0
Muestra Cristalinidad (%) Tiempo de reaccién (h)

0 (sin reaccionar) 18 26 42

Ej. 1-1 Celulosa 0 0 39,7 40,8 46,0

descristalizada
Ej. Comp. 1-1 Pulpa 76 0 217|248  |29,9
pulverizada

Ejemplos 1-2 a 1-4 y Ejemplos Comparativos 1-2 a 1-4

En los Ejemplos 1-2 a 1-4, se prepararon las celulosas descristalizadas en las condiciones que se han mencionado
anteriormente del Ejemplo de Produccién 1-6 (Ejemplos 1-2 a 1-4: cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de
57 um). En los Ejemplos Comparativos 1-2 a 1-4, se emple6 un producto de pulpa pulverizada (Ejemplos
Comparativos 1-2 a 1-4: cristalinidad del 76%/tamafio medio de particula de 156 um) preparado en el Ejemplo de
Produccién Comparativo 1-5. Cada una de las muestras se sometié a la reaccion de sacarificacion mediante el uso
de una muestra patron de celulasas (Celluclast 1,5 I, producto de Novozymes). Cada una de las celulosas
descristalizadas y el producto de pulpa pulverizada (0,15 g) se suspendieron en una mezcla de reaccién enzimatica
(3 ml), y se hizo que la mezcla reaccionara a 50 °C durante 6 horas, 24 horas, 48 horas, y 72 horas, durante las que
se agitd la mezcla con sacudidas. Se emplearon las siguientes mezclas de reacciéon enzimatica: (Ejemplo 1-2 y
Ejemplo Comparativo 1-2) tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 3% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,5% en forma de proteina), y
30 ug/ml de tetraciclina); (Ejemplo 1-3 y Ejemplo Comparativo 1-3) tampodn citrato 100 mM (pH: 5,0), 1,5% (v/v)
Celluclast 1,5 |1 (0,25% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina); y (Ejemplo 1-4 y Ejemplo Comparativo 1-4)
tampon de citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,6% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,1% en forma de proteina), y 30 pg/ml de
tetraciclina). Después de la finalizacion de la reaccién, la mezcla de reaccidon se separ6 en un precipitado y un
sobrenadante mediante centrifugacion. La cantidad de sacarido reductor (forma de glucosa) liberado en el
sobrenadante se determind de manera cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se muestran en
la Tabla 1-4.

[Tabla 4]
Tabla 1-4
Cantidad de reduccion de sacérido liberado en el sobrenadante
(CID)
o 0
Muestra Cristalinidad (%) Tiempo de reaccion (h)
6 24 48 72
. Celulosa 45,8 47,7 58,4
Bj. 1-2 descristalizada 0 25,8
Ej. Comp. 1-2 Pulpa pulverizada 76 13,4 22,5 31,1 34,3
Ej. 1-3 Celulosa 0 187 36,0 40,3 45,7
descristalizada
Ej. Comp. 1-3 Pulpa pulverizada 76 8,8 18,4 23,1 28,1
Ej. 1-4 Celulosa 0 143 233 32,9 40,3
descristalizada
Ej. Comp. 1-4 Pulpa pulverizada 76 6,1 15,0 21,0 20,8
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Ejemplo 1-5

El sobrenadante de la mezcla de sacarificacion (tiempo de reaccion: 72 horas) obtenido en el Ejemplo 1-2 se analiz6
de la siguiente manera por medio de un Sistema de Cromatografia DX500 (Dionex Corporation) (columna: CarboPac
PA1 (Dionex Corporation, 4 x 250 mm) y un detector: detector de amperometria pulsada ED40). Se emplearon los
siguientes eluyentes: (A) solucién de hidroxido sédico 100 mM, (B) solucion de hidréxido sédico 100 mM que
contenia acetato sodico 1 M y (C) agua ultrapura.

El andlisis del azucar se llevé a cabo en condiciones de gradiente lineal: A al 10%-C al 90% (en inyeccion) y A al
95%-B al 5% (de 0 a 15 min). Como patrones, glucosa al 0,01% (p/v) (producto de Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.), xilosa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), xilobiosa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y celobiosa
(producto de Seikagaku Corporation). Los tiempos de retencién de los patrones son como sigue: glucosa
(aproximadamente 5,5 min), xilosa (aproximadamente 6,5 min), xilobiosa (aproximadamente 14 min), y celobiosa
(aproximadamente 14,5 min). Cada sobrenadante de la mezcla de sacarificacion se diluyé 100 veces, y se inyectod
una alicuota (10 pl). Los resultados se muestran en la Tabla 1-5.

[Tabla 5]
Tabla 1-5
Cantidad de sacarido liberado en el sobrenadante (g/l)
Muestra Tiempo de reaccion (72 h)
glucosa xilosa xilobiosa celobiosa
Ej. 1-5 Celulosa descristalizada 43 3,9 3,5 3,8

Ejemplos 1-6 a 1-11

La celulosa descristalizada (cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 57 um) preparada en las condiciones
empleadas en el Ejemplo de Producciéon 1-6 fue a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de una muestra
patrén de celulasas (TP-60, producto de Meiji Seika Kaisha, Ltd., 650 mg-proteina/g) (Ejemplos 1-6 a 1-8) o (Ultraflo
L, producto de Novozymes, 50 mg-proteina/ml) (Ejemplos 1-9 a 1-11). Cada una de las celulosas descristalizadas
(0,15 g) se suspendi6é en una mezcla de reaccién enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo reaccionar a 50 °C durante
24 horas, 48 horas, y 72 horas, durante las que la mezcla se agité con sacudidas. Se emplearon las siguientes
mezclas de reaccion enzimatica: (Ejemplo 1-6) tampdn citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,83% (p/v) TP-60 (0,54% en forma
de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina); (Ejemplo 1-7) tampdn citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,42% (p/v) TP-60 (0,28%
en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina); (Ejemplo 1-8) tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,17% (p/v) TP-60
(0,11% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina); (Ejemplo 1-9) tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 10% (v/v)
Ultraflo L (0,5% en forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina); (Ejemplo 1-10) tampdn citrato 100 mM (pH: 5,0),
5% (v/v) Ultraflo L (0,25% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina); y (Ejemplo 1-11) tampdn citrato 100 mM
(pH: 5,0), 2% (v/v) Ultraflo L (0,1% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina). Después de la finalizacion de la
reaccion, la mezcla de reaccién se separ6 en un precipitado y un sobrenadante mediante centrifugacién. La cantidad
de sacéarido reductor (en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se determiné de forma cuantitativa mediante
el procedimiento DNS. Los resultados se muestran en la Tabla 1-6.

[Tabla 6]
Tabla 1-6
Cantidad de sacérido reductor liberado en el sobrenadante
Producto (9
enzimatico Tiempo de reaccion (h)
24 48 72
Ej. 1-6 TP-60 39,4 45,6 48,8
Ej. 1-7 TP-60 35,9 41,7 44,2
Ej. 1-8 TP-60 26,0 35,2 37,7
Ej. 1-9 Ultraflo L 24,3 37,0 36,0
Ej. 1-10 Ultraflo L 20,8 27,3 32,1
Ej. 1-11 Ultraflo L 20,4 19,6 23,7
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Ejemplos 1-12 y 1-13

En los Ejemplos 1-12 y 1-13, la celulosa descristalizada (cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 57 um)
preparada en las condiciones empleadas en el Ejemplo de Produccién 1-6 fue a la reaccion de sacarificacion
mediante el uso de una muestra patron de celulasas (Celluclast 1,5 |, productos de Novozymes) (Ejemplo 1-12) 6
(Celluclast 1,5 | y Novozyme 188 (B-glucosidasa) productos de Novozymes) (Ejemplo 1-13). Cada una de las
celulosas descristalizadas (0,15 g) se suspendié en una mezcla de reaccién enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo
reaccionar a 50 °C durante 6 horas, 24 horas, 48 horas, y 75 horas, durante las que la mezcla se agitdé con agitacion.
Se usaron las siguientes mezclas de reaccion enzimatica:

(Ejemplo 1-12) tampodn citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,6% (v/v) Celluclast 1,5 |1 (0,1% en forma de proteina), y 30 ug/ml
de tetraciclina y (Ejemplo 1-13) tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,6% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,1% en forma de
proteina), 0,03% (v/v) Novozyme 188 (0,0075% en forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina. Después de la
finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccion se separdé en un precipitado y un sobrenadante mediante
centrifugacion. La cantidad de sacarido reductor (en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se determiné de
forma cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se muestran en la Tabla 1-7.

[Tabla 7]
Tabla 1-7
Cantidad de sacarido reductor liberado en el sobrenadante (g/l)
Producto enzimatico Tiempo de reaccion (h)
6 24 48 75
Ej. 1-12 Celluclast 1,51 11,1 22,0 29,0 30,5
Ej. 1-13 | Celluclast 1,5 | Novozyme 188 | 11,9 26,6 33,9 39,9

Ejemplos 1-14 y 1-15

Los sobrenadantes (tiempo de reaccion: 75 horas) de las mezclas de sacarificacion obtenidos en los Ejemplos 1-12 y
1-13 se analizaron mediante un Sistema de Cromatografia DX500 (Dionex Corporation) de una forma similar a la del
Ejemplo 1-5. Los resultados se muestran en la Tabla 1-8.

[Tabla 8]
Tabla 1-8
Cantidad de sacarido reductor liberado en el sobrenadante (g/l)
Producto enzimatico Tiempo de reaccion (75 h)
glucosa xilosa xilobiosa celobiosa
Ej. 1-14 Celluclast 1,51 24,6 2,6 0 17,8
Ej. 1-15 | Celluclast 1,5 | Novozyme 188 |36,7 3,2 4,8 3,0

Ejemplos 1-16 a 1-18 y Ejemplos Comparativos 1-5a1- 7

En los Ejemplos 1-16 a 1-18, se emplearon las celulosas descristalizadas producidas en los Ejemplos de Produccion
1-7 a 1-9 de papel sin madera ((Ejemplo 1-16), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 42 pm, cartén
corrugado (Ejemplo 1-17), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 48 um, y periodicos (Ejemplo 1-18),
cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 55 pm). En los Ejemplos Comparativos 1-5 a 1-7, se emplearon
las celulosas pulverizadas producidas en los Ejemplos de Produccién Comparativos 1-6 a 1-8 de papel sin madera
((Ejemplo Comparativo 1-5), cristalinidad del 71%/tamafio medio de particula de 71 um, cartén corrugado (Ejemplo
Comparativo 1-6), cristalinidad del 71%/tamafio medio de particula de 93 um, y periodicos (Ejemplo Comparativo 1-
7, cristalinidad de 56%/tamafio medio de particula de 61 um). En los ejemplos y Ejemplos Comparativos, cada uno
de los productos de celulosa se sometid a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de un producto patrén de
celulasas (Celluclast 1,5 |, producto de Novozymes). Cada una de las celulosas descristalizadas y de las celulosas
pulverizadas (0,15 g) se suspendié en una mezcla de reaccién enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo reaccionar a 50
°C durante 6 horas, 24 horas, 48 horas, y 72 horas, durante las que la mezcla se agité con sacudidas. Se usaron las
siguientes mezclas de reaccion enzimatica: (Ejemplos 1-16 y 1-17 y Ejemplos Comparativos 1-5 y 1-6) tampdn

16



10

15

20

25

ES 2393 164 T3

citrato 100 mM (pH: 5,0), 1,5% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,25% en forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina y
(Ejemplo 1-18 y Ejemplo Comparativo 1-7) tampoén citrato 100 mM (pH: 5,0), 12% (v/v) Celluclast 1,5 | (2% en forma
de proteina), y 30 pug/ml de tetraciclina. Después de la finalizacién de la reaccion, la mezcla de reaccion se separ6 en
un precipitado y un sobrenadante mediante centrifugacién. La cantidad de sacérido reductor (en forma de glucosa)
liberado en el sobrenadante se determiné de forma cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se
muestran en la Tabla 1-9.

[Tabla 9]
Tabla 1-9
Cantidad de sacarido reductor liberado en el
P sobrenadante (g/l)
Materia prima Cristalinidad - -
que (l:olntlene Muestra (%) Tiempo de reaccién (h)
celulosa
6 24 48 72
Ej.1-16 | Fapelsin Celulosa 0 11,0 21,9 25,8 33,7
madera descristalizada
Ej. Comp. Papel sin Celulosa 71 10.6 133 187 218
1-5 madera pulverizada ' ' ! !
Ej. 1-17 Celulosa 0 15,0 238 27,0 31,2
Cartén descristalizada
; corrugado
5. Somp- pﬁ\f'e“rllgzza 71 8,8 12,3 13,2 13,1
Ej. 1-18 Celulosa 0 21,8 23,7 26,9 30,6
descristalizada
- Periédico
B Somp- pﬁ\e/'e“r'lgzﬁa 56 12,7 9,3 11,9 13,2

Ejemplos 1-19 a 1-21 y EJEMPLOS COMPARATIVOS 1-8 a 1-10

En los Ejemplos 1-19 a 1-21, se emplearon las celulosas descristalizadas de paja ((Ejemplo 1-19), cristalinidad del
0%/tamarfio medio de particula de 48 um, ramas podadas de arboles del borde de la carretera (Ejemplo 1-20),
cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 49 um, y ramas de un mandarino (Ejemplo 1-21), cristalinidad del
0%/tamafio medio de particula 44 pm), producidas en los Ejemplos de Produccién 1-10 a 1-12). En los Ejemplos
Comparativos 1-8 a 1-10, se emplearon las celulosas pulverizadas y en virutas de paja ((Ejemplo Comparativo 1-8),
cristalinidad de 47%/tamafio medio de particula de 85 um, ramas podadas de arboles del borde de la carretera
(Ejemplo Comparativo 1-9), cristalinidad de 51%/dimensiones de 2 mm x 3 mm x 1 mm, y ramas podadas de
mandarinos (Ejemplo Comparativo 1-10), cristalinidad de 46%/dimensiones de 2 mm x 3 mm x 1 mm), producidas en
los Ejemplos Comparativos de Produccién 1-9 a 1-11). En los Ejemplos y en los Ejemplos Comparativos, cada uno
de los productos de celulosa se sometié a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de producto patrén de
celulasas (Celluclast 1,5 |, producto de Novozymes). Cada una de las celulosas descristalizadas o de las celulosas
pulverizadas (0,15 g) se suspendi6 en una mezcla de reaccién enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo reaccionar a 50
°C durante 3 dias, durante los que la mezcla se agité con agitacion. La mezcla enzimatica de reaccion que se
empled fue tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 3% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,5% en forma de proteina), y 30 ug/ml de
tetraciclina. Después de la finalizacion de la reaccién, la mezcla de reaccion se separ6 en un precipitado y un
sobrenadante mediante centrifugacion. La cantidad de sacérido reductor (en forma de glucosa) liberado en el
sobrenadante se determin6 de forma cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se muestran en la
Tabla 1-10.

[Tabla 10]
Tabla 1-10
Materia prima o Cantidad de sacarido reductor
que contiene Muestra Cnstghgldad liberado en el sobrenadante (g/)
%
celulosa Tiempo de reaccién (72 h)
Ej. 1-19
Paja Celulosa 0 24,4
descristalizada
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(continuacién)

Materia Cantidad de sacarido reductor
prima que Muestra Cristalinidad liberado en el sobrenadante (g/l)
contiene (%)
celulosa Tiempo de reaccién (72 h)
Ej. Comp. 1-8 Celulosa pulverizada 47 3,1
Ej. 1-20 Ramas Celulosa 0 29.0
podadas de descristalizada !
arboles del
; borde de la
Ej. Comp. 1-9 carretera Celulosa en virutas 51 1,8
Ej. 1-21 Celulosa
Ramas descristalizada 0 27,5
podadas de
- mandarinos -
Ej. Comp. 1-10 Celulosa en virutas 46 4,0

A partir de las Tablas 1-1 y 1-2, se confirm6 que los procedimientos para la produccion de las celulosas
descristalizadas de acuerdo con los Ejemplos de Producciéon 1-1 a 1-6 fueron capaces de producir celulosa
descristalizada con una cristalinidad reducida de una manera eficaz y por lo tanto fueron excelentes en productividad
en comparacion con aquéllas de acuerdo con los Ejemplos Comparativos de Produccion 1-1 a 1-5. Ademas, a partir
de la comparacion entre el Ejemplo de Produccién 1-1 y el Ejemplo Comparativo de Produccion 1-1, se confirmé que
el procedimiento que empleaba vastagos como medio de molienda para el molino de vibracién de acuerdo con la
presente invencién capaz de producir dicha celulosa descristalizada cuya cristalinidad se redujo al 0%, de una forma
eficaz. Se descubrié que las celulosas descristalizadas producidas en los Ejemplos de Produccién 1-1 a 1-6 tenian
un tamafo medio de particula apropiado, en comparacion con aquéllas producidas en los Ejemplos Comparativos de
Produccién 1-2 a 1-5.

Como se desprende de las Tablas 1-3 y 1-4, el procedimiento para la producciéon de sacéaridos de la presente
invencion mostrado en los Ejemplos 1-1 a 1-4 presenté una mayor productividad en comparacion con los Ejemplos
Comparativos 1-1 a 1-4. Como se desprende de la Tabla 1-5, el sacéarido producido se formé principalmente de
glucosa. Por lo tanto, el procedimiento de la presente invencién es util para la produccion de una materia prima para
la produccion de etanol o de acido lactico mediante fermentacién. Como se desprende de la Tabla 1-6, la produccion
de sacarido se puede conseguir de forma eficaz independientemente del tipo del producto enzimatico empleado en
el procedimiento. También, como se desprende de las Tablas 1-7 y 1-8, la adicion de B-glucosidasa al producto de
celulasa consigue la produccion mas eficaz de sacarido. Como se desprende de las Tablas 1-9 y 1-10, el
procedimiento para la produccion de sacaridos de la presente invencion es eficaz para diversos materiales de
celulosa; es decir, no solamente para pulpa sino también para materiales de papel tales como papel sin madera,
carton corrugado, y periodico; cascaras de planta tales como paja; y materiales de madera.

Ejemplo de Produccion 2-1

La misma pasta de madera de tipo laminar que la empleada en el Ejemplo de Producciéon 1-1 se sometié al mismo
tratamiento triturador que el empleado en el Ejemplo de Produccién 1-1 y al mismo tratamiento extrusor que el
empleado en el Ejemplo de Produccion 1-2. La temperatura empleada por la extrusora de doble tornillo aumento de
30 a 70 °C mediante el calor generado durante el tratamiento. La pulpa después del tratamiento tenia un tamafio
medio de particula de 120 pum y una densidad aparente de 219 kg/ms. Posteriormente, la pulpa resultante (130 g) se
cargd en un molino de tanque de agitacion de tipo discontinuo "Sand Grinder" disponible en Igarashi Kikai Co., Ltd.,
(capacidad del recipiente: 800 ml; relleno de perlas de circonia de ¢ 5 mm: 720 g; relacién de relleno: 25%; diametro
de la pala de agitacién: 70 mm). Mientras que fluia el agua de refrigeracion a través de una camisa del recipiente, el
tratamiento de molienda se llevé a cabo durante 2,5 h a una velocidad de agitacion de 2000 rpm, obteniendo de ese
modo celulosa descristalizada.

Después de la finalizacion del tratamiento de molienda, no se observo pulpa adherida a la superficie interna de la
pared o en el fondo del tanque agitacion del molino. La celulosa descristalizada obtenida de este modo se sac6 del
tanque de agitacion del molino y se paso a través de un tamiz con un tamafo de malla de 75 um, obteniendo de ese
modo 117 g de la celulosa descristalizada en forma de un producto subdimensionado (que corresponde al 90% en
peso en base al material cargado). El producto subdimensionado resultante se sometié a medidas de un tamafio
medio de particula mediante el procedimiento que se ha mencionado anteriormente, y la cristalinidad del mismo se
calculd a partir de las intensidades medidas por difraccién de Rayos X. Los resultados se muestran en la Tabla 2-1.
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Ejemplo de Produccion 2-2

Se repitid el mismo procedimiento que el que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 2-1 excepto en que se usé
el molino de vibracion de tipo discontinuo "MB-1" disponible en Chuo Kakohki Co., Ltd., (capacidad del recipiente:
2,8 I; relleno de bolas de circonia de ¢ 20 mm: 7,6 kg; relacién de relleno: 80%) en lugar del molino de tanque de
agitacion discontinua, y se carg6 la pulpa (200 g) como la materia prima que contiene celulosa en el molino y se traté
en él a una frecuencia de vibracion de 20 Hz y una amplitud de vibracién total de 8 mm durante 4 h, obteniendo de
ese modo celulosa descristalizada. Después de la finalizacién del tratamiento de molienda, no se observé pulpa
adherida a la superficie interna de la pared o en el fondo del tanque agitacion del molino. La celulosa descristalizada
obtenida de este modo se pasé a través de un tamiz con un tamafio de malla de 75 pm, obteniendo de ese modo
142 g de un producto subdimensionado de la celulosa descristalizada (que corresponde al 71% en peso en base a la
materia prima que contiene la celulosa cargada). El producto resultante subdimensionado se sometié a medidas de
un tamafio medio de particula mediante el procedimiento que se ha mencionado anteriormente, y se calculd la
cristalinidad de la celulosa descristalizada a partir de las intensidades medidas por difracciéon de Rayos X. Los
resultados se muestran en la Tabla 2-1.

Ejemplo de Produccion 2-3 (Ejemplo de referencia)

Se repitidé en mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo de Produccion 2-1 excepto en que se us6 un
molino de vibracion "Pot Mill ANZ-51S" disponible en Nitto Kagaku Co., Ltd., (capacidad del recipiente: 1,0 I; relleno
de bolas de circonia de ¢ 10 mm: 1,8 kg; relacion de relleno: 53%) en lugar de un molino de tanque de agitacion
discontinua, y se cargé la pulpa (100 g) como materia prima que contiene celulosa en el molino y se traté en él a una
velocidad de rotacion de 100 rpm durante 48 h, obteniendo de ese modo celulosa descristalizada. Después de la
finalizacion del tratamiento de molienda, no se observd pulpa adherida a la superficie interna de la pared o en el
fondo del tanque agitacién del molino. La celulosa descristalizada obtenida de este modo se pasé a través de un
tamiz con un tamafio de malla de 75 pum, obteniendo de ese modo 63 g de un producto subdimensionado de la
celulosa descristalizada (que corresponde al 63% en peso en base a la materia prima que contiene la celulosa
cargada). El producto resultante subdimensionado se sometié a medidas de un tamafio medio de particula mediante
el procedimiento que se ha mencionado anteriormente, y se calculd la cristalinidad de la celulosa descristalizada a
partir de las intensidades medidas por difraccion de Rayos X. Los resultados se muestran en la Tabla 2-1.

[Tabla 11]
Tabla 2-1

Ej. de produccion 2 - 1 | Ej. de produccién 2 - 2 | Ej. de produccion 2 - 3

Trituracién Si Si Si
Tratamiento Si Si si
Tasa de cizallamiento (s™) 660 660 660
Tratamiento — -
extrusor qe Tama}no medlo*qe 120 120 120
doble tornillo particula (pm)

Densidad aparente
219 219 219
(kg/m?) **

Tratamiento Si Si si

Molino de tanque de

Tipo de molino N Molino de vibracion Molino de volteo
) agitacion
Tratamiento
de molienda - B - - B B .
Medios Circonia ¢ 5 mm Circonia ¢ 20 mm Circonia ¢ 10 mm
Cantidad de pulpa 130 200 100

cargada (g)
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(continuacion)

Ej. de produccién 2 - 1 | Ej. de produccion 2 - 2 | Ej. de produccion 2 - 3

Trituracién si si si
Tiempo de tratamiento (h) 2,5 4 48
Evaluacion | Cristalinidad de la 0 0 31
Celulosa de tipo | (%)
Aparicion de deposito | o no o
después de la molienda
Relacion de peso pasado
a través de un tamiz de 75
um a peso total cargado 90 & 63
en el molino (% en peso)*3
Tamafio medio de
particula de la celulosa 31 57 59
descristalizada (um)

*1: Tamafo medio de particula o densidad aparente de la pulpa después del tratamiento extrusor de doble tornillo
*2: Presencia o ausencia de pulpa adherida en la pared interna del molino después del tratamiento extrusor

*3: Peso del producto de celulosa descristalizada subdimensionado que pasa a través de un tamiz de 75 um que se
obtuvo después del tratamiento en el molino

Ejemplo de Produccién Comparativo 2-1

Se repitié el mismo procedimiento que el que se ha descrito en el Ejemplo de Produccién 2-1 excepto en que la
pulpa se someti6 al tratamiento triturador y después al tratamiento extrusor de doble tornillo, pero no se llevo a cabo
ningun tratamiento de molienda, obteniendo de ese modo una pulpa pulverizada. La pulpa pulverizada resultante se
sometié a medidas de una densidad aparente y de un tamafio medio de particula, a través del procedimiento que se
ha mencionado anteriormente. La cristalinidad del producto obtenido se calculé a partir de las intensidades medidas
por difracciéon de Rayos X. Los resultados se muestran en la Tabla 2-2.

Ejemplo de Produccion Comparativo 2-2

Se llevé a cabo el mismo tratamiento triturador que el que se ha descrito en el Ejemplo de Produccion 2-1 para
obtener virutas de pulpa. Después, las virutas de pulpa resultante se cargaron en un molino de tanque de agitacion
discontinua sin someter previamente la pulpa al tratamiento extrusor. Sin embargo, la cantidad de las virutas de
pulpa capaz de ser cargada en el molino fue solamente de 65 g lo cual era la mitad de la pulpa cargada en el
Ejemplo de Produccién 2-1, debido a la elevada voluminosidad de la misma. Después de la finalizacién de la carga,
las virutas de pulpa se sometieron al tratamiento usando el molino de tanque agitacion discontinua en las mismas
condiciones que las empleadas en el Ejemplo de Produccién 2-1, obteniendo de ese modo una pulpa pulverizada.
Como resultado se confirmé, después del tratamiento, que se observaba la pulpa adherida en el fondo del molino del
tanque de agitacion. La pulpa pulverizada obtenida de este modo se paso a través de un tamiz con un tamafio de
malla de 75 um, obteniendo de ese modo 16,9 g de la pulpa pulverizada en forma de un producto subdimensionado
(que corresponde al 26,0% en peso en base al material cargado). El producto resultante subdimensionado se
sometid6 a medidas de un tamafio medio de particula mediante el procedimiento que se ha mencionado
anteriormente, y se calcul6 la cristalinidad de la celulosa descristalizada a partir de las intensidades medidas por
difraccién de Rayos X. Los resultados se muestran en la Tabla 2-2.

Ejemplo de Produccion Comparativo 2-3

Se llevé a cabo el mismo tratamiento triturador que el que se ha descrito en el Ejemplo de Produccion 2-1 para
obtener virutas de pulpa. Después, las virutas de pulpa resultantes (500 g) se cargaron en un molino de cuchillas
"Modelo POWER MILL P-02S" disponible en Dalton Co., Ltd., sin someter la pulpa al tratamiento extrusor
previamente y se tratd alli a una velocidad de rotacién de 3000 rpm durante 0,5 h. La pulpa obtenida estaba en
forma de un peso floculado con una densidad aparente de 33 kg/ms. Después, la pulpa floculada se cargé en el
molino de tanque de agitacién discontinua. Sin embargo, la cantidad de la pulpa floculada capaz de ser cargada en
el molino fue solamente de 30 g debido a la alta voluminosidad de la misma. Después de la finalizacion de la carga,
la pulpa floculada se sometié al tratamiento usando el molino de tanque agitacion discontinua en las mismas
condiciones que las empleadas en el Ejemplo de Produccién 2-1, obteniendo de este modo una pulpa pulverizada.
Como resultado se confirmo, después del tratamiento, que no se observaba pulpa adherida en el interior del molino
del tanque de agitacion. La pulpa pulverizada obtenida de este modo se paso a través de un tamiz con un tamafio de
malla de 75 um, obteniendo de ese modo 23,4 g de la pulpa pulverizada en forma de un producto subdimensionado
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(que corresponde al 78,0% en peso en base al material cargado). El producto resultante subdimensionado se
sometid6 a medidas de un tamafio medio de particula mediante el procedimiento que se ha mencionado
anteriormente y se calculé la cristalinidad de la celulosa descristalizada a partir de las intensidades medidas por
difraccion de Rayos X. Los resultados se muestran en la Tabla 2-2.

[Tabla 12]
Tabla 2-2 (1/2)
Ejs. Produccién Comp.
2-1 2-2 2-3
Trituracién si si si
Tratamiento Si no no
Tasa de cizallamiento (s™) 660 - -
Tratamiento extrusor de doble
tornillo Tamafio medio de particula 1
120* - -
(um)
Volumen (kg/m®) 219+ - 33+
Tratamiento no Si si
Tipo de molino i Molino de tanque | Molino de tanque
de agitacion de agitacion
Tratamiento de molienda Medios - Circonia ¢ 5 mm Circonia ¢ 5 mm
Cantidad de pulpa cargada (g) - 65 30
Tiempo de tratamiento (h) - 2,5 25
Cristalinidad de la Celulosa de
tipo | (%) 76 0 0
Aparicion de depoésito después
. 3 - Sl no
de la molienda*
Evaluacién Relacion de peso pasado a
través de un tamiz de 75 ym a
: - 26 78
peso total cargado en el molino
(% en peso)**
Tamafio medio de particula de
la pulpa pulverizada (um) 156 38 23

*1: Tamafio medio de particula o densidad aparente de la pulpa después del tratamiento extrusor de doble tornillo
*2: Densidad aparente de la pulpa después del tratamiento en molino de cuchillas

*3: Presencia o0 ausencia de pulpa adherida en la pared interna del molino después del tratamiento en el molino

*4: Peso del producto de celulosa descristalizada subdimensionado que pasa a través de un tamiz de 75 pm que se
obtuvo después del tratamiento en el molino

Tabla 2-2 (2/2)

Ejs. Produccion Comp.

1-1 1-2 1-3 1-4
Trituracién Si Si Si Si
Tratamiento no no no no

Tratamiento
extrusor de

doble tornillo | Tamafio medio de particula
(nm)

Densidad aparente (kg/m®) - - -

Tasa de cizallamiento (s™) - .
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continuacion)

Ejs. Produccion Comp.
1-1 1-2 1-3 1-4
Tratamiento si Si Si si
Tipo de molino . Molino de Molino de Molino de
Molino de volteo . . .
. cuchillas matrtillos puas
Tratamiento de
molienda Medios Circonia ¢ 10 mm - - -
Cantidad de pulpa cargada (g) 100 500 500 500
Tiempo de tratamiento (h) 48 0,5 0,5 0,25
Crlstallnldat_j de la Celulosa de 73 78 74 75
tipo | (%)
Aparicion de depdsito despues ) ) ) )
de la molienda*®
Evaluacién Relacion de peso pasado a
través de un tamiz de 75 pm a i ) ) i
peso total cargado en el molino
(% en peso)*
Tamafio medio de particula de (Casi como
la pulpa pulverizada (um) virutas) (Floculado) (Floculado) | (Floculado)
*3: Presencia o0 ausencia de pulpa adherida en la pared interna del molino después del tratamiento en el molino
*4: Peso del producto de celulosa descristalizada subdimensionado que pasa a través de un tamiz de 75 pm que se
obtuvo después del tratamiento en el molino

Ejemplos de Produccion 2-4 a 2-8

En vez de pulpa, se sometieron al tratamiento triturador y al tratamiento extrusor los materiales que contenian
celulosa (papel sin madera (Ejemplo de Produccién 2-4, contenido de celulosa: 83% en peso y contenido de agua:
5,7% en peso), cartén corrugado (Ejemplo de Produccién 2-5, contenido de celulosa: 84% en peso y contenido de
agua 7,2% en peso), periddico (Ejemplo de Produccién 2-6, contenido de celulosa: 83% en peso y contenido de
agua: 7,7% en peso), paja de arroz (Ejemplo de Produccion 2-7, contenido de celulosa: 55% en peso y contenido de
agua: 8,0% en peso), revistas (Ejemplo de Produccion 2-8, contenido de celulosa: 60% en peso y contenido de
agua: 4,5% en peso) a través de los procedimientos y en las condiciones que se han descrito en el Ejemplo de
Produccién 2-1. Las propiedades de los materiales que contienen celulosa obtenidos después del tratamiento
extrusor son como sigue: papel sm madera (Ejemplo de Produccion 2-4), tamafio medio de particula de 71
um/densidad aparente de 274 kg/m carton corrugado (Ejemplo de Produccion 2-5), tamafio medio de particula de
93 um/densidad aparente de 216 ki /m?; periodico (Ejemplo de Produccion 2-6), tamafio medio de particula de 61
um/densidad aparente de 303 kg/m~; paja de arroz (Ejemplo de Produccion 2-7), tamafio medio de particula de 82
um/densidad aparente de 339 kg/m y revistas (Ejemplo de Produccion 2-8), tamafio medio de particula de 72
um/densidad aparente de 431 kg/m

Estos materiales se sometieron adicionalmente al tratamiento de molino de tanque de agitacion discontinua a través
del procedimiento y en las condiciones que se han descrito en el Ejemplo de Produccion 2-1, para producir de ese
modo las celulosas descristalizadas. Las propiedades de las mismas son como sigue: papel sin madera (Ejemplo de
Produccioén 2-4), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 50 pm, cartdn corrugado (Ejemplo de Produccion
2-5), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 28 um, (Ejemplo de Produccién 2-6) periddico, cristalinidad
del 0%/tamafio medio de particula de 32 um, paja de arroz (Ejemplo de Produccién 2-7), cristalinidad del 2%/tamafio
medio de particula de 27 um, y revistas (Ejemplo de Produccidn 2-8), cristalinidad del 4%/tamafio medio de particula
de 24 um).

Ejemplo de Produccién Comparativo 2-4

La paja de arroz del Ejemplo de Produccion 2-7 (contenido de celulosa: 55% en peso; contenido de agua: 8,0% en
peso), que servia como la materia prima que contiene celulosa, se sometié al tratamiento triturador y al tratamiento
extrusor mediante los procedimientos y en las condiciones que se han descrito en el Ejemplo de Produccién 2-1. Sin
embargo, no se llevd a cabo el tratamiento con molino de tanque de agitacion discontinua, obteniendo de ese modo
una celulosa pulverizada (paja de arroz, cristalinidad del 54%/tamafio medio de particula de 82 um).
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Ejemplos 2-1, Ejemplo de Referencia 2-2 y Ejemplo Comp  arativo 2-1

En el Ejemplo 2-1, se emple6 como sustrato la celulosa descristalizada (cristalinidad del 0%/tamafio medio de
particula de 43 um) producida en el Ejemplo de Produccién 2-1. En el Ejemplo de referencia 2-2, se emple6 una
celulosa descristalizada (cristalinidad del 30%/tamafio medio de particula de 46 um) producida de la misma manera
que la empleada en el Ejemplo de Produccion 2-1, excepto en que se cambié el tiempo de tratamiento en el molino
de 2,5 horas a 30 minutos. En el Ejemplo Comparativo 2-1, se empleé un producto de celulosa pulverizada comercial
(KC Flock, producto de Nippon Paper Chemicals Co., Ltd., cristalinidad del 76%, tamafio de particula de 26 pum).
Cada una de las muestras se sometié a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de una muestra patron de
celulasas (Celluclast 1,5 I, producto de Novozymes). Cada una de las celulosas descristalizadas y de los productos
de pulpa pulverizada (0,15 g) se suspendié en una mezcla de reaccion enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo
reaccionar a 50 °C durante 24 horas, 48 horas, y 72 horas, durante las que la mezcla se agit6 con sacudidas. La
mezcla de reaccién enzimatica empleada fue tampodn citrato 100 mM (pH: 5,0), 1% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,17% en
forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina). Después de la finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccion se
separ6 en un precipitado y un sobrenadante mediante centrifugacién. Se midié el peso del precipitado seco. La
cantidad de sacarido reductor (en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se determind de forma cuantitativa
mediante el procedimiento de fenol-acido sulfurico. Los resultados se muestran en la Tabla 2-3.

[Tabla 13]
Tabla 2-3
Cantidad de sacarido liberado en el sobrenadante (base de
glucosa) (g/l) (Peso del precipitado seco (g/l)
Muestra Cristalinidad
(%) Tiempo de reaccion (h)
0 (sin reaccionar) 24 48 72
Ej. 2-1 Celulosa descristalizada 0 1,5(52,1) 18,7 (26,6) | 47,1 (5,6) | 46,0 (2,7)
Ej. de
Referencia| Celulosa descristalizada 30 0,9 (55,8) 16,2 (31,0) (31,9 (26,3)|51,7 (14,7)
2-2
Ej. Comp. Producto comercial de
21 celulosa pulverizada 76 0,2 (60,2) 14,7 (45,8) |25,4 (44,1)| 26,3 (36,9)

Ejemplos 2-3 a 2-5 y Ejemplos Comparativos 2-2 a 2-4

En los Ejemplos 2-3 a 2-5, se prepard celulosa descristalizada en las condiciones que se han mencionado
anteriormente en el Ejemplo de Produccion 2-1 (cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 43 um). En los
Ejemplos Comparativos 2-2 a 2-4, se empled un producto de pulpa pulverizada (cristalinidad del 76%/tamafio medio
de particula de 156 um) preparada en el Ejemplo Comparativo de Produccién 2-1. Cada una de las muestras se
sometié a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de una muestra patrén de celulasas (Celluclast 1,5 |,
producto de Novozymes). La celulosa descristalizada o el producto de pulpa pulverizada (0,15 g) se suspendieron en
una mezcla de reaccion enzimatica (3 ml) y la mezcla se hizo reaccionar a 50°C durante 6 horas, 24 horas, 48 horas,
y 72 horas, durante las que la mezcla se agité con sacudidas. Se usaron las siguientes mezclas de reaccion
enzimatica: (Ejemplo 2-3 y Ejemplo Comparativo 2-2) tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 3% (v/v) Celluclast 1,5 |
(0,5% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina); (Ejemplo 2-4 y Ejemplo Comparativo 2-3) tampodn citrato 100
mM (pH: 5,0), 1,5% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,25% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina); y (Ejemplo 2-5y
Ejemplo Comparativo 2-4) tamp6n citrato 100 mM (pH: 5,0), 0,6% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,1% en forma de proteina), y
30 pug/ml de tetraciclina). Después de la finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccion se separé en un
precipitado y un sobrenadante mediante centrifugacion. La cantidad de sacéarido reductor (en forma de glucosa)
liberado en el sobrenadante se determiné de forma cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se
muestran en la Tabla 2-4.
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[Tabla 14]
Tabla 2-4
Cantidad de sacarido reductor liberado en el sobrenadante
(9/)
o 0
Muestra Cristalinidad (%) Tiempo de reaccion (h)
6 24 48 72
Ej. 2-3 Celulosa 0 19,0 376 46,1 50,7
descristalizada
Ej. Comp. 2-2 Pulpa 76 13,4 225 31,1 343
pulverizada
Ej. 2-4 Celulosa 0 13,6 33.9 38,3 46,1
descristalizada
Ej. Comp. 2-3 Pulpa 76 8.8 18,4 231 28,1
pulverizada
Ej. 2-5 Celulosa 0 13,0 28,5 35,1 41,7
descristalizada
Ej. Comp. 2-4 Pulpa 76 6,1 15,0 21,0 20,8
pulverizada
Ejemplo 2-6

El sobrenadante de la mezcla de sacarificacion (tiempo de reaccion: 72 horas) obtenido en el Ejemplo 2-3 se analizé
de la siguiente forma por medio de un Sistema de Cromatografia DX500 (Dionex Corporation) (columna: CarboPac
PA1 (Dionex Corporation, 4 x 250 mm) y detector: detector de amperometria pulsada ED40). Se emplearon los
siguientes eluyentes: (A) solucién de hidréxido sédico 100 mM, (B) solucién de hidroxido sédico 100 mM con acetato
sédico 1 My (C) agua ultrapura.

El andlisis del azucar se llevé a cabo en condiciones de gradiente lineal: A al 10%-C al 90% (en inyeccion) y A al
95%-B al 5% (de 0 a 15 min). Como patrones, glucosa al 0,01% (p/v) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), xilosa
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), xilobiosa (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), y celobiosa (Seikagaku
Corporation). Los tiempos de retencion de los patrones son como sigue: glucosa (aproximadamente 5,5 min), xilosa
(aproximadamente 6,5 min), xilobiosa (aproximadamente 14 min), y celobiosa (aproximadamente 14,5 min). Cada
sobrenadante de la mezcla de sacarificacion se diluyé 100 veces y se inyecto una alicuota (10 pl). Los resultados se
muestran en la Tabla 2-5.

[Tabla 15]

Tabla 2-5
Cantidad de sacarido liberado en el sobrenadante (g/l)
Muestra Tiempo de reaccion (72 h)
glucosa xilosa xilobiosa celobiosa
Ej. 2-6 Celulosa descristalizada 41 3,7 3,2 4,8
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Ejemplos 2-7 a 2-9 y Ejemplos Comparativos 2-5 a 2-7

En los Ejemplos 2-7 a 2-9, se emplearon las celulosas descristalizadas producidas en los Ejemplos de Produccion 2-
4 a 2-6 (papel sin madera (Ejemplo 2-7), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 50 um, cartén corrugado
(Ejemplo 2-8), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 28 um y periédico (Ejemplo 2-9), cristalinidad del
0%/tamarfio medio de particula de 32 um). En los Ejemplos Comparativos 2-5 a 2-7, se emplearon las celulosas en
producidas en los Ejemplos Comparativos de Produccion 1-6 a 1-8 (papel sin madera (Ejemplo Comparativo 2-5),
cristalinidad del 71%/tamafio medio de particula de 71 um, cartén corrugado (Ejemplo Comparativo 2-6), cristalinidad
del 71%/tamafio medio de particula de 93 um, y periédico (Ejemplo Comparativo 2-7), cristalinidad del 56%/tamafio
medio de particula de 61 um). En los Ejemplos y Ejemplos Comparativos, cada uno de los productos de celulosa se
sometié a la reaccidon de sacarificacion mediante el uso de un producto patrén de celulasas (Celluclast 1,5 |,
Novozymes). Cada una de las celulosas descristalizadas y de las celulosas pulverizadas (0,15 g) se suspendié en
una mezcla de reaccién enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo reaccionar a 50 °C durante 6 horas, 24 horas, 48
horas, y 72 horas, durante las que la mezcla se agitdé con sacudidas. Se usaron las siguientes mezclas de reaccion
enzimatica: (Ejemplos 2-7 y 2-8 y Ejemplos Comparativos 2-5 y 2-6) tampén citrato 100 mM (pH: 5,0), 1,5% (v/v)
Celluclast 1,5 | (0,25% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina y (Ejemplo 2-9 y Ejemplo Comparativo 2-7)
tampon citrato 100 mM (pH: 5,0), 12% (v/v) Celluclast 1,5 | (2% en forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina.
Después de la finalizacién de la reaccion, la mezcla de reaccidon se separé en un precipitado y un sobrenadante
mediante centrifugacion. La cantidad de sacarido reductor (en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se
determin6 de forma cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se muestran en la Tabla 2-6.

[Tabla 16]
Tabla 2-6
Materia Cantidad de sacarido reductor liberado en el
sobrenadante (g/l
prima que Muestra Cristalinidad @
contiene (%) Tiempo de reaccion (h)
celulosa
. 6 24 48 72
Ej. 2-7 g Celulosa 0 9,7 15,1 22,8 255
Papel sin escristalizada
; madera
Ej. Comp. Celulosa 71 10,6 133 18,7 21,8
2-5 pulverizada
Ej. 2-8 g Celulosa 0 17,7 26,8 26,7 28,6
Cartén escristalizada
; corrugado
Ej. Comp. Celulosa 71 8.8 123 13,2 13,1
2-6 pulverizada
Ej. 2-9 Celulosa 0 20,9 27.1 30,2 34,6
descristalizada
- Periddico
Ej. Comp. Celulosa 56 12,7 9,3 11,9 132
2-7 pulverizada

Ejemplo 2-10 y Ejemplo Comparativo 2-8

En el Ejemplo 2-10, se empled la celulosa descristalizada (paja de arroz, cristalinidad del 2%/tamafio medio de
particula de 27 pum) obtenida en el Ejemplo de Producciéon 2-7. En el Ejemplo Comparativo 2-8, se empled una
celulosa pulverizada (paja de arroz, cristalinidad del 54%/tamafio medio de particula de 82 um) obtenida en el
Ejemplo Comparativo de Produccion 2-4. En el Ejemplo y el Ejemplo Comparativo, cada uno de los productos de
celulosa se sometié a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de un producto patron de celulasas (Celluclast
1,5 I, Novozymes). La celulosa descristalizada o la celulosa pulverizada (0,15 g) se suspendié en una mezcla de
reaccion enzimatica (3 ml) y la mezcla se hizo reaccionar a 50 °C durante 3 dias, durante los que la mezcla se agité
con sacudidas. La mezcla enzimatica de reacciéon empleada fue tampon citrato 100 mM (pH: 5,0), 3% (v/v) Celluclast
1,51 (0,5% en forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina. Después de la finalizacion de la reaccion, la mezcla de
reaccion se separ6 en un precipitado y un sobrenadante mediante centrifugacion. La cantidad de sacarido reductor
(en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se determind de forma cuantitativa mediante el procedimiento
DNS. Los resultados se muestran en la Tabla 2-7.
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[Tabla 17]
Tabla 2-7

Cantidad de sacarido

P ductor liberado en el
Materia prima que N . re

contiene celulosa Muestra Cristalinidad (%) sobrenadante (g/l)
Tiempo de reaccion (72 h)
Ej. 2-10 Celulosa descristalizada 2 31,3
Paja de arroz

Ej. Comp. 2-8 Celulosa pulverizada 54 13,1

Ejemplos 2-11 y 2-12

En los Ejemplos 2-11 y 2-12, se emplearon las celulosas descristalizadas producidas en los Ejemplos de Produccion
2-6 y 2-8 (periddico (Ejemplo 2-11), cristalinidad del 0%/tamafio medio de particula de 32 um vy revistas (Ejemplo de
Produccién 2-12), cristalinidad del 4%/tamafio medio de particula de 24 um). En los Ejemplos, cada producto de
celulosa se sometié a la reaccion de sacarificacion mediante el uso de un producto patron de celulasas (Celluclast
1,5 I, Novozymes). La celulosa descristalizada o la celulosa pulverizada (0,15 g) se suspendié en una mezcla de
reaccion enzimatica (3 ml), y la mezcla se hizo reaccionar a 50 °C durante 3 dias, durante los que la mezcla se agité
con sacudidas. Se usaron las siguientes mezclas de reaccion enzimatica: (Ejemplo 2-11) tampdn acetato 100 mM
(pH: 3,5), 3% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,5% en forma de proteina), y 30 pg/ml de tetraciclina y (Ejemplo 2-12) tampdn
acetato 200 mM (pH: 3,5), 3% (v/v) Celluclast 1,5 | (0,5% en forma de proteina), y 30 ug/ml de tetraciclina. Después
de la finalizacién de la reaccion, la mezcla de reaccién se separé en un precipitado y un sobrenadante mediante
centrifugacion. La cantidad de sacarido reductor (en forma de glucosa) liberado en el sobrenadante se determiné de
forma cuantitativa mediante el procedimiento DNS. Los resultados se muestran en la Tabla 2-8.

[Tabla 18]
Tabla 2-8
Cantidad de sacarido
Materia prima que contiene reductor liberado en el
1a prima qu ' Muestra Cristalinidad (%) sobrenadante (g/l)
celulosa
Tiempo de reaccion (72 h)

Ej. 2-11 Periédico Celulosa descristalizada 0 34,9
Ej. 2-12 Revista Celulosa descristalizada 4 27,9

A partir de las Tablas 2-1 y 2-2, se confirmé que los procedimientos para la produccion de las celulosas
descristalizadas de acuerdo con los Ejemplos de Produccion 2-1 a 2-3 fueron capaces de producir celulosa
descristalizada con una cristalinidad reducida de una manera eficaz y por lo tanto fueron excelentes en la
productividad en comparacién con aquéllas de acuerdo con los Ejemplos Comparativos de Produccién 2-1 a 2-3y 1-
1 a 1-4. Ademas, se descubrié que las celulosas descristalizadas producidas en los Ejemplos de Produccién 2-1 a 2-
3 tenian un tamafio medio de particula apropiado, en comparacién con aquéllas producidas en el Ejemplo
Comparativo de Produccion 2-1.

Como queda claro a partir de las Tablas 2-3 y 2-4, el procedimiento para la produccién de sacaridos mostrado en los
Ejemplos 2-1 a 2-5 presentd una mayor productividad en comparacién con los Ejemplos Comparativos 2-1 a 2-4.
Como queda claro a partir de la Tabla 2-5, el sacéarido producido estaba formado principalmente por glucosa. Por lo
tanto, el procedimiento de la presente invencién es (til para la produccion de una materia prima para la produccion
de etanol o acido lactico mediante fermentaciéon. Como queda claro a partir de las Tablas 2-6, 2-7 y 2-8, el
procedimiento para la produccion de Sacaridos es eficaz para diversos materiales de celulosa; es decir, no
solamente para la pulpa sino también para los materiales de papel tales como papel sin madera, cartéon corrugado,
periddico y revistas; y tallos y hojas de plantas tal como paja de arroz.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con el procedimiento de la presente invencién para la produccién de sacarido, la celulosa descristalizada
que tiene una cristalinidad reducida de la celulosa de tipo | se puede producir a partir de una materia prima que
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contiene celulosa a través de un tratamiento preliminar. Por lo tanto, el sacarido se puede producir con una alta
productividad y eficacia a través de la reaccién enzimatica. El sacarido producido de este modo es Util, por ejemplo,

para la produccion de sustancias tales como etanol y acido lactico a través de fermentacién o de un procedimiento
similar.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccion de sacarido, que incluye la sacarificacién de la celulosa descristalizada
preparada a partir de una materia prima que contiene celulosa que tiene una cristalinidad de la celulosa de tipo |
superior al 33% segun se calcula a partir de la siguiente férmula (1):

Cristalinidad de la Celulosa de Tipo | (%) =

[(I 226 =1 185)/ 22.6]x100 1)

en la que lx26 es la intensidad de la difraccién de un plano reticular (plano 002), como se mide con un angulo de
difraccién 26 de 22,6° por analisis de difraccion de Rayos X, y ligs es la intensidad de difraccién de un resto amorfo
como se mide con un angulo de difraccion 26 de 18,5° por analisis de difraccién de Rayos X, procedimiento que
comprende:

tratamiento de la materia prima que contiene celulosa por medio de un molino para reducir la cristalinidad
de la celulosa de tipo | de la celulosa a un 10% o inferior, en el que la materia prima que contiene celulosa
tiene un contenido de celulosa de un residuo obtenido por eliminacion del agua de la materia prima que
contiene celulosa en un 20% en peso o superior, para preparar de ese modo celulosa descristalizada, y
provocando que una celulasa y/o hemicelulasa actle sobre la celulosa cristalizada, para de ese modo
sacarificar la celulosa descristalizada,

en el que la materia prima que contiene celulosa tiene una densidad aparente de 100 a 500 kg/m3 y un
tamafio medio de particula de 0,01 a 1 mm.

2. Un procedimiento de produccion de sacarido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la materia prima que
contiene celulosa se trata por medio de un molino durante 0,01 a 72 horas.

3. Un procedimiento de produccion de sacéarido de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que la materia prima
que contiene celulosa es un material que ha sido tratado inicialmente por medio de una extrusora.

4. Un procedimiento de produccion de sacarido de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la extrusora es una
extrusora de doble tornillo.

5. Un procedimiento para la produccién de sacéarido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que el molino es un molino de tipo medio.

6. Un procedimiento de produccién de sacarido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la
materia prima que contiene celulosa es al menos una especie seleccionada del grupo que consiste en pulpa, papel,
tallos u hojas de plantas, cascaras de plantas, y madera.
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