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DESCRIPCION
Pretratamiento de biomasa con disolvente organico para mejorar la sacarificacion enzimatica

La solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. n° 61/139179, presentada el 19
de diciembre de 2008.

Campo de la invencion

Se proporciona y se describen métodos para producir biomasa lignocelulésica enriquecida en carbohidratos
facilmente sacarificables. Especificamente, se prepara biomasa pretratada a través de fragmentacion y extracciéon
selectiva simultaneas de lignina en una disolucién en disolvente organico en presencia de concentraciones
moderadas de amoniaco y uno o mas nucledfilos a temperaturas elevadas en condiciones alcalinas. Los sdlidos
enriquecidos en carbohidratos que quedan en la biomasa pretratada pueden someterse entonces a sacarificacion
enzimatica para obtener azlcares fermentables, que pueden someterse a un procesamiento adicional para la
produccién de productos diana.

Antecedentes de la invenciéon

Las materias primas y los residuos celuldsicos y lignoceluldsicos, tal como residuos agricolas, madera, residuos
forestarles, lodos de la fabricacién de papel y residuos sélidos municipales e industriales, proporcionan una fuente
renovable potencialmente grande para la produccion de productos quimicos, plasticos, combustibles y piensos. Las
materias primas y los residuos celuldsicos y lignoceluldsicos, compuestos por celulosa, hemicelulosa, pectinas y
lignina son tratados generalmente mediante una serie de sistemas quimicos, mecanicos y enzimaticos para liberar
principalmente azicares de hexosas y pentosas, que pueden ser fermentados a continuaciéon para dar lugar a
productos utiles.

Los métodos de pretratamiento se usan a menudo para hacer que los polisacéridos de biomasa lignoceluldsica sean
mas facilmente accesibles a las enzimas celuloliticas. Uno de los impedimentos principales para la digestion de
enzimas celuloliticas es la presencia de lignina, una barrera que limita el acceso de las enzimas a sus sustratos, y
una superficie a la cual se unen las enzimas de forma no productiva. Debido a los costes significativos asociados a
la sacarificacion enzimatica, es deseable minimizar la carga de enzimas mediante desactivacion de la lignina frente a
la adsorcion enzimatica o mediante su extraccion directa.

Otro reto es la falta de accesibilidad de la celulosa a la hidrdlisis enzimatica bien debido a su proteccion por
hemicelulosa y lignina o bien a su cristalinidad. Los métodos de pretratamiento que buscan superar estos retos
incluyen: explosién por vapor, agua caliente, acido diluido, explosion de fibras con amoniaco, hidrdlisis alcalina (que
incluye la percolacion recirculada de amoniaco), deslignificacion oxidativa y organosolv.

Los métodos de organosolv, tal como se han llevado a la practica previamente para el tratamiento de biomasa
lignocelulésica, tanto para la produccion de pulpa o para aplicaciones de biocombustibles, aunque generalmente
exitosas en la eliminaciéon de lignina, han adolecido de bajos rendimientos de recuperacion de azucares,
particularmente de xilosa. Por ejemplo, el uso de mezclas etanol-agua ligeramente acidas (por ejemplo, EtOH al
42% en peso) a temperatura elevada para eliminar lignina de biomasa lignoceluldsica (Kleinert, T. N., Tappi 57: 99-
102, 1974) dio como resultado una pérdida sustancial de carbohidratos. La hidrdlisis acida diluida a 95 °C seguida de
extraccion con disolventes organicos y sacarificacion enzimatica (Lee, Y-H. y col., Biotech. Bioeng., 29: 572-581,
1987) dio como resultado una pérdida sustancial de hemicelulosa durante la hidrolisis, una pérdida adicional de
carbohidratos tras la extraccion con disolvente organico y un bajo rendimiento (~50% de los carbohidratos totales) en
la sacarificacion enzimatica del residuo.

El tratamiento de biomasa con agua gas y metilamina seguido de extracciéon con disolvente organico y a
continuacioén extraccion con agua, requeria tres etapas y dio como resultado una pérdida sustancial de carbohidratos
(Siegfried, P. y Gotz, R., Chem. Eng. Technol., 15: 213-217, 1992). El tratamiento con poliaminas o etilamina en
mezclas de agua-alcohol alifatico mas catalizador a temperatura elevada requeria de una elevada relacion
liquido/solidos y concentraciones bajas de alcohol conducian a un bajo rendimiento de recuperaciéon de azucares,
particularmente de xilano (Patente de EE.UU. 4597830A). El tioglicolato en disolucién alcalina acuosa usado para
tratar biomasa lignoceluldsica a temperatura elevada, seguido de un lavado con agua caliente, requeria el uso de
hidréxidos de metal alcalino o alcalinotérreo. Este método requiere la eliminacién costosa de los iones inorganicos,
un elevado % en peso de tioglicolato, y el uso de grandes volumenes de agua (Patente de EE.UU. 3.490.993). EI
tratamiento con mezclas de disolvente organico-agua en presencia de sulfuro/bisulfuro a temperaturas elevadas
requeria una elevada relacion disolvente/sélidos y un elevado contenido de azufre, y daba como resultado una
pérdida sustancial de carbohidratos (Patente de EE.UU. 4.329.200A).

El uso de disolvente organico acuoso que contiene elevadas concentraciones de amoniaco a temperaturas elevadas
para tratar biomasa lignocelulésica (Park J.-K. y Phillips, J.A., Chem. Eng. Comm., 65: 187-205, 1988) requeria el
uso de una elevada relacion de liquido a sélidos en el pretratamiento y daba como resultado una pérdida sustancial
de hemicelulosa y una baja sacarificacion enzimatica de la celulosa.
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Otras desventajas de los métodos aplicados previamente incluyen, corrientes separadas de hexosas y pentosas (por
ejemplo, acido diluido), una extracciéon inadecuada de lignina o la falta de separacién de lignina extraida a partir del
polisacarido, particularmente en las materias primas con un elevado contenido de lignina (por ejemplo, bagazo de
cafa de azicar, maderas blandas), eliminacién de productos residuales (por ejemplo, las sales formadas en la
neutralizacion del acido o de la base), y bajos rendimientos de recuperacion de carbohidratos debido a la ruptura o a
la pérdida en los etapas de lavado. Otros problemas incluyen un elevado coste de energia, capital inmovilizado y
recuperacion de catalizador de pretratamiento, e incompatibilidad con las enzimas de sacarificacion.

Uno de los retos principales del pretratamiento de biomasa es maximizar la extraccion o la neutralizacion quimica
(con respecto a la union no productiva de enzimas celuloliticas) de la lignina a la vez que se minimiza la pérdida de
carbohidratos (celulosa mas hemicelulosa) a través de procesos econdmicos y eficientes. Cuanto mayor sea la
selectividad, mayor sera el rendimiento global a azicares monoméricos después del pretratamiento combinado con
la sacarificacion enzimatica.

Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollo de un proceso en una sola etapa que use una relacion liquido a
sélido sustancialmente menor en el pretratamiento, y una base reciclable sin una pérdida sustancial de hemicelulosa
ni una baja sacarificacion de celulosa. La presente descripcion aborda dicha necesidad. En esta descripcién, se
usan concentraciones de bajas a moderadas de amoniaco en presencia de uno o mas nucledfilos para una
fragmentacion mediada por una disolucion en disolvente organico y una extraccién selectiva de lignina a
temperaturas elevadas en condiciones alcalinas. Este proceso econdmico mantiene el contenido de hemicelulosa de
la biomasa a la vez que elimina selectivamente lignina y produce una biomasa enriquecida en carbohidratos que es
altamente susceptible a la sacarificacion enzimatica. La biomasa pretratada producida mediante los procesos
descritos en la presente memoria da como resultado rendimientos muy elevados de azucares fermentables tras
sacarificacion (glucosa, asi como xilosa) y, a su vez, elevados rendimientos a los productos diana tras fermentacion
(por ejemplo, productos quimicos de elevado valor afiadido y combustibles). Sorprendentemente, el uso de bajas a
moderadas concentraciones de amoniaco y la presencia de uno o mas nucledfilos dio como resultado una mejoria
significativa en la fragmentacion y la extraccion de lignina, y una elevada retencion de carbohidratos, particularmente
con respecto a la hemicelulosa.

Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona un método para producir biomasa enriquecida en carbohidratos faciimente
sacarificable y para extraer lignina de forma selectiva a partir de biomasa lignocelulésica reteniendo
simultdneamente de forma casi cuantitativa los carbohidratos, particularmente la hemicelulosa. Los métodos
incluyen el tratamiento de biomasa lignocelulésica con una disoluciéon de disolvente organico que comprende de
bajas a moderadas concentraciones de amoniaco y uno o mas nucledfilo(s) en condiciones alcalinas a temperaturas
elevadas. Después del pretratamiento, la biomasa puede continuar siendo tratada con un consorcio de enzimas de
sacarificacion para producir azucares fermentables. Dichos azucares pueden someterse a un procesamiento
adicional para la produccion de productos diana.

Por consiguiente, la invencién proporciona un método para producir biomasa enriquecida con carbohidratos con una
elevada retencion de hemicelulosa que comprende:

(a) proporcionar biomasa lignocelulésica que comprende lignina, celulosa y hemicelulosa;

(b) suspender la biomasa de (a) en una disoluciéon de disolvente organico que comprende agua, amoniaco en
una cantidad de aproximadamente el 2% a aproximadamente el 20% referido al peso de biomasa seca, y uno o
mas nucledfilos, mediante lo cual se forma una suspensién de biomasa-disolvente en condiciones alcalinas;

(c) calentar la suspension de biomasa-disolvente hasta una temperatura de aproximadamente 100-220 °C
durante aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 5 horas, mediante lo cual se fragmenta la lignina y se
disuelve en la suspension; y

(d) filtrar el liquido libre a presién tras calentar la suspension de (c) mediante lo cual la lignina disuelta es
eliminada y se produce una biomasa enriquecida en carbohidratos con un elevado rendimiento de retencién de
hemicelulosa.

En otra realizacion la invencion proporciona un método de fragmentacion y extraccion selectiva simultaneas de
lignina a partir de biomasa lignoceluldsica para producir una biomasa sustancialmente libre de lignina que
comprende:

(a) proporcionar:
1) una cantidad de biomasa lignoceluldsica que comprende lignina y carbohidratos;

2) una disolucion de disolvente multi-componente que comprende entre aproximadamente el 40% vy
aproximadamente el 70% de etanol en agua;
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3) amoniaco en una cantidad de 2% a aproximadamente 20%;
4) y uno o mas nucledfilo(s);

(b) poner en contacto dicha biomasa con la disolucién del disolvente multi-componente de (a) para formar una
mezcla de disolvente-biomasa;

(c) colocar la mezcla de disolvente-biomasa en un recipiente a presién sellado con lo que la mezcla de (b) es
calentada a una temperatura de aproximadamente 100 °C a aproximadamente 220 °C de aproximadamente 5
minutos a aproximadamente 5 horas, mediante lo cual lignina es fragmentada y disuelta en el disolvente;

(d) eliminar la lignina disuelta de (c) mediante filtracion; y
(e) lavar el residuo con disolvente organico, con lo que se produce biomasa sustancialmente libre de lignina.

La biomasa resultante tiene un contenido de carbohidratos que es altamente conservado, por ejemplo, el contenido
de carbohidratos puede ser superior o igual al 85% de la biomasa de carbohidratos en comparacion con la biomasa
previa al pretratamiento descrito en la presente memoria. Mas especificamente, la biomasa resultante esta
enriquecida en carbohidratos de tal modo que se retenga al menos aproximadamente el 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 6 100% del carbohidrato tras el pretratamiento en comparacién con la cantidad de
carbohidrato presente en la biomasa antes del pretratamiento descrito en la presente memoria. Adicionalmente, el
contenido en hemicelulosa resultante se mantiene de tal modo que se retiene aproximadamente el 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 6 100% de la hemicelulosa tras el pretratamiento en comparacion con
la cantidad de hemicelulosa presente en la biomasa antes del pretratamiento descrito en la presente memoria.

Las materias primas particularmente adecuadas para uso en los métodos de la invencién incluyen, aunque sin
limitacion, switchgrass, residuos de papel, lodos procedentes de la fabricacion de papel, fibra de maiz, mazorcas de
maiz, vainas de maiz, forraje de maiz, hierbas, trigo, paja de trigo, heno, cebada, paja de cebada, paja de arroz,
bagazo de cafa de azucar, paja de cafia de azucar, alamo amarillo, sorgo, soja, componentes obtenidos del
procesado de granos, arboles, ramas, raices, hojas, astillas de madera, serrin, matas y arbustos, verduras, frutas,
flores, estiércol de animales y combinaciones de los mismos.

Descripcion detallada de la invencién

Los solicitantes incorporan de manera especifica el contenido completo de todas las referencias citadas en esta
descripcién. A menos que se indique lo contrario, todos los porcentajes, partes, relaciones, etc., estan expresados
en peso. Las marcas comerciales se muestran en mayusculas. Ademas, cuando se proporciona una cantidad,
concentracién u otro valor o parametro como un intervalo, intervalo preferido o una lista de valores superiores
preferidos o valores inferiores preferidos, esto debe entenderse como que describen especificamente todos los
intervalos formados entre cualquier par de limite superior de intervalo o valor superior preferido y cualquier limite
inferior de intervalo o valor inferior preferido, independientemente de si los intervalos se describen por separado.
Cuando se recita un intervalo de valores numéricos en la presente memoria, a menos que se indique lo contrario, se
pretende que el intervalo incluya sus valores extremos, y todos los nimeros enteros y fracciones dentro del intervalo.
No se pretende que el alcance de la invencion esté limitado por los valores especificos recitados cuando se defina
un intervalo.

La presente invencién proporciona un proceso para el tratamiento de biomasa con el objetivo de producir facilmente
biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificable para potenciar la subsiguiente etapa enzimatica de
sacarificacion. Se emplea un proceso que implica una etapa de pretratamiento en la que la lignina es fragmentada y
extraida simultaneamente usando un disolvente organico en condiciones alcalinas a temperaturas elevadas en
presencia de amoniaco. Se pueden emplear nucledfilos adicionales para un mayor beneficio. La biomasa tratada es
filtrada y lavada a continuacion para eliminar la lignina solubilizada, el acido acético, las acetamidas, las alquilamidas
y el exceso de reactivo, y entonces es digerida con un consorcio de enzimas de sacarizacion para producir azucares
fermentables. A continuacion los azucares pueden ser procesados para producir uno o mas productos diana. La
lignina eliminada también puede ser procesada adicionalmente y utilizarse para otros propodsitos (tal como
combustién para obtener energia) para mejorar la eficiencia.

Definiciones
En la presente descripcion se usan las siguientes definiciones:

“Temperatura ambiente” y “ambiental” cuando se usan en referencia a la temperatura se refieren a cualquier
temperatura de entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente 25 °C.

“Azucares fermentables” se refiere a un contenido de aziucares que comprende principalmente monosacaridos y
disacaridos (que pueden ser usados fuente de carbono por un microorganismo (puede haber presente algunos
polisacaridos)) en un proceso de fermentacién para producir un producto diana. “Azucares facilmente fermentables”
significa que no es necesario ningun procesado costoso adicional y/o que se puede poner en contacto un
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microorganismo fermentativo con los azlcares resultantes con minimos impedimentos de inhibidores u otros
componentes que puedan afectar negativamente a la fermentacion.

“Lignoceluldsico” se refiere a material que comprende lignina y celulosa. ElI material lignoceluldsico también puede
comprender hemicelulosa. En los procesos descritos en la presente memoria, la lignina se disuelve y se elimina
sustancialmente de la biomasa lignocelulésica para producir una biomasa enriquecida en carbohidratos.

“Hemicelulosa” se refiere a un carbohidrato de cadena ramificada heteropolimérico que esta presente en casi todas
las paredes de las células vegetales junto con la celulosa. Esta compuesta principalmente de azucares de pentosa,
principalmente xilosa, pero también arabinosa, a través de la cual frecuentemente se encuentra esterificada con la
lignina. También puede contener acidos urdénicos de seis carbonos y algunos azucares de hexosa, glucosa,
galactosa, mannosa y rhamnosa. La hemicelulosa tiene una estructura aleatoria amorfa de baja consistencia y se
hidroliza facilmente con acidos o bases diluidos y con enzimas hemicelulasa.

“Alto rendimiento de retencion de hemicelulosa”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la retencién de
>85% de la hemicelulosa presente en el material de partida.

“Lignina disuelta” tal como se refiere en la presente memoria significa la lignina que se disuelve en una disolucion de
disolvente organico.

“Todo lignina” se refiere a lignina insoluble en acido.

“Autohidrolisis” se refiere a la hidrélisis de biomasa en presencia de disolvente (agua o disolvente organico mas
agua) mas calor sin ninguna adicion mas, tal como sin adicién de acido o base exdgenos o enzima hidrolitica.

“Celulésico” se refiere a una composicién que comprende celulosa.

“Producto diana” se refiere a un compuesto quimico, combustible o elemento basico de construcciéon quimica
producido mediante fermentacion. El producto se usa en un sentido amplio e incluye moléculas tales como las
proteinas, que incluyen, por ejemplo, péptidos, enzimas y anticuerpos. También se contemplan dentro de la
definicion de producto diana el etanol y el butanol.

“Peso seco de biomasa” se refiere al peso de la biomasa a la que se ha retirado toda o esencialmente toda la
humedad. El peso seco se mide habitualmente segun la norma de la American Society for Testing and Materials
(ASTM) E1756-01 (“Standard Test Method for Determination of Total Solids in Biomass) o mediante la norma de la
Technical Association of the Pulp and Paper Industry, Inc. (TAPPI) T-412 om-02 (“Moisture in Pulp, Paper and
Paperboard).

“Extraccion selectiva” significa la eliminacion de lignina que a la vez retiene sustancialmente los carbohidratos.

Una “disolucién de disolvente” y “una disolucién de disolvente organico”, tal como se usan en la presente memoria,
son una mezcla de disolvente organico en agua que incluye cualquier liquido organico que disuelva un soluto solido,
liquido o gas, dando como resultado una disolucion. Las disoluciones de disolvente mas adecuadas para esta
invencion son disolvente organicos tales como etanol, metanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, 2-butanol,
isobutanol, t-butanol, pentanol y hexanol y dioles con el mismo numero de carbonos. También pueden incluir
disolventes apréticos. Las disoluciones de disolvente pueden incluir componentes adicionales mezclados con la
disolucion, por ejemplo, la disolucion de disolvente puede incluir uno o mas nucledfilos.

“Biomasa” y “biomasa lignocelulésica” tal como se usan en la presente memoria se refieren a cualquier material
lignocelulésico, que incluye material celulésico y hemi-celuldsico, por ejemplo, cultivos bioenergéticos, residuos
agricolas, residuos sélidos urbanos, residuos solidos industriales, residuos de parques y jardines, madera, residuos
forestales y combinaciones de los mismos, tal como se describe en mas detalle mas adelante. La biomasa tiene un
contenido de carbohidratos que comprende polisacaridos y oligosacaridos y también puede comprender
componentes adicionales, tales como proteinas y/o lipidos.

“Altamente conservado”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere al contenido de carbohidratos del
material lignocelulésico después de las etapas de procesado descritas en la presente memoria. En una realizacion
de la invencion, el contenido de carbohidratos altamente conservado proporciona rendimientos a azucar tras la
sacarificacion que sustancialmente similares a los rendimientos tedricos con pérdidas minimas en el rendimiento de
azucar en los procesos descritos en la presente memoria. En una realizacion de la invencion, altamente conservado
en referencia al contenido de carbohidratos se refiere a la conservacion de una cantidad igual o superior al 85% de
los carbohidratos de la biomasa en comparacion con la biomasa antes del pretratamiento descrito en la presente
memoria.

“Preprocesamiento” tal como se usa en la presente memoria se refiere al procesamiento de biomasa
lignocelulésica antes del pretratamiento. El preprocesamiento es cualquier tratamiento de biomasa que prepara la
biomasa para el pretratamiento, tal como una molienda mecanica y/o un secado hasta el contenido de humedad
apropiado.
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“Suspension de biomasa-disolvente” se refiere a una mezcla de biomasa y disolvente. La disolucion biomasa-
disolvente puede comprender componentes adicionales tales como uno o mas reactivos de alquilamina, amoniaco,
sulfuro, etc.

“Sacarificacion” se refiere a la produccién de azucares fermentables a partir de polisacaridos principalmente
mediante la accion de enzimas hidroliticas. La produccién de azlcares fermentables a partir de biomasa pretratada
se produce mediante sacarificacién enzimatica por accion de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas.

“Pretratar biomasa” o “pretratamiento de biomasa” tal como se usa en la presente memoria se refiere a someter a
biomasa nativa o preprocesada a una accion quimica o fisica, o cualquier combinacion de las mismas, haciendo a la
biomasa mas susceptible a la sacarificacion enzimatica o a otros medios de hidrdlisis antes de la sacarificacion. Por
ejemplo, los métodos reivindicados en la presente memoria pueden considerarse procesos de pretratamiento que
contribuyen a hacer la biomasa mas accesible a enzimas hidroliticas para la sacarificacion.

“Filtrado de pretratamiento” significa el liquido libre que esta en contacto con la biomasa después del pretratamiento
y que es separado por filtracion.

“Biomasa pretratada” tal como se usa en la presente memoria se refiere a biomasa nativa o preprocesada que ha
sido sometida a accidon quimica o fisica, o a cualquier combinacién de las mismas, que hace la biomasa mas
susceptible a la sacarificacion enzimatica u a otros medios de hidrdlisis previos a la sacarificacion.

El “secado al aire de la biomasa filtrada” se puede llevar a cabo dejando que la biomasa se seque en equilibrio con
el aire ambiental atmosférico.

“Biomasa facilmente sacarificable” se refiere a biomasa que esta enriquecida en carbohidratos y que es mas
susceptible a hidrdlisis por enzimas celuloliticas o hemi-celuloliticas para producir azucares oligoméricos, es decir,
biomasa pretratada como la descrita en la presente memoria.

“Enriquecido en carbohidratos” tal como se usa en la presente memoria se refiere a la biomasa producida mediante
los procesos de tratamiento descritos en la presente memoria. En una realizacion, la biomasa enriquecida en
carbohidratos facilmente sacarificable producida mediante los procesos descritos en la presente memoria tiene una
concentracion de carbohidratos superior o igual a 85% de la biomasa seca en peso, y habiendo eliminado el 75% o
mas del contenido en lignina de la biomasa inicial en base al peso seco.

“Calentar la suspension de biomasa” significa someter la biomasa suspendida en un disolvente a una temperatura
superior a la ambiental o a temperatura ambiente. Las temperaturas relevantes a los presentes pretratamientos se
encuentran entre aproximadamente 100 y aproximadamente 220°C, o desde aproximadamente 140 vy
aproximadamente 180°C, o cualquier temperatura dentro o aproximadamente en estos intervalos.

“Filtrar el liquido libre a presion” significa la eliminacién del liquido no ligado mediante filtracion, con alguna diferencia
de presion en las caras opuestas del filtro.

“Alcalino” o “en condiciones alcalinas” significan un pH superior a 7,0. En la presente invencion, “en condiciones
alcalinas” también significa un pH de la suspensién de biomasa-disolvente igual o superior a los pKas de los nucledfilos
presentes, de tal modo que éstos son desprotonados sustancialmente y mas altamente reactivos que en sus estados
protonados. Dichos nucledfilos incluirian alquilamina y amoniaco, tioles, polisulfuros e hidrosulfuro (si esta presente).

“Alcano divalente” significa un alcano lineal, ramificado o ciclico con dos valencias abiertas.

“Contenido de carbohidratos” significa el porcentaje de la materia seca de una muestra de biomasa lignocelulésica
que es atribuible a glucano, xilano y arabinano, e incluye los carbohidratos de celulosa y hemicelulosa.

“Retener sustancialmente el contenido de carbohidratos” significa la retencion de la cantidad maxima (por ejemplo,
>85% del contenido original) de cada uno de glucano, xilano y arabinano en un proceso de pretratamiento aplicado a
biomasa lignoceluldsica.

“Muestra secada al aire” significa una muestra pretratada que se ha dejado secar al aire a temperatura y presion
ambientales hasta el punto en que su contenido de humedad esta en equilibrio con el del aire ambiental, tipicamente
>85% de materia seca.

“Biomasa sustancialmente libre de lignina” significa una muestra pretratada en la que aproximadamente75% de la
lignina ha sido eliminada.

“Biomasa seca” significa biomasa con un contenido en materia seca d&85%. Los métodos para secar la biomasa
incluyen la exposicion a temperatura ambiente a vacio o con un flujo de aire a presion atmosférica y/o calentando en
un horno o en un horno a vacio.

“Disolvente multicomponente” significa un disolvente que contiene un disolvente organico, agua y reactivos capaces
de atacar quimicamente la lignina.
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“Recipiente a presion” es un recipiente sellado que puede estar equipado o no con un mecanismo de agitacion de
una suspension biomasa/disolvente, en la que se desarrolla una presién positiva tras calentar la biomasa
lignocelulésica.

“Nucledfilo” es un reactivo quimicamente capaz de formar un enlace covalente con su pareja de reaccion
contribuyendo con los dos electrones del enlace.

“Hidrolisato” se refiere al liquido en contacto con la biomasa de lignocelulosa que contiene los productos de
reacciones hidroliticas que actian sobre la biomasa (tanto enzimaticas como no), en este caso azucares
monomeéricos y oligoméricos.

“Organosolv” significa una mezcla de disolvente organico y agua que habitualmente esta en contacto con biomasa y
en la que la lignina o sus fragmentos son solubles.

“Consorcio de enzimas” o “consorcio de enzimas de sacarificacion” es una colecciéon de enzimas, normalmente
secretadas por un microorganismo, que en el presente caso contendra tipicamente una o mas celulasas, xilanasas,
glicosidasas, ligninasas y esterasas.

“Azucares monomeéricos” o “azlcares simples” consisten en una unidad individual de pentosa o hexosa, por ejemplo,
glucosa, xilosa y arabinosa.

“Deslignificacion” es el acto de eliminar lignina de biomasa lignoceluldsica. En el contexto de esta solicitud,
deslignificacion significa fragmentacion y extraccion de lignina de biomasa lignocelulésica con una elevada retencion
de carbohidratos, particularmente con respecto a la hemicelulosa, usando un disolvente organico en condiciones
alcalinas a temperaturas elevadas en presencia de amoniaco y opcionalmente de varios nucledfilos.

“Fragmentacion” es un proceso en el que la biomasa lignoceluldésica es tratada con un disolvente organico en
condiciones alcalinas que descomponen la lignina en subunidades mas pequeias.

“Extraccion selectiva” es un proceso mediante el cual la lignina fragmentada se disuelve mediante el tratamiento con
un disolvente organico en condiciones alcalinas que dejan atras el polisacérido.

“Fragmentacion y extraccion selectiva simultaneas” tal como se usa en la presente memoria se refiere a una
reaccion de fragmentacién llevada a cabo en un disolvente organico de tal modo que los fragmentos de lignina
pasen a la disolucion segun vayan siendo liberados de la biomasa.

Se proporcionan métodos para pretratar biomasa lignocelulésica para producir biomasa enriquecida en
carbohidratos facilmente sacarificable, con un elevado rendimiento de retencién de hemicelulosa. Dichos métodos
proporcionan procesos econémicos para hacer que determinados componentes de la biomasa lignoceluldsica sean
mas accesibles 0 mas susceptibles a la sacarificacion enzimatica. El pretratamiento puede ser quimico o fisico, o
cualquier combinacién de ambos. En esta descripcion el pretratamiento se lleva a cabo en presencia de NH3 y
opcionalmente una base adicional. La presencia de un disolvente organico y las condiciones alcalinas ayudan a la
fragmentacion y eliminacion de lignina y a la recuperacion de carbohidratos.

Adicionalmente, los métodos descritos en la presente descripcion minimizan la pérdida de carbohidratos durante el
proceso de pretratamiento y maximizan el rendimiento de azucares solubilizados (monoméricos + oligoméricos) en la
sacarificacion.

Tal como se ha indicado antes, los métodos descritos en la presente memoria incluyen el pretratamiento de material
lignocelulésica, con una disoluciéon de disolvente que comprende de bajas a moderadas concentraciones de
amoniaco y uno o mas nucledfilos como los descritos mas adelante, para producir una biomasa enriquecida en
carbohidratos sacarificables con un elevado rendimiento de retencién de hemicelulosa.

Disolventes

Los métodos descritos en la presente memoria incluyen el uso de una disolucion de disolvente organico para
pretratar biomasa y especificamente para la fragmentacién y extraccion de lignina. Los disolventes utiles en los
presentes métodos se denominan frecuentemente en la técnica Organosolv (por ejemplo, E. Muurinen (2000)
Organosolv Pulping: A review and distillation study related to peroxyacid pulping, Tesis, Universidad de Oulu, pagina
314; S. Aziz, K. Sarkanen, Tappi J., 72/73: 169-175, 1989; A. K. Varsheny y D. Patel, J. Sci. Ind. Res., 47: 315-319,
1988; A. A. Shatalov y H. Pereira, BioResources 1: 45-61, 2006; T. N. Kleinert, Tappi J., 57: 99-102, 1979; se ha
descrito la aplicacion de la tecnologia organosolv a biocombustibles, derivada de Kleinert, que lo ha llevado a escala
de planta piloto usando EtOH/H,O (WO 2007/051269), y X. Pan, N. Gilkes, J. Kadla, K. Pye, S. Saka, D. Gregg, K.
Ehara, D. Xie, D. Lam y J. Saddler, Biotechnol. Bioeng., 94: 851-861, 2006. Aunque todavia a escala de laboratorio,
el uso de acetona/H>O se describe en la Patente de EE.UU. 4.470.851. Se pueden encontrar detalles adicionales
sobre las tecnologias de pretratamiento relativos al uso de disolventes y otros pretratamientos en Wyman y col.,
(Bioresource Tech., 96: 1959, 2005); Wyman y col., (Bioresource Tech., 96: 2026, 2005); Hsu, (“Pretreatment of
biomass” en Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, Taylor y Francis, editores, paginas 179-
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212, 1996); y Mosier y col., (Bioresource Tech., 96: 673, 2005). Los disolventes se usan en la presente memoria
para pretratar biomasa a fin de eliminar lignina. Las deslignificacion se lleva a cabo habitualmente a temperaturas de
165 — 225 °C, con relaciones de liquido a biomasa de 4:1 a 20:1, con composiciones de liquido del 50% de
disolvente organico (v/v), y tiempos de reaccion entre 0,5 y 12 horas. Como disolventes se han evaluado una serie
de mono- y poli-hidroxi-alcoholes. En estas reacciones se han usado etanol, butanol y fenol (Park, J. K., y Phillips, J.
A., Chem. Eng. Comm., 65: 187-205, 1988).

El pretratamiento organosolv o con disolucién de disolvente organico de los presentes métodos puede comprender una
mezcla de agua y un disolvente organico a los parametros de condiciones seleccionadas que incluyen temperatura,
tiempo, presion, relacion disolvente-agua y la relacion sélidos-liquidos. El disolvente puede comprender, aunque sin
limitacion, alcoholes y disolventes apréticos (disolventes que no tienen un atomo de hidrégeno unido a un oxigeno
como en un grupo hidroxilo o a un nitrégeno como en un grupo amino, por ejemplo las cetonas). Los alcoholes pueden
incluir metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol y hexanol y sus isémeros y dioles con el mismo numero de atomos
de carbono, tales como 1,2-etanodiol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,3-hexanodiol.

La concentracion de disolvente en la disolucién (es decir, agua) en la presente invencion oscila entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 90% (v/v), o entre aproximadamente 10% y aproximadamente 85% o entre
aproximadamente 20% y aproximadamente 80% o entre aproximadamente 30% y aproximadamente 80% o mas,
preferiblemente entre aproximadamente 40% y aproximadamente 70% (v/v). Especificamente, para el proposito de
una realizaciéon de los métodos de la presente memoria, se examinaron mezclas de EtOH en H,O de
aproximadamente 0% - 80% (v/v) de concentracion de etanol y se observé que las disoluciones que contenian 40-
70% (v/v) de EtOH eran las mas efectivas.

Amoniaco

El amoniaco es un reactivo de bajo coste y por tanto proporciona un medio econémico para el pretratamiento de
biomasa. El amoniaco también puede recircularse al reactor de pretratamiento durante el pretratamiento o después
del pretratamiento, permitiendo de este modo un beneficio econémico adicional. EI amoniaco se reparte entre la fase
liquida y la fase vapor y el amoniaco gaseoso puede difundirse mas facilmente a través de la biomasa que una base
liqguida, dando como resultado un pretratamiento mas eficaz a menores concentraciones. Por ejemplo, después del
pretratamiento, al disminuir la temperatura hasta la adecuada para la sacarificacion, el amoniaco gaseoso puede
desprenderse, opcionalmente en presencia de vacio, y ser recirculado. En un proceso continuo se puede recircular
continuamente el amoniaco.

En una realizacion, el pretratamiento con amoniaco, a concentraciones de bajas a moderadas, incrementa las
recuperaciones de carbohidratos de la biomasa. Puesto que el NH; forma una imina con los extremos reductores de
las cadenas de polisacéarido, es probable que esta reaccion inhiba las reacciones def -eliminacion responsables de
la pérdida de azucares en un “pelado” a pH alcalino. EI NH3 también puede producir la amonolisis de lignina que
probablemente aumenta al aumentar la concentracién de EtOH por una disminucién de pKa de NH;'/NH;
(aumentando la relacién NH3/NH,"). Esta reaccién también puede disminuir la formacién de metiluros de quinona. El
resultado de concentraciones bajas 0 moderadas de la adicién de NH3 es, por lo tanto, un aumento adicional de la
retencion de glucano y xilano en las condiciones superiores de pretratamiento con EtOH en H»O.

En otra realizacion, se puede usar amoniaco (NH3) solo o en adicion a NaOH como componente adicional de la
disolucion de disolvente. La concentracion de amoniaco usada en el presente método es como minimo una
concentracion suficiente para mantener alcalino el pH de la mezcla de biomasa-amoniaco acuoso y, como maximo,
inferior o igual a aproximadamente 16% p/p, o aproximadamente 0%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 12%, 14%, 16%, 18%
0 20% respecto al peso seco de biomasa. Esta baja concentracion de amoniaco es suficiente para el tratamiento de
acuerdo con respecto a los presentes métodos. Se ha publicado el uso de una combinacion de altas
concentraciones de amoniaco y pretratamiento organosolv para la deslignificacion de alamo (Park, J.-K., y Phillips, J.
A., Chem. Eng. Commun., 65, 187-205, 1988). Estos experimentos requerian la aplicacién de una elevada relacién
de liquidos a sdlidos en el pretratamiento y dieron como resultado una pérdida sustancial de hemicelulosa y una baja
sacarificacion enzimatica de la celulosa.

Tal como se muestra aqui en el Ejemplo 3, el amoniaco es més efectivo en los métodos reivindicados cuando esta
suplementado con concentraciones bajas de NaOH. El uso de amoniaco como fuente alcalina, particularmente a las
concentraciones bajas o moderadas descritas en esta solicitud, no genera el problema de residuos inherente al uso
solamente de NaOH, ya que el amoniaco no reaccionado puede recircularse facilmente.

Ademas, los métodos descritos en la presente descripcién minimizan la pérdida de carbohidratos durante el proceso de
pretratamiento y maximizan el rendimiento de azlcares solubilizados (monoméricos + oligoméricos) en la
sacarificacion.

Tal como se ha indicado antes, los métodos descritos en la presente memoria incluyen pretratar al material
lignocelulésico con una disolucion de disolvente que comprende los componentes descritos mas adelante para
producir una biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificable con un elevado rendimiento de retencion
de hemicelulosa.
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Componentes adicionales de la disolucion de disolvente

En una realizacion, se puede emplear NaOH como componente adicional de la disolucién de disolvente. Se puede usar
NaOH especificamente en una disoluciéon de disolvente de EtOH en H,O y el uso de NaOH puede incluir la adicién de
un catalizador, tal como antraquinona, a la disolucién de disolvente para facilitar la fragmentacién de lignina.

El NaOH podria usarse a varias concentraciones, tal como en una cantidad que es al menos de aproximadamente
0,5 a aproximadamente 20% (p/p de biomasa). Las concentraciones mas adecuadas incluyen, entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 10% (p/p de biomasa). Las concentraciones mas adecuadas se encuentran
entre aproximadamente 2 y 8 % (p/p de biomasa). La adicion de aproximadamente un 8% (p/p de biomasa) de
NaOH a un disolvente que contiene un 20-80% de etanol en agua (v/v) y ~0,5% de antraquinona (AQ) (p/v) como
catalizador de la fragmentacién de lignina dio como resultado un aumento de la retencion de xilano en el
pretratamiento respecto a la autohidrdlisis (llevada a cabo solo en EtOH/H,0).

Las realizaciones de los presentes métodos incluyen disoluciones de disolvente que comprenden 20-80% v/v de
etanol en H2O con un 2% a 20% de NHs; (p/p de biomasa) y un 0,5 a 8% de NaOH (p/p de biomasa). La
recuperacion optima se observé para el bagazo de cafia de azucar con un 40-70% de EtOH en H20 (v/v) y un 6%
de NHs (p/p de biomasa) y un 2% de NaOH (p/p de biomasa). Se observé un aumento de la extraccién de lignina al
aumentar el EtOH en H,O y probablemente refleja el aumento de solubilidad de los fragmentos de lignina y el
aumento de NH3/NH4" al aumentar el EtOH en H,O debido a la disminucién de la polaridad del disolvente. El mayor
rendimiento enzimatico a azucares y de extraccion de lignina con NH3 mas NaOH en contraposicién a NH3 solo es
probablemente consecuencia del mayor pH del primero, que da como resultado una mayor concentracién de NH3z no
protonado, y produce una mayor amonolisis de lignina y de enlaces de éster de hemicelulosa, un aumento de la
hidrolisis debido a una mayor concentracion de OH’, en presencia de NaOH en el pretratamiento, y una menor caida
del pH debido a la hidrdlisis de los grupos acetilos de la hemicelulosa.

Segun el presente método, la disolucion de disolvente organico que comprende amoniaco puede comprender
opcionalmente al menos una base (inorganica) adicional, tal como hidréxido sédico (como se ha discutido antes),
carbonato sédico, hidroxido potasico, carbonato potasico, hidroxido calcico y carbonato calcico. Se puede anadir al
menos una base adicional en una cantidad que esta combinada con amoniaco para formar una cantidad de base
total que es inferior a aproximadamente el 20% p/p relativo al peso seco de biomasa. Preferiblemente, la base
adicional mas amoniaco esta en una cantidad que es inferior a aproximadamente el 20%, o aproximadamente 0%,
2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 12%, 14%, 16%, 18% 6 20% respecto al peso seco de biomasa.

La base inorganica podria usarse a varias concentraciones de al menos entre 0,5% y aproximadamente 16% (% p/p
de biomasa seca). Mas adecuadas son las concentraciones entre 1% y 10%. Lo mas adecuado son las
concentraciones entre 2% y 8%.

Biomasa lignoceluldsica

La biomasa lignoceluldsica pretratada en la presente memoria incluye, aunque sin limitacion, cultivos bioenergéticos,
residuos agricolas, residuos sélidos urbanos, residuos solidos industriales, lodos de fabricacion de papel, residuos
de jardineria, madera y residuos forestales. Los ejemplos de biomasa incluyen, aunque sin limitaciéon, mazorcas de
maiz, residuos de cultivo tales como vainas de maiz, forraje de maiz, hierbas, trigo, paja de trigo, cebada, paja de
cebada, heno, paja de arroz, switchgrass, residuos de papel, bagazo de cafa de azucar, paja de cafia de azucar,
alamo amarillo, sorgo, soja, componentes obtenidos del procesado de granos, arboles, ramas, raices, hojas, astillas
de madera, serrin, matas y arbustos, verduras, frutas, flores y estiércol de animales.

En una realizacion, la biomasa lignocelulésica incluye residuos agricolas tales como forraje de maiz, paja de trigo,
paja de cebada, paja de avena, paja de arroz, paja de canola y forraje de soja; hierbas tales como switchgrass,
miscanto, espartillo, alpiste de cafia; residuos de proceso de fibras tales como fibra de maiz, pulpa de remolacha,
finos y rechazos de molinos de pulpa y bagazo de cafia de azlcar; paja de cafia de azucar y sorgo; residuos
forestales tales como alamo amarillo, madera de alamo temblén, otras maderas duras, maderas blandas y serrines;
y productos de papel de residuos post-consumidor; asi como otros cultivos o material lignoceluldsico suficientemente
abundante.

En otra realizacion, la biomasa que es util para la invencion incluye biomasa que tiene un contenido de carbohidratos
relativamente elevado, es relativamente densa y/o es facil de recolectar, transportar, almacenar y/o manejar.

En otra realizaciéon de la invencion, la biomasa que es util incluye mazorcas de maiz, forraje de maiz, bagazo de
cafa de azucar, paja de cafa de azucar, alamo amarillo y switchgrass.

La biomasa lignoceluldsica puede derivar de una Unica fuente, o puede comprender una mezcla derivada de mas de
una fuente; por ejemplo, la biomasa podria comprender una mezcla de mazorcas de maiz y forraje de maiz, o una
mezcla de tallos o espigas y hojas.

En el presente método, el peso seco de biomasa esta a una concentracion inicial de al menos aproximadamente 9%
hasta aproximadamente 80% del peso de la suspension de biomasa-disolvente durante el pretratamiento. De forma
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mas adecuada, el peso seco de biomasa estd a una concentracidon de entre aproximadamente 15% vy
aproximadamente 70%, de 15% a aproximadamente 60%, o de aproximadamente 15% a aproximadamente 50% del
peso de la suspension de biomasa-disolvente. El porcentaje de biomasa en la suspensién de biomasa-disolvente se
mantiene elevado para reducir el volumen total de material de pretratamiento, disminuyendo la cantidad de
disolvente y de reactivos requerida para hacer el proceso mas econémico.

La biomasa se puede usar directamente tal cual se obtiene de la fuente, o puede someterse a algun
preprocesamiento, por ejemplo, se puede aplicar energia a la biomasa para reducir el tamafio, aumentar el area
superficial expuesta y/o aumentar la accesibilidad de la lignina y la celulosa, hemicelulosa y/o los oligosacaridos
presentes en la biomasa al pretratamiento organosolv y a las enzimas de sacarificacion usadas, respectivamente, en
la segunda y tercera etapas del método. Los medios energéticos Utiles para reducir el tamafo, aumentar el area
superficial expuesta, y/o aumentar la accesibilidad de la lignina, y la celulosa, hemicelulosa y/o los oligosacaridos
presentes en la biomasa del pretratamiento organosolv y a las enzimas de sacarizacion, incluyen, aunque sin
limitacién, molienda, aplastamiento, pulverizacion, ruptura, troceado, refinado con discos, ultrasonidos y microondas.
Esta aplicacion de energia puede producirse antes o durante el pretratamiento, antes o durante la sacarificacion, o
cualquier combinacién de los mismos.

El secado antes del pretratamiento puede producirse también por medios convencionales, tal como la exposicién a
temperatura ambiente a vacio o a un flujo de aire a presiéon atmosférica y/o calentar en un horno a presion
atmosférica o en un horno a vacio.

Condiciones de pretratamiento

El pretratamiento de biomasa con una disolucion de disolvente organico que comprende amoniaco y uno o mas
nucledfilos, en condiciones alcalinas, se lleva a cabo en cualquier recipiente adecuado. Habitualmente el recipiente
es uno que pueda soportar presion, que tenga un mecanismo de calefaccion, y que tenga un mecanismo para
mezclar los componentes. Los recipientes disponibles comercialmente incluyen, por ejemplo, el reactor Zipperclave®
(Autoclave Engineers, Erie, PA), el reactor Jaygo (Jaygo Manufacturing, Inc., Mahwah, NJ), y un reactor de pistola
de vapor (descrito en General Methods Autoclave Engineers, Erie, PA). Se pueden usar reactores de escala muy
superior con capacidades similares. Alternativamente, la biomasa y la disolucién organosolv pueden combinarse en
un recipiente, y a continuacion ser transferidos a otro reactor. También la biomasa puede ser tratada en un
recipiente, y a continuacion ser procesada adicionalmente en otro reactor tal como un reactor de pistola de vapor
(descrito en General Methods; Autoclave Engineers, Erie, PA).

La reaccién de pretratamiento puede llevarse a cabo en cualquier recipiente adecuado, tal como un reactor por
cargas o un reactor continuo. El especialista en la técnica reconocera que a temperaturas superiores (por encima de
100°C) se requiere un recipiente a presion. El recipiente adecuado puede estar equipado con un sistema de
agitacion de la mezcla de biomasa-organosolv, tal como turbinas (en Perry, R.H. y Chilton, C.H. (editores), Chemical
Engineers’s Handbook, 52 edicién (1973) Capitulo 4, McGraw-Hill, NY). La reaccion de pretratamiento puede llevarse
a cabo por cargas o en un proceso en continuo.

Antes de poner en contacto la biomasa con el disolvente, se debe aplicar vacio al recipiente que contiene la
biomasa. Evacuando el aire de los poros de la biomasa se puede lograr una mejor penetracion del disolvente en la
biomasa. El periodo de tiempo para aplicar vacio y la cantidad de presion negativa que se aplica a la biomasa
dependera del tipo de biomasa y se puede determinar empiricamente de tal modo que se logre un pretratamiento
Optimo de la biomasa (determinado a través de la produccién de azucares fermentables después de la
sacarificacion).

El calentamiento de la biomasa con disolvente se lleva a cabo a una temperatura de entre aproximadamente 100 °C
a aproximadamente 220 °C, aproximadamente 150 °C a 200 °C, o aproximadamente 165 °C a 195 °C. La disolucion
calentada puede enfriarse rapidamente hasta temperatura ambiente. En otra realizacion adicional, la calefaccion de
la biomasa se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 180 °C. La calefaccion de la suspension de
biomasa-disolvente se puede producir durante aproximadamente 5 minutos hasta aproximadamente 5 horas, o
durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 3 horas, o mas preferiblemente de aproximadamente 1 a
2 horas.

El pretratamiento de biomasa con la disoluciéon de disolvente organico y amoniaco se produce en condiciones
alcalinas a un pH que es igual o superior al pKa de los nucledfilos presentes. En estas condiciones de alto pH, al
menos el 50% de los nucledfilos estan en sus estados desprotonados. La desprotonacion normalmente aumenta la
reactividad de los nucledfilos. Los nucledfilos presentes, ademas del amoniaco, pueden incluir alquilaminas,
polisulfuros (hidropolisulfuros) y sulfuros (hidrosulfuros) y tioles.

Para los métodos de pretratamiento descritos en la presente memoria, la temperatura, pH, tiempo de pretratamiento
y la concentracion de reactivos tales como el disolvente organico y el amoniaco y el nucledfilo adicional, la
concentracion de biomasa, el tipo de biomasa y el tamafio de particula de la biomasa, estan relacionados; por tanto
dichas variables pueden ajustarse segun sea necesario para cada tipo de biomasa a fin de optimizar los procesos de
pretratamiento descritos en la presente memoria.
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Después del pretratamiento a elevada temperatura, la biomasa se filtra a presion. La filtracion puede venir precedida
o0 no de un enfriamiento. Después de la filtracion, la biomasa puede lavarse una o mas veces con disolvente
organico hidratado a temperatura ambiente o elevada. A continuacidon se puede lavar con agua o se puede secar
para eliminar el disolvente organico y entonces ser sacarificada. Los métodos para secar la biomasa se han descrito
antes.

Para determinar la eficacia del pretratamiento, es decir, la produccién de biomasa enriquecida en carbohidratos
facilmente sacarificables, con una elevada retencion de hemicelulosa, y la posterior sacarificacion, separadamente o
en conjunto, se puede determinar el rendimiento tedrico de azlcares derivables de la biomasa inicial y compararlo
con los rendimientos medidos. La eficacia del pretratamiento puede establecerse ademas relacionando cémo
afectan las cargas de enzimas a los rendimientos a producto en la eficacia global de sistema.

Procesamiento adicional
Sacarificacion

Después del pretratamiento, la biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificables comprende una
mezcla de disolvente organico, amoniaco, nucledfilo, lignina fragmentada y extraida y polisacaridos. Antes de un
procesamiento adicional, el amoniaco, el nucledfilo y los fragmentos de lignina pueden eliminarse de la biomasa
pretratada mediante filtracién y lavando la muestra con EtOH en H,O (de 0% a 100% de EtOH v/v). La biomasa
puede lavarse con agua para eliminar EtOH o secarse dando como resultado una biomasa enriquecida en
carbohidratos, facilmente sacarificables, y se puede determinar la concentracion de glucano, xilano y el contenido en
lignina insoluble acida de dicha biomasa usando medios analiticos bien conocidos en la técnica. Un beneficio real de
esta invencion es que la biomasa pretratada puede ser lavada con agua o puede secarse para la sacarificacion. La
biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificables, con un elevado rendimiento de retencion de
hemicelulosa, puede entonces continuar hidrolizandose en presencia de un consorcio de enzimas de sacarificacion
para liberar oligosacaridos y/o monosacéridos en un hidrolisato.

Se pueden afadir tensioactivos tales como Tween 20 o Tween 80 o polioxietilenos tales como PEG 2000, 4000 u 8000
para mejorar el proceso de sacarificacion (Patente de EE.UU. 7.354.743 B2). La adicion de tensioactivo (por ejemplo,
Tween 20) a la sacarificacion enzimatica a menudo potencia la velocidad y el rendimiento de la liberacién de azucares
monomeéricos. Es probable que el tensioactivo recubra cualquier lignina residual, disminuyendo la unién no productiva
de la enzima de la lignina. Una estrategia alternativa es potenciar la extraccion de lignina en el pretratamiento o
modificar la lignina quimicamente de tal modo que no se pierda menos enzima por adsorcion sobre lignina.

Las enzimas y los métodos de sacarificacion para el tratamiento de biomasa son revisados en Lynd, L. R. y col.
(Microbiol. Mol. Biol. Rev. 66: 506-577, 2002). El consorcio de enzimas de sacarificacion puede comprender una o
mas glicosidasas; las glicosidasas pueden seleccionarse del grupo que consiste en glicosidasas que hidrolizan
celulosa, glicosidasas que hidrolizan hemicelulosa y glicosidasas que hidrolizan almidéon. Otras enzimas del
consorcio de enzimas de sacarificacion pueden incluir peptidasas, lipasas, ligninasas y esterasas.

El consorcio de enzimas de sacarificacion comprende una o0 mas enzimas seleccionadas principalmente, aunque no
exclusivamente, del grupo de “glicosidasas” que hidrolizan los enlaces éter de di-, oligo- y poli-sacaridos, y se
encuentran en la clasificacion enzimatica EC 3.2.1.x (Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego, CA,
con el Suplemento 1 (1993), Suplemento 2 (1994), Suplemento 3 (1995), Suplemento 4 (1997) y Suplemento 5 [en
Eur. J. Biochem., 223: 1-5, 1994; Eur. J. Biochem., 232: 1-6, 1995; Eur. J. Biochem., 237: 1-5, 1996; Eur. J.
Biochem., 250: 1-6, 1997; y Eur. J. Biochem., 264: 610-650, 1999, respectivamente]) del grupo general “hidrolasas”
(EC 3.). Las glicosidasas utiles en el presente método se pueden clasificar por el componente de biomasa que
hidrolizan. Las glicosidasas utiles para el presente método incluyen glicosidasas que hidrolizan celulosa (por
ejemplo, celulasas, endoglucanasas, exoglucanasas, celobiohidrolasas, $-glucosidasas), glicosidasas que hidrolizan
hemicelulosa (por ejemplo, xilanasas, endoxilanasas, exoxilanasas, B-xilosidasas, arabinoxilanasas, mannasas,
galactasas, pectinasas, glucuronidasas), y glicosidasas que hidrolizan almidén (por ejemplo, amilasas, a-amilasas, -
amilasas, glucoamilasas, a-glucosidasas, isoamilasas). Adicionalmente, puede ser util afiadir otras actividades al
consorcio de enzimas de sacarificacion tales como peptidasas (EC 3.4.x.y), lipasas (EC 3.1.1.x y 3.1.4.x), ligninasas
(EC 1.11.1.x), y esterasas de feruloilo (EC 3.1.1.73) para ayudar a liberar polisacaridos de otros componentes de la
biomasa. Es bien conocido en la técnica que los microorganismos que producen enzimas que hidrolizan
polisacaridos a menudo exhiben una actividad, tal como degradacién de celulosa, que se ve catalizada por varias
enzimas o un grupo de enzimas que tienen diferentes especificidades de sustrato. Por tanto, una “celulasa” de un
microorganismo puede comprender un grupo de enzimas, todas las cuales pueden contribuir a la actividad de
degradacion de celulosa. Las preparaciones de enzimas comerciales o no comerciales, tales como de celulasa,
pueden comprender numerosas enzimas dependiendo del esquema de purificacion utilizado para obtener la enzima.
Por tanto, el consorcio de enzimas de sacarificacion del presente método puede comprender una actividad
enzimatica, tal como de “celulasa”, pero sin embargo se reconoce que dicha actividad puede ser catalizada por mas
de una enzima.

Las enzimas de sacarificacion se pueden obtener comercialmente, en forma aislada, tal como Spezyme® CP
celulasa (Genencor International, Rochester, NY) y Multifect® xilanasa (Genencor). Adicionalmente, las enzimas de
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sacarificacion se pueden expresar en organismos hospedantes en la planta de biocombustibles, que incluye usar
microorganismos recombinantes.

El especialista en la técnica sabria como determinar la cantidad efectiva de enzimas a usar en el consorcio y como
ajustar las condiciones para una actividad enzimatica 6ptima. El especialista en la técnica también sabria cémo
optimizar las clases de actividades enzimaticas requeridas en el consorcio para obtener una sacarificaciéon éptima a
un producto de pretratamiento dado en las condiciones seleccionadas.

Preferiblemente, la reaccion de sacarificacion se lleva a cabo a la temperatura y pH 6ptimos para las enzimas de
sacarificacion, o cerca de ellos. La temperatura éptima usada con el consorcio de enzimas de sacarificacion en el
presente método oscila entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente 100 °C. En otra realizacion, la
temperatura éptima oscila entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 80 °C y mas habitualmente 45-50 °C.
El pH 6ptimo puede oscilar entre aproximadamente 2 y aproximadamente 11. En otra realizacién, el pH 6ptimo
usado con el consorcio de enzimas de sacarificacion en el presente método oscila entre aproximadamente 4 y
aproximadamente 5,5.

La sacarificacion se puede llevar a cabo durante un periodo de aproximadamente varios minutos a
aproximadamente 120 horas, y preferiblemente entre aproximadamente varios minutos y aproximadamente 48
horas. El tiempo de reaccion dependera de la concentracion de enzimas y de la actividad especifica, asi como del
sustrato usado, su concentracion (es decir, la carga de solidos) y las condiciones ambientales, tal como la
temperatura y el pH. El especialista en la técnica puede determinar facilmente las condiciones o6ptimas de
temperatura, pH y tiempo a usar con un sustrato particular y un consorcio de enzima(s) de sacarificacion.

La sacarificacion se puede llevar a cabo por cargas o como un proceso continuo. La sacarificaciéon también se puede
llevar a cabo en una etapa, o en una serie de etapas. Por ejemplo, las diferentes enzimas requeridas para la
sacarificacion pueden exhibir diferentes 6ptimos de pH o temperatura. Se puede llevar a cabo un tratamiento
primario con enzima(s) a una temperatura y pH, seguido de tratamientos secundarios o terciarios (0 mas) con
diferente(s) enzima(s) a diferentes temperaturas y/o pH. Adicionalmente, el tratamiento con diferentes enzimas en
etapas secuenciales pueden ser al mismo pH y/o temperatura, o a diferentes pHs y temperaturas, tal como usar
celulasas estables y mas activas a pHs y temperaturas superiores seguidas de hemicelulasas que son activas a pHs
y temperaturas menores.

El grado de solubilizacion de azucares a partir de biomasa después de la sacarificacion se puede monitorizar
midiendo la liberacién de monosacaridos y oligosacéaridos. Los métodos para medir monosacaridos y oligosacaridos
son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la concentracion de azucares reductores se puede determinar usando
el ensayo de acido 1,3-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, G. L., Anal. Chem., 31: 426-428, 1959). Alternativamente, los
azucares se pueden medir mediante HPLC usando una columna apropiada, tal como se describe mas adelante.

Fermentacion a los productos diana:

La biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificables, con un elevado rendimiento de retencion de
hemicelulosa, producida mediante los presentes métodos puede ser hidrolizada por enzimas tal como se ha descrito
antes para producir azdcares fermentables que a continuaciéon pueden ser fermentados en un producto diana.
“Fermentacion” se refiere a cualquier proceso de fermentacion o a cualquier proceso que comprende una etapa de
fermentacion. Los productos diana incluyen, aunque sin limitacion, alcoholes (por ejemplo, arabinitol, butanol, etanol,
glicerol, metanol, 1,3-propanodiol, sorbitol y xilitol); acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido acetonico,
acido adipico, acido ascérbico, acido citrico, acido 2,5-diceto-D-glucénico, acido férmico, acido fumarico, acido
glucérico, acido glucénico, acido glucurdnico, acido glutarico, acido 3-hidroxipropidnico, acido itaconico, acido
lactico, acido malico, acido maldnico, acido oxalico, acido propidnico, acido succinico y acido xilénico); cetonas (por
ejemplo, acetona); aminoacidos (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico, glicina, lisina, serina y treonina);
gases (por ejemplo, metano, hidrégeno (Hz), diéxido de carbono (CO2) y mondxido de carbono (CO)).

Los procesos de fermentacion también incluyen procesos usados en la industrial de productos de consumo
alcohdlicos (por ejemplo, cerveza y vino), la industria lactea (por ejemplo, productos lacteos fermentados), la
industria del cuero y la industria del tabaco.

Ademas de lo anterior, los azucares producidos a partir de la sacarificacién de la biomasa pretratada tal como se ha
descrito en la presente memoria pueden usarse para producir en general productos organicos, productos quimicos,
combustibles, productos quimicos de base y especiales tales como xilosa, acetona, acetato, glicina, lisina, acidos
organicos (por ejemplo, acido lactico), 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol, etilenglicol, furfural,
polihidroxialcanoatos, acido cis,cis-mucoénico y piensos animales (Lynd, L. R., Wyman, C. E., y Gerngross, T. U.,
Biocom. Eng. Biotechnol. Prog., 15: 777-793, 1999; y Philippidis, G. P., Cellulose bioconversion technology, en
Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis, Washington, D.C., 179-
212, 1996; y Ryu, D. D. Y., y Mandels, M., Cellulases: biosynthesis and applications, Enz. Microb. Technol., 2: 91-
102, 1980).

También se puede producir la co-produccion potencial de productos, tal como multiples productos organicos a partir
de carbohidratos fermentables. Los residuos ricos en lignina que quedan después del pretratamiento y la
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fermentaciéon se pueden convertir en productos quimicos derivados de lignina, moléculas base de construccion
quimica o usarse para produccion energética.

Los métodos convencionales de fermentacion y/o sacarificacion son conocidos en la técnica e incluyen, aunque sin
limitacion, sacarificacion, fermentacion, hidrdlisis y fermentacion separadas (SHF), sacarificacion y fermentacion
simultaneas (SSF), sacarificacion y co-fermentacion simultaneas (SSCF), hidrolisis y fermentacién hibridas (HHF) y
conversion microbiana directa (DMC).

La SHF usa etapas de proceso separadas para primero hidrolizar enzimaticamente la celulosa a azlcares tales
como glucosa y xilosa y a continuacion fermentar los azucares a etanol. En SSF, la hidrolisis enzimatica de celulosa
y la fermentacion de glucosa a etanol se combinan en una etapa (Philippidis, G. P., ver mas arriba). La SSCF incluye
la co-fermentacion de azicares multiples (Sheehan, J. y Himmel, M., Bioethanol, Biotechnol. Prog., 15: 817-827,
1999). La HHF incluye dos etapas separadas llevadas a cabo en el mismo reactor pero a diferentes temperaturas, es
decir, una sacarificacion enzimatica a temperatura elevada seguida de SSF a una menor temperatura de lo que la
cepa de fermentacion puede tolerar. La DMC combina los tres procesos (produccion de celulasa, hidrélisis de
celulosa y fermentacién) en una etapa (Lynd, L. R., Weimer, P. J., van Zyl, W. H., y Pretorius, I. S., Microbiol. Mol.
Biol. Rev., 66: 506-577, 2002).

Estos procesos pueden usarse para producir productos diana a partir de biomasa enriquecida en carbohidratos, con
un elevado rendimiento de retencién de hemicelulosa, producida mediante los métodos de pretratamiento descritos
en la presente memoria.

Ventajas de los presentes métodos

Los métodos descritos en esta invencién para el pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica usando fragmentacion
y extracciéon selectiva de lignina a temperaturas elevadas en condiciones alcalinas en combinaciéon con bajas a
moderadas concentraciones de amoniaco dan como resultado una mejora significativa en la fragmentacion de
lignina y en el rendimiento de retencion de carbohidratos, particularmente hemicelulosa, proporcionando de este
modo un proceso econdmico para obtener biomasa enriquecida en carbohidratos para sacarificar enzimaticamente.
Dicha biomasa produce entonces rendimientos muy elevados de azlcares fermentables (glucosa, asi como xilosa)
para su bioconversion a productos quimicos de valor afiadido y a combustibles.

Entre los puntos débiles criticos de los actuales procesos organosolv descritos en la bibliografia se encuentran:
bajos rendimientos de recuperacion de carbohidratos, particularmente de xilosa, después del pretratamiento, el
requerimiento de corrientes separadas de hexosas y pentosas, la produccién de productos degradacién de
azucares, el uso de grandes cantidades de disolvente y elevados costes inmovilizados. Por ejemplo, determinados
procesos existentes incluyen el uso de condiciones acidas organosolv que producen hidrolisatos de hemicelulosa y
celulosa. La mayor fragilidad de la hemicelulosa en condiciones acidas da como resultado la formacién de productos
de degradacion de xilosa monomeérica (por ejemplo, furfural), reduciendo enormemente la recuperacion de xilosa
(Pan y col., ver mas arriba). En una versién de este proceso (Arato, C. Pye, E. K., y Gjennestad, G., Appl. Biochem.
Biotech. 121-124: 871-882, 2005), la hemicelulosa es hidrolizada en condiciones acidas y la celulosa, después de
neutralizaciéon, es hidrolizada enzimaticamente. La necesidad de neutralizar el acido antes de la sacarificacion, la
pérdida parcial de xilosa, y el procesamiento de corrientes separadas de pentosa y hexosa aumentan los costes del
proceso. Ademas, el uso de condiciones &cidas requiere el uso de aleaciones en los reactores y conducciones lo
que aumenta sustancialmente los costes inmovilizados de equipamiento.

Esta descripcion describe el desarrollo de un proceso altamente selectivo en el que la lignina es fragmentada y
extraida selectivamente usando reactivos econdmicos y la hemicelulosa y la celulosa permanecen juntas en la
biomasa para ser sacarificadas enzimaticamente posteriormente. Este proceso permite particularmente mantener
concentraciones elevadas de la hemicelulosa en la biomasa. La cantidad de lignina extraida en la disolucion de
disolvente organico es=75% y los rendimientos de recuperacion de xilano y glucano en la biomasa residual estan
préximos a ser cuantitativos, superando de este modo los puntos débiles de los procedimientos descritos en la
bibliografia de pretratamiento de biomasa organosolv, tal como se ha descrito antes. Los elevados rendimientos de
recuperacion de polisacaridos, segun los métodos descritos en esta solicitud, se deben al uso de condiciones
alcalinas que disminuyen la hidrodlisis de hemicelulosa y la degradacion de azucares, el uso de bajas a moderadas
concentraciones de amoniaco, que evita que el polisacarido se pele en condiciones alcalinas, y el elevado contenido
de etanol de la disolucién de disolvente organico, lo que reduce la hidrdlisis de hemicelulosa y hace insolubles los
oligdmeros de xilosa. Adicionalmente, las condiciones alcalinas usadas no requieren el uso de aleaciones exoticas
para el equipamiento, disminuyendo de este modo el coste inmovilizado. La realizacién de este proceso con poco o
nada de sales inorganicas entre los reactivos o productos (por ejemplo, NaOH, NaCO3;, CaSO4) da como resultado
poco o ningun coste asociado a la eliminacién de material inorganico residual al final. El reactivo no reaccionado (por
ejemplo, EtOH, NH3) es reciclable, lo que proporciona beneficios econdmicos adicionales. Muchos de los procesos
descritos en la bibliografia usan grandes relaciones de disolvente a biomasa. En el caso presente, el uso de
condiciones alcalinas y la fragmentacion sustancial de la lignina por lo nucledfilos afiadidos significa que las
corrientes de disolvente pueden acumular elevadas concentraciones de lignina, reduciendo la necesidad de grandes
volumenes de disolvente y, al mismo tiempo, reduciendo la pérdida de cantidades traza de carbohidratos
solubilizados. Finalmente, el carbohidrato residual se sacarifica bien usando enzimas, probablemente debido al
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elevado nivel de extraccion de fragmentos de lignina en el pretratamiento, la escision efectiva de enlaces éster entre
hemicelulosa y lignina, y alguna disminucion del grado de polimerizacién del polisacarido. El uso del disolvente
organico mejora la humectabilidad de la biomasa y la capacidad de las enzimas para penetrar en los poros del
sustrato.

Ejemplos
Pretratamiento de biomasa para obtener biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificables

El objetivo del trabajo experimental descrito a continuacion fue desarrollar un proceso de pretratamiento econémico
de lignocelulosa que maximice la extraccion de lignina y la retencion de azlcares en el pretratamiento y producir una
biomasa enriquecida en carbohidratos facilmente sacarificables con un elevado rendimiento de retencion de
hemicelulosa que puede ser procesada para obtener rendimientos maximos a azicares monomeéricos después de
una sacarificacion enzimatica. La estrategia adoptada fue fragmentar y extraer de forma selectiva la lignina en un
disolvente adecuado a la vez que se mantienen los azucares en el residuo sdlido. Los siguientes experimentos
demuestran el desarrollo de una disolucion de disolvente organico que combina la presencia de nucledfilos como el
NH3z para la extraccién selectiva de lignina. La presencia combinada de un disolvente organico y de una
concentracion baja o moderada de NHs; y opcionalmente de una base adicional fragmentd y disolvié de forma
selectiva los componentes de lignina de la biomasa, proporcionando la generacion de una biomasa pretratada que
contiene niveles elevados de carbohidratos, particularmente hemicelulosa.

Se molid6 bagazo de cafia en un molino de cuchillas Wiley a través de una pantalla de 1 mm antes del
pretratamiento.

En los Ejemplos se usan las siguientes abreviaturas: “HPLC” es cromatografia de liquidos de alta resolucion, “C” es
grados centigrados o Celsius; “%” es porcentaje; “p” es peso; “p/p” es peso por peso; “mL” es mililitro; “DE” es
diametro exterior; “DI” es diametro interno; “h” es hora(s); “rpm” es revoluciones por minuto; “EtOH” es etanol; “mg/g”
es miligramo por gramo; “g/100 mL” es gramo por 100 mililitros; “N” es normal; “g” es gramo; “NaOH” es hidroxido
sédico; “p/v”’ es peso por volumen; “v/v” es volumen por volumen; “NH3” es amoniaco; “mm” es milimetro; “mL/min”

es mililitro por minuto; “min” es minutos; “mM” es milimolar.
Materiales

De Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) se obtuvo acido sulfurico, hidroxido aménico, acido acético, acetamida, extracto de
levadura, acido 2-morfolinoetanosulfénico (MES), fosfato potasico, glucosa, xilosa, triptona, cloruro sédico, acido
citrico, monometil y dimetilamina. Spezyme CP y Multifect CX12L eran de Genencor (Genencor International, Palo
Alto, CA) y Novozyme 188 era de Novozyme (Bagsvaerd, Dinamarca).

Ejemplo 1
Concentracion efectiva de etanol

El propdsito de este Ejemplo fue examinar el efecto de la concentracion de disolvente (por ejemplo, etanol) en agua
sobre el rendimiento de recuperacion de carbohidratos y sobre la solubilizacién/extraccion de lignina en ausencia de
control de pH. Se suspendié el bagazo (0,2 g, 95,78% de materia seca) en 1,56 mL de una disolucion de EtOH/agua
que contenia varias concentraciones (de 0 a 80%) de EtOH. Las suspensiones se cargaron en tubos de acero
inoxidable tipo 316 (1/4 de pulgada de DI, 3/8 de pulgada de DE, 4 pulgadas de largo, es decir DI 0,635 cm, DE
0,953 cm, 10,16 cm de largo) cerrados con ajustes Swagelock (Penn Fluid System Technologies, Huntingdon Valley,
PA). Estos fueron colocados en un bafio de arena fluidizado (Techne Model SBS-4, Techne Inc., Burlington, NJ) y
calentados a 180 °C durante 2h y enfriados rapidamente sumergiéndolos en un bafio de agua a temperatura
ambiente. Se extrajeron las muestras de los tubos y se filiraron mediante centrifugaciéon a 14.000 rpm usando filtros
Spin-X (Costar, Corning Inc., Corning NY) a temperatura ambiente en una centrifuga de sobremesa (Spectrifuge
16M, Labnet International Inc., Edison, NJ) para eliminar la lignina disuelta. El retentato de cada muestra se lavo (4x)
con 0,5 mL de EtOH/H,0 usando la misma concentracion de EtOH usada en el tratamiento a 180 °C (0-80% de
EtOH en H20). A continuacion las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente (hasta un ~92% de materia
seca) y se determinaron los contenidos de glucano, xilano y lignina insoluble en acido de los residuos usando el
procedimiento del National Renewable Energy Laboratory (NREL) (Determination of Structural Carbohydrates and
Lignin in Biomass — Version 2006, Amie Sluiter y col., disponible en la pagina web del NREL).

Posterior sacarificacion enzimatica

La muestra secada al aire preparada antes fue suspendida en tampén de citrato 50 mM, pH 4,6 con una carga de
sélidos de ~14%. Las enzimas de sacarificacion, por ejemplo Spezyme CP, Multifect CX12L y Novozyme 188 se
afadieron a concentraciones de 6:3:6 mg/g de celulosa, respectivamente. También se afiadio 1% (p/v) de Tween 20
y 0,01% (p/v) de NaNgs, el ultimo para prevenir el crecimiento microbiano. Se colocaron muestras (~0,4 mL) en viales
de tapoén roscado que contenian dos esferas de vidrio de 5 mm y se incubaron a 46 °C en un agitador rotatorio
operado a 250 rpm. Se extrajeron alicuotas para andlisis a las 4h y a intervalos de 24h desde el inicio y se diluyé en
una relacion de 1 a 42,25 con H,SO4 0,01 N. Las muestras se filtraron entonces a través de filtros Spin-X y los
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filtrados se analizaron mediante HPLC (Agilent series 1100/1200, Agilent Technologies, Wilmington, DE). Se us6 una
columna BioRad HPX-87H Aminex (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA 94547) para fraccionar los azucares
liberados usando H,SO4 0,01 N como fase mévil con un caudal de 0,6 mL/min. La columna se mantuvo a 60 °C. Se
us6 un detector de indice de refraccion diferencial para detectar los azucares eluidos y se mantuvo a 55 °C. Los
tiempos de retencion correspondientes a glucosa, xilosa y arabinosa fueron 9,05, 9,72 y 10,63 min,
respectivamente). La Tabla 1A esboza los porcentajes de recuperacion de glucano y xilano y el cambio porcentual
en el contenido de lignina insoluble en &cido (IA) después de los pretratamientos con concentraciones de EtOH de
0% - 80%. La concentracion de Bagazo fue (0,2 g/1,56 mM). Se usaron concentraciones variables de EtOH a 180 °C
durante 2h.

TABLA 1A

Recuperacion de glucano y xilano tras el tratamiento segun el Ejemplo 1

Pretratamiento (% de % de recuperacion de % de recuperacion de % de cambio del
EtOH en agua) glucano en el residuo xilano en el residuo contenido en lignina 1A
0 83,0% 29,0% +27,6%
20 88,7% 30,8% +15,2%
40 86,0% 57,6% -10%
60 91,9% 87,4% -25,6%
80 88,6% 91,1% -28,8%

Los resultados mostrados en la Tabla 1A indican que la extraccidon de lignina aumenté al aumentar el contenido de
EtOH presumiblemente debido a que la solubilidad de lignina aumenté al aumentar la concentracion de EtOH. Sin
embargo, la cantidad de lignina extraida sigui6 siendo modesta incluso a elevadas concentraciones de etanol.

La hidrdlisis de hemicelulosa y la solubilidad de oligdmeros de xilosa disminuyen al aumentar el EtOH, aumentando
el rendimiento de recuperacion de oligdmeros de xilano y xilosa en el residuo. La cantidad de acetato liberada por el
pretratamiento también disminuyé al aumentar el contenido de EtOH, consistente con el descenso de la auto
hidrolisis de la biomasa al aumentar la concentracion de EtOH.

La Tabla 1B muestra los rendimientos de glucosa y xilosa tras 96h de sacarificacion enzimatica después del
pretratamiento a diferentes concentraciones de EtOH. La sacarificacion de celulosa aumenté cuando la
concentracién de EtOH en el pretratamiento aumenté desde 0 a 20%, pero entonces declind para mayores
concentraciones de EtOH en el pretratamiento. Se observd una disminucion probable en la hidrdlisis parcial de
lignina y celulosa (aumento del grado de polimerizacion, de celulosa que disminuyd el rendimiento a glucosa en la
posterior sacarificacion — Tabla 1B) a concentraciones de mas del 20% de EtOH.

TABLA 1B

Rendimientos de glucosa y xilosa monoméricas después de sacarificacion enzimatica durante 96h, pretratado
como se ha descrito en el Ejemplo 1

% de EtOH en Solo sacarificacion Solo sacarificacion Rendimiento total de | Rendimiento total de
agua (v/v) de monémero de de monémero de monoémero de monodmero de xilosa
glucosa (% de xilosa (% de glucosa (% de (% de rendimiento
rendimiento tedrico) | rendimiento tedrico) | rendimiento tedrico) tedrico)
0 38,43 34,98 31,86 10,16
20 44,48 45,52 39,46 14,01
40 29,62 38,55 25,45 22,23
60 16,81 24,64 15,45 21,52
80 6,8 7,22 6,02 7,01

Las recuperaciones totales de azlUcares monoméricos (Tabla 1B), particularmente de xilosa, fueron bastante
bajas a las concentraciones de EtOH mas bajas. Con una concentracion baja de EtOH en el pretratamiento, las
condiciones acidas, producidas a elevadas temperaturas mediante hidrélisis de los grupos acetilo de la
hemicelulosa, hidrolizan la hemicelulosa. La xilosa solubilizada y algo de glucosa se pierden en la filtracion y en
los lavados que siguen al pretratamiento. A mayores concentraciones de EtOH existe menos hidrdlisis parcial de
la celulosa, hemicelulosa y lignina, lo que reduce el rendimiento de sacarificacion. EI comportamiento entre las
concentraciones bajas y elevadas de etanol en conjunto produce bajos rendimientos globales de glucosa y xilosa
monomeéricas.
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Ejemplo 2
Efecto del pretratamiento con disolucidn de disolvente organico alcalina sobre la extraccion de lignina

El propésito de este Ejemplo era examinar el efecto de elevar el pH en el pretratamiento con disolucion de disolvente
organico a diferentes relaciones de EtOH en H,O sobre la retencién de carbohidratos y la extraccion de lignina y
sobre el aziicar monomérica durante la posterior sacarificaciéon enzimatica. Dado que la autohidrdlisis disminuye el
pH, hidroliza xilano y promueve la pérdida de xilosa, el pH del pretratamiento se elevdé mediante la adicion de NaOH.
El efecto de un mayor pH sobre la recuperacion de xilosa se demuestra a continuacion. Se suspendié bagazo de
cafia de azucar (0,25 g, 95,78% de materia seca) en 1,75 mL de un disolvente que contiene EtOH (20-80% en agua)
y 8% de NaOH (p/p de biomasa) mas 1 mg de antraquinona (AQ, un catalizador para la fragmentacion de lignina). El
pH inicial de esta disolucién era ~13,7. Las suspensiones fueron cargadas en tubos de acero inoxidable de tipo 316,
cerradas y tratadas a 168 °C durante 140 min y enfriadas en agua a temperatura ambiente. Se extrajeron las
muestras de los recipientes a presion, se filtraron, se lavaron, se secaron al aire y se analizaron como se ha descrito
en el Ejemplo 1. Los contenidos de glucano, xilano, arabinano y el cambio del contenido de lignina después del
pretratamiento se muestran en la Tabla 2A.

La posterior sacarificacién enzimatica se llevd a cabo como se describe en el Ejemplo 1, con la excepcion de que la
relacion de Spezyme:Multifect:Novozymes fue de 12:6:1,2 mg/g de sélido seco en presencia de un 1% de Tween 20
(p/v). La Tabla 2B muestra los rendimientos a azucares monoméricos tras 96h de sacarificacion enzimatica de
biomasa pretratada previamente a diferentes concentraciones de EtOH.

TABLA 2A

Rendimientos de glucano, xilano y arabinano después de pretratamiento segun el Ejemplo 2

% de EtOH en % de recuperacion % de recuperacion % de recuperacion % de cambio de
agua de de glucano en el de xilano en el de arabinano en el contenido de lignina

pretratamiento residuo residuo residuo 1A

20 77,5% 74,6% 51,3% -48

45 84,0% 85,1% 68,0% -64

60 83,6% 85,5% 76,0% -63

70 81,3% 84,2% 75,8% -65

80 80,0% 84.2% 86,6% -50

TABLA 2B

Rendimientos de glucosa y xilosa monoméricas después de sacarificacion enzimatica durante 96h, pretratado
como se ha descrito en el Ejemplo 2

% de EtOH en Solo sacarificacion Solo sacarificacién Rendimiento total de | Rendimiento total de
agua de mondémero de de mondmero de monoémero de monémero de xilosa
glucosa (% de xilosa (% de glucosa (% de (% de rendimiento
rendimiento tedrico) | rendimiento tedrico) | rendimiento tedrico) teorico)
20 57,72 68,56 44,7 51,2
45 58,19 73,08 48,9 62,2
60 49,51 64,56 414 55,2
70 24,48 39,06 19,9 32,9
80 0,63 1,33 0,5 1,1

Como se puede observar en las Tablas 2A y 2B, las condiciones alcalinas de este experimento aumentaron
sustancialmente la retencion de xilano en el pretratamiento en comparacion con los experimentos de autohidrdlisis
del Ejemplo 1. Este efecto fue mas pronunciado a bajas concentraciones de EtOH. El NaOH evitd que la disolucion
de acidificara (pH final ~10,7) y por lo tanto protegié a la hemicelulosa frente a la hidrélisis catalizada por via acida.
Adicionalmente, se extrajo significativamente mas lignina, presumiblemente a través del fraccionamiento de la lignina
catalizado por via basica. Los rendimientos globales de azticares monoméricos después de la sacarificacion fueron
sustancialmente mayores que los observados en el Ejemplo 1. El mayor rendimiento de recuperacion de azucares y
la mayor extraccion de lignina en el pretratamiento, aumenté los rendimientos de la posterior sacarificacion
enzimatica. Los rendimientos de sacarificacion a xilosa y glucosa alcanzaron un maximo a ~ 45% de EtOH como
consecuencia de dos procesos opuestos, es decir, el aumento de la extraccion de lignina a mayor EtOH que tiende a
aumentar los rendimientos a azucares, y el descenso de la hidrdlisis parcial de hemicelulosa y de lignina al ir
incrementando la concentracion de EtOH. Es probable que la formaciéon de metiluros de quinona, que podrian
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repolimerizar o reaccionar con azucares, y el “pelado” y las reacciones de escision alcalina de polisacaridos
contribuyen a la vez a limitar los rendimientos globales a azucares.

Ejemplo 3
Aumento adicional del rendimiento de sacarificacion después del pretratamiento en presencia de amoniaco

El propésito del Ejemplo fue estudiar el efecto de la presencia de amoniaco en la disolucion de disolvente organico
sobre el rendimiento a carbohidratos y el contenido de lignina después del pretratamiento y el rendimiento a azucar
monomeérica después de la sacarificacién. Aunque la recuperacion de xilano mejoré sustancialmente al aumentar el
pH, seguia produciéndose una pérdida sustancial de azucares en el proceso de pretratamiento alcalino descrito en
el Ejemplo 2. Dicha pérdida es debida probablemente al “pelado”, es decir, a la descomposicion de azucares del
extremo reductor de las cadenas de polisacaridos. También es posible que la lignina, aunque hidrolizada mas
facilmente en condiciones alcalinas en comparacién con la autohidrdlisis, forme metiluros de quinona que son
capaces de repolimerizacién y de reaccidon con azlcares reductores. Por consiguiente, se examiné el efecto de la
adicion de NHj3 a la disolucién de disolvente organico con la intencién de bloquear ambos fendmenos.

Se suspendié bagazo de cafia de azucar (0,375 g, 95,78% de materia seca) se suspendié en 1,125 mL de disolvente
que contenia varios porcentajes de EtOH (0%-70% en agua). Adicionalmente, el disolvente contenia un 6% de NH3 y
un 2% de NaOH (p/p de biomasa). El pH inicial de dicha disolucién era de 13,2 y aumenté hasta pH 14,0 al
aumentar la concentracion de EtOH. Estas condiciones se compararon con una muestra de bagazo similar
suspendida en EtOH al 70% en H,O (v/v) que contenia un 8% de NH3 (p/p de biomasa) solo, en donde el pH inicial
era de 12,2. Las suspensiones fueron cargadas en recipientes a presion de acero inoxidable de tipo 316 (3/16 de
pulgada de DI, 1/4 de pulgada de DE, 4 pulgadas de largo, es decir DI 0,476 cm, DE 0,635 cm, 10,16 cm de largo),
cerrados y tratados como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 1, con la excepcién de que la carga de sélidos
era mayor y la muestras se calentaron a 168 °C durante 140 min.

Se llevé a cabo la subsiguiente sacarificacion enzimatica tal como se ha descrito en el Ejemplo 1, con la excepcion
de que la relacion de Spezyme:Multifect:Novozymes 188 fue de 6,68:3,34:1,67 mg/g de sdlido seco en presencia de
un 1% de Tween 20 (p/v). La carga de soélidos fue del 14 % p/p.

La Tabla 3A resume los resultados de pretratamiento con las diferentes concentraciones de EtOH. La Tabla 3B
resume la sacarificacion después de pretratamiento con diferentes concentraciones de EtOH en presencia de un 6%
de NH3 mas un 2% de NaOH (p/p de biomasa) tras 96 h.

TABLA 3A
Recuperacion de glucano, xilano y arabinano después del pretratamiento descrito en el Ejemplo 3
% de % de % de o .
% de EtOH en agua en | recuperacion recuperacion de recuperacion de /°Cdoentcea:irébo'%gel H inicial
el pretratamiento de glucano en xilano en el arabinano en el lignina IA P
el residuo residuo residuo 9
0 90,1% 92,5% 69,7% -17% 13,22
20% 91,4% 97,1% 74,6% -25% 13,46
40% 95,6% 102% 79,7% -37% 13,72
70% 97,8% 107% 92,4% -47% 14,0
70%
87,9% 94,5% 73,3% -22% 12,12
(s6lo 8% de NHy) ° ° ° °
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TABLA 3B

Rendimientos de glucosa y xilosa monoméricas después de sacarificacién enzimatica durante 96 h, pretratamiento

como se ha descrito en el Ejemplo 3

Solo Solo Mondmero de
sacarificacion de | sacarificacion de Mondémero de Monoémero de arabinosa total
% de EtOH en monoémero de monoémero de glucosa total (% xilosa total (% (% de
agua glucosa (% de xilosa (% de de rendimiento de rendimiento rendi(:niento
rendimiento rendimiento tedrico) tedrico) teorico)
tedrico) tedrico)
0 69,7 57,8 62,8 53,5 58,9
20 771 63,9 70,5 62 66,4
40 76,8 67,6 73,4 69 69
70 73,6 65,4 71,9 69,8 76
70 68,8 58,1 60,5 54,9 57,6
(solo 8% de NH3) ’ ’ ’ ' ’

Es evidente a partir de los resultados descritos en las Tablas 3A y 3B que las recuperaciones de carbohidratos en el
residuo aumentan sustancialmente con el pretratamiento alcalino con amoniaco en comparacién con NaOH solo
(Ejemplo 2). Ademas, la baja concentracién de la adicion de NH3z produce un incremento sustancial en los
rendimientos monomeéricos tanto de glucosa como de xilosa tras sacarificacion enzimatica de muestras pretratadas a
las condiciones de pretratamiento con la mayor concentracion de EtOH en H,O. Estos resultados son consistentes
con el papel del NH3 para bloquear las reacciones de “pelado” o para disminuir la concentracion de metiluros de
quinona, o ambos. La presencia de una baja concentracion de NaOH en presencia de NH3 aumenta
significativamente la eficacia del pretratamiento, probablemente debido a que cuanto mas alto es el pH en presencia
de NaOH, una mayor proporcién del NH3 se encuentra en forma desprotonada.

Ejemplo 4

Efecto de la adicion de metilamina y azufre elemental a la disolucion de disolvente organico del pretratamiento que
contiene amoniaco

El pretratamiento con amoniaco fue examinado en presencia de los nucledfilos afadidos, metilamina y azufre
elemental, los cuales en las condiciones alcalinas del pretratamiento se desproporcionan para formar polisulfuros y
sulfuro. El pretratamiento se llevd a cabo como en el Ejemplo 3, con la excepcidn de que el bagazo contenia un 1%
de azufre elemental (p/p de biomasa) y se suspendi6é en EtOH al 70% en H>O (v/v) mas 14% de MA (metilamina),
7% de NH3 + 7% de MA, 10% de NHsz + 4% de MA 6 15% de NH; (todos en p/p de biomasa). Las muestras se
calentaron a 187 °C durante 1 h en los recipientes a presion y a continuacion se enfriaron rapidamente hasta
temperatura ambiente en un bafio de agua. El residuo se filtrg, se lavo y se secé como se ha descrito previamente.
La sacarificacion enzimatica se llevd a cabo como en el Ejemplo 5, pero en presencia y ausencia de 0,5% de PEG
2000 (p/p de biomasa).

TABLA 4

Rendimiento de azicares monomeéricos después del tratamiento descrito en el Ejemplo 11

Muestra de
70% de EtOH Glucosa Xilosa Glucosa Xilosa
en Hx0 (v/v) % de % de monomeérica monomeérica monomeérica monomeérica
+1%de S recuperacion | recuperacion (% del (% del (% del (% del
(p/p de de glucano en | de xilano en rendimiento rendimiento rendimiento rendimiento
biomasa) + solidos solidos tedrico) sin tedrico) sin tedrico) con tedrico) con
aditivos (p/p PEG PEG PEG PEG
de biomasa)
14% MA 96,8 102,3 83,3 74,6 85,8 75,8
0, [s)
7% Nits + 7% 90,80 96,98 79,5 68,2 82,9 711
10% NH3 +
4% MA 91,61 97,35 76,2 66,4 80,8 68,7
14% NH3 95,24 100,41 66,71 59,5 74,3 63,9
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Tal como se indica en la Tabla 9, la sustitucion de amoniaco por metilamina no ejerce ningun impacto sobre la
recuperacion de glucano y xilano tras el pretratamiento. Los rendimientos de sacarificacion para glucosa y xilosa, sin
embargo, aumentan progresivamente cuanto mas se reemplaza el amoniaco con metilamina (Tabla 4). Las
diferencias entre los experimentos de sacarificacion con y sin PEG 2000 son en su mayor parte porcentajes
pequefios. Se necesita un analisis econémico global del proceso para determinar si los mayores rendimientos de
produccién de azucares con la sustituciéon de amoniaco por metilamina en el pretratamiento, o la adicion de PEG
2000 en la sacarificacion, compensan el coste afiadido de la MA o del PEG.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para producir biomasa enriquecida en carbohidratos con una elevada retencion de hemicelulosa que
comprende:

(a) proporcionar biomasa lignocelulésica que comprende lignina, celulosa y hemicelulosa;

(b) suspender la biomasa de (a) en una disolucion de disolvente organico que comprende agua, amoniaco en
una cantidad de aproximadamente 2% a aproximadamente 20% respecto al peso de biomasa seca y uno o mas
nucledfilos, mediante lo cual se forma una suspension de biomasa-disolvente en condiciones alcalinas;

(c) calentar la suspension de biomasa-disolvente hasta una temperatura de aproximadamente 100-220 °C
durante aproximadamente 5 minutos hasta aproximadamente 5 horas, mediante lo cual la lignina es
fragmentada y disuelta en la suspension; y

(d) filtrar el liquido libre a presioén tras calentar la suspension de (c), mediante lo cual la lignina disuelta es
eliminada y se produce una biomasa enriquecida en carbohidratos con un elevado rendimiento de retencién de
hemicelulosa.

2.- El método de la Reivindicacion 1, en el que dicho uno o mas nucledfilos se selecciona del grupo que consiste en
NaOH, una o mas alquilaminas, sulfuro, hidrosulfuro, polisulfuro, hidropolisulfuro, reactivos de tiol y combinaciones
de los mismos.

3.- El método de la Reivindicacion 1, en el que la una o mas alquilaminas se selecciona del grupo que consiste en
R-NH2, R2-NH, R3N, (H2N-R-NH3), (H2N-R(NH2)2), (OH-R-NHy), ((HO)2-R-NH>), (OH-R-(NHz)2), (HS-R-NH2), ((HS)2-
R-NH3), (HS-R-(NH>)2) y (H2N-R(OH)(SH) y combinaciones de las mismas, en donde R es de manera independiente
un alcano, alqueno o alquino, de 1-6 carbonos, lineal, ciclico o ramificado, monovalente, divalente o trivalente.

4.- El método de la Reivindicacién 3, en el que R es de manera independiente metilo, etilo, propilo o butilo.

5.- El método de la Reivindicacion 3, en el que la alquilamina es metilamina.

6.- El método de la Reivindicacion 1, en el que la relacién de disolucidn de disolvente a biomasa de la etapa (b) tiene
una relacién masica de aproximadamente 10 a 1 hasta 0,5 a 1.

7.- Un método de fragmentacion y extraccion selectiva simultaneas de lignina procedente de biomasa lignocelulésica
para producir una biomasa sustancialmente libre de lignina que comprende:

(a) proporcionar:
1) una cantidad de biomasa lignocelulésica que comprende lignina y carbohidratos;

2) una disolucion de disolvente multi-componente que comprende entre aproximadamente 40% y
aproximadamente 70% de etanol en agua;

3) amoniaco en una cantidad de 2% a aproximadamente 205;
4) y uno o0 mas nucleofilos(s);

(b) poner en contacto dicha biomasa con la disolucion de disolvente multi-componente de (a) para formar una
mezcla de biomasa-disolvente;

(c) colocar la mezcla de disolvente-biomasa en un recipiente sellado a presion en el que se calienta la mezcla
de (b) a una temperatura de aproximadamente 100 °C a aproximadamente 220 °C durante aproximadamente 5
minutos a aproximadamente 5 horas, con lo que la lignina se fragmenta y se disuelve en el disolvente;

(d) eliminar la lignina disuelta de (c) mediante filtracién; y

(e) lavar el residuo con disolvente organico, con lo que se produce una biomasa sustancialmente libre de
lignina.

8.- El método de la Reivindicacion 7, en el que la biomasa sustancialmente libre de lignina tiene aproximadamente
entre el 60% y aproximadamente el 100% del peso original de la biomasa.

9.- El método de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 6 7, en el que la disolucién de disolvente organico
comprende ademas un componente adicional seleccionado del grupo que consiste en hidréoxidos o carbonatos
alcalinos o alcalinotérreos, amoniaco, tioles, sulfuros, hidrosulfuros, polisulfuros, hidropolisulfuros y combinaciones
de los mismos.
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10.-El método de las reivindicaciones 1 6 7, en el que la disoluciéon de disolvente, y cualquier amoniaco o
componentes sin reaccionar, son recirculables.

11.-El método de las reivindicaciones 1 6 7, en el que dicha disolucion de disolvente comprende un disolvente
seleccionado del grupo que consiste en alcoholes, dioles y disolventes aproticos.

12.-El método de la reivindicacion 11, en el que la disoluciéon de disolvente organico comprende un disolvente
seleccionado del grupo que consiste en metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol y hexanol, isémeros de los
mismos, y dioles de los mismos.
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