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DESCRIPCION
Procedimiento para producir liquido que contiene azlcar
SECTOR TECNICO

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un liquido que contiene azUcar a partir de una
biomasa que contiene celulosa.

ANTECEDENTES TECNICOS

El proceso de produccion por fermentacion de productos quimicos utilizando azGcares como materias primas ha sido
utilizado para producir diversos materiales industriales. Actualmente, como azUlcares a utilizar como materias primas
para fermentacion, se utilizan a nivel industrial derivados de materiales alimentarios tales como cafia de azlcar,
almidon y remolacha azucarera. Sin embargo, teniendo en cuenta el hecho de que se espera un aumento de los
precios de los materiales alimentarios debido al futuro incremento de la poblacion mundial, o desde un punto de vista
ético del hecho de que los azlcares como materiales industriales pueden competir con azlcares para alimento, es
necesario conseguir en el futuro un proceso para producir de manera eficiente un liquido que contiene azucar a
partir de un recurso no alimentario renovable, es decir, biomasa que contiene celulosa, o un proceso para convertir
de manera eficiente un liquido que contiene azucar obtenido como materia prima para fermentacion en un material
industrial.

Los ejemplos de procedimientos dados a conocer para producir un liquido que contiene azlcar a partir de una
biomasa que contiene celulosa incluyen procedimientos para producir liquidos que contienen azlcar utilizando acido
sulfdrico, tales como procedimientos para producir liquidos que contienen azucar por hidrélisis acida de celulosa y
hemicelulosa utilizando acido sulfarico concentrado (documentos de patente 1y 2) y un procedimiento en el que una
biomasa que contiene celulosa se somete a tratamiento de hidrdlisis utilizando acido sulftrico diluido y a
continuacion es tratada enzimaticamente con celulasa y similares para producir un liquido que contiene azlcar
(documento no de patente 1).

Ademas, los ejemplos de procedimientos dados a conocer en los que no se utlizan &cidos incluyen un
procedimiento en el que una biomasa que contiene celulosa se hidroliza utilizando agua subcritica a
aproximadamente de 250 a 500C para producir un liguido que contiene azlcar (documento de patente 3), un
procedimiento en el que una biomasa que contiene celulosa se somete a tratamiento con agua subcritica y a
continuacioén se trata enzimaticamente para producir un liquido que contiene azlcar (documento de patente 4), y un
procedimiento en el que una biomasa que contiene celulosa se somete a tratamiento de hidrélisis con agua caliente
presurizada a 240C - 280T y a continuacion se tra ta enzimaticamente para producir un liquido que contiene azlcar
(documento de patente 5).

Sin embargo, durante la hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa, al mismo tiempo con descomposicion del
componente de celulosa o hemicelulosa o similar, tiene lugar la reaccion de descomposicion de los azUcares
producidos tales como glucosa y xilosa, y se producen subproductos tales como compuestos de furano que incluyen
furfural e hidroximetilfurfural; y acidos organicos que incluyen acido férmico, acido acético y acido levulinico, que han
sido problematicos. Ademas, dado que una biomasa que contiene celulosa contiene componentes de lignina, que
son polimeros aromaticos, los componentes de lignina se descomponen durante la etapa de tratamiento con acido
produciendo compuestos aromaticos de bajo peso molecular, tales como fenoles como subproductos, al mismo
tiempo. Estos compuestos tienen acciones inhibidoras durante la etapa de fermentaciéon utilizando un
microorganismo y causan la inhibicién del crecimiento del microorganismo, lo que conduce a disminucion del
rendimiento del producto de fermentacion. Por lo tanto, estos compuestos se denominan sustancias que inhiben la
fermentacién y han sido gravemente problematicas cuando se utilizé un liquido que contiene azucar de biomasa que
contiene celulosa como materia prima de fermentacion.

Los ejemplos del procedimiento, que se ha dado a conocer, para eliminar dichas sustancias que inhiben la
fermentacion durante el proceso de produccion de liquido que contiene azucar incluyen el procedimiento llamado
“overliming” (sobreencalado) (documento no de patente 2). En este procedimiento, durante una etapa de
neutralizacion de una celulosa tratada con &cido o liquido sacarificado mediante adicion de cal, el liquido se
mantiene mientras es calentado a aproximadamente 60C durante cierto periodo, para eliminar sustancias que
inhiben la fermentacion tales como furfural y HMF junto con el componente de yeso. Sin embargo, el “overliming”
solamente tiene un efecto pequefio de eliminar acidos organicos tales como acido férmico, acido acético y acido
levulinico, lo que ha sido problematico.

Ademas, se ha dado a conocer otro procedimiento para eliminar sustancias que inhiben la fermentacion, un
procedimiento en el que vapor de agua es soplado al interior de un liquido que contiene azUcar preparado a partir de
una biomasa que contiene celulosa para eliminar sustancias que inhiben la fermentacion por evaporacion
(documento de patente 6). Sin embargo, dado que dicho procedimiento por eliminacion evaporativa depende de los
puntos de ebullicion de las sustancias que inhiben la fermentacién, las eficiencias de eliminacién de sustancias que
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inhiben la fermentacion tales como acidos organicos que tienen bajos puntos de ebullicion son especialmente bajas,
de modo que se requiere una gran cantidad de energia para obtener suficiente eficiencia de eliminacién, lo que ha
sido problematico.

También se conoce un procedimiento en el que sustancias que inhiben la fermentacion se eliminan por intercambio
i6nico (documento de patente 7), pero esto ha sido problematico teniendo en cuenta el coste. Ademas, se conoce un
procedimiento en el que se lleva a cabo eliminacién adsortiva utilizando un carburo a base de madera, es decir,
carbon activado o similar, pero los compuestos a eliminar estan limitados a compuestos hidréfobos, lo que ha sido
problematico (documento de patente 8).

Ademas, se ha dado a conocer un procedimiento que incluye una membrana de nanofiltracion (documento no de
patente 3), que tiene un limite de peso molecular de 100 g/ml, que permite pasar solamente a aquellos componentes
en el flujo de permeado que tienen un peso molecular por debajo de 100 g/mol.

DOCUMENTOS DE LA TECNICA ANTERIOR

Documentos de patente

[Documento de patente 1] Solicitud de patente PCT japonesa traducida abierta a inspeccion publica No. 11-506934
(JP11506934, también publicada como W09640970)

[Documento de patente 2] JP 2005-229821 A
[Documento de patente 3] JP 2003-212888 A
[Documento de patente 4] JP 2001-95597 A
[Documento de patente 5] JP 3041380 B
[Documento de patente 6] JP 2004-187650 A

[Documento de patente 7] Solicitud de patente PCT japonesa traducida abierta a inspeccion publica No.
2001-511418 (JP2001511418, también publicada como W09906133)

[Documento de patente 8] JP 2005-270056 A
Documentos no de patente

[Documento no de patente 1] A. Aden y otros, “Lignocellulosic Biomass to Ethanol Process Design and Economics
Utilizing Co-Current Dilute Acid Prehydrolysis and Enzymatic Hydrolysis for Corn Stover” NREL Technical Report
(2002)

[Documento no de patente 2] M. Alfred y otros, “Effect of pH, time and temperature of overliming on detoxification of
dilute-acid hydrolyzates for fermentation by Saccaromyces cerevisiase” Process Biochemistry, 38, 515-522 (2002)

[Documento no de patente 3] s. Liu y otros, “Membrane Filtration: Concentration and purification of Hydrolyzates from
Biomass” Journal of Biobased Materials and Bioenergy, 2, 121-134 (2008)

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION
PROBLEMAS A RESOLVER POR LA INVENCION

En la presente invencion, se dan a conocer procedimientos para resolver los problemas mencionados anteriormente,
es decir, un procedimiento en el que sustancias que inhiben la fermentacién, producidas en la etapa de producir un
azlcar a partir de una biomasa que contiene celulosa, se eliminan durante la etapa de producir un liquido que
contiene azlcar, y un procedimiento para producir un liquido que contiene azucar purificado que contiene solamente
una muy pequefia cantidad de sustancias que inhiben la fermentacion.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

Los inventores de la presente invenciéon estudiaron profundamente para resolver los problemas anteriores y
descubrieron que, permitiendo que un liquido que contiene azlicar pase a través de una membrana de nanofiltracién
durante una etapa de producir un azlcar a partir de una biomasa que contiene celulosa, el azlcar a utilizar como
una materia prima de fermentacion y sustancias que inhiben la fermentacion pueden separarse, las sustancias que
inhiben la fermentacién pueden eliminarse de un liquido que contiene azucar. Es decir, la presente invencién esta
constituida por los siguientes puntos [1] a [11].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2531298 T3

[1] Un procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar utilizando una biomasa que contiene celulosa
como materia prima, comprendiendo el procedimiento:

(1) una etapa de hidrolizacién de una biomasa que contiene celulosa para producir una solucién acuosa de azucar; y
(2) una etapa de hacer pasar la soluciéon acuosa de azlcar obtenida en dicha etapa (1) a través de una membrana
de microfiltracion y/o membrana de ultrafiltracién para eliminar particulas finas y componentes macromoleculares; y
(3) una etapa de filtracion de la solucion acuosa de azlcar obtenida en dicha etapa (2) a través de una membrana
de nanofiltraciéon para recoger un liquido que contiene azucar purificado desde el lado de alimentacion, mientras se
eliminan sustancias que inhiben la fermentaciéon que comprenden uno o mas compuestos fendlicos desde el lado del
permeado;

en el que dichos compuestos fendlicos son vanilina, acetovanilina o acido siringico.

[2] El procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segin [1], en el que el pH de la solucién acuosa
de azucar en dicha etapa (3) se ajusta entre 1y 5.

[3] El procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun [1] 6 [2], en el que dichas sustancias que
inhiben la fermentacién comprenden una o mas seleccionadas entre el grupo que comprende &cidos organicos y
compuestos de furano.

[4] El procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun [3], en el que dicho &cido organico es acido
férmico o acido acético.

[5] El procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun [3], en el que dicho compuesto de furano es
hidroximetilfurfural o furfural.

[6] El procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun uno cualquiera de [1] a [5], en el que dicho
liqguido que contiene azlcar purificado en dicha etapa (3) es un liquido que contiene azlcar que contiene un
monosacarido como componente principal.

[7] El procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segin uno cualquiera de [1] a [6], en el que la
temperatura de dicha solucién acuosa de azlcar en dicha etapa (3) se ajusta entre 1y 15C.

[8] El procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun uno cualquiera de [1] a [7], en el que la
capa o capas funcionales de dicha membrana de nanofiltracion en dicha etapa (3) es/son poliamida.

[9] EI procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segin uno cualquiera de [1] a [8], en el que la
capa funcional de dicha membrana de nanofiltracion en dicha etapa (3) comprende una poliamida de piperazina
reticulada como componente principal y comprende, ademas, un componente constituyente representado por la
férmula quimica 1:

[Férmula quimica 1]

e
| n\-|—/
R R

(en la que R representa -H o -CHs; y n representa un numero entero de 0 a 3).

[10] El procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun uno cualquiera de [1] a [9], que
comprende, ademas, la etapa de fermentar el liquido que contiene azlcar obtenido de la etapa (3) para producir un
producto quimico.

[11] EI procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segin uno cualquiera de [1] a [10], en el que la
membrana de nanofiltracion permite la penetracién de iones monovalentes pero bloquea los iones divalentes.

EFECTO DE LA INVENCION

Mediante la presente invencion, los compuestos de furano tales como furfural y HMF; acidos organicos, tales como
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acido acético, acido formico y acido levulinico; y compuestos fendlicos tales como vanilina; que son sustancias que
inhiben la fermentacion, pueden eliminarse exhaustivamente de una solucidon acuosa de azucar derivada de una
biomasa que contiene celulosa y, por otro lado, azlcares tales como glucosa y xilosa pueden producirse a alta
pureza y a alto rendimiento. Como resultado, utilizando el liquido que contiene azlcar purificado obtenido mediante
la presente invencion como materia prima de fermentacion, la eficiencia de la produccién por fermentacion de
diversos productos quimicos puede mejorarse.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra un esquema de un dispositivo de filtracion que utliza una membrana de
nanofiltracion/membrana de ésmosis inversa.

La figura 2 muestra una vista esquematica de la célula de acero inoxidable que se utiliz6 en la prueba de membrana
plana.

La figura 3 es un grafico que muestra comparacion de las cantidades de flujo a diferentes pH durante la filtracion de
un liquido que contiene azlcar a través de una membrana de nanofiltracion.

La figura 4 es un grafico que muestra comparacion de las cantidades de flujo mediante un procedimiento en el que
un liquido que contiene azlcar es filtrado a través de una membrana de microfiltracion o una membrana de
ultrafiltracion, antes de la filtracion del liquido que contiene azlcar a través de una membrana de nanofiltracion.

La figura 5 muestra fotografias de la superficie de la membrana antes y después de la filtracion de un liquido tratado
hidrotérmicamente a través de una membrana de microfiltracion, fotografias que fueron tomadas en un microscopio
electrdnico de barrido.

La figura 6 muestra resultados de medicion de distribucion de elementos durante la observacion de las
microfotografias electrénicas de barrido mostradas en la figura 5, medicién que se llevé a cabo con un analizador de
rayos X por dispersion de energia que esta fijado al microscopio electronico de barrido.

La figura 7 es un diagrama que muestra un mapa fisico de un vector de expresion en levadura pTRS11.
MEJOR MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
La presente invencién se describird a continuacién con mas detalle.

Los ejemplos de la biomasa que contiene celulosa utilizada en el procedimiento de produccién del liquido que
contiene azlcar de la presente invencion incluyen biomasas herbaceas tales como bagazo, pasto varilla, forraje de
maiz, paja de arroz y paja de trigo; y biomasas madereras tales como arboles y materiales de construccion de
desecho. Estas biomasas que contienen celulosa contienen celulosa o hemicelulosa, que son polisacaridos
producidos por condensacion por deshidratacion de azucares. Hidrolizando dichos polisacaridos, pueden producirse
liquidos que contienen azlcar que pueden utilizarse como materias primas de fermentacion.

El liquido que contiene azucar de la presente invencion significa una solucién acuosa de azlcar obtenida mediante
hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa. Los azlcares generalmente se clasifican, en base al grado de
polimerizacién de monosacaridos, en monosacdridos tales como glucosa y xilosa, oligosacaridos producidos
mediante condensaciéon por deshidratacion de 2 a 9 monosacaridos, y polisacaridos producidos mediante
condensacion por deshidratacion de no menos de 10 monosacaridos. El liquido que contiene azlcar de la presente
invencion significa un liquido que contiene azlcar que comprende un monosacarido o monosacaridos como
componente 0 componentes principales y, mas particularmente, el liquido que contiene azlcar de la presente
invencién contiene glucosa o xilosa como componente principal. Ademas, el liquido que contiene azucar de la
presente invencion también contiene oligosacaridos tales como celobiosa; y monosacaridos tales como arabinosa y
manosa, aunque sus cantidades son pequefias. En este caso, la expresiéon “que contiene un monosacarido como
componente principal” significa que un monosacarido o monosacaridos constituye o constituyen no menos del 80%
en peso del peso total de azlcares tales como monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos disueltos en agua. Los
ejemplos particulares del procedimiento para analizar monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos disueltos en
agua incluyen cuantificacién por HPLC en base a la comparaciéon con una muestra estandar. Las condiciones de
HPLC concretas son: sin utilizacion de un liquido de reaccion; utilizacién de Luna NH, (fabricado por Phenomenex,
Inc.) como columna; fase mévil, agua ultrapura:acetonitrilo = 25:75; caudal, 0,6 ml/min.; tempo de medicion, 45 min.;
procedimiento de deteccién, RI (indice de refraccién diferencial); temperatura, 30C.

La etapa (1), que es una etapa de hidrolizacion de una biomasa que contiene celulosa, en el procedimiento para
producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencién se describira a continuacion.

Cuando una bhiomasa que contiene celulosa se somete a hidrélisis, la biomasa que contiene celulosa puede
utilizarse como esta, o puede someterse a un tratamiento conocido tal como vaporizacion, pulverizaciéon o
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granallado. Mediante dicho tratamiento, la eficiencia de la hidrélisis puede mejorarse.

La etapa de hidrdlisis de la biomasa que contiene celulosa no esta limitada, y ejemplos particulares de la misma
incluyen principalmente 6 procedimientos, es decir, el procedimiento A: un procedimiento que utiliza solamente un
acido; el procedimiento B: un procedimiento en el que se lleva a cabo tratamiento con acido, seguido por el uso de
una enzima; el procedimiento C; un procedimiento que utiliza solamente tratamiento hidrotérmico; el procedimiento
D: un procedimiento en el que se lleva a cabo tratamiento hidrotérmico, seguido por el uso de una enzima; el
procedimiento E: un procedimiento en el que se lleva a cabo tratamiento alcalino, seguido por el uso de una enzima;
y el procedimiento F: un procedimiento en el que se lleva a cabo tratamiento con amoniaco, seguido por el uso de
una enzima.

En el procedimiento A, se utiliza un acido para la hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa. Los ejemplos del
acido a utilizar incluyen acido sulfarico, acido nitrico y acido clorhidrico, y se utiliza preferentemente acido sulfdrico.

La concentracién del acido no esta limitada, y puede utilizarse un acido a una concentracion del 0,1 al 99% en peso.
En los casos en los que la concentracion del acido es del 0,1 al 15% en peso, preferentemente del 0,5 al 5% en
peso, la temperatura de reaccién se ajusta dentro del intervalo de 100 a 300C, preferentemente de 120 a 250C, y
el tiempo de reaccién se ajusta dentro del intervalo de 1 segundo a 60 minutos. El nimero de veces del tratamiento
no estéa limitado, y pueden llevarse a cabo 1 0 mas veces del tratamiento descrito anteriormente. En particular, en los
casos en los que el tratamiento descrito anteriormente se lleva a cabo 2 0 mas veces, las condiciones para el primer
tratamiento pueden ser diferentes de aquellas para el segundo y posteriores tratamientos.

Ademas, en los casos en los que la concentraciéon del acido es del 15 al 95% en peso, preferentemente del 60 al
90% en peso, la temperatura de reaccion se ajusta dentro del intervalo de 10 a 100TC, y el tiempo de r eaccion se
ajusta dentro del intervalo de 1 segundo a 60 minutos.

El nimero de veces del tratamiento con acido no esta limitado, y se puede llevar a cabo 1 o mas veces el
tratamiento descrito anteriormente. En particular, en los casos en los que el tratamiento descrito anteriormente se
lleva a cabo 2 0 mas veces, las condiciones para el primer tratamiento pueden ser diferentes de aquellas para el
segundo y posteriores tratamientos.

Dado que el hidrolizado obtenido mediante el tratamiento con acido contiene acidos tales como acido sulfirico, es
necesario neutralizarlo para utilizarlo como materia prima de fermentacion. La neutralizacion puede llevarse a cabo
para la solucién acuosa de acido preparada mediante eliminacién del contenido sélido del hidrolizado o en el estado
en el que esta contenido el sélido. El reactivo alcalino a utilizar para la neutralizacion no esta limitado v,
preferentemente, es un reactivo alcalino monovalente. En los casos en los que los componentes tanto acidos como
alcalinos son sales que tienen valencias de 2 o mas durante la etapa (3), estos no pasan a través de la membrana
de nanofiltracion, y las sales precipitan en el liquido durante el proceso de concentracion del liquido, lo que puede
causar ensuciamiento de la membrana.

En los casos en los que se utiliza un alcali monovalente, los ejemplos del alcali incluyen, aunque sin limitacién,
amoniaco, hidréxido sédico e hidroxido potasico.

En los casos en los que se utiliza un reactivo alcalino que tiene una valencia de 2 0 mas, es necesario reducir las
cantidades del acido y del alcali, o emplear un mecanismo para la eliminacion de precipitados durante la etapa (3),
para evitar la precipitacion de sales durante la etapa (3). En los casos en los que se utiliza un alcali que tiene una
valencia de 2 o mas, el alcali es preferentemente hidroxido célcico teniendo en cuenta el coste. Dado que, en los
casos en los que se utiliza hidréxido calcico, el componente de yeso se produce mediante neutralizacién, es
necesario eliminar el yeso mediante separacion sélido-liquido. Los ejemplos del procedimiento de separacion
sélido-liquido incluyen, aunque sin limitacién, centrifugado y separacion por membrana, y el yeso también puede
eliminarse llevando a cabo varios tipos de etapas de separacion.

En general, en la hidrélisis utilizando un acido, la hidrélisis se produce en primer lugar en el componente de
hemicelulosa que tiene una baja cristalinidad, que viene seguida por degradacion del componente de celulosa que
tiene una elevada cristalinidad. Por lo tanto, es posible, utilizando un acido, obtener un liquido que contiene una gran
cantidad de xilosa derivada de hemicelulosa. Ademas, en el tratamiento con acido, sometiendo al contenido sélido
de la biomasa después del tratamiento a una reaccién a una mayor presion a una temperatura mas elevada que en
el tratamiento anterior, el componente de celulosa que tiene una mayor cristalinidad puede descomponerse para
obtener un liquido que contiene una gran cantidad de glucosa derivada de celulosa. Ajustando la etapa de dos fases
de hidrdlisis, pueden ajustarse las condiciones para la hidrélisis que son adecuadas para hemicelulosa y celulosa, y
la eficiencia de descomposicion y el rendimiento de azlcar pueden mejorarse. Ademas, manteniendo el liquido que
contiene azlcar obtenido en las primeras condiciones de descomposicion y el liquido que contiene azlcar obtenido
en las segundas condiciones de descomposicion separados entre si, pueden producirse dos tipos de liquidos que
contienen azucar que tienen diferentes proporciones de monosacaridos contenidos en los hidrolizados. Es decir,
también es posible separar el liquido que contiene azlcar obtenido en las primeras condiciones de descomposicion
como un liquido que contiene azlcar que contiene xilosa como componente principal, y el liquido que contiene
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azucar obtenido en las segundas condiciones de descomposicién como un liquido que contiene azlcar que contiene
glucosa como componente principal. Separando los componentes monosacaridicos contenidos en el liquido que
contiene azucar, tal como se ha descrito anteriormente, la fermentacion puede llevarse a cabo por separado como
fermentacion utilizando xilosa en el liquido que contiene azlGcar como materia prima de fermentacion y como
fermentacion utilizando glucosa en el liquido que contiene azGicar como materia prima de fermentacion, en el que
pueden seleccionarse y emplearse especies de microorganismo que son las mas adecuadas para los tipos
respectivos de fermentacion. Debe observarse que los azucares derivados de ambos componentes también pueden
obtenerse inmediatamente sin separar el componente de hemicelulosa/componente de celulosa, llevando a cabo el
tratamiento a alta presion y alta temperatura con un acido durante un periodo de tiempo controlado.

En el procedimiento B, el liquido tratado obtenido en el procedimiento A se somete, ademas, a hidrélisis enzimatica
de la biomasa que contiene celulosa. La concentracion del acido a utilizar en el procedimiento B es,
preferentemente, del 0,1 al 15% en peso, mas preferentemente del 0,5 al 5% en peso. La temperatura de reaccion
puede ajustarse dentro del intervalo de 100 a 300C, preferentemente de 120 a 250<C. El tiempo de reac cioén puede
ajustarse dentro del intervalo de 1 segundo a 60 minutos. El nimero de veces del tratamiento no esta limitado, y
pueden llevarse a cabo 1 o mas veces del tratamiento descrito anteriormente. En particular, en los casos en los que
el tratamiento descrito anteriormente se lleva a cabo 2 0 méas veces, las condiciones para el primer tratamiento
pueden ser diferentes de aquellas para el segundo y posteriores tratamientos.

Dado que el hidrolizado obtenido mediante el tratamiento con acido contiene acidos tales como acido sulfdrico, es
necesario neutralizarlo para someterlo, posteriormente, a una reaccién de hidrélisis con una enzima o para utilizarlo
como materia prima de fermentacién. La neutralizacién puede llevarse a cabo de la misma manera que la
neutralizacion en el procedimiento A.

La enzima no esta limitada siempre que sea una enzima que tiene actividad de descomposicién de celulosa, y
pueden utilizarse celulasas utilizadas habitualmente. La enzima es, preferentemente, una celulasa que comprende
una celulasa de tipo exocelulasa o celulasa de tipo endocelulasa que tiene actividad para descomponer celulosa
cristalina. Como dicha celulasa, es preferente una celulasa producida por un microorganismo que pertenece al
género Trichoderma. El género Trichoderma es un microorganismo clasificado en hongos filamentosos, y secreta
una gran cantidad de diversas celulasas de forma extracelular. La celulasa a utilizar en la presente invencion es,
preferentemente, una celulasa derivada de Trichoderma reesei. Ademas, como enzima a utilizar para la hidrdlisis,
B-glucosidasa, que es una enzima que descompone celobiosa, puede afiadirse para mejorar la eficiencia de
produccién de glucosa, B-glucosidasa que también puede utilizarse junto con la celulasa mencionada anteriormente
para la hidrdlisis. La B-glucosidasa no esta limitada, sino que preferentemente se deriva del género Aspergillus. La
reaccion de hidrdlisis utilizando dichas enzimas se lleva a cabo, preferentemente, a un pH de aproximadamente 3 a
7, mas preferentemente a un pH de aproximadamente 5. La temperatura de reaccion es, preferentemente, de 40 a
70C. Ademas, es preferente llevar a cabo separacion solido-liquido una vez que se ha completado la hidroélisis
enzimatica, para eliminar el contenido sélido que no se ha descompuesto. Los ejemplos del procedimiento de
eliminacion del contenido sélido incluyen centrifugado y separacidon por membrana, pero el procedimiento no esta
limitado a esto. Ademas, dichos procedimientos de separacion sdlido-liquido pueden utlizarse como una
combinacion de una pluralidad de los procedimientos.

En los casos en los que el tratamiento con acido viene seguido por hidrélisis enzimatica de la biomasa que contiene
celulosa, es preferible llevar a cabo hidrélisis de hemicelulosa que tiene una baja cristalinidad mediante el
tratamiento con acido en la primera hidrdlisis, seguida de la realizaciéon de hidrélisis de celulosa que tiene una
elevada cristalinidad utilizando una enzima en la segunda hidrdlisis. Utilizando la enzima en la segunda hidrdlisis,
puede dejarse proseguir a la etapa de hidrélisis de la biomasa que contiene celulosa de forma mas eficiente. Mas
particularmente, en la primera hidrélisis mediante un acido, se producen principalmente la hidrélisis del componente
de hemicelulosa contenido en la biomasa que contiene celulosa y la descomposicion parcial de lignina, y el
hidrolizado resultante se separa en una solucién de acido y el contenido sélido que contiene celulosa. El contenido
sélido que contiene celulosa es hidrolizado a continuacién mediante adicion de la enzima. Dado que la solucién
separada/recuperada en acido sulfarico diluido contiene, como componente principal, xilosa, que es una pentosa,
una solucién acuosa de azucar puede aislarse mediante neutralizacion de la soluciéon de acido. Ademas, a partir del
producto de reaccion de hidrélisis del contenido sélido que contiene celulosa, pueden obtenerse componentes
monosacaridicos que contienen glucosa como componente principal. La solucion acuosa de azucar obtenida
mediante la neutralizacion puede mezclarse con el contenido sélido, seguido de la afiadidura de la enzima a la
mezcla resultante para llevar a cabo hidrdlisis.

En el procedimiento C, el acido no se afiade particularmente, y se afiade agua de modo que la concentracion de la
biomasa que contiene celulosa pasa a ser de 0,1 al 50% en peso, seguido por tratamiento a una temperatura de 100
a 400 durante un tiempo de 1 segundo a 60 minutos. Llevando a cabo el tratamiento en dichas condiciones de
temperatura, se produce la hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa. El nUmero de veces del tratamiento no esta
limitado, y el tratamiento puede llevarse a cabo 1 0 mas veces. En particular, en los casos en los que el tratamiento
descrito anteriormente se lleva a cabo 2 o mas veces, las condiciones para el primer tratamiento pueden ser
diferentes de las del segundo y posteriores tratamientos.
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En general, en hidrélisis que emplea tratamiento hidrotérmico, la hidrélisis se produce en primer lugar en el
componente de hemicelulosa que tiene una baja cristalinidad, que viene seguida por degradacién del componente
de celulosa que tiene una elevada cristalinidad. Por lo tanto, es posible, utilizando tratamiento hidrotérmico, obtener
un liquido que contiene una gran cantidad de xilosa derivada de hemicelulosa. Ademas, en el tratamiento
hidrotérmico, sometiendo al contenido sélido de biomasa después del tratamiento a una reaccién a una mayor
presién a una temperatura mas elevada que en el tratamiento anterior, el componente de celulosa que tiene mayor
cristalinidad puede descomponerse para obtener un liquido que contiene una gran cantidad de glucosa derivada de
celulosa. Ajustando la etapa de dos fases de hidrdlisis, pueden ajustarse condiciones para la hidrélisis que son
adecuadas para hemicelulosa y celulosa, y la eficiencia de descomposicion y el rendimiento de azUcar pueden
mejorarse. Ademas, manteniendo al liquido que contiene azlcar obtenido en las primeras condiciones de
descomposicion y el liquido que contiene azlcar obtenido en las segundas condiciones de descomposicién
separados entre si, pueden producirse dos tipos de liquidos que contienen azlcar que tienen diferentes
proporciones de monosacaridos contenidos en los hidrolizados. Es decir, también es posible separar el liquido que
contiene azlcar obtenido en las primeras condiciones de descomposicién como un liquido que contiene azlcar que
contiene xilosa como componente principal, y el liquido que contiene azucar obtenido en las segundas condiciones
de descomposicion como un liquido que contiene azlcar que contiene glucosa como componente principal.
Separando los componentes monosacaridicos contenidos en el liquido que contiene azucar, tal como se ha descrito
anteriormente, la fermentacion puede llevarse a cabo por separado como fermentacion utilizando xilosa en el liquido
gque contiene azucar como materia prima de fermentacién y como fermentacion utilizando glucosa en el liquido que
contiene azlcar como materia prima de fermentacién, en la que pueden seleccionarse y utilizarse especies de
microorganismos que son los mas adecuados para los tipos respectivos de fermentacion.

En el procedimiento D, el liquido tratado obtenido en el procedimiento C se somete, ademas, a hidrdlisis enzimatica
de la biomasa que contiene celulosa.

La enzima utilizada puede ser la misma que la utilizada en el procedimiento B. Las condiciones para el tratamiento
enzimatico también pueden ser las mismas que las utilizadas en el procedimiento B.

En los casos en los que el tratamiento hidrotérmico viene seguido por hidrdlisis de la biomasa que contiene celulosa
utilizando una enzima, es preferente llevar a cabo hidrélisis de hemicelulosa que tiene una baja cristalinidad
mediante el tratamiento hidrotérmico en la primera hidrélisis, seguido por hidrdlisis de celulosa que tiene una elevada
cristalinidad utilizando la enzima en la segunda hidrélisis. Utilizando la enzima en la segunda hidrélisis, puede
dejarse proseguir a la etapa de hidrélisis de la biomasa que contiene celulosa de forma mas eficiente. Mas
particularmente, en la primera hidrélisis mediante el tratamiento hidrotérmico, se producen principalmente la
hidrélisis del componente de hemicelulosa contenido en la biomasa que contiene celulosa y la descomposicion
parcial de la lignina, y el hidrolizado resultante se separa en una solucion acuosa y el contenido sélido que contiene
celulosa. El contenido soélido que contiene celulosa se hidroliza a continuacién mediante adicion de una enzima. La
solucién acuosa separada/recuperada contiene, como componente principal, xilosa, que es una pentosa. Ademas, a
partir del producto de reaccion de hidrélisis del contenido solido que contiene celulosa, pueden obtenerse
componentes monosacaridicos que contienen glucosa como componente principal. La soluciéon acuosa obtenida
mediante el tratamiento hidrotérmico puede mezclarse con el contenido sélido, seguido de la afiadidura de una
enzima a mezcla resultante para llevar a cabo la hidrélisis.

En el procedimiento E, el alcali a utilizar es, mas preferentemente, hidréxido sédico o hidréxido calcico. Las alcalis se
afaden a la biomasa que contiene celulosa de modo que sus concentraciones estan dentro del intervalo del 0,1 al
60% en peso, y el tratamiento puede llevarse a cabo a una temperatura dentro del intervalo de 100°C a 200<C,
preferentemente de 110°C a 180<C. El nimero de veces del tratamiento no esta limitado, y pueden llevarse a cabo 1
0 mas veces del tratamiento descrito anteriormente. En particular, en los casos en los que el tratamiento descrito
anteriormente se lleva a cabo 2 0 mas veces, las condiciones para el primer tratamiento pueden ser diferentes de las
del segundo y posteriores tratamientos.

Dado que el producto tratado obtenido mediante el tratamiento alcalino contiene alcalis, tales como hidréxido sédico,
es necesario neutralizarlo para someterlo, ademés, a la reaccion de hidrélisis utilizando una enzima. La
neutralizacion puede llevarse a cabo para la solucion acuosa alcalina preparada mediante la eliminacion del
contenido solido del hidrolizado mediante separacién solido-liquido, o en el estado en el que el contenido solido esta
contenido. El reactivo acido a utilizar para la neutralizacién no esta limitado y es, preferentemente, un reactivo acido
monovalente. En los casos en los que los componentes tanto acido como alcalino son sales que tienen valencias de
2 0 mas durante la etapa (3), éstas no pasan a través de la membrana de nandfiltracion, y las sales precipitan en el
liquido durante el proceso de concentracién del liquido, lo que puede causar ensuciamiento de la membrana.

En los casos en los que se utiliza un acido monovalente, los ejemplos del acido incluyen, aunque sin limitacion,
acido nitrico y acido clorhidrico.

En los casos en los que se utiliza un reactivo acido que tiene una valencia de 2 o mas, es necesario reducir las
cantidades del acido y el alcali, o emplear un mecanismo para la eliminacién de precipitados durante la etapa (3),
para evitar la precipitacion de sales durante la etapa (3). En los casos en los que se utiliza un acido que tiene una
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valencia de 2 0 mas, el acido es, preferentemente, acido sulfdrico o acido fosférico. Dado que, en los casos en los
que se utiliza hidréxido calcico, el componente de yeso se produce mediante neutralizacion, es necesario eliminar el
yeso mediante separacion solido-liquido. Los ejemplos del procedimiento de separacion sélido-liquido incluyen,
aunque sin limitacion, centrifugado y separacion por membrana, y el yeso también puede eliminarse llevando a cabo
varios tipos de etapas de separacion.

La enzima a utilizar puede ser la misma que la utilizada en el procedimiento B. Las condiciones para el tratamiento
enzimatico también pueden ser las mismas que aquellas en el procedimiento B.

En los casos en los que, después del tratamiento alcalino, la biomasa que contiene celulosa se hidroliza utilizando
una enzima, el componente de lignina alrededor de los componentes de hemicelulosa y celulosa se elimina
mezclando la biomasa que contiene celulosa con una solucién acuosa que contiene un alcali y calentando la mezcla
resultante, haciendo de este modo a los componentes de hemicelulosa y celulosa reactivos, seguido de la
realizacién de la hidrdlisis enzimatica de hemicelulosa que tiene una baja cristalinidad y celulosa que tiene una
elevada cristalinidad que no han sido descompuestas por el proceso hidrotérmico durante el tratamiento alcalino.
Mas particularmente, en el tratamiento alcalino, se producen principalmente la hidrélisis de una parte del
componente de hemicelulosa contenida en la biomasa que contiene celulosa y la descomposicion parcial de lignina,
y el hidrolizado resultante se separa en una solucion alcalina y el contenido sélido que contiene celulosa. El
contenido sélido que contiene celulosa se hidroliza a continuacion preparando el pH y afiadiéndole una enzima. En
los casos en los que la concentracién en la solucién alcalina es baja, la hidrdlisis puede llevarse a cabo simplemente
afadiendo la enzima después de la neutralizacion, sin separacion del contenido sélido. A partir del producto de
reaccion de hidrdlisis del contenido sélido que contiene celulosa, pueden obtenerse componentes monosacaridicos
gue contienen glucosa y xilosa como componentes principales. Dado que la solucién alcalina separada/recuperada
contiene, como componente principal, xilosa, que es una pentosa, ademas de lignina, una soluciéon acuosa de
azucar puede aislarse mediante neutralizacion de la solucién alcalina. La solucion acuosa de azlcar obtenida
mediante la neutralizacién puede mezclarse con el contenido soélido, seguido de la afiadidura de una enzima a la
mezcla resultante para llevar a cabo la hidrdlisis.

Las condiciones para el tratamiento con amoniaco en el procedimiento F se basan en los documentos JP
2008-161125 A y JP 2008-535664 A. Por ejemplo, la concentracion de amoniaco que se afiadira a la biomasa que
contiene celulosa esta dentro del intervalo del 0,1 al 15% en peso con respecto a la biomasa que contiene celulosa,
y el tratamiento se lleva a cabo entre 4 y 200, p referentemente entre 90 y 150C. El amoniaco que se afiadira
puede estar en estado de liquido o gas. Ademas, la forma del amoniaco que se afiadird puede ser amoniaco puro o
amoniaco acuoso. El nimero de veces del tratamiento no esta limitado, y pueden llevarse a cabo 1 o mas veces del
tratamiento. En particular, en los casos en los que el tratamiento se lleva a cabo 2 0 mas veces, las condiciones para
el primer tratamiento pueden ser diferentes de aquellas para el segundo y posteriores tratamientos.

Es necesario someter al producto tratado obtenido mediante el tratamiento con amoniaco para la neutralizacion del
amoniaco o eliminacion del amoniaco para llevar a cabo, ademas, la reaccion de hidrdlisis utilizando una enzima. La
neutralizacion puede llevarse a cabo para amoniaco preparado mediante la eliminacién del contenido sélido del
hidrolizado mediante separacién sélido-liquido, o en el estado en el que el contenido sélido esta contenido. El
reactivo acido a utilizar para la neutralizacién no esta limitado. Los ejemplos del reactivo acido incluyen acido
clorhidrico, acido nitrico y &cido sulfarico, y el reactivo acido es, preferentemente, acido sulflrico para evitar
corrosion de las tuberias del proceso y evitar la inhibicion de la fermentacion. EI amoniaco puede eliminarse
manteniendo el producto tratado con amoniaco a presion reducida, para evaporar el amoniaco a un gas. El
amoniaco eliminado puede recuperarse y reutilizarse.

Es conocido que, en la hidrdlisis utilizando una enzima después del tratamiento con amoniaco, la estructura
cristalina de la celulosa cambia mediante el tratamiento con amoniaco y la estructura cristalina resultante permite
que la reaccion enzimatica se produzca facilmente. Por lo tanto, permitiendo a la enzima que actle sobre el
contenido sélido después de dicho tratamiento con amoniaco, la hidrélisis puede llevarse a cabo de forma eficiente.
La enzima utilizada puede ser la misma que la utilizada en el procedimiento B. Las condiciones para el tratamiento
enzimatico también pueden ser las mismas que aquellas en el procedimiento B.

En los casos en los que se utiliza amoniaco acuoso, el componente acuoso, diferente del amoniaco, puede
proporcionar un efecto similar al procedimiento C (tratamiento hidrotérmico), y pueden producirse la hidrolisis de
hemicelulosa y la descomposicion de la lignina. En los casos en los que el tratamiento con amoniaco acuoso se lleva
a cabo seguido de la realizacién de la hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa utilizando una enzima, el
componente de lignina alrededor de los componentes de hemicelulosa y celulosa se elimina mezclando la biomasa
que contiene celulosa con una solucién acuosa que contiene amoniaco y calentando la mezcla resultante, haciendo
de este modo a los componentes de hemicelulosa y celulosa reactivos, seguido de la realizacion de la hidrélisis
enzimatica de hemicelulosa que tiene una baja cristalinidad y celulosa que tiene una elevada cristalinidad que no
han sido descompuestas por el proceso hidrotérmico durante el tratamiento con amoniaco. Mas particularmente, en
el tratamiento mediante amoniaco acuoso, principalmente se producen la hidrdlisis de una parte del componente de
hemicelulosa contenido en la biomasa que contiene celulosa y la descomposicion parcial de la lignina, y el
hidrolizado resultante se separa en amoniaco acuoso y el contenido sélido que contiene celulosa. El contenido
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sélido que contiene celulosa es hidrolizado a continuacién preparando el pH y afiadiéndole una enzima. En los casos
en los que la concentracion de amoniaco es de hasta aproximadamente 100%, una gran parte del amoniaco puede
eliminarse mediante desgasificacion, seguido por neutralizaciéon y adicion de una enzima sin separacion del
contenido sdlido, para llevar a cabo la hidrdlisis. A partir del producto de reaccion de hidrdlisis del contenido sélido
gue contiene celulosa, pueden obtenerse los componentes monosacaridicos que contienen glucosa y xilosa como
componentes principales. Dado que el amoniaco acuoso separado/recuperado contiene, como componente
principal, xilosa, que es una pentosa, ademas de lignina, una solucibn acuosa de azlcar puede aislarse
neutralizando la solucién alcalina. Ademas, la solucion acuosa de azlcar obtenida mediante la neutralizacion puede
mezclarse con el contenido solido, seguido por la adiciéon de una enzima a ella, para llevar a cabo la hidrdlisis.

La solucién acuosa de azlcar obtenida en la etapa (1) puede obtenerse mediante centrifugado o separacion por
membrana para eliminar el contenido soélido, tal como se ha mencionado anteriormente. En dichos casos,
dependiendo de las condiciones de separacion, especialmente en la membrana de separacion utilizada, la
eliminacion del contenido solido puede ser insuficiente, y particulas finas pueden estar contenidas en la solucién.
Los ejemplos de los componentes constituyentes de dichas particulas finas incluyen, aunque sin limitacion, lignina,
tanino, silice, calcio y celulosa no descompuesta. Ademas, los tamafios de particula de las particulas finas no estan
limitados. Ademas, componentes macromoleculares solubles en agua también pueden estar contenidos ademas de
las particulas finas. Los ejemplos de los componentes macromoleculares solubles en agua contenidos en la solucién
acuosa de azucar incluyen oligosacaridos, polisacaridos y tanino, y, en el caso de una soluciéon acuosa de azucar
preparada utilizando una enzima, esta contenida una gran cantidad de la enzima.

La existencia de particulas finas o macromoléculas solubles en agua contenidas en la solucion acuosa de azucar
pueden causar ensuciamiento durante el funcionamiento continuo mencionado mas delante de una membrana de
nanofiltracién, aunque el funcionamiento es posible. Por lo tanto, la frecuencia de sustitucion de la membrana de
nanofiltraciéon puede incrementarse. En dichos casos, en el tratamiento posterior de la etapa (1), se eliminan
particulas finas permitiendo que la solucién acuosa de azlucar pase a través de una membrana de microfiltracion y/o
membrana de ultrafiltracion que puede eliminar con seguridad dichas particulas finas y macromoléculas solubles en
agua (etapa (2)). Los ejemplos de la filtracion incluyen, aunque sin limitacion, filtracion a presion, filtracién al vacio y
filtracion centrifuga. Ademas, la operacion de filtrado se clasifica grosso modo en filtraciéon a presion constante,
filtracién a flujo constante y filtraciéon a presién no constante/flujo no constante, pero los ejemplos de la operacién de
filtrado no estan limitados a estos. La operacion de filtracion también puede ser una filtracion de etapas mdltiples, en
la que una membrana de microfiltracién o una membrana de ultrafiltracién se utiliza 2 0 mas veces para eliminacion
eficiente del contenido sélido. En este caso, el material y las propiedades de la membrana a utilizar no estan
limitados.

La membrana de microfiltracion utilizada en la presente invencion es una membrana que tiene un tamafio de poro
promedio de 0,01 um a 5 mm, que se denomina de microfiltracion, membrana de MF o similar para abreviar. La
membrana de ultrafiltracion utilizada en la presente invencién es una membrana que tiene un limite de peso
molecular de 1.000 a 200.000, membrana que se denomina de ultrafiltracion, membrana de UF o similar para
abreviar. En este caso, en la membrana de ultrafiltracion, el tamafio de poro es demasiado pequefio para medir los
tamafios de los poros sobre la superficie de la membrana en el microscopio electrénico o similar, de modo que un
valor llamado el limite de peso molecular se utiliza como indice del tamafio del poro en lugar del tamafio de poro
promedio. Tal como se ha descrito “La curva obtenida representando graficamente los pesos moleculares de solutos
a lo largo de las abscisas y las tasas de bloqueo a lo largo de las ordenadas se denomina la curva de limite de peso
molecular. El peso molecular con el que la tasa de bloqueo alcanza el 90% se denomina el limite de peso
molecular”.' En la pagina 92 del documento The Membrane Society de Japan ed., Membrane Experiment Series, Vol.
I, Artificial Membrane, miembros del comité editorial: Shoji Kimura, Shin-ichi Nakao, Haruhiko Ohya y Tsutomu
Nakagawa (1993, publicado por Kyoritsu Shuppan Co., Ltd.), el limite de peso molecular es bien conocido por los
expertos en la materia como un indice que representa el rendimiento de membrana de una membrana de
ultrafiltracion.

El material de la membrana de microfiltracion o membrana de ultrafiltracién no esta limitado, siempre que la
eliminacion de particulas finas, que es un objetivo de la presente invencidon tal como se ha mencionado
anteriormente, pueda alcanzarse con ella, y ejemplos del mismo incluyen materiales organicos tales como celulosa,
éster de celulosa, polisulfona, poliétersulfona, polietileno clorado, polipropileno, poliolefina, alcohol polivinilico,
metacrilato de polimetilo, fluoruro de polivinilideno y politetrafluoroetileno; metales tales como acero inoxidable; y
materiales inorganicos tales como ceramicas. El material de la membrana de microfiltracion o membrana de
ultrafiltracion debe seleccionarse apropiadamente en base a las propiedades del hidrolizado y/o el coste de
explotacion, y el material es, preferentemente, un material organico, mas preferentemente polietileno clorado,
polipropileno, fluoruro de polivinilideno, polisulfona o poliétersulfona.

Ademas, filtrando la solucién acuosa de azlcar obtenida en la etapa (1) especialmente a través de una membrana
de ultrafiltracién, la enzima que se ha utilizado para sacarificacion puede recuperarse desde el lado de alimentacion.
El proceso de recuperacion de la enzima se describird a continuacién. La enzima utilizada en la hidrdlisis tiene un
peso molecular dentro del intervalo de 10.000 a 100.000 y, permitiendo que el liquido que contiene azlcar obtenido
en la etapa (1) de la presente invencion pase a través de una membrana de ultrafiltracién que tiene un limite de peso
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molecular con el que puede bloquearse la enzima, la enzima puede recuperarse de la fraccion en el lado de
alimentacién. Preferentemente, utilizando una membrana de ultrafiltracién que tiene un limite de peso molecular
dentro del intervalo de 10.000 a 30.000, la enzima a utilizar para la hidrélisis puede recuperarse de forma eficiente.
La forma de la membrana de ultrafiltracion utilizada no esta limitada, y puede adoptar la forma de una membrana
plana o una fibra hueca. Reutilizando la celulasa recuperada en la hidrélisis en la etapa (1), la cantidad de la enzima
a utilizar puede reducirse. Cuando dicha filtracién de una solucién acuosa de azucar se lleva a cabo utilizando una
membrana de ultrafiltracion, la solucién acuosa de azucar es, preferentemente, procesada de forma preliminar
permitiéndole pasar a través de una membrana de microfiltracién, para eliminar particulas finas.

Ejemplos de la etapa (2) de procesamiento con una membrana de microfiltracién y/o membrana de ultrafiltracion
después de la etapa (1) incluyen el procedimiento a: un procedimiento en el que el liquido es filtrado a través de una
membrana de microfiltracion; el procedimiento B: un procedimiento en el que el liquido es centrifugado y a
continuacion filtrado a través de una membrana de microfiltracion; el procedimiento y: un procedimiento en el que el
liquido es centrifugado y a continuacion filtrado a través de una membrana de microfiltracion, seguido de filtrado a
través de una membrana de ultrafiltracién; el procedimiento &: la separacion sélido-liquido se lleva a cabo utilizando
un filtro prensa, y el filtrado es filtrado a continuacion a través de una membrana de ultrafiltracion; y el procedimiento
€. la separacién solido-liquido se lleva a cabo utilizando un filtro prensa, y a continuacion se lleva a cabo
microfiltracion, seguido por filtrar adicionalmente el filtrado a través de una membrana de ultrafiltracion.

En el procedimiento a, el liquido que contiene azucar obtenido en la etapa (1) se somete a separacion solido-liquido
utilizando solamente una membrana de microfiltracion en los casos en los que las cantidades de sustancias que son
especialmente propensas a bloquear la superficie de la membrana de microfiltracion, tales como los componentes
sélidos representados por celulosa no descompuesta y los componentes de gel derivados de macromoléculas, son
pequefios. En este caso, es posible eliminar celulosa no descompuesta y componentes inorganicos tales como silice
que tiene diametros de particula de no menos de varias decenas de nandmetros fijados a la biomasa. Si dichos
componentes sélidos no son eliminados, cuando se deja pasar al liquido a través de la superficie de la membrana de
nanofiltraciéon en la etapa (3), la superficie de la membrana puede resultar dafiada y la membrana puede ser
destruida, o el contenido sélido puede acumularse sobre la superficie en un corto periodo, conduciendo a una
disminucion del flujo.

Ademas, en los casos en los que las cantidades de contenido soélido, tal como celulosa no descompuesta, son
grandes y la cantidad total del liquido no puede filtrarse solamente con una membrana de microfiltracién debido a la
gran disminucion del flujo con el tiempo, el centrifugado se lleva a cabo de forma preliminar y el tratamiento con
membrana de microfiltracion se lleva a cabo a continuacion mediante el procedimiento B, permitiendo de este modo
la eliminacién de celulosa no descompuesta y componentes inorganicos, tales como silice, que tienen diametros de
particula de no menos de varias decenas de nandémetros fijadas a la biomasa. En el procedimiento {3, también en los
casos en los que las cantidades de los componentes soélidos y los componentes de gel son pequefias, los
componentes que tienen masas relativamente grandes pueden eliminarse de forma preliminar mediante el
centrifugado, de modo que el mantenimiento de la membrana de microfiltracion es menos necesario, produciendo el
efecto de reducir el coste del proceso.

Ademas, mediante el procedimiento y en el que, ademas del procedimiento 3, el tratamiento con una membrana de
ultrafiltracion se lleva a cabo en la fase posterior, pueden eliminarse componentes de particulas inorganicas que
tienen tamafios de no mas de varias decenas de nanémetros, que no pueden eliminarse con la membrana de
microfiltracion; componentes macromoleculares solubles en agua derivados de lignina (tanino); azlcares que se
hidrolizaron pero siguen estando en el medio del proceso de descomposicion en monosacaridos, azlicares que
estan en los niveles de oligosacaridos o polisacaridos; y la enzima utilizada para la hidrélisis del azicar. En la etapa
(3) mencionada a continuacion, los componentes de particula inorganica pueden dafiar y destruir la membrana, o
acumularse en la membrana, conduciendo a una disminucion del flujo. Ademas, particulas ultrafinas/aglomerados
gue tienen diametros de no mas de varios nandmetros, que habitualmente se agregan y se presentan como
particulas/aglomerados que tienen diametros de varias decenas de nanémetros, pueden penetrar en el interior de la
membrana y bloquear la membrana. Analogamente, tanino, oligosacaridos, polisacaridos y enzimas pueden ser
factores que gelifican y se acumulan sobre la membrana o bloquean la membrana en el interior de la misma. Por lo
tanto, llevando a cabo adicionalmente el tratamiento con una membrana de ultrafiltracion, se suprime el
ensuciamiento de la membrana en la etapa (3), y el coste de mantenimiento para la membrana puede reducirse en
gran medida. Ademas, en el caso de una etapa en la que se utiliza una enzima cuando se lleva a cabo la hidrdlisis,
la enzima puede recuperarse utilizando la membrana de ultrafiltracién, y la enzima bloqueada por la membrana de
ultrafiltracion puede reutilizarse devolviéndola a la etapa de hidrdlisis en la etapa (1), lo cual es ventajoso.

Ademas, en los casos en los que se selecciona el procedimiento 8, en el que el uso de un filtro prensa, filtracion
centrifuga, centrifugado a alta velocidad y similares puede llevarse a cabo para incrementar adicionalmente la nitidez
del liqguido en el momento de la separacion solido-liquido, la etapa de microfiltracion puede omitirse del
procedimiento yy la etapa de membrana de ultrafiltracion puede llevarse a cabo directamente.

Ademas, en los casos en los que la nitidez del liquido es baja, es decir, en los casos en los que la turbidez del
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liquido es alta, el ensuciamiento de la membrana se produce de forma mas acusada en la etapa de membrana de
ultrafiltracion, lo que puede conducir a un incremento del coste de mantenimiento. Por lo tanto, seleccionando,
dependiendo del coste de explotacion para la membrana de ultrafiltracion, el procedimiento &, que es un
procedimiento de separacion sélido-liquido de alta claridad llevando a cabo tratamiento con membrana de
microfiltracion antes del tratamiento con membrana de ultrafiltracién, para prevenir el ensuciamiento de la membrana
de ultrafiltracion, el coste de explotacion total para la membrana de microfiltracion y la membrana de ultrafiltracién
puede volverse menor que en el procedimiento 3, en el que solamente se utiliza una membrana de ultrafiltracién.

La etapa (3) del procedimiento para producir el liquido que contiene azlcar de la presente invencion, que es una
etapa de dejar que una solucién acuosa de azucar pase a través de una membrana de nanofiltracion, recuperar un
liquido que contiene azucar purificado desde el lado de alimentacion y eliminar sustancias que inhiben la
fermentacién desde el lado del permeado, se describird a continuacion.

La expresion “inhibicion de la fermentacion” utilizada en la presente invencién significa un fenémeno, en el que la
cantidad de produccion, la cantidad de acumulacion o la tasa de produccién disminuye en los casos en los que un
producto quimico se produce utilizando, como materia prima de fermentacién, un liquido que contiene azlcar
preparado utilizando una biomasa que contiene celulosa que contiene sustancias que inhiben la fermentacion como
materia prima, en comparacion con casos en los que un monosacarido de calidad analitica se utiliza como materia
prima de fermentacion. El alcance de dicha inhibicién de la fermentacion no esta limitado en la presente invencién,
dado que el alcance al cual es microorganismo es inhibido varia dependiendo de los tipos de las sustancias que
inhiben la fermentacién que existen en el liquido sacarificado y las cantidades de las mismas, y el alcance de la
inhibicion también varia dependiendo de la especie del microorganismo utilizado y el tipo del producto quimico
producido por el microorganismo.

Cualquiera de las soluciones acuosas de azucar obtenidas mediante los procedimientos para hidrélisis de la
biomasa que contiene celulosa contiene sustancias que inhiben la fermentacion aunque las cantidades o los
componentes de las mismas varian dependiendo del procedimiento o el tipo de la biomasa que contiene celulosa
como materia prima. Dichas sustancias que inhiben la fermentaciéon pueden eliminarse sometiendo a la solucién
acuosa de azucar al procedimiento de la etapa (3). Las sustancias que inhiben la fermentaciéon son compuestos que
se producen mediante hidrdlisis de una biomasa que contiene celulosa y tienen acciones inhibidoras, tal como se ha
mencionado anteriormente, durante la etapa de fermentacion utilizando un liquido que contiene azlcar obtenido
mediante el procedimiento de produccion de la presente invencién. Las sustancias que inhiben la fermentacién se
producen especialmente durante la etapa de tratamiento con &cido de la biomasa que contiene celulosa, y se
clasifican grosso modo en acidos organicos, compuestos de furano y compuestos fendlicos.

Los ejemplos de los acidos organicos incluyen acido acético, acido férmico y acido levulinico. Los ejemplos de los
compuestos de furano incluyen furfural e hidroximetilfurfural (MHF). Dichos &cidos organicos y compuestos de
furano son productos producidos mediante descomposicién de glucosa o xilosa, que son monosacaridos.

Ejemplos particulares de los compuestos fendlicos incluyen vanilina, acetovanilina, acido vanilico, acido siringico,
acido galico, coniferil aldehido, alcohol dihidroconiferilico, hidroquinona, catecol, acetoguaicona, acido homovanilico,
acido 4-hidroxibenzoico y derivados de 4-hidroxi-3-metoxifenilo (cetonas de Hibbert). Estos compuestos se derivan
de la lignina o son precursores de la lignina.

Ademas, en los casos en los que un material de desecho de construccion, contrachapado o similar se utiliza como la
biomasa que contiene celulosa, componentes tales como adhesivos y pinturas utilizados en el proceso maderero
pueden estar contenidos como sustancias que inhiben la fermentacion. Los ejemplos de los adhesivos incluyen
resinas de urea, resinas de melamina, resinas de fenol, y copolimeros de urea/melamina. Los ejemplos de
sustancias que inhiben la fermentacién derivadas de dichos adhesivos incluyen acido acético, acido férmico y
formaldehido.

La solucion acuosa de azucar obtenida en la etapa (1) contiene, como minimo, una de las sustancias como
sustancia o sustancias que inhiben la fermentacion, y la solucién acuosa de azlcar realmente contiene una
pluralidad de las sustancias. Estas sustancias que inhiben la fermentacion pueden detectarse y cuantificarse
mediante un procedimiento analitico habitual, tal como cromatografia en capa fina, cromatografia de gases o
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La membrana de nanofiltracion utilizada en la presente invenciéon también se denomina un nanofiltro (membrana de
nanofiltracién, membrana de NF), y se define en general como “una membrana que permite la penetracion de iones
monovalentes, pero bloquea iones divalentes”. Se considera que la membrana tiene vacios finos que tienen tamafios
aproximadamente de varios nanémetros, y se utiliza principalmente para bloquear particulas finas, moléculas, iones
y sales en el agua.

Una membrana de 6smosis inversa también se denomina una membrana de RO, y se define en general como “una
membrana que tiene una funcién de desalinizacién que también puede eliminar iones monovalentes”. Se considera
gue la membrana tiene vacios ultrafinos que tienen tamafios que varian entre aproximadamente varios Angstroms y
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varios nanémetros, y se utiliza principalmente para la eliminaciéon de componentes idnicos, tales como desalinizacion
de agua de mar y produccién de agua ultrapura.

La expresion “filtrado a través de una membrana de nanofiltracion” en la presente invencion significa que un liquido
gue contiene azlcar obtenido mediante hidrdélisis de una biomasa que contiene celulosa es filtrado a través de una
membrana de nanofiltracion para bloquear o separar un liquido que contiene azlcar que contiene azlcares
disueltos, especialmente monosacaridos disueltos tales como glucosa y xilosa, en el lado de alimentacién, mientras
permite a las sustancias que inhiben la fermentacion penetrar como un permeado o filtrado.

El rendimiento o rendimientos de la membrana de nanofiltracion utilizada en la presente invencién pueden evaluarse
calculando la tasa de penetracion (%) del compuesto previsto (una sustancia que inhibe la fermentacion,
monosacarido o similar) contenido en la solucién acuosa de azlcar. El procedimiento para calcular la tasa de
penetracion (%) es el que se muestra en la ecuacion 1.

Tasa de penetracion (%) = (concentracion de compuesto sujeto en el lado del permeado / concentracion de
compuesto sujeto en el liquido no permeado) x 100 ... (Ecuacién 1)

El procedimiento para medir la concentracion del compuesto sujeto en la ecuacion 1 no esta limitado, siempre que la
concentracion pueda medirse con elevada exactitud y reproductibilidad, y los ejemplos preferentes del procedimiento
incluyen cromatografia de liquidos de alta resoluciéon y cromatografia de gases. En los casos en los que el
compuesto sujeto es un monosacarido, su tasa de penetracion a través de la membrana de nanofiltracién utilizada
en la presente invencién es preferentemente baja, mientras que en los casos en los que el compuesto sujeto es una
sustancia que inhibe la fermentacion, su tasa de penetracion es preferentemente alta.

En términos del rendimiento de penetracion de la membrana de nanofiltracion, preferentemente se utiliza una
membrana de nanofiltracion en la que el caudal de penetracién de cloruro sodico (500 mg/l) por area unitaria de
membrana (m3/m2/d|'a) a una presioén de filtracién de 0,3 MPa es de 0,5 a 0,8. El caudal de penetracién por area
unitaria de membrana (flujo de penetraciéon de la membrana o flujo) puede calcularse segun la ecuacion 2, midiendo
la cantidad del liquido permeado, el tiempo de recogida del liquido permeado, y el &rea de membrana.

Flujo de penetracion de la membrana (m3/m2/dia) = cantidad de liquido permeado/area de membrana/tiempo de
recogida de liquido ... (Ecuacion 2)

El pH de la solucién acuosa de azUcar que se aplicara a la membrana de nanofiltracion no esta limitado y es,
preferentemente, de 1 a 5. En los casos en los que el pH es menor de 1, la membrana se degrada cuando se utiliza
durante un largo periodo, conduciendo a una drastica disminucion de los rendimientos de la membrana, tal como el
flujo y la tasa de penetracién, mientras que, en los casos en los que el pH es mayor que 5, las tasas de eliminacion
de acidos organicos tales como acido acético, acido férmico y acido levulinico pueden disminuir drasticamente. Dado
que la superficie o superficies de membrana de la membrana de nanofiltracién esta/estan cargadas, las sustancias
ionizadas en la soluciéon son mas propensas a ser eliminadas o bloqueadas que las sustancias no ionizadas, de
modo que, en los casos en los que el contenido de acidos organicos contenidos en la solucién acuosa de azlcar es
elevado, o en los casos en los que se requiere un elevado efecto de eliminacion, la eficiencia de eliminacion puede
mejorarse drasticamente ajustando el pH de la solucion acuosa de azlcar a dentro del intervalo descrito
anteriormente. Otro efecto de filtrar la solucién acuosa de azlcar, cuyo pH se ajustd entre 1 y 5, a través de la
membrana de nandofiltracion es el efecto inhibidor sobre ensuciamiento de la membrana. En general, el valor de flujo
inicial disminuye a medida que el pH disminuye pero, especialmente en el caso de una soluciéon acuosa de azlcar
derivada de una biomasa que contiene celulosa, la estabilidad de la membrana puede mantenerse durante mas
tiempoaunpHdelab.

Ademas, especialmente en el caso de una membrana de ésmosis inversa, que no corresponde al procedimiento de
la presente invencion, el pH de la solucion acuosa de azlcar se ajusta preferentemente entre 1 y 3. Analogamente a
una membrana de nandfiltracién, en los casos en los que el pH es menor que 1, una membrana de 6ésmosis inversa
se degrada cuando se utiliza durante mucho tiempo, conduciendo a una drastica disminucion de los rendimientos de
membrana tales como el flujo y la tasa de penetracién. Por otro lado, en los casos en los que el pH es mayor de 3,
las tasas de eliminacion de acidos organicos pueden ser insuficientes. Esto puede deberse al hecho de que, debido
a los tamafos de poro mas pequefios de una membrana de 6smosis inversa que los de una membrana de
nanofiltracion, o similar, el radio i6nico, que es el radio efectivo de un acido organico, es demasiado grande para
mantener el rendimiento de eliminacion equivalente al de una membrana de nanofiltracion sin supresion adicional de
la carga derivada de la ionicidad de los componentes eluidos.

La utilizacion de una membrana de ésmosis inversa de tipo de presién baja/presion ultrabaja con la que la presion
de funcionamiento puede reducirse, entre membranas de ésmosis inversa, permite la consecucién de una tasa de
eliminacion de acidos organicos equivalente a la de una membrana de RO que no es una membrana de tipo de
presion baja/presion ultrabaja, incluso en los casos en los que el pH ajustado del liquido sin procesar es mayor de 3.
Por lo tanto, pueden obtenerse los efectos de reducir la cantidad del acido utilizado para el ajuste del pH y reducir la
cantidad del alcali utilizado para el ajuste del pH en la etapa de fermentacion en un proceso posterior, y las tasas de
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eliminacion de acidos organicos se mejoran en comparacion con una membrana de ésmosis inversa que no es una
membrana de tipo de presion baja/presion ultrabaja. En este caso, la membrana de 6smosis inversa de tipo de
presion baja/presion ultrabaja significa una membrana de dsmosis inversa en la que el caudal de penetracion de
cloruro sédico (500 mg/l) por area unitaria de membrana (m*m?/dia) a una presion de filtracién de 0,75 MPa no es
menor de 0,4.

El acido o alcali utilizado para el ajuste del pH de la solucidon acuosa de azlcar no esta limitado. El acido es,
preferentemente, acido clorhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico o acido fosférico, mas preferentemente acido
sulfdrico, acido nitrico o acido fosfoérico teniendo en cuenta el hecho de que es menos probable que se produzca la
inhibicion durante la fermentacion, ain mas preferentemente acido sulflrico teniendo en cuenta la eficiencia
econdmica. El alcali es, preferentemente, amoniaco, hidroxido sodico o hidroxido célcico, o una solucién acuosa que
lo contiene teniendo en cuenta la eficiencia econdémica, mas preferentemente amoniaco o sodio, que son iones
monovalentes, teniendo en cuenta el ensuciamiento de membrana, ain mas preferentemente amoniaco teniendo en
cuenta que es menos probable que se produzca la inhibicion durante la fermentacion.

La fase en la que el ajuste del pH de la solucion acuosa de azucar se puede llevar a cabo antes del tratamiento con
membrana de nanofiltracion. Ademas, en los casos en los que se utiliza una enzima para hidrélisis de la biomasa
que contiene celulosa, el pH puede ajustarse a no mas de 5 cuando se lleva a cabo la reaccidon de hidrdlisis.
Ademas, en los casos en los que se emplea el proceso de reutilizar la enzima utilizando una membrana de
ultrafiltracion, es probable que la enzima se desactive si el pH disminuye a no mas de 4, de modo que se ajuste
preferentemente el pH del filtrado después del tratamiento con membrana de ultrafiltracién.

La temperatura de la solucién acuosa de azucar que se sometera al tratamiento con una membrana de nanofiltracion
en la presente invencién no esta limitada, sino que la temperatura puede ajustarse apropiadamente con el fin de
mejora de la capacidad de eliminacién de sustancia que inhibe la fermentacion durante la filtracion a través de la
membrana utilizada.

Mas particularmente, en los casos en los que la filtracion se lleva a cabo a través de una membrana de 6smosis
inversa que no corresponde al procedimiento de la presente invencion, la capacidad de eliminacion de sustancia que
inhibe la fermentacion de la membrana de 6smosis inversa es alta si la temperatura de la solucién acuosa de azlcar
es de 40 a 80C, de modo que la temperatura se ajusta preferentemente dentro de este intervalo. Esto se debe a
que la capacidad de eliminacién comienza a incrementar a una temperatura de la solucién acuosa de azucar de
40T o superior en los casos en los que la filtraci 6n se lleva a cabo a través de una membrana de nanofiltracion,
pero una temperatura superior a 80C puede causar d egradacion de la membrana de dsmosis inversa, dando como
resultado la pérdida de las propiedades de la membrana.

En los casos en los que la filtracion se lleva a cabo a través de una membrana de nanofiltracion, segun el
procedimiento de la presente invencion, la temperatura de la solucion acuosa de azlcar se ajusta, preferentemente,
entre 1 y 15C. Si la temperatura de la solucién acu osa de azlcar es menor de 1T en los casos en los que la
filtracion se lleva a cabo a través de una membrana de nanofiltracion, las tuberias pueden congelarse en el interior,
causando errores del dispositivo, mientras que en los casos en los que la temperatura es mayor de 15C, un efecto
de reducir la pérdida no aparece en gran medida. El control de la temperatura se basa en el hecho de que, en los
casos en los que la temperatura es alta, se produce hinchazén de la membrana, las sustancias que tienen pesos
moleculares mas grandes son eliminadas, y la cantidad de eliminacién tiende a incrementar, mientras que en los
casos en los que la temperatura es baja, se produce la contraccion de la membrana y los tamafios de poro de la
membrana disminuyen, dando como resultado la disminucion de la pérdida del aztcar en el lado del filtrado.

Dado que una membrana de nanofiltracién se clasifica, en general, como una membrana que tiene un tamafio de
poro mayor que una membrana de ésmosis inversa, en los casos en los que se utiliza una membrana de
nanofiltracién en la etapa (3), las sustancias que inhiben la fermentacion penetran a través de la membrana y los
pesos de las sustancias eliminadas son mayores en comparaciéon con los de una membrana de ésmosis inversa
pero, por otro lado, se considera que los pesos de monosacaridos, que son los productos de interés, perdidos en el
lado del permeado también son grandes. En particular, en los casos en los que la concentracion de azlcar es alta,
dicha tendencia aparece de forma notable. Por otro lado, en los casos en los que se utiliza una membrana de
6smosis inversa en la etapa (3), no segln la presente invencion, se considera, debido a los pequefios tamafios de
poro, que los pesos de las sustancias inhibidoras que tienen pesos moleculares grandes que pueden eliminarse son
mas pequefios en comparacion con aquellos en el caso de una membrana de nanofiltracién. Por lo tanto, es
preferente seleccionar una membrana apropiada entre membranas de nanofiltracion y membranas de 6smosis
inversa dependiendo de los pesos de las sustancias que inhiben la fermentacion y los pesos moleculares de las
sustancias principales que inhiben la fermentacion en el liquido que contiene azlcar obtenido mediante los
tratamientos descritos anteriormente. El nimero de tipos de la membrana seleccionada no es necesariamente uno, y
varios tipos de membranas pueden seleccionarse entre membranas de nanofiltracién y membranas de ésmosis
inversa, a utilizar en combinacion para la filtracion.

Se descubrié que, en los casos en los que un liquido que contiene azlcar purificado se obtiene utilizando una
membrana de nanofiltracion, a medida que prosigue la purificacién de monosacaridos capturados en el lado del
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concentrado de la membrana de nanofiltracién y sus concentraciones se incrementan, la tendencia de perder los
monosacaridos en el lado del filtrado se incrementa bruscamente. Por otro lado, en los casos en los que la
purificacién se llevo a cabo utilizando una membrana de ésmosis inversa, la tendencia a perder los monosacaridos
fue constantemente casi cero incluso cuando la concentracion de monosacarido en el lado del concentrado se
incrementa pero, teniendo en cuenta la eliminaciéon de sustancias que inhiben la fermentacion, una membrana de
nanofiltracién mostraba un mejor rendimiento que una membrana de dsmosis inversa. Por lo tanto, se descubrié que
la pérdida de monosacaridos en el lado del filtrado puede suprimirse mientras se eliminan grandes cantidades de
sustancias que inhiben la fermentacion, llevando a cabo el proceso de purificacién utilizando una membrana de
nanofiltracién, con la que pueden eliminarse cantidades mas grandes de sustancias que inhiben la fermentacion en
comparacion con una membrana de 6smosis inversa, a una concentracion a la cual la pérdida de azucares en el
filtrado es grande, seguido de la continuacién adicional del proceso de purificacion utilizando una membrana de
6smosis inversa, que muestra una eficiencia de eliminaciéon de sustancias que inhiben la fermentacién algo menor
gue una membrana de nandfiltracion pero puede concentrar monosacaridos sin pérdida. Por lo tanto, en los casos
en los que una membrana de nanofiltracion y una membrana de dsmosis inversa se combinan para obtener un
liquido que contiene azucar purificado en la presente invencioén, la combinacién no esta limitada, pero es preferente
filtrar la solucién acuosa de azucar obtenida en la etapa (1) en primer lugar a través de una membrana de
nanofiltracién, seguido por filtrar adicionalmente el filtrado obtenido a través de una membrana de dsmosis inversa.

Los ejemplos del material de la membrana de nanofiltracién que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen
materiales macromoleculares tales como polimeros de acetato de celulosa, poliamidas, poliésteres, poliimidas y
polimeros de vinilo. La membrana no esta limitada a una membrana constituida por solamente uno de los materiales,
y puede ser una membrana que comprende varios materiales de membrana. En términos de la estructura de la
membrana, la membrana puede ser una membrana asimétrica, que tiene una capa densa, como minimo, sobre un
lado y microporos que tienen tamafos de poro que gradualmente se incrementan en la direccién desde la capa
densa hacia el interior de la membrana o el otro lado de la membrana, o una membrana compuesta, que tiene una
capa funcional muy fina formada por otro material sobre la capa densa de una membrana asimétrica. Los ejemplos
de la membrana compuesta que puede utilizarse incluyen la membrana compuesta descrita en el documento JP
62-201606 A, que tiene un nanofiltro compuesto por una capa funcional de poliamida sobre una membrana de
soporte que comprende polisulfona como material de membrana.

Entre estos, una membrana compuesta que tiene una capa funcional compuesta por una poliamida es preferente,
dado que tiene una elevada resistencia a la presion, elevada permeabilidad y elevado rendimiento de eliminacion de
soluto, que dotan a la membrana de un gran potencial. Para el mantenimiento de la durabilidad contra la presion de
funcionamiento, elevada permeabilidad y elevado rendimiento de bloqueo, es adecuada una membrana que tiene
una estructura en la que se utiliza una poliamida como una capa funcional, capa que es retenida por un soporte que
comprende una membrana porosa y una tela no tejida. Ademas, como membrana semipermeable de poliamida, es
adecuada una membrana semipermeable compuesta que tiene, sobre un soporte, una capa funcional de una
poliamida reticulada obtenida mediante reaccién de policondensacion entre una amina polifuncional y un haluro de
acido polifuncional.

En la membrana de nanofiltracion que tiene una capa funcional compuesta por una poliamida, los ejemplos
preferentes del componente de acido carboxilico de los mondmeros que constituyen la poliamida incluyen acidos
carboxilicos arométicos tales como &cido trimésico, 4cido benzofenonatetracarboxilico, &cido trimelitico, acido
piromelitico, acido isoftalico, acido tereftalico, acido naftalenodicarboxilico, acido difenilcarboxilico y acido
piridincarboxilico. Teniendo en cuenta la solubilidad de disolventes formadores de pelicula, son mas preferentes
acido trimésico, acido isoftalico y acido tereftalico, y mezclas de los mismos.

Los ejemplos preferentes del componente de amina de los monémeros que constituyen la poliamida incluyen
diaminas primarias que tienen un anillo aromatico, tal como m-fenilendiamina, bencidina, metilen bis dianilina,
4,4'-diaminobifeniléter, dianisidina, 3,3',4-triaminobifeniléter, 3,3',4,4'-tetraaminobifeniléter, 3,3'-dioxibencidina,
1,8-naftalendiamina, m(p)-monometilfenilendiamina, 3,3'-monometilamino-4,4'-diaminobifeniléter,
4,N,N'-(4-aminobenzoil)-p(m)-fenilendiamina, 2,2'-bis(4-aminofenil)benzoimidazol, 2,2'-bis(4-aminofenil)benzooxazol
y 2,2'-bis(4-aminofenil)benzotiazol; y diaminas secundarias tales como piperazina, piperidina y derivados de las
mismas. Entre éstas, una membrana de nanofiltracion que tiene una capa funcional compuesta por una poliamida
reticulada que comprende piperazina o piperidina como mondmeros se utiliza preferentemente, dado que tiene
resistencia térmica y resistencia quimica ademas de la resistencia a la presion y la durabilidad. La poliamida, mas
preferentemente, contiene como componente principal la poliamida de piperazina reticulada o poliamida de
piperidina reticulada y contiene, ademas, un componente constituyente representado por la formula quimica 1, aln
mas preferentemente contiene una poliamida de piperazina reticulada como componente principal y contiene
ademas un componente constituyente representado por la férmula quimica 1. Ademas, preferentemente, en la
férmula quimica 1, n=3. Los ejemplos de la membrana de nanofiltracién que tiene una capa funcional compuesta por
una poliamida que contiene una poliamida de piperazina reticulada como componente principal y que contiene,
ademas, un componente constituyente representado por la formula quimica 1 incluyen la descrita en el documento
JP 62-201606 A, y los ejemplos particulares de la misma incluyen UTC60 fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC.,
que es una membrana de nanofiltracion de poliamida de piperazina reticulada que tiene una capa funcional
compuesta por una poliamida que contiene una poliamida de piperazina reticulada como componente principal y que
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contiene, ademas, un componente constituyente representado por la formula quimica 1, en la que n=3.

Una membrana de nanofiltraciéon se utiliza generalmente como un mddulo de membrana enrollado en espiral, y la
membrana de nanofiltracién utilizada en la presente invencion también se utiliza, preferentemente, como un médulo
de membrana enrollado en espiral. Ejemplos preferentes particulares del médulo de membrana de nanofiltracién
incluyen GEsepa, que es una membrana de nanofiltracién de acetato de celulosa fabricada por GE Osmonics; NF99
y NF99HF, que son membranas de nanofiltracién que tienen una capa funcional compuesta por una poliamida,
fabricadas por Alfa-Laval, NF-45, NF-90, NF-200, NF-270 y NF-400, que son membranas de nanofiltraciéon que
tienen una capa funcional compuesta por una poliamida de piperazina reticulada, fabricadas por Filmtec Corporation;
y SU-210, SU-220, SU-600 y SU-610, que son médulos de membrana de nanofiltracion fabricados por TORAY
INDUSTRIES, INC., que tienen UTC60 fabricado por el mismo fabricante, que tiene una capa funcional compuesta
por una poliamida que contiene una poliamida de piperazina reticulada como componente principal y que contiene,
ademas, un componente constituyente representado por la férmula quimica 1. El médulo de membrana de
nanofiltracién es, mas preferentemente, NF99 o NFO9HF, que son membranas de nanofiltracién que tienen una capa
funcional compuesta por una poliamida, fabricadas por Alfa-Laval; NF-45, NF-90, NF-200 o NF-400, que son
membranas de nanofiltracidn que tienen una capa funcional compuesta por una poliamida de piperazina reticulada,
fabricadas por Filmtec Corporation; o SU-210, SU-220, SU-600 o SU-610, que son médulos de membrana de
nanofiltracion fabricados por TORAY INDUSTRIES, INC., que tienen UTCG60 fabricado por el mismo fabricante, que
tiene una capa funcional compuesta por una poliamida que contiene una poliamida de piperazina reticulada como
componente principal y que contiene, ademas, un componente constituyente representado por la férmula quimica 1.
El médulo de membrana de nandfiltraciéon es, ain mas preferentemente, SU-210, SU-220, SU-600 o SU-610, que
son moédulos de membrana de nandfiltracion fabricados por TORAY INDUSTRIES, INC., que tienen UTC60
fabricado por el mismo fabricante, que tiene una capa funcional compuesta por una poliamida que contiene una
poliamida de piperazina reticulada como componente principal y que contiene, ademas, un componente
constituyente representado por la férmula quimica 1.

La filtracion a través de una membrana de nanofiltracion en la etapa (3) puede llevarse a cabo a presion, y la presion
de filtracion esta, preferentemente, dentro del intervalo de 0,1 a 8 MPa. En los casos en los que la presion de
filtracion es menor de 0,1 MPa, la tasa de penetracion de la membrana puede disminuir, mientras que, en los casos
en los que la presioén de filtracion es mayor de 8 MPa, la membrana puede resultar dafiada. En los casos en los que
la presion de filtracion esta dentro del intervalo de 0,5 a 7 MPa, el flujo de penetracion de la membrana es elevado,
de modo que se puede dejar de manera eficiente penetrar la solucién de azulcar y la posibilidad de dafiar la
membrana es pequefia, lo que es mas preferente. El intervalo es, de forma especialmente preferente, de 1 a 6 MPa.

En términos del material de la membrana de 6smosis inversa utilizada en los procedimientos desvelados en el
presente documento, los ejemplos de la membrana incluyen una membrana compuesta que tiene una capa funcional
compuesta por un polimero de acetato de celulosa (en lo sucesivo denominada como una membrana de dsmosis
inversa de acetato de celulosa) y una membrana compuesta que tiene una capa funcional compuesta por una
poliamida (en lo sucesivo denominada también como una membrana de ésmosis inversa de poliamida). En este
caso, los ejemplos del polimero de acetato de celulosa incluyen polimeros preparados con ésteres de acido organico
de celulosa, tales como acetato de celulosa, diacetato de celulosa, triacetato de celulosa, propionato de celulosa y
butirato de celulosa, que pueden usarse individualmente, como una mezcla, o como un éster mixto. Los ejemplos de
la poliamida incluyen polimeros lineales y polimeros reticulados constituidos por monémeros de diamina alifaticos
y/o aromaticos.

Ejemplos particulares de la membrana de ésmosis inversa utilizada en la presente divulgacion incluyen médulos de
membrana de ésmosis inversa de poliamida fabricados por TORAY INDUSTRIES, INC., tales como médulos de tipo
de presion ultrabaja SUL-G10 y SUL-G20, médulos de tipo de presion baja SU-710, SU-720, SU-720F, SU-710L,
SU-720L, SU-720LF, SU-720R, SU-710P y SU-720P, asi como modulos de tipo de presién alta SU-810, SU-820,
SU-820L y SU-820FA que contienen UTC80 como la membrana de 6smosis inversa; membranas de 6smosis
inversa de acetato de celulosa fabricadas por el mismo fabricante SC-L100R, SC-L200R, SC-1100, SC-1200,
SC-2100, SC-2200, SC-3100, SC-3200, SC-8100 y SC-8200; NTR-759HR, NTR-729HF, NTR-70SWC, ES10-D,
ES20-D, ES20-U, ES15-D, ES15-U y LF10-D fabricadas por Nitto Denko Corporation; RO98pHt, RO99, HR98PP y
CE4040C-30D fabricadas por Alfa-Laval; GE Sepa fabricada por GE; BW30-4040, TW30-4040, XLE-4040, LP-4040,
LE-4040, SW30-4040 y SW30HRLE-4040 fabricadas por FilmTec Corporation; TFC-HR y TFC-ULP fabricadas por
KOCH; y ACM-1, ACM-2 y ACM-4 fabricadas por TRISEP.

En la presente divulgacién, se utiliza, preferentemente, una membrana de dsmosis inversa que tiene un material de
poliamida. Esto es porque, cuando una membrana de acetato de celulosa se utiliza durante un largo periodo, las
enzimas utilizadas en la etapa previa, especialmente una parte del componente de celulasa, pueden penetrar en la
membrana para descomponer celulosa como un material de membrana.

Los ejemplos de la forma de la membrana que pueden utilizarse como apropiados incluyen membrana plana,
membrana enrollada en espiral y membrana de fibra hueca.

La filtracion a través de una membrana de 6smosis inversa puede llevarse a cabo a presion, y la presion de filtracion
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se encuentra, preferentemente, dentro del intervalo de 0,1 a 8 MPa. En los casos en los que la presion de filtracion
es menor de 0,1 MPa, la tasa de penetracion de la membrana puede disminuir mientras que, en los casos en los que
la presion de filtracion es mayor de 8 MPa, la membrana puede resultar dafiada. En los casos en los que la presion
de filtracion esta dentro del intervalo de 0,5 a 7 MPa, el flujo de penetracion de la membrana es elevado, de modo
gue se puede dejar penetrar de forma eficiente a la solucion de azlcar y la posibilidad de dafiar la membrana es
pequefia, lo cual es mas preferente. El intervalo es, de forma especialmente preferente, de 1 a 6 MPa.

En la etapa (3), las sustancias que inhiben la fermentacion se eliminan de la solucién acuosa de azlcar permitiendo
que penetren a través de la membrana de nandfiltracién. Entre las sustancias que inhiben la fermentacion, HMF,
furfural, acido acético, acido férmico, acido levulinico, vanilina, acetovanilina y &cido siringico pueden,
preferentemente, dejarse penetrar/eliminarse. Por otro lado, los azlcares contenidos en la soluciéon acuosa de
azlcar son bloqueados o separados en el lado de alimentacion de la membrana de nanofiltracion. Los azlicares
contienen monosacaridos, tales como glucosa y xilosa como componentes principales, y también contienen
componentes de azlicar que no han sido descompuestos completamente en monosacaridos durante el proceso de
hidroélisis en la etapa (1), tales como disacaridos y oligosacaridos.

En la etapa (3), cuando se compara con la solucién acuosa de azUcar antes de haber pasado a través de la
membrana de nanofiltracién, el liquido que contiene azlcar purificado obtenido desde el lado de alimentacién de la
membrana de nanofiltracion tiene un contenido reducido especialmente de sustancias que inhiben la fermentacion
con respecto a su contenido inicial. Los componentes de azlcar contenidos en el liquido que contiene azlcar
purificado son azulcares derivados de la biomasa que contiene celulosa y, esencialmente, estos no son diferentes en
gran medida de los componentes de azlcar obtenidos mediante la hidrélisis en la etapa (1). Es decir, los
monosacaridos contenidos en el liquido que contiene azlcar purificado de la presente invenciébn comprenden
glucosa y/o xilosa como componente o componentes principales. La proporcion entre glucosa y xilosa varia,
dependiendo de la etapa de hidrélisis en la etapa (1), y no esta limitada en la presente invencion. Es decir, en los
casos en los que la hidrdlisis se lleva a cabo principalmente para hemicelulosa, la xilosa es el componente
monosacaridico principal mientras que, en los casos en los que la hemicelulosa se descompone y solamente el
componente de celulosa es separado e hidrolizado a continuacion, la glucosa es el componente monosacaridico
principal. Ademas, en los casos en los que la descomposicion de hemicelulosa, la descomposicién de celulosa y la
separacion no se llevan a cabo, la glucosa y la xilosa estan contenidas como componentes monosacaridicos
principales.

El liquido que contiene azlcar purificado obtenido en la etapa (3) puede concentrarse una vez utilizando un
concentrador, tal como un evaporador, o el liquido que contiene azlcar purificado puede filtrarse adicionalmente a
través de una membrana de nanofiltracion y/o membrana de 6smosis inversa para incrementar la concentracién. A
efectos de reducir la energia para la concentracion, la etapa de incrementar adicionalmente la concentracién
filtrando el liquido que contiene azucar purificado a través de una membrana de nancfiltracion y/o membrana de
6smosis inversa se emplea preferentemente. La membrana utilizada en esta etapa de concentracién es un filtro de
membrana que elimina iones y moléculas de bajo peso molecular utilizando una diferencia de presion mayor que la
presion osmotica del liquido que seréa tratado como fuerza motriz, y ejemplos de los que pueden utilizarse incluyen
membranas de celulosa tales como las de acetato de celulosa y membranas producidas policondensando un
compuesto de amina polifuncional y un haluro de acido polifuncional para proporcionar una capa funcional de
separacion hecha de una poliamida sobre una membrana de soporte microporosa. Para suprimir la suciedad, es
decir, el ensuciamiento, en la superficie o superficies de la membrana de nancfiltracion y/o membrana de 6smosis
inversa, una membrana de 6smosis inversa de bajo ensuciamiento, destinada principalmente al tratamiento de
aguas residuales, también puede emplearse preferentemente, membrana de 6smosis inversa de bajo ensuciamiento
gue se prepara cubriendo la superficie de una capa funcional de separacion hecha de una poliamida con una
solucién acuosa de un compuesto que tiene, como minimo, un grupo reactivo, reactivo con un grupo de haluro de
acido, permitiendo de este modo que los grupos de haluro de acido que quedan sobre la superficie de la capa
funcional de separacion formen enlaces covalentes con los grupos reactivos. Como membrana de nanofiltracién y/o
membrana de ésmosis inversa a utilizar, puede utilizarse, mas preferentemente, una que tiene tasas de bloqueo de
monosacaridos, tales como glucosa y xilosa, mas elevadas que la membrana de nanofiltracion utilizada en la etapa

@A).

Los ejemplos particulares de la membrana de nanofiltracibn o membrana de 6smosis inversa utilizada para la
concentracién son los mismos que los ejemplos particulares de la membrana de nandfiltracion o membrana de
0smosis inversa descrita anteriormente.

El agua descargada como filtrado en la etapa (3) puede reutilizarse en una etapa de produccion de un azucar, tal
como hidrélisis o purificacion de azucar, 0 en una etapa posterior de producir un producto quimico, tal como
fermentacion o purificacion de un producto quimico. Ademas, el filtrado puede filtrarse a través de una membrana de
nanofiltracién y/o membrana de dsmosis inversa una vez mas antes de la reutilizacién. Mas preferentemente, el pH
se ajusta entre 1 y 5 y el liquido se purifica utilizando una membrana de nanofiltracién y/o membrana de 6smosis
inversa, seguido por filtrar el filtrado a través de una membrana de nanofiltracién y/o membrana de 6smosis inversa
y llevar a cabo la reutilizacién. Alun mas preferentemente, el pH se ajusta entre 1 y 5 y el liquido se purifica a través
de una membrana de nanofiltracion y/o membrana de dsmosis inversa, seguido por incrementar el pH de nuevo,
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eliminar selectivamente especialmente acidos organicos utilizando una membrana de nanofiltracién y/o membrana
de 6smosis inversa, y llevar a cabo la reutilizacion.

El procedimiento para producir un producto quimico utilizando, como materia prima de fermentacion, un liquido que
contiene azucar purificado, obtenido mediante el procedimiento para producir un liquido que contiene azucar de la
presente invencién se describira a continuacion.

Utilizando un liquido que contiene azlcar purificado obtenido mediante la presente invencién como materia prima de
fermentacién, puede producirse un producto quimico. El liquido que contiene azlcar purificado obtenido en la
presente invencién contiene, como componentes principales, glucosa y/o xilosa, que son fuentes de carbono para el
crecimiento de microorganismos o células cultivadas. Por otro lado, el contenido de sustancias que inhiben la
fermentacion, tales como compuestos de furano, acidos organicos y compuestos aromaticos es muy pequefio. Por lo
tanto, el liquido que contiene azucar purificado puede utilizarse eficazmente como materia prima de fermentacion,
especialmente como fuente de carbono.

Los ejemplos de los microorganismos o células cultivadas utilizados en el procedimiento de la presente invencion
para producir un producto quimico incluyen levaduras, tales como levadura de panaderia, que se utilizan
habitualmente en la industria de la fermentacién; bacterias tales como E. coli y bacterias corineformes; hongos
filamentosos; actinomicetos; células animales; y células de insecto. Los microorganismos o células cultivadas
utilizadas pueden ser aquellos aislados de un entorno natural, o pueden ser aquellos cuyas propiedades fueron
parcialmente modificadas por mutacién o recombinacién génica. En particular, dado que un liquido que contiene
azUcar derivado de una biomasa que contiene celulosa contiene pentosas, tales como xilosa, pueden utilizarse
preferentemente microorganismos cuyas rutas metabdlicas para pentosas se mejoraron.

Como medio utilizado en el procedimiento de la presente invencién para producir un producto quimico, se utiliza
preferentemente un medio liquido que contiene, ademas del liquido que contiene azlcar purificado, fuentes de
nitrégeno, sales inorganicas y, segun se requiera, micronutrientes organicos tales como aminoacidos y vitaminas. El
liquido que contiene azucar purificado de la presente invencién contiene, como fuentes de carbono, monosacaridos
gue pueden ser utilizados por microorganismos, tales como glucosa y xilosa pero, en algunos casos, azUucares tales
como glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa y lactosa; liquidos de almidon sacarificado que contienen estos
azUcares; melazas de boniato; melazas de remolacha azucarera; melazas de alta concentracion; acidos organicos
tales como acido acético; alcoholes tales como etanol; glicerina; y similares pueden afadirse ademas como fuentes
de carbono, para utilizar el liquido que contiene azucar purificado como materia prima de fermentacion. Los ejemplos
de las fuentes de nitrégeno utilizada incluyen amoniaco gaseoso, amoniaco acuoso, sales de amonio, sales de urea
y acido nitrico; y otras fuentes de nitrégeno organicas utilizadas de forma suplementaria tales como tortas
oelaginosas, liquidos hidrolizados con soja, digestos de caseina, otros aminodacidos, vitaminas, licores de
maceracion de maiz, levaduras o extractos de levaduras, extractos de carne, péptidos tales como peptonas, y
células de diversos microorganismos de fermentacion e hidrolizados de los mismos. Los ejemplos de las sales
inorganicas que pueden afadirse, segin sea apropiado, incluyen sales de acido fosférico, sales de magnesio, sales
de calcio, sales de hierro y sales de manganeso.

En los casos en los que el microorganismo utilizado en la presente invencién requiere nutrientes particulares para su
crecimiento, los nutrientes pueden afiadirse como preparaciones o productos naturales que las contienen. También
puede afiadirse un agente anti-formacion, segln se requiera.

El cultivo del microorganismo se lleva a cabo habitualmente a un pH dentro del intervalo de 4 a 8, a una temperatura
dentro del intervalo de 20 a 40C. El pH del medio d e cultivo se ajusta por adelantado con un &cido inorganico u
organico, sustancia alcalina, urea, carbonato calcico, amoniaco gaseoso o similar a un pH predeterminado dentro
del intervalo de, habitualmente, 4 a 8. En los casos en los que es necesario incrementar la tasa de alimentaciéon de
oxigeno, puede emplearse un procedimiento en el que la concentracion de oxigeno se mantiene a no menos del
21% afiadiendo oxigeno al aire; el cultivo se lleva a cabo a presion; la tasa de agitacion se incrementa; el volumen
de ventilacién se incrementa; o similar.

Como procedimiento para producir un producto quimico utilizando, como materia prima de fermentacion, un liquido
gue contiene azucar purificado obtenido mediante el procedimiento de la presente invencién para producir un liquido
gue contiene azucar, puede emplearse un procedimiento de cultivo de fermentacion conocido por los expertos en la
materia pero, teniendo en cuenta la productividad, se emplea preferentemente el procedimiento de cultivo continuo
dado a conocer en el documento W0O2007/097260.

El producto quimico producido mediante el procedimiento de la presente invencién para producir un producto
guimico no esta limitado siempre que sea una sustancia producida en el medio de cultivo por el microorganismo o
células anteriores. Los ejemplos particulares del producto quimico producido en la presente invencion incluyen
alcoholes, acidos organicos, aminoacidos y acidos nucleicos, que son sustancias producidas en masa en la industria
de la fermentacion. Los ejemplos de las sustancias incluyen alcoholes tales como etanol, 1,3-propanodiol,
1,4-propanodiol y glicerol; acidos organicos tales como acido acético, acido lactico, acido pirtvico, acido succinico,
acido malico, acido itacénico y acido citrico; acidos nucleicos tales como nucleésidos que incluyen inosina y
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guanosina, y nucleétidos que incluyen acido inosinico y acido guanilico; y compuestos de diamina tales como
cadaverina. Ademas, la presente invencion también puede aplicarse a la produccion de sustancias tales como
enzimas, antibiéticos y proteinas recombinantes.

EJEMPLOS

El procedimiento de la presente invencion para producir un liquido que contiene azUcar se describird a continuacion
con mas detalle por medio de ejemplos. Sin embargo, la presente invencién no esté limitada a estos ejemplos.

(Ejemplo de referencia 1) Procedimiento para analizar la concentracion de monosacarido

Las concentraciones de monosacaridos contenidos en la solucién acuosa de azlcar obtenida se cuantificaron en las
condiciones de HPLC descritas a continuacion, en base a comparacién con muestras estandar.

Columna: Luna NH; (fabricada por Phenomenex, Inc.)

Fase movil: agua ultrapura:acetonitrilo = 25:75 (caudal, 0,6 ml/min.)
Solucion de reaccion: ninguna

Procedimiento de deteccidn: RI (indice de refraccion diferencial)
Temperatura: 30C

(Ejemplo de referencia 2) Procedimiento para analizar concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacion

Las sustancias que inhiben la fermentacion a base de furano (HMF, furfural) y las sustancias que inhiben la
fermentacién a base de fenol (vanilina, acetovanilina, acido siringico, acido levulinico y acido 4-hidroxibenzoico)
contenidas en el liquido que contiene azlcar se cuantificaron en las condiciones de HPLC descritas a continuacion,
en base a comparacién con muestras estandar.

Columna: Synergi HidroRP 4,6 mmx250 mm (fabricada por Phenomenex, Inc.)
Fase movil: acetonitrilo-HzPO4 al 0,1% (caudal, 1,0 ml/min.)

Procedimiento de deteccién: UV (283 nm)

Temperatura: 40C

Las sustancias que inhiben la fermentacion a base de acidos organicos (acido acético, acido féormico) contenidas en
el liquido que contiene azucar se cuantificaron en las condiciones de HPLC descritas a continuacion, en base a
comparacion con muestras estandar.

Columna: Shim-Pack SPR-H y Shim-Pack SCR101H (fabricadas por Shimadzu Corporation) en serie

Fase movil: acido p-toluenosulfénico 5 mM (caudal, 0,8 ml/min.)

Solucién de reaccion: acido p-toluenosulfonico 5 mM, Bis-Tris 20 mM, EDTA 0,1 mM-2Na (caudal, 0,8 ml/min.)
Procedimiento de deteccién: conductividad eléctrica

Temperatura: 45 T

(Ejemplo de referencia 3) Etapa de hidrélisis de biomasa que contiene celulosa mediante tratamiento con acido
sulfarico diluido/enzima

En términos de la etapa de hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa en la etapa (1), se describe un ejemplo
del procedimiento de hidrolisis de una biomasa que contiene celulosa utilizando del 0,1 al 15% en peso de acido
sulfdirico diluido y una enzima.

Como biomasa que contiene celulosa, se utilizd paja de arroz. La biomasa que contiene celulosa se empap6 en
solucion acuosa de acido sulfarico al 1%, y se sometié a tratamiento utilizando un autoclave (fabricado por Nitto
Koatsu Co., Ltd.) a 150C durante 30 minutos. Despué s del tratamiento, se llevé a cabo separacién sélido-liquido
para separar la celulosa tratada con acido sulfirico de la solucién acuosa de acido sulftrico (en lo sucesivo
denominada como “liquido de tratamiento con acido sulfdrico diluido”). Posteriormente, la celulosa tratada con acido
sulfirico se mezclé con el liquido de tratamiento con acido sulfarico diluido con agitacién, de modo que la
concentracion del contenido sélido es el 10% en peso, y el pH se ajustd a aproximadamente 5 con hidroxido sédico.
A esta mezcla, se afiadieron celulasa de Trichoderma (Sigma Aldrich Japén) y Novozyme 188 (preparacion de
B-glucosidasa derivada de Aspergillus niger, Sigma Aldrich Japén) como celulasas, y la mezcla resultante se mezclo
agitando a 50C durante 3 dias para permitir proseg uir a la reaccion de hidrélisis. Seguidamente, se llevé a cabo
centrifugado (3000 G) para separar/eliminar celulosa no descompuesta y lignina, para obtener una solucién acuosa
de azucar. La turbidez de la solucion acuosa de azucar era de 700 NTU. Las composiciones de las sustancias que
inhiben la fermentacién y los monosacaridos contenidos en la solucion acuosa de azucar fueron tal como se muestra
enlastablas 1y 2.
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[Tabla 1]

Tabla 1 Cuantificacion de sustancias que inhiben la fermentacion

Liquido de tratamiento con acido Solucién acuosa de azlcar
sulfiirico diluido
Acido férmico 0,19/ 0,19/l
Acido acético 2,0 g/l 2,4 gll
HMF 100 mg/l 125 mg/l
Furfural 560 mg/l 875 mg/l
Vanilina 60 mg/l 90 mg/l
Acetovanilina 120 mg/l 146 mg/l
Acido siringico 10 mg/| 15 mg/l
Acido levulinico 9 mg/| 10 mg/l
[Tabla 2]
Tabla 2 Cuantificacién de monosacaridos
Liquido de tratamiento con acido Solucion acuosa de azucar
sulfirico diluido
Glucosa 3qll 25 g/l
Xilosa 15 g/l 12 g/l
Arabinosa 0,8 g/l 14/
Manosa 0,949/l 14/

(Ejemplo de referencia 4) Etapa de hidrélisis de biomasa que contiene celulosa mediante tratamiento
hidrotérmico/tratamiento enzimatico

En términos de la etapa de hidrdélisis de una biomasa que contiene celulosa en la etapa (1), se describe un ejemplo
del procedimiento de hidrdlisis de una biomasa que contiene celulosa utilizando tratamiento hidrotérmico y una
enzima.

Como biomasa que contiene celulosa, se utilizd paja de arroz. La biomasa que contiene celulosa se empap6é en
agua, y se sometio a tratamiento utilizando un autoclave (fabricado por Nitto Koatsu Co., Ltd.) a 180°C durante 20
minutos con agitacion. El tratamiento se llevé a cabo a una presion de 10 MPa. Después del tratamiento, se llevo a
cabo separacion solido-liquido mediante centrifugado (3000 G) para separar el componente de biomasa procesada
del componente de solucién (en lo sucesivo denominado como “liquido tratado hidrotérmicamente™). El pH del
liquido tratado hidrotérmicamente era de 4,0, y la turbidez del liquido tratado hidrotérmicamente era de 800 NTU.

Seguidamente, se midié el contenido de agua del componente de biomasa procesada, y se afiadié agua de RO al
componente, de modo que la concentracién del contenido sélido fuera del 15% en peso en términos de la biomasa
procesada seca absoluta, seguido de la afiadidura de ademas, como celulasas, celulasa de Trichoderma (Sigma
Aldrich Jap6n) y Novozyme 188 (Preparacion de B-glucosidasa derivada de Aspergillus niger, Sigma Aldrich Japén) y
mezclar la mezcla resultante mediante agitacion a 50C durante 3 dias para permitir la reaccién de hid rolisis.
Seguidamente, se llevé a cabo centrifugado (3000 G) para separar/eliminar celulosa no descompuesta y lignina,
para obtener una solucion acuosa de azicar. El pH de la soluciéon acuosa de azucar era de 5,2, y la turbidez de la
solucién acuosa de azlcar era de 900 NTU. Las composiciones de las sustancias que inhiben la fermentacién y los
monosacaridos contenidos en el liquido tratado hidrotérmicamente y la solucién acuosa de azlcar eran tal como se
muestra en las tablas 3y 4.

[Tabla 3]

Tabla 3 Cuantificacion de sustancias que inhiben la fermentacion

Liguido tratado hidrotérmicamente Solucién acuosa de azicar
Acido férmico 1,1 g/l 0,19/l
Acido acético 2,2 gl 0,5 g/l
HMF 139 mg/l 10 mg/l
Furfural 8 mgl/l 15 mg/l
Vanilina 50 mg/I 3 mgl/l
Acetovanilina 2 mgl/l 13 mg/l
Acido siringico 1 mg/l 1 mg/l
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[Tabla 4]

Tabla 4 Cuantificacion de monosacaridos

Liquido tratado hidrotérmicamente Solucién acuosa de azicar
Glucosa 24gll 50 g/l
Xilosa 15 g/l 8 g/l
Arabinosa 0,54/l 14l
Manosa 0,5g/l 0,549l

(Ejemplo de referencia 5) Etapa de hidrolisis de biomasa que contiene celulosa mediante tratamiento con
amoniaco/tratamiento enzimatico

En términos de la etapa de hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa en la etapa (1), se describe un ejemplo
del procedimiento de hidrélisis de una biomasa que contiene celulosa utilizando del 5,0 al 100% en peso de
amoniaco acuoso y una enzima. Como biomasa que contiene celulosa, se utilizé paja de arroz. La biomasa que
contiene celulosa se introdujo en un pequefio reactor (fabricado por Taiatsu Techno Corporation, TVS-N2 30 ml), y
se refrigerd con nitrégeno liquido. Al interior de este reactor, se hizo fluir amoniaco gaseoso, y la muestra se empap6
completamente en amoniaco liquido. La tapa del reactor se cerrd, y el reactor se dejd reposar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 15 minutos. Posteriormente, el reactor se procesd en un bafio de aceite a
150C durante 1 hora. Seguidamente, el reactor se extrajo del bafio de aceite, y el amoniaco gaseoso se dejo
escapar en una campana extractora, seguido por someter al vacio el interior del reactor a 10 Pa con una bomba de
vacio, secando de este modo la biomasa que contiene celulosa. Esta biomasa que contiene celulosa procesada se
mezclé con agua pura mediante agitacion de modo que la concentracion del contenido solido sea del 15% en peso,
y el pH se ajusté a aproximadamente 5 con acido sulfdrico. A esta mezcla, se le afiadieron celulasa de Trichoderma
(Sigma Aldrich Japén) y Novozyme 188 (Preparacion de -glucosidasa derivada de Aspergillus niger, Sigma Aldrich
Japo6n) como celulasas, y la mezcla resultante se mezclé agitando a 50T durante 3 dias para permitir | a reaccion de
hidrélisis. Seguidamente, se llevé a cabo centrifugado (3000 G) para separar/eliminar celulosa no descompuesta y
lignina, para obtener una solucién acuosa de azlcar. La turbidez de la solucién acuosa de azlcar era de 600 NTU.
Las composiciones de las sustancias que inhiben la fermentaciéon y los monosacaridos contenidos en la solucion
acuosa de azUcar eran tal como se muestra en las tablas 5y 6.

[Tabla 5]
Tabla 5 Cuantificacion de sustancias gue inhiben la fermentacion
Solucién acuosa de azlcar

Acido férmico 1,1 g/l

Acido acético 0,5 g/l

HMF 500 mg/l

Furfural 5 mgl/l

Vanilina 20 mg/l

Acetovanilina 18 mgl/l

Acido siringico 2 mg/|

[Tabla 6]

Tabla 6 Cuantificacion de monosacaridos

Solucién acuosa de azlcar
Glucosa 50 g/l
Xilosa 25 g/l
Arabinosa 2 g/l
Manosa 14/

(Ejemplo 1) Etapa de filtracion de la soluciéon acuosa de azlcar tratada con acido sulfdrico diluido/enzima a través de
membrana de nanofiltracion o membrana de ésmosis inversa

Una etapa de filtracién de la solucién acuosa de azlcar obtenida en el ejemplo de referencia 3 a través de una
membrana de nanofiltracion (membrana de NF) o membrana de 6smosis inversa (membrana de RO) y recoger un
liquido que contiene azucar purificado desde el lado de alimentacidn, mientras se eliminan sustancias que inhiben la
fermentacion desde el lado del permeado se describe por medio de un ejemplo. A través de una membrana de
PVDF que tiene un tamafio de poro de 0,05 um, se filtraron 20 | de la solucién acuosa de azucar obtenida en el
ejemplo de referencia 3, y el filtrado se proceso a través de una membrana de nanofiltracién o médulo de membrana
de 6smosis inversa. En el tanque de liquido sin procesar 1 del aparato de filtracion por membrana mostrado en la
figura 1, se introdujeron 20 | de la solucion acuosa de azucar obtenida en el ejemplo 2. Seguidamente, se afadieron
200 | de agua de RO al tanque de liquido sin procesar 1. Como membrana de nandfiltracion, se establecié una
membrana de nandfiltracién de poliamida de piperazina reticulada UTC60 (fabricada por TORAY INDUSTRIES,
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INC.) o, como membrana de RO, se estableci6 una membrana de ésmosis inversa de poliamida completamente
aromatica reticulada UTC80 (fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC.), membrana que se indica mediante el
simbolo 7 en la figura 2. La temperatura del liquido sin procesar se ajusto a 25T y la presién median te la bomba de
alta presion 3 se ajusto a 3 MPa, eliminando de este modo el permeado. Se eliminé un total de 200 | del permeado y,
a la solucién que quedaba en el tanque de liquido sin procesar, cuyo volumen era un poco menor de 20 |, se le
afadié6 agua de RO para conseguir un volumen final de 20 I. La dilucién resultante se utiliz6 como liquido que
contiene azUcar purificado.

Sustancias que inhiben la fermentacién (HMF, furfural, vanilina, acetovanilina y &cido siringico) contenidas en la
solucion acuosa de azucar obtenida en el ejemplo de referencia 3 y en los liquidos que contienen azlcar purificados
anteriores se cuantificaron en las condiciones de HPLC descritas en el ejemplo de referencia 1, en base a
comparacién con muestras estandar. Ademas, las concentraciones de monosacéaridos se cuantificaron en las
condiciones de HPLC descritas en el ejemplo de referencia 1, en base a comparacion con muestras estandar. Los
resultados se resumen en las tablas 7 y 8. Se demostré mediante el analisis que, como sustancias que inhiben la
fermentacion, estaban contenidos acido acético, acido formico, furfural, HMF, vanilina, acetovanilina, acido siringico
y acido levulinico. Ademas, en términos de monosacaridos contenidos en los liquidos que contienen azlcar
respectivos, glucosa y xilosa eran los componentes principales. Ademas, aunque las cantidades eran muy
pequefias, también se detectaron arabinosa y manosa. Ademas, se confirmé que los liquidos que contienen azucar
purificados tienen cantidades reducidas en gran medida de sustancias que inhiben la fermentacién en comparacion
con la solucion acuosa de azucar obtenida en el ejemplo de referencia 3. Por otro lado, dado que las
concentraciones de azucares no disminuian en gran medida en los liquidos que contienen azulcar purificados, podia
confirmarse que el procesamiento de la solucién acuosa de azlcar a través de la membrana de nanofiltracién o
membrana de dsmosis inversa permite la eliminacion de sustancias que inhiben la fermentacion como permeado,
mientras permite la recuperacién de un liquido que contiene azlcar purificado, en el que las concentraciones de
sustancias que inhiben la fermentacién disminuyen, desde el lado de alimentacion.

[Tabla 7]

Tabla 7 Cuantificacion de sustancias que inhiben la fermentacion

Solucién acuosa de liguido que contiene liquido que contiene
azucar azuUcar purificado a través | azUcar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Acido férmico 0,1 g/l 0 g/l 0 g/l
Acido acético 2,4 gll 0,2 g/l 1,2 g/l
HMF 125 mgl/l 18 mg/l 90 mg/l
Furfural 875mg/l 88 mg/l 240 g/l
Vanilina 90 mg/I 2,7 mg/l 62 mg/l
Acetovanilina 146 mg/l 9 mgl/l 103 mgl/l
Acido siringico 15 mg/l 0 mgl/l 10 mgl/l
Acido levulinico 10 mgl/l 0 mgl/l 3 mg/l

[Tabla 8]

Tabla 8 Cuantificacion de monosacaridos

Solucién acuosa de

liquido que contiene

liquido que contiene

azUcar azUcar purificado a través | azUcar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Glucosa 25 g/l 24 g/l 25 g/l
Xilosa 12 g/l 11,2 g/l 12 g/l
Arabinosa 14/ 0,96 g/l 14l
Manosa 1g/ 0,98 g/l 1g/

(Ejemplo 2) Etapa de filtracion de la solucién acuosa de azlcar tratada hidrotérmicamente/tratada enzimaticamente
a través de una membrana de nanofiltracion o membrana de 6smosis inversa

En términos de la etapa de filtracion de la solucién acuosa de azlcar obtenida en el ejemplo de referencia 4 a través
de una membrana de nanofiltracion o membrana de 6ésmosis inversa y recoger un liquido que contiene azUcar
purificado desde el lado de alimentacion, mientras se eliminan sustancias que inhiben la fermentacién desde el lado
del permeado, se obtuvo un liquido que contiene azlcar purificado de la misma manera que en el ejemplo 1, y se
cuantificaron las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacién y monosacaridos. Los resultados se
resumen en las tablas 9 y 10. Se demostré mediante el analisis que, como sustancias que inhiben la fermentacion,
estaban contenidos acido acético, acido férmico, furfural, HMF, vanilina, acetovanilina y acido siringico. Ademas, en
términos de monosacaridos contenidos en los liquidos que contienen azlcar respectivos, glucosa y xilosa eran los
componentes principales. Ademas, aunque las cantidades eran muy pequefias, también se detectaron arabinosa y
manosa.
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Tabla 9 Cuantificacion de sustancias que inhiben la fermentacion

Solucién acuosa de liguido que contiene liguido que contiene
azUcar azlcar purificado a través | azUcar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Acido férmico 0,1 g/l 0 g/l 0 g/l
Acido acético 0,5 g/l 0 g/l 0,2 g/l
HMF 10 mg/l 1 mgl/l 6 mgl/l
Furfural 15 mg/l 0 mgl/l 3g/l
Vanilina 3 mgl/l 0 mgl/l 1 mgl/l
Acetovanilina 13 mg/l 1 mg/l 3 mgl/l
Acido siringico 1 mgl/l 0 mgl/l 0 mgl/l

[Tabla 10]

Tabla 10 Cuantificacion de monosacaridos

Solucién acuosa de

liquido que contiene

liquido que contiene

azucar azlcar purificado a través | azucar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Glucosa 50 g/l 49 g/l 50 g/l
Xilosa 8 g/l 7,2 gll 8 g/l
Arabinosa 14/ 0,96 g/l 14l
Manosa 0,54l 0,48 g/l 0,549l

Se confirmé que los liquidos que contienen azlcar purificados respectivos tenian cantidades reducidas en gran
medida de sustancias que inhiben la fermentacién en comparacién con la solucidon acuosa de azucar obtenida en el
ejemplo de referencia 4. Por otro lado, dado que las concentraciones de azlcares no disminuian en gran medida en
los liquidos que contienen azucar purificados, podia confirmarse que el procesamiento de la solucion acuosa de
azucar a través de la membrana de nanofiltracibn o membrana de ésmosis inversa permite la eliminacién de
sustancias que inhiben la fermentacion como permeado, mientras permite la recuperacion de un liquido que contiene
azucar purificado, en el que las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacion disminuyen, desde el
lado de alimentacién.

(Ejemplo 3) Etapa de filtracion de la solucién acuosa de azlcar tratada con amoniaco/tratada enzimaticamente a
través de una membrana de nanofiltracion o membrana de ésmosis inversa

En términos de la etapa de filtracion de la solucién acuosa de azlcar obtenida en el ejemplo de referencia 5 a través
de una membrana de nanofiltracion o membrana de ésmosis inversa y recoger un liquido que contiene azUcar
purificado desde el lado de alimentacién, mientras se eliminan sustancias que inhiben la fermentacion desde el lado
del permeado, se obtuvo un liquido que contiene azlcar purificado de la misma manera que en el ejemplo 1, y se
cuantificaron las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacién y monosacaridos. Los resultados se
resumen en las tablas 11 y 12. Se demostré mediante el analisis que, como sustancias que inhiben la fermentacion,
estaban contenidos acido acético, acido férmico, furfural, HMF, vanilina, acetovanilina y acido siringico. Ademas, en
términos de monosacaridos contenidos en los liquidos que contienen azlcar respectivos, glucosa y xilosa eran los
componentes principales. Ademas, aunque las cantidades eran muy pequefias, también se detectaron arabinosa y
manosa.

[Tabla 11]

Tabla 11 Cuantificacién de sustancias que inhiben la fermentacion

Solucién acuosa de liquido que contiene liquido que contiene
azUcar azlcar purificado a través | azUcar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Acido férmico 1,1 gl 0 g/l 0,3 g/l
Acido acético 0,5 g/l 0gl 0,2 g/l
HMF 500 mg/l 10 mg/l 120 mg/l
Furfural 5 mgl/l 0 mgl/l 1 mgl/l
Vanilina 20 mg/l 0,4 mgl/l 12 mg/l
Acetovanilina 18 mg/l 1 mgl/l 8 mgl/l
Acido siringico 2 mgl/l 0 mgl/l 1 mgl/l

23




10

15

20

25

30

35

40

[Tabla 12]

ES 2531298 T3

Tabla 12 Cuantificacion de monosacaridos

Solucién acuosa de
azlcar

liguido que contiene
azUcar purificado a través
de membrana de NF

liguido que contiene
azUcar purificado a través
de membrana de RO

Glucosa 50 g/l 49 g/l 50 g/l
Xilosa 25 g/l 21 g/l 25¢/l
Arabinosa 2 g/l 1,8 g/l 2gll
Manosa 14/ 0,99/l 14/

Se confirmd que los liquidos que contienen azlcar purificados respectivos tenian cantidades reducidas en gran
medida de sustancias que inhiben la fermentacion en comparacion con la solucién acuosa de azlcar obtenida en el
ejemplo de referencia 5. Por otro lado, dado que las concentraciones de azlcares no estaban disminuidas en gran
medida, podia confirmarse que el procesamiento de la solucién acuosa de azucar a través de la membrana de NF o
membrana de RO permite la eliminacién de sustancias que inhiben la fermentacién como permeado, mientras
permite la recuperacién de un liquido que contiene azlcar purificado, en el que las concentraciones de sustancias
que inhiben la fermentacién disminuyen, desde el lado de alimentacion.

(Ejemplo 5) Etapa de filtracién del liquido tratado hidrotérmicamente a través de una membrana de nanofiltracion o
membrana de 6smosis inversa

En términos de la etapa de filtracion del liquido tratado hidrotérmicamente obtenido en el ejemplo de referencia 4 a
través de una membrana de nanofiltracion o membrana de dsmaosis inversa y recoger un liquido que contiene aztcar
purificado desde el lado de alimentacion, mientras se eliminan sustancias que inhiben la fermentacién desde el lado
del permeado, se obtuvo un liquido que contiene azlcar purificado de la misma manera que en el ejemplo 1, y se
cuantificaron las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacién y monosacaridos. Los resultados se
resumen en las tablas 13 y 14. Se demostré mediante el andlisis que, como sustancias que inhiben la fermentacion,
estaban contenidos acido acético, acido férmico, furfural, HMF, vanilina, acetovanilina y acido siringico. Ademas, en
términos de monosacaridos contenidos en los liquidos que contienen azlcar respectivos, glucosa y xilosa eran los
componentes principales. Ademas, aunque las cantidades eran muy pequefias, también se detectaron arabinosa y
manosa.

[Tabla 13]

Tabla 13 Cuantificacién de sustancias que inhiben la fermentacion

Solucién acuosa de liquido que contiene liquido que contiene
azucar azlcar purificado a través | azucar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Acido férmico 1,1 g/l 0gll 0,349/l
Acido acético 2,2 gll 0gll 0,2 g/l
HMF 139 mgl/l 1 mgl/l 6 mgl/l
Furfural 8 mgl/l 0 mgl/l 3 mgl/l
Vanilina 50 mg/l 1,2 mg/l 31 mg/l
Acetovanilina 2 mgl/l 0 mgl/l 1 mgl/l
Acido siringico 1 mgl/l 0 mgl/l 0 mgl/l

[Tabla 14]

Tabla 14 Cuantificacion de monosacaridos

Solucién acuosa de

liguido que contiene

liguido que contiene

azUcar azUcar purificado a través | azUcar purificado a través

de membrana de NF de membrana de RO
Glucosa 2gll 1,89/l 2gll
Xilosa 15 g/l 13 g/l 15 g/l
Arabinosa 0,54l 0,48 g/l 0,54l
Manosa 0,54¢l/l 0,48 g/l 0,5¢l/l

Se confirmé que los liquidos que contienen azlcar purificados respectivos tenian cantidades reducidas en gran
medida de sustancias que inhiben la fermentacién en comparacion con el liquido tratado hidrotérmicamente obtenido
en el ejemplo de referencia 4. Por otro lado, dado que las concentraciones de azlicares no disminuian en gran
medida en los liquidos que contienen azucar purificados, podia confirmarse que el procesamiento de la solucion
acuosa de azUcar a través de la membrana de NF o membrana de RO permite la eliminaciéon de sustancias que
inhiben la fermentacion como permeado, mientras permite la recuperacion de un liquido que contiene azlcar
purificado, en el que las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacién disminuyen, desde el lado de
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alimentacion.

(Ejemplo 6) Etapa de filtracion de los liquidos que contienen azicar modelo a través de una membrana de
nanofiltracion o membrana de 6smosis inversa

Como liquidos que contienen azlcar modelo para la solucién acuosa de azlcar preparada mediante hidrolisis de
una biomasa, se prepararon uno que contenia azlcares a altas concentraciones (solucién acuosa de azlcar modelo
A) y uno que contenia azlcares a bajas concentraciones (solucién acuosa de azUcar modelo B). Sus composiciones
se muestran en las tablas 15y 16.

[Tabla 15]

Tabla 15 Composiciones de liquidos que contienen aziicar modelo (monosacéridos)
Glucosa | Xilosa

ioluuon acuosa de azUcar modelo 40 g/l 20 g/l

goluuon acuosa de azUcar modelo 2 g/l 1g/l

[Tabla 16]

Tabla 16 Composiciones de liquidos que contienen azlcar modelo (sustancias que inhiben la fermentacién)

Acido formico | Acido acético | HMF | Furfural | Vanilina
Solucioén acuosa de azucar modelo A 2gll 2 g/l 1g/l 1g/l 19/l
Solucién acuosa de aziicar modelo B 249/l 249/l 1g/l 1g/l 1g/l

Los pH de los liquidos que contienen azdcar modelo A y B se ajustaron utilizando acido sulftrico o hidroxido sédico
a05 1,2 3,45 607,y los liquidos se filtraron de la misma manera que en el ejemplo 1, seguido de la
cuantificacion de las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacién y azlcares contenidos en los
permeados mediante el procedimiento descrito en el ejemplo de referencia 1. Los resultados se muestran en las
tablas 17 a 20. Las tasas de penetracién de monosacaridos eran diferentes entre los liquidos modelo A y B, pero no
diferentes entre los diferentes pH. Ademas, las tasas de penetracion de sustancias que inhiben la fermentacion eran
diferentes entre los diferentes pH, pero no diferentes entre los liquidos que contienen aztcar modelo Ay B.

[Tabla 17]

Tabla 17 Comparacion de las tasas de penetracion de azlcares a través de la membrana de nanofiltracion 1
Glucosa | Xilosa

Solucién acuosa de azlcar modelo A 10% 15%

Solucién acuosa de aztcar modelo B 3% 5%

[Tabla 18]

Tabla 18 Comparacién de las tasas de penetracion de sustancias que inhiben la fermentacién a través de la
membrana de nanofiltracién a diferentes pH

Acido féormico | Acido acético | HMF | Furfural | Vanilina
pH 0,5 La obstruccion de la membrana impedia la penetracion del liguido
pH 1,0 100% 100% 98% 98% 96%
pH 2,0 100% 100% 98% 98% 96%
pH 3,0 100% 100% 98% 98% 96%
pH 4,0 99% 99% 98% 98% 96%
pH 5,0 90% 88% 98% 98% 96%
pH 6,0 55% 48% 100% 100% 100%
pH 7,0 50% 45% 100% 100% 100%
[Tabla 19]
Tabla 19 Comparacion de las tasas de penetracion de azlcares a través de la membrana de ésmosis inversa

Glucosa | Xilosa

Solucién acuosa de aziicar modelo A 0,2% 0,4%
Solucién acuosa de azicar modelo B 0% 0%
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[Tabla 20]

Tabla 20 Comparacién de las tasas de penetracion de sustancias que inhiben la fermentacién a través de la
membrana de 6smosis inversa a diferentes pH

Acido féormico | Acido acético | HMF | Furfural | Vanilina

pH 0,5 La obstruccion de la membrana impedia la penetracion del liguido

pH1,0 85% 55% 25% 55% 15%
pH 2,0 85% 52% 25% 55% 15%
pH 3,0 80% 50% 25% 55% 15%
pH 4,0 50% 25% 25% 55% 15%
pH 5,0 30% 15% 25% 55% 15%
pH 6,0 5% 0% 25% 55% 15%
pH 7,0 0% 0% 25% 55% 15%

A partir de los resultados anteriores, se descubrié que la membrana de nanofiltracion o la membrana de 6smosis
inversa pueden incrementar las concentraciones de monosacaridos mientras se eliminan sustancias que inhiben la
fermentacién en el lado del filtrado. Ademas, se descubrié que la tasa de pérdida de monosacaridos en el lado del
filtrado se incrementa en la membrana de nanofiltracién en los casos en los que la concentracién de azucar es alta,
mientras que la pérdida de azlUcares apenas ocurre en la membrana de dsmosis inversa incluso en dichos casos.
Ademas, se descubrié que las tasas de eliminacion de acidos organicos varian en gran medida dependiendo del pH.

(Ejemplo 7) Etapa de filtracion de la solucién acuosa de azlcar tratada hidrotérmicamente/tratada enzimaticamente
a través de una membrana de ésmosis inversa (efecto de supresion del ensuciamiento mediante ajuste del pH)

Se investigé el efecto de supresion del ensuciamiento mediante ajuste del pH sobre la soluciéon acuosa de azlcar
obtenida en el ejemplo de referencia 4. Diez litros de la solucion acuosa de azUcar obtenida en el ejemplo de
referencia 4 se filtraron a través de una membrana de microfiltracién (fabricada por Millipore; tamafio de poro, 0,45
pm; membrana de PVDF). La turbidez no era mayor de 1 NTU en este momento. La filtracién se llevd a cabo
adicionalmente utilizando una membrana de ultrafiltracion (GE SEPA serie PW; poliétersulfona; limite de peso
molecular, 10000). Seguidamente, el filtrado se dividié en alicuotas en volimenes de 2 |, y cada una de estas
alicuotas se preparé con acido sulfirico o amoniaco de modo que el pH se volvié 1, 2, 3,5 6 7, seguido por filtracién
a través de una membrana de 6smosis inversa de la misma manera que en el ejemplo 1 hasta que el volumen
restante en el tanque de liquido sin procesar disminuy6 a 0,5 | (concentracion 4 veces). La cantidad de flujo durante
la recogida del permeado se calcul6 en base a las diferencias en los cambios en la cantidad total del permeado con
el tiempo. Los resultados del célculo del flujo se muestran en la figura 3. Como resultado, a un pH de 1, el flujo era
muy pequefio y la filtracion requirié un largo periodo y, a un pH de 7, se produjo una notable disminucion del flujo en
el medio de la operacién. También a pH de 2, 3 y 5, se observé una disminucién del flujo desde aproximadamente
1,5 horas después, y se supuso que esto se debia al incremento de la concentracién de azlcar, conduciendo a un
drastico incremento de la presion osmdética. Las concentraciones de monosacéridos y sustancias que inhiben la
fermentacion en la solucién acuosa de azUcar y liquidos que contienen azucar purificados eran tal como se muestra
en las tablas 21 y 22, y pudo confirmarse que, aunque los monosacaridos se concentraron a la proporcién de
concentracion correspondiente, los niveles de concentracion de las sustancias que inhiben la fermentacion eran
bajos, de modo que se pudo confirmar la eliminacion de las sustancias que inhiben la fermentacién de la solucién
acuosa de azlcar.

[Tabla 21]
Tabla 21 Concentraciones de monosacéridos
Solucién acuosa de azlcar Liquido que contiene Liguido que contiene
azucar purificado (filtracion | azlcar purificado (filtracion
apH3) apH7)
Glucosa 50 g/l 200 g/l 200 g/l
Xilosa 8 g/l 324/ 324l
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[Tabla 22]
Tabla 22 Cuantificacién de sustancias que inhiben la fermentacion
Solucién acuosa de Liguido que contiene Liquido que contiene
azUcar azucar purificado (filtracion | azdcar purificado (filtracion
apH3) apH7)

Acido férmico 0,1 g/l 0,2 gl 0,4 gl
Acido acético 0,5 g/l 1,2 g/l 2,0 g/l
Furfural 15 mg/l 35mgl/l 35 mg/l
HMF 10 mg/l 30 mg/I 30 mg/l
Vanilina 3 mgl/l 9 mgl/l 9 mgl/l
Acetovanilina 13 mg/l 45 mgl/l 45 mgl/l

(Ejemplo 8) Etapa de filtracion del liquido tratado hidrotérmicamente a través de una membrana de nanofiltracion
(efecto de supresion de ensuciamiento mediante membrana de microfiltracion/membrana de ultrafiltracion)

El efecto de supresidon de ensuciamiento mediante tratamiento por filtracion, que se lleva a cabo antes de la
concentracion del liquido tratado hidrotérmicamente obtenido en el ejemplo de referencia 4 a través de una
membrana de nanofiltracién, se investigdé mediante una prueba de aceleracién utilizando un volumen reducido del
liquido. Se prepararon tres tipos de liquidos, es decir, un liquido preparado simplemente centrifugando el liquido
tratado hidrotérmicamente obtenido en el ejemplo de referencia 4 como esta, un liquido tratado con una membrana
de microfiltracion (fabricada por Millipore; tamafio de poro, 0,45 um; membrana de PVDF), y un liquido tratado con
una membrana de ultrafiltracion (GE SEPA serie PW; poliétersulfona; limite de peso molecular, 10000), y sus pH se
ajustaron a 3. La turbidez del liquido tratado por centrifugado era de 800 NTU, y las turbideces de ambos de los
otros 2 tipos de liquidos no eran superiores a 1 NTU. Cada liquido en una cantidad de 2 | se filtr6 a través de una
membrana de nanofiltracion de la misma manera que en el ejemplo 1 hasta que el volumen restante en el tanque de
liquido sin procesar disminuy6 a 0,5 |, y la cantidad de flujo durante la recogida del permeado se calculé en base a
las diferencias en los cambios en la cantidad total del permeado con el tiempo. Los resultados del célculo del flujo se
muestran en la figura 4. Como resultado, se demostré que, en el caso de tratamiento solamente con centrifugado, la
turbidez era alta y el flujo disminuia drasticamente durante la concentracién. Se supuso que esto se debia a la
adhesion de componentes responsables de la turbidez a la membrana durante la concentracion, dando como
resultado una drastica disminucion de la capacidad de filtracién de la membrana.

(Ejemplo 9) Identificacién de componentes de ensuciamiento

El liquido tratado hidrotérmicamente obtenido en el ejemplo de referencia 4 se aired y se lavd, mientras se llevaba a
cabo la microfiltracién, y la membrana resultante se sec6 al vacio y se observé con un aparato de microscopio
electronico de barrido (fabricado por Hitachi High-Technologies Corporation, S-4800). Ademas, el andlisis de los
componentes se llevéd a cabo utilizando un analizador de rayos X por dispersion de energia (fabricado por HORIBA,
Ltd., EX-250) fijado al aparato de microscopio electrénico de barrido. Como resultado, sobre la membrana de
microfiltracion, se observaron muchos depositos de gel y particulas que tenian tamafios del orden de varios
nanémetros a varios micrometros, tal como se muestra en la figura 5. Estos componentes se sometieron a analisis
de la dispersion de los componentes, en el modo de cartografia del analizador de rayos X por dispersion de energia,
y grandes cantidades de Si (silicio) y O (oxigeno) se detectaron en las posiciones de las particulas (figura 6). Se
supuso que estas materias particuladas eran SiO; (silice). Ademas, como los componentes de gel alrededor de las
particulas, se observaron C (carbono) y O (oxigeno). Por lo tanto, se consider6 que los depoésitos de gel eran
celulosa no descompuesta, lignina y similares. Ademas, el filtrado obtenido mediante la microfiltracion se filtr6 a
través de una membrana de ultrafiltracion, y la membrana de ultrafiltracion se lavé ligeramente con agua de RO. La
membrana de ultrafiltracion se secé a continuacion al vacio y se sometioé solamente a andlisis elemental mediante un
analizador de rayos X por dispersion de energia utilizando un microscopio electronico de barrido que aplica un
voltaje de 20 kV a un aumento de x 100, en 3 posiciones diferentes. Como resultado, se detectaron C (carbono) a un
contenido del 72 al 77% y O (oxigeno) a un contenido del 20 al 25%. Por lo tanto, en términos de los componentes
eliminados, se supuso que polisacaridos solubles en agua, tanino, polifenol y similares se acumulan sobre la
membrana de ultrafiltracion y se eliminan.

(Ejemplo 10) Recuperacion de enzimas

Se describe un ejemplo de recuperacion de enzimas de la soluciéon acuosa de azlcar obtenida en el ejemplo de
referencia 1 anterior. Para la recuperacion de las enzimas, se colocé una membrana de ultrafiltracion de
poliétersulfona (diametro, 44,5 mm; Millipore) que tenia un limite de peso molecular de 10.000 en un aparato Stirred
Cells Series 8000 (Millipore), y la filtracion a presion se llevo a cabo utilizando un cilindro de nitrégeno gaseoso. En
la filtracion a presion, 50 ml del liquido que contiene azulcar obtenido en el ejemplo 1 se introdujeron al lado de
alimentacién, y 45 ml del liquido se eliminaron como un permeado. Se midié la concentracion de enzima
(concentracion de proteina) en 5 ml del liquido que contiene azlcar que quedaba en el lado de alimentacién. La
concentracion de enzima se midié por colorimetria utilizando el kit de medicién BCA (BCA Protein Assay Regent kit,
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fabricado por PIERCE) mediante medicién de la absorbancia a 562 nm utilizando albimina bovina (2 mg/ml) como
muestra estandar. Como resultado, tomando la concentraciéon de enzima inicial antes de la alimentacién del liquido
como el 100%, podia confirmarse que la concentracién de enzima en el liquido recuperado en el ejemplo de
referencia 1 estaba dentro del intervalo del 10-60% como valor relativo.

(Ejemplo 11) Cambios en la capacidad para eliminar sustancias que inhiben la fermentacion dependiendo de la
temperatura de la solucién acuosa de azlcar

Una etapa de filtracion de la solucién acuosa de azucar tratada con amoniaco/tratada enzimaticamente obtenida en
el ejemplo de referencia 5 a través de una membrana de microfiltracion y una membrana de ultrafiltracion, y a
continuacion filtrar adicionalmente la solucién a través de una membrana de dsmosis inversa, seguida de la
recuperacion de una solucién de azucar purificada desde el lado de alimentacion y eliminar sustancias que inhiben la
fermentacion desde el lado del permeado, se describe por medio de un ejemplo. A través de una membrana de
microfiltracion (fabricada por Millipore; tamafio de poro, 0,45 um; membrana de PVDF), se filtraron 4 | de la solucion
acuosa de azUcar obtenida en el ejemplo de referencia 5. La turbidez no era mayor de 1 NTU en este momento. La
filtracion se llevd a cabo adicionalmente utilizando una membrana de ultrafiltracion (GE SEPAG PW series;
poliétersulfona; limite de peso molecular, 10000). Esta solucién acuosa de azlcar se ajustd con acido sulfdrico a pH
3, y una alicuota de 2 | de la solucién resultante se filtré a una temperatura de la solucién acuosa de azucar de 25C
0 50C a través de una membrana de 6smosis inversa de la misma manera que en el ejemplo 1 hasta que el
volumen restante en el tanque de liquido sin procesar disminuyé a 0,5 |, seguido por recuperar el permeado. En el
momento en el que se completo la filtracion, se afiadid agua de RO a cada liquido para conseguir un volumen final
de 2 |, proporcionando de este modo un liquido que contiene azucar purificado. Las concentraciones de sustancias
que inhiben la fermentacién en los liquidos que contienen azucar purificados en los casos de temperaturas de la
solucién acuosa de azucar de 25T y 50T eran tal c omo se muestra en la tabla 23. La temperatura incrementada de
la solucién acuosa de azlcar mejoraba la capacidad de eliminacién de sustancia que inhibe la fermentacion. Se
supuso que esto se debia al incremento del tamafio de poro de la membrana causado por la temperatura
incrementada de la solucién acuosa de azlcar.

[Tabla 23]

Tabla 23 Cambios en la capacidad de eliminacién de sustancia que inhibe la fermentacion dependiendo de la
temperatura de la solucién acuosa de azlcar

Antes del tratamiento de la | Tratamiento de la solucién | Tratamiento de la solucién

solucion acuosa de azlcar | acuosa de azucar a 25TC acuosa de azlcar a 50C
Acido formico 1,1 g/l 0,6 g/l 0,2 g/l
Acido acético 05 g/l 0,39/l 0,19/
Furfural 5 mgl/l 3 mgl/l 1 mg/l
Vanilina 20 mg/l 16 mg/l 10 mg/l
Acetovanilina 18 mgl/l 16 mg/l 12 mg/l
Acido siringico 2 mgl/l 1,9 mg/l 1,2 mg/l

(Ejemplo 12) Cambios en el nivel de supresion de la pérdida de monosacaridos dependiendo de la temperatura de la
solucion acuosa de azlcar

Se describe por medio de un ejemplo una etapa de filtracién de la solucién acuosa de azlcar tratada con
amoniaco/tratada enzimaticamente obtenida en el ejemplo de referencia 5 a través de una membrana de
microfiltracion y una membrana de ultrafiltracién, y a continuacion filtrar adicionalmente la solucién a través de una
membrana de nanofiltracion, seguida por recuperar una solucion de azulcar purificada desde el lado de alimentacién
y eliminar sustancias que inhiben la fermentacion desde el lado del permeado. A través de una membrana de
microfiltracion (fabricada por Millipore; tamafio de poro, 0,45 um; membrana de PVDF), se filtraron 4 | de la solucion
acuosa de azUcar obtenida en el ejemplo de referencia 5. La turbidez no era mayor de 1 NTU en este momento. La
filtracion se llevd a cabo adicionalmente utilizando una membrana de ultrafiltracion (GE SEPA serie PW;
poliétersulfona; limite de peso molecular, 10000; fabricada por GE Osmonics). Esta solucién acuosa de azlcar se
ajusté con acido sulfarico a pH 3, y una alicuota de 2 | de la solucidn resultante se filtré6 a una temperatura de la
solucion acuosa de azucar de 25C o 10T a través d e una membrana de nanofiltracion de la misma manera que en
el ejemplo 1 hasta que el volumen restante en el tanque de liquido sin procesar disminuyé a 0,5 |, seguido de la
recuperacion del permeado. En el momento en el que se completo la filtracidn, se afiadié agua de RO a cada liquido
para conseguir un volumen final de 2 I, proporcionando de este modo un liquido que contiene azUcar purificado. Las
concentraciones de azuUcares en los liquidos que contienen azucar purificados en los casos de temperaturas de la
solucién acuosa de azucar de 25C y 10T eran tal c omo se muestra en la tabla 24, lo que indicaba que la
disminucion de la temperatura disminuia la pérdida de los azlcares. Se supuso que esto se debia a la disminucién
del tamafio de poro de la membrana causada por la disminucién de la temperatura de la solucién acuosa de azUcar.
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Tabla 24 Pérdida de azucares dependiendo de la temperatura de la solucién acuosa de azicar

Antes del tratamiento de la | Tratamiento de la solucién | Tratamiento de la solucién

solucion acuosa de azlcar | acuosa de azlcar a 25C acuosa de azlcar a 10C
Glucosa 50 g/l 44 gll 50 g/l
Xilosa 25 g/l 21 g/l 25 g/l
Arabinosa 2 g/l 1,8 g/l 2 g/l
Manosa 1g/l 0,8 g/l 1g/

(Ejemplo 13) Ejemplos de produccién de liquidos que contienen azUcar purificados utilizando diversas membranas
de nandfiltracion

La soluciéon acuosa de azucar obtenida en el ejemplo de referencia 3 se filtré adicionalmente a través de una
membrana de microfiltracion (fabricada por Millipore; tamafio de poro, 0,05 um; membrana de PVDF), y 20 | de una
solucion preparada diluyendo 20 veces la solucion acuosa de azlcar con agua de RO se trataron con una
membrana de nanofiltracion hasta que el volumen de la solucién disminuy6 a 1 | de la misma manera que en el
ejemplo 1. Como membranas de nanofiltracion de 90¢, se utilizaron una membrana de nancfiltracion de poliamida de
piperazina reticulada UTC60 (membrana de nanodfiltracion 1, fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC.), una
membrana de nanofiltracién de poliamida de piperazina reticulada NF-400 (membrana de nanofiltraciéon 2, fabricada
por Filmtec Corporation), una membrana de nanofiltracion de poliamida NF99 (membrana de nanofiltracion 3,
fabricada por Alfa-Laval) y una membrana de nanofiltracion de acetato de celulosa GE Sepa DK (membrana de
nanofiltracion 4, fabricada por GE Osmonics). Se calcularon las tasas de penetracion de sustancias que inhiben la
fermentacién (acido acético, acido férmico, HMF, furfural, vanilina, acetovanilina, acido siringico y acido levulinico) y
las tasas de penetracién de monosacaridos (glucosa y xilosa) contenidos en el permeado. Los resultados indicaban
que los monosacaridos y las sustancias que inhiben la fermentacién podian bloquearse con cualquiera de las
membranas de nanofiltracién y que, en particular, las membranas de nanofiltraciéon 1 a 3, es decir, la membrana de
nanofiltracién de poliamida y las membranas de nandfiltracion de poliamida de piperazina reticulada, tienen bajas
tasas de penetracion de monosacaridos, mientras que tienen altas tasas de penetracion de sustancias que inhiben la
fermentacion (tablas 25 y 26).
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[Tabla 26]

Tabla 26 Comparacion de las tasas de penetracion de monosacéaridos a través de diversas membranas de
nanofiltracion

Glucosa Xilosa
Membrana de nanofiltracion 1 0,8% 1,2%
Membrana de nanofiltracion 2 1,15% 2,0%
Membrana de nanofiltraciéon 3 1,09% 1,89%
Membrana de nanofiltracién 4 2,16% 4,5%

(Ejemplo 14) Ejemplos de produccién de liquidos que contienen azUcar purificados utilizando diversas membranas
de ésmosis inversa

La solucién acuosa de azucar obtenida en el ejemplo de referencia 5 se filtr6 a través de una membrana de
microfiltracion (fabricada por Millipore; tamafio de poro, 0,45 um; membrana de PVDF). La turbidez no era mayor de
1 NTU en este momento. La filtracion se llevo a cabo adicionalmente utilizando una membrana de ultrafiltracion (GE
SEPA serie PW; poliétersulfona; limite de peso molecular, 10000). El filtrado se ajust6é con acido sulfarico a pH 3, y
partes alicuotas de 20 | del liquido resultante se trataron de la misma manera que en el ejemplo 1 con membranas
de 6smosis inversa. Como membranas de 6smosis inversa, se utilizaron una membrana de 6smosis inversa de
poliamida completamente aromatica reticulada UTC80 (membrana de ésmosis inversa 1, fabricada por TORAY
INDUSTRIES, INC.), una membrana preparada empapando la membrana de ésmosis inversa de poliamida
completamente aromatica reticulada UTC80 en un liquido con enzima celulasa Novozyme 188 (Preparacion de
B-glucosidasa derivada de Aspergillus niger, Sigma Aldrich Japén) a 50C durante 1 dia y lavand o la membrana
resultante con agua de RO (membrana de ésmasis inversa 2), una membrana de ésmosis inversa de poliamida
DESAL-3B (membrana de ésmosis inversa 3; fabricada por DESAL), una membrana de dsmosis inversa de acetato
de celulosa GE SEPA CE (membrana de 6smosis inversa 4, fabricada por GE Osmonics) (ejemplo comparativo), y
una membrana preparada empapando la membrana de ésmosis inversa de acetato de celulosa GE SEPA CE
(fabricada por GE Osmonics) en un liquido con enzima celulasa Novozyme 188 (Preparacion de B-glucosidasa
derivada de Aspergillus niger, Sigma Aldrich Jap6n) a 50C durante 1 dia y lavando la membrana resultante con
agua de RO (membrana de 6smosis inversa 5), y cada permeado se recuperd hasta que el volumen del liquido sin
procesar disminuy6 hasta una cuarta parte del volumen inicial.

Agua de RO en la misma cantidad que el permeado se introdujo en el liquido concentrado en el tanque de liquido sin
procesar, y las concentraciones de sustancias que inhiben la fermentacion contenidas en el tanque de liquido sin
procesar y el permeado se analizaron mediante HPLC (fabricada por Shimadzu Corporation), calculando de este
modo las tasas de penetracion de las sustancias que inhiben la fermentacion (acido acético, acido formico, HMF,
furfural, vanilina, acetovanilina y acido siringico) y las tasas de penetracion de los monosacéridos (glucosa y xilosa).
Los resultados indicaban que los monosacaridos y las sustancias que inhiben la fermentacién podian bloguearse
con cualquiera de las membranas de 6smosis inversa y que, en particular, las membranas de ésmosis inversa 1y 2,
es decir, las membranas de ésmosis inversa de poliamida y poliamida completamente aroméatica reticulada, tienen
bajas tasas de penetracidon de monosacaridos, mientras que tienen altas tasas de penetracion de sustancias que
inhiben la fermentacion. Se revel6, ademas, que las membranas de acetato de celulosa son menos resistentes a la
celulasa (tablas 27 y 28).
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[Tabla 28]

Tabla 28 Comparacion de las tasas de penetracion de monosacaridos a través de diversas membranas de filtracion
por ésmosis inversa

Glucosa Xilosa
Membrana de 6smosis inversa 1 0,1% 0%
Membrana de 6smosis inversa 2 0,1% 0%
Membrana de ésmosis inversa 3 0,2% 0,1%
Membrana de ésmosis inversa 4 1,0% 2,0%
Membrana de 6smosis inversa 5 75% 85%

(Ejemplo 15) Comparacion de efectos para concentrar monosacaridos y sustancias que inhiben la fermentacion

Para comparar los efectos para concentrar monosacaridos y sustancias que inhiben la fermentacion, los grados de
concentracién de monosacaridos y sustancias que inhiben la fermentacién se compararon entre casos de filtracion
de la solucion acuosa de azlcar a través de una membrana de nanofiltracion y/o membrana de ésmosis inversa.
Después de preparar 60 | de la soluciéon acuosa de azlcar tratada con amoniaco/tratada enzimaticamente obtenida
en el ejemplo de referencia 5 a pH 3 con amoniaco acuoso y acido sulfirico, la solucién resultante se filtré a través
de una membrana de microfiltracion. La solucion se filtré adicionalmente a través de una membrana de ultrafiltracion.
La turbidez no era mayor de 0,5 NTU en este momento. El filtrado se dividié en 3 partes alicuotas (de 20 | cada una),
y se traté solamente con una membrana de nanofiltracién hasta que el volumen en el lado del liquido sin procesar
disminuyé a 5 | (concentracion 4 veces); se tratd con una membrana de nanofiltracién hasta que el volumen en el
lado del ligquido sin procesar disminuy6 a 10 | (concentracion 2 veces), seguido por tratamiento con una membrana
de 6smosis inversa hasta que el volumen en el lado del liquido sin procesar disminuyé a 5 | (concentracién adicional
2 veces: un total de concentracién 4 veces), o se traté solamente con una membrana de ésmosis inversa hasta que
el volumen en el lado del liquido sin procesar disminuy6 a 5 | (concentracion 4 veces); de la misma manera que en el
ejemplo 7. Como membrana de nanofiltracion, se utilizé6 una membrana de nanofiltracién de poliamida de piperazina
reticulada UTC60 (membrana de nanofiltracién 1, fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC.) y, como membrana de
O6smosis inversa, se utilizé una membrana de 6smosis inversa de poliamida completamente aromatica reticulada
UTC80 (membrana de ésmosis inversa 1, fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC.).

La tabla 29 muestra los resultados del andlisis de las concentraciones de monosacaridos y sustancias que inhiben la
fermentacién contenidas en el liquido que contiene azucar purificado, analisis que se llevé a cabo mediante HPLC
en las condiciones mostradas en el ejemplo de referencia 1. Debajo de cada una de las concentraciones mostradas
en la tabla, se muestra la concentracion esperada cuando el liquido se diluye mas tarde, de modo que se consiga
una concentracion de glucosa de 50 g/l. Como resultado, se reveld que los grados de concentracion de las
sustancias que inhiben la fermentacién eran inferiores que los grados de concentracién de los monosacaridos, y que
el rendimiento de eliminacion de sustancia que inhibe la fermentacion por concentracion de glucosa unitaria era el
mas alto en el caso del tratamiento con membrana de nanofiltracién, seguido por el caso del tratamiento con
membrana de nanofiltracion y el posterior tratamiento con membrana de ésmosis inversa, y el caso del tratamiento
con membrana de 6smosis inversa, en ese orden. Por otro lado, utilizando la membrana de nanofiltracion y la
membrana de 6smosis inversa en combinacion, la pérdida de azlcares en el lado del filtrado de una membrana de
nanofiltracién, que se produce notablemente en los casos en los que la concentracién de azucar es de hasta no
menos de 100 g/l, podia reducirse, y el rendimiento de eliminacién de sustancia que inhibe la fermentaciéon mejoraba
en gran medida en comparacion con el caso de tratamiento solamente con una membrana de 6smosis inversa.

33



10

15

20

25

30

ES 2531298 T3

[Tabla 29]
Tabla 29 Cuantificacién de monosacaridos y sustancias que inhiben la fermentacion
Solucion acuosa de tratada con tratada con tratada con
azUcar membrana de NF membrana de membrana de RO
NF/membrana de
RO
Glucosa 50 g/l 160 g/l 195 g/l 200 g/l
(50 g/l) (50 g/1) (50 g/1)
Xilosa 25 g/l 79 g/l 96 g/l 100 g/l
(25 g/l) (50 g/l (50 g/l
Arabinosa 249/l 6 g/l 7,6 g/l 8 g/l
(1,9 g/ (1,9 g/l (2 g/l
Manosa 19/ 3,04/ 3,249l 3,849l
(0,9 g/l (0,9 g/) (1 g/l)
Acido férmico 1,1 g/l 1,0 g/l 1,3 g/l 2,0 g/l
(0,3 g/ (0,3 g/) (0,5 g/)
Acido acético 0,5 g/l 0,4 g/l 0,7 g/l 1,2 g/l
(0,1 g/ (0,2 g/ (0,3 g/l)
HMF 0 mgl/l 0 mgl/l 0 mgl/l 0 mgl/l
(0 mg/l) (0 mg/l) (0 mg/l)
Furfural 5 mgl/l 4 mgl/l 7 mgl/l 12 mgl/l
(1,3 mg/l) (1,8 mg/l) (3 mg/l)
Vanilina 20 mg/l 18 mgl/l 30 mg/l 60 mg/l
(5,6 mg/l) (7,7 mg/l) (15 mg/l)
Acetovanilina 18 mgl/l 18 mgl/l 26 mg/l 70 mg/l
(5,6 mg/l) (6,7 mg/l) (17 mg/l)
Acido siringico 2 mgl/l 2 mgl/l 4 mgl/l 8 mgl/l
(0,6 mg/l) (1,0 mg/l) (2,0 mg/l)

(Ejemplo 16) Ejemplos de produccion de liquidos que contienen azUcar purificados utilizando membranas de
O6smosis inversa de tipo de presion baja/presion ultrabaja

Para comparar los efectos para concentrar monosacaridos y sustancias que inhiben la fermentacion entre diferentes
tipos de membranas de 6smosis inversa, un liquido que contiene azdcar modelo se filtr6 a través de membranas de
6smosis inversa que tienen diferentes caudales de penetracion de la misma manera que en el ejemplo 6. Las
composiciones de liquidos que contienen azicar modelo de la soluciéon acuosa de azlcar preparados mediante
hidrélisis de biomasa se muestran en la tabla 30.

[Tabla 30]

Tabla 30 Composicion del liquido que contiene azlcar modelo

Glucosa Xilosa | Acido acético

Solucién acuosa de aziicar modelo 40 g/l 20 g/l 249l

Como membranas de 6smosis inversa, se utilizaron BW-30 fabricada por Filmtec Corporation (membrana de
dsmosis inversa 6) y SU-700 fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC. (membrana de ésmosis inversa 7), que son
membranas de tipo de presion baja; TFC-ULP fabricada por KOCH (membrana de 6smosis inversa 8) y SUL-G10
fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC. (membrana de ésmosis inversa 9), que son membranas de tipo de presion
ultrabaja; y DESAL-3B fabricada por DESAL (membrana de 6smosis inversa 10), que es una membrana de tipo de
presion media para referencia. Los caudales de penetracién de cloruro sédico (500 mg/l) por area unitaria de
membrana (m3/m2/d|’a) observados a una presion de filtracion de 0,75 MPa a pH 6,5 para las respectivas
membranas se muestran en la tabla 31.

[Tabla 31]

Tabla 31 Valores de caudales de penetracion de respectivas membranas de dsmosis inversa

Caudal de penetracion (m*/m°/D)
Membrana de ésmosis inversa 6 0,51
Membrana de ésmosis inversa 7 0,51
Membrana de 6smosis inversa 8 0,9
Membrana de 6smosis inversa 9 0,8
Membrana de ésmosis inversa 10 0,27

Liguidos que contienen azucar modelo A y B cuyos pH se ajustaron con acido sulfarico o hidréxido sédico a 2, 3, 4,
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5, 6 6 7 se filtraron de la misma manera que en el ejemplo 1, y las concentraciones de acido acético, que es una
sustancia que inhibe la fermentacidn, y azUcares contenidos en el permeado se cuantificaron mediante el
procedimiento descrito en el ejemplo de referencia 1. Los resultados se muestran en las tablas 32 y 33. La tasa de
penetracion de acido acético variaba dependiendo del pH, y la pérdida de azlcares tendia a ser menor en el tipo de
presion baja que en el tipo de presion ultrabaja, aunque la diferencia era muy pequefia. A partir de estos resultados,
se revel6 que las membranas de 6smosis inversa de tipo de presion baja/presion ultrabaja son excelentes en el
rendimiento de eliminaciéon de acidos organicos y pueden eliminar de forma eficiente sustancias que inhiben la
fermentacién incluso en los casos en los que el pH del liquido sin procesar es mayor de 3.

[Tabla 32]

Tabla 32 Comparacion de las tasas de penetracion de acido acético a través de respectivas membranas de 6smosis

inversa a diferentes pH

Membrana de Membrana de Membrana de Membrana de Membrana de
6smosis inversa | 6ésmosis inversa | 6ésmosis inversa | 6ésmosis inversa | 6smosis inversa
6 7 8 9 10
pH 2,0 78% 80% 99% 99% 45%
pH 3,0 60% 65% 82% 78% 45%
pH 4,0 45% 50% 60% 58% 25%
pH 5,0 20% 20% 35% 33% 15%
pH 6,0 5% 5% 10% 10% 0%
pH 7,0 0% 0% 5% 5% 0%
[Tabla 33]
Tabla 33 Comparacién de las tasas de penetracion de azUcares a través de respectivas membranas de ésmosis
inversa
Glucosa | Xilosa

Membrana de 6smosis inversa 6 0,5% 0,5%
Membrana de ésmosis inversa 7 0,5% 0,5%
Membrana de ésmosis inversa 8 1,0% 1,2%
Membrana de 6smosis inversa 9 0,8% 1,0%
Membrana de 6smosis inversa 10 0,2% 0,1%

Los procedimientos de produccion de productos quimicos utilizando el liquido que contiene azlcar purificado
obtenido mediante la presente invencién como materia prima de fermentacién se describen a continuaciéon con mas
detalle por medio de los ejemplos para acido L-lactico, acido D-lactico, etanol, cadaverina y acido succinico. Sin
embargo, los productos quimicos producidos mediante la presente invencién no estan limitados a los siguientes
ejemplos.

(Ejemplo de referencia 6) Procedimientos para medir concentraciones de productos quimicos [acido L-lactico, acido
D-lactico]

La concentracion de acido L-lactico o acido D-lactico acumulados se confirmé midiendo la cantidad de acido lactico
mediante el procedimiento de HPLC.

Columna: Shim-Pack SPR-H (fabricada por Shimadzu Corporation)

Fase movil: acido p-toluenosulfénico 5 mM (caudal, 0,8 ml/min.)

Solucion de reaccion: acido p-toluenosulfénico 5 mM, Bis-Tris 20 mM, EDTA 0,1 mM-2Na (caudal, 0,8 ml/min.)
Procedimiento de deteccién: conductividad eléctrica

Temperatura: 45C

Ademas, la pureza o6ptica de acido L-lactico se midi6 mediante el procedimiento de HPLC en las siguientes
condiciones.

Columna: TSK-gel Enantio L1 (fabricada por Tosoh Corporation)

Fase movil: solucion acuosa de sulfato de cobre 1 mM

Caudal: 1,0 ml/min.

Procedimiento de deteccion: UV 254 nm

Temperatura: 30C

Ademas, se calculé la pureza optica del acido L-lactico mediante la siguiente ecuacion.

Pureza 6ptica (%) = 100 x (L-D)/(L+D)
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En esta ecuacioén, L representa la concentracion de acido L-lactico, y D representa la concentracion de acido
D-lactico. La pureza optica del acido D-lactico también se calculé de manera similar.

[Etanol]

La concentracién de etanol acumulado se cuantific6 mediante el procedimiento de cromatografia de gases. La
evaluacion se llevé a cabo mediante deteccion/célculo utilizando un aparato Shimadzu GC-2010 capillary GC TC-1
(GL science) 15 metros L. x 0,53 mm de D.I., df 1,5 pm con un detector de ionizacién de llama de hidrégeno.

[Cadaverina]
La cadaverina se evalué mediante el siguiente procedimiento de HPLC.

Columna utilizada: CAPCELL PAK C18 (fabricada por Shiseido Co., Ltd.)

Fase movil: solucion acuosa de acido fosfoérico al 0,1% (p/p):acetonitrilo = 4,5:5,5

Deteccion: UV 360 nm

Pretratamiento de la muestra: A 25 pl de la muestra que se analizara, se le afiadieron 25 pl de 1,4-diaminobutano
(0,03 M), 150 ul de hidrogenocarbonato sédico (0,075 M) y una solucién de 2,4-dinitrofluorobenceno (0,2 M) en
etanol como estandares internos, y la mezcla resultante se incub6 a 37<C durante 1 hora.

En 1 ml de acetonitrilo, se disolvieron 50 pl de la solucién de reaccion anterior, y la solucién resultante se centrifugd
a 10.000 rpm durante 5 minutos, seguido por analizar 10 pl del sobrenadante mediante HPLC.

[Acido succinico]

La medicién de la concentracion de &cido succinico acumulado se llevé a cabo mediante andlisis utilizando HPLC
(fabricado por Shimadzu Corporation; LC10A; monitor de RI: RID-10A; columna: Aminex HPX-87H). La temperatura
de la columna se ajusté a 50C. Después de equilibrar la columna con H,SO4 0,01 N, se inyect6é la muestra, y la
elucién se llevé a cabo con H,SO4 0,01 N para realizar el analisis.

(Ejemplo de referencia 7) Preparacion de una cepa de levadura que tiene capacidad de producir acido L-lactico

Una cepa de levadura que tiene capacidad de producir acido L-lactico se preparé de la siguiente manera. Enlazando
un gen LDH derivado del ser humano cadena abajo del promotor PDC1 en el genoma de la levadura, se preparé una
cepa de levadura que tiene una capacidad de producir acido L-lactico. La reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) se llevé a cabo utilizando La-Taq (fabricada por TAKARA BIO INC.) o KOD-Plus-polimerasa (fabricada por
Toyobo Co. Ltd.) segln las instrucciones adjuntas.

Se cultivé una linea celular de cancer de mama humano (MCF-7), y las células cultivadas se recogieron, seguido de
la extraccion de ARN utilizando el reactivo TRIZOL (fabricado por INVITROGEN) y llevar a cabo reaccion de
transcripcién inversa utilizando el ARN obtenido como plantilla y el sistema SuperScript Choice System (fabricado
por INVITROGEN), sintetizando de este modo ADNCc. Para detalles de las respectivas operaciones, se siguieron las
instrucciones del fabricante. EI ADNc obtenido se utiliz6 como plantilla para la posterior amplificacion por PCR.

Utilizando el ADNc obtenido mediante las operaciones anteriores como plantilla para amplificacién, oligonucle6tidos
que tienen la secuencias mostradas en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2 como conjunto de cebadores, y
KOD-Plus-polimerasa (fabricada por Toyobo Co. Ltd.), se llevo a cabo la PCR para clonar el gen L-ldh. Cada
fragmento amplificado por PCR se purifico, y se fosforilé en sus extremos con T4 Polinucleétido quinasa (fabricada
por TAKARA BIO INC.), seguida por ligamiento en el vector pUC118 (que habia sido digerido con la enzima de
restriccion Hincll y desfosoforilado en el sitio de escision). El ligamiento se llevo a cabo utilizando el kit DNA Ligation
Kit Ver. 2 (fabricado por TAKARA BIO INC.). E. coli DH5a se transformé con los productos del plasmido de
ligamiento, y los ADN plasmidicos se recuperaron para obtener plasmidos en los que diversos genes L-ldh (SEQ ID
NO:3) estan subclonados. Los plasmidos pUC118 obtenidos en los que se insertan los genes L-Idh se digirieron con
las enzimas de restriccién Xhol y Notl para obtener fragmentos de ADN, cada uno de los cuales se inserté a
continuacién en el sitio de restriccién Xhol/Notl del vector de expresién de levadura pTRS11 (figura 7). Por lo tanto,
se obtuvo el plasmido pL-ldh5 que expresa el gen L-ldh derivado de ser humano (gen L-ldh). El pL-ldh5 descrito
anteriormente, que es un plasmidos que expresa el gen L-ldh derivado de ser humano, se depositd en el
International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST
Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén) con el No. de entrada FERM AP-20421 (fecha de
deposito: 21 de febrero 2005) en forma del propio plasmido.

Utilizando el plasmido pL-Idh5 que contiene el gen LDH derivado de ser humano como plantilla para amplificacion, y
oligonucledtidos que tienen las secuencias mostradas en SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5 como conjunto de
cebadores, se llevé a cabo la PCR para amplificar un fragmento de ADN que contiene el gen LDH derivado de ser
humano que tiene una longitud de 1,3 kb y la secuencia de terminacion de un gen TDH3 derivado de
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Saccharomyces cerevisiae. Ademas, utilizando el plasmido pRS424 como plantilla para amplificacion, y
oligonucleétidos que tienen las secuencias mostradas en SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7 como conjunto de
cebadores, se llevé a cabo la PCR para amplificar un fragmento de ADN que contiene un gen TRP 1 derivado de
Saccharomyces cerevisiae que tiene una longitud de 1,2 kb. Cada fragmento de ADN se separ6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y se purificd segun un procedimiento convencional. Utilizando una mezcla
del fragmento de 1,3 kb y el fragmento de 1,2 kb obtenidos de este modo como plantilla para amplificacion, y
oligonucleétidos que tienen las secuencias mostradas en SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:7 como conjunto de
cebadores, se llevd a cabo la PCR para obtener un producto, que a continuacién se sometio a electroforesis en gel
de agarosa al 1,5%, preparando de este modo un fragmento de ADN que tiene una longitud de 2,5 kb en el que el
gen LDH derivado de ser humano y el gen TRP1 estan enlazados. Con este fragmento de ADN que tiene una
longitud de 2,5 kb, la cepa NBRC 10505 de la levadura gemante Saccharomyces cerevisiae se transformé en
fototrofia de triptéfano, segin un procedimiento convencional.

La confirmacién del hecho de que las células transformadas obtenidas tienen el gen LDH derivado de ser humano
enlazado cadena abajo del promotor PDC1 en el genoma de la levadura se llevé a cabo de la siguiente manera. El
ADN gendmico de las células transformadas se prepar6é segun un procedimiento convencional, y a continuacién se
llevé a cabo la PCR utilizando el ADN gendmico preparado como plantilla para amplificacion, y oligonucleétidos que
tienen las secuencias mostradas en SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9 como conjunto de cebadores, para confirmar si se
obtuvo un fragmento de ADN amplificado que tiene una longitud de 0,7 kb. Ademas, si las células transformadas
tenian o no una capacidad para producir acido lactico se confirmé cultivando las células transformadas en medio SC
(METHODS IN YEAST GENETICS 2000 EDITION, CSHL PRESS) y confirmando si el sobrenadante del cultivo
contenia o0 no acido lactico midiendo la cantidad de acido lactico mediante el procedimiento de HPLC.

Mediante el andlisis por HPLC, se detectd acido L-lactico a una concentracion de 4 g/l, y la concentracion de acido
D-lactico estaba por debajo del limite de deteccion. A partir de los estudios anteriores, se confirmé que este
transformante tiene una capacidad de producir &cido L-lactico. Las células transformadas obtenidas se denominaron
la cepa de levadura SW-1, y esta cepa se utilizd para la posterior fermentacion acido L-lactica.

(Ejemplo de referencia 8) fermentacién acido L-lactica (levadura)

La fermentacion acido L-lactica se llevo a cabo utilizando la cepa de levadura obtenida en el ejemplo de referencia 7
(SW-1). Al medio, se mezclaron glucosa como fuente de carbono, y medio con deficiencia selectiva sintético de
levadura suplementado sin triptéfano (Sigma Aldrich Japén, tabla 34, Drop-out MX), base nitrogenada de levadura
sin aminoécidos y sulfato de amonio (Difco, Yeast NTbhase), y sulfato de amonio, como los otros componentes, en la
proporcion mostrada en la tabla 34. El medio se sometié a esterilizacion por filtracién (Millipore, Stericup 0,22 pum)
antes de utilizarlo en la fermentacion. La concentracién de glucosa se cuantificd utilizando Glucose Test Wako
(fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). La cantidad de acido lactico producida en cada cultivo se midio
mediante HPLC en las mismas condiciones que en el ejemplo de referencia 6.

[Tabla 34]

Tabla 34 Composicion del medio de fermentacién acido L-lactica
Composicion Concentracion del componente
Glucosa 50 g/l
Drop-out MX 3,84l

Yeast NTbase 1,7 g/l
Sulfato de amonio 5 g/l

La cepa SW-1 se cultivd en 5 ml de un medio de fermentacién (medio de precultivo) en un tubo de ensayo con
agitacion durante una noche (precultivo). Se recogieron células de levadura del precultivo mediante centrifugado, y
las células se lavaron bien con 15 ml de agua estéril. Las células de levadura lavadas se inocularon a 100 ml de los
medios que tienen las composiciones descritas en la tabla 34, y se cultivaron en un matraz de Sakaguchi de 500 ml
durante 40 horas con agitacién (cultivo principal).

(Ejemplo de referencia 9) Procedimiento de fermentacion acido L-lactica (bacteria de acido lactico)

El medio de fermentacion bacteriana acido L-lactica mostrado en la tabla 35 se esteriliz6 en autoclave (121<C, 15
minutos) y se utilizé como medio. Como bacteria del acido lactico, se utilizé la cepa de Lactococcus lactis JCM 7638,
gue es un microorganismo procariota y, como medio, se utiliz6 el medio de fermentacion &cido lactica de bacterias
del acido lactico que tiene la composicion mostrada en la tabla 35. El acido L-lactico contenido en el liquido de
fermentacion se evalu6 mediante el mismo procedimiento que en el ejemplo de referencia 1. La concentracion de
glucosa se midié utilizando Glucose Test Wako C (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).
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[Tabla 35]

Tabla 35 El medio de fermentacion acido lactica de bacterias del acido lactico
Composicion Concentracion del componente

Glucosa 50 g/l

Extracto de levadura 5 g/l

Polipeptona 5 g/l

Cloruro sodico 5 g/l

La cepa de Lactococcus lactis JCM 7638 se sometid a cultivo estatico en 5 ml del medio de fermentacion acido
lactica purgado con nitrégeno mostrado en la tabla 35 colocados en un tubo de ensayo, durante 24 horas a una
temperatura de 37T (precultivo). El cultivo obtenid o se inoculé a 50 ml de un medio de fermentacion acido lactica
purgado con nitrégeno fresco, y se sometioé a cultivo estatico durante 48 horas a una temperatura de 37<C (cultivo
principal).

(Ejemplo de referencia 10) Fermentacion etandlica (levadura)

Se estudié la fermentacion etandlica mediante una cepa de levadura (OC2, Saccharomyces cerevisiae, levadura
vinicola). El medio a utilizar para la fermentacion se prepar6 sometiendo al medio que tiene la composicion del
ejemplo de referencia 8 a esterilizacion por filtracién (Millipore, Stericup 0,22 um). La concentracion de glucosa se
cuantificd utilizando Glucose Test Wako (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). La cantidad de etanol
producida en cada cultivo se midi6 mediante GC en las mismas condiciones que en el ejemplo de referencia 7.

La cepa OC2 se cultivdo en 5 ml de un medio de fermentacién (medio de precultivo) en un tubo de ensayo con
agitacion durante una noche (precultivo). Se recuperaron células de levadura del precultivo mediante centrifugado, y
las células se lavaron bien con 15 ml de agua estéril. Las células de levadura lavadas se inocularon a 100 ml de
medios que tienen las composiciones descritas en la tabla 34, y se cultivaron en un matraz de Sakaguchi de 500 ml
durante 24 horas con agitacion (cultivo principal).

(Ejemplo de referencia 11) Fermentacién para producir cadaverina (Corynebacterium glutamicum)

Como microorganismo para la producciéon de cadaverina, se utilizé la cepa de Corynebacterium glutamicum
TR-CADL1 descrita en el documento JP 2004-222569 A, para estudiar la fermentacion para producir cadaverina
mediante asimilacion de glucosa. Se preparé un medio de fermentacion para producir cadaverina preparando un
liquido que contiene azicar de modo que se conseguia la composicion de glucosa mostrada en la tabla 36, como
fuente de carbono, y se conseguia un pH de 7,0 con amoniaco acuoso 3 M. La evaluacion de la concentracion de
cadaverina, que es el producto, se llevé a cabo mediante medicién mediante el procedimiento de HPLC. La
concentracion de glucosa se midié utilizando Glucose Test Wako C (fabricado por Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.).

[Tabla 36]

Tabla 36 Medio de fermentacion para producir cadaverina

Composicion Concentracion del componente
Glucosa 50 g/l
Acido citrico 1 g/l
Urea 15 g/l
Dihidrogenofosfato potésico 0,59/l
Hidrogenofosfato dipotésico 0,59/l
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,59/l
L-treonina 0,8 g/l
L-metionina 0,6 g/l
L-leucina 1549/
Sulfato de hierro heptahidratado 6,0 mg/l
Sulfato de manganeso monohidratado 4,2 mg/l
Biotina 1,0 mg/l
Tiamina 2,0 mg/l

En un tubo de ensayo, se afiadieron 5 ml del medio de fermentacién para producir cadaverina suplementado con
kanamicina (25 ug/ml) a la cepa de Corynebacterium glutamicum TR-CAD1, y la cepa se cultivé durante una noche
con agitacion (precultivo). A partir del precultivo, la cepa de Corynebacterium glutamicum TR-CAD1 se recuperé
mediante centrifugado, y las células se lavaron bien con 15 ml de agua estéril. Las células bacterianas lavadas se
inocularon a 100 ml del medio descrito anteriormente, y se cultivaron en un matraz de Sakaguchi de 500 ml durante
24 horas con agitacion (cultivo principal).
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(Ejemplo de referencia 12) Fermentacién D-acido lactica

Como microorganismo, se utilizé la cepa de levadura NBRC10505/pTM63 descrita en el documento JP 2007-074939
Ay, como medio, se utilizo el medio de produccién de acido D-lactico que tiene la composicion mostrada en la tabla
37. La evaluacion de la concentracion de acido D-lactico, que es el producto, se llevd a cabo mediante medicién
mediante el procedimiento de HPLC de la misma manera que en el ejemplo de referencia 1. La concentracion de
glucosa se midié utilizando Glucose Test Wako C (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 37]
Tabla 37 medio de fermentacién acido D-lactica
Composicion Concentracion del componente
Glucosa 50 g/l
Base nitrogenada de levadura sin

I 6,7 g/l
aminoacido
Diecinueve  aminoacidos estandar

: 152 mgl/l

excluyendo leucina
Leucina 760 mg/l
Inositol 152 mgl/l
Acido p-aminobenzoico 16 mg/l
Adenina 40 mg/l

La cepa NBRC10505/pTM63 se cultivdo en 5 ml del medio de produccion de acido D-lactico en un tubo de ensayo
durante una noche con agitacién (precultivo). El cultivo obtenido se inocul6 a 50 ml de un medio de produccién de
acido D-lactico fresco, y se cultivd en un matraz de Sakaguchi de 500 ml durante 24 horas a una temperatura de
30 con agitacién (cultivo principal).

(Ejemplo de referencia 13) Procedimiento de fermentacién para producir acido succinico

Como microorganismo que tiene una capacidad de producir acido succinico, se utilizé la cepa de Anaerobiospirillum
succiniciproducens ATCC53488, para llevar a cabo la fermentaciéon para producir acido succinico. En un matraz
Erlenmeyer de 125 ml, se colocaron 100 ml del medio de cultivo de siembra que tenia la composicién mostrada en la
tabla 38, seguido por esterilizacion térmica.

[Tabla 38]

Tabla 38 Medio de fermentacion para producir acido succinico
Composicion Concentracion del componente
Glucosa 50 g/l
Polipeptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
Hidrogenofosfato dipotasico 1g/l
Cloruro sédico 1g/l
Cloruro de magnesio 0,2 g/l

En una camara de manipulacién con guantes anaerobica, se afiadieron 1 ml de Na,CO3 30 mM y 0,15 ml de H>SO4
180 mM al medio, y ademas, se le afiadieron 0,5 ml de una solucién reductora que contenia 0,25 g/l de cisteina-HCI
y 0,25 g/l de NazS, seguido por inoculacion de la cepa ATCC53488 y cultivo estatico a 39C durante 24 horas
(cultivo principal).

(Ejemplo 17) Fermentacion para producir productos quimicos utilizando liquidos que contienen azUcar purificados a
partir de solucién acuosa de azucar tratada con acido sulfdrico diluido/tratada con una enzima

A partir de 1 litro de cada uno de la solucién acuosa de azlcar y los liquidos que contienen azUcar purificados
(liquido tratado con membrana de nanofiltracion y liquido tratado con membrana de ésmosis inversa) en el ejemplo
1, el agua se evapord a presion reducida (200 hPa) utilizando un evaporador rotatorio (fabricado por Tokyo
Rikakikai) para obtener una solucion/liquido concentrado aproximadamente 3 veces. Utilizando estos y, para
comparacion, glucosa de calidad analitica, se prepararon componentes del medio adecuados para los respectivos
casos de fermentacion en las condiciones de concentracion de los respectivos componentes del medio descritos en
las condiciones de fermentacion mostradas en los ejemplos de referencia 8 a 13, y los componentes del medio
preparados se utilizaron en el cultivo principal. En el precultivo, se utilizé glucosa de calidad analitica, y cada liquido
que contiene azUcar se utilizé solamente en el cultivo principal. Como resultado, tal como se muestra en la tabla 39,
los casos en los que el tratamiento con membrana se llevé a cabo mostraban mejor supresion de la inhibicion de la
fermentacién y concentraciones mejoradas de productos quimicos acumulados, en comparacion con el caso en el
que el tratamiento con membrana no se llevo a cabo.
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[Tabla 39]
Tabla 39 Concentraciones de productos quimicos acumulados

Solucioén acuosa de tratamiento con tratamiento con Monosacarido de

azUcar membrana de NF membrana de RO calidad analitica

acido L-lactico
(Ejemplo de 5gll 12 g/l 11 g/ 14 g/l
referencia 8)
acido L-lactico
(Ejemplo de 5qll 8 g/l 7 gll 9 g/l
referencia 9)
Etanol (Ejemplo de
referencia 10) 22 g/l 29 g/l 28 g/l 29 g/l
Cadaverina (Ejemplo
de referencia 11) 0,4 g/l 1,19/ 1,09/l 1,39/l
acido D-lactico
(Ejemplo de 1,2 g/l 7 gll 549/l 9gl/l
referencia 12)
Acido succinico
(Ejemplo de 3049/ 354gl/ 3549l 3549l
referencia 13)

En términos de la prueba de fermentacion acido L-lactica utilizando levadura (ejemplo de referencia 8), la cantidad
de glucosa en el liquido que contiene azlcar consumido durante la fermentacién y el rendimiento con respecto al
azlcar (glucosa) se muestran en la tabla 40. El tratamiento de la solucion acuosa de azlcar a través de la
membrana de nanofiltracion o la membrana de ésmosis inversa dio como resultado mejores tendencias de mejora
también en el consumo de azlcar, en comparacién con el caso en el que el tratamiento no se llevé a cabo.

[Tabla 40]
Tabla 40 Consumo de glucosa y rendimiento con respecto al azlcar en la fermentacién acido L-lactica

Solucién acuosa de tratamiento con tratamiento con Monosacarido de

azlcar membrana de NF membrana de RO calidad analitica

Consumo de
glucosa 314/ 48 g/l 48 g/l 49 g/l
Rendimientos  con
respecto al azlcar 16% 25% 24% 28%
(glucosa)

(Ejemplo 18) Fermentacion para producir productos quimicos utilizando liquidos que contienen azlcar purificados a
partir de solucién acuosa de azUcar tratada hidrotérmicamente/tratada enzimaticamente

A partir de aproximadamente 1 litro de cada uno de la solucion acuosa de azicar y los liquidos que contienen azlcar
purificados (liquido tratado con membrana de nanofiltracion y liquido tratado con membrana de ésmosis inversa) en
el ejemplo 2, el agua se evapord a presion reducida (200 hPa) utilizando un evaporador rotatorio (fabricado por
Tokyo Rikakikai) para obtener una solucién/liquido concentrado aproximadamente 1,2 veces. Utilizando estos v,
para comparacion, glucosa de calidad analitica, se prepararon componentes del medio adecuados para los
respectivos casos de fermentacion en las condiciones de concentracion de los respectivos componentes del medio
descritos en las condiciones de fermentacion mostradas en los ejemplos de referencia 8 a 13, y los componentes del
medio preparados se utilizaron en el cultivo principal. En el precultivo, se utilizé glucosa de calidad analitica, y cada
liquido que contiene azucar se utilizé solamente en el cultivo principal. Como resultado, tal como se muestra en la
tabla 41, los casos en los que el tratamiento con membrana se llevd a cabo mostraban mejor supresion de la
inhibicion de la fermentacion y concentraciones mejoradas de productos quimicos acumulados, en comparacion con
el caso en el que el tratamiento con membrana no se llevé a cabo.
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[Tabla 41]
Tablas 41 Concentraciones de productos guimicos acumulados

Solucién acuosa de tratamiento con tratamiento con Monosacarido de

azlcar membrana de NF membrana de RO calidad analitica

acido L-lactico
(Ejemplo de 7 gll 14 g/l 13 g/l 14 g/l
referencia 8)
acido L-lactico
(Ejemplo de 7 gll 9 g/l 8 g/l 9gl/l
referencia 9)
rEe‘g;g'an‘fgp'o de 25 gl 29 gl 29 gl 29 gl
g:‘:;‘ggﬂ?ifl‘i;“p'o 0.7 gl 1,3 g/ 1,2 g/ 1,3 g
acido D-lactico
(Ejemplo de 2,84l 8 g/l 7 gll 9gl/l
referencia 12)
Acido succinico
(Ejemplo de 324/ 354l 359/l 359/l
referencia 13)

(Ejemplo 19) Fermentacion para producir productos quimicos utilizando liquidos que contienen azUcar purificados a
partir de solucién acuosa de azucar tratada con amoniaco/tratada enzimaticamente

A partir de aproximadamente 1 litro de cada uno de la solucion acuosa de azicar y los liquidos que contienen azlcar
purificados (liquido tratado con membrana de nanofiltracion y liquido tratado con membrana de ésmosis inversa) en
el ejemplo 3, el agua se evapord a presiéon reducida (200 hPa) utilizando un evaporador rotatorio (fabricado por
Tokyo Rikakikai) para obtener una solucién/liquido concentrado aproximadamente 1,2 veces. Utilizando estos vy,
para comparacion, glucosa de calidad analitica, se prepararon componentes del medio adecuados para los
respectivos casos de fermentacion en las condiciones de concentracion de los respectivos componentes del medio
descritos en las condiciones de fermentacién mostradas en los ejemplos de referencia 8 a 13, y los componentes del
medio preparados se utilizaron en el cultivo principal. En el precultivo, se utilizé glucosa de calidad analitica, y cada
liguido que contiene azlcar se utilizé solamente en el cultivo principal. Como resultado, tal como se muestra en la
tabla 42, los casos en los que el tratamiento con membrana se llevd a cabo mostraban mejor supresién de la
inhibicion de la fermentacién y concentraciones mejoradas de productos quimicos acumulados, en comparacion con
el caso en el que el tratamiento no se llevo a cabo.

[Tabla 42]
Tabla 42 Concentraciones de productos quimicos acumulados

Solucién acuosa de tratamiento con tratamiento con Monosacarido de

azucar membrana de NF membrana de RO calidad analitica

acido L-lactico
(Ejemplo de 6 g/l 13 g/l 11 g/ 14 g/l
referencia 8)
acido L-lactico
(Ejemplo de 6 g/l 9 g/l 7 gll 9qll
referencia 9)
:E;{aer;glrlcggl%r;plo de 23 g/l 29 g/l 29 g/l 29 g/l
Cadaverina (Ejemplo
de referencia 11) 0,6 g/l 1,2 g/l 1,19/ 1,39/l
acido D-lactico
(Ejemplo de 2,14l 8 g/l 6 g/l 9qll
referencia 12)
Acido succinico
(Ejemplo de 3149/ 354gl/ 3549l 3549l
referencia 13)

(Ejemplo 20) Fermentacion para producir productos quimicos utilizando liquidos que contienen azlcar purificados a
partir de solucién acuosa de azucar tratada hidrotérmicamente

A partir de 1 litro de cada uno de la solucién acuosa de azlcar y los liquidos que contienen azUcar purificados
(liquido tratado con membrana de NF y liquido tratado con membrana de RO) en el ejemplo 5, el agua se evaporé a
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presion reducida (200 hPa) utilizando un evaporador rotatorio (fabricado por Tokyo Rikakikai) para obtener una
solucion/liquido concentrado aproximadamente 20 veces. Utilizando estos y, para comparacion, glucosa de calidad
analitica, se prepararon componentes del medio adecuados para los respectivos casos de fermentacion en las
condiciones de concentracion de los respectivos componentes del medio descritos en las condiciones de
fermentacion mostradas en los ejemplos de referencia 8 a 13, y los componentes del medio preparados se utilizaron
en el cultivo principal. En el precultivo, se utilizé glucosa de calidad analitica, y cada liquido que contiene azlcar se
utilizé solamente en el cultivo principal. Como resultado, tal como se muestra en la tabla 43, los casos en los que el
tratamiento con membrana se llevd a cabo mostraban mejor supresion de la inhibicion de la fermentacion y
concentraciones mejoradas de productos quimicos acumulados, en comparacidon con el caso en el que el
tratamiento no se llevé a cabo.

[Tabla 43]
Tabla 43 Concentraciones de productos quimicos acumulados

Solucién acuosa de tratamiento con tratamiento con Monosacarido de

azucar membrana de NF membrana de RO calidad analitica

acido L-lactico
(Ejemplo de 0g/l 9 g/l 4 g/l 14 g/l
referencia 8)
acido L-lactico
(Ejemplo de 0g/l 6 g/l 34qll 9 g/l
referencia 9)
F;{aer;glr]cggligr;plo de 12 g/l 24 g/l 14 g/l 29 g/l
Caday ergzgiflji;“p'o 0gl 0,5 g/ 0gl 1,3 g/
acido D-lactico
(Ejemplo de 0g/l 9 g/l 0g/l 9gl/l
referencia 12)
Acido succinico 21 gll 32 g/l 26 gl 35 g/l

(Ejemplo 21) Efecto del pH de la solucién acuosa de azucar sobre la produccion de productos quimicos

Para investigar el efecto del pH de la solucion acuosa de azucar sobre la produccién de productos quimicos
utilizando el liquido que contiene azlcar purificado, se compararon y se estudiaron los resultados de fermentacién
acido L-lactica utilizando soluciones acuosas de azucar que tenian diferentes pH. Como fuentes de carbono de los
medios de fermentacion, se utilizaron los dos tipos de liquidos que contienen azucar purificados en el ejemplo 7
(preparados tratando soluciones acuosas de azlcar a pH de 3y 7 a través de una membrana de 6smosis inversa) y,
como control, se utilizé glucosa de calidad analitica. Con acido sulfdrico y amoniaco acuoso, 0,5 | de cada uno de los
liquidos que contienen azucar purificados en el ejemplo 7 se ajustaron a pH 5, y los liquidos resultantes se diluyeron
a una concentracion de glucosa de 55 g/l, para proporcionar los liquidos que contienen azucar A y B (A: tratado a
través de una membrana de ésmosis inversa a pH 3; B: tratado a través de una membrana de 6smosis inversa a pH
7). A estos liquidos que contienen azucar, se les mezclaron medio con deficiencia selectiva sintético de levadura
suplementado sin triptéfano (Sigma Aldrich Japon, Tabla 34, Drop-out MX), base nitrogenada de levadura sin
aminoacido y sulfato de amonio (Difco, Yeast NThase), y sulfato de amonio de modo que se consigui6 la proporcion
mostrada en la tabla 34 para el medio de fermentacion acido L-lactica en el ejemplo de referencia 8, para
proporcionar los medios del liquido que contiene azlcar purificado A y B, respectivamente. Analogamente, se
preparé un medio monosacaridico de calidad analitica mediante la mezcla de glucosa de calidad analitica a la
proporcion mostrada en la tabla 34.

Cada medio se someti6 a esterilizacion por filtracion (Millipore, Stericup 0,22 pm) antes de utilizarlo en la
fermentacion. La concentracion de glucosa se cuantifico utilizando Glucose Test Wako (fabricado por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). La cantidad de acido lactico producida en cada cultivo se midié mediante HPLC en las
mismas condiciones que en la medicién de acidos organicos mediante HPLC en el ejemplo de referencia 2.

Segun el procedimiento en el ejemplo de referencia 8, la cepa de levadura SW-1 se precultivd en 5 ml del medio
monosacaridico de calidad analitica en un tubo de ensayo, y a continuacion se llevé a cabo el cultivo principal en los
medios del liquido que contiene azlcar purificado A y B y el medio monosacaridico de calidad analitica. Como
resultado, tal como se muestra en la tabla 44, la utilizacion del liquido que contiene azlcar purificado preparado
tratando la solucion acuosa de azucar (pH 3) a través de una membrana de 6smosis inversa dio como resultado un
consumo mas elevado, que era equivalente al consumo observado en el caso del medio monosacaridico de calidad
analitica, de glucosa por el microorganismo en comparacion con el caso del liquido que contiene azUcar purificado
preparado tratando la solucién acuosa de azucar (pH 7) a través de una membrana de 6smosis inversa. Por lo tanto,
podia confirmarse que la inhibicion de la fermentacion se redujo en el primer caso. Ademas, también se demostro
qgue la concentracion de &cido lactico acumulado en el caso del medio liquido que contiene azucar purificado
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preparado filtrando la solucion acuosa de azlcar (pH 3) a través de una membrana de dGsmosis inversa era
equivalente a aquella en el caso del medio monosacaridico de calidad analitica.

[Tabla 44]
Tabla 44 Resultados de fermentacion acido L-lactica (después de 24 horas de cultivo)

Consumo de glucosa Concentracion de acido | Rendimiento con respecto

lactico acumulado al azucar (glucosa)

Medio liquido que contiene o
azucar purificado A 509/l 149/ 28%
Me,d|0 I|qU|_d_0 gue contiene 40 g/ 10 g/ 2504
azucar purificado B
Medio monosacaridico de o
calidad analitica 509/ 149/ 28%

(Ejemplo 22) Comparacion de rendimientos de membrana de nanofiltracion y membrana de dsmosis inversa en la
produccién de productos quimicos

Para comparar los rendimientos de la membrana de nanofiltracion y la membrana de ésmosis inversa en la
produccién de productos quimicos, se compararon y se estudiaron los resultados de la fermentacion etandlica entre
el liquido que contiene azucar preparado mediante purificacion a través de la membrana de nanofiltracion, el liquido
que contiene azucar preparado mediante purificacion a través de la membrana de dsmosis inversa y el liquido que
contiene azlcar preparado mediante purificacion a través de la membrana de nanofiltraciéon y la membrana de
6smosis inversa. Como fuentes de carbono, se utilizaron los tres tipos de liquidos que contienen azlcar purificados
en el ejemplo 15 (aquellos sometidos a tratamiento con membrana de nanofiltracién, tratamiento con membrana de
6smosis inversa o tratamiento con membrana de nanofiltracion seguido por tratamiento con membrana de dsmosis
inversa) y, como control, se utilizé glucosa de calidad analitica. Con amoniaco acuoso, 0,5 | de cada uno de los
liquidos que contienen azlcar concentrados obtenidos en el ejemplo 15 se ajusté a pH 5, y los liquidos resultantes
se diluyeron a una concentracién de glucosa de 55 g/l, para proporcionar los liquidos que contienen azucar E, Fy G
(E: tratado a través de una membrana de nanofiltracion; F: tratado a través de una membrana de nanofiltraciéon y a
continuacion a través de una membrana de dsmosis inversa; G: tratado a través de una membrana de ésmosis
inversa). A estos liquidos que contienen azlcar, se les mezclaron medio con deficiencia selectiva sintético de
levadura suplementado sin triptéfano (Sigma Aldrich Japon, Tabla 34, Drop-out MX), base nitrogenada de levadura
sin aminoacido y sulfato de amonio (Difco, Yeast NThase), y sulfato de amonio de modo que se consiguid la
proporcion mostrada en la tabla 34 en el ejemplo de referencia 8, para proporcionar los medios de liquido que
contiene azlcar purificado C a E, respectivamente. Andlogamente, se preparé un medio monosacaridico de calidad
analitica mediante la mezcla de glucosa de calidad analitica a la proporciéon mostrada en la tabla 34.

Cada medio se someti6 a esterilizacion por filtracion (Millipore, Stericup 0,22 pm) antes de utilizarlo en la
fermentacién. La concentracion de glucosa se cuantifico utilizando Glucose Test Wako (fabricado por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). La cantidad de etanol producida en cada cultivo se midié mediante GC en las condiciones
descritas en el ejemplo de referencia 1.

Segun el procedimiento en el ejemplo de referencia 9, la cepa OC2 se precultivd en 5 ml del medio monosacaridico
de calidad analitica en un tubo de ensayo, y a continuacion se llevé a cabo el cultivo principal en los medios de
liguido que contiene azlcar purificado C a E y el medio monosacaridico de calidad analitica. Como resultado, tal
como se muestra en la tabla 45, C y D, en los que se utilizaron los liquidos que contienen azUcar purificados con la
membrana de nanofiltracion, mostraban cantidades de consumo de glucosa y concentraciones de etanol acumulado
equivalentes a aquellas en el caso del medio monosacaridico de calidad analitica. Por lo tanto, podia confirmarse
que la inhibicién de la fermentacién se redujo en estos casos. También se confirmé que E, en el que se utiliz6 el
liquido que contiene azucar purificado con la membrana de ésmosis inversa, mostraba fermentacion casi equivalente
a aquella en el caso del medio monosacaridico de calidad analitica, aunque ligeramente peor que Cy D.

[Tabla 45]
Tabla 45 Resultados de fermentacion etandlica (después de 48 horas de cultivo)
Consumo de glucosa | Concentracion de etanol acumulado

Me(_jl_o de liquido que contiene azucar C 50 gl 29 gl
purificado

Me(_jl_o de liquido que contiene azucar D 50 gl 29 gl
purificado

Meq!o de liquido que contiene azlcar E 48 gl 27 gl
purificado

Medio monosacaridico de calidad analitica 50 g/l 29 g/l
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(Ejemplo de referencia 14) Preparacion de E. coli para fermentacién para producir cadaverina

Para mejorar el nivel de expresion del gen de lisina descarboxilasa que existe en el cromosoma de E. coli para
incrementar el rendimiento de fermentacion para producir cadaverina, se intent6 la preparaciéon de una cepa en la
que el promotor del gen de lisina descarboxilasa se sustituye por el promotor del gen gapA (gen de gliceraldehido
deshidrogenasa) de E. coli. La sustituciéon del promotor se llevd a cabo mediante un procedimiento modificado de
alteracidon génica mediante recombinacién homéloga utilizando FLP recombinasa. El procedimiento de preparacién
era el siguiente.

<1> Clonacién del promotor del gen gapA

La cepa de E. coli W3110 se cultivd y se recogié mediante centrifugado, y su ADN gendmico se extrajo utilizando el
kit UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (fabricado por MO BIO Laboratories, Inc.). Para detalles de la operacion, se
siguieron las instrucciones del fabricante.

Utilizando el ADN gendémico obtenido de este modo como plantilla y los oligonucleétidos (SEQ ID NO:10 (KS029) y
SEQ ID NO:11 (KS030)) como conjunto de cebadores, se llevé a cabo la PCR para amplificar el promotor del gen
gapA (500 pb cadena arriba del gen gapA; en lo sucesivo denominado como “promotor de gapA”). Para la reaccién
de amplificacién por PCR, se utiliz6 KOD-Plus polimerasa (fabricada por Toyobo Co. Ltd.), y se utilizaron el tampén
de reaccion y la mezcla de dNTP fijada a la polimerasa. Se prepararon cincuenta microlitros de un sistema de
reaccion de modo que 50 ng/muestra del ADN gendmico preparado tal como se ha descrito anteriormente segun las
instrucciones del fabricante adjuntas a la polimerasa, 50 pmol/muestra de los cebadores y 1 unidad/muestra de
KOD-Plus polimerasa (fabricada por Toyobo Co. Ltd.) estaban contenidos en su interior. La solucién de reaccion se
sometid a desnaturalizacién térmica utilizando un dispositivo de amplificacion por PCR iCycler (fabricado por
BIO-RAD) a 94<C durante 5 minutos; seguido por 30 ciclos de: 94C durante 30 segundos (desnaturalizacion
térmica), 55C durante 30 segundos (hibridacién de los cebadores) y 68T durante 30 segundos (prolonga cion de la
cadena complementaria); y la solucién se refriger6 a continuacion a una temperatura de 4C. Los cebadores de
amplificaciéon génica (SEQ ID NO:10 (KS029) y SEQ ID NO:11 (KS030)) se prepararon, de modo que la secuencia
reconocida por Hindlll esta fijada a sus extremos 5’ y los extremos 3'.

Cada fragmento amplificado por PCR se fosforilé en sus extremos con T4 Polinucledtido quinasa (fabricada por
TAKARA BIO INC.), seguido por ligamiento en el vector pUC118 (que habia sido digerido con la enzima de
restriccion Hincll y desfosoforilado en el sitio de escision). El ligamiento se llevd a cabo utilizando el kit DNA Ligation
Kit Ver. 2 (fabricado por TAKARA BIO INC.). Células competentes de E. coli DH5a (fabricadas por TAKARA BIO
INC.) se transformaron con la solucién de ligamiento, y se sembraron sobre una placa LB suplementada con 50 pg/l
de ampicilina, que es un antibiético, seguido por cultivar las células durante una noche. Se recuperaron ADN
plasmidicos de las colonias que crecieron mediante el procedimiento “miniprep”, y se escindieron con la enzima de
restriccion Hindlll, seguida por seleccionar plasmidos en los que se ha insertado el promotor gapA. Toda la serie de
operaciones se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante adjuntas.

<2> Clonacién del Gen de lisina descarboxilasa

Posteriormente, la PCR se llevd a cabo utilizando el ADN gendmico de E. coli W3110 obtenido en <1> como plantilla
y oligonucleétidos (SEQ ID NO:12 (CadAF2) y SEQ ID NO:13 (CadAR2)) como conjunto de cebadores, para llevar a
cabo la clonacion del gen cadA que codifica lisina descarboxilasa. La reaccion de amplificacion por PCR se llevo a
cabo en las mismas condiciones que en <1> excepto que la reaccidon de prolongacién se llevé a cabo durante 2
minutos. Los cebadores de amplificacion génica (SEQ ID NO:12 (CadAF2) y SEQ ID NO:13 (CadAR2)) se
prepararon de modo que la secuencia reconocida por Hindlll esta fijjada a sus extremos 5’ y la secuencia reconocida
por Xbal estéa fijada a sus extremos 3'. El fragmento de ADN obtenido se ligd en el vector pUC118 de la misma
manera que en <1>, para obtener el vector pUC118 en el que esta insertado el gen cadA. El vector obtenido se
escindio con Hindlll y Xbal para confirmar la insercion del gen cadA en el plasmido.

Posteriormente, este vector pUC118 en el que esta insertado el gen cadA se escindi6 con las enzimas de restriccion
Hindlll y Xbal, y el fragmento de ADN obtenido que contenia el gen cadA se ligd en el sitio de escision de
Hindlll/Xbal de pUC19. El ADN plasmidico obtenido se recuperd y se escindié con las enzimas de restriccion Hindlll
y Xbal, seleccionando de este modo un vector de expresién en el que esta insertado el gen cadA. El plasmido
obtenido se denomin6 pHS7.

<3> Clonacion del gen de resistencia a cloranfenicol

El gen cat se cloné mediante PCR utilizando, como plantilla, el vector pKD3 que tiene el gen de resistencia a
cloranfenicol (gen cat) y sitios de reconocimiento de FLP cadena arriba y cadena abajo del mismo y, como conjunto
de cebadores, oligonucledtidos (SEQ ID NO:14 y SEQ ID NO:15). La reaccién de amplificacion por PCR se llevo a
cabo en las mismas condiciones que en <1> excepto que la reaccion de prolongacion se llevo a cabo durante 1
minuto. Los cebadores de amplificacion génica (SEQ ID NO:14 y SEQ ID NO:15) se prepararon de modo que la
secuencia reconocida por BamHI esté fijada a sus extremos 5’ y la secuencia reconocida por Sacl esta fijjada a sus
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extremos 3'. El fragmento de ADN obtenido se ligd en el vector pUC118 de la misma manera que en <1>, para
obtener el vector pUC118 en el que el gen cat esta insertado. El vector obtenido se escindié con las enzimas de
restriccion BamHI y Sacl para confirmar la insercién del gen cat en el plasmido.

<4> Insercion del gen cat y el promotor de gapA en pHS7

Posteriormente, el vector pUC118 en el que el gen cat esta insertado se escindié con la enzima de restriccion
BamHlI, y se preparé un plasmido introduciendo el fragmento de ADN obtenido en el sitio de escision de BamHI/Sacl
del pHS7 descrito anteriormente. El vector obtenido se escindié con las enzimas de restriccion BamHI| y Sacl para
confirmar la insercion del gen cat en el plasmido. El plasmido obtenido de este modo se denominé pKS5.

<5> Introduccién de la casete del promotor de gapA-gen cadA en el cromosoma

Posteriormente, el vector pUC118 en el que el promotor de gapA estad insertado se escindié con la enzima de
restriccion Hindlll, y se prepard un plasmido introduciendo el fragmento de ADN obtenido en el sitio de escision de
Hindlll del pKS5 descrito anteriormente. La PCR se llevd a cabo utilizando este ADN plasmidico como plantilla, y los
oligonucleétidos (SEQ ID NO:16 (M13 RV) y SEQ ID NO:11 (KS030)) como conjunto de cebadores. Para la PCR, se
utilizé PremixTaq ExTaq Ver (fabricado por TAKARA BIO INC.). Mediante esta PCR, un plasmido a partir del cual
puede obtenerse un fragmento amplificado de aproximadamente 500 pb se seleccioné como el plasmido de interés.
El plasmido obtenido de este modo se denomind pKS8.

Utilizando, como plantilla, el pKS8 obtenido tal como se describe en <4> y, como conjunto de cebadores, los
oligonucledtidos (SEQ ID NO:17 (KS032) y SEQ ID NO:18 (KS033)), se llevé a cabo la PCR para amplificar un
fragmento de ADN que contenia el promotor de gapA, el gen cadA y el gen cat. Para la reaccion de amplificacion por
PCR, se utiliz6 KOD-Plus polimerasa (fabricada por Toyobo Co. Ltd.), y se utilizaron el tampdn de reaccién y la
mezcla dNTP mix fijada a la polimerasa. Cincuenta microlitros de un sistema de reaccion se prepararon de modo
que 50 ng/muestra del ADN plasmidico, 50 pmol/muestra de los cebadores y 1 unidad/muestra de KOD-Plus
polimerasa (fabricada por Toyobo Co. Ltd.) estaban contenidos en su interior. La solucién de reaccion se sometio a
desnaturalizacién térmica utilizando un dispositivo de amplificacion por PCR iCycler (fabricado por BIO-RAD) a 94C
durante 5 minutos; seguido por 30 ciclos de: 94T d urante 30 segundos (desnaturalizacién térmica), 65°C durante 30
segundos (hibridacion de los cebadores) y 68T durante 3 minutos y 30 segundos (prolongacion de la cadena
complementaria); y la solucién se refrigeré a continuaciéon a una temperatura de 4C. El fragmento amplificado
obtenido de aproximadamente 3,5 kb se extrajo del gel de agarosa después de la electroforesis segun un
procedimiento convencional, y la concentracién se ajusto a 500 ng/pl.

Una cepa (en lo sucesivo denominada como W3110/pKD46) preparada introduciendo el plasmido pKD46 que tiene
FLP recombinasa en la cepa W3110 se inoculé en 5 ml de medio LB, y se cultivé durante una noche a 30C
(precultivo). El precultivo obtenido se sometié a inoculacion al 1% a 5 ml de medio SOB (suplementado con
arabinosa 1 mM), seguido por cultivo a 30T hasta g ue se consiguié una DOggo de 0,6 (cultivo principal). El cultivo
principal se centrifugd para recoger las células bacterianas, y las células bacterianas se lavaron 3 veces con glicerol
al 10% enfriado con hielo, seguido por suspender finalmente las células bacterianas en 50 pl de glicerol al 10%. A
esta suspension de células bacterianas, se le afiadieron 2 ul del fragmento amplificado por PCR purificado, tal como
se ha descrito anteriormente, y la mezcla resultante se enfrid sobre hielo durante 30 minutos. Esta suspension se
transfiri6 a una cubeta de electroporacion (0,2 cm), y se llevé a cabo la electroporacion (2500 V, 25 uF, 200 Q)
utilizando GenePulser Xcell (fabricado por BIO-RAD). Después de aplicar un pulso eléctrico, se introdujo 1 ml de
medio SOC en la cubeta, y se recogio la suspension de células bacterianas, seguido por cultivo a 37<C d urante 2,5
horas. El cultivo se aplico a medio agar LB suplementado con 25 g/l de cloranfenicol, y se cultivé a 37C durante
una noche.

Después de confirmar que la colonia obtenida no crecié en medio LB suplementado con ampicilina, la confirmacion
del hecho de que ésta es la cepa de interés en la que el promotor del gen cadA se sustituye por el promotor de gapA
se llevé a cabo mediante PCR utilizando el genoma extraido como plantilla y los oligonucleétidos (SEQ ID NO:19
(KS007) y SEQ ID NO:20 (KS008)) como cebadores. En la cepa de interés producida mediante recombinacion
homologa, se obtiene un producto amplificado de aproximadamente 3,8 kb, mientras que en una cepa en la que la
inserciébn mediante recombinacién homoéloga no se produjo en la posicién de interés, se obtiene un producto
amplificado de aproximadamente 2,3 kb. Como resultado, el producto amplificado de aproximadamente 3,8 kb podia
confirmarse. Esta cepa, en la que el promotor del gen cadA se sustituye por el promotor de gapA, se denominé
como la cepa W3110(gapA-cadA).

(Ejemplo 23) Produccion de liquido que contiene azucar purificado que contiene el componente de xilosa
Como liquidos que contienen azlcar que contienen grandes cantidades del componente de xilosa, el liquido tratado
con acido sulfurico diluido en el ejemplo de referencia 3 (concentracion de xilosa, 15 g/l) y el liquido tratado

hidrotérmicamente en el ejemplo de referencia 4 (concentracion de xilosa, 14 g/l) se ajustaron a pH 3y pH 7 con una
solucion acuosa de hidroxido célcico y acido sulfdrico, respectivamente, seguida por filtrar los liquidos resultantes a
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través de una membrana de microfiltracion. La turbidez de cada liquido no era superior a 1,0 NTU en este momento.
Estas soluciones acuosas de azucar, un total de 4 tipos, se trataron a través de una membrana de nanofiltracion
mediante el mismo procedimiento que en el ejemplo 1, para obtener liquidos que contienen azulcar purificados.
Utilizando, como membrana de nanofiltracién, una membrana de nanofiltracion de poliamida de piperazina reticulada
UTC60 (membrana de nanofiltracion 1; fabricada por TORAY INDUSTRIES, INC.), la filtracién se llevé a cabo hasta
que el volumen del liquido sin procesar disminuia a un cuarto del volumen inicial. Las concentraciones de sustancias
que inhiben la fermentacién y monosacaridos contenidos en cada concentrado en el tanque de liquido sin procesar
en este momento se analizaron mediante HPLC (fabricado por Shimadzu Corporation). Los resultados obtenidos
para las sustancias que inhiben la fermentacion (acido acético, acido formico, HMF, furfural, vanilina, acetovanilina y

acido siringico) y monosacaridos (glucosa y xilosa) eran tal como se muestra en las tablas 46 y 47.

[Tabla 46]

Tabla 46 Sustancias que inhiben la fermentacion contenidas en liquido que contiene azlcar purificado que contiene
una gran cantidad de componente de xilosa

Liquido de Liquido que | Liquido que Liquido tratado Liquido que Liquido que
tratamiento contiene contiene hidrotérmicamente contiene azucar contiene azucar
con acido azucar azucar purificado a partir | purificado a partir
sulfurico purificado a | purificado a de liquido tratado | de liquido tratado
diluido partir de partir de hidrotérmicamente | hidrotérmicamente
liquido de liquido de (pH 3) (PH 7)
tratamiento tratamiento
con acido con acido
sulfurico sulfurico
diluido (pH diluido (pH
3) 7)
Acido acético 2,09/ 1,8 g/l 7,99/l 2,29l 2,049/ 8,6 g/l
pado 0.1/ 0,08 gl 0.3 g/ 0.5 g/ 0.4 g/ 1,8 g/l
Furfural 560 mg/| 560 mg/| 560 mg/| 8 mg/l 8 mg/l 8 mgl/l
HMF 100 mg/l 100 mg/l 100 mg/l 139 mgl/l 139 mg/l 139 mg/l
Vanilina 60 mgl/l 63 mgl/l 63 mgl/l 50 mgl/l 52 mgl/l 52 mgl/l
Acetovanilina 120 mg/I 130 mg/l 130 mg/l 2 mg/l 2,3 mg/l 2,3 mg/l
Acido
siringico 10 mgl/l 12 mgl/l 12 mg/l 1 mgl/l 1,2 mgl/l 1,2 mgl/l
[Tabla 47]

Tabla 47 Composicién de monosacaridos del liquido que contiene azucar purificado que contiene una gran cantidad de
componente de xilosa

Liquido de Liquido de Liquido de Liquido tratado Liquido tratado Liquido tratado
tratamiento | tratamiento | tratamiento | hidrotérmicamente, | hidrotérmicamente, | hidrotérmicamente,
con acido con acido con acido antes del después del después del
sulfarico sulfdrico sulfdrico tratamiento con tratamiento con tratamiento con
diluido, diluido, diluido, membrana de NF membrana de NF membrana de NF
antes del después del | después del (pH 3) (pH7)
tratamiento | tratamiento | tratamiento
con con con
membrana membrana membrana
de NF de NF (pH3) | de NF (pH7)
Glucosa 3g/l 12 g/l 12 g/l 249l 8 g/l 8 g/l
Xilosa 15 g/l 59 g/l 59 g/l 14 g/l 56 g/l 56 g/l
Arabinosa 0,8 g/l 3,24/ 3,24/ 0,59/ 2,049/l 2,09/l
Manosa 0,9 g/l 3,6 g/l 3,6 g/l 0,5 g/l 2,09/ 2,09/

(Ejemplo 24) Fermentacion para producir cadaverina mediante E. coli utilizando liquido que contiene az(car xilosa

Se llevé a cabo una prueba de fermentacion para producir cadaverina mediante la cepa de E. coli de fermentacién
para producir cadaverina en el ejemplo de referencia 14 (cepa W3110(gapA-cadA)). En términos de los medios, se
utilizaron un total de 5 tipos de fuentes de carbono, es decir, los 4 tipos de liquidos que contienen azlcar purificados
en el ejemplo 23 y, para comparacién, monosacarido de calidad analitica preparado utilizando glucosa de calidad
analitica y xilosa. Con &cido sulfarico y amoniaco acuoso, 0,5 | de cada uno de los liquidos que contienen aztcar
purificados se ajusté a pH 5, para proporcionar los liquidos que contienen azucar F, G, H e | (F: preparado tratando
el liquido tratado hidrotérmicamente a través de una membrana de nanofiltracién a pH 3; G: preparado tratando el
liquido tratado hidrotérmicamente a través de una membrana de nanofiltracién a pH 7; H: preparado tratando el
liquido tratado con &cido sulftrico diluido a través de una membrana de nanofiltracién a pH 3; I: preparado tratando
el liquido tratado con acido sulftrrico diluido a través de una membrana de nanofiltracion a pH 7). A estos liquidos
gue contienen azlcar, se les mezclaron sulfato de magnesio, sulfato de amonio, dihidrogenofosfato potasico y
polipeptona S a la proporcién mostrada en la tabla 48, para proporcionar los medios de liquido que contiene azlcar
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purificado F a |, respectivamente. EI medio monosacaridico de calidad analitica se preparé6 mezclando los
componentes anteriores a la proporcién mostrada en la tabla 48 de modo que la concentracion de xilosa de calidad
analitica es 50 g/l. Cada medio se sometié a esterilizacion por filtracion (Millipore, Stericup 0,22 um) antes de
utilizarlo en la fermentacion. La concentracion de xilosa se cuantificé utilizando un kit de medicion de la
concentracion de xilosa (Megazyme).

[Tabla 48]

Tabla 48 Composicion del medio para fermentacién para producir cadaverina por E. coli
Composicion Concentracién del componente

Xilosa 50 g/l

Sulfato de magnesio 1gl/

Sulfato de amonio 16 g/l

Dihidrogenofosfato potasico 1g/

Polipeptona S 10 g/l

La cepa W3110(gapA-cadA) se cultivd en 5 ml del medio monosacaridico de calidad analitica en un tubo de ensayo
con agitacién durante una noche (precultivo). Las células bacterianas se recogieron del precultivo mediante
centrifugado, y se lavaron bien con 15 ml de agua estéril. Las células bacterianas lavadas se inocularon a 100 ml de
cada uno de los medios descritos en la tabla 48, y se cultivaron en un matraz de Sakaguchi de 500 ml durante 24
horas con agitacion. Como resultado, tal como se muestra en la tabla 49, la utilizacién de los liquidos que contienen
azucar purificados F y H tratados a través de una membrana de nanofiltracién a pH 3 dio como resultado consumos
de xilosa mas elevados, en comparacion con los casos de los liquidos que contienen azucar purificados G e |
tratados a través de una membrana de nanofiltracion a pH 7. Por lo tanto, podia confirmarse que la inhibicién de la
fermentacion se redujo en los primeros casos. Ademas, se demostro que la concentracion de cadaverina acumulada
también era equivalente a aquella en el caso del medio monosacaridico de calidad analitica.

[Tabla 49]
Tabla 49 Resultados de fermentacion para producir cadaverina (después de 48 horas de cultivo)

Consumo de xilosa Concentracion de cadaverina

acumulada

Me(_jl_o de liquido que contiene azucar 47,5 gll 1,0 g/
purificado F
Medio de liquido que contiene azlcar
purificado G 1,29/ 004/
Meq!o de liquido que contiene azucar 44,0 gl 1,0 g
purificado H
Me(_jl_o de liquido que contiene azucar 245 gl 0.6 gll
purificado |
Medio monosacaridico de calidad analitica 48,5 g/l 1,0 g/l

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Mediante la presente invencion, sustancias que inhiben la fermentacién pueden eliminarse de una solucién acuosa
de azucar derivada de una biomasa que contiene celulosa, y, por otro lado, un liquido que contiene azUcar purificado
gue contiene monosacaridos tales como glucosa y xilosa puede producirse a alta pureza y a alto rendimiento, de
modo que la utilizaciéon del liquido que contiene azucar purificado como materia prima de fermentacion permite la
mejora de las eficiencias de la produccion fermentativa de diversos productos quimicos.

DESCRIPCION DE SIMBOLOS

. Tanque de liquido sin procesar

. Célula equipada con membrana de nandofiltracion o membrana de ésmosis inversa

. Bomba de alta presién

. Flujo de liquido que ha penetrado a través de la membrana

. Flujo de liquido que ha sido concentrado con la membrana

. Flujo de cultivo enviado por la bomba de alta presion, o permeado desde membrana de nancofiltracion
. Membrana de nandfiltracion o membrana de ésmosis inversa

. Placa de soporte

CO~NO O WNBE
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> TORAY INDUSTRIES, INC.

<120> Procedimiento para fabricar liquido que contiene aztcar

<130> 09089

<160> 20

<170> PatentIn versién 3.1

<210>1
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 1

ctcgagatgg caactctaaa ggatca

<210>2
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 2

gcggceccgcectt aaaattgcag

<210>3
<211>999
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
atggcaactc

aataagatta
atgaaggact
gagatgatgg
aaagactata
caagagggag
attcctaatg
gatatcttga
agtggttgca

cacccattaa

taaaggatca

cagttgttgg

tggcagatga

atctccaaca

atgtaactgc

aaagccgtcet

ttgtaaaata

cctacgtggce

atctggattc

gctgtcatgg

ctcctttt

gctgatttat
ggttggtgct
acttgctctt
tggcagcectt
aaactccaag
taatttggtc
cagcécgaac
ttggaagata
agcccgattce

gtgggtcctt

aatcttctaa

gttggcatgg

gttgatgtca

ttccttagaa

ctggtcatta

cagcgtaacg

tgcaagttgc

agtggttttc

cgttacctga

ggggaacatg

48

aggaagaaca

cctgtgecat

tcgaagacaa

caccaaagat

tcacggctgg

tgaacatatt

ttattgtttc

ccaaaaaccg

tgggggaaag

gagattccag

gaccceccag

cagtatctta

attgaaggga

tgtctctgge

ggcacgtcag

taaattcatc

aaatccagtg

tgttattgga

gctgggagtt

tgtgcctgta

26

28

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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tggagtggaa
gataaagata
gtgatcaaac
gagagtataa
tacggaataa
tcagaccttg
gatacacttt

<210>4
<211> 80
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 4

tgaatgttgc

aggaacagtg

tcaaaggcta

tgaagaatct

aggatgatgt

tgaaggtgac

gggggatcca

ES 2531298 T3

tggtgtctct

gaaagaggtt

cacatcctgg

taggcgggatyg

cttccttagt

tctgacttet

aaaggagctg

ctgaagactc

cacaagcagg

gctattggac

cacccagttt

gttccttgea

gaggaagagg

caattttaa

tgcacccaga

tggttgagag

tctectgtage

ccaccatgat

ttttgggaca

ccegtttgaa

tttagggact

tgcttatgag

agatttggca

taagggtctt

gaatggaatc

gaagagtgca

tctcaattat tattttctac tcataacctc acgcaaaata acacagtcaa atcaatcaaa

atggcaactc taaaggatca

<210>5
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 5

aggcgtatca cgaggccctt

<210> 6
<211>60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 6

gaattaattc ttgaagacga aagggcctcg tgatacgcct agattgtact gagagtgcac

<210>7
<211>80
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400>7

tatttttcgt tacataaaaa tgcttataaa actttaacta ataattagag attaaatcgc

ctgtgcggta tttcacaccg

49

660

720

780

840

900

960

998

60

80

20

60

60

80
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<210>8
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 8
caaatatcgt ttgaatattt ttccg

<210>9
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400>9
aatccagatt gcaaccactt

<210> 10
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 10
atgcaagctt cagcggggca tcgcagatca

<210>11
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 11
atgcaagctt atattccacc agctatttgt

<210> 12
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 12
atgcaagctt atgaacgtta ttgcaatatt

<210> 13
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

50

25

20

30

30

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2531298 T3

<400> 13
atgctctaga ttattttttg ctttcttett 30

<210> 14
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 14
atgcggatcc tgtgtaggct ggagctgett 30

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 15
atgcgagctc catatgaata tcctceccttag ' 30

<210> 16
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 16
caggaaacag ctatgac 17

<210> 17
<211>70
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 17
cattttgtce catgtgttgg gaggggecctt ttttacctgg agatatgact cagecggggca 60

tcgcagatca 70
<210> 18
<211>70
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 18
cttatgagca aaaaagggaa gtggcaagcc acttcccttg tacgagctaa aaacgacggc 60

cagtgaattc 70

51
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<210> 19
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 19
accgcgtcta acgcacatta

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400> 20
cacgatatag tatatcgcgc

52
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar utilizando una biomasa que contiene celulosa como
materia prima, comprendiendo dicho procedimiento:

(1) una etapa de hidrolizacién de una biomasa que contiene celulosa para producir una solucién acuosa de az(car;
(2) una etapa de paso de la solucién acuosa de azlcar obtenida en dicha etapa (1) a través de una membrana de
microfiltracion y/o membrana de ultrafiltracion para eliminar particulas finas y componentes macromoleculares; y

(3) una etapa de filtracion de la solucion acuosa de azlcar obtenida en dicha etapa (2) a través de una membrana
de nanofiltraciéon para recoger un liquido que contiene azucar purificado desde el lado de alimentacion, mientras se
eliminan sustancias que inhiben la fermentacién que comprenden uno o mas compuestos fendlicos desde el lado del
permeado;

en el que dichos compuestos fendlicos son vanilina, acetovanilina o acido siringico

2. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun la reivindicaciéon 1, en el que el pH de dicha
solucién acuosa de azucar en dicha etapa (3) se ajusta entre 1y 5.

3. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dichas
sustancias que inhiben la fermentacidn comprenden una o mas sustancias seleccionadas entre el grupo que
comprende acidos organicos y compuestos de furano.

4. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun la reivindicacién 3, en el que dicho acido
organico es acido férmico o acido acético.

5. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun la reivindicacion 3, en el que dicho compuesto
de furano es hidroximetilfurfural o furfural.

6. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en el que dicho liquido que contiene azucar purificado en dicha etapa (3) es un liquido que contiene azlcar que
contiene un monosacarido como componente principal.

7. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en el que la temperatura de dicha solucién acuosa de azucar en dicha etapa (3) se ajusta entre 1y 15°C.

8. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en el que la capa o capas funcionales de dicha membrana de nanofiltracion en dicha etapa (3) es/son poliamida.

9. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,

en el que la capa funcional de dicha membrana de nanofiltracion en dicha etapa (3) comprende una poliamida de
piperazina reticulada como componente principal y comprende, ademas, un componente constituyente representado

mediante la formula quimica 1:
= o v
| n\- |-/
R R

[Férmula quimica 1]
(en la que R representa -H o -CHs; y n representa un numero entero de 0 a 3).

10. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende ademas la etapa de fermentar el liquido que contiene azucar obtenido de la etapa (3) para producir un
producto quimico.

11. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en

el que la membrana de nanofiltracién permite la penetracion de iones monovalentes pero bloquea los iones
divalentes.
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