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DESCRIPCION
Procesamiento de biomasa
Campo técnico
La invencion se refiere a un método para producir un combustible.
Antecedentes

Diferentes hidratos de carbono, tales como materiales celuldsicos y lignocelulésicos, p. €j., en forma fibrosa, se
producen, procesan y usan en grandes cantidades en una serie de aplicaciones. A menudo dichos materiales se
usan una vez y después se descartan como residuos, o simplemente se consideran materiales de desecho, p. €j.,
aguas residuales, bagazo, serrin y rastrojos.

Se han descrito diferentes materiales celuldsicos y lignoceluldsicos, sus usos y aplicaciones en las patentes de
EE.UU. n° 7.307.108, 7.074.918, 6.448.307, 6.258.876, 6.207.729, 5.973.035 y 5.952.105; y diferentes solicitudes de
patente, incluyendo "FIBROUS MATERIALS AND COMPOSITES," PCT/US2006/010648, presentada el 23 de
marzo, 2006, y "FIBROUS MATERIALS AND COMPOSITES," publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n°
2007/0045456.

Debido a que los materiales celulésicos y lignoceluldsicos estan disponibles de forma tan amplia, y los materiales
celulésicos y lignoceluldsicos de desecho deben ser eliminados, seria ventajoso darles un buen uso a dichos
materiales. Se ha considerado el uso de los materiales celuldsicos y lignocelulésicos para hacer biocombustibles
tales como etanol, pero todavia no se ha implementado comercialmente a gran escala.

Van Zyl et al. (Adv Biochem Engin/Biotechnol, 2007, 108:205-235) describe el bioprocesamiento consolidado para la
produccion de bioetanol usando Saccharomyces cerevisiae.

El documento US 4.769.082 describe que la eficacia de la sacarificacion enzimatica y la fermentacion de celulosa en
una fuente de celulosa residual se pueden aumentar mediante un tratamiento preliminar con radiacion ionizante.

Mohagheghi et al. (Applied Biochemistry and Biotechnology, vol. 98-100, 1 Abril 2002, pag. 885-898) describen la
cofermentacion de glucosa, xilosa y arabinosa por la cepa de Zymomonas mobilis AX101 fermentadora de
xilosa/arabinosa integrado en el ADN genomico.

Fujita et al. (Applied and Environmental Microbiology, vol. 70, no.-2, 1 de febrero de 2004, pag. 1207-1212) describe
la sacarificacion sinérgica y fermentacion directa en etanol de celulosa amorfa usando una cepa de levadura
modificada genéticamente que presenta simultdneamente tres tipos de enzimas celuloliticas.

Resumen
El objeto de la invencioén se presenta en las reivindicaciones adjuntas.

En algunos casos, la biomasa funcionalizada es mas soluble y es usada mas facilmente por microorganismos en
comparacion con biomasa que no se ha funcionalizado. Ademas, muchos materiales funcionalizados descritos en la
presente memoria tienen menos tendencia a la oxidacion y pueden tener estabilidad a largo plazo potenciada (p. €j.,
oxidacion al aire en condiciones ambientales). Muchos de los productos obtenidos, tales como etanol o n-butanol, se
pueden usar como un combustible para alimentar coches, camiones, tractores, barcos o trenes; p. ej., como
combustible de combustiéon interna o como materia prima para pila de combustible. Muchos de los productos
obtenidos también se pueden usar para alimentacion de aeronaves, tales como aviones, p. €j., los que tienen
motores a reaccién o helicopteros. Ademas, los productos descritos en la presente memoria se pueden usar para la
generacion de energia eléctrica, p. €j., en una instalacion de generacion de vapor convencional o en una instalacion
de pila de combustible.

La invencion deriva de la comprension de que la adicion de biomasa, que es un material celuldsico o lignoceluldsico
funcionalizado, a una mezcla que incluye un azucar de bajo peso molecular, puede facilitar la conversion del azucar
de bajo peso molecular en un combustible tal como etanol. Los autores de la invenciéon han encontrado que
incluyendo la biomasa en una mezcla con un azucar de bajo peso molecular, un disolvente o sistema disolvente y un
microorganismo, mejora significativamente el rendimiento de un producto obtenido por conversion del azucar, por
ejemplo un alcohol tal como etanol, sin conversion o reduccion drastica de la propia biomasa. La inclusion de la
biomasa también puede prevenir la conversion de producto incompleta, lenta o “bloqueada”, p. €j., por fermentacion.

La propia biomasa no se convierte en si misma en el producto (tal como etanol), junto con el azicar de bajo peso
molecular.

En algunos casos, la biomasa puede ser remanentes de un material celuldsico o lignoceluldsico que se ha
sacarificado, p. €j., lignina y/u otros materiales que quedan después de convertir la celulosa en azucar.
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Por lo tanto, en un aspecto, la invencion presenta un método que incluye convertir un azicar de bajo peso
molecular, o un material que incluye un azucar de bajo peso molecular, en una mezcla que comprende una biomasa
que se ha irradiado antes de mezclar, un microorganismo, y un disolvente o un sistema disolvente, p. €j., agua o una
mezcla de agua y un disolvente organico, en un producto, por ejemplo, distinto de azucar. Los ejemplos de
disolventes o sistemas disolventes incluyen agua, hexano, hexadecano, glicerol, cloroformo, tolueno, acetato de
etilo, éter de petroleo, gas licuado del petréleo (GLP), liquidos idnicos y mezclas de los mismos. El disolvente o
sistema disolvente puede estar en forma de una sola fase o dos o mas fases. La biomasa puede estar, p. €j., en
forma fibrosa.

En algunos casos, el tener presente un material de biomasa tratado por irradiacién durante la produccion de un
producto, tal como etanol, puede potenciar la tasa de produccion del producto. Sin querer estar ligados por ninguna
teoria particular, se cree que tener un sélido presente, tal como un solido de superficie especifica alta y/o porosidad
alta, puede aumentar las tasas de reaccion aumentando la concentracion eficaz de los solutos y proporcionando un
sustrato sobre el que producirse las reacciones.

Por ejemplo, se puede afadir un material de biomasa irradiado, p. €j., una fibra de papel, a un procedimiento de
fermentacion, tal como durante una fermentacion de maiz-etanol o una fermentacion de extracto de cafa de azucar,
para aumentar la tasa de produccién en 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100 por ciento o mas, p. €j., 150 por ciento. El
material de biomasa puede tener una superficie especifica alta, alta porosidad, y/o baja densidad aparente. En
algunas realizaciones, la biomasa esta presente en la mezcla de aproximadamente 0,5 por ciento a
aproximadamente 50 por ciento en peso, tal como entre aproximadamente 1 por ciento en peso y aproximadamente
25 por ciento en peso, o entre aproximadamente 2 por ciento en peso y aproximadamente 12,5 por ciento en peso.
En ofras realizaciones, la biomasa esta presente en cantidades mayores de aproximadamente 0,5 por ciento en
peso, tales como mayores de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o incluso mayor de aproximadamente 10 por
ciento en peso.

Debido a que el material de biomasa no es consumido él mismo durante el procedimiento de conversion, el material
de biomasa se puede reutilizar en procedimientos de muiltiples lotes, o se puede usar de forma continua para la
produccién de un volumen relativamente grande del producto.

Algunas implementaciones incluyen una o mas de las siguientes caracteristicas.

La biomasa puede comprender un material fibroso. La conversion puede incluir permitir que el microorganismo
convierta al menos una parte del azdcar de bajo peso molecular en etanol. La conversion comprende fermentacion.
Los microorganismos pueden comprender una levadura, p. €j., seleccionada del grupo que consiste en S. cerevisiae
y P. stipitis, o una bacteria tal como Zymomonas mobilis. La conversion puede presentar un % de rendimiento de al
menos 140%, en algunos casos al menos 170%.

El método incluye irradiar la biomasa fibrosa antes de la mezcla, con radiacién ionizante, con una dosis total de al
menos 5 Mrad. La irradiacion se puede llevar a cabo usando un haz de particulas. La irradiacién se puede llevar a
cabo en condiciones seleccionadas para reducir el peso molecular de la biomasa.

La biomasa puede tener una densidad aparente de menos de aproximadamente 0,5 g/cm3. La biomasa puede tener
una superficie especifica BET mayor que 0,25 m?/g y/o una relacion de longitud a didmetro de al menos 5. La
biomasa puede tener una porosidad mayor que 50%, p. €j., mayor que 70%.

El método puede incluir ademas preparar la biomasa fisicamente, p.ej., por cizalladura, o reduciendo el tamafio de la
biomasa con muela abrasiva, corte o desgarro mecanico, trituraciéon por rectificadora, o molienda por abrasion con
aire. La biomasa puede tener fibras internas, y se puede haber cizallado en una extension tal que sus fibras internas
estén sustancialmente expuestas.

La biomasa es o incluye un material celuldsico o lignocelulésico. Por ejemplo, la biomasa se puede seleccionar del
grupo que consiste en papel, productos de papel, residuos de papel, madera, tableros de particulas, serrin, residuos
agricolas, aguas residuales, ensilado, hierbas, cascaras de arroz, bagazo, algodén, yute, cafiamo, lino, bambu, sisal,
abaca, paja, mazorcas de maiz, rastrojo de maiz, mijos, alfalfa, heno, cascaras de arroz, fibra de coco, algodoén,
algas marinas, algas, y mezclas de los mismos.

En la presente memoria se describen materiales que incluyen una pluralidad de unidades de sacaridos dispuestos
en una cadena molecular, en donde aproximadamente 1 de cada 2 a aproximadamente 1 de cada 250 unidades de
sacarido incluyen un grupo acido carboxilico, o un éster o sal del mismo. En otro aspecto, los materiales incluyen
una pluralidad de dichas cadenas moleculares. Por ejemplo, aproximadamente 1 de cada 8, 1 de cada 10, 1 de cada
50 o 1 de cada 100 unidades de sacarido de cada cadena puede incluir un grupo acido carboxilico, o un éster o sal
del mismo. En algunas realizaciones, las unidades de sacarido pueden incluir unidades de sacaridos de 5 o 6
carbonos. Cada cadena puede tener entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 unidades de sacarido, p.
€j., entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100 o entre aproximadamente 10 y aproximadamente 50. Por
ejemplo, cada cadena puede incluir hemicelulosa o celulosa. En algunas realizaciones, cada cadena también incluye
unidades de sacarido que incluyen grupos nitroso, nitro o nitrilo.
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En algunas realizaciones, el peso molecular medio de los materiales con respecto a los patrones de PEG pueden
ser de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 1.000.000, tal como entre 1.500 y 200.000 o 2.000 y 10.000. Por
ejemplo, el peso molecular medio de los materiales con respecto a los patrones de PEG puede ser menor de
aproximadamente 10.000.

Los ejemplos de materia prima de biomasa incluyen papel, productos de papel, residuos de papel, madera, tableros
de particulas, serrin, residuos agricolas, aguas residuales, ensilado, hierbas, cascaras de arroz, bagazo, algodon,
yute, cafiamo, lino, bambd, sisal, abaca, paja, mazorcas de maiz, rastrojo de maiz, mijos, alfalfa, heno, cascaras de
arroz, fibra de coco, algoddn, celulosas sintéticas, algas marinas, algas, o mezclas de los mismos. La biomasa
puede ser o puede incluir un material natural o uno sintético.

Los ejemplos de combustibles incluyen uno o mas de hidrégeno, alcoholes e hidrocarburos. Por ejemplo, los
alcoholes pueden ser etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, o mezclas de estos.

La irradiacion se puede llevar a cabo, p. €j., usando una radiacion ionizante, tal como rayos gamma, un haz de
electrones, una radiacion ultravioleta C que tiene una longitud de onda de aproximadamente 100 nm a
aproximadamente 280 nm. La irradiacion se puede realizar usando multiples aplicaciones de radiacion. La radiaciéon
ionizante puede incluir radiacion de haz de electrones. Por ejemplo, la radiacion se puede aplicar con una dosis total
de entre aproximadamente 10 Mrad y aproximadamente 150 Mrad, tal como una dosis por unidad de tiempo de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 Mrad/dia, o de 1 Mrad/s a aproximadamente 10 Mrad/s. En algunas
realizaciones, la irradiacion incluye aplicar dos o mas fuentes de radiacion, tales como rayos gamma y un haz de
electrones.

En algunas realizaciones, la biomasa incluye una primera celulosa que tiene un primer peso molecular medio
numérico y el material de hidrato de carbono comprende una segunda celulosa que tiene un segundo peso
molecular medio numérico menor que el primer peso molecular medio numérico. Por ejemplo, el segundo peso
molecular medio numérico es menor que el primer peso molecular medio numérico en mas de aproximadamente 1
vez. En algunas realizaciones, la primera celulosa tiene una primera cristalinidad, y la segunda celulosa tiene una
segunda cristalinidad menor que la primera cristalinidad. Por ejemplo, la segunda cristalinidad puede ser menor que
la primera cristalinidad en mas de aproximadamente 10 por ciento.

En algunas realizaciones, la primera celulosa puede tener un primer nivel de oxidacion y la segunda celulosa tiene
un segundo nivel de oxidacion mayor que el primer nivel de oxidacion.

El material de biomasa puede incluir ademas un tampoén, tal como bicarbonato sédico o cloruro aménico, un
electrolito, tal como cloruro potasico o cloruro sédico, un factor de crecimiento, tal como biotina y/o un par de bases
tal como uracilo, un tensioactivo, un mineral, o un agente quelante.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen el pretratamiento con uno o mas métodos de pretratamiento ademas
de la irradiacion. Por ejemplo, los dos o mas métodos de pretratamiento diferentes pueden incluir radiacion y
ultrasonidos, radiacion y oxidacion, y radiacion y pirdlisis. Opcionalmente, el pretratamiento de la biomasa puede
incluir explosion de vapor.

Para ayudar mas en la reduccién del peso molecular de la biomasa, se puede usar una enzima, p. €j., una enzima
celulolitica, o un compuesto quimico, p. €j., hipoclorito sédico, un acido, una base o un agente de hinchamiento, con
cualquier método descrito en la presente memoria. El tratamiento con enzima y/o producto quimico pueden
producirse antes, durante o después de la irradiacion u otro pretratamiento.

Cuando se usa un microorganismo, puede ser un microorganismo natural o un microorganismo genéticamente
modificado. Por ejemplo, un microorganismo puede ser una bacteria, un hongo, p. €j., una levadura, una planta o un
protista, p. €j., un alga, un protozoo o un protista de tipo hongo, p. €j., moho del fango. Cuando los organismos son
compatibles, se pueden usar mezclas.

Los ejemplos de productos que se pueden producir usando los métodos descritos en la presente memoria incluyen
alcoholes alquilicos C1-C6 mono y polifuncionales y acidos carboxilicos mono y polifuncionales, hidrocarburos C1-
C6, y combinaciones de los mismos. Los ejemplos especificos de alcoholes adecuados incluyen metanol, etanol,
propanol, isopropanol, butanol, etilenglicol, propilenglicol, 1,4-butanodiol, glicerina, y combinaciones de los mismos.
Los ejemplos especificos de acidos carboxilicos adecuados incluyen acido férmico, acido acético, acido propionico,
acido butirico, acido valérico, acido caproico, acido palmitico, acido estearico, acido oxalico, acido malénico, acido
succinico, acido glutarico, acido oleico, acido linoleico, acido glicélico, acido lactico, acido y-hidroxibutirico, y
combinaciones de los mismos. Los ejemplos de hidrocarburos adecuados incluyen metano, etano, propano,
pentano, n-hexano, y combinaciones de los mismos. Muchos de estos productos se pueden usar como
combustibles. Otros productos se describen en la solicitud provisional de EE.UU. n° de serie 61/139.453. Los
productos o coproductos pueden ser productos dirigidos a ser usados como producidos o los productos producidos
pueden ser productos intermedios para cualquier otro procedimiento descrito en la presente memoria o cualquier
procedimiento descrito en cualquier solicitud descrita en la presente memoria.

Los ejemplos de microorganismos que se pueden usar para producir productos Utiles, incluyen bacterias, levaduras
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o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, el microorganismo puede ser una bacteria, un hongo, p. €j., una
levadura, una planta o un protista, p. €j., un alga, un protozoo o un protista de tipo hongo, p. ej., moho del fango.

En cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, la radiacion se puede aplicar de un dispositivo que
esta en una camara aislada.

La expresion “material fibroso”, como se usa en la presente memoria”, es un material que incluye numerosas fibras
sueltas, discretas y separables. Por ejemplo, un material fibroso se puede preparar a partir de una fuente de fibra de
papel Kraft blanqueado por cizalladura, p. €j., con una cortadora de cuchillas rotativas.

El término “tamiz”, como se usa en la presente memoria, significa un elemento capaz de cribar el material segun el
tamafio. Los ejemplos de tamices. Los ejemplos de tamices incluyen una placa, cilindro o similar perforados, o una
malla de alambre o tela.

El término “pirdlisis”, como se usa en la presente memoria, significa romper enlaces en un material mediante la
aplicacion de energia térmica. La pirdlisis se puede producir mientras el material objeto esta bajo vacio, o sumergido
en un material gaseoso, tal como un gas oxidante, p. €j., aire u oxigeno, o un gas reductor, tal como hidrégeno.

El contenido de oxigeno se mide por andlisis elemental mediante pirdlisis de una muestra en un horno que trabaja a
1300°C o superior.

El término “biomasa” incluye cualquier materia organica, no fosilizada, es decir, renovable. Los diferentes tipos de
biomasa incluyen biomasa vegetal (definidlo mas adelante), biomasa microbiana, biomasa animal (cualquier
subproducto animal, desechos animales, etc.) y biomasa de residuos municipales (basura residencial y comercial
con materiales reciclables como el metal y el vidrio retirados). El término biomasa incluye también materiales
celulésicos virgenes o de postconsumo, tales como trapos y toallas fabricados de algodén o una mezcla de algodon.

La expresion “biomasa vegetal’ o “biomasa lignocelulésica” se refiere a practicamente cualquier materia organica
derivada de plantas (lefiosa o no lefiosa). La biomasa vegetal puede incluir, pero no esta limitado a cultivos agricolas
o alimentarios (p. €j., cafia de azUcar, remolachas azucareras o granos de maiz) o un extracto de los mismos (p. €j.,
azucar de la cafa de azucar y almidon de maiz del maiz), cultivos agricolas y residuos de cultivos agricolas y
residuos tales como rastrojo de maiz, paja de trigo, paja de arroz, bagazo de cafia de azucar, algodoén y similares. La
biomasa vegetal incluye ademas, pero no se limita a arboles, cultivos lefiosos para energia, restos madereros y
residuos tales como sacas de bosques de coniferas, restos de cortezas, serrin, papel y corrientes residuales de la
industrial de la pasta papelera, fibra de madera, y similares. Ademas, cultivos de hierbas como el mijo y similares
tienen potencial para ser producidos a gran escala como otra fuente de biomasa vegetal. Para zonas urbanas, la
mejor potencial materia prima de biomasa vegetal incluye restos de jardines (p. €j., corte de césped, hojas, podas de
arboles y arbustos) y restos de procesamiento de verduras.

La “materia prima lignoceluldsica” es cualquier tipo de biomasa vegetal tal como, pero no limitado a biomasa vegetal
no lefiosa, cultivos cultivados tales como, pero no limitado a hierbas, por ejemplo, pero no limitado a hierbas C4,
tales como mijo, espartina, raigras, miscanthus, hierba cinta, o una combinacion de los mismos, o restos del
procesado del azucar, tales como bagazo, o pulpa de remolacha, restos agricolas, por ejemplo, rastrojo de soja,
rastrojo de maiz, paja de arroz, cascaras de arroz, rastrojo de cebada, mazorcas de maiz, paja de trigo, paja de
canola, paja de arroz, paja de avena, cascaras de avena, fibra de maiz, fibra de pasta de madera reciclada, serrin,
madera dura, por ejemplo, madera y serrin de alamo, madera blanda, o una combinacion de los mismos. Ademas, la
materia prima lignoceluldsica puede incluir material residual celulésico tal como, pero no limitado a papel de
periddico, carbon, serrin y similares.

La materia prima lignocelulésica puede incluir una especie de fibra o alternativamente, la materia prima
lignocelulésica puede incluir una mezcla de fibras que proceden de diferentes materias primas lignocelulosicas.
Ademas, la materia prima lignocelulésica puede comprender materia prima lignocelulésica reciente, materia prima
lignocelulésica parcialmente secada, materia prima lignoceluldsica totalmente secada o una combinacion de los
mismos.

Para los fines de esta descripcion, los hidratos de carbono son materiales que estan compuestos enteramente de
una o mas unidades de sacarido, o que incluyen una o mas unidades de sacarido. Las unidades de sacarido pueden
estar funcionalizadas en el anillo con uno o mas grupos funcionales, tales como grupos acido carboxilico, grupos
amino, grupos nitro, grupos nitroso o grupos nitrilo, y todavia se consideran hidratos de carbono. Los hidratos de
carbono pueden ser poliméricos (p. €j., con un nimero de unidades mondémeras igual o mayor que 10, 100, 1.000,
10.000 o 100.000), oligémeros (p. €j., con un numero de unidades mondémeras igual o mayor que 4, 5, 6, 7, 8, 9 o
10), trimeras, dimeras o mondmeras). Cuando los hidratos de carbono estan formados de mas de una sola unidad
que se repite, cada unidad que se repite puede ser igual o diferente.

Los ejemplos de hidratos de carbono polimeros incluyen celulosa, xilano, pectina y almidén, mientras que la
celobiosa y lactosa son ejemplos de hidratos de carbono dimeros. Los ejemplos de hidratos carbono monémeros
incluyen glucosa y xilosa.
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Los hidratos de carbono pueden ser parte de una estructura supramolecular, p. ej., unidos covalentemente en la
estructura. Los ejemplos de dichos materiales incluyen materiales lignoceluldsicos, tales como los encontrados en la
madera.

Un material amilaceo es uno que es o incluye cantidades significativas de almidén o un derivado de almidén, tal
como mas de aproximadamente 5 por ciento en peso de almidén o derivado de almidén. Para los fines de esta
descripcion, un almidon es un material que es o incluye una amilosa, una amilopectina, o una mezcla fisica y/o
quimica de los mismos, p. €j., una mezcla de 20:80 o 30:70 porciento en peso de amilosa a amilopectina. Los
derivados de almidon incluyen, p. ej., maltodextrina, almidon modificado con acido, almidén modificado con base,
almidon blanqueado, almidén oxidado, almidén acetilado, almidén acetilado y oxidado, almidéon modificado con
fosfato, almidén genéticamente modificado, y almidén que es resistente a la digestion.

Para los fines de esta descripcion, un azucar de bajo peso molecular es un hidrato de carbono o un derivado del
mismo que tiene un peso férmula (excluyendo humedad), que es menor que aproximadamente 2.000, p. ej., menos
que aproximadamente 1.800, 1.600, menor que aproximadamente 1.000, menor que aproximadamente 500, menor
que aproximadamente 350 o menor que aproximadamente 250. Por ejemplo, el azicar de peso molecular bajo
puede ser un monosacarido, p. €j., glucosa o xilosa, un disacarido, p. €j., celobiosa o sacarosa, o un trisacarido.

Un combustible es un material capaz de arder en presencia de oxigeno. Los ejemplos de combustibles incluyen
etanol, n-propanol, n-butanol, hidrogeno y mezclas de cualesquiera dos o mas de estos.

Los agentes de hinchamiento como se usa en la presente memoria, son materiales que producen un hinchamiento
discernible, p. ej., un aumento de 2,5 por ciento del volumen respecto al estado no hinchado de los materiales
celulésicos y/o lignocelulésicos, cuando se aplican a dichos materiales como una solucion, p. €j., una soluciéon en
agua. Los ejemplos incluyen sustancias alcalinas, tales como hidréxido sédico, hidréxido potasico, hidréxido de litio e
hidroxido aménico, agentes acidificantes, tales como acidos minerales (p. €j., acido sulfurico, acido clorhidrico y
acido fosforico), sales tales como cloruro de cinc, carbonato de calcio, carbonato sédico, sulfato de
benciltrimetilamonio, y aminas organicas basicas, tales como etilendiamina.

Un “material cizallado”, como se usa en la presente memoria, es un material que incluye fibras discretas en las que
al menos aproximadamente 50% de las fibras discretas tienen una relacion de longitud/diametro (L/D) de al menos
aproximadamente 5, y que tiene una densidad aparente no comprimida menor que aproximadamente 0,6 g/cm3. Un
material cizallado es, por lo tanto, diferente de un material que se ha cortado, picado o triturado.

Cambiar una estructura molecular de una materia prima de biomasa, como se usa en la presente memoria, significa
cambiar la disposicion de enlaces quimicos, tal como el tipo y cantidad de grupos funcionales o la conformacion de
la estructura. Por ejemplo, el cambio en la estructura molecular puede incluir cambiar la estructura supramolecular
del material, oxidacion del material, cambiar un peso molecular medio, cambiar una cristalinidad media, cambiar una
superficie especifica, cambiar un grado de polimerizaciéon, cambiar una porosidad, cambiar un grado de ramificacion,
injerto en otros materiales, cambiar un tamafio del dominio cristalino, o un cambiar el tamafio de dominio global.

Salvo que se define de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
los mismos significados que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece la invencion.
Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la
practica o ensayo de la presente invencion, se describen a continuacion métodos y materiales adecuados. En caso
de conflicto, controlara la presente memoria descriptiva incluyendo definiciones. Ademas, los materiales, métodos y
ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, y de
las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 es un diagrama de bloques que ilustra la conversion de biomasa en productos y coproductos.

La figura 2 es un diagrama de bloques que ilustra la conversion de una fuente de fibra en un primer y segundo
material fibroso.

La figura 3 es una vista de corte transversal de una cortadora de cuchillas rotativas.

La figura 4 es un diagrama de bloques que ilustra la conversion de una fuente de fibra en un primer, segundo y
tercer material fibroso.

La figura 5 es un diagrama de bloques que ilustra la densificacion de un material.
La figura 6 es una vista en perspectiva de un molino de pelets.

La figura 7A es un material fibroso densificado en forma de pelets.
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La figura 7B es un corte transversal de un pelet hueco en el que un centro del hueco esta alineado con un centro del
pelet.

La figura 7C es un corte transversal de un pelet hueco en el que un centro del hueco no esta alineado con un centro
del pelet.

La figura 7D es un corte transversal de un pelet trilobular.

La figura 8 es un diagrama de bloques que ilustra una secuencia de tratamiento para el procesamiento de la materia
prima.

La figura 9 es una vista en corte, en perspectiva, de un dispositivo de irradiacion gamma albergado en una camara
de cemento.

La figura 10 es una vista en perspectiva aumentada de la region R de la figura 9.

La figura 11A es un diagrama de bloques que ilustra una secuencia de pretratamiento de materia prima por
irradiacion con haz de electrones.

La figura 11B es una representacion esquematica de biomasa que es ionizada, y después oxidada o inactivada.

La figura 12 es una vista esquematica de un sistema para el tratamiento por ultrasonidos de una corriente del
procedimiento del material celulésico en un medio liquido.

La figura 13 es una vista esquematica de un dispositivo de ultrasonidos que tiene dos transductores acoplados a un
solo sonotrodo.

La figura 14 es un diagrama de bloques que ilustra un sistema de pretratamiento pirolitico de la materia prima.
La figura 15 es una vista lateral de corte transversal de una camara de pirdlisis.

La figura 16 es una vista lateral de corte transversal de una camara de pirdlisis.

La figura 17 es una vista lateral de corte transversal de un pirolizador que incluye un filamento calentado.

La figura 18 es una vista lateral esquematica del corte transversal de un pirolizador Curie-Point.

La figura 19 es una vista lateral esquematica del corte transversal de un pirolizador de horno.

La figura 20 es una vista superior esquematica del corte transversal de un aparato de pirdlisis por laser.

La figura 21 es una vista superior esquematica del corte transversal de un pirolizador flash de filamento de
tungsteno.

La figura 22 es un diagrama de bloques que ilustra un sistema de pretratamiento oxidativo de la materia prima.

La figura 23 es un diagrama de bloques que ilustra una vision general del procedimiento de conversion de una
fuente de fibra en un producto, p. €j., etanol.

La figura 24 es una vista de corte transversal de un aparato de explosion de vapor.

La figura 25 es una vista lateral esquematica del corte transversal de un dispositivo hibrido de haz de
electrones/ultrasonidos.

La figura 26 es una micrografia electrénica de barrido de un material fibroso producido a partir de papel
polirrevestido con 25X aumentos. El material fibroso se produjo en una cortadora de cuchillas rotativas usando un
tamiz con aberturas de 3,17 mm (1/8 pulgadas).

La figura 27 es una micrografia electrénica de barrido de un material fibroso producido a partir de cartén Kraft con
25X aumentos. El material fibroso se produjo en una cortadora de cuchillas rotativas usando un tamiz con aberturas
de 3,17 mm (1/8 pulgadas).

La figura 28 es una micrografia electronica de barrido de un material fibroso producido a partir de carton Kraft
blanqueado con 25X aumentos. El material fibroso se cizallé6 dos veces en una cortadora de cuchillas rotativas
usando un tamiz con aberturas de 1,59 mm (1/16 pulgadas) durante cada cizalladura.

La figura 29 es una micrografia electronica de barrido de un material fibroso producido a partir de carton Kraft
blanqueado con 25X aumentos. El material fibroso se cizalld tres veces en una cortadora de cuchillas rotativas.
Durante la primera cizalladura, se usé un tamiz de 3,17 mm (1/8 pulgadas); durante la segunda cizalladura se us6 un
tamiz de 1,59 mm (1/16 pulgadas), y durante la tercera cizalladura se usé un tamiz de 0,79 mm (1/32 pulgadas).
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Las figuras 29A-29F son espectros Raman 3-D de la superficie de las fibras de las muestras P132, P132-10, P132-
100, P-1e, P-30¢e, y P-100e, respectivamente.

La figura 30 es una vista lateral esquematica de un aparato de ultrasonidos, mientras que la figura 31 es una vista
del corte transversal a través de la celda de procesamiento de la figura 30.

La figura 32 es una micrografia electronica de barrido con 1000 X aumentos de un material fibroso producido por
cizallado de mijo de en una cortadora de cuchillas rotativas, y después pasando el material cizallado a través de un
tamiz de 0,79 mm (1/32 pulgadas).

Las figuras 33 y 34 son micrografias de barrido electrénico del material fibroso de la figura 32 después de irradiacion
con rayos gamma de 10 Mrad y 100 Mrad, respectivamente, con 1000 X aumentos.

La figura 35 es una micrografia electrénica de barrido del material fibroso de la figura 32 después de irradiacion con
10 Mrad y tratamiento con ultrasonidos con 1000 X aumentos.

La figura 36 es una micrografia electrénica de barrido del material fibroso de la figura 32 después de irradiacion con
100 Mrad y tratamiento con ultrasonidos con 1000 X aumentos.

La figura 37 es un espectro de infrarrojos de cartén Kraft cizallado en una cortadora de cuchillas rotativas.

La figura 38 es un espectro de infrarrojos del papel Kraft de la figura 37 después de irradiacion con 100 Mrad de
radiacion gamma.

Las figuras 38A-38I son espectros de RMN de 'H de las muestras P132, P132-10, PI132-100, P-1e, P-5e, P-10e, P-
30e, P-70e, y P-100e del ejemplo 23. La figura 38J es una comparacion del protdn intercambiable a ~16 ppm de las
figuras 38A-38l.La figura 38K es un RMN de ">C de la muestra P-100e. Las figuras 38L-38M son RMN de '°C de Ia
muestra P-100e con un tiempo de retardo de 10 segundos. La figura 38N es un RMN de 'H con una concentracion
de 10% en p/p de la muestra P-100e.

La figura 39 es una vista esquematica de un procedimiento para la conversion de biomasa.
La figura 40 es una vista esquematica de otro procedimiento para la conversion de biomasa.
Descripcion detallada

Azucares de bajo peso molecular se pueden procesar para producir combustibles, p. €j., combustibles para motores
de combustién interna, motores a reaccién o materias primas para pilas de combustible. Ademas, los materiales
funcionalizados que tienen los tipos y cantidades deseadas de grupos funcionales, tales como grupos acido
carboxilico, grupos enol, grupos aldehido, grupos cetona, grupos nitrilo, grupos nitro o grupos nitroso, se pueden
preparar usando los métodos descritos en la presente memoria. Dichos materiales funcionalizados pueden ser, p.
€j., mas solubles, mas faciles de usar por diferentes microorganismos o pueden ser mas estables a largo plazo, p.
€j., menos propensos a la oxidacion.

Tipos de biomasa
El material de biomasa puede ser materiales celuldsicos o lignoceluldsicos, materiales amilaceos.

Por ejemplo, dichos materiales pueden incluir papel, productos de papel, madera, materiales relacionados con la
madera, tableros de particulas, hierbas, cascaras de arroz, bagazo, algodén, yute, cafamo, lino, bambu, sisal,
abaca, paja, mazorcas de maiz, cascaras de arroz, fibra de coco, algas, algas marinas, algodon, celulosas
sintéticas, o mezclas de cualquiera de estos. Los materiales adecuados incluyen los listados en la seccion de
Resumen, anterior.

La fuentes de fibras incluyen fuentes de fibras celuldsicas, incluyendo papel y productos de papel (p. €j., papel
polirrevestido y papel Kraft), y fuentes de fibras lingoceluldsicas, incluyendo madera y materiales relacionados con la
madera, p. €j., tableros de particulas. Otras fuentes de fibras adecuadas incluyen fuentes de fibras naturales, p. €j.,
hierbas, cascaras de arroz, bagazo, algodon, yute, cafiamo, lino, bambu, sisal, abaca, paja, mazorcas de maiz,
cascaras de arroz, fibra de coco; fuentes de fibras con alto contenido en a-celulosa, p. €j., algodén; y fuentes de
fibras sintéticas, p. €j., hilo extruido (hilo orientado o hilo no orientado). Las fuentes de fibras naturales o sintéticas se
pueden obtener de materiales textiles en trozos virgenes, p. €j., remanentes o pueden ser residuos postcomuso, p.
€j., trapos. Cuando se usan productos de papel como fuentes de fibra, pueden ser materiales virgenes, p. €j.,
materiales virgenes en trozos, o pueden ser residuos postconsumo. A parte de los materiales brutos virgenes,
también se pueden usar residuos postconsumo, industriales (p. €j., despojos), y residuos de procesamiento (p. €;j.,
efluente del procesado del papel) como fuentes de fibras. Ademas, la fuente de fibra se puede obtener o derivar de
residuos humanos (p. €j., aguas residuales), animales o vegetales. Se han descrito fuentes de fibras adicionales en
las patentes de EE.UU. n° 6.448.307, 6.258.876, 6.207.729, 5.973.035 y 5.952.105.

En algunas realizaciones, el hidrato de carbono es o incluye un material que tiene uno o mas enlaces 3-1,4 y que
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tiene un peso molecular medio numérico entre aproximadamente 3.000 y aproximadamente 50.000. Dicho hidrato de
carbono es o incluye celulosa (I), que se obtiene de la (BR-glucosa 1) por condensacion de enlaces glucosidicos
R(1—4). El enlace contrasta con los enlaces glucosidicos a(1—4) presentes en el almidon y otros hidratos de
carbono.

HO

HO
HO

OH
OH .
. o HO px
0 O O
@)

I

Los materiales de biomasa que incluyen azicares de bajo peso molecular pueden incluir, p. e€j., al menos
aproximadamente 0,5 por ciento en peso del azicar de bajo peso molecular, p. €j., al menos aproximadamente 2,
34,5,6,7,8,9, 10, 12,5, 25, 35, 50, 60, 70, 80, 90 o incluso al menos aproximadamente 95 por ciento en peso del
azucar de bajo peso molecular. En algunos casos, la biomasa esta compuesta sustancialmente del azucar de bajo
peso molecular, p. ej., mas de 95 por ciento en peso, tal como 96, 97, 98, 99 o sustancialmente 100 por cien en peso
del azucar de bajo peso molecular.

Los materiales de biomasa que incluyen azicares de bajo peso molecular pueden ser productos agricolas o
productos alimentarios, tales como caza de azlcar o remolacha azucarera, o un extracto de estos, p. €j., jugo de la
caza de azucar o la remolacha azucarera. Los materiales de biomasa que incluyen aztcares de bajo peso molecular
pueden ser extractos sustancialmente puros, tales como azlcar bruto o de mesa cristalizado (sacarosa). Los
azucares de bajo peso molecular incluyen derivados de azucar. Por ejemplo, los azicares de bajo peso molecular
pueden ser oligébmeros (p. €j., con un numero de unidades monémeras igual o mayor que 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10),
trimeras, dimeras o monémeras. Cuando los hidratos de carbono estan formados por mas de una sola unidad que
se repite, cada unidad que se repite puede ser igual o distinta.

Los ejemplos especificos de azlcares de bajo peso molecular incluyen celobiosa, lactosa, sacarosa, glucosa y
xilosa, junto con derivados de los mismos. En algunos casos, los derivados de azucar se disuelven mas rapidamente
en solucién o son usados por microbios para proporcionar un material util, tal como etanol o butanol. Se muestran a
continuacion varios de dichos azicares y derivados de azucar.
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Se pueden usar mezclas de cualquiera de los materiales de biomasa descritos en la presente memoria, para hacer
cualquiera de los productos descritos en la presente memoria, tales como etanol. Por ejemplo, se pueden usar

mezclas de materiales celuldsicos y materiales amilaceos para hacer cualquiera de los productos descrito en la
presente memoria.

Sistemas para el tratamiento de la biomasa

La figura 1 muestra un sistema de referencia 100 para convertir biomasa, en particular biomasa con componentes
celulésicos y lignoceluldsicos significativos, en productos y coproductos utiles. El sistema 100 incluye un subsistema
de preparacion de la alimentaciéon 110, un subsistema de pretratamiento 114, un subsistema de procedimiento
primario 118 y un subsistema de postprocesado 122. El subsistema de preparacion de la alimentacion 110 recibe
biomasa en su forma bruta, prepara fisicamente la biomasa para usarla como materia prima por los procedimientos
corriente abajo (p. €j., reduce el tamafio y homogeneiza la biomasa), y almacena la biomasa tanto en su forma bruta
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como en forma de materia prima. La materia prima de biomasa con componentes celulésicos y lignoceluldsicos
significativos, puede tener un peso molecular medio y cristalinidad altos, que pueden hacer dificil el procesado de la
materia prima en productos Utiles (p. €j., fermentacion de la materia prima para producir etanol). Por ejemplo, otros
han usado acidos, bases y enzimas para procesar materias primas celulésicas, lignoceluldsicas o amilaceas. Como
se describe en la presente memoria, en algunas realizaciones, dichos tratamientos no son necesarios o son
necesarios solo en cantidades pequefas o cataliticas.

El subsistema de pretratamiento 114 recibe la materia prima del subsistema de preparacion de la alimentacion 110 y
prepara la materia prima para usarla en los procedimientos de produccion primarios, por ejemplo reduciendo el peso
molecular medio y la cristalinidad de la materia prima. El subsistema del procedimiento primario 118 recibe la
materia prima pretratada del subsistema de pretratamiento 114 y produce productos utiles (p. €j., etanol, otros
alcoholes, productos farmacéuticos y/o alimentos). En algunos casos, el producto del subsistema del procedimiento
primario 118 es util directamente pero, en otros casos, requiere el procesamiento adicional proporcionado por el
subsistema de postprocesamiento 122. El subsistema de postprocesamiento 122 proporciona procesamiento
adicional a corrientes de producto del sistema del procedimiento primario 118 que lo requieran (p. €j., destilacion y
desnaturalizacion del etanol) asi como tratamiento para corrientes residuales de otros subsistemas. En algunos
casos, los coproductos de los subsistemas 114, 118, 122 también pueden ser Utiles directa o indirectamente como
productos secundarios y/o para aumentar la eficacia general del subsistema 100. Por ejemplo, el subsistema de
postprocesamiento 122 puede producir agua tratada para ser reciclada para usar como agua del procedimiento en
otros subsistemas y/o puede producir residuo incinerable que se puede usar como combustible para calderas que
producen vapor y/o electricidad.

Al tamafio 6ptimo para las instalaciones de conversion de biomasa le afectan factores que incluyen economias de
escala y el tipo y disponibilidad de biomasa usada como materia prima. El aumento del tamafio de la instalacion
tiende a aumentar las economias de escala asociadas con los procedimientos de la instalacion. Sin embargo,
aumentar el tamafio de la instalacion también tiende a aumentar los costes (p. €j., costes de transporte) por unidad
de materia prima. Los estudios que analizan estos factores sugieren que el tamafio adecuado para las instalaciones
de conversion de biomasa puede estar en el intervalo de 2000 a 10.000 toneladas secas de materia prima por dia,
dependiendo de al menos en parte el tipo de materia prima usada. El tipo de materia prima también puede tener
impacto en los requisitos de almacenamiento de la instalacién, requiriendo las instalaciones disefiadas
principalmente para procesar materia prima cuya disponibilidad varia estacionalmente (p. €j., rastrojo de maiz), mas
almacenamiento de materia prima dentro o fuera, que las instalaciones disefiadas para procesar materia prima cuya
disponibilidad es relativamente constante (p. €j., papel residual).

Preparacion fisica

En algunos casos, los métodos de procesado empiezan con una preparacion fisica de la materia prima, p. €j.,
reduccion de tamafio de los materiales brutos de la materia prima, tal como por corte, trituracion, cizalladura o
picado. En algunos casos, se prepara materia prima suelta (p. €j., papel reciclado, materiales amilaceos, o mijo) por
cizalladura o desmenuzado. Se pueden usar tamices y/o imanes para separar objetos de tamafio excesivo o
indeseados tales como, por ejemplo, piedras o clavos de la corriente de alimentacion.

Los sistemas de preparacion de la alimentacion se pueden configurar para producir corrientes de alimentacion con
caracteristicas especificas tales como, por ejemplo, tamafios maximos especificos, relacion longitud a anchura
especifica, o relaciones de superficies especificas. Como parte de la preparacion de la alimentacion, se puede
controlar la densidad aparente de las materias primas (p. €j., aumentar o disminuir).

Reduccién de tamario

En algunas realizaciones, el material que se va a procesar esta en forma de un material fibroso que incluye fibras
proporcionadas por la cizalladura de una fuente de fibra. Por ejemplo, la cizalladura se puede llevar a cabo con una
cortadora de cuchillas rotativas.

Por ejemplo, y con referencia a la figura 2, una fuente de fibra 210 se cizalla, p. €j., en una cortadora de cuchillas
rotativas, para proporcionar un primer material fibroso 212. El primer material fibroso 212 se pasa por un primer
tamiz 214 que tiene un tamafio medio de aberturas de 1,59 mm o menor (1/16 pulgadas, 0,0625 pulgadas) para
proporcionar un segundo material fibroso 216. Si se desea, la fuente de fibra se puede cortar antes de la cizalladura,
p. €j., con una desmenuzadora. Por ejemplo, cuando se usa papel como la fuente de fibra, el papel primero se corta
en tiras que tienen, p. ej., de 6,35 a 12,7 mm (1/4 a 1/2 pulgadas) de ancho, usando una desmenuzadora, p. €j., una
desmenuzadora de tornillo contrarrotatorio, tal como el fabricado por Munson (Utica, N.Y.). Como una alternativa al
desmenuzado, el papel se puede reducir de tamano cortandolo al tamafio deseado usando una cortadora de
guillotina. Por ejemplo, la cortadora de guillotina se puede usar para cortar el papel en hojas que tienen, p. €j., 25,4
cm (10 pulgadas) de ancho por 30,48 cm (12 pulgadas) de largo.

En algunas realizaciones, la cizalladura de la fuente de fibra y el paso del primer material fibroso resultante a través
del primer tamiz se hacen simultaneamente. La cizalladura y el paso también se pueden llevar a cabo en un
procedimiento de tipo discontinuo.
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Por ejemplo, se puede usar una cortadora de cuchillas rotativas para cizallar la fuente de fibra y cribar el primer
material fibroso simultaneamente. En relacion con la figura 3, una cortadora de cuchillas rotativas 220 incluye una
tolva 222 que se puede cargar con una fuente de fibra desmenuzada 224 preparada desmenuzando la fuente de
fibra. La fuente de fibra desmenuzada se cizalla entre las cuchillas estacionarias 230 y las cuchillas rotativas 232
para proporcionar un primer material fibroso 240. El primer material fibroso 240 pasa por el tamiz 242, y el segundo
material fibroso resultante 244 es capturado en el tanque 250. Para ayudar a recoger el segundo material fibroso, el
tanque puede tener una presion inferior a la presion atmosférica nominal, p. ej., al menos 10 por ciento inferior a la
presién atmosférica nominal, p. €j., al menos 25 por ciento inferior a la presion atmosférica nominal, al menos 50 por
ciento inferior a la presion atmosférica nominal, o al menos 75 por ciento inferior a la presién atmosférica nominal.
En algunas realizaciones, se usa una fuente de vacio 252 para mantener el tanque por debajo de la presion
atmosférica nominal.

La cizalladura puede ser ventajosa para “abrir’ y “tensar” los materiales fibrosos, haciendo que la celulosa de los
materiales sea mas susceptible a la escision de cadena y/o reduccion de cristalinidad. Los materiales abiertos
también pueden ser mas susceptibles a la oxidaciéon cuando se irradian.

La fuente de fibra se puede cizallar en un estado seco, un estado deshidratado (p. €j., teniendo hasta 10 por ciento
en peso de agua absorbida), o en un estado himedo, p. €j., teniendo entre aproximadamente 10 por ciento y
aproximadamente 75 por ciento en peso de agua. La fuente de fibra se puede cizallar incluso mientras esta parcial o
totalmente sumergida bajo un liquido, tal como agua, etanol, isopropanol. La fuente de fibra también se puede
cizallar bajo un gas (tal como una corriente o atmoésfera de gas distinto del aire), p. €j., oxigeno o nitrégeno, o vapor.

Otros métodos para hacer los materiales fibrosos incluyen, p. €j., trituracion con muela abrasiva, corte o desgarro
mecanico, trituracion por rectificadora, o molienda por abrasién con aire.

Si se desea, los materiales fibrosos se pueden separar, p. €j., de forma continua o en lotes, en fracciones segun su
longitud, anchura, densidad, tipo de material o alguna combinacion de estas caracteristicas.

Por ejemplo, los materiales ferrosos se pueden separar de cualquiera de los materiales fibrosos pasando un material
fibroso que incluye un material ferroso por un iman, p. €j., un electroiman, y después pasando el material fibroso
resultante a través de una serie de tamices, teniendo cada tamiz aberturas de diferentes tamanos.

Los materiales fibrosos también se pueden separar, p. €j., usando un gas a alta velocidad, p. e€j., aire. En dicho
procedimiento, los materiales fibrosos se separan extrayendo diferentes fracciones, que se pueden caracterizar de
forma fotdnica, si se desea. Se describe dicho aparato de separaciéon en Lindsey et al, patente de EE.UU. n°
6.883.667.

Los materiales fibrosos se pueden irradiar inmediatamente después de su preparacion, o se pueden hacer secar, p.
€j., a aproximadamente 105°C durante 4-18 horas, de modo que el contenido de humedad sea, p. €j., menor de
aproximadamente 0,5% antes de usar.

Si se desea, se puede separar la lignina de cualquiera de los materiales fibrosos que incluyen lignina. También para
ayudar a la rotura de los materiales que incluyen celulosa, el material se puede tratar antes de la irradiacion con
calor, un producto quimico (p. €j., acido mineral, base o un oxidante fuerte tal como hipoclorito sédico) y/o una
enzima.

En algunas realizaciones, el tamafio medio de abertura del primer tamiz es menor que 0,79 mm (1/32 pulgadas,
0,03125 pulgadas), p. €j., menor que 0,51 mm (1/50 pulgadas, 0,02000 pulgadas), menor que 0,40 mm (1/64
pulgadas, 0,015625 pulgadas), menor que 0,23 mm (0,009 pulgadas), menor que 0,20 mm (1/128 pulgadas,
0,0078125 pulgadas), menor que 0,18 mm (0,007 pulgadas), menor que 0,13 mm (0,005 pulgadas), o incluso menor
que menor que 0,10 mm (1/256 pulgadas, 0,00390625 pulgadas). El tamiz se prepara trenzando monofilamentos
que tienen un diametro adecuado para dar el tamafio de aberturas deseado. Por ejemplo, los monofilamentos
pueden estar hechos de un metal, p. €j., acero inoxidable. A medida que el tamafo de las aberturas se hace menor,
pueden hacerse mayores los requisitos estructurales de los monofilamentos. Por ejemplo, para tamafios de
aberturas menores de 0,40 mm, puede ser ventajoso hacer los tamices de monofilamentos hechos de un material
distinto del acero inoxidable, p. €j., titanio, aleaciones de titanio, metales amorfos, niquel, tungsteno, rodio, renio,
materiales ceramicos o vidrio. En algunas realizaciones, el tamiz esta hecho de una placa, p. €j., una placa metalica,
que tiene aberturas, p. €j., cortadas en la placa usando un laser. En algunas realizaciones, el area de aberturas de la
malla es menor que 52%, p. €j., menor que 41%, menor que 36%, menor que 31%, menor que 30%.

En algunas realizaciones, el segundo material fibroso se cizalla y pasa a través del primer tamiz, o un tamiz de
tamafio diferente. En algunas realizaciones, el segundo material fibroso se pasa por un segundo tamiz que tiene un
tamafo medio de aberturas igual o menor que el primer tamiz.

En relacion con la figura 4, se puede preparar un tercer material fibroso 220 a partir del segundo material fibroso 216
por cizalladura del segundo material fibroso 216 y pasando el material resultante por un segundo tamiz 222 que
tiene un tamafo medio de aberturas menor que el primer tamiz 214.
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En general, las fibras de los materiales fibrosos pueden tener una relacién media de longitud a diametro
relativamente grande (p. ej., mayor que de 20 a 1), incluso si se han cizallado mas de una vez. Ademas, las fibras de
los materiales fibrosos descritos en la presente memoria, pueden tener una distribuciéon de longitudes y/o relaciones
de longitud a diametro relativamente estrechas.

Como se usa en la presente memoria, las anchuras medias de las fibras (es decir, diametros) son las determinadas
opticamente por seleccion aleatoria de aproximadamente 5.000 fibras. Las longitudes medias de las fibras son
longitudes ponderadas corregidas. Las superficies especificas BET (Brunauer, Emmet y Teller) son superficies
especificas de multipuntos, y las porosidades son las determinadas por porosimetria de mercurio.

La relacion media de longitud a diametro del segundo material fibroso 14 puede ser, p. €j., mayor que 8/1, p. €j.,
mayor que 10/1, mayor que 15/1, mayor que 20/1, mayor que 25/1, o mayor que 50/1. Una longitud media del
segundo material fibroso 14 puede ser, p. €j., entre aproximadamente 0,5 mm y 2,5 mm, p. €j., entre
aproximadamente 0,75 mm y 1,0 mm, y una anchura media (es decir, diametro) del segundo material fibroso 14
puede ser, p. €j., entre aproximadamente 5 ym y 50 ym, p. €j., entre aproximadamente 10 ymy 30 pm.

En algunas realizaciones, una desviacion estandar de la longitud del segundo material fibroso 14 es menor que 60
por ciento de una longitud media del segundo material fibroso 14, p. ej., menor que 50 por ciento de la longitud
media, menor que 40 por ciento de la longitud media, menor que 25 por ciento de la longitud media, menor que 10
por ciento de la longitud media, menor que 5 por ciento de la longitud media, o incluso menor que 1 por ciento de la
longitud media.

En algunas reahzamones una superf|0|e especifica BET del segundo material flbroso es mayor que 0,1 m /g p. €.,
mayor que 0,25 m?/g, mayor que 0,5 m?/g, mayor que 1,0 m¥g, mayor que 1,5 m?/g, mayor que 1,75 m%g, mayor
que 5,0 m%/g, mayor que 10 m%g, mayor que 25 m%g, mayor que 35 m¥g, mayor que 50 m%g, mayor que 60 m /g,
mayor que 75 m?/g, mayor que 100 m?/g, mayor que 150 m%g, mayor que 200 m?/g, o incluso mayor que 250 m?/g.
Una porosidad del segundo material fibroso 14 puede ser, p. €j., mayor que 20 por ciento, mayor que 25 por ciento,
mayor que 35 por ciento, mayor que 50 por ciento, mayor que 60 por ciento, mayor que 70 por ciento, p. ej., mayor
que 80 por ciento, mayor que 85 por ciento, mayor que 90 por ciento, mayor que 92 por ciento, mayor que 94 por
ciento, mayor que 95 por ciento, mayor que 97,5 por ciento, mayor que 99 por ciento, o incluso mayor que 99,5 por
ciento.

En algunas realizaciones, una relacion de la relacion media de longitud a diametro del primer material fibroso a la
relacion media de longitud a diametro del segundo material fibroso es, p. ej., menor que 1,5, p. €j., menor que 1,4,
menor que 1,25, menor que 1,1, menor que 1,075, menor que 1,05, menor que 1,025, o incluso sustancialmente
igual a 1.

En realizaciones particulares, el segundo material fibroso se cizalla de nuevo y el material fibroso resultante se pasa
por un segundo tamiz que tiene un tamafio medio de aberturas menor que el primer tamiz para proporcionar un
tercer material fibroso. En dichos casos, una relacion de la relacion media de longitud a diametro del segundo
material fibroso a la relacién media de longitud a diametro del tercer material fibroso, puede ser, p. €j., menor que
1,5, p. €j., menor que 1,4, menor que 1,25, o incluso menor que 1,1.

En algunas realizaciones, el tercer material fibroso se pasa por un tercer tamiz para producir un cuarto material
fibroso. El cuarto material fibroso se puede pasar, p. €j., por un cuarto tamiz para producir un quinto material fibroso.
Se pueden repetir procedimientos de cribado similares tantas veces como se desee para producir el material fibroso
deseado que tenga las propiedades deseadas.

Densificacion

Los materiales densificados se pueden procesar por cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, o
cualquier material descrito en la presente memoria, p. €j., cualquier material fibroso descrito en la presente memoria,
se puede procesar por uno cualquiera o mas de los métodos descritos en la presente memoria, y después densificar
como se describe en la presente memoria.

Un material, p. €j., un material fibroso, que tiene una densidad aparente baja, se puede densificar a un producto que
tenga una denS|dad aparente mas alta. Por ejemplo, una composicion de material que tiene una densidad aparente
de 0,05 g/cm se puede densificar sellando el material fibroso en una estructura relativamente impermeable a gas,
p. €j., una bolsa hecha de polietileno o una bolsa hecha de capas alternantes de polietileno y un nailon, y después
evacuando el gas atrapado, p. €j., aire, de la estructura, Después de evacuar el alre de la estructura el materlal
fibroso puede tener p. €j., una densidad aparente mayor que 0,3 g/cm?, p. €j., 0,5 g/cm?, 0,6 g/cm®, 0,7 g/cm® 0 mas,
p. €j., 0,85 g/ cm®. Después de densificar, el producto se puede procesar por cualquiera de los métodos descritos en
la presente memoria, p. €j. irradiar, p. €j. con radiacion gamma. Esto puede ser ventajoso cuando se desea
transportar el material a otro sitio, p. €j., una instalacion de fabricacién remota, donde la composicion de material
fibroso se puede afadir a una solucién, p. €j., para producir etanol. Después de perforar la estructura
sustancialmente impermeable a gas, el material fibroso densificado se puede devolver practicamente a su densidad
aparente inicial, p. ej., mayor que 60 por ciento de su densidad inicial, p. ej., 70 por ciento, 80 por ciento, 85 por
ciento o mas, p. €j., 95 por ciento de su densidad inicial. Para reducir la electricidad estatica en el material fibroso, se
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puede afiadir un agente antiestatico al material.

En algunas realizaciones, la estructura, p. €j., bolsa, esta formada de un material que se disuelve en un liquido tal
como agua. Por ejemplo, la estructura puede estar formada de un poli(alcohol vinilico) de modo que se disuelve
cuando se pone en contacto con un sistema basado en agua. Dichas realizaciones permiten afadir estructuras
densificadas directamente a soluciones que incluyen un microorganismo, sin liberar primero el contenido de la
estructura, p. €j., cortando.

En relacion con la figura 5, un material de biomasa se puede combinar con cualesquiera aditivos deseados y un
aglutinante, y posteriormente densificar por aplicacion de presion, p. €j., pasando el material por la linea de contacto
definida entre rodillos de presiéon contrarrotatorios o pasando el material por un molino de pelets. Durante la
aplicacion de presién, se puede aplicar opcionalmente calor para ayudar a la densificacion del material fibroso. El
material densificado se puede irradiar.

En algunas realizaciones, el material antes de densificar tiene una densidad aparente menor que 0,25 g/cm3, p. €.,
0,20 g/cm3, 0,15 g/cm3, 0,10 g/cm3, 0,05 g/cm3 0 menos, p. €j., 0,025 g/cm3. La densidad aparente se determina
usando el método ASTMD1895B. Brevemente, el método implica llenar un tubo graduado de volumen conocido con
una muestra y obtener el peso de la muestra. La densidad aparente se calcula dividiendo el peso de la muestra en
gramos entre el volumen conocido del cilindro en metros cubicos.

Los aglutinantes preferidos incluyen aglutinantes que son solubles en agua, se hinchan con el agua, o que tienen
una temperatura de transicion vitrea menor que 25°C, determinada por calorimetria diferencial de barrido. Por
aglutinantes solubles en agua, se entiende aglutinantes que tienen una solubilidad de al menos aproximadamente
0,05 por ciento en peso en agua. Por aglutinantes que se hinchan con el agua, se entiende aglutinantes que
aumentan de volumen en mas de 0,5 por ciento tras exposicion al agua.

En algunas realizaciones, los aglutinantes que son solubles o se hinchan en agua incluyen un grupo funcional que
es capaz de formar un enlace, p. €j., un enlace de hidrégeno, con las fibras del material fibroso, p. ej., material
fibroso celuldsico. Por ejemplo, el grupo funcional puede ser un grupo acido carboxilico, un grupo carboxilato, un
grupo carbonilo, p. €j., un aldehido o una cetona, un grupo acido sulfénico, un grupo sulfonato, un grupo acido
fosforico, un grupo fosfato, un grupo amida, un grupo amina, un grupo hidroxilo, p. €j., de un alcohol, y
combinaciones de estos grupos, p. €j., un grupo acido carboxilico y un grupo hidroxilo. Los ejemplos monoméricos
especificos incluyen glicerina, glioxal, acido ascérbico, urea, glicina, pentaeritritol, un monosacarido o un disacarido,
acido citrico y acido tartarico. Los sacaridos adecuados incluyen glucosa, sacarosa, lactosa, ribosa, fructosa,
manosa, arabinosa y eritrosa. Los ejemplos poliméricos incluyen poliglicoles, poli(6xido de etileno), poli(acidos
carboxilicos), poliamidas, poliaminas y polisulfonatos, poli(acidos sulfénicos). Los ejemplos goliméricos especificos
incluyen polipropilenglicol (PPG), polietilenglicol (PEG), poli(6xido de etileno), p. €j., POLYOX", copolimeros de 6xido
de etileno y 6xido de propileno, poli(acido acrilico) (PAA), poliacrilamida, polipéptidos, polietilenimina, polivinilpiridina,
poli(4-estirenosulfonato sédico) y poli(acido 2-acrilamido-metil-1-propanosulfénico).

En algunas realizaciones, el aglutinante incluye un polimero que tiene una temperatura de transicion vitrea menor
que 25°C. Los ejemplos de dichos polimeros incluyen elastémeros termoplasticos (TPE). Los ejemplos de TPE
incluyen poliéter-amida en bloques, tales como los disponibles con el nombre comercial PEBAX®, elastémeros de
poliéster, tales como los disponibles con el nombre comercial HYTREL®, y copolimeros estirénicos de bloques, tales
como los disponibles con el nombre comercial KRATON®. Otros polimeros adecuados que tiene una temperatura de
transicion vitrea menor que 25°C incluyen copolimero de etileno y acetato de vinilo (EVA), poliolefinas, p. €j.,
polietileno, polipropileno, copolimeros de etileno-propileno, % copolimeros de etileno y alfa-olefinas, p. ej., 1-octeno,
tal como los disponibles con el nombre comercial ENGAGE". En algunas realizaciones, p. €j., cuando el material es
un papel polirrevestido fibrizado, el material se densifica sin la adicion separada de un polimero de temperatura de
transicion vitrea baja.

En una realizacion particular, el aglutinante es una lignina, p. €j., una lignina natural o sintéticamente modificada.

Una cantidad adecuada de aglutinante afadida al material, calculada basado en el peso seco es, p. ej., de
aproximadamente 0,01 por ciento a aproximadamente 50 por ciento, p. €j., 0,03 por ciento, 0,05 por ciento, 0,1 por
ciento, 0,25 por ciento, 0,5 por ciento, 1,0 por ciento, 5 por ciento, 10 por ciento o mas, p. €j., 25 por ciento, basado
en el peso total del material densificado. El aglutinante se puede afiadir al material como un liquido solo puro, o
como un liquido que tiene el aglutinante disuelto en el mismo, como un polvo seco del aglutinante o como pelets del
aglutinante.

El material fibroso densificado se puede hacer en un molino de pelets. En relacion con la figura 6, un molino de
pelets 300 tiene una tolva 301 para contener el material no densificado 310 que incluye un material que contiene
hidratos de carbono, tales como celulosa. La tolva esta comunicada con un tornillo sin fin 312 que es accionado por
un motor de velocidad variable 314, de modo que el material no densificado puede ser transportado a una zona de
acondicionamiento 320 que agita el material no densificado con palas 322 que son giradas por el motor de
acondicionamiento 330. Otros aditivos, p. ej. cualquiera de los aditivos y/o cargas descritas en la presente memoria,
se pueden afadir en la entrada 332. Si se desea, se puede afadir calor mientras el material fibroso esta en la zona
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de acondicionamiento. Después del acondicionamiento, el material pasa de la zona de acondicionamiento a través
de un tubo de vaciado 340, y a otro tornillo sin fin 342. El tubo de vaciado, controlado por el accionador 344, permite
el paso sin obstruccion del material desde la zona de acondicionamiento al tornillo sin fin. El tornillo sin fin es girado
por el motor 346, y controla la alimentacién del material fibroso a la boquilla y conjunto de rodillos 350.
Especificamente, el material se introduce en una boquilla cilindrica hueca 352, que rota sobre un eje horizontal y que
tiene agujeros de boquilla que se extienden radialmente 250. La boquilla 352 es rotada sobre el eje por el motor 360,
que incluye un indicador de potencia, que indica la potencia total consumida por el motor. El material densificado
370, p. €j., en forma de pelets, cae del tubo de descarga 372 y es capturado y procesado, tal como por irradiacion.

El material, después de densificacion, puede estar convenientemente en forma de pelets o astillas que tienen una
variedad de formas. Los pelets después se pueden irradiar. En algunas realizaciones, los pelets o astillas son de
forma cilindrica, p. €j., tienen una dimension transversal maxima de, p. €j., 1 mm o mas, p. €j., 2 mm, 3 mm, 5 mm, 8
mm, 10 mm, 15 mm o mas, p. €j., 25 mm. Otras formas convenientes incluyen pelets o astillas que tienen forma de
placa, que tienen, p. €j., un espesor de 1 mm o mas, p. €j., 2 mm, 3 mm, 5 mm, 8 mm, 10 mm o mas, p. €j., 25 mm;
una anchura de, p. €., 5 mm o mas, p. €j., 10 mm, 15 mm, 25 mm, 30 mm o mas, p. €j., 50 mm; y una longitud de 5
mm o mas, p. €j., 10 mm, 15 mm, 25 mm, 30 mm o mas, p. €j., 50 mm.

En relacion ahora con las figuras 7A-7D, los pelets se pueden hacer de modo que tengan un interior hueco. Como se
muestra, el hueco en general puede estar alienado con el centro del pelet (figura 7B) o no estar alineado con el
centro del pelet (figura 7C). El hacer el pelet hueco en el interior puede aumentar la tasa de disolucién en un liquido
después de irradiacion.

En relaciéon ahora con la figura 7D, el pelet puede tener, p. €j., una forma transversal que es multilobular, p. €j.
trilobular como se muestra, o tetralobular, pentalobular, hexalobular o decalobular. El hacer los pelets con dichas
formas transversales también puede aumentar la tasa de disolucién en una solucién después de irradiacion.

Alternativamente, el material densificado puede estar en cualquier otra forma deseada, p. €j., el material densificado
puede tener forma de una estera, rollo o bala.

Ejemplos

En un ejemplo, se puede usar como materia prima 1,89 litros (0,5 galones) de cartones de zumo hechos de carton
Kraft blanco no impreso que tiene una densidad aparente de 320,36 kg/m3 (20 Ib/ft3). Los cartones pueden estar
doblados planos y entonces alimentar a una desmenuzadora para producir un material de tipo confeti que tiene una
anchura entre 0,254 cm (0,1 pulgadas) y 1,27 cm (0,5 pulgadas), una longitud de entre 0,635 cm (0,25 pulgadas) y
2,54 cm (1 pulgada) y un espesor equivalente al del material de partida (aproximadamente (0,075 pulgadas)). El
material de tipo confeti se puede alimentar a una cortadora de cuchillas rotativas, que cizalla los trozos de tipo
confeti, desgarrando los trozos y liberando material fibroso.

En algunos casos, se pueden disponer multiples trenes de desmenuzadora-cizalladora en serie con la salida. En una
realizacién, se pueden disponer dos trenes de desmenuzadora-cizalladora en serie con la salida de la primera
cizalladora alimentada como entrada a la segunda desmenuzadora. En otra realizacién, se pueden disponer tres
trenes de desmenuzadora-cizalladora en serie con la salida de la primera cizalladora alimentada como entrada a la
segunda desmenuzadora y la salida de la segunda cizalladora alimentada como entrada en la tercera
desmenuzadora. Se prevé que multiples pasos por trenes de desmenuzadora-cizalladora aumenten la reduccién del
tamafio de particulas y aumenten la superficie especifica general en la corriente de alimentacion.

En otro ejemplo, se puede tratar material fibroso producido en el desmenuzado y cizalladura de cartones de zumo
para aumentar su densidad aparente. En algunos casos, el material fibroso se puede pulverizar con agua o una
solucion madre diluida de POLYOX™ WSR N10 (poli(6xido de etileno) preparada en agua. El material fibroso
humectado después se puede procesar a través de un molino de pelets que trabaja a temperatura ambiente. El
molino de pelets puede aumentar la densidad aparente de la corriente de alimentacion en mas de un orden de
magnitud.

Pretratamiento
Condiciones de pretratamiento

En algunas realizaciones, el procedimiento no incluye hidrolizar el material celulésico y/o lignocelulésico, tal como
con un acido o una base, p. €j., un acido mineral, tal como acido clorhidrico o sulftrico. Si se desea, parte o nada de
la materia prima puede incluir un material hidrolizado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, al menos
aproximadamente 70 por ciento en peso de la materia prima es un material no hidrolizado, p. ej. al menos 90 por
ciento en peso de la materia prima es un material no hidrolizado. En algunas realizaciones, sustancialmente toda la
materia prima es un material no hidrolizado.

Cualquier materia prima o cualquier reactor o fermentador cargado con una materia prima puede incluir un tampén,
tal como bicarbonato sddico, cloruro amoénico o Tris; un electrolito, tal como cloruro potasico, cloruro sédico o cloruro
calcico; un factor de crecimiento, tal como biotina y/o una pareja de base tal como uracilo o un equivalente del
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mismo; un tensioactivo, tal como Tween® o polietilenglicol; un mineral, tal como calcio, cromo, cobre, yodo, hierro,
selenio o cinc; o un agente quelante, tal como etilendiamina, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (o su forma da
sal, p. ej. EDTA de sodio o potasio), o dimercaprol.

Cuando se usa radiacién, se puede aplicar a cualquier muestra que esté seca o himeda, o incluso dispersa en un
liquido, tal como agua. Por ejemplo, la irradiacion se puede llevar a cabo en material celulésico y/o lignocelulésico en
el que menos de aproximadamente 25 por ciento en peso del material celulésico y/o lignocelulosico tiene superficies
mojadas con un liquido, tal como agua. En algunas realizaciones, la irradiacion se lleva a cabo en material celulésico
y/o lignocelulésico en el que sustancialmente nada del material celuldsico y/o lignoceluldsico estda mojado con un
liquido, tal como agua.

En algunas realizaciones, cualquier procesado descrito en la presente memoria se produce después de que el
material celulésico y/o lignocelulésico permanezca seco como se ha adquirido o se ha secado, p. €j., usando calor
y/o presion reducida. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el material celulésico y/o lignoceluldsico tiene menos de
aproximadamente 50 por ciento en peso de agua retenida, medido a 25°C y 50% de humedad relativa.

Si se desea, se puede usar un agente de hinchamiento, como se define en la presente memoria, en cualquier
procedimiento descrito en la presente memoria. En algunas realizaciones, cuando el material celulésico y/o
lignocelulésico se procesa usando radiacion, menos de aproximadamente 25 por ciento en peso del material
celulésico y/o lignoceluldsico esta en un estado hinchado, caracterizandose el estado hinchado por tener un volumen
de mas de aproximadamente 2,5 por ciento mayor que un estado no hinchado, p. €j., mas de 5,0, 7,5, 10 o 15 por
ciento mayor que el estado no hinchado. En algunas realizaciones, cuando se usa radiacion en un material
celulésico y/o lignoceluldsico, sustancialmente nada del material celuldsico y/o lignoceluldsico esta en un estado
hinchado. En realizaciones especificas, cuando se usa radiacion, el material celuldsico y/o lignoceluldsico incluye un
agente de hinchamiento, y el material celulésico y/o lignocelulésico hinchado recibe una dosis menor de
aproximadamente 10 Mrad.

Cuando se usa radiacion en cualquier procedimiento, se puede aplicar mientras el material celuldsico y/o
lignocelulodsico esta expuesto al aire, aire enriquecido con oxigeno, o incluso al propio oxigeno, o cubierto por una
capa de un gas inerte tal como nitrégeno, argén o helio. Cuando se desea una oxidacidon maxima, se usa un entorno
oxidante, tal como aire u oxigeno.

Cuando se usa radiacion, se puede aplicar al material celuldsico y/o lignoceluldsico, bajo una presion que es mayor
que aproximadamente 2,5 atmésferas, tal como mayor que 5, 10, 15, 20 o incluso mayor que aproximadamente 50
atmosferas.

Tratamiento de radiacion

La irradiacion puede reducir el peso molecular y/o la cristalinidad de la materia prima. En algunas realizaciones, se
usa la energia depositada en un material que libera un electron de su orbital atémico, para irradiar los materiales. La
radiacion se puede proporcionar mediante 1) particulas cargadas pesadas, tales como particulas alfa o protones, 2)
electrones, producidos, por ejemplo, en la desintegracion beta o aceleradores de haces de electrones, o 3) radiacion
electromagnética, por ejemplo, rayos gamma, rayos X, o rayos ultravioleta. En un procedimiento, la radiacion
producida por sustancias radiactivas se puede usar para irradiar la materia prima. En algunas realizaciones, se
puede usar cualquier combinacién, en cualquier orden o simultaneamente de (1) a (3). En otro procedimiento, se
puede usar radiacion electromagnética (p. €j., producida usando emisores de haces de electrones) para irradiar la
materia prima. Las dosis aplicadas dependen del efecto deseado y de la materia prima particular. Por ejemplo, dosis
altas de radiacion pueden romper enlaces quimicos dentro de los componentes de la materia prima y dosis bajas de
radiacion pueden aumentar los enlaces quimicos (p. €j., reticulacion) dentro de los componentes de la materia prima.
En algunos casos, cuando se desea la escision de cadenas y/o la funcionalizacion de la cadena polimérica, se
pueden usar particulas mas pesadas que los electrones, tales como protones, nucleos de helio, iones de argén,
iones de silicio, iones de nedn, iones de carbono, iones de fésforo, iones de oxigeno o iones de nitrégeno. Cuando
se desea la escision de cadena con apertura de anillo, se pueden usar particulas con carga positiva por sus
propiedades de acido de Lewis para la escision de cadena con apertura de anillo potenciada. Por ejemplo, cuando
se desean grupos funcionales que contienen oxigeno, se puede llevar a cabo la irradiacién en presencia de oxigeno
o incluso la irradiacion con iones de oxigeno. Por ejemplo, cuando se desean grupos funcionales que contienen
nitrégeno, se puede llevar a cabo la irradiacion en presencia de nitrégeno o incluso irradiacién con iones de
nitrégeno.

En relacion con la figura 8, en un método de referencia, se irradia un primer material 2 que es o incluye celulosa que
tiene un primer peso molecular medio numérico (M), p. €j., por tratamiento con radiacion ionizante (p. ej., en forma
de radiaciéon gamma, radiacion de rayos X, luz ultravioleta de 100 nm a 280 nm, un haz de electrones u otras
particulas cargadas) para proporcionar un segundo material 3 que incluye celulosa que tiene un segundo peso
molecular medio numérico (TMNZ) menor que el primer peso molecular medio numérico. El segundo material (o el
primer y segundo material) se pueden combinar con un microorganismo (p. €j., una bacteria o una levadura) que
puede usar el segundo y/o primer material para producir un combustible 5 que es o incluye hidrégeno, un alcohol (p.
€j., etanol o butanol, tal como n-, sec- o t-butanol), un acido organico, un hidrocarburo o mezclas de cualquiera de
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estos.

Puesto que el segundo material 3 tiene celulosa que tiene un peso molecular reducido con respecto al primer
material, y en algunos casos, también una cristalinidad reducida, en general el segundo material es mas dispersable,
hinchable y/o soluble en una solucién que contiene un microorganismo. Estas propiedades hacen que el segundo
material 3 sea mas susceptible al ataque quimico, enzimatico y/o biolégico con respecto al primer material 2, lo cual
puede mejorar mucho la tasa de produccién y/o el nivel de produccién de un producto deseado, p. €j., etanol. La
radiacion también puede esterilizar los materiales.

En algunas reahzamones el segundo peso molecular medio numérico (Mn2) es menor que el primer peso molecular
medio numerlco( MN1) en mas de aproximadamente 10 por ciento, p. €j., 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 por ciento, 60 por
ciento, o incluso mas de aproximadamente 75 por ciento.

En algunos casos el segundo material tiene celulosa que tiene una cristalinidad (TCZ) que es menor que la
cristalinidad ('C+) de la celulosa del primer material. Por ejemplo, (" Cz) puede ser menor que ('Ci) en mas de
aproximadamente 10 por ciento, p. €j. 15, 20, 25, 30, 35, 40, o incluso mas de aproximadamente 50 por ciento.

En algunas realizaciones, el indice de cristalinidad inicial (antes de irradiacién) es de aproximadamente 40 a
aproximadamente 87,5 por ciento, p. ej., de aproximadamente 50 a aproximadamente 75 por ciento o de
aproximadamente 60 a aproximadamente 70 por ciento, y el indice de cristalinidad después de irradiacion es de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 por ciento, p. €j., de aproximadamente 15 a aproximadamente 45 por
ciento o de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 por ciento. Sin embargo, en algunas realizaciones, p. €j.,
después de irradiacion extensa, se puede tener un indice de cristalinidad menor que 5 por ciento. En algunas
realizaciones, el material después de irradiacion es sustancialmente amorfo.

En algunas realizaciones, el peso molecular medio numérico inicial (antes de irradiacion) es de aproximadamente
200.000 a aproximadamente 3.200.000, p. €j., de aproximadamente 250.000 a aproximadamente 1.000.000 o de
aproximadamente 250.000 a aproximadamente 700.000, y el peso molecular medio numérico después de irradiacion
de aproximadamente 50.000 a aproximadamente 200.000, p. €j., de aproximadamente 60.000 a aproximadamente
150.000 o de aproximadamente 70.000 a aproximadamente 125.000. Sin embargo, en algunas realizaciones, p. €;j.,
después de irradiacién extensa, se puede tener un peso molecular medio numérico menor que aproximadamente
10.000 o incluso menor que aproximadamente 5.000.

En algunas realizaciones, el segundo material puede tener un nivel de oxidacion ( 0O2) que es mayor que el nivel de
oxidacion ( 01) del primer material. Un nivel mayor de oxidacion del material puede ayudar a su dispersabilidad,
hinchabilidad y/o solubilidad, potenciando ademas la susceptibilidad de los materiales al ataque quimico, enzimatico
o biolégico. En algunas realizaciones, para aumentar el nivel de oxidacion del segundo material con respecto al
primer material, la irradiacion se lleva a cabo en un entorno oxidante, p. €j., bajo una capa de aire u oxigeno,
produciendo un segundo material que esta mas oxidado que el primer material. Por ejemplo, el segundo material
puede tener mas grupos hidroxilo, grupos aldehido, grupos cetona, grupos éster o grupos acido carboxilico, que
aumentan la hidrofilicidad.

Radiacién ionizante

Cada forma de radiacién ioniza la biomasa por interacciones particulares, determinadas por la energia de la
radiacion. Las particulas cargadas pesadas ionizan principalmente por dispersion coulombiana; ademas, estas
interacciones producen electrones energéticos que pueden ionizar mas la materia. Las particulas alfa son idénticas
al nucleo de un atomo de helio y son producidas por la desintegracion alfa de diferentes nucleos radiactivos, tales
como isétopos de bismuto, polonio, astatina, radoén, francio, radio, varios actinidos, tales como actinio, torio, uranio,
neptunio, curio, californio, americio y plutonio.

Cuando se usan particulas, pueden ser neutras (no cargadas), tener carga positiva o tener carga negativa. Cuando
estan cargadas, las particulas cargadas pueden llevar una sola carga positiva o negativa, o multiples cargas, p. €;j.,
1, 2, 3 o incluso 4 o mas cargas. En casos en los que se desea la escision de cadena, pueden ser deseables
particulas con carga positiva, en parte debido a su naturaleza acida. Cuando se usan particulas las particulas
pueden tener la masa de un electron en reposo, o mayor, p. €j., 500, 1000, 1500, o 2000 o mas veces la masa de un
electrén en reposo. Por ejemplo, las particulas que tienen una masa de aproximadamente 1 unidad atomica a
aproximadamente 150 unidades atémicas, p. €j., de aproximadamente 1 unidad atdmica a aproximadamente 50
unidades atdmicas, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 25, p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 10, 12 o 15 uma. Los
aceleradores usados para acelerar las particulas pueden ser electrostaticos DC, electrodinamicos DC, lineales RF,
lineales de induccion magnética o de onda continua. Por ejemplo, los aceleradores de tipo ciclotron estan
disponibles en IBA, Bélgica, tal como el sistema Rhodotron®, mientras que los aceleradores de tipo DC estan
disponibles en RDI, ahora IBA Industrial, tal como Dynamitroii®. Los iones y aceleradores de iones se describen en
Introductory Nuclear Physics, Kenneth S. Krane, John Wiley & Sons, Inc. (1988), Krsto Prelec, FIZIKA B 6 (1997) 4,
177-206, Chu, William T., "Overview of Light-lon Beam Therapy", Columbus-Ohio, ICRU-IAEA Meeting, 18-20 de
marzo 2006, Iwata, Y. et al., "Alternating-Phase-Focused IH-DTL for Heavy-lon Medical Accelerators”, Proceedings
of EPAC 2006, Edinburgh, Escocia, y Leitner, C.M. et al., "Status of the Superconducting ECR lon Source Venus",
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Proceedings of EPAC 2000, Vienna, Austria.

Los electrones interaccionan por dispersion coulombiana y radiacion de frenado producida por cambios en la
velocidad de los electrones. Los electrones se pueden producir mediante nucleos radiactivos que sufren
desintegracion beta, tales como isétopos de yodo, cesio, tecnecio e iridio. Alternativamente, se puede usar una
pistola de electrones como una fuente de electrones por emision termoidnica.

La radiacion electromagnética interacciona por 3 procedimientos: absorcion fotoeléctrica, dispersion de Compton y
produccion de pares. La interaccion dominante esta determinada por la energia de la radiacion incidente y el nimero
atomico del material. La suma de las interacciones que contribuyen a la radiacion absorbida en el material celulésico
se puede expresar por el coeficiente de absorcién de masa.

La radiacion electromagnética se subclasifica en rayos gamma, rayos x, rayos ultravioleta, rayos infrarrojo,
microondas, u ondas de radio, dependiendo de su longitud de onda.

Por ejemplo, se puede usar radiacion gamma para irradiar los materiales. En relacién con las figura 9 y 10 (una vista
aumentada de la regién R), un irradiador gamma 10 incluye fuentes de radiacién gamma 408, p. €j., pelets de ®°Co,
una mesa de trabajo 14 para soportar los materiales que se van a irradiar y almacenamiento 16, p. €j., hecho de una
pluralidad de placas de hierro, los cuales estan todos albergados en una camara de contencién de hormigon
(camara aislada) 20 que incluye una puerta de entrada de laberinto 22 ademas de la puerta forrada de plomo 26. El
almacenamiento 16 incluye una pluralidad de canales 30, p. €j., 16 o0 mas canales, que permiten que las fuentes de
radiaciéon gamma pasen a través del almacenamiento en su camino préximo a la mesa de trabajo.

En funcionamiento, la muestra que se va a irradiar se pone en una mesa de trabajo. El irradiador se configura para
que suministre la dosis por unidad de tiempo deseada y el equipo de seguimiento esta conectado a un bloque
experimental 31. El operador entonces sale de la camara de contencién, pasando por la puerta de entrada de
laberinto y por la puerta forrada de plomo. El operador dirige un panel de control 32, que da instrucciones a un
ordenador 33 para subir las fuentes de radiacion 12 en la posicién de trabajo usando el cilindro 36 unido a una
bomba hidraulica 40.

La radiacion gamma tiene la ventaja de una profundidad de penetracion significativa en una variedad de materiales
en la muestra. Las fuentes de rayos gamma incluyen nucleos radiactivos, tales como isétopos de cobalto, calcio,
tecnecio, cromo, galio, indio, yodo, hierro, kripton, samario, selenio, sodio, talio y xenoén.

Las fuentes de rayos x incluyen colision de haz de electrones con objetivos metalicos, tales como tungsteno o
molibdeno o aleaciones, o fuentes de luz compactas, tales como las producidas comercialmente por Lyncean.

Las fuentes de radiacion ultravioleta incluyen lamparas de deuterio o cadmio.
Las fuentes de radiacion infrarroja incluyen lamparas ceramicas de ventana de zafiro, cinc, o selenuro.

Las fuentes para microondas incluyen fuentes de klistron, RF tipo Slevin, o fuentes de haces atdmicos que usan
hidrégeno, oxigeno o nitrégeno gaseosos.

Se pueden usar varios otros dispositivos de irradiacion en los métodos descritos en la presente memoria, incluyendo
fuentes de ionizacion de campo, separadores de iones electrostaticos, generadores de ionizacién de campo, fuentes
de emision termoidnica, fuentes de iones de descarga de microondas, aceleradores de recirculacion o estaticos,
aceleradores lineales dinamicos, aceleradores de van de Graaff, y aceleradores en tandem plegados. Dichos
dispositivos se describen, por ejemplo, en la solicitud provisional de EE.UU. n° de serie 61/073.665.

Haz de electrones

En algunas realizaciones, se usa un haz de electrones como la fuente de radiacion. Un haz de electrones tiene las
ventajas de tasas de dosis altas (p. €j., 1, 5 o incluso 10 Mrad por segundo), alto rendimiento, menos contencion, y
menos equipamiento de confinamiento. Los electrones también pueden ser mas eficaces en la produccién de
escision de cadena. Ademas, los electrones que tienen energias de 4-10 MeV pueden tener una profundidad de
penetracion de 5 a 30 mm o mas, tal como 40 mm.

Los haces de electrones se pueden generar, p. €j., mediante generadores electrostaticos, generadores de cascada,
generadores transformadores, aceleradores de baja energia con un sistema de barrido, aceleradores de baja
energia con un catodo lineal, aceleradores lineales y aceleradores pulsados. Los electrones como una fuente de
radiacion ionizante pueden ser Utiles, p. €j., para pilas de materiales relativamente finas, p. €j., menores de 1,27 cm
(0,5 pulgadas), p. €j., menor de 1,016 cm, 0,762 cm, 0,508 cm (0,4, 0,3, 0,2 pulgadas), o menor de 0,254 cm (0,1
pulgadas). En algunas realizaciones, la energia de cada electron del haz de electrones es de aproximadamente 0,3
MeV a aproximadamente 2,0 MeV (millones de electronvoltios), p. €j., de aproximadamente 0,5 MeV a
aproximadamente 1,5 MeV, o de aproximadamente 0,7 MeV a aproximadamente 1,25 MeV.

La figura 11A muestra un diagrama de flujo del procedimiento 3000 que incluye varias etapas en una secuencia de
pretratamiento de la materia prima por irradiacion de haz de electrones. En la primera etapa 3010, se recibe un
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suministro de materia prima seca de una fuente de alimentacién. Como se ha descrito antes, la materia prima seca
de la fuente de alimentacién puede ser preprocesada antes del suministro a los dispositivos de irradiacién de haz de
electrones. Por ejemplo, si la materia prima deriva de fuentes vegetales, se pueden separar determinadas partes del
material vegetal antes de recoger el material vegetal y/o antes de suministrar el material vegetal mediante el
dispositivo de transporte de materia prima. Alternativamente, o ademas, como se expresa en la etapa opcional 3020,
la materia prima de biomasa se puede someter a procesamiento mecanico (p. €j., para reducir la longitud media de
las fibras en la materia prima) antes de suministrar a los dispositivos de irradiacion de haz de electrones.

En la etapa 3030, la materia prima seca se transfiere a un dispositivo de transporte de materia prima (p. €j., una
cinta transportadora) y se distribuye sobre la anchura transversal del dispositivo de transporte de materia prima de
manera uniforme en volumen. Esto se puede lograr, por ejemplo, manualmente o por induccidon de un movimiento de
vibracion localizado en algun punto en el dispositivo de transporte de materia prima antes del procesamiento por
irradiacion de haz de electrones.

En algunas realizaciones, un sistema de mezcla introduce un agente quimico 3045 en la materia prima en un
procedimiento opcional 3040 que produce una suspension. La combinacion de agua con la materia prima procesada
en la etapa de mezcla 3040 crea una suspension acuosa de materia prima que se puede transportar, por ejemplo,
por las tuberias en lugar de usar, por ejemplo, una cinta transportadora.

La siguiente etapa 3050 es un bucle que abarca exponer la materia prima (en forma seca o de suspension) a
radiacion con haz de electrones por uno o mas (digamos, N) dispositivos de irradiacion de haz de electrones. La
suspension de materia prima se mueve por cada una de las N “duchas” de haces de electrones en la etapa 3052. El
movimiento puede ser a una velocidad continua a través y entre las duchas, o puede haber una pausa a través de
cada ducha, seguido de un movimiento repentino a la siguiente ducha. Una pequefia rendija de la suspension de
materia prima es expuesta en cada ducha durante algun tiempo de exposicion predeterminado en la etapa 3053.

Los dispositivos de irradiacion de haz de electrones se pueden obtener en el comercio de lon Beam Applications,
Louvain-la-Neuve, Bélgica, o the Titan Corporation, San Diego, CA. Las energias de electrones tipicas pueden ser
de 1 MeV, 2 MeV, 4,5 MeV, 7,5 MeV, o 10 MeV. La potencia del dispositivo de irradiacién de haz de electrones tipica
puede ser 1 kW, 5 kW, 10 kW, 20 kW, 50 kW, 100 kW, 250 kW, o 500 kW. La eficacia de la despolimerizacion de la
suspension de materia prima depende de la energia de electrones usada y la dosis aplicada, mientras que el tiempo
de exposicion depende de la potencia y la dosis. Las dosis tipicas pueden tener valores de 1 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 20
kGy, 50 kGy, 100 kGy, o 200 kGy.

El compromiso cuando se consideran las especificaciones de potencia del dispositivo de irradiaciéon de haz de
electrones incluye el coste de operar, costes de capital, depreciacion y espacio del dispositivo. EI compromiso
cuando se consideran los niveles de dosis de la irradiacion de haz de electrones serian los costes energéticos y los
problemas de entorno, seguridad y salud (ESH). El compromiso cuando se consideran las energias de los electrones
incluyen los costes energéticos; aqui, una energia de electrones baja puede ser ventajosa para potenciar la
despolimerizacion de algunas suspensiones de materias primas (véase, por ejemplo, Bouchard, et al, Cellulose
(2006) 13: 601-610). Tipicamente, los generadores estan contenidos en una camara aislada, p. ej., de plomo, u
hormigén u hormigén forrado de plomo.

Puede ser ventajoso proporcionar un doble paso de irradiacion de haz de electrones con el fin de proporcionar un
procedimiento de despolimerizacién mas eficaz. Por ejemplo, el dispositivo de transporte de materia prima dirigiria la
materia prima (en forma seca o de suspension) por debajo y en direccién inversa a su direccion de transporte inicial.
Los sistemas de doble paso pueden permitir procesar suspensiones de materia prima mas espesas y pueden
proporcionar una despolimerizacién mas uniforme a través del espesor de la suspensiéon de materia prima.

El dispositivo de irradiacion de haz de electrones puede producir un haz fijo o un haz de barrido. Un haz de barrido
puede ser ventajoso con longitudes de barrido grandes y velocidades de barrido altas, ya que esto sustituiria
eficazmente una anchura de haz fijo grande. Ademas, estan disponibles anchuras de barrido de 0,5 m, 1 m, 2 m o
mas.

Una vez que se ha transportado una parte de la suspensiéon de materia prima a través de los N dispositivos de
irradiacion de electrones, puede ser necesario en algunas realizaciones, como en la etapa 3060, separar
mecanicamente los componentes liquidos y sdélidos de la suspension de materia prima. En estas realizaciones, una
parte liquida de la suspensiéon de materia prima se filtra para las particulas soélidas residuales y se vuelve a reciclar a
la etapa de preparacion de suspension 3040. Una parte sdlida de la suspension de materia prima después se
avanza a la siguiente etapa de procesamiento 3070 por el dispositivo de transporte de materia prima. En otras
realizaciones, la materia prima se mantiene en forma de suspension para el procesamiento posterior.

Radiacion electromagnética.

En realizaciones en las que la irradiacion se lleva a cabo con radiacion electromagnética, la radiacion
electromagnética puede tener, p. ej., una energia por foton (en electronvoltios), mayor que 10° eV, p. ej., mayor que
103, 104, 105, 106, o incluso mayor q7ue 10" eV. En aI%unas realizaciones, la radiacion electromagnética tiene una
energia por foton de entre 10* y 10’, p. ej., entre 10° y 10° eV. La radiacion electromagnética puede tener una
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frecuencia de, p. €j., mayor que 10'® Hz, mayor que 10" Hz, 10,10, 10%, o |ncluso mayor que 10?" Hz. En
algzunas realizaciones, la radiacion electromagnética tiene una frecuencia de entre 108 y 10 Hz, p. €j., entre 10" y

Dosis

La irradiacion (con cualquier fuente de radiacion o una combinacién de fuentes) se lleva a cabo hasta que el material
recibe una dosis de al menos 5,0 Mrad o al menos 10,0 Mrad.

En algunas realizaciones, la irradiacion se lleva a cabo con una dosis por unidad de tiempo entre 5,0 y 1500,0
kilorads/hora, p. €j., entre 10,0 y 750,0 kilorads/hora o entre 50,0 y 350,0 kilorads/hora.

En algunas realizaciones, se usan dos o mas fuentes de radiacion, tal como dos o mas radiaciones ionizantes. Por
ejemplo, las muestras se pueden tratar, en cualquier orden, con un haz de electrones, seguido de radiacion gamma
y luz UV que tiene longitudes de onda de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 280 nm. En algunas
realizaciones, las muestras se tratan con tres fuentes de radiacion ionizante, tal como un haz de electrones,
radiaciéon gamma y luz UV energética.

Alternativamente, en otro ejemplo, un material fibroso que incluye un material celulésico y/o lignoceluldsico se irradia
y, opcionalmente, se trata con energia acustica, p. €j., ultrasonidos.

En un ejemplo del uso de radiacién como un pretratamiento, se usa como materia prima 1,89 litros de cartones de
zumo hechos de cartén Kraft blanco polirrevestido no impreso, que tiene una densidad aparente de 320,36 kg/m (20
Ib/ft® )- Los cartones se doblan planos y después se alimentan a una secuencia de tres trenes de desmenuzadora-
cizalladora dispuestos en serie con la salida de la primera cizalladora alimentada como entrada a la segunda
desmenuzadora, y la salida de la segunda cizalladora alimentada como entrada a la tercera desmenuzadora. El
material fibroso producido por el tren de desmenuzadora-cizalladora se puede pulverizar con agua y procesar
mediante un molino de pelets que trabaja a temperatura ambiente. Los pelets densificados se ponen en una ampolla
de vidrio, que se evacua con alto vacio y después se vuelve a llenar con gas argon. La ampolla se sella bajo
atmdsfera de argon. Alternativamente, en otro ejemplo, la ampolla se sella en una atmdésfera de aire. Los pelets en la
ampolla se irradian con radiacién gamma durante aproximadamente 3 horas con una dosis por unidad de tiempo de
aproximadamente 1 Mrad por hora para proporcionar un material irradiado en el que la celulosa tiene un peso
molecular menor que el material de partida.

Aditivos para potenciar la reduccién de peso molecular durante la irradiacion

En algunas realizaciones, antes de la irradiacion, se pueden afadir diferentes materiales, p. €j., sélidos o liquidos, a
la biomasa para potenciar la reduccion de peso molecular. En estos casos, en los que se usa liquido, el liquido se
puede poner en contacto con las superficies externas de la biomasa y/o el liquido puede estar en partes interiores de
la biomasa, p. €j., infundido en la biomasa.

Por ejemplo, el material puede ser una base débil neutra, tal como alanina, amoniaco, mezcla de amoniaco/agua, p.
€j., 25 por ciento en peso de amoniaco en agua, agua, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, piridina o una base
anionica, tal como una sal del acido acético (p. €j., acetato sodico), carbonato sédico, bicarbonato sédico o una sal
de un ion de sulfuro de hidrégeno (p. €j., hidrosulfuro sédico).

Alternativamente, el material puede ser un acido débil neutro, tal como acido férmico, acido acético, acido
tricloroacético, agua, sulfuro de hidrégeno o un acido catiénico, tal como una sal de amonio.

Inactivacion y funcionalizacion controlada de la biomasa

Después del tratamiento con una o mas radiaciones ionizantes, tales como radiacion foténica (p. €j., rayos X o rayos
gamma), radiacion de haz de electrones o particulas mas pesadas que los electrones con carga positiva o negativa
(p- €j., protones o iones de carbono), cualquiera de los materiales que contienen hidratos de carbono o mezclas
descritas en la presente memoria son ionizadas, es decir, incluyen radicales en niveles que son detectables con un
espectrometro de resonanma de espin electrénico. El limite practico actual de la deteccion de los radicales es
aproximadamente 10" espines a temperatura ambiente. Después de ionizacién, cualquier material de biomasa que
se ha ionizado puede reducir el nivel de radicales en la biomasa ionizada, p. ej. de modo que los radicales ya no
sean detectables con el espectrometro de resonancia de espin electrénico. Por ejemplo, los radicales se pueden
inactivar por aplicacion de suficiente presion a la biomasa y/o usando un fluido en contacto con la biomasa ionizada,
tal como un gas o liquido, que reaccione (inactive) los radicales. El uso de un gas o liquido para al menos ayudar a
la inactivacion de los radicales también permite que el operador controle la funcionalizacion de la biomasa ionizada
con una cantidad y tipo de grupos funcionales deseados, tales como grupos acido carboxilico, grupos enol, grupos
aldehido, grupos nitro, grupos nitrilo, grupos amino, grupo alquilamino, grupos alquilo, grupos cloroalquilo o grupos
clorofluoroalquilo. En algunos casos, dicha inactivacion puede mejorar la estabilidad de algunos de los materiales de
biomasa ionizados. Por ejemplo, la inactivacion puede mejorar la resistencia de la biomasa a la oxidacion. La
funcionalizacién por inactivacion también puede mejorar la solubilidad de cualquier biomasa descrita en la presente
memoria, puede mejorar su estabilidad térmica, lo cual puede ser importante en la fabricacién de materiales
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compuestos y cartones descritos en la presente memoria, y puede mejorar el uso del material por diferentes
microorganismos. Por ejemplo, los grupos funcionales impartidos al material de la biomasa por inactivacion pueden
actuar como sitios receptores para la unién por microorganismos, p. €j., para potenciar la hidrdlisis de la celulosa por
diferentes microorganismos.

La figura 11B ilustra el cambio de una estructura molecular y/o supramolecular de una materia prima de biomasa por
el pretratamiento de la materia prima de biomasa con radiacién ionizante, tal como con electrones o iones de
suficiente energia para ionizar la materia prima de biomasa, para proporcionar un primer nivel de radicales. Como se
muestra en la figura 11B, si la biomasa ionizada permanece en la atmdsfera, se oxidara, en una medida en la que se
generan grupos acido carboxilico por reaccién con el oxigeno atmosférico. En algunos casos, con algunos
materiales, dicha oxidacion es deseada porque puede ayudar a la posterior reduccion del peso molecular de la
biomasa que contiene hidratos de carbono, y los grupos de oxidacion, p. €j., grupos acido carboxilico pueden ser
Utiles para la solubilidad y el uso por los microorganismos para algunos casos. Sin embargo, puesto que los
radicales pueden “vivir’ durante algun tiempo después de la irradiacion, p. ej., mas de 1 dia, 5 dias, 30 dias, 3
meses, 6 meses o incluso mas de 1 afo, las propiedades del material pueden seguir cambiando a lo largo del
tiempo, lo que en algunos casos, puede no ser conveniente. La deteccion de radicales en muestras irradiadas por
espectroscopia de resonancia de espin electronico y las vidas de los radicales en dichas muestras se describe en
Bartolotta et al., Physics in Medicine and Biology, 46 (2001), 461-471 y en Bartolotta et al., Radiation Protection
Dosimetry, Vol. 84, Nos. 1-4, pags. 293-296 (1999). Como se muestra en la figura 11B, la biomasa ionizada se
puede inactivar para funcionalizar y/o estabilizar la biomasa ionizada. En cualquier momento, p. ej., cuando el
material esta “vivo”, “parcialmente vivo” o totalmente inactivado, la biomasa pretratada se puede convertir en un
producto, p. €j., un combustible, un alimento o un material compuesto.

En algunas realizaciones, la inactivacion incluye una aplicacion de presion a la biomasa, tal como por deformacion
mecanica de la biomasa, p. ej., comprimir directamente mecanicamente la biomasa en una, dos o tres dimensiones,
o aplicar presion a un fluido en el que esta sumergido la biomasa, p. €j., presion isostatica. En dichos casos, la
propia deformacion del material da radicales, que a menudo son atrapados en los dominios cristalinos,
suficientemente préoximos de modo que los radicales se pueden recombinar, o reaccionar con otro grupo. En algunos
casos, la presion se aplica junto con la aplicaciéon de calor, con una cantidad suficiente de calor para elevar la
temperatura de la biomasa por encima del punto de fusiéon o punto de reblandecimiento de un componente de la
biomasa, tal como la lignina, celulosa o hemicelulosa. El calor puede mejorar la movilidad molecular en el material
polimérico, lo que puede ayudar a la |nact|vaC|0n de los radicales. Cuando se usa presién para la |nact|vaC|on la
presion puede ser mayor que 70,32 kg/cm? £1000 psi), tal como mayor que aproximadamente 87 88 kg/lcm? (1250
psi), 101 95 kg/cm? (1450 psi), 254,86 kg/cm® (3625 pSI) 356,81 kg/cm? (5075 psi), 509,72 kglcm? (7250 psi), 703,2
kg/cm? (10000 psi) o incluso mayor que 1054,60 kg/cm? (15000 psi).

En algunas realizaciones, la inactivacion incluye poner en contacto la biomasa con un fluido, tal como un liquido o
gas, p. €j., un gas capaz de reaccionar con los radicales, tal como acetileno o una mezcla de acetileno en nitrégeno,
etileno, etilenos clorados o clorofluoroetilenos, propileno o mezclas de estos gases. En otras realizaciones
particulares, la inactivacion incluye poner en contacto la biomasa con un liquido, p. €j., un liquido soluble en, o al
menos capaz de penetrar en la biomasa y reaccionar con los radicales, tal como un dieno, tal como 1,5-
ciclooctadieno. En algunas realizaciones especificas, la inactivacion incluye poner en contacto la biomasa con un
antioxidante, tal como vitamina E. Si se desea, la materia prima de biomasa puede incluir un antioxidante disperso
en la misma, y la inactivacion puede venir del contacto del antioxidante disperso en la materia prima de biomasa con
los radicales.

Son posibles otros métodos para la inactivacion. Por ejemplo, se puede usar cualquier método para inactivar
radicales en materiales poliméricos descritos en Muratoglu et al., publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n°
2008/0067724 y Muratoglu et al., patente de EE.UU. n° 7.166.650, para inactivar cualquier material de biomasa
descrito en la presente memoria. Ademas, cualquier agente de inactivacion (descrito como un “agente sensibilizante”
en las descripciones citadas antes de Muratoglu) y/o cualquier antioxidante descrito en cualquiera de las referencias
de Muratoglu se puede usar para inactivar cualquier material de biomasa ionizado.

La funcionalizaciéon se puede potenciar usando iones pesados con carga, tal como cualquiera de los iones mas
pesados descritos en la presente memoria. Por ejemplo, si se desea potenciar la oxidacion, se pueden usar iones de
oxigeno cargados para la irradiacion. Si se desean grupos funcionales con nitrégeno, se pueden usar iones de
nitrégeno o iones que incluyen nitrégeno. Igualmente, si se desean grupos funcionales con azufre o fosforo, se
pueden usar iones de azufre o fésforo en la irradiacion.

En algunas realizaciones, después la inactivacion, cualquiera de los materiales inactivados descritos en la presente
memoria se puede tratar ademas con una o mas de radiacién, tal como radiaciéon ionizante o no ionizante,
ultrasonidos, pirdlisis y oxidacion para el cambio adicional de la estructura molecular y/o supramolecular.

En realizaciones particulares, los materiales funcionalizados descritos en la presente memoria se tratan con un
acido, base, nucledfilo o acido de Lewis, para el cambio adicional de estructura molecular y/o supramolecular, tal
como reduccion adicional del peso molecular. Los ejemplos de acidos incluyen acidos organicos, tales como acido
acético y acidos minerales, tal como acido clorhidrico, sulfurico y/o nitrico. Los ejemplos de bases incluyen bases
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minerales fuertes, tales como una fuente de iones hidréxido, iones basicos, tales como ion fluoruro, o bases
organicas mas débiles, tales como aminas. Incluso el agua y bicarbonato sédico, p. €j., cuando se disuelve en agua,
puede realizar el cambio de estructura molecular y/o supramolecular, tal como la reduccién adicional de peso
molecular.

Exposicion a haz de particulas en fluidos

En algunos casos, los materiales celuldsicos o lignoceluldsicos se pueden exponer a un haz de particulas en
presencia de uno o mas fluidos adicionales (p. €j., gases y/o liquidos). La exposicion de un material a un haz de
particulas en presencia de uno o mas fluidos adicionales puede aumentar la eficacia del tratamiento.

En algunas realizaciones, el material se expone a un haz de particulas en presencia de un fluido tal como aire. Las
particulas aceleradas en uno cualquiera o mas de los tipos de aceleradores descritos en la presente memoria (u otro
tipo de acelerador) se acoplan fuera del acelerador por un puerto de salida (p. €j., una membrana fina tal como una
hoja metdlica), pasan por un volumen de espacio ocupado por el fluido, y después se hacen incidir en el material.
Ademas de ftratar directamente el material, algunas de las particulas generan especies quimicas adicionales
interaccionando con particulas de fluido (p. €j., iones y/o radicales generados a partir de diferentes constituyentes
del aire, tales como ozono y 6xidos de nitrdgeno). Estas especies quimicas generadas también pueden interaccionar
con el material, y pueden actuar como iniciadores para una variedad de diferentes reacciones de rotura de enlaces
quimicos en el material. Por ejemplo, cualquier oxidante producido puede oxidar el material, lo cual puede dar como
resultado la reduccion de peso molecular.

En algunas realizaciones, se pueden introducir selectivamente fluidos adicionales en la ruta del haz de particulas
antes de hacer incidir el haz en el material. Como se ha discutido antes, las reacciones entre las particulas del haz y
las particulas de los fluidos introducidos pueden generar especies quimicas adicionales que reaccionan con el
material y pueden ayudar a la funcionalizacion del material, y/o alterar selectivamente de otra manera algunas
propiedades del material. El uno o mas fluidos adicionales se pueden dirigir a la ruta del haz desde un tubo de
suministro, por ejemplo. La direccion y el caudal del o de los fluidos que se introducen, se pueden seleccionar segun
una tasa de exposicion deseada y/o direccion para controlar la eficacia del tratamiento general, incluyendo efectos
que resultan tanto del tratamiento basado en particulas como de los efectos que se deben a la interaccion de
especies generadas dinamicamente a partir del fluido introducido con el material. Ademas del aire, los fluidos de
ejemplo que se pueden introducir en el haz de iones incluyen oxigeno, nitrégeno, uno o mas gases nobles, uno o
mas haldgenos e hidrogeno.

Irradiacion de materiales de biomasa de densidad aparente baja y enfriamiento de la biomasa irradiada

Durante el tratamiento de los materiales de biomasa con radiacién ionizante, en especial con dosis por unidad de
tiempo altas, tales como con dosis mayores de 0,15 Mrad por segundo, p. €j., 0,25 Mrad/s, 0,35 Mrad/s, 0,5 Mrad/s,
0,75 Mrad/s o incluso mayor que 1 Mrad/s, los materiales de la biomasa pueden retener cantidades significativas de
calor de modo que se eleva la temperatura de los materiales de la biomasa. Aunque en algunas realizaciones
temperaturas mas altas pueden ser ventajosas, p. €j., cuando se desea una velocidad de reacciéon mas rapida, es
ventajoso controlar el calentamiento de la biomasa para mantener el control sobre las reacciones quimicas iniciadas
por la radiacioén ionizante, tales como la reticulacion, escision de cadenas y/o injerto, p. €j., para mantener el control
del procedimiento. Los materiales de baja densidad aparente, tales como los que tienen una densidad aparente
menor que aproximadamente 0,4 g/cm3, p. €j.,, menor que aproximadamente 0,35, 0,25 o menor que
aproximadamente 0,15 g/cm3, en especial cuando se combinan con materiales que tienen perfiles transversales
finos, tales como fibras que tienen dimensiones transversales pequefias, en general son mas faciles de enfriar.
Ademas, los fotones y las particulas en general pueden penetrar mas dentro y a través de los materiales que tienen
una densidad aparente relativamente baja, lo cual puede permitir el procesamiento de volumenes mayores de
materiales con velocidades mayores, y puede permitir el uso de fotones y particulas que tienen menores energias, p.
€j., 0:25 Mev, 0,5 MeV, 0,75 MeV o 1,0 MeV, que pueden reducir los requisitos de apantallamiento de seguridad.

Por ejemplo, en un método de cambio de una estructura molecular y/o supramolecular de una materia prima de
biomasa, la biomasa se pretrata a una primera temperatura con radiacién ionizante, tal como fotones, electrones o
iones (p. €j., cationes o aniones con una o multiples cargas), durante un tiempo suficiente y/o con una dosis
suficiente para elevar la materia prima de biomasa a una segunda temperatura mayor que la primera temperatura.
La biomasa pretratada después se enfria a una tercera temperatura inferior a la segunda temperatura. Finalmente, si
se desea, la biomasa enfriada se puede tratar una o mas veces con radiacion, p. €j., con radiacién ionizante. Si se
desea, se puede aplicar enfriamiento a la biomasa después y/o durante cada tratamiento de radiacion.

La materia prima de biomasa se puede preparar fisicamente como se ha descrito antes, p. j., reduciendo una o mas
dimensiones de los trozos individuales de la materia prima de biomasa de modo que la materia prima pueda ser
procesada mas eficazmente, p. ej., mas facilmente enfriada y/o mas faciimente penetrada por una radiacion
ionizante.

En algunas implementaciones, la radiacion ionizante se aplica con una dosis total menor que 25 Mrad o menor que
10 MRad , tal como menos de 5 Mrad o menos de 2,5 Mrad y a una velocidad de mas de 0,25 Mrad por segundo, tal

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 565777 T3

como mas de 0,5, 0,75 o mayor que 1,0 Mrad/s, antes de enfriar la biomasa.

El pretratamiento de la materia prima de biomasa con radiacién ionizante se puede llevar a cabo cuando la materia
prima de biomasa esta siendo transportada neumaticamente en un fluido, tal como en un gas, p. €j., nitrdgeno o aire.
Para ayudar a la reduccion del peso molecular y/o funcionalizaciéon de los materiales, el gas puede estar saturado
con cualquier agente de hinchamiento descrito en la presente memoria y/o vapor de agua. Por ejemplo, se puede
usar vapor de agua acido. Para ayudar a la reduccion de peso molecular, el agua se puede acidificar con un acido
organico, tal como acido férmico, o acético, o un acido mineral, tal como acido sulfurico o clorhidrico.

El pretratamiento de la materia prima de biomasa con radiacién ionizante se puede llevar a cabo cuando la materia
prima de biomasa cae bajo la influencia de la gravedad. Este procedimiento puede reducir eficazmente la densidad
aparente de la materia prima de biomasa cuando esta siendo procesada y puede ayudar al enfriamiento de la
materia prima de biomasa. Por ejemplo, la biomasa se puede transportar desde una primera cinta a una primera
altura por encima del suelo y después puede ser capturada por una segunda cinta en un segundo nivel por encima
del suelo menor que el primer nivel. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el borde trasero de la primera cinta y el
borde delantero de la segunda cinta definen un hueco. Ventajosamente, la radiacion ionizante, tal como un haz de
electrones, protones u otros iones, se puede aplicar en el hueco para evitar dafio al sistema de transporte de
biomasa.

El enfriamiento de la biomasa puede incluir poner en contacto la biomasa con un fluido, tal como un gas, a una
temperatura inferior a la primera y segunda temperaturas, tal como nitrégeno gaseoso a o aproximadamente a 77K.
Se puede usar incluso agua, tal como agua a una temperatura inferior a la temperatura ambiente nominal (p. €j.
25°C).

A menudo ventajosamente, la materia prima de biomasa tiene fibras internas, y antes de la irradiacion con la
radiacién ionizante, la materia prima de biomasa se ha cizallado en una extensioén tal que sus fibras interiores estan
sustancialmente expuestas. Esta cizalladura puede proporcionar un material de densidad aparente baja que tiene
dimensiones del corte transversal pequefias, lo que puede ayudar a la rotura y/o funcionalizacién de la biomasa. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la biomasa es o incluye fibras discretas y/o particulas que tienen una dimension
maxima de no mas de aproximadamente 0,5 mm, tal como no mas de aproximadamente 0,25 mm, no mas de
aproximadamente 0,1 mm o no mas de aproximadamente 0,05 mm.

En algunas realizaciones, la materia prima de biomasa a la que se aplica la radiacion ionizante tiene una densidad
aparente menor que aproximadamente 0,35 g/cm3, tal como menor que aproximadamente 0,3, 0,25, 0,20, o menor
que aproximadamente 0,15 g/cm3 durante la aplicacién de la radiacion ionizante. En dichas realizaciones, la materia
prima de biomasa se puede enfriar, y después la radiacion ionizante se puede aplicar a la biomasa enfriada. En
algunas realizaciones ventajosas, la materia prima de biomasa es o incluye fibras discretas y/o particulas que tienen
una dimensién maxima de no mas de aproximadamente 0,5 mm, tal como no mas de aproximadamente 0,25 mm, no
mas de aproximadamente 0,1 mm, no mas de aproximadamente 0,05 mm, o no mas de aproximadamente 0,025
mm.

Dispositivos combinados de irradiacion, pirdlisis, ultrasonidos y/u oxidacién

En algunas realizaciones, puede ser ventajoso combinar dos o mas dispositivos separados de irradiacion,
ultrasonidos, pirdlisis y/u oxidacion en una sola maquina hibrida. Usando dicha maquina hibrida, se pueden llevar a
cabo multiples procedimientos en yuxtaposicion cercana o incluso simultaneamente, con el beneficio de produccion
creciente del pretratamiento y potenciales ahorros de coste.

Por ejemplo, considérense los procedimientos de irradiacion de haz de electrones y tratamiento de ultrasonidos.
Cada procedimiento separado es eficaz para reducir el peso molecular medio del material celulésico en un orden de
magnitud o mas, y en varios ordenes de magnitud cuando se lleva en serie.

Los procedimientos tanto de irradiacion como de tratamiento con ultrasonidos se pueden aplicar usando un
dispositivo hibrido de haz de electrones/ultrasonido como se ilustra en la figura 25. El dispositivo hibrido de haz de
electrones/ultrasonido 2500 esta representado encima de una piscina poco profunda (profundidad ~3-5 cm) de una
suspension de material celulésico 2550 disperso en un medio acuoso, oxidante, tal como perodxido de hidrogeno o
peroxido de carbamida. El dispositivo hibrido 2500 tiene una fuente de energia 2510, que acciona tanto el emisor de
haz de electrones 2540 como los sonotrodos de ultrasonidos 2530.

El emisor de electrones 2540 genera haces de electrones, que pasan por un dispositivo que dirige el haz de
electrones 2545 para que impacte en la suspension 2550 que contiene material celulésico. El dispositivo que dirige
el haz de electrones puede ser un escaner que hace un barrido de un haz a lo largo de un intervalo de hasta
aproximadamente 182,9 cm (6 pies) en una direccion aproximadamente paralela a la superficie de la suspension
2550.

Al otro lado del emisor de haz de electrones 2540 estan los sonotrodos de ultrasonidos 2530, que suministran

energia de ondas ultrasénicas a la suspension 2550. Los sonotrodos de ultrasonidos 2530 terminan en una pieza
final desprendible 2535 que esta en contacto con la suspension 2550.
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Los sonotrodos de ultrasonidos 2530 tienen riesgo de dafarse por la exposicion residual a largo plazo de la
radiacion de haz de electrones. Por lo tanto, los sonotrodos se pueden proteger con una pantalla estandar 2520, p.
€j., hecha de plomo o una aleacién que contiene metal pesado, tal como metal de Lipowitz que sea impenetrable por
la radiacion de haz de electrones. Sin embargo, se debe tener precaucion de asegurarse que la energia ultrasénica
no es afectada por la presencia de la pantalla. Las piezas finales desprendibles 2535, que estan construidas del
mismo material y unidas a los sonotrodos 2530, estan en contacto con el material celulésico 2550 durante el
procesamiento y se prevé que sean dafiadas. Por consiguiente, las piezas finales desprendibles 2535 estan
construidas para que sean facilmente sustituibles.

Un beneficio adicional de dicho procedimiento simultaneo de haz de electrones y ultrasonidos, es que los dos
procedimientos tienen resultados complementarios. Con la irradiacion del haz de electrones solo, una dosis
insuficiente puede dar como resultado reticulacion de algunos de los polimeros en el material celuldsico, lo que
disminuye la eficacia del procedimiento de despolimerizacién general. También se pueden usar dosis menores de
irradiacion de haz de electrones y/o radiacion de ultrasonidos, para lograr el mismo grado de despolimerizacion que
se logra usando la irradiacion de haz de electrones y los ultrasonidos por separado. Un dispositivo de haz de
electrones se puede combinar con uno o mas dispositivos de rotor-estator, de alta frecuencia, que se pueden usar
como una alternativa a los dispositivos de tratamientos con ultrasonidos.

También son posibles otras combinaciones de dispositivos. Por ejemplo, se puede combinar un dispositivo de
radiacion ionizante que produce radiacion gamma emitida, p. €j., de pelets de Co, con una fuente de haz de
electrones y/o una fuente de ondas ultrasonicas. Los requisitos de apantallamiento pueden ser mas exigentes en
este caso.

Los dispositivos de radiacion para el pretratamiento de biomasa discutidos antes, también se pueden combinar con
uno o mas dispositivos que realizan una o mas secuencias de procesamiento de pirdlisis. Dicha combinacion puede
tener de nuevo la ventaja de rendimiento mayor. No obstante, se debe tener precaucién, ya que puede haber
requisitos en conflicto entre algunos procedimientos de radiacion y la pirdlisis. Por ejemplo, los dispositivos de
radiacion de ultrasonidos pueden requerir que la alimentacion se sumerja en un medio liquido oxidante. Por otra
parte, como se ha descrito previamente, puede ser ventajoso para una muestra de alimentacion que se somete a
pirdlisis tener un contenido de humedad particular. En este caso, los nuevos sistemas miden y controlan
automaticamente un contenido de humedad particular y regulan el mismo. Ademas, algunos o todos los dispositivos
anteriores, en especial, el dispositivo de pirdlisis, se pueden combinar con un dispositivo de oxidacion como se ha
discutido previamente.

Procedimientos primarios
Fermentacion

El microorganismo puede ser un microorganismo natural o un microorganismo genéticamente modificado. Por
ejemplo, el microorganismo puede ser una bacteria, un hongo, p. €j., una levadura, una planta o un protista, p. €j., un
alga, un protozoo o un protista de tipo hongo, p. €j., un moho del fango. Cuando los organismos son compatibles, se
pueden usar mezclas de organismos.

Durante la fermentacion, se fermentan, p. €j., en etanol, mediante un microorganismo de fermentacion tal como
levadura. Los microorganismos de fermentacion adecuados tienen la capacidad de convertir hidratos de carbono,
tales como glucosa, xilosa, arabinosa, manosa, galactosa, oligosacaridos o polisacaridos, en productos de
fermentacion. La fermentacion de microorganismos incluye cepas del género Saccharomyces spp. p. €j.,
Saccharomyces cerevisiae (levadura de panaderia), Saccharomyces distaticus, Saccharomyces uvarum; el género
Kluyveromyces, p. €j., species Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces fragilis; el género Candida, p. ej., Candida
pseudotropicalis, y Candida brassicae, Pichia stipitis (un pariente de Candida shehatae), el género Clavispora, p. €j.,
especies Clavispora lusitaniae y Clavispora opuntiae, el género Pachysolen, p. €j., especies Pachysolen tannophilus,
el género Bretannomyces, p. €j., especies Brelannomyces clausenii (Philippidis, G. P., 1996, Cellulose bioconversion
technology, en Handbook on Bioetanol: Production and Utilization, Wyman, C.E., ed., Taylor & Francis, Washington,
DC, 179-212).

La levadura disponible en el comercio incluye, por ejemplo, Red Star®/Lesaffre Etanol Red (disponible en Red
Star/Lesaffre, EE.UU.) FALI® (disponible en Fleischmann's Yeast, una rama de Burns Philip Food Inc., EE.UU.),
SUPERSTART® (disponible en Alltech), GERT STRAND® (disponible en Gert Strand AB, Suecia) y FERMOL®
(disponible en DSM Specialties).

Las bacterias que pueden fermentar biomasa en etanol y otros productos incluyen, p. ej., Zymomonas mobilis y
Clostridium thermocellum (Philippidis, 1996, véase antes).

La fermentaciéon de biomasa en etanol y otros productos, se puede llevar a cabo usando ciertos tipos de
microorganismos termofilos o genéticamente modificados, tal como especies de termoanaerobiobacterias,
incluyendo T. mathranii, y especies de levaduras, tales como Pichia species. Un ejempplo de una cepa de T.
mathranii es A3M4 descrita en Sonne-Hansen et al. (Applied Microbiology and Biotechnology 1993, 38, 537-541) o
Ahring et al. (Arch. Microbiol 1997, 168, 114-119).
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Se pueden usar levaduras y bacterias Zymomonas para la fermentacion o conversion. El pH 6ptimo para la levadura
es aproximadamente de pH 4 a 5, mientras que el pH 6ptimo para Zymomonas es de aproximadamente pH 5 a 6.
Los tiempos de fermentacion tipicos son de aproximadamente 24 a 96, con intervalos de temperatura en el intervalo
de 26°C a 40°C, sin embargo, los microorganismos terméfilos prefieren temperaturas mas altas.

Se pueden usar fermentadores moviles, como se describe en la solicitud de patente provisional de EE.UU. n° de
serie 60/832.735, ahora solicitud internacional publicada n® WO 2008/011598.

Postprocesamiento
Destilacion

Después de la fermentacion, los fluidos resultantes se pueden destilar usando, por ejemplo, una “columna de
cerveza” para separar el etanol y otros alcoholes de la mayoria del agua y sélidos residuales. El vapor que sale de la
columna de cerveza puede ser, p. €j., 35% en peso de etanol y se puede alimentar a la columna rectificadora. Una
mezcla de etanol y agua casi azeotropica (92,5%) de la columna rectificadora se puede purificar a etanol puro
(99,5%) usando tamices moleculares en fase de vapor. Las partes finales de la columna de cerveza se pueden
enviar al primer efecto de un evaporador de tres efectos. El refrigerante de reflujo de la columna de rectificacion
puede proporcionar calor para este primer efecto. Después del primer efecto, se pueden separar los sélidos usando
una centrifuga y secar en secador rotatorio. Una parte (25%) del efluente de la centrifuga se puede reciclar a la
fermentacion y el resto enviar a un segundo y tercer efectos del evaporador. La mayor parte del condensado del
evaporador se puede devolver al procedimiento como condensado bastante limpio, con una pequefia porcion
fraccionada al tratamiento de aguas residuales, para prevenir la acumulacion de compuestos de bajo punto de
ebullicion.

Productos / coproductos
Alcoholes

El alcohol producido puede ser un alcohol monohidroxilico, p. €j., etanol o un alcohol polihidroxilico, p. €j., etilenglicol
o glicerina. Los ejemplos de alcoholes que se pueden producir incluyen metanol, etanol, propanol, isopropanol,
butanol, p. €j., n-, sec- o t-butanol, etilenglicol, propilenglicol, 1,4-butanodiol, glicerina, o mezclas de estos alcoholes.

Cada uno de los alcoholes producido por la instalacién tiene valor comercial como materia prima industrial. Por
ejemplo, el etanol se puede usar en la fabricacion de barnices y perfumes. Como otro ejemplo, el metanol se puede
usar como un disolvente usado como un componente en liquido limpiaparabrisas. Como otro ejemplo mas, se puede
usar butanol en plastificantes, resinas, lacas y liquidos de frenos.

El bioetanol producido por la instalacion es valioso como un ingrediente usado en la industria de alimentacion y
bebidas. Por ejemplo, el etanol producido por la instalacion se puede purificar a alcohol de calidad alimentaria y usar
como un ingrediente principal en bebidas alcohdlicas.

El bioetanol producido en la instalacién también tiene valor comercial como un combustible para el transporte. El uso
de etanol como un combustible para el transporte se puede implementar con inversiéon de capital relativamente
pequefia a partir de fabricantes y propietarios de motores de encendido por chispa (p. €j., cambios en el tiempo de
inyeccion, relacion de combustible a aire, y componentes del sistema de inyeccion de combustible). Muchos
fabricantes de automoviles actualmente ofrecen vehiculos de combustible flexible, capaces de trabajo con mezclas
de etanol/gasolina de hasta 85% en volumen de etanol (p. ej., equipamiento estandar en un Chevy Tahoe 4 x 4).

El bioetanol producido por esta instalacion se puede usar como un combustible de motor para mejorar las
condiciones ambientales y econdmicas mas alla de la ubicacion de la instalacion. Por ejemplo, el etanol producido
por esta instalacion se puede usar como un combustible para reducir las emisiones de gas invernadero de fuentes
hechas por el hombre (p. €j., de fuentes de transporte). Como otro ejemplo, el etanol producido por esta instalacion y
usado como un combustible de motor también puede desplazar el consumo de gasolina refinada procedente del
petroéleo.

El bioetanol tiene un ndmero de octanos mayor que la gasolina convencional, y por lo tanto, se puede usar para
mejorar el rendimiento (p. €j., permitir mayores relaciones de compresion) de motores de encendido por chispa. Por
ejemplo, pequeias cantidades (p. €j., 10% en volumen) de etanol se pueden mezclar con gasolina para actuar como
un potenciador de octanos para combustibles usados en los motores de encendido por chispa. Como otro ejemplo,
se pueden mezclar cantidades mayores (p. €j., 85% en volumen) de etanol con gasolina para aumentar mas el
numero de octanos del combustible y desplazar volumenes mayores de gasolina.

Las estrategias del bioetanol se describen, p. €j., por DiPardo en Journal of Outlook for Biomass Ethanol Production
and Demand (EIA Forecasts), 2002; Sheehan en Biotechnology Progress, 15:8179, 1999; Martin en Enzyme
Microbes Technology, 31:274, 2002; Greer en BioCycle, 61-65, Abril 2005; Lynd en Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 66:3, 506-577, 2002; Ljungdahl et al. en la patente de EE.UU. n® 4.292.406; y Bellamy en la
patente de EE.UU. n°® 4.094.742.
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Acidos organicos

Los acidos organicos producidos pueden incluir acidos monocarboxilicos o policarboxilicos. Los ejemplos de acidos
organicos incluyen acido férmico, acido acético, acido propiénico, acido butirico, acido valérico, acido caproico, acido
palmitico, acido estearico, acido oxalico, acido malénico, acido succinico, acido glutarico, acido oleico, acido
linoleico, acido glicdélico, acido lactico, acido y-hidroxibutirico, 0 mezclas de estos acidos.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se pretende que ilustren y no limiten las ensefianzas de esta descripcion.
Ejemplo de referencia 1 - Preparacion de material fibroso a partir de papel polirrevestido

Se obtuvo una carga de 680,4 kg (1500 libras) de cartones de zumo de 1,89 litros (0,5 galones) hechos de carton
Kraft blanco polirrevestido no impreso que tenia una densidad aparente de 320,36 kg/m3 (20 Ib/ft3), de International
Paper. Cada cartén se dobl6 plano, y después se alimenté a una desmenuzadora 3 hp Flinch Baugh a una velocidad
de aproximadamente 6,80 a 9,07 kg/hora (15 a 20 libras por hora). La desmenuzadora estaba equipada con dos
palas rotatorias de 30,5 cm (12 pulgadas), dos palas fijas y un tamiz de descarga de 0,76 cm (0,30 pulgadas). El
hueco entre las palas rotatorias y las fijas se ajusto a 0,254 cm (0,10 pulgadas). El resultado de la desmenuzadora
parecia confeti que tenia una anchura entre 0,254 cm (0,1 pulgadas) y 1,27 cm (0,5 pulgadas), una longitud de entre
0,635 cm (0,25 pulgadas) y 2,54 cm (1 pulgada) y un espesor equivalente al del material de partida
(aproximadamente 0,19 cm (0,075 pulgadas)).

El material de tipo confeti se alimenté a una cortadora de cuchillas rotativas Munson, modelo SC30. El modelo SC30
esta equipado con 4 palas rotatorias, 4 palas fijas y un tamiz de descarga que tenia aberturas de 3,175 mm (1/8
pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se establecié en 0,0508 cm (0,020 pulgadas). La cortadora
de cuchillas rotativas desmenuzé los trozos de tipo confeti por los bordes de las cuchillas, desgarrando y liberando
un material fibroso a una velocidad de aproximadamente 0,454 kg por hora (1 libra por hora). El material fibroso
tenia una superficie especifica BET de 0,9748 m2/g +/- 0,0167 m“/g, una porosidad de 89,0437 por ciento y una
densidad aparente (a 0,037 kg/cm? (0,53 psia)) de 0,1260 g/ml. Una longitud media de las fibras era 1,141 mmy una
anchura media de las fibras era 0,027 mm, dando una relacién L/D media de 42:1. Se muestra una micrografia
electronica de barrido del material fibroso en la figura 26 con 25 X aumentos.

Ejemplo de referencia 2 - Preparacion de material fibroso a partir de carton Kraft blanqueado

Se obtuvo una carga de 680,4 kg3 (1500 libras) de cartén Kraft blanco blanqueado virgen que tenia una densidad
aparente de 480,54 kg/m® (30 Ib/ft’), de International Paper. El material se doblé plano, y después se alimenté a una
desmenuzadora 3 hp Flinch Baugh a una velocidad de aproximadamente 6,80 a 9,07 kg/hora (15 a 20 libras por
hora). La desmenuzadora estaba equipada con dos palas rotatorias de 30,5 cm (12 pulgadas), dos palas fijas y un
tamiz de descarga de 0,76 cm (0,30 pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se ajusté a 0,254 cm
(0,10 pulgadas). El resultado de la desmenuzadora parecia confeti que tiene una anchura entre 0,254 cm (0,1
pulgadas) y 1,27 cm (0,5 pulgadas), una longitud de entre 0,635 cm (0,25 pulgadas) y 2,54 cm (1 pulgada) y un
espesor equivalente al del material de partida (aproximadamente 0,19 cm (0,075 pulgadas)). El material de tipo
confeti se alimentd a una cortadora de cuchillas rotativas Munson, modelo SC30. El tamiz de descarga tenia
aberturas de 3,175 mm (1/8 pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se establecié en 0,0508 cm
(0,020 pulgadas). La cortadora de cuchillas rotativas desmenuzé los trozos de tipo confeti, liberando un material
fibroso a una velocidad de aproximadamente 0,454 kg por hora (1 libra por hora). El material fibroso tenia una
superficie especifica BET de 1,1346 m2/g +/- 0,0103 m2/g, una porosidad de 88,3285 por ciento y una densidad
aparente (a 0,037 kg/cm? (0,53 psia)) de 0,1497 g/ml. Una longitud media de las fibras era 1,063 mm y una anchura
media de las fibras era 0,0245 mm, dando una relacién L/D media de 43:1. Se muestra una micrografia electrénica
de barrido del material fibroso en la figura 27 con 25 X aumentos.

Ejemplo de referencia 3 - Preparacion de material fibroso desmenuzado dos veces a partir de carton Kraft
blanqueado

Se obtuvo una carga de 680,4 kg3 (1500 libras) de cartén Kraft blanco blanqueado virgen que tenia una densidad
aparente de 480,54 kg/m® (30 Ib/ft’), de International Paper. El material se dobl6 plano, y después se alimenté a una
desmenuzadora 3 hp Flinch Baugh a una velocidad de aproximadamente 6,80 a 9,07 kg/hora (15 a 20 libras por
hora). La desmenuzadora estaba equipada con dos palas rotatorias de 30,5 cm (12 pulgadas), dos palas fijas y un
tamiz de descarga de 0,76 cm (0,30 pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se ajusté a 0,254 cm
(0,10 pulgadas). El resultado de la desmenuzadora parecia confeti. El material de tipo confeti se alimenté a una
cortadora de cuchillas rotativas Munson, modelo SC30. El tamiz de descarga tenia aberturas de 1,59 mm (1/16
pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se establecié en 0,0508 cm (0,020 pulgadas). La cortadora
de cuchillas rotativas desmenuzé los trozos de tipo confeti, liberando un material fibroso a una velocidad de
aproximadamente 0,454 kg por hora (1 libra por hora). EI material resultante de la primera cizalladura se volvié a
alimentar al mismo inicio descrito antes y se desmenuzé de nuevo. El material fibroso resultante tenia una superficie
especifica BET de 1,4408 m2/g +/- 0,0156 m2/g, una porosidad de 90,8997 por ciento y una densidad aparente (a
0,037 kg/cm? (0,53 psia)) de 0,1298 g/ml. Una longitud media de las fibras era 0,891 mm y una anchura media de las
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fibras era 0,026 mm, dando una relaciéon L/D media de 34:1. Se muestra una micrografia electrénica de barrido del
material fibroso en la figura 28 con 25 X aumentos.

Ejemplo de referencia 4 - Preparacion de material fibroso desmenuzado tres veces a partir de carton Kraft
blanqueado

Se obtuvo una carga de 680,4 kg3 (1500 libras) de cartén Kraft blanco blanqueado virgen que tenia una densidad
aparente de 480,54 kg/m® (30 Ib/ft’), de International Paper. El material se dobl6 plano, y después se alimenté a una
desmenuzadora 3 hp Flinch Baugh a una velocidad de aproximadamente 6,80 a 9,07 kg/hora (15 a 20 libras por
hora). La desmenuzadora estaba equipada con dos palas rotatorias de 30,5 cm (12 pulgadas), dos palas fijas y un
tamiz de descarga de 0,76 cm (0,30 pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se ajusté a 0,254 cm
(0,10 pulgadas). El resultado de la desmenuzadora parecia confeti (como antes). EI material de tipo confeti se
alimenté a una cortadora de cuchillas rotativas Munson, modelo SC30. El tamiz de descarga tenia aberturas de
3,175 mm (1/8 pulgadas). El hueco entre las palas rotatorias y las fijas se ajusté a 0,508 cm (0,20 pulgadas). La
cortadora de cuchillas rotativas desmenuzé los trozos de tipo confeti por los bordes de las cuchillas. El material
resultante de la primera cizalladura se volvié a alimentar a la misma disposicion y el tamiz se sustituyé con un tamiz
de 1,59 mm (1/16 pulgadas). Este material se desmenuzé. El material resultante de la segunda cizalladura se volvié
a alimentar en la misma disposicion y el tamiz se sustituy6 por un tamiz de 0,079 (1/32 pulgadas). Este material se
desmenuzé. El material fibroso resultante tenia una superficie especifica BET de 1,6897 m“/g +/- 0,0155 m2/g, una
porosidad de 87,7163 por ciento y una densidad aparente (a 0,037 kg/cm? (0,53 psia)) de 0,1448 g/ml. Una longitud
media de las fibras era 0,824 mm y una anchura media de las fibras era 0,0262 mm, dando una relacién L/D media
de 32:1. Se muestra una micrografia electrénica de barrido del material fibroso en la figura 29 con 25 X aumentos.

Ejemplo de referencia 5 - Preparacion de material fibroso densificado a partir de cartén Kraft blanqueado sin
aglutinante afadido

Se preparé material fibroso de acuerdo con el ejemplo 2. Se pulverizaron aproximadamente 0,454 kg (1 libra) de
agua sobre cada uno de 4,54 kg (10 libras) de material fibroso. El material fibroso se densificd usando un molino de
pelet California Pellet Mill 1100 que trabajaba a 75°C. Se obtuvieron pelets que tenian una densidad aparente en el
intervalo de aproximadamente 112,13 kg/m® (7 Ib/pie®) a aproximadamente 240,28 kg/m> (15 Ib/pie?).

Ejemplo de referencia 6 - Preparacion de material fibroso densificado a partir de carton Kraft blanqueado con
aglutinante

Se prepar6 material fibroso de acuerdo con el ejemplo 2.
Se prepar6 una solucién madre al 2 por ciento en peso de POLYOX™ WSRN10 (poli(6xido de etileno)) en agua.

Se pulverizé aproximadamente 0,454 kg (1 Ib) de soluciéon madre sobre cada uno de 4,54 kg (10 libras) de material
fibroso. El material fibroso se densificdé usando un molino de pelet California Pellet Mill 1100 que trabajaba a 75°C.
Se obtuvieron pelets que tenian una densidad a?arente en el intervalo de aproximadamente 240,28 kg/m3 (15
Ib/pie®) a aproximadamente 640,72 kg/m* (40 Ib/pie”)

Ejemplo de referencia 7 - Reduccion del peso molecular de la celulosa en papel Kraft fibroso por radiacion gamma
con oxidacién minima

Se prepard material fibroso de acuerdo con el ejemplo 4. El papel Kraft fibroso se densifica de acuerdo con el
ejemplo 5.

Los pelets densificados se ponen en una ampolla de vidrio que tiene una capacidad maxima de 250 ml. La ampolla
de vidrio se vacia con alto vacio (10 torr) durante 30 min, y después se vuelve a llenar con gas argon. La ampolla
se cierra herméticamente bajo argon. Los pellets en la ampolla se irradian con radiacion gamma durante
aproximadamente 3 horas con una dosis por unidad de tiempo de 1 Mrad por hora, para proporcionar un material
irradiado en el que la celulosa tiene un peso molecular menor que el material de partida Kraft fibroso.

Ejemplo de referencia 8 - Reduccion del peso molecular de la celulosa en papel Kraft fibroso por radiacion gamma
con oxidacién maxima

Se prepar6é material fibroso de acuerdo con el ejemplo 4. El papel Kraft fibroso se densifica de acuerdo con el
ejemplo 5.

Los pelets densificados se ponen en una ampolla de vidrio que tiene una capacidad maxima de 250 ml. La ampolla
de vidrio se cierra herméticamente bajo atmdsfera de aire. Los pellets en la ampolla se irradian con radiacién gamma
durante aproximadamente 3 horas con una dosis por unidad de tiempo de 1 Mrad por hora, para proporcionar un
material irradiado en el que la celulosa tiene un peso molecular menor que el material de partida Kraft fibroso.

Ejemplo de referencia 9 - Procesamiento con haz de electrones

Las muestras se trataron con haz de electrones usando un acelerador de ondas continuas Rhodotron® TT200 en
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camara aislada que suministra electrones a 5 MeV a 80 kW de potencia de salida. La tabla 1 describe los
parametros usados. La tabla 2 describe la dosis nominal usada para el ID de muestra (en Mrad) y la correspondiente
dosis suministrada a la muestra (en kgy).

Tabla 1. Parametros del Rhodotron® TT200

Haz

Haz producido: Electrones acelerados

Energia del haz: Nominal (fija): 10 MeV (+0 keV-250 keV
Dispersion de energia a 10 Mev: Anchura de banda a media altura (FWHM) 300 keV
Potencia del haz a 10 MeV: Intervalo de operacién garantizado de 1 a 80 kW

Consumo de energia

Estado en espera (vacio y enfriamiento encendidos): <15 kW

A 50 kW de potencia del haz: <210 kW

A 80 kW de potencia del haz: <260 kW
Sistema RF

Frecuencia: 107,5 +1 MHz
Tipo de tétrodo: Thomson TH781
Sonotrodo de barrido

Longitud de barrido nominal (medida a 25-35 cm desde 120 cm

la ventana):

Intervalo de barrido: de 30% a 100% de la longitud de barrido nominal
Frecuencia de barrido nominal (a la longitud de barrido 100 Hz 5%
max.):

Uniformidad de barrido (a lo largo de 90% de la longitud 5%

de barrido nominal)

Tabla 2. Dosis suministradas a las muestras

Dosis total (Mrad) (Numero asociado con el ID de muestra) Dosis suministrada (kgy)'
1 9,9
3 29,0
5 50,4
7 69,2
10 100,0
15 150,3
20 198,3
30 330,9
50 529,0
70 695,9

100 993,6

"Por ejemplo, se suministraron 9,9 kgy en 11 segundos con una corriente de haz de 5 mA y una velocidad lineal de
3,93 m/min (12,9 pies/min). El tiempo de enfriamiento entre tratamientos era aproximadamente 2 minutos.

Ejemplo de referencia 10 - Métodos de determinacion del peso molecular de materiales celuldsicos y
lignocelulésicos por cromatografia de gel permeable

Los materiales celulosicos y lignocelulésicos para analizar se trataron de acuerdo con el ejemplo 4. Los materiales
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de muestra presentados en las siguientes tablas incluyen papel Kraft (P), paja de trigo (WS), alfalfa (A), celulosa (C),
mijo (SG), hierbas (G) y almidén (ST) y sacarosa (S). El numero “132” del ID de muestra se refiere al tamafio de
particulas del material después de cizalladura a través de un tamiz de 0,79 mm (1/32 pulgadas). El nimero después
del guion se refiere a la dosis de radiacion (MRad) y “US” se refiere al tratamiento con ultrasonidos. Por ejemplo, un

5 ID de muestra “P132-10" se refiere a papel Kraft que se ha cizallado a un tamo de particulas de malla n® 132 y se ha
irradiado con 10 Mrad.

Para las muestras que se irradiaron con haz de electrones, el nimero después del guion se refiere a la cantidad de
energia suministrada a la muestra. Por ejemplo, una muestra con ID “P-100e” se refiere a papel Kraft al que se ha
suministrado una dosis de energia de aproximadamente 100 MRad o aproximadamente 1000 kgy (tabla 2).

10 Tabla 3. Peso molecular medio maximo del papel Kraft irradiado

Fuente de la muestra ID de la muestra  Dosis' (Mrad) Ultrasonidos” PM medio + Desv. estandar
P132 0 No 32853 + 10006
P132-10 10 “ 61398 + 2468**
Papel Kraft P132-100 100 “ 8444 + 580
P132-181 181 ” 6668 + 77
P132-US 0 Si 3095 +1013

**La dosis baja de radiacion parece que aumenta el peso molecular de algunos materiales
'Dosis por unidad de tiempo = 1 Mrad/h

Tratamiento durante 30 minutos con ultrasonidos a 20 kHz usando un sonotrodo de 1000 W en condiciones de
recirculacion con el material disperso en agua.

15 Tabla 4. Peso molecular medio maximo del papel Kraft irradiado con haz de electrones

Fuente de la muestra ID de la muestra Dosis' (Mrad) PM medio + Desv. estandar
P-1e 1 63489 + 595
P-5e 5 56587 + 536
Papel Kraft P-10e 10 53610 £ 327
P-30e 30 38231 £124
P-70e 70 12011 + 158
P-100e 100 9770+ 2

Tabla 5. Peso molecular medio maximo de materiales tratados con radiaciéon gamma

ID de la muestra Picon® Dosis' (Mrad) Ultrasonidos” PM medio + Desv. estandar
WS132 1 0 No 1407411 £175191
2 “ “ 39145 + 3425
3 “ “ 2886 + 177
WS132-10* 1 10 “ 26040 + 3240
WS132-100* 1 100 " 23620 + 453
A132 1 0 " 1604886 + 151701
2 “ 37525 + 3751
3 “ " 2853 + 490
A132-10% 1 10 " 50853 + 1665
2 “ “ 2461 £ 17
A132-100* 1 100 “ 38291 £ 2235
2 " “ 2487 + 15
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SG132 1 0 “ 1557360 + 83693
2 " “ 42594 + 4414
3 “ “ 3268 * 249
SG132-10* 1 10 “ 60888 +9131
SG132-100* 1 100 “ 22345 + 3797
SG132-10-US 1 10 Si 86086 + 43518
2 “ “ 2247 + 468
SG132-100-US 1 100 “ 4696 £1465

*Los maximos coalescen después de tratamiento
**La dosis baja de radiacion parece que aumenta el peso molecular de algunos materiales
'Dosis por unidad de tiempo = 1 Mrad/h

Tratamiento durante 30 minutos con ultrasonidos a 20 kHz usando un sonotrodo de 1000 W en condiciones de
recirculacion con el material disperso en agua.

Tabla 6. Peso molecular medio maximo de material irradiado con haz de electrones

ID de la muestra Pico n° Dosis PM medio + Desv. estandar
1 1004783 97518
A-1e 2 1 34499 + 482
3 2235+ 1
A-5e 1 5 38245 + 346
2 2286 + 35
A-10e 1 10 44326 + 33
2 2333 +18
A-30e 1 30 47366 + 583
2 2377 7
A-50e 1 50 32761 + 168
2 2435+ 6
1 447362 + 38817
G-1e 2 1 32165+ 779
3 3004 + 25
G-5e 1 5 62167 + 6418
2 2444 + 33
G-10e 1 10 72636 £ 4075
2 3065 + 34
G-30e 1 30 17159 + 390
G-50e 1 50 18960 + 142
ST 1 0 923336 + 1883
2 150265 + 4033
ST-1e 1 1 846081 + 5180
2 131222 + 1687
ST-5e 1 5 90664 + 1370
ST-10e 1 10 98050 + 255
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ST-30e 1 30 41884 + 223
ST-70e 1 70 9699 + 31
ST-100e 1 100 8705 + 38

La cromatografia de permeabilidad en gel (GPC) se usa para determinar la distribucion de pesos moleculares de
polimeros. Durante el analisis de GPC, una solucién de la muestra de polimero se pasa por una columna
empaquetada con un gel poroso que atrapa moléculas pequefias. La muestra se separa basandose en el tamafio
molecular, eluyendo las moléculas mas grandes mas pronto que las moléculas mas pequefias. El tiempo de
retencion de cada componente se detecta lo mas a menudo por el indice de refraccion (RI), dispersion de luz
evaporativa (ELS) o ultravioleta, y se compara con una curva de calibracién. Después, los datos resultantes se usan
para calcular la distribuciéon de pesos moleculares para la muestra.

Se usa mas bien la distribuciéon de pesos moleculares que un peso molecular Unico, para caracterizar polimeros
sintéticos. Para caracterizar esta distribucion, se usan medias estadisticas. La mas comuln de estas medias son el
“peso molecular medio numérico” (M) y el “peso molecular medio ponderado” (My).

El M, es similar a la media aritmética estandar asociada con un grupo de numeros. Cuando se aplica a polimeros,
M, se refiere al peso molecular medio de las moléculas en el polimero. M, se calcula dando la misma cantidad de
importancia a cada molécula independientemente de su peso molecular individual. EI M, medio se calcula por la
siguiente formula donde N; es el nimero de moléculas con una masa molar igual a M;.

_ XM,
MmN

My es otro descriptor de la distribucién de pesos moleculares que pone mayor énfasis en moléculas mas grandes
que en moléculas mas pequefias en la distribucion. La siguiente formula muestra el calculo estadistico del peso

molecular medio ponderado.
2
> NM,
AL — i
M, =
> NM,
i

El indice de polidispersidad o Pl se define como la relacion de M,/M,. Cuanto mayor es el Pl, mas ancha o mas
dispersa es la distribucion. EI menor valor de un Pl puede ser 1. Este representa una muestra monodispersa, es
decir, un polimero con todas las moléculas en la distribucién que son del mismo peso molecular.

El valor del peso molecular en el pico (M) es otro descriptor definido como el modo de la distribucion de pesos
moleculares. Significa el peso molecular que es el mas abundante en la distribucion. Este valor también da
comprension de la distribucion de pesos moleculares.

La mayoria de las mediciones de GPC se hacen con respecto a diferentes patrones de polimeros. La precision de
los resultados depende de cédmo de cerca se corresponden las caracteristicas del polimero que se analiza con la de
los patrones estandar. El error esperado en reproducibilidad entre diferentes series de determinaciones, calibradas
por separado, es aproximadamente 5-10% y es caracteristico de la precision limitada de las determinaciones por
GPC. Por lo tanto, los resultados de GPC son mas utiles cuando se hace una comparacién entre las distribuciones
de pesos moleculares de diferentes muestras durante la misma serie de determinaciones.

Las muestras lignoceluldsicas requerian preparacion de la muestra antes del analisis por GPC. Primero, se prepard
una solucion saturada (8,4% en peso) de cloruro de litio (LiCl) en dimetilacetamida (DMAc). Se afadieron
aproximadamente 100 mg de la muestra a aproximadamente 10 g de solucién de LiCI/DMAc saturada recién
preparada, y la muestra se calenté a aproximadamente 150°C-170°C con agitacion durante 1 hora. Las soluciones
resultantes en general eran de color amarillo de claro a oscuro. La temperatura de las soluciones se disminuyé a
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aproximadamente 100°C y se calentd durante 2 horas adicionales. Las temperaturas de las soluciones después se
disminuyeron a aproximadamente 50°C y la solucion de muestra se calentd durante aproximadamente 48 a 60
horas. Hay que indicar que las muestras irradiadas a 100 MRad eran solubilizadas mas facilmente comparadas con
sus homologas no tratadas. Adicionalmente, las muestras cizalladas (indicadas por el numero 132) tenian pesos
moleculares medios ligeramente inferiores comparadas con las muestras no cortadas.

Las soluciones de muestra resultante se diluyeron 1:1 usando DMAc como disolvente y se filtraron a través de un
fitro de PTFE de 0,45 pm. Las soluciones de muestras filtradas después se analizaron por GPC usando los
parametros descritos en la tabla 7. Los pesos moleculares medios de los picos (Mp) de las muestras, determinados
por cromatografia en gel permeable (GPC) se resumen en las tablas 3-6. Cada muestra se prepar6 por duplicado y
cada preparacion de la muestra se analizé6 por duplicado (dos inyecciones) para un total de 4 inyecciones por
muestra. Los patrones de poliestireno EasiCal® PS1A y PS1B se usaron para generar una curva de calibracion de
escala de peso molecular de aproximadamente 580 a 7.500.00 Daltons.

Tabla 7. Condiciones de analisis de GPC

Instrumento: Waters Alliance GPC 2000
Plgel 10 pm Mixed-B

Columnas (3) S/N's: 10M-MB-148-83; 10M-MB-148-84; 10M-MB-174-129
LiCl al 0,5% en DMAc (1,0 ml/min)

Fase movil (disolvente): 70°C

Temperatura de la columna/detector: 70°C

Temperatura del inyector: 323,5 ul

Tamano del bucle de muestra:

Ejemplo de referencia 11 - Analisis de superficie por espectrometria de masas de iones secundarios en tiempo de
vuelo (ToF-SIMS)

La espectroscopia de masas de iones secundarios en tiempo de vuelo (ToF-SIMS) es una espectroscopia sensible a
la superficie que usa un haz de iones pulsado (Cs o Ga microcentrado) para eliminar moléculas de la superficie muy
externa de la muestra. Las particulas se eliminan de monocapas atémicas en la superficie (iones secundarios).
Después, estas particulas se aceleran en un “tubo de vuelo” y se determina su masa midiendo el tiempo exacto al
que llegan al detector (es decir, el tiempo de vuelo). ToF-SIMS proporciona informacion elemental y molecular
detallada sobre la superficie, capas finas, interfases de la muestra, y da un analisis tridimensional completo. El uso
esta extendido, incluyendo semiconductores, polimeros, pinturas, recubrimientos, vidrio, papel, metales, materiales
ceramicos, biomateriales y tejido organico. Puesto que ToF-SIMS es una técnica de exploracion, se detectan todos
los elementos de la tabla periddica, incluyendo H. Los datos de ToF-SIMS se presentan en las tablas 8-11. Los
parametros usados se dan en la tabla 12.

Tabla 8. Intensidades medias normalizadas de diferentes iones positivos de interés (normalizado con respecto a los
recuentos totales de iones x 10000)

P132 P132-10 P132-100
m/z especies Media o Media o Media o
23 Na 257 28 276 54 193 36
27 Al 647 43 821 399 297 44
28 Si 76 45,9 197 89 81,7 10,7
15 CHas 77,9 7.8 161 26 133 12
27 CaHs 448 28 720 65 718 82
39 CsHs 333 10 463 37 474 26
41 CsHs 703 19 820 127 900 63
43 CsHy 657 11 757 162 924 118
115 CoH7 73 13,4 40,3 4,5 42,5 15,7
128 CioHs 55,5 11,6 26,8 4,8 27,7 6,9
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73 CsHgSi* 181 77 65,1 18,4 81,7 7,5
147 CsH150Si2* 72,2 33,1 24,9 10,9 38,5 4
207 CsH15038i3* 17,2 7,8 6,26 3,05 7,49 1,77
647 C42HesPO3 3,63 1,05 1,43 1,41 10,7 7,2

Tabla 9. Intensidades medias normalizadas de diferentes iones negativos de interés (normalizado con respecto a los
recuentos totales de iones x 10000)

P132 P132-10 P132-100
m/z especies Media o Media o Media o
19 F 15,3 2,1 42,4 37,8 19,2 1,9
35 Cl 63,8 2,8 107 33 741 55
13 CH 1900 91 1970 26 1500 6
25 CoH 247 127 220 99 540 7
26 CN 18,1 2,1 48,6 30,8 43,9 1,4
42 CNO 1,16 0,71 0,743 0,711 10,8 0,9
46 NO: 1,87 0,38 1,66 1,65 12,8 1,8

5 Tabla 10. Intensidades medias normalizadas de diferentes iones positivos de interés (normalizado con respecto a los
recuentos totales de iones x 10000)

P-1e P-5e P-10e P-30e P-70e P-100e
m/z especies Media o Media o Media o Media o Media o Media o
23 Na 232 56 370 37 241 44 518 57 350 27 542 104
27 Al 549 194 677 86 752 371 761 158 516 159 622 166
28 Si 87,3 11,3 134 24 159 100 158 32 93,7 171 124 11
15 CHas 114 23 92,9 39 128 18 110 16 147 16 141 5
27 CaHs 501 205 551 59 645 165 597 152 707 94 600 55
39 CsHs 375 80 288 8 379 82 321 57 435 61 417 32
41 CsHs 716 123 610 24 727 182 607 93 799 112 707 84
43 CsHy 717 121 628 52 653 172 660 89 861 113 743 73
115 CoH7 499 146 438 26 4272 7.9 41,4 101 27,7 8 324 10,5
128 CioHs 38,8 13,1 39,2 1,9 352 11,8 319 78 212 61 24,2 6,8

73 CsHeSi* 92,5 3,0 806 29 72,3 7,7 753 114 63 3.4 55,8 2,1
147  CsH1s0Six* 27,2 3.9 17,3 1,2 204 4,3 16,1 1,9 21,7 31 16,3 1,7
207 CsHs03Sis* 6,05 0,74 3,71 0,18 4,51 0,55 354 037 531 059 4,08 0,28
647  CuHesPOs 161 165 1,09 130 0325 0,307 nd ~ 0,868 1,31 0,306 0,334
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Tabla 11. Intensidades medias normalizadas de diferentes iones negativos de interés (normalizado con respecto a
los recuentos totales de iones x 10000)

P-1e P-5e P-10e P-30e P-70e P-100e
m/z especies Media o Media o Media o Media o Media o Media o©
13 CH 1950 72 1700 65 1870 91 1880 35 2000 46 2120 102
25 CoH 154 47 98,8 36,3 157 4 230 17 239 22 224 19
19 F 25,4 1 24,3 1,4 74,3 186 406 149 256 1,9 215 2
35 Cl 39,2 13,56 387 3,5 46,7 5,4 676 6,2 451 2,9 329 10,2
26 CN 71,9 18,9 6,23 2,61 28,1 10,1 342 29,2 573 289 112 60

42 CNO 0,572 0,183 0,313 0,077 062 0,199 1,29 0,2 1,37 055 1,38 0,28
46 NO2 0,331 0,057 0,596 0,255 0,668 0,149 144 0,19 192 0,29 0,549 01

Tabla 12. Parametros de ToF-SIMS

Condiciones del instrumento

Instrumento: PHI TRIFT Il
Fuente de iones primarios: “Ga
Potencial de haz de iones primarios: 12 kV iones +
18 kV iones -
Corriente de iones primarios (DC): 2 na para muestras P#E

600 pA para muestras P132

Filtro de energia /CD: Out/Out
Masas blanco: Ninguno
Compensacion de carga: On

ToF-SIMS usa un haz de particulas pulsadas, enfocadas (tipicamente Cs o Ga) para desalojar especies quimicas
sobre la superficie de materiales. Las particulas producidas mas cerca del sitio de impacto tienden a ser iones
disociados (positivos o negativos). Las particulas secundarias generadas mas lejos del sitio de impacto tienden a ser
compuestos moleculares, tipicamente fragmentos de macromoléculas organicas mucho mayores. Después, las
particulas son aceleradas en una ruta de vuelo en su camino hacia un detector. Debido a que se puede medir el
“tiempo de vuelo” de las particulas desde el momento del impacto al detector en una escala de nanosegundos, se
puede producir una resolucién de masa tan fina como 0,00X unidades de masa atonica (es decir, una parte en mil en
la masa de un protén). En condiciones de operacion tipicas, los resultados del andlisis de ToF-SIMS incluyen: un
espectro de masas que explora todas las masas atdomicas a lo largo de un intervalo de 0-10.000 uma, los rastros de
los haces producen mapas de cualquier masa de interés en una escala de submicrometros, y se producen perfiles
de profundidad por eliminacion de las capas de superficie por pulverizacion catddica bajo el haz de iones. El analisis
de iones negativos mostraba que el polimero tenia cantidades crecientes de grupos CNO, CN y NO..

Ejemplo de referencia 12. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)/espectroscopia electronica para analisis
quimico (ESCA)

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) (a veces llamada “ESCA”) mide la composicion quimica de los 5
nanometros superiores de la superficie; la XPS usa energia de fotoionizacion y analisis por energia dispersiva de los
fotoelectrones emitidos, para estudiar la composicion y el estado electronico de la region de la superficie de una
muestra. La espectroscopia fotoelectronica de rayos X se basa en un solo foton entra/electréon sale. Los rayos X
blandos estimulan la eyeccion de fotoelectrones cuya energia cinética se mide mediante un analizador de energia
electrénica electrostatica. Se producen pequefios cambios en la energia por estados de valencia quimicamente
cambiados de los atomos de los cuales son eyectados los electrones; por lo tanto, la medicion proporciona
informacién quimica sobre la superficie de la muestra.

34



ES 2 565777 T3

Tabla 13. Concentraciones atomicas (en %)*°
ID de la muestra Atomo

C o Al Si

P132 (Area 1) 57,3 39,8 1,5 1,5

P132 (Area 2) 57,1 39,8 1,6 1,5

P132-10 (Area 1) 63,2 33,5 1,7 1,6

P132-10 (Area 2) 65,6 31,1 1,7 1,7

P132-100 (Area 1) 61,2 36,7 0,9 1,2

P132-100 (Area 2) 61 36,9 0,8 1,3

¥Normalizado a 100% de los elementos detectados. Los XPS no detectan H o He.

Tabla 14. Estado quimico del carbono (en % de C)

C-C,C-H c-0 c=0 0-C=0
ID de la muestra
P132 (Area 1) 22 49 21 7
P132 (Area 2) 25 49 20 6
P132-10 (Area 1) 34 42 15 9
P132-10 (Area 2) 43 38 14 5
P132-100 (Area 1) 27 45 15 9
P132-100 (Area 2) 25 44 23 9

Tabla 15. Concentraciones atomicas (en %)a’b

ID de la muestra Atomo
C o Al Si Na
P-1e(Area 1) 59,8 37,9 1,4 0,9 ~
P-1e(Area2) 58,5 38,7 1,5 1,3 ~
P-5e (Area 1) 58,1 39;7 1,4 0,8 ~
P-5e (Area 2) 58,0 39,7 1,5 0:s ~
P-10e (Area 1) 61,6 36,7 1,1 0,7 ~
P-10e (Area 2) 58,8 38,6 15 1,1 ~
P-50e (Area 1) 59,9 37,9 1,4 0,8 <0,1
P-50e (Area 2) 59,4 38,3 1,4 0,9 <0,1
P-70e(Areat) 61,3 36,9 1,2 0,6 <0,1
P-70e (Area 2) 61,2 36,8 1,4 0,7 <0,1
P-100e (Area 1) 61,1 37,0 1,2 0,7 <0,1
P-100e (Area 2) 60,5 37,2 1,4 :0,9 <0,1

¥Normalizado a 100% de los elementos detectados. Los XPS no detectan H o He.

®Un simbolo de menor que “<” indica que la cuantificaciéon precisa no se puede hacer debido a la intensidad de la
sefial débil.
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Tabla 16. Tabla del estado quimico del carbono (en % de C)

C-C,C-H c-0 c=0 0-C=0
ID de la muestra
P-1e (Area 1) 29 46 20 5
P-1e (Area 2) 27 49 19 5
P-5e (Area 1) 25 53 18 5
P-5e (Area 2) 28 52 17 4
P-10e (Area 1) 33 47 16 5
P-10e (Area 2) 28 51 16 5
P-50e (Area 1) 29 45 20 6
P-50e (Area 2) 28 50 16 5
P-70e (Area 1) 32 45 16 6
P-70e (Area 2) 35 43 16 6
P-100e (Area 1) 32 42 19 7
P-100e (Area 2) 30 47 16 7
Tabla 17. Parametros analiticos
Instrumento: PHI Quantum 2000
Fuente de rayos X: Alkq monocromado 1486,6 eV
Angulo de admision: +23°
Angulo de salida: 45°
Area de analisis: 1400 x 300 pym
Correccion de carga: C1s 284,8 eV

Los espectros de XPS se obtienen por irradiacion de un material con un haz de rayos X de aluminio o magnesio
mientras se mide simultaneamente la energia cinética (KE) y el nimero de electrones que escapan de la parte
superior de 1 a 10 nm del material que se esta analizando (véase los parametro analiticos, tabla 17). La técnica de
XPS es muy especifica de superficie debido al corto rango de fotoelectrones que son excitados del sdlido. La
energia de los fotoelectrones que salen de la muestra se determina usando un analizador hemisférico concéntrico
(CHA) y esto da un espectro con una serie de picos de fotoelectrones. La energia de union de los picos es
caracteristica de cada elemento. Las areas de los picos se pueden usar (con factores de sensibilidad adecuados)
para determinar la composicion de la superficie de los materiales. La forma de cada pico y la energia de union
pueden ser alteradas ligeramente por el estado quimico del atomo que emite. Por lo tanto, los XPS pueden
proporcionar informacion de enlaces quimicos también. XPS no es sensible a hidrogeno o helio, pero puede detectar
todos los demas elementos. XPS requiere condiciones de ultravacio (UHV) y se usa habitualmente para el analisis
de superficie de polimeros, recubrimientos, catalizadores, fibras, materiales ceramicos, productos
farmacéuticos/materiales médicos, y materiales de origen bioldgico. Los datos de XPS se describen en las tablas 13-
16.

Ejemplo de referencia 13. Analisis Raman

Los espectros de Raman se adquirieron de la superficie de fibras de las muestras: P132, P132-100, P-1e y P100e.
Las mediciones se realizaron usando un espectrometro "LabRam" J-Y. Se usaron para las mediciones un laser
HeNe (longitud de onda 632,8 nm) y rejilla de 600 gr/mm. Las mediciones se realizaron de forma confocal usando
geometria de retrodispersion (180°) bajo un microscopio Olympus BX40. Las muestras tenian un espectro Raman
tipico de celulosa.

Ejemplo de referencia 14. Analisis de superficie por microscopia de sonda de barrido (SPM) usando un microscopio
de fuerza atémica (AFM)

El proposito de este analisis era obtener imagenes de microscopio de fuerza atémica (AFM) de las muestras en las
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tablas 18 y 19, para medir la rugosidad.

La microscopia de sonda de barrido (SPM) es una rama de la microscopia que forma imagenes de las superficies
usando una sonda fisica que barre la muestra. Se obtiene una imagen de la superficie moviendo mecanicamente la
sonda en una trama de barrido de la muestra, linea por linea, y registrando la interaccion de sonda-superficie en
funcién de la posicion. El microscopio de fuerza atomica (AFM) o microscopio de fuerza de barrido (SFM) es un tipo
de microscopio de sonda de barrido de resolucion muy alta, con resolucion demostrada de fracciones de un
nanometro, mas de 1000 veces mejor que el limite de difraccion dptica. La sonda (o la muestra bajo una sonda
estacionaria) en general se mueve mediante un tubo piezoelétrico. Dichos escaneres se disefian para ser movidos
con precision en cualquiera de los tres ejes perpendiculares (x,y,z). Siguiendo el patréon de la trama, los datos del
detector forman una imagen de la interaccion de sonda-superficie. Se usa la retroalimentacion desde el detector
para mantener la sonda a una fuerza o distancia constante desde la superficie del objeto. Para la microscopia de
fuerza atomica, el detector es un fotodetector sensible a la posicidon que registra el angulo de reflexion desde un haz
laser centrado en la parte superior del cantilever.

Tabla 18. Resultados de rugosidad para las muestras tratadas con radiacion gamma

ID de la muestra RMS (A) Ra (A) Rmax (A)
P132 927,2 716,3 8347,6
P132-10 825,7 576,8 11500
P132-100 1008 813,5 7250,7

Tabla 19. Resultados de rugosidad para las muestras tratadas con haz de electrones

ID de la muestra RMS (A) Ra (A) Rmax (A)
P-1e 1441,2 11471 8955,4
P-5e 917,3 727,5 6753,4
P-10e 805,6 612,1 7906,5
P-30e 919,2 733,7 6900
P-70e 505,8 388,1 5974,2
P-100e 458,2 367,9 3196,9

Las imagenes de AFM se recogieron usando un NanoScope Ill Dimension 5000 (Digital Instruments, Santa Barbara,
California, EE.UU.). El instrumento se calibré frente a patrén trazable de NIST con una precision mejor de 2%. Se
usaron puntas de silicio con nanosondas. Se usaron procedimientos de procesamiento de imagenes que implicaban
autoaplanado, ajuste de plano o convolucion.

Se generd una imagen de un area de 5 um x 5 ym en un sitio aleatorio en la parte superior de una sola fibra. Se
incluyen vistas en perspectiva (3-D) de estas superficies con exageraciones verticales indicadas en las graficas
(figuras 29A-29F). Se llevaron a cabo los analisis de rugosidad y se expresan en: (1) Rugosidad media cuadratica,
RMS; (2) Rugosidad media, Ra; y (3) Altura maxima (Pico a valle), Rmax. Los resultados se resumen en las tablas
18y 19.

Ejemplo de referencia 15 - Determinacién de la cristalinidad de materiales irradiados por difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X (XRD) es un método por el cual se irradia una muestra cristalina con rayos X
monoenergéticos. La interaccion de la estructura cristalina de la muestra con estos rayos X se registra y proporciona
informacion sobre la estructura cristalina que se esta irradiando. La “huella dactilar” caracteristica resultante permite
la identificacion de los compuestos cristalinos presentes en la muestra. Usando un analisis de ajuste de patron
completo (el refinamiento de Rietvelt), se pueden llevar a cabo analisis cuantitativos en muestras que contienen mas
de un compuesto cristalino.
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Tabla 20. Datos de XRD que incluyen el tamafio de dominio y % de cristalinidad

ID de la muestra Tamafio del dominio (A) % de cristalinidad
P132 55 55
P132-10 46 58
P132-100 50 55
P132-181 48 52
P132-US 26 40
A132 28 42
A132-10 26 40
A132-100 28 35
WS132 30 36
WS132-10 27 37
WS132-100 30 41
SG132 29 40
SG132-10 28 38
SG132-100 28 37
SG132-10-US 25 42
SG132-100-US 21 34

Cada muestra se puso en un soporte de base cero y se puso en un difractémetro Phillips PW1800 usando radiacion
de Cu. Después se realizaron barridos a lo largo del intervalo de 5° a 50° con un tamafio de paso de 0,05° y un
tiempo de recuento de 2 horas cada uno.

Una vez obtenidos los patrones de difraccion, las fases se identificaron con ayuda del Fichero de difraccion de polvo
publicado por el Centro Internacional para los Datos de Difraccion. En todas las muestras, la fase cristalina
identificada era celulosa -la, que tiene una estructura triclinica.

La caracteristica distintiva entre las 20 muestras es la anchura de pico, que esta relacionada con el tamafio del
dominio cristalino. La anchura del pico experimental se us6 para computar el tamafio del dominio y el porcentaje de
cristalinidad, que se describen en la tabla 4.

El porcentaje de cristalinidad (X:%) se mide como una relacién del area cristalina al area total bajo los picos de
difraccion de rayos X,

A x100%

4, + 4.}

X, %=

donde,

A = Area de la fase cristalina
A, = Area de la fase amorfa

X. = Porcentaje de cristalinidad

Para determinar el porcentaje de cristalinidad para cada muestra era necesario extraer primero la cantidad de la fase
amorfa. Esto se hace calculando el area de cada patrén de difraccién que se puede atribuir a la fase cristalina
(representado por los picos mas agudos) y la fase no cristalina (representado por los hombros anchos debajo del
patron y centrados a 22° y 38°).

Se us6 un procedimiento sistematico para minimizar el error en estos calculos debido a los picos cristalinos anchos
asi como a la intensidad base alta. Primero, se aplicé una base lineal y después se elimin6. Segundo, dos picos
Gaussianos centrados a 22° y 38° con anchuras de 10-12° se ajustd cada uno a los hombros debajo de los picos
cristalinos. Tercero, se determinaron el area bajo los dos picos Gaussianos anchos y el resto del patron. Finalmente,
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se calcul6 el porcentaje de cristalinidad dividiendo el area bajo el pico cristalino entre la intensidad total (después de
restar la base). El tamafio del dominio y el % de cristalinidad de las muestras determinados por difraccion de rayos X
(XRD) se presentan en la tabla 20.

Ejemplo de referencia 16 - Analisis de porosimetria de materiales irradiados

El analisis de tamafio de poros y volumen de poros con mercurio (tabla 21) se basa en forzar mercurio (un liquido no
humectante) en una estructura porosa bajo presiones estrechamente controladas. Puesto que el mercurio no moja la
mayoria de las sustancias y no penetrara los poros espontaneamente por accion capilar, debe ser forzado en los
huecos de la muestra aplicando presion externa. La presiéon requerida para llenar los huecos es inversamente
proporcional al tamafio de los poros. Solo se requiere una cantidad pequeina de fuerza o presion para llenar huecos
grandes, mientras que se requiere mas presion para llenar huecos de poros muy pequefios.

Tabla 21. Distribucion del tamafio y volumen de poros por porosimetria de mercurio

1D muestra Volumen de Area de Mediana del Medianadel Didmetro Densidad Densidad Porosidad

intrusién poros  didmetro  diametro  mediode volumica aparente {%)
total (ml/g) total poras poros (Area) poros aparente {esqueleto)
{m%g) (volumen) {um) (avid) 0,035 kgiem®  {g/ml)
{pm) {pm) {0,50 psia)
{g/ml)

Pi132 68,0594 1,228 36,2250 13,7278 19,7415 0,1448 1,1785 87,7163
P132-10 5,5436 1,211 46,3463 4,56486 18,3106 0,1614 1,5355 89,4875
P132-100 5,3985 0,998 34,5235 18,2005 21,8422 0,1612 1,2413 87,0151
P132-181 3,2866 0,868 25,3448 12,2410 15,1509 0,2497 1,3916 82,0577
P132-US 6,0005 14,787 98,3459 0,0055 1,6231 0,1404 0,8804 84,2199
A132 2,0037 11,759 64,6308 0,0113 0,6816 0,3683 1,4058 73,7990
A132-10 1,9514 10,326 53,2706 0,0105 0,7560 0,3768 1,4231 73,5241
A132-100 1,9394 10,205 43,8966 0,0118 . 0,7602 0,37860 1,3889 72,9264
5G132 2,5267 8,265 57,6958 0,0141 1,2229 0,3119 1,4708 78,7961
3G132-10 2,1414 8,643 26,4666 0,0103 0,9910 0,3457 13315 74,0340

$G132-100 2,5142 10,766 22,7118 0,0098 0,9342 0,3077 1,3580 77,3502
5G132-10-US 4,4043 1,722 71,5734 1,1016 10,2319 0,1930 1,2883 85,0169
5G132-100-US 4,9665 7,358 24,8462 0,0089 2,6998 0,165 1,0731 84,2010

Ws132 2,9920 5447 78,3675 0,05186 2,1971 0,2773 1,6279 82,9664
WS132-10 3,1138 2,901 57,4727 0,3830 4,2940 0,2763 1,9808 86,0484
WS132-100 3,2077 3114 52,3284 0:2876 4,1189 0,2599 1,66811 83,3538

A-1e 1,9535 3,698 25,3411 0,0810 2,1130 0,3896 1,6299 76,0092
A-Se 1,9697 6,503 29,5954 0,0338 1,2117 0,3748. 1,4317 73,8225
A-10e 2,0897 12,030 45,5493 0,0101 0,6948 0,3587 1,4321 74,9545
A-50e 2,1141 7,291 37,0760 0,0304 1,1599 0,3577 1,4677 75,6284
G-1e 2,4382 7,582 58,5521 0,0201 1,2863 0,3144 1,3472 76,6610
G-5e 2,4268 6,436 44,4848 0,0225 1,5082 0,3172 1,3782 76,9831
G-10e 2,6708 6,865 62,8605 0,0404 1,5562 0,2960 1,4140 79,0838
G-50e 2,8197 6,798 58,5048 0,0315 1,6591 0,2794 1,3179 78,7959
P-1e 7,7692 1,052 49,8844 22,9315 29,5348 0,1188 1,5443 92,3085
P-5e 7,1261 1,212 48,6400 12,3252 23,5166 0,1268 1,3160 90,3644
P-10e 6,6006 1,113 41,4252 17:4375 23,7513 0,1374 1,4908 90,7850
P-50e 6,5911 1,156 40,7837 15,9823 22,7974 0,1362 1,3302 89,7616
P-100e 5,3507 1,195 35,3622 10,7400 17,9083 0,1648 1,3948 88,1840
S 0,4362 0,030 102,8411 42,5047 57,8208 0,9334 1,5745 40,7180
8-1e 0,3900 0,832 90,6808 0,0041 2,4680 0,9772 1,5790 38,1140
S-5e 0,3914 0,337 97,1991 0,0070 4,6408 0,9858 1,6052  38:5847

S-10e 0,4179 0,349 113,4360  0,0042 4,7873 0,9469 1,5669 39,5678

S-30e 0,4816 5,329 102,0559  0,0042 0,3484 0,9085 L5585 41,8388

5-50e 0,5217 7,162 137,2124  0,0051 0,2914 0,8521 1,6342 44,4582

S-100e 0,8817 15,217 78,4577 0,0053 02318 0,6478 1,5105 57,1131

St 0,6593 17:631 4,2402 0,0053 0,1498 0,7,757 1,5877 51,1438
St-1e 0,6720 18,078  4,33680 0,0052 0,1487 0,7651 1,57560 51,4208
St-5e 0,6334 19,495  4,2848 0,0051 0,1300 0,7794 1,5385 49,3708

St-10e 0,6208 16,980  4,3382 0,0056 0,14862 0,7952 1,5703 49,3630

St-30e 0,6892 18,066  4-4152 0,0050 0,1526 0,7475 1,5417 51,5165

St-50e 0,6662 18,338  4,3759 0,0054 0,1453 0,7637 1,5548 50,8778

St-100e 0,8471 23,154 54032 0,0048 0,1118 0,7229 1,3582 46,7761

El AutoPore 9520 puede alcanzar una presion maxima de 414 MPa o 60.000 psia. Hay cuatro estaciones de presion
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baja para la preparacion de muestra y recoleccion de datos de macroporos de 0,014 kg/cm? (0,2 psia) a 3,5 kg/cm?
(50 psia). Hay dos camaras de alta presion, que recogen datos de 1,75 kg/cm? (25 psia) a 42.000 kg/cm? (60.000
psia). La muestra se pone en un aparato de tipo copa llamado un penetrémetro, que esta unido a un vastago capilar
de vidrio recubierto de metal. Cuando el mercurio invade los huecos en y alrededor de la muestra, se mueve hacia
abajo del vastago capilar. La pérdida de mercurio del vastago capilar produce un cambio en la capacitancia eléctrica.
El cambio en la capacitancia durante el experimento se convierte en el volumen de mercurio conociendo el volumen
del vastago del penetrémetro que se usa. Estan disponibles una variedad de penetrometros con diferentes tamarios
de copa (muestra) y capilares para acomodar la mayor parte de los tamafios y configuraciones. La siguiente tabla 22
define algunos de los parametros clave calculados para cada muestra.

Tabla 22. Definicién de parametros

Parametro Descripcion

Volumen de intrusién total: El volumen total de intrusién de mercurio durante un experimento.
Este puede incluir relleno intersticial entre particulas pequefas,
porosidad de la muestra, y volumen de compresion de la muestra.

Area de poros total: El volumen de intrusion total convertido en un area asumiendo poros
de forma cilindrica

Mediana del diametro de poro (volumen): El tamario del percentil 50 en la grafica de volumen acumulativo

Mediana del diametro de poro (area): El tamario del percentil 50 en la grafica de area acumulativa

Diametro medio de poros: El volumen de poros total dividido entre el area de poros total (4V/A)

Densidad volumica aparente: La masa de la muestra dividida entre el volumen aparente. El

volumen aparente se determina a la presion de llenado, tipicamente
0,035 kg/cm? (0,5 psia)

Densidad aparente: La masa de la muestra dividido entre el volumen de muestra medido
a la presion mas alta, tipicamente 42.000 kg/cm? (60.000 psia)

Porosidad: (Densidad aparente)

Ejemplo de referencia 17 - Analisis del tamafio de particulas de materiales irradiados

La técnica de medicion del tamario de particulas por dispersion de luz estatica se basa en la teoria de Mie (que
también abarca la teoria de Fraunhofer). La teoria de Mie predice la relacién de la intensidad frente al angulo como
una funcion del tamafio para particulas de dispersion esféricas con la condicidon de que se conozcan otras variables
del sistema y se mantengan constantes. Estas variables son la longitud de onda de la luz incidente y el indice de
refraccion relativo del material de muestra. La aplicacion de la teoria de Mie proporciona la informacién detallada del
tamafio de particulas. La tabla 23 resume el tamafo de particulas usando la mediana del diametro, diametro medio y
diametro modal como parametro.

Tabla 23. Tamafio de particulas por dispersion de luz laser (dispersion de muestra seca)

ID de la muestra Mediana del diametro Diametro medio Diametro modal
(um) (um) (um)

A A132 380,695 418,778 . 442 258
A132-10 321,742 366,231 410,156
A132-100 301,786 348,633 444 169
SG132 369,400 411,780 455,508
5G13210 278,793 325,497 426717
S$G132-100 242,757 298,686 380,097
Ws132 407,335 445,618 467,978
WsS132-10 194,237 226,604 297,941
WsS132-100 201,975 236,037 307,304

El tamafo de particulas se determiné por dispersion de luz laser (dispersion de muestra seca) usando un Malvern
Mastersizer 2000 usando las siguientes condiciones:
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Velocidad de alimentacion: 35%
Presion del dispersor: 4 bar
Modelo 6ptico: (2,610, 1,000i), 1,000

Se introdujo una cantidad de muestra adecuada en una bandeja vibratoria. Se ajustaron la velocidad de alimentacion

5 y la presion de aire para asegurar que las particulas eran dispersadas adecuadamente. EI componente clave es
seleccionar una presion de aire que rompera aglomeraciones, pero no compromete la integridad de la muestra. La
cantidad de muestra necesaria varia dependiendo del tamafio de las particulas. En general, las muestras con
particulas finas requieren menor material que las muestras con particulas gruesas.

Ejemplo de referencia 18 - Analisis de la superficie especifica de materiales irradiados
10 Se analiz6é la superficie especifica de cada muestra usando un sistema de superficie especifica acelerada y
porosimetria ASAP 2420. Las muestras se prepararon primero desgasificando durante 16 horas a 40°C. Después, se
calcula el espacio libre (tanto caliente como frio) con helio y después el tubo de muestra se extrae de nuevo para
eliminar el helio. La recoleccion de datos empieza después de esta segunda extraccion y consiste en presiones
objetivo definidas que controlan cuanto gas se administra a la muestra. A cada presion objetivo, se determinan y
15 registran la cantidad de gas adsorbida y la presién real. La presion dentro del tubo de muestra se mide con un
transductor de presidon. Continuaran dosis adicionales de gas hasta que se logra la presion objetivo y se deja
equilibrar. La cantidad de gas adsorbido se determina sumando las multiples dosis en la muestra. La presion y
cantidad definen una isoterma de adsorcion de gas y se usan para calcular una serie de parametros, incluyendo la
superficie especifica BET (Tabla 24).
20 Tabla 24. Resumen de la superficie especifica por adsorcién de gas
Superficie especifica de sitio Superficie
D de la muestra puntual (m?/g) especifica BET
(m*/g)
P132 a P/Po=0,250387771 1,5253 1,6897
P132-10 a P/Po=0,239406722 1,0212 1,2782
P132-100 a P/Po=0,240538100 1,0338 1,2622
P132-181 a P/Po=0,239166091 0,5102 0,6448
P132-US a P/Po=0,21735%2072 1,0983 1,6793
A132 a P/Po=0,240040810 0,5400 0,7614
A132-10 a P/Po=0,2112189386 0,5383 0,7212
A132-100 a P/Po=0,238791097 0,4258 0,5538
SG132 a P/Po=0,237989353 0,6359 0,8350
5G132-10 a P/Po=0,238578505 0,6794 0,85689
8G132-100 a P/Po=0,241960361 0,5518 0,7034
5G132-10-US a P/Po=0,225692889 0,5693 0,7510
S5G132-100-US a P/Po=0,225935246 1,0983 1,4963
G-10-Us 0,751
G100-US 1,496
G132-US 1,679
Ws132 a P/Po=0,237823664 0,6582 0,8663
W5132-10 a P/Po=0,238612476 0,6191 0,7912
WS132-100 a P/Po=0,238398832 0,6255 0,8143
A-1e a P/Po=0,238098138 0,6518 0,8368
A-5e a P/Po=0,243184477 0,6263 0,7865
A-10e a P/Po=0,243163236 0,4899 0,6170
A-50e a P/Po=0,243225512 0,4489 0,5730
G-1e a P/P0o=0,238496102 0,5489 0,7038
G-5e a P/Po=0,242792802 0,5621 0,7086
G-10e a P/Po=0,243066031 0,5021 0,6363
G-50e a P/P0=0,238291132 0,4913 0,6333
P-1e a P/Po=0,240842223 1,1413 1,4442
P-5e a P/IPo=0,240789274 1,0187 1,3288
P-10e a P/Po=0,240118567 1,1015 1,3857
P-50e a P/Po=0,240072114 1,0089 1,2593
P-100e a P/Po=0,236541286 0,9116 1,1677
S a P/Po=0,225335038 0,0147 0,0279
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S-1e a P/Po=0,217142291 0,0183 0,0372
S-5e a P/Po=0,133107838 0,0201 0,0485
$-10e a P/Po=0,244886517 0,0236 0,0317
S-30e a P/Po=0,237929400 0,0309 0,0428
$-50e a P/Po=0,245494494 0,0262 0,0385
$-100e a P/Po=0,224698551 0,02e8 0,0506
St a P/P0o=0,238324949 0,3126 0,4013
St-1e a P/Po=0,238432726 0,3254 0,4223
St-5e a P/Po=0,238363587 0,31086 0,4071
St-10e a P/Po=0,238341099 0,3205 0,4288
5t-30e a P/Po=0,238629889 0,3118 0,4189
St-50e a P/P0o=0,244630980 0,3119 0,3969
St-100e a P/Po=0,238421621 0,2832 0,3677

El modelo BET para isotermas es una teoria ampliamente usada para calcular la superficie especifica. El analisis
implica determinar la capacidad de monocapa de la superficie de la muestra calculando la cantidad necesaria para
cubrir la superficie entera con una sola capa de kriptén densamente empaquetada. La capacidad de la monocapa se
multiplica por el area transversal de una molécula de gas sonda para determinar el area superficial total. La
superficie especifica es el area superficial de la parte alicuota de muestra dividido entre la masa de la muestra.

Ejemplo de referencia 19 - Determinacioén de la longitud de fibra de materiales irradiados

El ensayo de la distribucion de la longitud de fibra se llevo a cabo por triplicado en las muestras enviadas usando el
sistema Techpap MorFi LBO1. La longitud y anchura de fibra media se describen en la tabla 25.

Tabla 25. Resumen de los datos de longitud y anchura de la fibra lignocelulésica

ID de la Mecjig Longitud media ponb%?agé}:derznliﬁ':;itud Anf}hura
muestra aritmética ponc]erada en corregida {micrometros)

(mm) longitud (mm) estadisticamente {mm) (urm)

P132-10 0,484 0,615 0,773 24,7
P132-100 0,369 0,423 0,498 23,8
P132-181 0,312 0,342 0,392 24,4
A132-10 0,382 0,423 0,650 43,2
A132-100 0,362 0,435 0,592 29,9
S5G132-10 0,328 0,363 0,521 44,0
5G132-100 0,325 0,351 0,466 43,8
WS132-10 0,353 0,381 0,565 44,7
WS132-100 0,354 0,371 0,536 454

Ejemplo de referencia 20 - Tratamiento ultrasénico de mijo irradiado y no irradiado

El mijo se cizall6 de acuerdo con el ejemplo 4. El mijo se tratd mediante ultrasonidos solo o irradiacion con 10 Mrad
o 100 MRad de rayos gamma y después ultrasonidos. Los materiales resultantes corresponden a G132-BR (no
irradiado), G132-10-BR (10 Mrad y ultrasonidos) y G132-100-BR (100 Mrad y ultrasonidos), como se presenta en la
tabla 1. El tratamiento por ultrasonidos se llevé a cabo en cada muestra durante 30 min usando ultrasonidos de 20
kHz de un sonotrodo a 1000 W en condiciones de recirculacion. Cada muestra se dispersdé en agua en una
concentracion de aproximadamente 0,10 g/ml.

Las figuras 30 y 31 muestran el aparato usado para los ultrasonidos. El aparato 500 incluye un convertidor 502
conectado a un impulsor 504 que comunica con un sonotrodo fabricado de titanio o una aleacién de titanio. El
sonotrodo, que tiene una junta 510 hecha por VITON® de aproximadamente su perimetro en su lado de
procesamiento, forma un cierre hermético a liquidos con una celda de procesamiento 508. El lado de procesamiento
del sonotrodo esta sumergido en un liquido, tal como agua, que tiene dispersa en la misma la muestra que se va a
tratar con ultrasonidos, La presion en la celda se controla con un manémetro 512. Cuando esta en funcionamiento,
cada muestra es movida mediante la bomba 517 desde el depdsito 516 a través de la celda de procesamiento y
recibe los ultrasonidos. Después de sonicacién, la muestra es capturada en el depédsito 520. El procedimiento se
puede invertir en cuanto que el contenido del depdsito 520 se puede mandar a través de la celda de procesamiento
y capturar en el depdsito 516. Este procedimiento se puede repetir una serie de veces hasta que se suministra a la
muestra el nivel deseado de procesamiento.
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Ejemplo de referencia 21 - Micrografias electronicas de barrido de mijo no radiado en comparacion con mijo
irradiado e irradiado y tratado con ultrasonidos

Las muestras de mijo para las micrografias electronicas de barrido se aplicaron a cinta de carbono y se recubrieron
por pulverizacion catédica con oro (70 segundos). Las imagenes se tomaron con un microscopio electrénico de
barrido de emisién de campo JOEL 6500.

La figura 32 es una micrografia de barrido electrénica a 1000 X aumentos de un material fibroso producido de
cizallado de mijo en una cortadora de cuchillas rotativas y después pasando el material cizallado a través de un
tamiz de 0,79 mm (1/32 pulgadas).

Las figuras 33 y 34 son micrografias electrénicas de barrido del material fibroso de la figura 32 después de irradiar
con rayos gamma de 10 Mrad y 100 Mrad, respectivamente, con 1000 X aumentos.

La figura 35 es una micrografia de barrido electrénica del material fibroso de la figura 32 después de irradiar con 10
Mrad y tratamiento con ultrasonidos, con 1000 X aumentos.

La figura 36 es una micrografia de barrido electrénica del material fibroso de la figura 32 después de irradiar con 100
Mrad y tratamiento con ultrasonidos, con 1000 X aumentos.

Ejemplo de referencia 22 - Espectro de infrarrojos de transformada de Fourier (FT-IR) de papel Kraft irradiado y no
irradiado

El andlisis de FT-IR se llevé a cabo en un Nicolet/Impact 400. Los resultados indican que las muestras P132, P132-
10, P132-100, P-1e, P-5¢, P-10e, P-30e, P-70e, y P-100e, estan de acuerdo con un material basado en celulosa.

La figura 37 es un espectro de infrarrojos de papel cartén Kraft cizallado de acuerdo con el ejemplo 4, mientras que
la figura 38 es un espectro de infrarrojos del papel Kraft de la figura 37 después de irradiacion con 100 Mrad de
radiacion gamma. La muestra irradiada muestra un pico adicional en la region A (centrada a aproximadamente 1730
cm'1) que no se encuentra en el material no irradiado. Hay que indicar que se detecté un aumento en la cantidad de
una absorcién de carbonilo a ~1650 cm™ cuando se pasaba de P132 a P132-10 a P132-100. Se observaron
resultados similares de las muestras P-1e, P-5e, P-10e, P-30e, P-70e, y P-100e.

Ejemplo de referencia 23 - Espectros de resonancia magnética nuclear de protén y carbono-13 (RMN 'H 'y RMN "*C)
de papel Kraft irradiado y no irradiado.

Preparacién de las muestras

Las muestras P132, P132-10, PI32-100, P-1e, P-5e, P-10e, P-30e, P-70e, y P-100e se prepararon para el analisis
por disolucion en DMSO-ds con fluoruro de tetrabutilamonio trihidrato al 2%. Las muestras que se habian sometido a
niveles menores de radiacion eran significativamente menos solubles que las muestras de mayor radiacion. Las
muestras no irradiadas formaban un gel en esta mezcla de disolvente, pero calentando a 60°C se resolvian los picos
en los espectros de RMN. Las muestras que se habian sometido a mayores niveles de radiaciéon eran solubles en
una concentracion de 10% en p/p.

Analisis

Los espectros de RMN 'H de las muestras con 15 mg/ml mostraban un pico de resonancia muy ancho aparente
centrado en 16 ppm (figuras 38A-38J). Este pico es caracteristico de un protdn de -OH intercambiable para un enol y
se confirmo6 mediante una “agitacion con d2O”. Se analizaron compuestos modelo (acetiacetona, acido glucurénico y
acido cetoglucoénico) y hace que sea un caso convincente que este pico era realmente un protén de enol
intercambiable. Este pico de enol propuesto era muy sensible a los efectos de la concentracion, y los autores de la
invencion no pudieron concluir si esta resonancia se debia a un enol o posiblemente a un acido carboxilico.

Las resonancias de protén de acidos carboxilicos de compuestos modelo eran similares a lo que se observé para las
muestras de celulosa tratadas. Estos compuestos modelo se desplazaban a campo alto a ~5-6 ppm La preparacion
de P-100e en mayores concentraciones (~10% en p/p) condujo al notable desplazamiento a campo bajo donde se
encontraban las resonancias de acido carboxilico de los compuestos modelo (~6 ppm) (figura 38N). Los resultados
condujeron a la conclusion de que esa resonancia no es fiable para la caracterizacion de este grupo funcional, sin
embargo, los datos sugieren que el numero de hidrégenos intercambiables aumenta con el aumento de irradiacion
de la muestra. Ademas, no se detectaron protones vinilicos.

Los espectros de RMN de 3C de las muestras confirman la presencia de un carbonilo de un acido carboxilico o un
derivado de acido carboxilico. Este nuevo pico (a 168 ppm) no esta presente en las muestras no tratadas (figura
38K). Un espectro de RMN "*C con un retraso grande permitio la cuantificacion de la sefial para P-100e (figuras 38L-
38M). La comparacion de la integracion de la resonancia del carbonilo con las resonancias a aproximadamente 100
ppm (las sefiales de C1) sugiere que la relacion del carbono carbonilico a C1 es de 1:13,8 o aproximadamente 1
carbonilo cada 14 unidades de glucosa. El desplazamiento quimico a 100 ppm se correlaciona bien con el acido
glucurénico.
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Valoracién

Las muestras P-100e y P132-100 (1 g) se suspendieron en agua desionizada (25 ml). Se afadié el indicador
amarillo de alizarina a cada muestra con agitacion. P-100e era mas dificil de mojar. Ambas muestras se valoraron
con una solucion de NaOH 0,2 M. El punto final era muy sutil y se confirmé usando un papel de pH. El pH inicial de
las muestras era ~4 para ambas muestras. P132-100 necesité 0,4 miliequivalentes de hidroxido, lo que da un peso
molecular para el acido carboxilico de 2500 uma. Si se usa 180 uma para un mondémero, esto sugiere que hay un
grupo acido carboxilico para 13,9 unidades de mondmero. Igualmente, P-100e necesitaba 3,2 miliequivalentes de
hidroéxido, que se calcula que es un grupo acido carboxilico por cada 17,4 unidades de monémero.

Conclusiones

Parece que el carbono C-6 de la celulosa se oxida al acido carboxilico (un derivado de acido glucurénico), y esta
oxidacion es sorprendentemente especifica. Esta oxidacion esta de acuerdo con la banda de IR que crece con la
irradiacion a ~1740 cm™, que corresponde a un acido carboxilico alifatico. Los resultados de la valoraciéon estan de
acuerdo con la RMN de '°C cuantitativa. La mayor solubilidad de la muestra con los niveles mas altos de irradiacion
se correlaciona bien con el numero creciente de protones de acido carboxilico. Se proporciona a continuacién un
mecanismo propuesto para la degradacion de la “celulosa oxidada en C-6”

Esquema 1

Ejemplo de referencia 24 - Combinacion de pretratamiento con haz de electrones y ultrasonidos

Se usa mijo como materia prima y se cizalla con una cortadora de cuchillas rotativas Munson en un material fibroso.
El material fibroso después se distribuye uniformemente sobre una bandeja abierta compuesta de estafio con un
area mayor de aproximadamente 0,323 m? (500 pulgadasz). El material fibroso se distribuye de modo que tenga una
profundidad de aproximadamente 2,54-5,08 cm (1-2 pulgadas) en la bandeja abierta. El material fibroso se puede
distribuir en bolsas de plastico con dosis mas bajas de irradiacion (por debajo de 10 Mrad), y dejar sin cubrir en la
bandeja metalica con dosis de radiacion mas altas.

Después, muestras separadas del material fibroso se exponen a dosis sucesivas de radiacion de haz de electrones
para lograr una dosis total de 1 Mrad, 2 Mrad, 3, Mrad, 5 Mrad, 10 Mrad, 50 Mrad, y 100 Mrad. Algunas muestras se
mantienen en las mismas condiciones que las muestras restantes, pero no se irradian, para servir de control.
Después de enfriar, el material fibroso irradiado se manda adelante para el posterior procesamiento a través de un
dispositivo de ultrasonidos.

El dispositivo de ultrasonidos incluye un convertidor conectado a un impulsor que comunica con un sonotrodo
fabricado de titanio o una aleacion de titanio. El sonotrodo, que tiene una junta hecha por VITON® de
aproximadamente su perimetro en su lado de procesamiento, forma un cierre hermético a liquidos con una celda de
procesamiento. El lado de procesamiento del sonotrodo esta sumergido en un liquido, tal como agua, en el que se
sumerge el material fibroso que se va a irradiar. La presion en la celda se controla con un mandmetro de presion.
Cuando esta en funcionamiento, cada muestra es movida mediante la bomba a través de la celda de procesamiento
y recibe los ultrasonidos.

Para preparar el material fibroso irradiado para los ultrasonidos, el material fibroso irradiado se retira de cualquier
recipiente (p. ej., bolsas de plastico) y se dispersa en agua en una concentracion de aproximadamente 0,10 g/ml. Se
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lleva a cabo el tratamiento con ultrasonidos en cada muestra durante 30 min usando ultrasonidos de 20 kHz desde
un sonotrodo a 1000 W en condiciones de recirculacién. Después del tratamiento con ultrasonidos, el material
fibroso irradiado se captura en un depésito. Este procedimiento se puede repetir una serie de veces hasta alcanzar
un nivel de procesamiento deseado, basandose en el control de los cambios estructurales en el mijo. De nuevo,
algunas muestras irradiadas se mantienen en las mismas condiciones que el resto de las muestras, pero no se
tratan con ultrasonidos, de nuevo para servir como controles. Por lo tanto, algunos controles no son procesados,
algunos son solo irradiados, y algunos son solo tratados con ultrasonidos.

Ejemplo 25 - Ensayo microbiano de biomasa pretratada

Se analiza en los materiales lignoceluldsicos especificos previamente tratados como se describe en la presente
memoria, la toxicidad para cepas comunes de levaduras y bacterias usadas en la industria de los biocombustibles
para la etapa de fermentacion en la produccion de etanol. Ademas, se examina el contenido de azlcar y la
compatibilidad con enzimas celulasa para determinar la viabilidad del procedimiento de tratamiento. El ensayo de los
materiales previamente tratados se lleva a cabo en dos fases como sigue.

Fase 1: Toxicidad y contenido de azucar

La toxicidad de las hierbas previamente tratadas y materias primas de papel se mide en levaduras Saccharomyces
cerevisiae (levadura del vino) y Pichia stipitis (ATCC 66278) asi como en las bacterias Zymomonas mobilis (ATCC
31821) y Clostridium thermocellum (ATCC 31924). Se lleva a cabo un estudio de crecimiento con cada uno de los
organismos para determinar el tiempo 6ptimo de incubacion y toma de muestra.

Después, se incuba cada una de las materias primas, por duplicado con S. cerevisiae, P. stipitis, Z. mobilis, y C
thermocellum en un medio microbiolégico estandar para cada organismo. Se usa caldo YM para las dos cepas de
levaduras S. cerevisiae y P. stipitis. Se usa medio RM para Z. mobilis y medio CM4 para C. thermocellum. Se usa un
control positivo con azucar puro afadido, pero sin materia prima, para la comparacién. Durante la incubacion, se
toman un total de 5 muestras a lo largo de un periodo de tiempo de 12 horas, alas 0, 3, 6, 9 y 12 horas y se analiza
la viabilidad (recuentos de placa para Z. mobilis y recuentos directos para S. cerevisiae) y la concentracion de
etanol.

El contenido de azucar de las materias primas se mide usando cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
equipada con una columna Shodex™ Sugar SP0810 o Biorad Aminex® HPX-87P. Cada una de las materias primas
(aproximadamente 5 g) se mezcla con agua de dsmosis inversa (RO) durante 1 hora. Se separa la parte liquida de
la mezcla y se analiza el contenido de glucosa, galactosa, xilosa, manosa, arabinosa y celobiosa. El analisis se lleva
a cabo de acuerdo con el protocolo del Centro Nacional de Bioenergia Determinaciéon de hidratos de carbono
estructurales y lignina en biomasa

Fase 2: Compatibilidad de celulasa

Se ensayan materias primas, por duplicado, con Accellerase™ 1000 disponible en el comercio, que contiene un
complejo de enzimas que reduce la biomasa lignoceluldésica a azucares fermentables, a la temperatura y
concentracion recomendados en un matraz de Erlenmeyer. Los matraces se incuban con agitacion moderada a
aproximadamente 200 rpm durante 12 horas. Durante este tiempo, se toman muestras cada 3 horas, alas 0, 3, 6, 9
y 12 horas para determinar la concentracion de azucares reductores (Hope y Dean, Biotech J., 1974, 144:403) en la
parte liquida de los matraces.

Ejemplo 26 - Analisis de la concentraciéon de aztucar usando HPLC

Se analizaron 13 muestras para la concentracion de azucar (HPLC) y la toxicidad contra 3 microorganismos (Pichia
stipitis, Saccharomyces cerevisiae, y Zymomonas mobilis). La tabla 26 cita el equipamiento usado para estos
experimentos. Las tablas 27 y 28 proporcionan una lista de azUcares (incluyendo el proveedor y nimeros de lotes)
usados para preparar el patrén de HPLC y el protocolo usado para preparar el patron de HPLC, respectivamente.

Tabla 26. Equipamiento usado en experimentos

Equipamiento Fabricante, nombre
pH-imetro Orion
Agitadores (2) B. Braun Biotech, Certomat BS-1
HPLC Waters, Modulo de HPLC 2690
Espectrofotometro Unicarn, UV300
Analizador bioguimico YSI Interscience, YSI
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Tabla 27. Azlcares usados en el andlisis de HPLC

Azucar Fabricante n°® Ref n° de lote
glucosa 49140 1284892
xilosa 95731 1304473 51707231
celobiosa BioChemika 22150 1303157 14806191
arabinosa 10840 1188979 24105272
manosa 63582 363063/1 22097
galactosa 48259 46032/1 33197
Tabla 28. Preparacion de patrones de HPLC
Concentracion deseada Volumen de la solucion de  Volumen de agua nanopura  Volumen total
(mg/ml) azucar (ml) (ml)
4 50 ml de 4 mg/ml 0 50
2 25 ml de 4 mg/mi 25 50
1 25 ml de 2 mg/mi 25 50
0,5 25 ml de 1 mg/mi 25 50
0,1 5 ml de 1 mg/mi 20 25
Patron de verificacion 1,5 mg/mi 18,75 ml de 4 mg/ml 31,25 50

5 Analisis

Cada muestra (1 gramo) se mezcl6é con agua de dsmosis inversa a 200 rpm y 50°C durante la noche. El pH de la
muestra se ajusto a entre 5y 6 y se filiré a través de un filiro de jeringa de 0,2 um. Las muestras se almacenaron
a -20°C antes del analisis para mantener la integridad de las muestras. Las observaciones hechas durante la

preparacion de las muestras se presentan en la tabla 29.

10 Tabla 29. Observaciones durante la preparacion de la muestra de HPLC

Muestra Cantidad usada (g) Agua afiadida (ml) pH Observaciones
P132 1 30 5,38 Esponjoso, dificil de mezclar
P132-10 1 25 6,77 Esponjoso, dificil de mezclar
P132-100 1 20 3,19  El pH es bajo, dificil de llevar a pH 5,0,
se us6 NaOH 10 N
P132-US 0,3 5 6,14
A132 1 15 5,562
A132-10 1 15 4,9
A132-100 1 15 5,39
SG132 1 15 5,59
SG132-10 1 15 5,16
SG132-100 1 15 4,7
SG132-10-US 0,3 5 5,12
SG132-100-US 0,3 5 4,97
WS132 1 15 5,63
WS132-10 1 15 5,43
WS132-100 1 15 5,02

*El pH de estas muestras se ajusto al pH usando NaOH 1 N
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Se prepararon patrones recientes a partir de una soluciéon madre de 4 mg/ml de los 6 azlcares combinados,
glucosa, xilosa, celobiosa, arabinosa, manosa y galactosa. La solucién madre se prepard disolviendo 0,400 gramos
de cada azucar en 75 ml de agua nanopura (filtrada a través de 0,3 micrometros). Una vez disueltos, la solucion
madre se diluy6é a 100 ml usando un matraz aforado y se almacend a -20°C. Se prepararon soluciones de trabajo de
los patrones de 0,1, 0,5, 1, 2 y 4 mg/ml, por dilucion seriada de la solucion madre con agua nanopura. Ademas,
también se prepard un patron de verificacion de 1,5 mg/ml a partir de la solucion madre.

Las concentraciones de azucar se analizaron de acuerdo con el protocolo de Determination of Structural
Carbohydrates in Biomass (Determinacion de hidratos de carbono estructurales en biomasa) (NREL Biomass
Program, 2006) y este protocolo se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Se usé una
columna SHODEX SUGAR SP0810 con un detector de dispersion de luz evaporativo. Se analizé un patrén de
verificacion (1,5 mg/ml del patrén) cada 8 inyecciones para asegurar que se mantenian la integridad de la columna y
del detector durante el experimento. El coeficiente de variaciéon de la curva patron (valor de R?) era al menos 0,989 y
la concentracion de los patrones de verificacion estaba dentro del 10% de la concentracion real. Las condiciones de
HPLC eran las siguientes:

Tabla 30. Parametros de HPLC

Volumen de inyeccién: 20 pl
Fase movil: agua nanopura*, filtrada 0,45 ym y desgasificada
Caudal: 0,5 ml/min
Temperatura de la columna: 85°C
Temperatura del detector: temperatura del evaporador 110°C
temperatura del nebulizador 90°C

* Los ensayos iniciales indicaron que se observaba mejor separacion cuando se usaba agua nanopura que
acetonitrilo:agua 15/85 en la fase movil (el fabricante no recomienda usar mas de 20% de acetonitrilo en esta
columna).

Resultados
Los resultados del analisis por HPLC se presentan en las tablas 31, 32 y 33.

Tabla 31. Concentracion de azucar expresada como mg/ml y mg/g de extracto

Xilosa .- Arabinosa ' Glucosa Celobiosa

ID de la C— - P Galactosa Mariosa 'y

muestra | o150 PM ~150 PM~180 | éasegluc) (véase, gluc) - PM~34
Cetra0e CarlaOs Cei20s mgiml g/ mgimi :mg/ CizHz20-
Mono - . Monp Mono gimlbimarg . mgimi:mgig

Disac

mg

G . ]
G-132 0,39 5,88 0,38 573 12,66 0,34 5,04 0,92 13,76 0,00 (
G-132-10 050 | 750 -1 0,41 6,18 16,04 0,35 5,19 0,98 14,686 | 0,00 (
(-132-100 : [ ) £
5-132-10-US T
i-132-100-US €

000 | 036 | 533 | 035

NSA32-100 | 043 | 639 | 037 | 551 |. 036 | 536
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Tabla 32. Concentracion de azucar expresada como % de papel

Concentracion de azucar (% de P132 P132-10 P132-100 P132-US
muestra seca)

celobiosa 0,00 0,81 0,72 0,00

glucosa 0,00 0,86 0,67 0,56

xilosa 0,00 0,00 0,70 0,58

galactosa 0,00 0,00 0,00 0,00

arabinosa 0,00 0,00 0,00 0,72

manosa 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 33. Concentracién de aztcar expresada como % de la muestra total

Concentracién : : .
de aziicar CA1327 A132- SG132. SG132- | SG132- SG132- ws132- W
Chdemuestra | | 2132 10 100 |SC132 T gp 100 | 10.us 10o.us | WS132 10
seca) -
celobiosa 000 © 000 122 | 000 000 067 | 000 085 0,00 0,00
" glucosa 162 000 0852 | 127 160 061 | 054 059 0,50 1,10
xilosa 204 179 161 | 058 075 000 | 057 000 074 0,85
gelactosa’ 058 000 000 | 050 052 000 | 000 054 0,00 051
atabinosa 000 000 000 | 057 062 055 | 065 062 0,62 0,60
manosa 160 055 000 | 138 147 083 | 000 067 0.00 0.76

Ejemplo 27 - Estudio de toxicidad

Se analizd la toxicidad de 12 muestras frente a un panel de tres cultivos productores de etanol. En este estudio, se
afadi6 glucosa a las muestras con el fin de distinguir entre desnutricién de los cultivos y la toxicidad de las muestras.
Se ensay6 en una decimotercera muestra la toxicidad contra Pichia stipitis. Se cita en la tabla 32 un resumen del

10 protocolo usado. Se da en las tablas 34-36 una descripcion de los productos quimicos y el equipamiento usado en el
ensayo de toxicidad.

Tabla 34. Condiciones para ensayar la toxicidad

Variable Organismo
Zymomonas mobilis Saccharomyces cerevisiae Pichia stipitis
ATCC 31821 ATCC 24858 NRRL Y-7124
Repeticion del ensayo Duplicado
Volumen de inoculacién (ml) 1 0,1 1
Temperatura de incubacién 30°C 25°C 25°C
Velocidad del agitador (rpm) 125 200 125
Volumen del matraz Erlenmeyer 250 ml 500 ml 250 ml
Volumen de medio 100 mi 100 mi 100 mi
Tiempo de incubacion total (horas) 36 36 48
Analisis de etanol (horas) 24, 30, 36 24, 30, 36 24, 36, 48
Recuentos de células (horas) 24, 36 24, 36 24,48
pH 0 horas 0 horas 0 horas
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Tabla 35. Reactivos usados para ensayar la toxicidad

Componente del medio Fabricante Referencia n° Lote n°

Urea ScholAR Chemistry 9472706 AD-7284-43

Base nitrogenada de levadura Becton Dickinson 291940 7128171

Peptona Becton Dickinson 211677 4303198

Xilosa Fluka 95731 1304473

51707231

Glucosa Sigma G-5400 107H0245

Extracto de levadura (usado Becton Dickinson 288620 4026828

para S. cerevisiae)

Extracto de levadura (usado Becton Dickinson 212750 7165593
para P. stipitis y Z. mobilis)

MgSO, 7H20 Sigma M5921 034K0066
(NH4)2S04 Sigma A4418 117K5421
KH2PO4 Sigma P5379 074K0160
Caldo YM Becton Dickinson 271120 6278265

Tabla 36. Componentes YSI usados en el estudio del matraz agitado

Componente Catalogo n° Lote n°
Membrana para etanol YSI 2786 07L100153
Patrén de etanol YSI (3,2 g/l) 2790 012711040
Tampén de etanol YSI 2787 07M1000053, 07100215

El ensayo se llevé a cabo usando los tres microorganismos como se describe a continuacion.
Saccharomyces cerevisiae ATCC 24858 (American Type Culture Collection)

Se preparé un cultivo inclinado de S. cerevisiae a partir de un cultivo liofilizado rehidrato obtenido de la ATCC. Una
parte del material inclinado se sembré en estrias sobre un caldo YM + agar 20 g/l (pH 5,0) y se incubo a 30°C
durante 2 dias. Un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenia 50 ml de medio (glucosa 20 g/l, extracto de levadura
3 g/l y peptona 5,0 g/l, pH 5,0) se inoculd con una colonia de la placa de YM y se incubd durante 24 horas a 25°C y
200 rpm. Después de 23 horas de crecimiento, se tomd una muestra y se analizé la densidad 6ptica (600 nm en un
espectrofotometro de UV) y pureza (tincion de Gram). Basandose en estos resultados, se escogié un matraz
(llamado el matraz de siembra) con una DO de 14,8 y tincion de Gram transparente para inocular todos los matraces
de ensayo.

Los recipientes de ensayo eran matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 100 ml de medio estéril descrito
antes. Todos los matraces se trataron en autoclave a 121°C y 1,05 kg/cm? (15 psi) antes de la adicién de los
materiales de ensayo. Los materiales de ensayo no se esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara el
contenido de las muestras. Las muestras de ensayo se afiadieron en el momento de la inoculacion (en lugar de
antes de) para reducir la posibilidad de contaminacion. Ademas de las muestras de ensayo, se afiadié a cada matraz
1 ml (1% en v/v) de material del matraz de siembra. Los matraces se incubaron como se ha descrito antes durante
36 horas.

Pichia stipitis NRRL Y-7124 (ARS Culture Collection)

Se preparé un cultivo inclinado de P. stipitis a partir de un cultivo liofilizado rehidratado de ARS Culture Collection.
Una parte del material inclinado se sembré en estrias sobre un caldo YM + agar 20 g/l (pH 5,0) y se incub6 a 30°C
durante 2 dias. Un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenia 100 ml de medio (glucosa 40 g/l, base nitrogenada
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de levadura 1,7 g/l, urea 2,27 g/l, peptona 6,56 g/l, xilosa 40 g/l, pH 5,0) se inocul6é con una pequefia cantidad del
material inclinado y se incubd durante 24 horas a 25°C y 125 rpm. Después de 23 horas de crecimiento, se tomo una
muestra y se analizé la densidad dptica (600 nm en un espectrofotometro de UV) y pureza (tincion de Gram).
Basandose en estos resultados, se escogié un matraz (llamado el matraz de siembra) con una DO de 5,23 y tincion
de Gram transparente para inocular todos los matraces de ensayo.

Los recipientes de ensayo eran matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de medio estéril descrito
antes. Todos los matraces se trataron en autoclave vacios a 121°C y 1,05 kgicm? (15 psi) y se afadié medio
esterilizado por filtracién (filiro de 0,22 ym) a los matraces antes de la adicién de los materiales de ensayo. Los
materiales de ensayo no se esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara el contenido de las muestras y
la esterilizacion por filtracion no es adecuada para la esterilizacion de sélidos. Las muestras de ensayo se afiadieron
en el momento de la inoculacién (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad de contaminacion. Ademas de las
muestras de ensayo, se afiadié a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del matraz de siembra. Los matraces se
incubaron como se ha descrito antes durante 48 horas.

Zymomonas mobilis ATCC 31821 (American Type Culture)

Se preparé un cultivo inclinado de Z. mobilis a partir de un cultivo liofilizado rehidratado obtenido de la ATTC. Una
parte del material inclinado se sembro en estrias en placas DYE (glucosa 20 g/l, extracto de levadura 10 g/l, agar 20
g/l, pH 5,4) y se incubd a 30°C y 5% de CO- durante 2 dias. Un tubo de ensayo con tapon de rosca de 20 ml que
contenia 15 ml de medio (glucosa 25 g/l, extracto de levadura 10 g/l, MgS0.4.7H20 1 g/l, (NH4)2SO4 1 g/l, KH2PO4 2
g/l, pH 5,4) se inoculé con una colonia y se incubd durante 24 horas a 30°C sin agitacion. Después de 23 h de
crecimiento, se tomd una muestra y se analizé la densidad 6ptica (600 nm en un espectrofotdometro de UV) y pureza
(tincion de Gram). Basandose en estos resultados, se escogié un tubo (DO 1,96) para inocular el segundo matraz de
siembra. El segundo matraz de siembra era un matraz de 125 ml que contenia 70 ml de medio descrito antes y se
inoculd con 700 pl (1% en v/v) y se incubd durante 24 horas a 30°C sin agitacion. Después de 23 horas de
crecimiento, se tomd una muestra y se analizé la densidad 6ptica (600 nm en un espectrofotdometro de UV) y pureza
(tincion de Gram). Basandose en estos resultados, se escogié un matraz (llamado el matraz de siembra) con una
DO de 3,72 para inocular todos los matraces de ensayo.

Los recipientes de ensayo eran matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de medio estéril descrito
antes, con excepcion del extracto de levadura de 5 g/l. Todos los matraces se trataron en autoclave vacios a 121°C
y 1,05 kg/cm? (15 psi) y se afiadio medio filtrado esterilizado (filtro de 0,22 um) a los matraces antes de la adicién de
los materiales de ensayo. Los materiales de ensayo no se esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara
el contenido de las muestras y la esterilizacién por filiracion no es adecuada para la esterilizacion de sélidos. Las
muestras de ensayo se afiadieron en el momento de la inoculacién (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad
de contaminacion. Ademas de las muestras de ensayo, se afadié a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del
matraz de siembra. Los matraces se incubaron como se ha descrito antes durante 36 horas.

Analisis

Se analizaron dos muestras para la concentracion celular (usando recuento por extension en placa para Z. mobilis y
recuentos directos (hemocitometro y microscopio para S. cerevisiae y P. stipitis). Muestras adecuadamente diluidas
de Z. mobilis se extendieron en placas de dextrosa-extracto de levadura (glucosa 20 g/l, extracto de levadura 10 g/l,
agar 20 g/l, pH 5,4) y se incubaron a 30°C y 5% de CO2 durante 2 dias, y se cont6 el numero de colonias. Se
mezclaron muestras adecuadamente diluidas de S. cerevisiae y P. stipitis con azul Trypan al 0,05%, se cargaron en
un hemocitometro Neubauer. Las células se contaron bajo 40 X aumentos.

Se analizé en tres muestras la concentracion de etanol usando el analizador bioquimico YSI basado en el ensayo de
la alcohol deshidrogenasa (YSI, Interscience). Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 min y el
liquido sobrenadante se almacend a -20°C para conservar la integridad. Las muestras se diluyeron a entre 0-3,2 g/l
de etanol antes del andlisis. Se analizé un patron de etanol de 3,2 g/l aproximadamente cada 30 muestras para
asegurar que se mantenia la integridad de la membrana durante el analisis. La densidad o6ptica (600 nm) de las
muestras no se da porque las muestras de ensayo solidas interferian con la medicién de absorbancia aumentando la
turbidez de las muestras y no son precisas.

Resultados del analisis de etanol

El rendimiento se usd para comparar cada muestra con el control para cada microorganismo (tablas 37-39). Sin
embargo, el % de rendimiento no se puede usar para comparar entre cepas. Cuando se comparan cepas, deberia
usarse la concentracion total de etanol. Cuando se analizan los datos un % de rendimiento menor de 80% puede
indicar toxicidad cuando va acompafiado de numero bajo de células. La ecuacion usada para determinar el % de
rendimiento es:

% de rendimiento = (etanol en la muestra/etanol en el control) x 100
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Tabla 37. Concentracion de etanol y % de rendimiento usando Saccharomyces cerevisiae

Muestra n® 24 horas 30 horas 36 horas
Congentracion % Concentracion de % Concentracion %
de etanol (g/1} | Rendimiento etanol {g/l) Rendimientc | de etanol {g/I) |Rendimiento

P132 4,0 140 52 127 3.26 176
P132-10 4,2 147 5,1 125 3,86 209
P132-100 4,3 149 5,6 136 3,47 187

A132 55 191 6.5 160 5,24 283
A132-10 1,9 67 6,3 153 5,54 299
A132-100 4,4 154 5,6 137 4,04 218

G132 5,3 186 6,0 146 3,99 215
G132-10 5.2 180 6,4 156 4,63 250
G132-100 55 191 6,3 155 4,60 248

WS132 4.8 168 6.3 155 4,51 244
WS132-10 4,9 172 6,0 146 4,55 246
WS132-100 4,9 170 5,7 140 4,71 254
Control 2,9 100 4,1 100 1,85 100

Tabla 38. Concentracion de etanol y % de rendimiento usando Pichia stipitis

24 horas 36 horas 48 horas
westrant | Gganor | % | Qe | % e |
(o) Rendimiento I Rendimiento I Rendimiento

P132 2.8 130 3.4 188 8,1 176
P132-10 7.3 344 11,8 655 15,8 342
P132-100 5,2 247 8,6 472 13,3 288
A132 12,2 575 14,7 812 14,9 324
A132-10 151 710 18,7 1033 26,0 565
A132-100 10,9 514 16,7 923 22,2 483
G132 80 375 12,9 713 13,3 288
G132-10 10,1 476 16,0 884 22,3 485
G132-100 8,6 406 15,2 837 - 21,6 470
Ws132 9,8 ’ 460 14,9 820 17.9 389
WS132-10 7.8 370 ) 16,1 8§90 19,3 418
NS132-100 9,1 429 15,0 829 15,1 328
Muestra A* 13,2 156 19,0 166 20,6 160
Control 2.1 100 1,8 100 46 100.

Las muestras en negrita eran las productoras mas altas de etanol, por encima de 20 g/l y similares a las
concentraciones en hidrolizados de madera (H.K. Sreenath y T.W. Jeffries, Bioresource Technology 72 (2000) 253-
260).

*Analizado en experimento de matraz agitado mas tarde
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Tabla 39. Concentracion de etanol y % de rendimiento usando Zymomonas mobilis

24 horas 30 horas 36 horas
Muestra n¢ | Concentracion de | % Rendimiento | Concentraciéon | % Rendimiento |[Concentracién %
etanol (g/1) de etanol {g/I} de etanol (g/l) |Rendimiento
P132 7.5 85 6.8 84 7.5 93
P132-10 7.5 85 4.8 59 6,8 84
P132-100 7,3 83 6,2 77 71 88
A132 9.6 109 8.3 103 9,1 112
A132-10 9,2 105 8.4 105 8.8 109
A132-100 8,2 a3 7,6 94 7,6 93
WS132 7.9 89 7.1 83 7.7 94
WS132-10 8,2 93 6,8 85 7,3 90
WS132-100 8,7 98 6,9 86 8,3 102
G132 8,7 99 7.1 88 8,1 99
G132-10 7,8 88 7,0 88 7.3 90
Gi32-100 8,6 98 7.8 o8 8,3 102
Control 8.8 100 8,0 100 8,1 100

Resultados del analisis de concentracion celular

El % de células se usa para comparar cada muestra con el control para cada organismo (tablas 40-42). Sin

embargo, el % de células no se puede usar para comparar entre cepas. Cuando se comparan cepas, debe usarse

la concentracion total de las células. Cuando se analizan los datos, un % de rendimiento menor que 70% puede
indicar toxicidad cuando va acompafado de baja concentracion de etanol. La ecuaciéon usada para determinar el %
de rendimiento es:

10

% de células = (numero de células en la muestra/nimero de células en el control) x 100

Tabla 40. Resultados del analisis de concentracion celular para Saccharomyces cerevisiae

Muestra n® 24 horas 36 horas

Concentracién % de Concentracion % de

celular (x 10%ml)| células |celular (x 10%ml)| células
P132 1,99 166 2,51 83
P132-10 2,51 209 1,91 63
P132-100 1,35 113 1,99 66
A132 3.80 3186 2,59 85
A132-10 1,73 144 3,90 129
A132-100 3,98 331 251 83
G132 2,14 178 3,12 103
G132-10 2,33 194 2,59 85
G132-100 3,57 298 2,66 88
WSs132 4,10 341 2,66 88
wS132-10 2,63 219 2.81 93
WS132-100 2,29 191 2,40 79
Control 1.20 100 3,03 100
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Tabla 41. Resultados del analisis de concentracion celular para Pichia stipitis

Muestra n® 24 horas 48 horas
Concentracion % de Concentracion % de
celular (x 10%/ml}| células |celular (x 10%ml)| células
P132 16,4 108 20,3 87
P132-10 11,5 76 95 41
P132-100 6,5 43 17,8 76
A132 71 47 10,2 44
A132.10 12,7 84 9,3 40
A132-100 11,8 78 18,3 78
G132 4.5 30 48 21
G132-10 22,8 151 9.8 42
G132-100 10,1 67 21,7 93
WS132 17.6 117 82 35
WS132-10 53 35 10,8 46
WS132-100 89,3 62 10,7 46
Control 15,1 100 23,4 100

Tabla 42. Resultados del analisis de concentracion celular para Zymomonas mobilis

Muestra n® 24 horas 36 horas
Concentracion % de Concentracion % de
celular (x 10%ml) | células | celular ( x 10%ml} | células

P132 7.08 86 2,97 66
P132-10 21,80 264 4,37 98
P132-100 450 54 3.35 75
A132 695 84 1,99 44
A132-10 6,13 74 4,05 91
A132-100 9,60 116 4,20 94
G132 748 a0 3.84 86
G132-10 14,75 178 2,89 65
G132-100 6,00 72 2,55 57

WS132 970 117 4.55 102
WS132-10 13,20 160 4,32 97
WS132-100 515 62 2,89 65

Control 827 100 447 100

5 Ejemplo de referencia 28 - Fermentacion en matraces agitados de muestras de celulosa usando P. stipitis
Resumen

Se ensayaron 13 muestras para la produccién de etanol en cultivo de P. stipitis sin azUcar afiadido. Se ensayaron en
presencia y ausencia de celulasa (complejo enzimatico Accellerase 1000®, Genencor). El equipamiento y los
reactivos usados para el experimento se citan a continuacion en las tablas 43-45.

10 Tabla 43. Equipamiento y frecuencia de mantenimiento

Equipamiento Fabricante Frecuencia de mantenimiento
Agitadores (2) B. Braun Biotech, Trimestral
Certomat BS-1
Espectrofotometro Unicam, UV300 Bianual

Analizador bioguimico YSI Interscience, YSI Mensual
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Tabla 44. Componentes de YSI usados en el estudio en matraces agitados

Equipamiento Catalogo n° Lote n°
Membrana para etanol YSI 2786 07L100153
Patrén de etanol YSI (3,2 g/l) 2790 012711040
Tampon para etanol YSI 2787 07M1000053
07100215
Tabla 45. Productos quimicos usados para la fermentacion en matraces agitados
Componente del medio Fabricante Referencia n° Lote n°
Urea ScholAR Chemistry 9472706 AD-7284-43
Base nitrogenada de levadura Becton Dickinson 291940 7128171
Peptona Becton Dickinson 211677 4303198
Caldo YM Becton Dickinson 271120 6278265
Complejo enzimatico Genencor Accellerase® 1000 160079133
Accellerase®
Xilosa BioChemika 95731 1304473
51707231
Glucosa Sigma G-5400 107H0245

Se prepard un cultivo inclinado de P. stipitis NRRL Y-7124 a partir de cultivo liofilizado rehidratado de ARS Culture
Collection. Una parte del material inclinado se sembro por estrias en caldo para hongos y levaduras (YM) + agar 20
g/l (pH 5,0) y se incubd a 30°C durante 2 dias. Un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenia 100 ml de medio
(glucosa 40 g/l, base nitrogenada de levadura 1,7 g/l, urea 2,27 g/l, peptona 6,56 g/l, xilosa 40 g/, pH 5,0) se inoculd
con una colonia y se incubé durante 24 horas a 25°C y 100 rpm. Después de 23 horas de crecimiento, se tomo una
muestra y se analizé la densidad dptica (600 nm en un espectrofotometro de UV) y pureza (tincion de Gram).
Basandose en estos resultados, se escogié un matraz (llamado el matraz de siembra) con una DO de 6,79 y tincion
de Gram transparente para inocular todos los matraces de ensayo.

Los recipientes de ensayo eran matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de medio (base nitrogenada
de levadura 1,7 g/l, urea 2,27 g/l, peptona 6,56 g/l). No se afiadié azlcar (glucosa o xilosa) al medio de crecimiento
del matraz. Todos los matraces se trataron en autoclave vacios a 121°C y 1,05 kg/cm? (15 psi) y se afadié medio
esterilizado por filtracién (filiro de 0,22 ym) a los matraces antes de la adicién de los materiales de ensayo. Los
materiales de ensayo no se esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara el contenido de las muestras y
la esterilizacion por filtracion no es adecuada para la esterilizacion de sélidos. Las muestras de ensayo (listadas en
la tabla 46) se afadieron en el momento de la inoculacidon (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad de
contaminacion. Ademas de las muestras de ensayo, se afiadié a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del
matraz de siembra. Los matraces que contenian la muestra P132-100 requerian la adicién de 0,4 ml de NaOH 1 M
para llevar el pH a 5,0. Los matraces se incubaron a 30°C y 150 rpm durante 96 horas.

Un conjunto de matraces duplicados por materia prima contenian el complejo enzimatico Accellerase® (1,25 ml por
matraz, la dosis mas alta recomendada es 0,25 ml por gramo de biomasa, Genencor) para intentar la sacarificacion
y fermentacion simultaneas (SSF). El otro conjunto de matraces duplicados no contenia el complejo enzimatico
Accellerase®. Se analiz6 un total de 52 matraces.

También se analizaron 6 matraces de control. Los matraces de control positivo contenian celulosa en polvo
SolkaFloc 200 NF (lote n® UA158072, International Fiber Corporation) en una concentracion de 2,5 gramos por
matraz de 100 ml (25 gramos por litro) con o sin adicion del complejo enzimatico Accellerase®. Ademas, también se
uso un control que contenia solo azucares (glucosa y xilosa).
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Tabla 46. La cantidad de cada materia prima afiadida a cada matraz

Numero Xyleco Cantidad afiadida al matraz (g/100 ml)

P132 25
P132-10 2,5
P132-100 25

A132

(&)

A132-10
A132-100
G132
G132-10
G132-100
WS132
WS132-10
WS132-100

a o0 o0 o0 o0 a0 g o O;

Muestra A

Analisis

Se analizé la concentracion de etanol de las muestras (tablas 47, 48 y 49) usando el analizador bioquimico YSI
basado en el ensayo de la alcohol deshidrogenasa (YSI, Interscience). Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm
durante 20 min y el liquido sobrenadante se almacend a -20°C. Las muestras se diluyeron a entre 0-3,2 g/l de etanol
antes del andlisis. Se analizd un patron de etanol de 2,0 g/l aproximadamente cada 30 muestras para asegurar que

se mantenia la integridad de la membrana durante el analisis.

Resultados

Tabla 47. Resultados de los matraces de control

Control Concentracion de etanol (g/l)
24 horas 36 horas 48 horas 96 horas
Contiene glucosa', sin celulosa, sin 13,20 19,00 20,60 21,60
enzima
Contiene Qelulo:s,a cris.talina '(Solka 0,00 0,00 0,00 0,00
Floe), sin azucar, sin enzima
Contiene celulosa cristalina (Solka
Floe) 25 g/l, sin azucar, 6,56 7,88 9,80 8,65

Accellerase® afadida
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Tabla 48. Resultados de los matraces de agitacion sin complejo enzimatico Accellerase® 1000

Nuamero de Concentracion de etanol (g/l)
muestra 24 horas 36 horas 48 horas 96 horas
P132 0,09 0,00 0,00 0,12
P132-10 0,02 0,01 0,02 0,17
P132-100 0,09 0,01 0,00 0,02
A132 1,74 1,94 2,59 3,70
A132-10 1,82 2,36 2,30 2,96
A132-100 0:30 0,73 1,31 2,38
G132 0,40 0,09 0,24 0,42
G132-10 0.69 0,42 0.22 0,24
G132-100 0,19 0,05 0,05 0,21
WS132 0,47 0,50 0,68 0.65
WS132-10 0,47 0,49 0,34 0,92
WS132-100 0,14 0,07 0,08 0,22
Muestra A 1,88 1,89 2,30 3,28

Tabla 49. Resultados de los matraces de agitacion con complejo enzimatico Accellerase® 1000

Nuamero de Concentracion de etanol (g/1)
muestra 24 horas 36 horas 48 horas 96 horas
P132 7,04 8,72 9,30 5,80
P132-10 4,22 4.48 4,49 1,24
P132-100 3,18 4,28 4,70 3,35
A132 2,79 2,91 2,03 4,30
A132-10 3,31 1,62 2,11 2,71
A132-100 2,06 1,92 1,02 1,47
G132 0,87 0,40 0,32 0,44
G132-10 1,38 1,04 0,63 0,07
G132-100 2,21 2,66 2,34 0,12
WS132 1,59 1,47 1,07 0,99
WS132-10 1,92 1,18 0,73 0.23
WS132-100 2,90 3,69 3,39 0,27
Muestra A 2,21 2,35 3,39 2,98

Ejemplo de referencia 29 - Ensayo de celulasa
Resumen

Se ensay6 en 13 muestras la susceptibilidad a la celulasa usando una celulasa industrial (Accellerase® 1000,
Genencor) en condiciones optimas de temperatura y pH.

Protocolo

El protocolo es una modificacion del NREL "Laboratory Analytical Procedure LAP-009 Enzymatic Saccharification of
Lignocellulosic Biomass". Se afadié una muestra de material a 10 ml de tampdn de citrato sédico 0,1 M (pH 4,8) y
tetraciclina 40 mg/ml (para prevenir el crecimiento de bacterias) en un tubo de 50 ml por duplicado. La cantidad de
muestra afiadida a cada tubo se cita en la tabla 50. Algunas muestras eran dificiles de mezclar (P132, P132-10,
P132-100), por lo tanto se afiadieron a una menor concentracion. También se incluyeron un control positivo de 0,2
gramos de celulosa en polvo SolkaFloc 200 NF (lote n® UA158072, International Fiber Corporation) y un control
negativo (sin muestra). Se afiadié a los tubos suficiente agua de 6smosis inversa (RO) para llevar el volumen a un
total de 20 ml. Tanto el tampon de citrato sédico como el agua se calentaron a 50°C antes de usar.

La enzima Accellerase® 1000 se afiadio a cada tubo con una dosis de 0,25 ml por gramo de biomasa (la dosis mas
alta recomendada por Genencor). Los tubos se incubaron en un angulo de 45° a 150 rpm y 50°C (recomendado por
Genencor) durante 72 horas. Las muestras se tomaron a las 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48 y 72 horas (tablas 52 y 53), se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 min y el liquido sobrenadante se congelé a -20°C. La concentracion de
glucosa en las muestras se analizé usando el analizador bioquimico YSI (Interscience) usando las condiciones
descritas en la tabla 51. Se preparé un patrén de glucosa de 2,5 g/l disolviendo 2,500 gramos de glucosa (Sigma n°
de cat. G7528-5KG, Lote n° 107H0245) en agua destilada. Una vez disuelta, el volumen total se llevd a 1 litro con
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agua destilada en un matraz aforado. El patron se preparé de nuevo cada semana y se almacené a 4°C.

Tabla 50. Cantidad de cada muestra afadida

Numero Xyleco Cantidad afiadida al tubo
(9/20 ml)
P132 0,5
P132-10 0,5
P132-100 0,5
A132 0,75
A132-10 0,75
A132-100 0,75
G132 0,75
G132-10 0,75
G132-100 0,75
WS132 0,75
WS132-10 0,75
WS132-100 0,75
Muestra A 0,75
SolkaFloc 200NF 0,2
(Control)
Control negativo 0

Tabla 51. Componentes YSI usados en el estudio de matraz agitado

Componente Catalogo n° Lote n°
Membrana para glucosa YSI 2365 07D100124
Tampon para glucosa YSI 2357 014614A
Resultados

Tabla 52. Resultados de ensayo de la celulasa

Numero de muestra| Concentracion de glucosa (mg/ml) en los tiempos de incubacion (horas)
0 3 6 9 12 18 24 48 72
P132 059 | 419 | 7,00 872 | 9,70 | 10,95 | 12,19 | 15,10 | 1565
P132-10 036 | 337 | 508 | 639 | 698 7,51 8,99 11,25 | 1165
P132-100 0,91 3,86 5,67 7,31 8,08 947 10,70 12,70 13,80
A132 0,39 | 1,51 1,92 | 240 | 2,64 3,04 3,30 3,90 4,06
A132-10 042 | 1,80 | 227 | 263 | 2,86 3,16 3,43 4,02 4,14
A132-100 046 | 2,09 | 272 | 316 | 3,43 3,78 4,09 4,84 5,26
G132 0,40 1,16 1,35 1562 1,60 1,67 1,85 210 2,21
G132-10 034 134 | 164 | 195 | 2,03 2,09 2,36 2,77 3,02
G132-100 0,61 1,84 2,32 2,89 3,14 3,52 3,97 4,81 5,44
WS132 0,35 1,48 1,81 214 2,26 2,50 270 3,18 3,26
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WS5132-10 044 [ 1,77 | 222 | 260 | 2,76 | 2,6-1 3,15 3.62 3.82
WS132-100 070 | 2,76 | 363 | 459 | 4,78 529 5,96 6,99 743
Muestra A 042 | 1.09 | 1,34 | 1,65 | 1,69 1,66 217 2,96 3,71

Control negativo | 0,03 [ 0,03 | 0:01 | 0,01 | 0,02 0,01 0.02 0.02 0.02
(sin muestra)
Control positive | 0,17 | 2,38 | 3,65 | 4,71 | 5,25 5,98 7,19 9,26 9,86
(SolkaFloc)

Grafica 1. Concentracion de glucosa (Los 4 productores superiores)
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La cantidad de celulosa digerida en el tubo se calculé como sigue:

g/ml de glucosa x 20 ml (volumen de muestra) x 0,9 (para corregir para la molécula de agua afadida tras la hidrélisis
de celulosa)

El porcentaje de muestra total liberada como glucosa (en la tabla 53 a continuacion) se calculé como sigue:
g de celulosa digeridos/g de muestra afiadida (véase la tabla 5 para detalles) * 100

Tabla 53. Resultados del ensayo de celulasa

Porcentaje de la muestra total liberada como glucosa (%) en el tiempo de
incubacion {(h)
0 3 6 9 12 18 24 48 72
P132 202 | 1498 | 25,16 | 31,36 | 3485 [ 39,38 | 43.81 | 54,29 56,27
P132-10 1,19 | 12,02 | 1825 | 2297 | 2506 | 27,00 | 32,29 | 40,43 41,87
P132-100 | 3,17 [ 13,79 | 20,38 | 26,28 | 29,02 | 34,06 | 38,45 | 4565 49,61
A132 0,86 3.55 458 574 6.29 7,27 7,87 9,31 2.70
A132-10 0,94 | 425 542 6,29 6,82 7,56 8,18 9,60 9,89
A132-100 | 1,03 | 494 6,50 7,56 8,18 9,05 9,77 | 11,57 12,58
G132 0,89 | 271 3,22 3,62 3.79 3,98 4,39 499 5.26
G132-10 0,74 | 3,14 3.9 4,66 4,82 4,99 5,62 6,60 7,20
G132-100 | 1,39 | 4,34 5,54 6,91 749 8,42 9,48 | 11,50 13,01
WS132 0,77 | 348 4,32 5,11 5,38 5,98 6,43 7,58 7,78
WS132-10 | 0,98 | 4,18 5,30 6,22 6,58 6,24 7.51 8,64 9,12
WS132-100 | 1,61 6,55 8,69 | 10,99 | 1142 | 1267 | 14,26 | 16,73 17,78
Muestra A | 0,94 | 254 3,19 3,70 4,01 3,96 5,16 7,06 8,86
Control
positivo 1,29 | 21,15 | 32,72 | 42,30 | 47,07 | 53,73 | 64,53 | 83,16 838,56
{SolkaFloc)

Numero de
muestra
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Ejemplo 30 - Fermentacién en matraces agitados usando Pichia stipitis
Resumen

Se llevé a cabo la fermentacién en matraces agitados usando Pichia stipitis usando 4 materiales celuldsicos que
tenian el mayor % de rendimiento de la tabla 36.

Protocolo
Los experimentos se llevaron a cabo bajo los parametros sefialados en las tablas 54-56.

Tabla 54. Equipamiento y frecuencia de mantenimiento

Equipamiento Fabricante, nombre Frecuencia de mantenimiento
Agitadores (2) B. Braun Biotech, Certomat BS-1 Trimestral
Espectrofotometro Unicam, UV300 Bianual
Analizador bioquimico YSI Interscience, YSI Mensual

Tabla 55. Componentes de YSI usados en el estudio en matraces agitados

Componente Referencia n° Lote n°
Membrana para etanol YSI 2786 07M100361

Patrén de etanol YSI (3,2 g/l) 2790 1271040
Tampon para etanol YSI 2787 07J100215

Tabla 56. Productos quimicos usados para la fermentacion en matraces agitados

Componente del medio Fabricante Referencia n° Lote n°
Urea ScholAR Chemistry 9472706 AD-7284-43
Base nitrogenada de levadura Becton Dickinson 291940 7128171
Peptona Becton Dickinson 211677 4303198
Caldo YM Becton Dickinson 271120 6278265
Xilosa Alfa Aesar A10643 10130919
Glucosa Fisher Scientific BP350-1 030064

Desarrollo de la siembra

Para los siguientes experimentos en matraces agitados, se prepararon los matraces de siembra usando el siguiente
procedimiento.

Se prepard un banco de células de trabajo de P. stipitis NRRL Y-7124 a partir de cultivo liofilizado rehidratado de
ARS Culture Collection. Crioviales que contenian cultivo de P. stipitis en glicerol al 15% en v/v se almacenaron
a -75°C. Una parte del banco de células de trabajo congelado se sembrd por estrias en caldo para hongos y
levaduras (YM) + agar 20 g/l (pH 5,0) y se incubd a 30°C durante 2 dias. Las placas se mantuvieron durante 2 dias a
4°C antes de usar. Un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenia 100 ml de medio (glucosa 40 g/, base
nitrogenada de levadura 1,7 g/l, urea 2,27 g/l, peptona 6,56 g/l, xilosa 40 g/l, pH 5,0) se inocul6 con una colonia y se
incubo durante 24 horas a 25°C y 100 rpm. Después de 23 horas de crecimiento, se tomd una muestra y se analizd
la densidad optica (600 nm en un espectrofotdmetro de UV) y pureza (tincion de Gram). Basandose en estos
resultados, se escogié un matraz (llamado el matraz de siembra) con una DO entre 4 y 8 y con una tincion de Gram
transparente para inocular todos los matraces de ensayo.

Se llevaron a cabo tres experimentos usando las muestras A132-10, A132-100, G132-10 y G132-100. En el
experimento n° 1 se ensayo la concentracion de etanol en estas cuatro muestras en concentraciones variables de
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xilosa y con concentraciones constantes de glucosa. En el experimento n° 2 se ensayd la concentracion de etanol en
estas cuatro muestras con el doble de concentraciéon de materia prima que la usada en los experimentos de la tabla
36. Finalmente, en el experimento n° 3 se ensayo la concentracion de etanol en estas cuatro muestras mientras se
variaba tanto la concentracion de xilosa como la de glucosa, simultaneamente.

Experimento n® 1 - Variacion de la concentracion de glucosa

Se ensayaron 4 muestras celulésicas (A132-10, A132-100, G132-10 y G132-100) en concentraciones variables de
xilosa citadas en la siguiente tabla 57.

Tabla 57. Composicion del medio de los matraces del experimento n° 1

Tratamiento Concentracion de xilosa Concentracion de glucosa
(gM) (gM)
100% de xilosa 40,0 40,0
50% de xilosa 20,0 40,0
25% de xilosa 10,0 40,0
1% de xilosa 4,0 40,0
0% de xilosa 0,0 40,0

Los recipientes de ensayo (un total de 40 matraces Erlenmeyer de 250 ml) contenian 100 ml de medio. Se
prepararon 5 tipos diferentes de medio con la cantidad de xilosa y glucosa indicadas en la tabla 57. Ademas, el
medio contenia base nitrogenada de levadura 1,7 g/l (Becton Dickinson n® 291940), urea 2,27 g/l (ScholAR
Chemistry n°® 9472706), y peptona 6,56 g/l (Becton Dickinson n° 211677). Todos los matraces se trataron en
autoclave vacios a 121°C y 1,05 kg/cm? (15 psi) y se afiadié medio esterilizado por filtracion (filtro de 0,22 pm) a los
matraces antes de la adicion de los materiales de ensayo. Los matraces se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 4 dias y se inspecciond la contaminacion (turbidez) antes de usar. Los materiales de ensayo no se
esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara el contenido de las muestras y la esterilizacion por
filtracién no es adecuada para la esterilizacion de sdlidos. Las muestras de ensayo (A132-10, A132-100, G132-10 y
G132-100) se anadieron en el momento de la inoculacién (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad de
contaminacion. Ademas de las muestras de ensayo, se afiadié a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del
matraz de siembra. Los matraces se incubaron a 30°C y 150 rpm durante 72 horas.

Desgraciadamente, un matraz (muestra A132-100 con 100% de xilosa) se rompi6 durante el ensayo. Por lo tanto,
todos los resultados pasadas las 24 horas de incubacién se describen como un solo matraz. Después de 72 horas
de incubacién, se afadié 100% de la cantidad original del material celuldsico (5,0 g) a los matraces de xilosa al
100% (7 matraces en total, un matraz que contenia muestra A-132-100 se rompid) y se incubaron como antes
durante 48 horas adicionales.

Tabla 58. Adicion de materia prima a matraces con xilosa al 100% en el tiempo de incubacion de 72 horas

Materia prima Anadido a las 72 horas (gramos)
A132-10 5
A132-100 5
G132-10 5
G132-100 5

Analisis

Se tomaron muestras de los 40 matraces de ensayos en los tiempos de incubacion de 0, 6, 12, 24, 36, 48 y 72
horas. Ademas, se tomaron muestras a las 24 y 48 horas después de adicion de la segunda cantidad de materia
prima en los matraces de xilosa al 100% (véase la tabla 58).

Se analizé en un total de 292 muestras la concentracién de etanol usando un analizador bioquimico YSI basado en
el ensayo de la alcohol deshidrogenasa (YSI, Interscience). Las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 20
min y el liquido sobrenadante se almacené a -20°C. Hay que indicar que en el tiempo 0 las muestras necesitaron
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filtracion a través de un filtro de jeringa de 0,45 ym. Las muestras se diluyeron a entre 0-3,2 g/l de etanol antes del
analisis. Se analizé un patrén de etanol 2,0 g/l aproximadamente cada 30 muestras para asegurar que se mantenia
la integridad de la membrana.

Se analizé en un total de 47 muestras el recuento celular. Las muestras se tomaron a las 72 horas de incubacion y
48 horas después de la adicion de mas material celuldsico. Las muestras diluidas de forma adecuada se mezclaron
con azul de Trypan al 0,05% y se cargaron en un hemocitémetro Neubauer. El recuento de las células se hizo con
40 X aumentos.

Experimento n° 2 - Analisis de 2 x concentracién de materia prima

Los recipientes de ensayo (un total de 8 matraces Erlenmeyer de 250 ml) contenian 100 ml de medio. El medio
contenia glucosa 40 g/l, xilosa 40 g/l, base nitrogenada de levadura 1,7 g/l (Becton Dickinson n® 291940), urea 2,27
g/l (ScholAR Chemistry n°® 9472706), y peptona 6,56 g/l (Becton Dickinson n° 211677). Los matraces se prepararon
como en el experimento n° 1. Las muestras de ensayo (A132-10, A132-100, G132-10 y G132-100, con 10 g por 100
ml) se afiadieron en el momento de la inoculaciéon (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad de
contaminacion. Ademas de las muestras de ensayo, se afiadié a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del
matraz de siembra. Los matraces se incubaron a 30°C y 150 rpm durante 72 horas.

Analisis

Las muestras eran de los 8 matraces de ensayo a un tiempo de incubacién de 0, 6, 12, 24, 36, 48 y 72 horas. El
analisis de etanol de las 56 muestras se llevé a cabo como para el experimento n° 1 y se dan en la tabla 59. Se llevo
a cabo un recuento celular en la muestra de 72 horas como para el experimento n° 1 y se presenta en la tabla 60.

Tabla 59. Concentracion de etanol en los matraces con doble de materia prima

Tiempo de la Concentracion de etanol (g/l)
muestra A132-10 A132-100 G132-10 G132-100
0 1,38 0,26 0,12 0,11
6 1,75 0,21 0,20 0,10
12 2,16 0,73 0,69 0,31
24 19,05 15,35 16,55 12,60
36 21,75 17,55 18,00 15,30
48 26,35 23,95 24,65 20,65
72 26,95 27,35 28,90 27,40

Tabla 60. Concentracion celular a las 72 horas de tiempo de incubacion en matraces con doble de materia prima

Muestra Concentracion celular (x 10°/ml)
A132-10 4,06
A132-100 5,37
G132-10 5,18
G132-100 4,47

Experimento n°® 3 - Variacion de las concentraciones de glucosa y xilosa

Se ensayaron 4 muestras celulésicas (A132-10, A132-100, G132-10 y G132-100) con concentraciones variables de
xilosa y glucosa como se indica en la siguiente tabla (tabla 60).

Tabla 61. Composicion del medio de los matraces del experimento n° 3

Tratamiento Concentracion de xilosa Concentracion de glucosa
(gM) (gM)
50% de azucar 20,0 20,0
25% de azucar 10,0 10,0
10% de azucar 4,0 4.0
0% de azucar 0,0 0
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Los recipientes de ensayo (un total de 32 matraces Erlenmeyer de 250 ml) contenian 100 ml de medio. Se
prepararon 4 tipos diferentes de medio con la cantidad de xilosa y glucosa indicada en la tabla 61. Ademas, el
medio contenia base nitrogenada de levadura 1,7 g/l (Becton Dickinson n® 291940), urea 2,27 g/l (ScholAR
Chemistry n® 9472706), y peptona 6,56 g/l (Becton Dickinson n® 211677). Los matraces se prepararon como en el
experimento n°® 1. Las muestras de ensayo (A132-10, A132-100, G132-10 y G132-100) se afiadieron en el momento
de la inoculacion (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad de contaminacién. Ademas de las muestras de
ensayo, se afadioé a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del matraz de siembra. Los matraces se incubaron a
30°C y 150 rpm durante 72 horas.

Analisis

Las muestras se tomaron de los 32 matraces de ensayo en un tiempo de incubacion de 0, 6, 12, 24, 36, 48 y 72
horas (véase las tablas 62-65). Se analiz6 en un total de 224 muestras la concentracion de etanol usando un
analizador bioquimico YSI basado en el ensayo de la alcohol deshidrogenasa (YSI, Interscience). Las muestras se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 min y el liquido sobrenadante se almacend a -20°C. Hay que indicar que
algunas de las muestras necesitaron centrifugacion vy filtracion a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm. Las
muestras se diluyeron a entre 0-3,2 g/l de etanol antes del analisis. Se analizé un patron de etanol de 2,0 g/l
aproximadamente cada 30 muestras para asegurar que se mantenia la integridad de la membrana YSI.

Tabla 62. Resultados de etanol de la muestra A-132-10

Tiempo Concentracion de etanol (g/l)
de la 0% 10% 25% | 50% | 100% 0% 10% 25% 50%
muestra | Xilosa | Xilosa | Xilosa | Xilosa | Xilosa [Azicares®| Azucares™ |Azucares”| Azocares®
0 0,43 0,42 0,42 0,41 0,39 0,53 0,57 0,56 0,56
6 1,16 1,16 1,15 1,16 1,12 0,93 0,91 0,83 0.88
12 1,72 1,86 1,71 1,79 1,90 1,21 213 2,47 232
24 1555 | 1590 [17,05| 17,05 | 16,95 1,02 4,88 9,77 13,35
36 17,10 | 17,40 | 20,25 | 21,35 | 20,25 1,29 427 9,99 17,55
48 16,40 | 17,06 [ 19,70 | 23,00 | 26,80 1,47 3,03 8,33 16,60
72 15,15 | 1555 [ 1925 21,85 | 28,00 1,14 1,52 5,08 14,20
24 horas
después -- -- -- -- 23,15 - - -- --
de adicion
48 horas
después | -- -- - - 21,55 - - - -
de adicion

*Analisis del experimento n® 3
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Tabla 63. Resultados de etanol de la muestra A-132-100

Tiempo Concentracidn de etanol {g/I)
dela 0% 10% 25% 50% 100% 0% 10% 25% 50%
muestra | Xilosa | Xilosa | Xilosa | Xilosa | Xilosa |Azucares*|Azucares*|Azucares*|Azucares®
0 0,11 0,09 0,17 0,20 0,18 0,12 0,14 0,09 0,13
6 0,13 0,15 0,15 0,15 0,14 0,10 0,11 0,11 0,13
12 0,88 1,00 1,18 1,25 0,89 0,18 1,58 1,55 1,57
24 15,90 | 15,70 | 16,50 | 16,05 |14,60**| 0,18 3,33 7,99 11,15
36 16,00 17,90 16,90 19,45 |17,80** 0,21 2,85 8,37 16,10
48 15,75 | 16,70 | 19,30 | 22,15 [27,00**| 0,54 1,47 7,54 15,60
72 14,85 | 15,35 | 18,55 | 21,30 |28,50**| 0,78 0,51 4,47 12,90
24 horas
después -- - - - 24,80%* - -- - -
de adicién
48 horas
después -- -- -- -- 23,60** -- -- -- --
de adicién
*Analisis del experimento n° 3
**Todos los resultados basados en el analisis de un matraz
Tabla 64. Resultados de etanol de la muestra G132-10
Tiempo Concentracién de etanol (g/l)
dela 0% 10% 25% 50% 100% 0% 10% 25% 50%
muestra | Xilosa | Xilosa | Xilosa | Xilosa | Xilosa |AzUcares*|Azicares* Azdcares*|Azucares®
0 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,05 0,05 0,05 0,06
6 0,14 0,13 0,14 0,14 0,13 0,11 0,12 0,11 0,12
12 1,01 0,96 1,00 0,87 1,14 0,48 1,60 1,79 1,71
24 1590 | 15,70 | 16,30 16,05 | 14,60 0,13 3,96 8,54 11,10
36 1510 | 17,45 | 16,80 18,756 | 22,15 0,09 3,02 8,69 16,55
48 1595 | 16,90 | 19,25 | 21,10 | 24,00 0,07 2,05 8,10 16,50
72 1350 | 1580 | 18,55 | 21,25 | 26,55 0,09 0,11 5,55 14,15
24 horas e -- -- -- 24,95 -- -- -- --
después
de adicién
48 horas -- -- - - 24,20 - - -- -
después
de adicion

*Analisis del experimento n° 3
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Tabla 65. Resultados de etanol de la muestra G132-100

Tiempo Concentracion de etanol g/l-)
de la o% | 198 | P | 0% lacewmen | 0% 10% 25% 509
muestra Xilosa Xilosa Xilosa xﬁosa Xilosa Azlcares® | Azldcares™ Azicares* Azlcares
R 0,04 0,04 0,04 0,04 . 0,05 0,05 0,05 0,05 0,0¢
6 0,07 0,07 0,08 0,08 0,07 0,04 0,05 0,05 £,0¢
12 0,60 0,56 0,67 0,58 0,71 0,13 1,37 1,48 1,44
24 13,06 14,45 14,90 13,85 12,05 0,03 3,67 7,62 10,5
36 15,10 17,10 18,25 18,20 19,25 0,01 3,08 8,73 ] 16,1
48 14,40 17,00 19,35 | 22,55 24,45 0,01 1,91 7,76 15,8
72 14,70 15,40 18,45 22,10 27,55 0,03 0. 5,08 14,3
24 horas
despusés - -- - - 25,20 - - - --
de adicion
48 horas
después - - - - 24,80 - - - -
de adicion

*Analisis del experimento n® 3

Las muestras se tomaron a las 72 horas de incubacion para los recuentos celulares (véase las tablas 66-67). Las
5 muestras diluidas de forma adecuada se mezclaron con azul de Trypan al 0,05% y se cargaron en un hemocitémetro
Neubauer. El recuento de las células se hizo con 40 X aumentos.

Resultados

Un matraz de siembra se uso6 para inocular todos los matraces de ensayo del experimento n° 1 y n® 2. La densidad
optica (600 nm) del matraz de siembra medida era 5,14 y la concentracion celular era 4,65 x 10° células/ml (tablas
10 65- 66) Por lo tanto, la concentracion inicial de las células en los matraces de ensayo era aproximadamente 4,65 x

10° células/ml.

Un segundo matraz de siembra se uso para inocular los matraces del experlmento n° 3. La densidad 6ptica (600 nm)
del matraz de siembra era 5,78 y la concentracion celular era 3,75 x 108 celulas/ml Por lo tanto, la concentracion
inicial de las células en los matraces de ensayo era aproximadamente 3,75 x 10° células/ml.

15 Tabla 66. Recuentos celulares en el tiempo de incubacién de 72 horas

Muestra Concentracion celular ( x 10%/ml)

0% 10% 25% 50% 100 % 0% 10 % 25 % 50%

xilosa xilosa azUcar azUcar azlcar
xilosa xilosa xilosa azUcar

A132-10 0,37 0,63 3,72 4,92 4.05 0,26 0,22 0,26 1,54
A132-100 0,99 1,07 0,99 0,78 1,97 0,03* 0,33 0,44 1,81
G132-10 0,95 4,50 2,67 2,67 3,82 0,01* 0,17 0,49 1,92
G132-100 6,53 4,02 4,84 4,47 5,29 0,01* 0,33 0,89 2,22

*Las muestras estaban muy contaminadas después de 72 horas de crecimiento. Esto se espera porque Pichia no
crecia bien sin azucar afiadido, y los contaminantes (de las muestras no estériles) son capaces de crecer mas que
Pichia.

Tabla 67. Recuentos celulares en el tiempo de incubacion de 48 horas después de adicion (100% de xilosa y
20 glucosa)

Muestra Concentracion celular ( x 10%/ml)
A132-10 10,17

A132-1 GO 3,38
G132-10 3,94

G132-100 6,53
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Ejemplo 31 - Ensayo de toxicidad de muestras lignocelulésicas contra P. stipitis y S. cerevisiae

Resumen

Se analizé en 37 muestras la toxicidad contra dos cultivos productores de etanol, Saccharomyces cerevisiae y Pichia
stipitis. En este estudio, se afiadié glucosa a las muestras con el fin de distinguir entre la inanicion de los cultivos y la
toxicidad de las muestras.

Tabla 68. Condiciones para el ensayo de toxicidad

Variable Organismo

Saccharomyces cerevisiae ATCC 24858

Pichia stipitis NRRL Y-7124

Volumen de inoculacién (ml)

0,51

(objetivo 6-7 x10° células/ml)

1

(objetivo 3-4 x10° células/ml)

Repeticion del ensayo

Matraces individuales

Temperatura de incubacion (+ 1 °C)

25°C

25°C

Velocidad del agitador (rpm)

200

125

Tipo de recipiente

Matraz Erlenmeyer de 500 ml

Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Volumen de medio

100 ml

100 ml

Tiempo de incubacion total (horas)

72

72

Analisis de etanol (horas)

0, 6,12, 24, 36, 48,72

0,6, 12, 24, 36, 48,72

Recuentos celulares (horas)

24,72

24,72

pH

0 horas

0 horas

Protocolo

Se indica un resumen del protocolo usado en la tabla 68. Se indica una descripcién de los productos quimicos
usados en el ensayo de toxicidad en la tabla 69. Se realizaron dos matraces de control (sin muestra afadida) para
cada microorganismo para cada semana de ensayo. Se analizaron un total de 82 matraces.

Durante los experimentos, no aparecié etanol ni células en los matraces de P. stipitis que contenian las muestras C,
C-1e, C-5e, y C-10e en las primeras 24 horas de incubacion. Con el fin de confirmar los resultados, se repitio el
ensayo. El segundo ensayo confirmé algo de inhibicion del crecimiento de P. stipitis cuando las muestras C, C1E,
C5E, y C10E se afiadieron a los matraces.

Tabla 69. Productos quimicos y materiales usados para el ensayo de toxicidad

Componente del medio Fabricante Referencia n° Lote n°
Urea ScholAR Chemistry 9472706 AD-7284-43

Base nitrogenada de levadura Becton Dickinson 291940 7128171
Peptona Becton Dickinson 211677 4303198
Xilosa Alfa Aesar A10643 10130919
Glucosa Sigma G-5400 107H0245

Extracto de levadura Becton Dickinson 288620 4026828
Caldo YM Becton Dickinson 271120 6278265
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Tabla 70. Componentes YSI usados en el estudio de toxicidad

Componente Catalogo n°
Membrana para etanol YSI 2786
Patrén de etanol YSI (3,2 g/l) 2790
Tampén de etanol YSI 2787

Muestras de ensayo

Siete muestras de ensayo (todas con la designacion C) se molieron usando un molinillo de café para muestras
pequefas. Las muestras se molieron hasta un tamafo de particulas uniforme (entre muestras) a simple vista. La
muestra nimero C-100e se molié facilmente a un tamario de particulas pequeio.

Todas las muestras se afiadieron a los matraces en una concentracion de 50 gramos por litro con la excepcion de
las seis muestras P (25 gramos por litro). Estas muestras eran de color blanco a blanquecino y visualmente
esponjosas Yy los matraces no se mezclaban adecuadamente (no hay suficiente liquido libre) en la concentracion de
50 gramos por litro. Las muestras S se disolvieron facilimente y en el futuro se podrian afiadir a los matraces en una
concentracion mayor. Las muestras A y G se podrian afiadir con 100 gramos por litro en el futuro.

Se llevaron a cabo ensayos usando los dos microorganismos como se describe a continuacion.
Saccharomyces cerevisiae ATCC 24858 (American Type Culture Collection)

Se prepar6 un banco de células de trabajo de S. cerevisiae ATCC 24858 a partir de un cultivo liofilizado rehidrato
obtenido de la American Type Culture Collection. Crioviales que contienen cultivo de S. cerevisiae en glicerol al 15%
en v/v se almacenan a -75°C. Una parte del material del banco de trabajo congelado se sembrara en estrias sobre
un caldo para hongos (YM) + agar 20 g/l (pH 5,0) y se incubara a 30°C durante 2 dias. Un matraz Erlenmeyer de 250
ml que contenia 50 ml de medio (glucosa 20 g/l, extracto de levadura 3 g/l y peptona 5,0 g/l, pH 5,0) se inocul6 con
una colonia de la placa de YM y se incub6 durante 24 horas a 25°C y 200 rpm. Después de 23 horas de crecimiento,
se tomd una muestra y se analizo la densidad 6ptica (600 nm en un espectrofotometro de UV) y pureza (tincion de
Gram). Basandose en estos resultados, se escogié un matraz (llamado el matraz de siembra) con una DO de 9-15 y
tincion de Gram transparente para inocular todos los matraces de ensayo Después de 23 horas de cultivo, el matraz
de siembra tenia una DO baja (5,14) y recuento celular (1,35 x 10% células/ml). Hay que indicar que la colonia
tomada de la placa de siembra era menor de la habitual. Por lo tanto, se afiadieron 0,5 ml de material de siembra
(contrariamente a lo planeado de 0,1 ml) a cada recipiente de ensayo.

Los recipientes de ensayo eran matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenlan 100 ml de medio estéril descrito
antes. Todos los matraces se trataron en autoclave a 121°C y 1,05 kg/cm? (15 psi) antes de la adicién de los
materiales de ensayo. Los materiales de ensayo no se esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara el
contenido de las muestras. Las muestras de ensayo se afiadieron en el momento de la inoculacion (en lugar de
antes de) para reducir la posibilidad de contaminacién. Ademas de las muestras de ensayo, se afiadieron a cada
matraz 0,5-1,0 ml (0,5-1,0% en v/v) de material del matraz de siembra. Los matraces se incubaron como se ha
descrito antes durante 72 horas.

Pichia stipitis (ARS Culture Collection)

Se prepar6 un banco de células de trabajo de P. stipitis NRRL Y-7124 a partir de cultivo liofilizado rehidratado de
ARS Culture Collection. Crioviales que contenian cultivo de P. stipitis en glicerol al 15% en v/v se almacenan
a -75°C. Una parte del banco de células de trabajo congelado se sembro por estrias en caldo para hongos (YM) +
agar 20 g/l (pH 5,0) y se incubd a 30°C durante 2 dias. Las placas se mantuvieron durante 5 dias a 4°C antes de
usar. Un matraz Erlenmeyer de 250 ml que contenia 100 ml de medio (glucosa 40 g/l, base nitrogenada de levadura
1,7 g/l, urea 2,27 g/l, peptona 6,56 g/l, xilosa 40 g/I, pH 5,0) se inoculd con una colonia y se incubé durante 24 horas
a 25°C y 125 rpm. Después de 23 horas de crecimiento, se tomd una muestra y se analizé la densidad o6ptica (600
nm en un espectrofotdometro de UV) y pureza (tinciéon de Gram). Basandose en estos resultados, se escogié un
matraz (llamado el matraz de siembra) con una DO de 5-9 y con una tincién de Gram transparente para inocular
todos los matraces de ensayo.

Los recipientes de ensayo eran matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de medio estéril descrito
antes. Todos los matraces se trataron en autoclave vacios a 121°C y 1,05 kg/cm? (15 psi) y se afadié medio
esterilizado por filtracién (filiro de 0,22 ym) a los matraces antes de la adicién de los materiales de ensayo. Los
materiales de ensayo no se esterilizaron, ya que el tratamiento en autoclave cambiara el contenido de las muestras y
la esterilizacion por filtracion no es adecuada para la esterilizacion de sélidos. Las muestras de ensayo se afiadieron
en el momento de la inoculacién (en lugar de antes de) para reducir la posibilidad de contaminacién. Ademas de las
muestras de ensayo, se afiadié a cada matraz 1 ml (1% en v/v) de material del matraz de siembra. Los matraces se
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incubaron como se ha descrito antes durante 72 horas.
Analisis

Se tomaron muestras de los matraces de siembra justo antes de inoculacion y de cada matraz de muestra a las 24 y
72 horas y se analizé la concentracion celular usando recuentos directos. Muestras adecuadamente diluidas de S.
cerevisiae y P. stipitis se mezclaron con azul de Trypan al 0,05%, se cargaron en un hemocitémetro Neubauer. Las
células se contaron con 40 X aumentos.

Se tomaron muestras de cada matraz a las 0, 6, 12, 24, 36, 48 y 72 horas y se analiz6 la concentracion de etanol
usando un analizador bioquimico YSI basado en el ensayo de la alcohol deshidrogenasa (YSI, Interscience). Las
muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 min y el liquido sobrenadante se almacend a -20°C. Las
muestras se diluyeron a 0-3,2 g/l de etanol antes del andlisis. Se analizé6 un patrén de etanol de 2,0 g/l
aproximadamente cada 30 muestras para asegurar que se mantenia la integridad de la membrana durante el
analisis.

Calculos

Se usaron los siguientes calculos para comparar los recuentos celulares y la concentracion de etanol con los
matraces de control.

% de rendimiento = (concentracion de etanol en el matraz de ensayo/etanol en el control)*100%
células = (numero de células en el matraz de ensayo/nimero de células en el matraz de control)*100
Resultados

El matraz de siembra de S. cerevisiae tenia una densidad 6ptica (600 nm) de 5,14 y una concentracion celular de
1,35 x 10® células/ml. Una mitad del material del matraz de siembra se afiadié a cada uno de los matraces de
ensayo. Por lo tanto, la concentracion celular de partida en cada matraz era 6,75 x 10%ml. Durante la segunda
semana de ensayo, el matraz de siembra de S. cerevisiae tenia una densidad 6ptica (600 nm) de 4,87 y una
concentracion celular de 3,15 x 107 células/ml. Se afadié 1 ml del material del matraz de siembra a cada uno de los
matraces de ensayo. Por lo tanto, la concentracion celular inicial en cada matraz era 6,30 x 10%ml. El pH de los
matraces de siembra de S. cerevisiae en el tiempo de toma de muestra de 0 horas se presenta en la tabla 71. El pH
del contenido de los matraces esta dentro del pH 6ptimo para el crecimiento de S. cerevisiae (pH 4-6). No se
requeria ajuste del pH.
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Tabla 71. pH de los matraces de S. cerevisiae en el tiempo de toma de muestra de 0 horas

Numero de PH NOmero de PH
muestra muestra
P 5,04 C 5,46
P1E 4 .99 C1E 5,54
P5E 5,04 C5E 5,50
P10E 4,98 C10E 5,33
P50E 4 67 C30E 5,12
P100E 443 C50E 4.90
G 5,45 C100E 4,66
G1E 547 ST 5,11
G5E 5,46 ST1E 5,06
G10E 5,39 ST5E 4,96
G50E 5,07 ST10E 4,94
A 572 ST30E 5,68
AE 5,69 STS0E 4,48
ASE 562 ST100E 4,23
A10E 561 control A 5,02
A50E 574 control B 5,04
S* 510
S1E 5,08
S5E 5,07
S10E 5,04
S30E 484
S50E 457
S100E 4,33

*”S” se refiere a sacarosa
*'C” se refiere a maiz
*'ST” se refiere a almidén

La concentracion de etanol y el rendimiento en los matraces de S. cerevisiae se presentan en las tablas 72 'y 73. Las
mayores concentraciones de etanol fueron producidas por la serie S.
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Tabla 72. Concentraciones de etanol en matraces de S. cerevisiae

Namero de Concentracion de etancl (g/l) a los siguientes tiempos (horas)
muestra 0 6 12 24 36 418 72
P 0,02 0,04 0,38 5,87 7,86 5,41 1,04
P1E 0,03 0.03 0,28 5,10 8.03 5,46 0,58
P5E 0,03 0,04 057 8,84 6,38 3,40 0,04
P10E 0,06 0,05 0,65 6,63 7,66 5,57 1,40
P50E 0,04 0,03 0,26 2,80 5,85 8,59 5,68
P100E 0,04 0,02 0,12 3,64 8,26 7,51 3,03
G 0,04 0,04 0,57 10,20 8,24 6,66 2,84
G1E 0,04 0,05 0,46 10,20 9,24 6,94 2,84
G5E 0,11 0,11 0,44 10,00 87 6,36 0,88
G10E 0,05 0,04 0,40 9,97 8,41 5,79 0,11
G50E 0,05 0.05 0,48 9,72 8.33 6,13 2,38
A 0,29 0,38 0,48 8,43 8,76 7.09 4 66
A1E 0,34 0,44 0,79 9,66 89 7,18 2,64
ASE 0,55 0,45 0,99 9,44 8.96 7.56 3,80
A10E 0,55 0,55 0,93 9,58 8,33 6,28 1,40
AS0E 0,22 0,08 0,38 9,38 8,01 5,99 0,98
S 0,03 0,03 0,39 5,73 7,06 10,10 15,90
S1E 0,05 0,06 0,31 7.24 9,52 12,10 14,90
S5E 0,02 0,05 0,34 5,87 7.68 11.90 19,00
S10E 0,03 0,04 0,35 5,88 7,72 11,50 19,30
S30E 0,03 0,05 0.09 5,94 7,97 11,20 20,40
S50E* 0,13 0,19 0,47 5,46 7,96 13,00 18,30
S100E 0,11 0,10 0,21 7,00 10,6 13,80 12,70
C 0,01 0,04 0,32 8,47 7,57 5,48 6,40
C1E 0,00 0,06 0,37 8,93 7,86 5,99 1,37
C5E 0,03 0,05 0,48 9,32 7,92 5,69 1,41
C10E 0,02 0,04 0,52 9,14 7,67 534 0,35
C30E 0,02 0,05 0,28 9,15 8,15 5,84 247
C50E 0,03 0,06 0,44 9,31 7,79 5,78 1,79
CI100E 0,03 0,06 0.58 9,06 6,85 5.95 1,09
ST 0,02 0,05 0,99 8,54 6,69 5,09 0,42
ST1E 0,03 0,04 0,70 8,87 7,29 4,81 1,04
ST5E 0,02 0,04 052 8,61 7,16 497 0,85
ST10E 0,02 0,05 0,33 8,97 7,05 5,26 0,68
ST30E 0,03 0,04 0,71 8,47 6,96 4,89 0,21
ST50E 0,04 0,07 0,34 8,46 8,19 7.04 3,20
ST100E 0,03 0,10 0,30 9,30 8,62 7,29 4,23
Control A 0,01 0,07 0,85 5,92 8,18 7,81 6,26
Control B 0,01 0.04 0.27 4 86 6,43 8.01 6,75
Control A* 0,04 0,21 1,36 5,19 7.31 7,55 5,16
Control B* 0,03 0,20 1,18 5,16 5,96 7,62 5,32

*analizado la semana 2

Véase la tabla 72 para la clave del numero de muestra
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Tabla 73. Rendimiento en matraces de S. cerevisiae

Numere de Rendimiento (%) a los siguientes tiempos (horas)
muestra 24 36 43 72
P 108,9 1076 68,4 16,0
P1E 94,6 109,9 69,0 89
P5E 164,0 87.3 43,0 0,6
P10E 123,0 104,9 70,4 21,5
P50OE 51,9 80,1 108.6 87,3
P100E 675 1131 94 .9 46,5
G 189,2 112,8 84,2 43,6
G1E 189,2 126.5 87,7 43,6
GhGE 185,65 119 1 80,4 13,5
G10E 185,0 115,1 73,2 1,7
G50E 180.3 1140 77.5 36,6
A 156.4 1199 89,6 716
A1E 179,2 121,8 90,8 40,6
AGE 175.1 1227 95,6 58,4
A10E 177.7 114.0 794 21,5
ABOE 174.,0 109,7 75,7 15,1
S 106.3 26,6 127,7 244 2
S1E 134,3 130,3 153,0 2289
S5E 108,9 105,1 150,4 2919
S10E 1091 105,7 1454 296,5
S30E 110.2 1091 141.6 313.4
S50E* 105,5 119,9 171,3 349,2
S100E 129.9 1451 1745 1951
C 157 1 103,6 693 98,3
G1E 165,7 107.6 75,7 21,0
C5E 1729 108.4 71,9 21,7
C10E 169,6 105,0 675 54
C30E 169,8 111,6 73,8 37,9
CH0E 172,7 106,6 73,1 27,5
C100E 1681 93,8 75,2 16,7
ST 158,4 91,6 64,3 6,5
ST1E 164,6 99,8 60,8 16,0
ST5E 159,7 98,0 628 13,1
ST10E 166,4 96,5 66,5 10,4
ST30E 1571 95,3 61,8 3,2
STS0E 157.0 1121 89.0 492
ST100E 172.5 118,0 922 65,0
Control A 109,8 112,0 98,7 96,2
Control B 90,2 88,0 101.3 103,7
Control A* 100,3 110, 1 995 98,5
Control B* 99,7 89,8 100,4 101,5

*analizado la semana 2

La concentracion celular y el % de células en los matraces de S. cerevisiae se presentan en la tabla 74. Se
observaron recuentos de células altos en todos los matraces; sin embargo, no parecia que todas las células
estuvieran haciendo etanol.
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Tabla 74. Recuentos celulares y % de células de S. cerevisiae
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NGmero de Hecgento de caélulas % de células
muestra (células X 10°/ml) (recuento/recuento del control)*100
24 horas 72 horas 24 horas 72 horas
P 0,62 0,96 97,7 139,0
P1E 0,35 1,18 54,1 170,9
P5E 1,13 1,93 177.3 2795
P10E 0,59 1,42 91,8 205,86
P50E 0,32 1,40 494 202.8
P100E 0,45 1,94 70,6 281.0
G 0,74 3,48 116,5 504.,0
G1E 0,68 3,65 1071 528,6
G5E 0,62 3,87 96,5 5605
G10E 0,70 2,73 109,5 3954
G50E 0,46 2,10 71,8 304,1
A 0,55 3,53 86,0 511.2
AlE 0,83 3,45 130,7 4996
ASE 0,67 3,53 104.8 511,2
A10E 0,63 1,95 83,6 282 4
AS0E 0,66 1,62 103,5 234.,6
S 0,44 1,11 69.5 160.8
S1E 0,44 1,10 68,2 159.3
S5E 0,23 0,99 36,5 143,4
S10E 0,39 0,73 61,2 105.4
S30E 0,31 0,71 48.3 1021
S50E* 0,44 0,90 86,5 196,5
S100E 0,53 0,84 82,4 121,7
C 0,45 1,81 70.6 262 1
C1E 0,71 2,40 110,6 3476
C5E 0,53 2,33 83,6 337.4
C10E 0,77 1,55 120.0 2245
C30E 0,75 1,80 117.6 260,7
C50E 0,64 1,70 100,1 246,2
C100E 0,81 1,51 1271 2187
ST 0,75 1,75 117.6 253,4
ST1E 0,57 1,36 89,4 197.0
ST5E 0,58 1,49 90,7 215.8
ST10E 0,61 1,32 954 191,2
ST30E 0,59 0,60 91,8 86,9
STH0E 0,59 1,30 91,8 188.3
ST100E 0,41 1,24 635 179.6
Control A 0,81 0,79 127.1 1141
Control B 0,47 0.59 729 85,9
Control A* 0,66 0,42 131,2 NM,7
Control B 0,35 0,50 69,0 108.1

Los matraces de siembra de P. stipitis tenian una densidad o6ptica (600 nm) de 5,01 y una concentracion celular de
3,30 x 10° células/ml. Se afiadié 1 ml del material del matraz de S|embra a cada uno de los matraces de ensayo. Por
lo tanto, la concentracién de células inicial en cada matraz era 3,30 x 10%ml. Durante la segunda semana de ensayo,
el matraz de siembra de P. stipitis tenia una densidad 6ptica (600 nm) de 5,45 y una concentracion celular de 3,83 x
10® células/ml. Se afiadio 1 ml del material del matraz de siembra a cada uno de los matraces de ensayo. Por lo
tanto, la concentracion de células inicial en cada matraz era 3,83 x 10%/mil. El pH de los matraces de P. stipitis en el
tiempo de toma de muestra de 0 horas se presenta en la tabla 75. El pH del contenido de los matraces estaba dentro
del pH 6ptimo para el crecimiento de P. stipitis (pH 4-7). No se requeria ajuste del pH.
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Tabla 75. pH de matraces de P. stipitis en el tiempo de toma de muestra de 0 horas
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Namero de muestra pH Namero de muestra pH
P 4,91 c 5,36
P1E 4,87 C1E 5,30
P5E 4,90 C5E 5,29
P10E 4,78 C10E 5,08
PS0E 4,46 C30E 4,89
FP100E 4,24 CS50E 4,70
G 5,45 C100E 4,59
G1E 543 ST 4,93
G5E 5,48 ST1E ~4.90
G10E 5,32 ST5E 4,81
G50E 4,99 ST10E 4,83
A 569 ST30E 4,91
A1E 5,66 ST50E 4,24
ASE 5,60 ST100E 4,07
A10E 5,58 control A 4,03
ASQE 5,69 control B 4,91
S 5,00
S1E 4,94
S5E 4,86
S10E 478
S30E 4,51
SHOE 4,27
S$100E 408

La concentraciéon de etanol y el rendimiento en los matraces de P. stipitis se presentan en las tablas 76 y 77. Las
mayores concentraciones de etanol eran de la serie G y A. Los matraces C-30e, C-50e y C-100e también contenian
concentraciones altas de etanol. La concentracion celular y el % de células en los matraces de P. stipitis se
presentan en la tabla 78. Se observaron concentraciones celulares bajas en los matraces con la designacion S.
También se observaron recuentos celulares bajos en los matraces que contenian las muestras C, C1E, C5E y C10E

en el tiempo de toma de muestra de 24 horas.
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Tabla 76. Concentraciones de etanol en matraces de P. stipitis

Numero de Concentracién de etanol (g/l) a los siguientes tiempos (horas)

muestra 0 6 12 24 36 48 72
P 0,01 0,05 0,26 4,98 8,57 14,10 17,00
P1E 0,02 0.03 0,04 4.24 9.03 12,40 17.30
PSE 0,02 0,03 0,42 6,72 12,40 15,60 18.60
P10E 0,02 0,02 0,01 1,38 8,69 13,00 17,00
PS0E 0,01 0,02 0,02 0.03 3,77 10,50 16,90
P100E 0,02 0,03 0,02 3,75 10,60 15,60 18.80
G 0,02 0,08 0,20 10,80 17,70 19,40 25,40
G1E 0,04 0,12 0,50 12,20 19.60 23,80 28,60
G5HE 0,07 0,14 0,73 12,50 19,10 24 .50 27,50
G10E 0,04 0,19 0,42 10,20 19,10 22,90 28,20
GB0E 0,05 0,22 0.25 8.73 18.40 22,20 28,00
A 0,13 0,28 0,82 16,10 19,40 19,30 18.60
A1E 0,22 0,59 1,08 16,10 22,40 27,60 27,70
ALE 0,32 0.43 0.43 10,60 22,10 27,10 28,10
A1QE 0,33 0,61 1,15 14,90 22,00 27,10 27,90
ABOE 0,30 0,10 0,47 13,40 20,20 24,80 27,10
S 0,01 0,01 0,26 3.68 7,50 10,20 13,30
S1E 0,02 0,02 0,22 4,98 9,22 11,60 14,20
S6E 0,02 0,02 0,19 4,25 8,50 11,70 14,70
S10E 0,03 0,02 0,17 2,98 8,87 11,90 14,7,0
S30E 0,08 0,05 0.03 2,96 8,73 12,80 16,60
S50E 0,08 0,05 0,04 2,24 6,13 7,85 12,50
S100E 0,11 0,10 0,08 3,36 7,82 10,50 13,90
c* 0,02 0,03 0.05 0.23 1,66 2,68 6,57
C1E* 0,03 0,03 0,03 0,07 0,95 1,85 10,20
C5E* 0,03 0,02 0,04 0,05 0,37 1,59 4,80
C1QE~ 0,03 0,04 0.04 0.05 3.91 15,20 28.30
C30E 0,01 0,03 0,60 12,30 21,20 26,00 27,20
C50E 0,02 0,02 0,45 12,30 19,50 23,80 29,20
C100E 0,05 0.04 0.38 11.40 18.70 22,90 27,70
ST 0,03 0,03 0,37 6,69 10,70 13,50 10,90
ST1E 0,01 0,00 0,48 5,24 9,37 12,50 15,70
STSE 0,02 0.03 0,29 5.45 10.10 11,90 14,70
STI10E 0,02 0,02 0,42 5,60 9,44 12,20 14,90
ST30E 0,05 0,04 0,73 5,70 9,50 12,10 15,20
ST5H0E 0,02 0.05 0,19 5.16 9.47 12,70 15,20
ST100E* 0,07 0,15 0,11 4,98 10,70 15,40 18,80
Control A 0,02 0,03 0,37 4,05 7,50 9,24 11,50
Control B 0,02 0.02 0.30 4.22 7.44 244 11.50
Caontrol A* 0,02 0,05 0,69 4,86 8,69 11,10 16,40
Control B* 0,02 0,05 0,74 5,96 10.80 13,00 14.00

*analizado la semana 2
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Tabla 77. Rendimiento en matraces de P. stipitis

Numero de Rendimiento (%) a los siguientes tiempos (horas)

muestra 24 36 48 72
P 120,3 114,7 151,0 147.8
P1E 102,4 120,9 132,8 1504
P5E 162,3 166,0 167,0 161,7
P10E 33.3 118.3 139,2 1478
P50E 0,7 50,5 1124 1470
P100E 90,6 140,6 167,0 163,5
G 2609 236.9 207,7 220,9
G1E 2047 2624 254,8 2487
G5E 301,9 255,7 262,3 239,1
G10E 2464 255.7 2452 2452
G50E 2109 246.,3 237,7 2435
A 3889 259,7 206,86 161,7
AlE 388,9 299.9 295,5 240,9
ASE 256,0 2959 290,1 244 3
A10E 3599 2045 290,1 242 6
AS0E 323,7 2704 265,5 2357
S 88,9 100,4 109,2 115,7
S1E 120,3 1234 124,2 123,5
S5E 102,7 113.8 1253 1278
S10E 72,0 118,7 127.4 127.8
S30E 71,5 116,9 134,9 143,5
S50E 541 82,1 85,1 108,7
S100E 81,2 104,7 1124 1209
c* 4,2 17,0 22,2 43,2
C1E* 1.4 9,7 15,4 67.1
C5E* 0,9 3,8 13,2 31,6
C10E® 0,9 40,1 126,1 246,1
C30E 2971 283.8 278,4 236,5
C50E 2971 261,0 254,8 253,9
C100E 2754 250.3 245,2 240,9
ST 161,86 143,2 144,5 94.8
STI1E 126:6 125,4 133,8 136,5
STSE 131,6 135,2 127,4 127.8
ST10E 135,3 126.4 130,6 1296
ST30E 137,7 127.2 129,6 132,2
STS0E 124,6 126,8 136,0 132,2
ST100E* 120,3 108,7 127,8 123,7
Control A 97.8 100,4 98,9 100,0
Control B 101,9 99,6 101,1 100,0
Control A* 89.8 89,1 92,1 107.9
Control B* 110,2 110,8 107.9 92.1

*analizado la semana 2
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Tabla 78. Recuentos celulares y % de células de P. stipitis

NGmero de Recgento de cgélulas % de celulas
muestra (células X 10°/ml) (recuento/recuento del control)*100
24 horas 72 horas 24 horas 72 horas
P 2,78 11,00 80,6 148,0
P1E 210 7,20 60,9 26,9
P5SE 2,93 9,68 84,9 130,3
P10E 1,42 7,73 41,2 104,0
P50OE 0,33 8,63 9.6 116,2
P100E 1,58 8,25 45,8 111,0
G 1,50 14,20 43,5 1911
G1E 3,90 8,10 113,0 109,0
G5E 2,93 6,45 84,9 86,8
G10QE 4,35 13,30 126,1 179,0
G50E 3,75 11,60 108,7 1561
A 7,43 8,55 2154 115,1
A1E 4,13 9,53 1197 128,3
ALE 3,68 9,75 106,7 1312
A10E 4,50 7,50 130,4 100,9
ASQE 6,23 5,33 180,6 71,7
S 3,53 5,55 102,3 747
S1E 3,00 3,30 87,0 44 4
S5E 3,68 3,00 106,7 40,4
S10E 1,73 5,78 501 77,8
S30E 2,55 5,48 73,9 738
S50E 2,63 6,15 76,2 82,8
S100E 2,25 4,43 65,2 59,6
c* 0,00 0,26 0,00 7.2
GC1E* 0,00 0,36 0,00 9,9
C5E* 0,00 0,08 0,00 2,1
C1QE* 0,00 5,85 0,00 160.7
C30E 5,78 4,20 167,56 56,5
C50E 3,40 7,35 98,6 98,9
C100E 1,98 6,60 574 88,8
ST 2,55 7,65 73,9 103,0
ST1E 2,00 8,70 58,0 117,1
STSE 1,85 6,75 53.6 20,8
ST10E 1,83 5,40 53,0 727
ST30E 2,78 6,15 80,6 82,8
STS0E 1,33 3,45 38.6 46 4
ST100E* 4,35 3,83 59,8 105,2
Control A 3,60 7,13 104,3 96,0
Control B 3,30 7,73 95,7 104.0
Control A* 7,50 3,23 103,0 88,7
Control B* 7,05 4,05 96,8 111,3

*analizado la semana 2
Resumen de los resultados de toxicidad celular
Zymomonas mobilis

Como se muestra en la grafica 1A, se observaron numeros elevados de células (p. €j. mayores que el control) en las
muestras que contenian P-132-10, G-132-10 y WS-132-10 en el tiempo de medicion de 24 horas. Los nimeros de
células en presencia de todas las demas muestras eran comparables con el control. Esta observacion indica que los
sustratos no eran téxicos hacia Z. mobilis durante hasta 24 horas después de la siembra.

En el tiempo de medicion de 36 horas, se observé una disminucidon en el nimero de células (p. ej., debido a una
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pérdida de células o muerte celular) para todas las muestras, incluyendo el control. La mayor disminucién en el
numero de células se observé para aquellas muestras que contenian P-132-10, G-132-10. La causa probable de
este efecto es comun a todas las muestras, incluyendo el control. Por lo tanto, la causa de este efecto no son los
sustratos de ensayo, puesto que estos varian en cada muestra, y no estan presentes en el control. Las posibles

5 explicaciones para esta observacion incluyen las condiciones de cultivo inadecuadas (p. ej., temperatura,
composiciones del medio) o concentraciones de etanol en la muestra.

Grafica 1A. Concentraciones celulares para Z. mobilis
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Como se muestra en la grafica 1B, todas las células producian cantidades comparables de etanol (p. €j., 5-10 g/l) en
10 cada tiempo de medicion, independientemente del sustrato. De acuerdo con los datos del numero de células

presentados en la grafica 1A, la concentracion de etanol en cada muestra se hizo maxima en el tiempo de medicion

de 24 horas. A diferencia de los datos del nimero de células, la concentracion de etanol no disminuyd en los

siguientes tiempos de medicion. Esto se esperaba puesto que el etanol no se eliminé del sistema. Ademas, estos

datos sugieren que la produccion de etanol en estas muestras puede haber sido resultado de la fermentacion de
15 glucosa en los medios de cultivo. Ninguno de los sustratos ensayados parecia aumentar la produccién de etanol.

Griafica 1B. Concentraciones de etanol para Z. mobilis
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Juntas, las graficas 1A y 1B sugieren que las concentraciones de etanol por encima de aproximadamente 6 g/l
pueden ser toxicas para Z. mobilis. Este dato también se presenta como un porcentaje normalizado frente al control,
20 como se muestra en la grafica 1C.
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Grafica 1C. % de Crecimiento y produccion de etanol para Z. mobilis
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Pichia stipitis

Como se muestra en la grafica 2A, los numeros de células eran comparables con el control. Ademas, aunque estaba
presente un numero de células ligeramente reducido en las muestras que contenian G-132 y WS-132, no se
observaron numeros de células reducidos para G-132-10, G-132-100, A-132-10 o A-132-100. Por lo tanto, no es
probable que los sustratos G o A sean toxicos. Mas bien, es probable que los nimeros de células reducidos
observados para G-132 y WS-132 hayan sido causados por una anomalia experimental o por la presencia de
sustrato no procesado que impide de alguna forma el crecimiento celular. En conjunto, estos datos sugieren que la
glucosa presente en el control y las muestras experimentales, es probable que sea suficiente para promover el
crecimiento optimo de P. stipitis, y que la presencia de un sustrato adicional en la muestra no aumente esta tasa de
crecimiento. Estos resultados también sugieren que ninguna de las muestras es tdxica para P. stipitis.

Grafica 2A. Concentraciones celulares para P. stipitis
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Como se muestra en la grafica 2B, a pesar de los nimeros de células similares dados en la grafica 2B, se observo
una produccion de etanol muy aumentada en todas las muestras que contenian un sustrato experimental. Las
concentraciones de etanol aumentaban a lo largo del tiempo para cada uno de los tres puntos de medicion
ensayados. La mayor concentracion de etanol se observé para A-132-10 en el punto de medicion de 48 horas (p. €.,
aproximadamente 26,0 g/l). Comparando las concentraciones de sustrato con los niveles mas altos de produccién de
etanol con los datos del numero de células presentados en la grafica 2B, puede verse que no parece que P. stipitis
sea sensible a las concentraciones crecientes de etanol. Ademas, no parece que la produccién de etanol esté
relacionada con el nimero de células, sino que mas bien parece que esta relacionada con el tipo de sustrato

77



ES 2 565777 T3

presente en la muestra.

Gréfica 2B. Concentraciones de etanol para P. stipitis
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Juntos, los resultados presentados en las graficas 2A y 2B sugieren que los sustratos experimentales no producen

5 aumento de crecimiento de P. stipitis, sin embargo, aumentan mucho la cantidad de etanol producida por este tipo
de célula. Este dato también se presenta como un porcentaje normalizado frente al control, como se muestra en la
grafica 2C.

Grafica 2C. % de crecimiento y produccion de etanol para P. stipitis
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10 Saccharomyces cerevisiae

Como se muestra en la grafica 3A, G-132-100, A-132, A-132-10, A-132-100, y WS-132 promovian ligeramente los
numeros de células elevados comparados con el control. No se observaron reducciones significativas en el nimero
de células para ninguna muestra. Estos resultados sugieren que ninguna de las muestras es toxica en S. cerevisiae.
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Grafica 3A. Concentraciones celulares para S. cerevisiae
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Como se muestra en la grafica 3B, se observé produccién aumentada de etanol en las células tratadas con cada tipo
de célula comparadas con el control. La comparacion de las muestras que contenian la mayor cantidad de etanol
con los datos de nimero de células presentados en la grafica 3A sugiere que las concentraciones de etanol de mas
de 5 g/l han tenido un efecto adverso en el nimero de células. Sin embargo, esta observacion no es el caso para
todas las muestras.

Gréfica 3B. Concentraciones de etanol para S. cerevisiae
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Este dato también se presenta como un porcentaje normalizado frente al control, como se muestra en la grafica 3C.

Grafica 3C. % de crecimiento y produccion de etanol para S. cerevisiae
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En conclusién, ninguna de las muestras ensayadas parecia ser toxica en Z. mobilis, P. stipitis o S. cerevisiae.
Ademas, P. stipitis parecia ser la mas eficaz de los tres tipos de células para producir etanol a partir de los sustratos
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experimentales ensayados.
Ejemplo de referencia 32 - Produccién de alcohol usando pretratamiento de irradiacion-ultrasonidos

El tamafio 6ptimo de las instalaciones de conversion de biomasa esta afectado por factores que incluyen la
economia de escala y el tipo y disponibilidad de biomasa usada como materia prima. Los tamafios crecientes de
instalaciones tienden a aumentar la economia de escala asociada con los procedimientos de la instalacién. Sin
embargo, el tamafio de instalacion creciente también tiende a aumentar los costes (p. €j., costes de transporte) por
unidad de materia prima de biomasa. Los estudios que analizan estos factores sugieren que el tamafio adecuado
para las instalaciones de conversién de biomasa puede estar en el intervalo de 2000 a 10.000 toneladas secas de
materia prima de biomasa. La instalacion descrita a continuacién tiene un tamafo para procesar 2000 toneladas de
materia prima de biomasa seca al dia.

La figura 39 muestra un procedimiento esquematica de un sistema de conversion de biomasa configurado para
procesar mijo. El susbsistema de preparacioén de la alimentacion procesa materia prima de biomasa bruta para
separar objetos extrafios y proporcionar particulas de tamafio regular para el procesamiento posterior. El subsistema
de pretratamiento cambia la estructura molecular (p. €j., reduce el peso molecular medio y la cristalinidad) de la
materia prima de biomasa por irradiacion de la materia prima de biomasa, mezcla de la materia prima de biomasa
irradiada con agua para formar una suspension, y aplicacion de energia ultrasonica a la suspension. La irradiacion y
los ultrasonidos convierten los componentes celuldsicos y lignoceluldsicos de la materia prima de biomasa en
materiales fermentables. El subsistema del procedimiento primario fermenta la glucosa y otros azlcares de bajo
peso molecular presentes después del pretratamiento para formar alcoholes.

Preparacion de la alimentacion

La tasa de alimentacion del modelo seleccionado para la instalacion es 2.000 toneladas secas al dia de biomasa de
mijo. La alimentacion del modelo es mijo troceado y/o cizallado.

La materia prima de biomasa, en forma de balas de mijo, es recibida en la instalacion en remolques de camiones.
Cuando se reciben los camiones, son pesados y descargados por carretillas elevadoras. Algunas balas son
enviadas a almacenamiento en las instalaciones, mientras que otras son recogidas directamente por las cintas
transportadoras. Desde aqui, las balas son transportadas a un sistema de desembalado automatico que corta el
plastico que envuelve y/o red que rodea las balas. La materia prima de biomasa después es transportada para pasar
un separador magnético para separar fragmentos de metal, después de lo cual es introducida en los trenes de
desmenuzadora-cizalladora donde el material se reduce de tamafio. Finalmente, la materia prima de biomasa es
transportada al subsistema de pretratamiento.

En algunos casos, las balas de mijo estan envueltas con red de plastico para asegurar que no se rompen cuando se
manipulan, y también pueden estar envueltas en pelicula de plastico para proteger la bala de la intemperie. Las
balas son cuadradas o redondas. Las balas se reciben en la instalaciéon desde almacenamiento fuera de la
instalacion en grandes remolques de camiones.

Puesto que el mijo solo esta disponible de forma estacional, es necesario el almacenamiento a largo plazo para
proporcionar alimentacion a la instalacion todo el afio. El almacenamiento a largo plazo probablemente consistira en
161,87- 202,34 hectareas (400-500 acres) de filas apiladas no cubiertas de balas en un sitio (o multiples sitios)
razonablemente cerca de la instalacion de etanol. Se proporciona almacenamiento a corto plazo en la instalaciéon
equivalente a 72 horas de produccion en una zona de almacenamiento exterior. Las balas y los caminos de acceso a
los alrededores asi como las cintas transportadores estaran en una losa de hormigon. Se usa una losa de hormigén
debido al volumen del trafico requerido para suministrar la gran cantidad de materia prima de biomasa requerida.
Una losa de hormigén minimizara la cantidad de agua estancada en la zona de almacenamiento, asi como reducira
la exposicion de la materia prima de biomasa a la suciedad. El material almacenado proporciona un suministro a
corto plazo para fines de semana, vacaciones, y cuando se interrumpe el suministro directo normal del material al
procedimiento.

Las balas son descargadas mediante carretillas elevadoras y se ponen directamente en cintas transportadoras de
balas o en la zona de almacenamiento a corto plazo. Las balas también son recuperadas del almacenamiento a
corto plazo por carretillas elevadoras y son cargadas en las cintas transportadoras de balas.

Las balas viajan a una de las dos estaciones de desembalado de balas. Las balas desembaladas se rompen usando
una barra esparcidora y después son descargadas en una cinta transportadora, que pasa por un separador
magnético para separar el metal antes del troceado. Se proporciona un iman de particulas de hierro para atrapar
metal magnético suelto y un tamiz abierto separa el material de tamafio grano y extrafio delante de los multiples
trenes de desmenuzadora-cizalladora, que reducen la materia prima de biomasa al tamafio adecuado para el
pretratamiento. Los trenes de desmenuzadora-cizalladora incluyen desmenuzadoras y cortadoras de cuchillas
rotativas. Las desmenuzadoras reducen el tamafio de la materia prima de biomasa bruta y alimentan el material
resultante a las cortadoras de cuchillas rotativas. Las cortadoras de cuchillas rotativas cizallan simultaneamente la
materia prima de biomasa y criban el material resultante.
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Los silos de almacenamiento se proporcionan para limitar el tiempo de parada del sistema en general debido al
mantenimiento necesario de y/o irregularidades del equipamiento del subsistema de preparacion de la alimentacion.
Cada silo puede contener aproximadamente 1557,43 m? (55.000 pies cubicos) de materia prima de biomasa (~3
horas de operacion de la instalacion).

Pretratamiento

Una cinta transportadora lleva la materia prima de biomasa desde el subsistema de preparacién de la alimentacion
110 al subsistema de pretratamiento 114. Como se muestra en la figura 40, en el subsistema de pretratamiento 114,
la materia prima de biomasa se irradia usando emisores de haces de electrones, se mezcla con agua para formar
una suspension y se somete a la aplicacion de energia ultrasénica. Como se ha discutido antes, la irradiacion de la
materia prima de biomasa cambia la estructura molecular (p. €j., reduce el peso molecular medio y la cristalinidad)
de la materia prima de biomasa. La mezcla de la materia prima de biomasa irradiada en una suspension y la
aplicacion de energia ultrasonica a la suspension cambia ademas la estructura molecular de la materia prima de
biomasa. La aplicaciéon de la radiacién y ultrasonidos en secuencia puede tener efectos sinérgicos en cuanto que
parece que la combinacién de las técnicas logra mayores cambios en la estructura molecular (p. €j., reduce el peso
molecular medio y la cristalinidad) que pueda lograr por si sola cualquiera de las técnicas eficazmente. Sin querer
estar ligados por la teoria, ademas de reducir la polimerizacion de la materia prima de biomasa rompiendo enlaces
intramoleculares entre segmentos de los componentes celuldsicos y lignocelulésicos de la materia prima de
biomasa, la irradiacion puede hacer a la estructura fisica de la materia prima de biomasa en conjunto mas
quebradiza. Después de mezclar la materia prima de biomasa quebradiza en una suspension, la aplicacion de
energia ultrasonica cambia mas la estructura molecular (p. e€j., reduce el peso molecular medio y la cristalinidad) y
también puede reducir el tamafio de las particulas de materia prima de biomasa.

Irradiacion con haz de electrones

La cinta transportadora 491 que lleva la materia prima de biomasa en el subsistema de pretratamiento distribuye la
materia prima de biomasa en multiples corrientes de alimentacion (p. €j., 50 corrientes de alimentacion) dirigiendo
cada una a emisores de haces de electrones 492 separados. En esta realizacion, la materia prima de biomasa se
irradia mientras esta seca. Cada corriente de alimentacion se lleva en una cinta transportadora separada a un
emisor de haz de electrones asociado. Cada cinta transportadora de alimentacién de la irradiacion puede tener
aproximadamente 1 metro de ancho. Antes de llegar al emisor de haz de electrones, se induce una vibracion
localizada en cada cinta transportadora para distribuir uniformemente la materia prima de biomasa seca a lo largo de
la anchura de la seccién transversal de la cinta transportadora.

El emisor de haz de electrones 492 (p. e€j., dispositivos de irradiacion de haz de electrones disponibles en el
comercio en Titan Corporation, San Diego, CA) esta configurado para aplicar una dosis de 100 kiloGray de
electrones aplicados con una potencia de 300 kW. Los emisores de haz de electrones son dispositivos de haces de
barrido con una anchura de barrido de 1 metro para que se corresponda con la anchura de la cinta transportadora.
En algunas realizaciones, se usan emisores de haz de electrones con anchuras de haz fijas, grandes. Factores que
incluyen la anchura de la cinta/haz, dosis deseada, densidad de la materia prima de biomasa y la potencia aplicada,
gobiernan el niumero de emisores de haz de electrones necesario para que la instalacion procese 2.000 toneladas al
dia de alimentacion seca.

Sonicacion

La materia prima de biomasa irradiada se mezcla con agua para formar una suspension antes de aplicar la energia
ultrasénica. Puede haber un sistema de ultrasonidos separado asociado con cada corriente de alimentacion de haz
de electrones o se pueden agregar varias corrientes de haces de electrones como alimentacion para un solo sistema
de ultrasonidos.

En cada sistema de ultrasonidos, la materia prima de biomasa irradiada se alimenta a un depésito 1214 a través de
una primera tolva de alimentacion 1232 y se alimenta agua en el depdsito 1214 a través de una segunda tolva de
alimentacion 1234. Valvulas adecuadas (manuales o automaticas) controlan el flujo de materia prima de biomasa y
el flujo de agua para producir una relacién deseada de materia prima de biomasa a agua (p. €j., 10% en volumen de
material celulésico). Cada deposito 1214 incluye un mezclador 1240 para agitar el contenido del volumen 1236 y
dispersar la materia prima de biomasa por toda el agua.

En cada sistema de ultrasonidos, la suspension se bombea (p. €j., usando una bomba de impulsor de voértice
empotrado 1218) desde el deposito 1214 y a través de la celda de flujo 1224 que incluye un transductor ultrasénico
1226. En algunas realizaciones, la bomba 1218 esta configurada para agitar la suspensién 1216 de modo que la
mezcla de materia prima de biomasa y agua sea sustancialmente uniforme en la entrada 1220 de la celda de flujo
1224. Por ejemplo, la bomba 1218 puede agitar la suspension 1216 para crear un flujo turbulento que persiste a
través de las tuberias entre la primera bomba y la entrada 1220 de la celda de flujo 1224.

Dentro de la celda de flujo 1224, el transductor ultrasénico 1226 transmite energia ultrasénica a la suspension 1216
cuando la suspension fluye a través de la celda de flujo 1224. El transductor ultrasonico 1226 convierte la energia
eléctrica en energia mecanica de alta frecuencia (p. €j., energia ultrasonica), que después es suministrada a la
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suspension a través del impulsor 48. Los transductores ultrasonicos estan disponibles en el comercio (p. €j., de
Hielscher USA, Inc. of Ringwood, New. Jersey), que son capaces de suministrar una potencia continua de 16 kW.

La energia ultrasonica que viaja a través del impulsor 1248 en el volumen del reactor 1244 crea una serie de
compresiones y rarefacciones en la corriente del proceso 1216 con una intensidad suficiente para crear cavitacion
en la corriente del proceso 1216. La cavitacion disgrega los componentes de la materia prima de biomasa
incluyendo, por ejemplo, el material celulésico y lignocelulésico disperso en la corriente del proceso 1216 (p. €.,
suspension). La cavitacion también produce radicales libres en el agua de la corriente del proceso 1216 (p. €j.,
suspension). Estos radicales libres actian para romper mas el material celulésico en la corriente del proceso 1216.
En general, se aplican aproximadamente 250 MJ/m® de energia ultrasénica a la corriente del proceso 1216 que
contiene fragmentos de virutas de alamo. Se pueden aplicar otros niveles de energia ultrasénica (entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 4000 MJ/mS, p. €j., 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000, o 3000) a
otras materias primas de biomasa. Después de exposicion a energia ultrasonica en el volumen del reactor 1244, la
corriente del proceso 1216 sale de la celda de flujo 24 a través de la salida 1222.

La celda de flujo 1224 también incluye un intercambiador de calor 1246 en comunicacion térmica con al menos una
parte del volumen del reactor 1244. El fluido de enfriamiento 1248 (p. €j., agua) fluye al intercambiador de calor 1246
y absorbe el calor generado cuando la corriente del proceso 1216 (p. €j., suspension) se trata con ultrasonidos en el
volumen de reactor 1244. En algunas realizaciones, el flujo del fluido de enfriamiento 1248 al intercambiador de calor
1246 se controla para mantener una temperatura aproximadamente constante en el volumen del reactor 1244.
Ademas o alternativamente, la temperatura del fluido de enfriamiento 1248 que fluye al intercambiador de calor
1246 se controla o mantiene a una temperatura aproximadamente constante en el volumen del reactor 1244.

La salida 1242 de la celda de flujo 1224 esta dispuesta cerca de la parte inferior del depdsito 1214 para inducir una
alimentacién por gravedad de la corriente del proceso 1216 (p. €j., suspension) fuera del depdsito 1214 hacia la
entrada de una segunda bomba 1230 que bombea la corriente del proceso 1216 (p. ej., suspensién) hacia el
subsistema del procedimiento primario.

Los sistemas de ultrasonidos pueden incluir un solo camino del flujo (como se ha descrito antes) o multiples caminos
de flujo paralelos, cada uno con una unidad de ultrasonidos individual asociada. También se pueden disponer
multiples unidades de ultrasonidos en serie para aumentar la cantidad de energia ultrasonica aplicada a la
suspension.

Procedimientos primarios

Un filtro de tipo tambor rotatorio de vacio separa sélidos de la suspensién antes de la fermentacion. El liquido del
filtro es enfriado por bombeo antes de entrar en los fermentadores. Los sélidos filtrados se hacen pasar por el
sistema de postprocesamiento para procesarlos mas.

Los tanques de fermentacion son recipientes de acero inoxidable, de baja presion, grandes, con fondos conicos y
agitadores de baja velocidad. Se pueden disponer en serie multiples tanques de fermentacion de la primera etapa.
La temperatura en los tanques de fermentacion de la primera etapa se controla a 30°C usando intercambiadores de
calor externos. Se afade levadura al tanque de fermentacion de la primera etapa en la cabeza de cada serie de
tanques y se lleva a través de los otros tanques en la serie.

La fermentacién de la segunda etapa consiste en dos fermentadores continuos en serie. Ambos fermentadores son
agitados continuamente con mezcladores mecanicos de baja velocidad. La temperatura se controla con agua
enfriada en intercambiadores externos con recirculacion continua. Las bombas de recirculacion son de la cavidad
progresiva debido a la alta concentracion de solidos.

El gas residual de los tanques de fermentacion y los fermentadores se combina y se lava en una columna de agua a
contracorriente antes de ser ventilados a la atmoésfera. El gas residual se lava para recuperar etanol en lugar de para
controlar emisiones de aire.

Postprocesamiento
Destilacion

Se usan la destilacion y la adsorcion en tamices moleculares para recuperar etanol de la cerveza de fermentacion
bruta y producir 99,5% de etanol. La destilacion se lleva a cabo en dos columnas, la primera llamada la columna de
cerveza, separa el CO2 disuelto y la mayor parte del agua, y la segunda concentra el etanol a una composicién casi
azeotrépica.

Toda el agua de la mezcla casi azeotrépica se separa por adsorcion en tamices moleculares en fase de vapor. La
regeneracion de las columnas de adsorcion requiere que se recicle una mezcla de etanol y agua a la destilacion
para la recuperacion.

Las ventilaciones de la fermentacion (que contienen principalmente CO2, pero también algo de etanol) asi como la
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ventilacion de la columna de cerveza son depuradas en un depurador de agua, recuperando casi todo el etanol. El
efluente del depurador se alimenta a la primera columna de destilacion junto con la cerveza de fermentacion.

Las partes finales de la primera destilacion contienen todos los sélidos insolubles no convertidos y disueltos. Los
solidos insolubles se desaguan mediante un filtro con presiéon y se envian a una camara de combustion. El liquido
del filtro de presién que no se recicla se concentra en un evaporador de efecto multiple usando calor residual de la
destilacion. El jarabe concentrado del evaporador se mezcla con los sélidos que se van a enviar a la camara de
combustion, y el condensado evaporado se usa como agua de reciclado relativamente limpia para el procedimiento.

Debido a que la cantidad de agua de los residuos de destilacién que se puede reciclar es limitada, se incluye un
evaporador en el procedimiento. La cantidad total del agua del filtro de presion que se recicla directamente se ajusta
al 25%. Las sales organicas como el acetato o lactato de amonio, componentes del licor de maceraciéon no usados
por el organismo, o compuestos inorganicos en la biomasa terminan en esta corriente. Reciclar demasiado este
material puede producir niveles de fuerza idnica y presiones osméticas que pueden ser perjudiciales para la eficacia
del organismo fermentador. Para el agua que no se recicla, el evaporador concentra los solidos disueltos en un
jarabe que se puede enviar a la camara de combustidon, minimizando la carga de tratamiento de las aguas
residuales.

Tratamiento de las aguas residuales

La seccion de tratamiento de las aguas residuales trata el agua del procedimiento para volver a usarla para reducir
los requisitos de agua que componen la instalacion. Las aguas residuales inicialmente se criban para separar
particulas grandes que son recogidos en una tolva y se envian a un vertedero. Al cribado le sigue la digestion
anaerobia y digestion aerobia para digerir la materia organica en la corriente. La digestion anaerobia produce una
corriente de biogas que es rica en metano que se alimenta a la camara de combustion. La digestion aerobia produce
una corriente de agua relativamente limpia para volver a usar en el procedimiento, asi como un lodo que esta
compuesto principalmente de masas celulares. El lodo también se quema en la camara de combustion. Este
esquema de cribado/digestion anaerobia/digestion aerobia es convencional dentro de la industria actual del etanol y
se pueden obtener en el mercado de proveedores instalaciones en el intervalo de 3,8 - 19 millones de litros por dia
(1-5 millones de galones por dia).

Camara de combustion, caldera y trubogenerador

El propésito del susbsistema de camara de combustién, caldera y turbogenerador es quemar diferentes corrientes
de subproductos y la generacion de electricidad. Por ejemplo, algo de la lignina, celulosa y hemicelulosa permanece
sin convertirse a través del pretratamiento y procedimientos primarios. La mayor parte de las aguas residuales del
procedimiento se concentran en un jarabe con alto contenido de sodlidos. La digestion anaerobia del agua residual
restante produce un biogas con alto contenido en metano. La digestion aerobia produce una pequefia cantidad de
biomasa residual (lodo). El quemado de estas corrientes de subproductos para generar vapor y electricidad permite
que la instalacion sea autosuficiente en energia, reduce los costes de desechar los residuos sélidos y genera
ingresos mediante la venta del exceso de electricidad.

Se alimentan tres corrientes de combustible primario (sélidos posdestilados, biogas y jarabe del evaporador) a una
camara de combustiéon de lecho fluidizado circulante. También se envia la pequeia cantidad de biomasa residual
(lodo) del tratamiento de las aguas residuales a la camara de combustion. Un ventilador mueve el aire en la camara
de combustion. El agua tratada entra en el circuito intercambiador de calor en la camara de combustion y es
evaporada y supercalentada a vapor a 510°C (950°F) y 86 atm (1265 psia). El gas de combustion de la camara de
combustién precalienta el aire de combustiéon de entrada, después entra en una camara de filtros para separar
particulas que van al vertedero. Este gas sale por un conducto de gases.

Se usan una turbina y generador de multiples etapas para generar electricidad. El vapor se extrae de la turbina en
tres condiciones diferentes para la inyeccién en el reactor de pretratamiento y el intercambio de calor en la
destilaciéon y evaporacion. El vapor que queda se condensa con agua de enfriamiento y se devuelve al sistema de
agua alimentada a la caldera junto con el condensado de los diferentes intercambiadores de calor en el
procedimiento. El agua bien tratada se usa como componente para sustituir el vapor usado en la inyeccion directa.
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REIVINDICACIONES
1.- Un método que comprende:

convertir un azucar de bajo peso molecular en una mezcla que comprende una biomasa, un microorganismo y un
disolvente o sistema disolvente, en un combustible, que ademas comprende irradiar la biomasa antes de mezclar
con radiacioén ionizante con una dosis total de al menos 5 Mrad, en donde la conversién comprende fermentacion en
donde la biomasa no es consumida durante la fermentacién, y en donde la biomasa comprende un material
celulésico o lignoceluldsico.

2.- El método de la reivindicacion 1, en donde la conversion comprende permitir que el microorganismo convierta al
menos una parte del azicar de bajo peso molecular en etanol.

3.- El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el microorganismo comprende una levadura, en particular una
levadura seleccionada del grupo que consiste en S. cerevisiae y P. stipitis o en donde el microorganismo comprende
una bacteria, p. €j., Zymomonas mobilis.

4.- El método de la reivindicaciéon 1, en donde la irradiacion se lleva a cabo usando un haz de particulas, tal como
un haz de electrones.

5.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la biomasa tiene una densidad
aparente menor de aproximadamente 0,5 g/cm3 antes de la adicion a la mezcla, y opcionalmente, en donde la
biomasa es fibra.

6.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas comprende preparar fisicamente la
biomasa, p. €j., por cizalladura, o por reduccion del tamafio de la biomasa por muela abrasiva, corte o desgarro
mecanico, trituracion por rectificadora, aplastamiento, o molienda por abrasion con aire.

7.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la biomasa tiene una superficie
especifica BET mayor que 0,25 m%g.

8.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la biomasa tiene una relaciéon de
longitud a diametro de al menos 5.

9.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la biomasa se selecciona del grupo
que consiste en papel, productos de papel, residuos de papel, madera, tableros de particulas, serrin, residuos
agricolas, aguas residuales, ensilado, hierbas, cascaras de arroz, bagazo, algodén, yute, cafiamo, lino, bambu, sisal,
abaca, paja, mazorcas de maiz, rastrojo de maiz, mijos, alfalfa, heno, fibra de coco, algodon, algas marinas, algas, y
mezclas de los mismos.

10.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la biomasa tiene fibras internas y en
donde la materia prima de biomasa se ha cizallado en una medida que sus fibras internas estan sustancialmente
expuestas.

11.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la biomasa tiene una porosidad mayor
que 50 por ciento, p. ej., mayor que 70 por ciento.

12.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa de conversién presenta un
porcentaje de rendimiento de al menos 140 por ciento, p. €j., al menos 170 por ciento.

13.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el combustible comprende un alcohol.

14.- El método de la reivindicacion 13, en donde el alcohol comprende etanol.
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