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DESCRIPCION
Procedimiento para la eliminacion de inhibidores de la fermentacion con una membrana de separacion
SECTOR TECNICO

La presente invencidn se refiere a un procedimiento altamente eficiente de produccion de un compuesto procedente
de biomasa a base de polisacéaridos, incluyendo el procedimiento proporcionar un tratamiento para la eliminacion de
un inhibidor de la fermentacion con la utilizacion de una membrana de separacién en la etapa anterior a la etapa de
sacarificacion y/o en la etapa anterior a la etapa de fermentacion en, como minimo, una de las siguientes etapas, es
decir, una etapa para producir un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa mediante la
utilizaciéon de biomasa a base de polisacaridos como material de partida y una etapa para la conversion del
monosacarido y/u oligosacarido obtenido de este modo en un producto quimico mediante fermentacion.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

El siglo veinte, que se conoce como la era del consumo en masa y la generacién de residuos masiva, ha llegado a
su fin y en el siglo veintiuno, en el que se exige el establecimiento de una sociedad respetuosa con el medio
ambiente, ya que el problema del agotamiento de los recursos fésiles y el problema del calentamiento global son
cada vez mas graves, genera expectativas la promocidn de la utilizacién de recursos de biomasa, que son recursos
reciclables.

Actualmente, entre los recursos de biomasa, la produccién de bioetanol a partir de cafia de azGcar o maiz como
material de partida se encuentra en progreso activo en los Estados Unidos, Brasil y similares. Esto es debido a que
la cafia de azucar o el maiz contienen un contenido elevado de sacarosa o almidén y, en consecuencia, es facil
preparar una solucién que contiene azucar a partir de los mismos para la fermentacién. Sin embargo, la cafia de
azucar y el maiz son originalmente productos alimenticios, y cuando se utilizan como materiales de partida, existe un
problema serio debido a que tiene lugar una competicién entre la utilizacion como material de partida y la utilizacion
como productos de alimentacién humana o animal, provocando un aumento en el precio del material de partida. De
este modo, esta en marcha el desarrollo de una tecnologia para utilizar biomasa no comestible como material de
partida.

Entre los ejemplos de biomasa no comestible se incluyen celulosa, que esta presente de la forma mas abundante en
la Tierra, y la mayoria de la celulosa existe en la forma de biomasa a base de polisacaridos que es un complejo de
celulosa con lignina o hemicelulosa, que es un polimero aromatico. Esta atrayendo la atencién publica una
tecnologia de produccién de un monosacarido o un oligosacarido de una pentosa o una hexosa a partir de celulosa o
hemicelulosa de una biomasa a base de polisacaridos, la fermentacion del monosacarido u oligosacarido obtenidos
y la conversién del producto de fermentacion en diversos compuestos procedentes de biomasa a base de
polisacaridos, tales como etanol o acido lactico. Sin embargo, tal como se describe en el documento no de patente
1, una biomasa a base de polisacaridos es una construccién complicada de celulosa, hemicelulosas y lignina, y la
celulosa o la hemicelulosa estan protegidas por la lignina de ser sometidas a biodegradacién, por lo que las
proporciones de composicion varian en un amplio intervalo dependiendo de las condiciones regionales y de
temporada y del material de partida. Por esta razon, no es facil recoger de forma selectiva solamente un
monosacarido o un oligosacarido de una pentosa o una hexosa.

Hasta el momento, las investigaciones se han realizado sobre un procedimiento de pretratamiento para destruir o
reblandecer las paredes de proteccion de lignina mediante el tratamiento de una biomasa a base de polisacarido
utilizando un &cido, un éalcali, una enzima, agua subcritica (o agua supercritica) o similares, y recuperando un liquido
0 so6lido que contiene un monosacarido o un oligosacarido de una pentosa o una hexosa. Por ejemplo, dado que un
tratamiento basado en agua subcritica (0 agua supercritica) tiene un tiempo de tratamiento corto y no requiere un
acido mineral o similares, es decir, no requiere un tratamiento de neutralizacion, el tratamiento es ventajoso desde
un aspecto medioambiental porque no se genera un producto secundario, tal como el yeso. De este modo, este
tratamiento estd atrayendo la atencién como un procedimiento de tratamiento de nueva generacién de tipo
respetuoso medioambientalmente. Sin embargo, tal como se describe en el documento de Patente 1, dado que el
agua subcritica (o agua supercritica) es altamente reactiva, existen dificultades en el control de la reactividad y se
generan también al mismo tiempo diversos inhibidores de la fermentacion, tales como furfural y 5-hidroximetilfurfural,
que son productos de la sobredegradacion de azucares, asi como vainillina y guayacol, que son compuestos
aromaticos derivados de la lignina, de modo que el producto de tratamiento no se puede utilizar directamente en la
etapa de fermentacion. Ademas, segun las condiciones de pretratamiento, la concentracién del monosacarido u
oligosacarido de una pentosa o0 una hexosa obtenible puede ser baja y, en este caso, es necesario llevar a cabo la
concentracion simple del monosacarido u oligosacarido de, aproximadamente, varias veces a diez veces antes de
suministrar el monosacarido u oligosacarido para el proceso de fermentacién. En este momento, a la vez que se
concentra el monosacarido u oligosacarido de una pentosa o una hexosa, se concentran también al mismo tiempo
los inhibidores de fermentacion, de modo que el concentrado en el proceso de fermentacion es dificil de utilizar.
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En lo que respecta a este tipo de problemas, se estan realizando investigaciones para la eliminacién de inhibidores
de la fermentacion. Por ejemplo, el documento no de patente 2 da a conocer un procedimiento para la eliminacion de
un inhibidor de la fermentacién a través de la adsorcién en carbono activado. Sin embargo, este procedimiento tiene
el problema que, dado que el carbén activado adsorbe no sélo inhibidores de la fermentacion, sino también
monosacdridos u oligosacaridos de pentosas o hexosas, se reduce el rendimiento de los monosacéaridos u
oligosacaridos de pentosas o hexosas.

El documento de Patente 1 da a conocer un procedimiento para la eliminacion de inhibidores de la fermentacion
mediante la adsorcidon en carbon a base de madera, y en este procedimiento, dado que los inhibidores de
fermentacién se pueden adsorber y eliminar selectivamente, se puede obtener con un buen rendimiento un
monosacéarido o un oligosacarido de una pentosa o una hexosa. Sin embargo, dado que el mecanismo de
eliminacion implica la adsorcion, si la capacidad de adsorcion estd saturada, los inhibidores de la fermentacion se
escapan y contaminan los aparatos, conducciones y similares, en las etapas subsiguientes. A menos que la reaccién
de fermentacion se lleve a cabo con precision, no se pueden obtener productos de calidad elevada, y especialmente
en el caso de llevar a cabo la produccion operando de forma continua, a la vez que se suministran de forma continua
los materiales de partida, se desea un procedimiento de eliminacién de los inhibidores de la fermentacion de forma
estable y certera, porque si tiene lugar la contaminacion de los aparatos, conducciones y similares se produce un
aumento en el coste y una disminucién en la calidad del producto. Ademas, en el caso de utilizar un material de
partida que tiene una baja concentraciéon de un monosacarido u oligosacarido de una pentosa 0 una hexosa, es
deseable un procedimiento capaz de reducir dos etapas, en concreto, una etapa para la concentracion de un
monosacarido o un oligosacarido de una pentosa 0 una hexosa y una etapa para la eliminacion de los inhibidores de
la fermentacion, a una sola etapa, o la reduccion de la carga de la etapa de concentracion, desde el punto de vista
de reducir el coste y mejorar la calidad del producto.

Por otra parte, en el caso de la utilizacion de materiales de desecho de construccién tales como madera
contrachapada, como biomasa a base de polisacarido, el acido acético, el acido formico y similares, que se originan
del adhesivo contenido en la madera contrachapada, actilan como inhibidores de la fermentacion. El documento de
Patente 2 da a conocer sobre esto un procedimiento para la eliminacion de inhibidores de la fermentacion volatiles,
tales como acido acético y acido férmico, por destilacion. Este procedimiento es apenas eficaz sélo cuando los
inhibidores de la fermentacién no volatiles que no se pueden eliminar por destilacion estan presentes a una
concentracion que no tiene efectos adversos sobre el proceso de fermentacion, y es dificil aplicar el procedimiento
cuando se utiliza como un material de partida biomasa a base de polisacaridos que tiene un amplio intervalo de
composicion.

Documento de Patente 1: JP-A-2005-270056
Documento de Patente 2: JP-A-2004-187650

Documento no patente 1: Technologies Utilizing Biomass Energy, revisado por Yukawa, Hideaki, CMC Publishing,
Inc. (2006)

Documento no patente 2: Biotechnology Letters, Vol. 5, No. 3, pags.175-178 (1983)

La Patente de Estados Unidos 6.409.841 B1 da a conocer un procedimiento y un sistema para la produccion de
productos organicos Utiles a partir de biomasa diversa que contiene lignocelulosa, que tiene un mayor rendimiento y
eficiencia que los procesos existentes. El procedimiento comprende tratar el material de biomasa mediante una o
mas etapas de hidrdlisis con acido diluido con, aproximadamente, del 0,4% al 2% de &cido fuerte y tratar un
componente lignocelulésico solido sin reaccionar del material de biomasa hidrolizado con acido mediante
deslignificacion alcalina para producir precursores para termoplasticos y derivados biodegradables. Después de la
hidrélisis con &cido diluido, el primer producto puede ser separado y recuperado, lo que puede incluir una etapa de
transportar el liquido a través de una membrana de nanofiltracion con un limite de peso molecular estandar disefiado
para concentrar y contener los azucares.

B. Han y otros dan a conocer en Desalination 193 (2006), 361-366 membranas y resinas de absorcion para la
eliminacion de acido acético a partir de hidrolizados de biomasa. La eficacia de las membranas y resinas se
comparé mediante dos parametros adimensionales, la produccién masica relativa y el ndmero de lecho
cromatografico.

S. Kim y otros dan a conocer en Korean J. Chem. Ing. 23 (1), 28-33 (2006), membranas de nandfiltracién, una
realizada de alcohol polivinilico y la otra realizada de poliamida aromatica, respectivamente, y se descubrié que las
velocidades de rechazo de sustancias inorganicas a partir de una solucion de alimentacion eran dependientes de la
carga eléctrica de la membrana, asi como del radio i6nico y la valencia idnica.

La Patente de Estados Unidos No. 7.077.953 B2 da a conocer sistemas de nanofiltracion en los procesos de
conversion y reciclado de biomasa. El sistema y procedimiento se refieren a técnicas para la separacién de azlcares
y acidos. Un sistema de recuperacion de acido se utiliza en una operacion de hidrdélisis que incluye una unidad
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cromatografica para proporcionar la separacion inicial de azUcar y acido. El producto que contiene azlcar
proporcionado por la unidad de cromatografia se procesa para producir productos de mayor valor, tal como etanol.
El acido restante esta contaminado por azlcar. Una unidad de nanofiltracion que contiene una membrana de
nanofiltracién procesa el acido contaminado por azlcar. Se deja que el acido permee a través de la membrana de
nanofiltracién mientras que se rechaza el azlcar. El permeado se proporciona a un sistema de recuperacion de
acido convencional y se recicla para su utilizacion en el proceso de hidrdlisis.

El documento EP 2371973 Al, un documento bajo el articulo 54(3) EPC, da a conocer un procedimiento para
producir un liquido que contiene azlcar, utilizando una biomasa que contiene celulosa como materia prima,
comprendiendo dicho procedimiento: (1) una etapa de hidrélisis de biomasa que contiene celulosa para producir una
solucién acuosa que contiene azucar; y (2) una etapa de filtracion de la solucion acuosa que contiene azUcar
obtenida a través de una membrana de nanofiltracion y/o una membrana de ésmosis inversa para recoger un liquido
gue contiene azucar purificado desde el lado de la alimentacion, mientras se eliminan sustancias inhibidoras de la
fermentacion desde la cara del permeado.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION
PROBLEMA A RESOLVER POR LA INVENCION

La presente invencion se ha llevado a cabo en vista de los problemas anteriores de la técnica relacionada, y es un
objetivo de la presente invencion dar a conocer un procedimiento de producciéon de un compuesto procedente de
biomasa de polisacaridos eliminando de forma estable y certera los inhibidores de la fermentacién, que actdan como
un obstaculo, con el fin de reducir la carga y promover la racionalizacién de, como minimo, una de las siguientes
etapas, es decir, una etapa para producir un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa
utilizando una biomasa a base de polisacarido que tiene una amplio intervalo de composicion como material de
partida, y un etapa para la conversién del monosacarido y/u oligosacarido obtenido de este modo en un producto
quimico mediante fermentacion.

MEDIOS PARA RESOLVER EL PROBLEMA

La presente invencion, que esta dirigida a resolver los problemas descritos anteriormente, se consigue mediante las
siguientes constituciones de 1) a 5).

1) Un procedimiento de produccién de un compuesto procedente de una biomasa a base de polisacarido, incluyendo
el procedimiento, como minimo, una de una etapa de sacarificacién para la produccion de una solucién que contiene
azUcar que contiene un monosacarido y/o un oligosacarido a partir de un producto obtenible mediante la hidroélisis de
biomasa a base de polisacarido, y una etapa de fermentacién para la fermentacion de la solucién que contiene
azUcar que contiene el monosacarido y/u oligosacarido procedente de biomasa a base de polisacarido, en el que se
lleva a cabo un tratamiento para la eliminacion de un inhibidor de la fermentacién mediante la utilizacién de una
membrana de separacion, que tiene una tasa de eliminacion de glucosa y una tasa de eliminaciéon de alcohol
isopropilico que satisfacen simultaneamente las siguientes relaciones (I) y (II) cuando una solucién acuosa que
contiene glucosa de 500 ppm a pH 6,5 a 25°C y una solucién acuosa que contiene alcohol isopropilico de 500 ppm a
pH 6,5 a 25°C se permean respectivamente a través de la membrana a una presién de funcionamiento de 0,5 MPa,
en la etapa anterior a la etapa de sacarificacion y/o en la etapa anterior a la etapa de fermentacion:

Tasa de eliminacion de glucosa = 80% ()
Tasa de eliminacion de glucosa — tasa de eliminacién de alcohol isopropilico = 20% (D]

2) El procedimiento, segun se expone en el punto 1), en el que el tratamiento para la eliminacién de un inhibidor de
la fermentacion mediante la utilizacion de una membrana de separacion permite la eliminacion del inhibidor de la
fermentacién y la concentracion simultanea de celulosa, hemicelulosa, un monosacarido y/o un oligosacarido.

3) El procedimiento, segln se expone en el punto 1), en el que el tratamiento para la eliminacién de un inhibidor de
la fermentacién con la utilizacion de una membrana de separacion se lleva a cabo hasta que el contenido del
inhibidor de la fermentacion en la solucion que contiene azlcar obtenible inmediatamente antes de la etapa de
fermentacion llega a 500 ppm o0 menos.

4) El procedimiento, segun se expone en el punto 1), en el que la membrana de separacién tiene poros que tienen
un radio promedio de poro, medido por espectroscopia de vida media de aniquilacién de positrones, de 0,8 nm a 4,0
nm.

5) El procedimiento, segln se expone en el punto 1), en el que el radio promedio de poro es de 2,5 nm a 4,0 nm.
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EFECTO DE LA INVENCION

Segun la presente invencion, se da a conocer un procedimiento de produccion de un compuesto procedente de una
biomasa de polisacarido, procedimiento en el que se lleva a cabo, en la etapa anterior a la etapa de sacarificacion
y/o en la etapa anterior a la etapa de fermentacién, un tratamiento para la eliminacién, con la utilizacién de una
membrana de separacion, segiin se define en la reivindicacion 1, de un inhibidor de la fermentacién, que actia como
un obstaculo en, como minimo, una de los siguientes etapas, es decir, una etapa para producir un monosacarido y/o
un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa utilizando biomasa a base de polisacarido como material de partida,
y una etapa para la conversion del monosacarido y/u oligosacarido obtenido de esta manera en un producto quimico
mediante fermentacion. La membrana de separacién es capaz de eliminar continuamente los inhibidores de la
fermentacion y es capaz de controlar la calidad del agua cuando se seleccionan y se conectan las membranas de
separacion, seglin sea necesario. Ademas, se puede también disefiar libremente el procedimiento de suministro de
agua de alimentacién a la membrana de separacion, tal como para incluir la variacion de la velocidad de
recuperacion o la circulacion de un parte del agua de alimentacién. Por lo tanto, se hace posible eliminar los
inhibidores de fermentacion a una concentracion que no afecte adversamente a los procesos posteriores, incluso
cuando se utiliza como material de partida una biomasa a base de polisacarido que tiene un amplio intervalo de
composicion.

MEJOR MODO O MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

La biomasa a base de polisacarido que es un sujeto a tratar mediante el procedimiento de produccion de la presente
invencion, contiene principalmente celulosa, hemicelulosa y lignina, y entre sus ejemplos se incluyen recursos
agroforestales, materiales de desecho agroforestales y productos agroforestales procesados tales como madera
blanda, madera dura, materiales de desecho de construccion, residuos de madera, residuos forestales de podado de
madera, paja de arroz, cascara de arroz, paja de trigo, virutas de madera, fibra de madera, pulpas quimicas, papel
utilizado y madera contrachapada. Ademas, se pueden utilizar también materiales que contienen menos lignina o
nada de ésta, por ejemplo, recursos que contienen sacarosa tales como la cafia de azdcar y remolacha azucarera y
recursos que contienen almidén tales como maiz y boniato, como el sujeto a ser tratado mediante el procedimiento
de produccion de la presente invencion, siempre que los materiales contengan o produzcan inhibidores de la
fermentacion, entre los ejemplos representativos de los cuales se incluyen los productos de sobredegradacion de
azUcares. Estas biomasas a base de polisacaridos se pueden utilizar solas o se pueden utilizar en una mezcla.

Las hemicelulosas tienen azucares llamados pentosas, tales como xilosa, cada uno con cinco atomos de carbono
como unidades constituyentes, azlcares llamados hexosas tales como manosa, arabinosa y acido galacturénico,
que tienen, cada uno, seis atomos de carbono como unidades constituyentes, y polisacaridos complejos, como el
glucomanano y glucuronoxilano. De este modo, cuando se someten a hidrélisis, las hemicelulosas generan un
monosacérido de una pentosa formado a partir de cinco atomos de carbono, un oligosacéarido de pentosas que tiene
un namero plural de monosacaridos unidos entre si, un monosacarido de una hexosa formada a partir de seis
atomos de carbono, un oligosacéarido de hexosas que tiene un nimero plural de monosacaridos unidos entre si y un
oligosacarido que tiene nimeros plurales de un monosacarido de pentosas y un monosacarido de hexosas unidos
entre si. La celulosa tiene seis atomos de carbono como unidades constituyentes y, por lo tanto, cuando se somete a
la hidrdlisis, la celulosa genera un monosacérido de una hexosa formado a partir de seis atomos de carbono, y un
oligosacarido de hexosas que tiene un namero plural de monosacaridos unidos entre si. En general, la relacion de
composicion o la cantidad de producciéon de un monosacarido y/o un oligosacéarido de una pentosa y/o una hexosa
varia con el procedimiento de pretratamiento o con el tipo de recurso agroforestal, material de desecho agroforestal
o producto procesado agroforestal utilizado como material de partida.

Se han sugerido diversos flujos de tratamiento para biomasas a base de polisacaridos, pero en resumen se pueden
explicar tal como sigue. En primer lugar, una biomasa a base de polisacéarido se trata por hidrélisis para eliminar o
reblandecer la lignina, y se suministra a un proceso de pretratamiento para hacer mas facil la extraccion de la
celulosa o la hemicelulosa. Posteriormente, se lleva a cabo un proceso de sacarificacion en el que la celulosa y la
hemicelulosa obtenida de este modo se tratan adicionalmente mediante hidrdlisis, y se recoge un monosacarido y/o
un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa. Aqui, los tratamientos de hidrolisis en el proceso de pretratamiento
y el proceso de sacarificacion pueden ser, por ejemplo, tratamientos que utilizan acido, alcali, enzima, alta
temperatura y alta presion (agua subcritica, agua supercritica) o similares y estos tratamientos se pueden utilizar por
separado o en combinacion. Ademas, el proceso de pretratamiento y el proceso de sacarificacion se pueden llevar a
cabo, cada uno, independientemente o pueden llevarse a cabo simultdneamente. Después del proceso de
sacarificacion, se lleva a cabo un proceso de fermentacion en el que celulosa, una hemicelulosa, un monosacarido
y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa se utilizan como materiales de partida para convertirlos
mediante fermentacion en diversos compuestos procedentes de una biomasa a base polisacaridos tales como, por
ejemplo, alcoholes tales como etanol, butanol, 1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol y glicerol; acidos organicos tales
como &acido pirdvico, acido succinico, acido malico, acido itacénico, acido citrico y acido lactico; nucledsidos tales
como inosina y guanosina; nucleétidos tales como acido inosinico y acido guanilico y compuestos de diamina tales
como cadaverina. Cuando el compuesto obtenido de este modo mediante fermentacion es un monémero tal como
acido lactico, se puede llevar a cabo también un procedimiento de polimerizacion para convertir el monémero en un
polimero mediante polimerizacion. Finalmente, después del proceso de fermentacion o el proceso de polimerizacion,
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a menudo se lleva a cabo un proceso de purificaciéon con el fin de mejorar la calidad de los diversos compuestos
resultantes procedentes de biomasa a base de polisacaridos.

Tal como se ha descrito anteriormente, en el proceso de pretratamiento o en el proceso de sacarificacion, la
biomasa a base de polisacaridos se somete a un tratamiento de hidrélisis segin un procedimiento conocido
utilizando acido, éalcali, enzima, alta temperatura y alta presion (agua subcritica, agua supercritica), o similares. El
tipo o las condiciones del tratamiento de hidrélisis se pueden seleccionar adecuadamente en vista del tipo de
biomasa a base de polisacarido utilizada como material de partida, y el coste del proceso total, incluyendo la
fermentacién, la polimerizacion, la purificacion y similares. El tratamiento de hidrélisis puede llevarse a cabo como
tratamiento de hidrdlisis Unico, o puede llevarse a cabo en combinacién de multiples tratamientos de hidrélisis. Por
ejemplo, si se utiliza un acido en el tratamiento de hidrdlisis en cualquiera del proceso de pretratamiento y el proceso
de sacarificacion, el proceso de pretratamiento y el proceso de sacarificacion se pueden llevar a cabo en la misma
etapa, o los respectivos procesos pueden llevarse a cabo de forma independiente de tal manera que el proceso de
pretratamiento se lleva a cabo a una temperatura relativamente mas alta, mientras que el proceso de sacarificacion
se lleva a cabo a una temperatura relativamente inferior. También se puede utilizar, por ejemplo, un procedimiento
de llevar a cabo un proceso de pretratamiento que se centra en la eliminacion o el reblandecimiento de la lignina con
la utilizacion de agua subcritica y, a continuacion, llevar a cabo posteriormente un proceso de sacarificacion que se
centra en la produccién de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa a partir de celulosa
0 una hemicelulosa con la utilizacién de una enzima.

A partir de la biomasa a base de polisacarido que se ha sometido a un tratamiento de hidrélisis en el proceso de
pretratamiento, se obtienen diversos productos secundarios ademas del monosacarido y/u oligosacarido de una
pentosa y/o una hexosa. Si estos productos secundarios son sustancias que no afectan negativamente a la
sacarificacion y fermentacién enzimaticas y similares de las etapas posteriores, los productos secundarios se
pueden retirar en cualquier proceso, tal como un proceso de purificaciéon para mejorar la calidad del producto y, por
lo tanto, no plantean un problema serio. Sin embargo, si los productos secundarios son inhibidores de la
fermentacién que tienen efectos adversos, aparece la necesidad de eliminar los productos secundarios en las etapas
anteriores a la sacarificacion y fermentacién enzimaticas, hasta un nivel en el que los productos secundarios no
afecten negativamente a los respectivos procesos.

En general, un inhibidor de la fermentacién es una sustancia que obstruye una reaccidn enzimatica o una reaccion
de fermentacion en un proceso de sacarificacion que utiliza la enzima o en un proceso de fermentacién. Entre los
ejemplos representativos del inhibidor de la fermentacién se incluyen productos de sobredegradacion de azlcares,
la lignina o compuestos aromaticos derivados de la lignina y compuestos procedentes de adhesivos o materiales de
revestimiento. Entre estos, los compuestos procedentes de productos quimicos artificiales tales como adhesivos y
materiales de revestimiento se pueden evitar hasta cierto nivel, mediante la utilizacion de biomasas a base de
polisacaridos de origen natural que no hayan sido sometidas a dichos tratamientos. Sin embargo, siempre que se
utiliza como material de partida una biomasa a base de polisacéridos, es dificil de evitar la generacién de productos
de sobredegradacion de azlUcares o compuestos aromaticos derivados de la lignina. En este caso, cuando los
inhibidores de la fermentacion son sélidos insolubles, tales como lignina y celulosa, hemicelulosas, y los
monosacaridos y/u oligosacaridos de pentosas y/o hexosas son solubles, es posible eliminar los inhibidores de la
fermentacién mediante separacion sélido-liquido convencional. Sin embargo, si los inhibidores de la fermentacion y
las sustancias Utiles son todas solubles, no se puede aplicar la separacion solido-liquido convencional y, por lo tanto,
se aplica preferentemente el procedimiento de tratamiento de eliminacién de un inhibidor de la fermentacion con la
utilizacién de una membrana de separacion, tal como se utiliza en la presente invencion. Es decir, un inhibidor de la
fermentacion que se trata principalmente en la presente invencion, se refiere a un material que forma
sustancialmente una solucion mezclada con celulosa, una hemicelulosa, un monosacarido y/o un oligosacarido de
una pentosa de una hexosa, y esta en un estado de ser inseparables o dificilmente separables o mediante la
separacion sélido-liquido convencional. Los ejemplos de un inhibidor de fermentacion de este tipo incluyen acido
acético, acido férmico, acido levulinico, furfural y 5-hidroximetilfurfural, que son productos de sobredegradacion de
azucares, vainillina, acetovainillina y guayacol, que son compuestos aromaticos derivados de la lignina.

La concentracion de inhibidor de la fermentacion que inhibe una reaccién enzimatica o una reaccién de fermentacion
puede variar con las respectivas reacciones, pero en general se dice que es una concentracion de 500 a 1000 ppm o
mayor. En consecuencia, es preferente eliminar el inhibidor de la fermentacién a una concentracion de 500 ppm o
menos, mas preferente eliminarlo a una concentracion de 150 ppm o menos, y lo mas preferente eliminarlo a 0 ppm
(Iimite de deteccion), antes de que la biomasa se suministre a un proceso de sacarificacion que utiliza una enzima o
a un proceso de fermentacién. A medida que la concentracién de inhibidor de fermentacion se reduce mas y mas, se
reduce la carga del proceso de sacarificacion que utiliza una enzima o del proceso de fermentacion, y de este modo
se puede intentar una operacion mas eficiente del proceso de sacarificacion que utiliza una enzima o el proceso de
fermentacion. Sin embargo, en la practica, se toman en consideracion el coste requerido en la etapa para eliminar el
inhibidor de la fermentacion con la utilizacién de una membrana de separacion y el coste requerido en los procesos
de sacarificacion enzimatica, la fermentacion, la polimerizacion, la purificacién y similares en las etapas posteriores,
y se calcula la concentracion de inhibidor de la fermentacién que generaria un coste total minimo.
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La presente invencidn se caracteriza porque una membrana de separacioén, segun se define en la reivindicacion 1,
se utiliza para eliminar un inhibidor de la fermentacién a partir de una solucién que contiene celulosa, una
hemicelulosa, un monosacérido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa y la membrana de separacion
no esta particularmente limitada con tal de que sea capaz de separar el inhibidor de la fermentacion de la celulosa,
una hemicelulosa, un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa. El inhibidor de la
fermentacion que se va a eliminar puede variar con el procedimiento de fermentacion, pero los inhibidores de la
fermentacién son principalmente compuestos de bajo peso molecular que tienen un peso molecular de
aproximadamente 100 a 200, tales como productos de sobredegradacion de azlcares o compuestos aromaticos
derivados de la lignina. Por otra parte, el peso molecular de la celulosa o una hemicelulosa es, generalmente, tan
grande como de varios cientos a varias decenas de miles, mientras que el peso molecular de un monosacarido de
una pentosa y/o una hexosa es de aproximadamente 100 a 200. Por esta razon, se esperaba que iba a ser dificil, en
particular, separar un inhibidor de la fermentacion que tiene un peso molecular de aproximadamente 100 a 200 y un
monosacarido de una pentosa y/o una hexosa, sobre la base del diametro de poro de la membrana, y la eficiencia
de separacion seria baja.

Sin embargo, los inventores han descubierto que cuando se utiliza una membrana de nanofiltracién como una
membrana de separacion, la tasa de eliminacion de glucosa es particularmente elevada, y por otro lado, cuando se
utiliza una membrana de nanofiltracion que tiene una gran diferencia entre la tasa de eliminacién de glucosa y la
tasa de eliminacién de alcohol isopropilico, se logra la separacion de las dos sustancias con una elevada eficiencia,
completando de este modo la presente invencion.

En el presente documento, una membrana de nanofiltracion es un material llamado de nanofiltracion (membrana de
nanofiltracién, membrana NF) y es una membrana que generalmente se define como "una membrana que permite la
permeacion de un ion monovalente y bloquea a un ion divalente". Se trata de una membrana que se cree que tiene
microporos con un tamafio de, aproximadamente, unos pocos nanémetros, y se utiliza principalmente para el
bloqueo de microparticulas, moléculas, iones, sales y similares en el agua.

AUn hasta la actualidad, el mecanismo para la separacion de un soluto con la utilizacién de una membrana de
nanofiltracién no ha sido dilucidado satisfactoriamente, pero se dice que la separacion se consigue mediante una
combinacion de un mecanismo de separacién basado en repulsién de carga, un mecanismo de separacion basado
en la diferencia en la afinidad con la membrana de separacion, un mecanismo de separacion basado en el diametro
de poro de membrana y similares. No es muy dificil imaginar que una membrana de separacién que tiene una tasa
de eliminacién de glucosa elevada, que es un tipo de monosacarido de hexosa, seria capaz de concentrar una
pentosa 0 una hexosa sin permear el azlcar. Sin embargo, es un hecho sorprendente que la tendencia de
separacion entre un inhibidor de la fermentacion y los monosacaridos de una pentosa y/o una hexosa se puede
predecir conociendo la diferencia entre las tasas de eliminacién para la glucosa y el alcohol isopropilico, que son
sustancias organicas sin capacidad de carga. La razén es la siguiente. Los inhibidores de la fermentacion contienen
una gran cantidad de compuestos que tienen aromaticidad, ya sean los productos de sobredegradacion de azlcares
o los compuestos aromaticos derivados de la lignina. En la separacion entre los compuestos que tienen aromaticidad
y los compuestos que no tienen aromaticidad, tales como pentosas o hexosas, el mecanismo de separacién basado
en la diferencia en la afinidad con la membrana de separacion trabaja fuertemente. Por lo tanto, se ha pensado que
era dificil el predecir que aquellos compuestos se pueden separar facilmente, solamente mediante la investigacion
de la tendencia de separacién de sustancias organicas sin capacidad de carga.

Aunque la raz6n de mostrar una tendencia tan sorprendente no se conoce ciertamente, se cree que el mecanismo
de separacion basado en el didmetro de poro de membrana es predominante en la separacion entre los
monosacaridos de pentosas y/o hexosas y el inhibidor de la fermentacion, con la utilizacion de una membrana de
nanofiltracién de la membrana de separacion utilizada en la presente invencion. Es decir, se cree que, dado que un
monosacarido de una pentosa y/o una hexosa es muy hidréfilo, las moléculas de monosacaridos portan muchas
moléculas de agua consigo mismas en agua y tienen un gran radio de hidratacién; sin embargo, dado que un
inhibidor de la fermentacion tiene una baja hidrofilicidad, las moléculas de inhibidor no tienen un radio de hidratacion
similar al de un monosacarido de una pentosa y/o una hexosa, y esta diferencia en el radio de la hidratacion tiene
efectos sobre el mecanismo de separacion basado en el tamafio de poro de la membrana, consiguiéndose de este
modo la separacion.

En la presente invencion, es preferente utilizar una membrana de nanofiltracion como una membrana de separacion.
Como material para la membrana de nandfiltracién utilizada en la presente invencién, se puede utilizar un material
polimérico, tal como un polimero a base de éster de celulosa, tal como acetato de celulosa, poliamida, poliéster,
poliimida o un polimero de vinilo. Sin embargo, la membrana no se limita a una membrana construida a partir de un
solo tipo de material, y también puede ser una membrana que contiene una pluralidad de materiales de membrana.
La estructura de la membrana puede ser una membrana asimétrica que tiene una capa densa en, como minimo, una
superficie de la membrana y tiene poros con un diametro de poro que aumenta gradualmente desde la capa densa
hacia el interior de la membrana o hacia la otra superficie, 0 una membrana de material compuesto que tiene, en la
capa densa de la membrana asimétrica, una capa funcional muy delgada formada a partir de un material diferente.
Como membrana de material compuesto, se puede utilizar, por ejemplo, una membrana de material compuesto que
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constituye un nanofiltro formado a partir de una capa funcional de poliamida sobre una pelicula de soporte de
polisulfona como el material de pelicula, tal como se da a conocer en el documento JP-A-62-201606.

Entre éstas, es preferente una membrana de material compuesto que tiene una capa funcional formada a partir de
poliamida, que tiene conjuntamente una resistencia a la presion elevada, una permeabilidad elevada al agua y un
rendimiento elevado de eliminacién de solutos y tiene un excelente potencial. Con el fin de que la membrana de
material compuesto sea capaz de mantener la durabilidad contra la presion de trabajo, la permeabilidad al agua y el
rendimiento de bloqueo elevados, es adecuada una estructura que tiene una capa funcional realizada de poliamida y
que retiene la capa funcional sobre un soporte formado a partir de una membrana porosa o una tela no tejida.
Ademas, una membrana semipermeable de poliamida adecuada es una membrana semipermeable compuesta que
tiene una capa funcional de poliamida reticulada que se puede obtener mediante una reaccién de policondensacion
entre una amina polifuncional y un haluro de acido polifuncional, proporcionada sobre un soporte.

En lo que se refiere a una membrana de nanofiltracién que tiene una capa funcional realizada de poliamida, entre los
ejemplos preferentes del componente de acido carboxilico del monémero que constituye la poliamida se incluyen
acidos carboxilicos arométicos tales como &cido trimésico, acido benzofenonatetracarboxilico, &cido trimelitico, acido
piromético, acido isoftalico, acido tereftalico, acido naftalenodicarboxilico, éacido difenilcarboxilico y &acido
piridinocarboxilico. Después de la formacién de una membrana, se utilizan preferentemente haluros o anhidridos de
estos acidos carboxilicos para aumentar la reactividad con el componente de amina que se describird a
continuacion; sin embargo, si se toma en consideracion la manejabilidad, tal como solubilidad en disolventes, son
mas preferentes en particular los haluros de acido trimésico, acido isoftalico, acido tereftalico y mezclas de estos
acidos.

Entre los ejemplos preferentes del componente de amina para el monémero que constituye la poliamida se incluyen
diaminas primarias que tienen anillos aromaticos, tales como m-fenilendiamina, p-fenilendiamina, bencidina,
metilenbisdianilina, 4,4'-diaminobifeniléter, dianisidina, 3,3',4-triaminobifeniléter, 3,3',4,4'-tetraaminobifeniléter, 3,3'-
dioxibencidina, 1,8-naftalendiamina, m(p)-monometilfenilendiamina, 3,3'-monometilamino-4,4'-diaminobifeniléter, 4,
N, N'-(4-aminobenzoil)-p(m)fenilendiamina-2,2'-bis(4-aminofenilbenzoimidazol), 2,2'-bis (4-aminofenilbenzoxazol) y
2,2'- bis(4-aminofenilbenzotiazol); y diaminas secundarias, tales como piperacina, 2,5-dimetilpiperacina, piperidina y
derivados de las mismas. En el presente documento, una membrana de nanofiltracién que tiene una capa funcional
realizada de una poliamida reticulada que contiene piperacina o piperidina como un monémero, tiene resistencia al
calor y resistencia quimica ademas de resistencia a la presion y durabilidad y, de este modo, se utiliza de forma
preferente. Un ejemplo mas preferente es una poliamida que contiene la poliamida de piperacina reticulada y la
poliamida de piperidina reticulada como componente principal, y un ejemplo mas preferente es una poliamida que
contiene la poliamida de piperacina reticulada como componente principal. Entre los ejemplos de la membrana de
nanofiltracién que contiene una poliamida de piperacina reticulada como componente principal se incluyen los dados
a conocer en el documento JP-A-62-201606, y un ejemplo especifico puede ser la membrana de nanofiltracion (NF)
de poliamida reticulada (UTC-60), fabricada por Toray Industries, Inc.

Ademas, incluso en el procedimiento de formacién de una capa de pelicula ultrafina de una poliamida reticulada
sobre una pelicula de soporte que contiene polisulfona como un material de pelicula, y posteriormente el tratamiento
de la capa de pelicula ultrafina con una solucién acuosa de un compuesto peroximono o una solucién acuosa de un
compuesto acido peroxidisulfurico, tal como se da a conocer en el documento JP-A-5-96140, se puede obtener una
membrana de nanofiltracién mediante el control de las condiciones de tratamiento. La poliamida reticulada puede ser
producida a partir de los componentes de acido carboxilico y los componentes de amina mencionados
anteriormente.

Una membrana de nanofiltracién se puede obtener también poniendo una pelicula de poliamida que tiene una capa
funcional que contiene un grupo amino primario, en contacto en condiciones apropiadas, con un reactivo que es
capaz de producir una sal de diazonio o un derivado de la misma mediante la reaccién con un grupo amino primario,
tal como se da a conocer en el documento JP-A-2005-177741. Con el fin de obtener una capa funcional que
contiene un grupo amino primario, entre los componentes de amina mencionados anteriormente, se pueden utilizar
diaminas primarias que tienen un anillo aromatico, tal como m-fenilendiamina, p-fenilendiamina, bencidina,
metilenbisdianilina, 4,4'-diaminobifeniléter, dianisidina, 3,3',4-triaminobifeniléter, 3,3',4,4'-tetraaminobifeniléter, 3,3'-
dioxibencidina, 1,8-naftalendiamina, m(p)-monometilfenilendiamina, 3,3'-monometilamino-4,4'-diaminobifeniléter,
4,N,N'-(4-aminobenzoil)-p(m)fenilendiamina-2,2'-bis(4-aminofenilbenzoimidazol), 2,2'-bis(4-aminofenilbenzoxazol) o
2,2-bis(4-aminofenilbenzotiazol).

Como membrana de nandfiltracion que es preferente como la membrana de separacion utilizada en la presente
invencion, en particular, es preferente una membrana de nanofiltracién que tenga una tasa de eliminacion de
glucosa elevada y que tenga una gran diferencia en la tasa de eliminacion de la glucosa y la tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico, porque es mas facil separar un monosacarido de una pentosa y/o una hexosa y un inhibidor de
la fermentacion. Por lo tanto, se necesita una membrana de nanofiltracién que tenga una tasa de eliminacion de
glucosa del 80% o mayor y una diferencia entre la tasa de eliminacion de la glucosa y la tasa de eliminacion del
alcohol isopropilico del 20% o mayor. Es mas preferente que la tasa de eliminacién de la glucosa sea del 90% o
mayor, e incluso es mas preferente que la tasa de eliminacion de la glucosa sea del 95% o mayor. Ademas, es mas
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preferente que la diferencia entre la tasa de eliminacion de la glucosa y la tasa de eliminacién del alcohol isopropilico
sea del 30% o mayor, e incluso es mas preferente que la tasa de eliminacién de la glucosa y la tasa de eliminacién
de alcohol isopropilico sea del 50% o mayor.

Segun la presente invencion, se necesita una membrana de nanofiltracion que tenga una tasa de eliminacion de
glucosa del 80% o mayor y una diferencia entre la tasa de eliminacién de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol
isopropilico del 20% o mayor, pero se puede seleccionar adecuadamente una membrana de nanofiltracion de modo
que, después de que se satisfagan estas condiciones, se pueda obtener una tasa de recuperacion de celulosa,
hemicelulosa, un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa, y una tasa de recuperacion
para un inhibidor de la fermentacién en vistas de la calidad del agua del liquido a tratar y de los costes totales. Por
ejemplo, cuando la concentracién del inhibidor de la fermentacion es baja y la concentracién de celulosa,
hemicelulosa, monosacarido y/u oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa es elevada, es preferente dar
prioridad a la tasa de eliminacién de glucosa sobre la diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa de
eliminacion de alcohol isopropilico, de modo que se pueda suprimir el flujo de salida de celulosa, hemicelulosa,
monosacarido y/u oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa, y posteriormente se puede eliminar el inhibidor de
la fermentacion. En este caso, es preferente una tasa de eliminacion de glucosa de la membrana de nanofiltracion
del 95% o mayor, es mas preferente una tasa de eliminacién de glucosa del 98% o mayor, y es ain mas preferente
una tasa de eliminacion de glucosa del 99% o mayor. Por otra parte, es preferente una diferencia entre la tasa de
eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico de la membrana de nanofiltracion del 25% o
mayor, y es mas preferente una diferencia entre la tasa de eliminacién de glucosa y la tasa de eliminacion del
alcohol isopropilico del 30% o mayor. Ademas, por ejemplo, cuando la concentracién del inhibidor de la fermentacién
es elevada y la concentraciéon de celulosa, hemicelulosa, monosacarido y/u oligosacéarido de una pentosa y/o una
hexosa es baja, es preferente dar prioridad a la diferencia entre la tasa de eliminaciéon de glucosa y la tasa de
eliminacion de alcohol isopropilico sobre la tasa de eliminacion de glucosa, debido a que el inhibidor de la
fermentacién se puede eliminar en un tiempo corto. En este caso, es preferente una diferencia entre la tasa de
eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico de la membrana de nanofiltracion del 30% o
mayor, es mas preferente una diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacién de alcohol
isopropilico del 50% o mayor, y es aun mas preferente una diferencia entre la tasa de eliminaciéon de glucosa y la
tasa de eliminacion de alcohol isopropilico del 60% o mayor. Por otra parte, es preferente una tasa de eliminacién de
glucosa de la membrana de nanofiltracion del 90% o mayor, y es mas preferente una tasa de eliminacion de glucosa
del 95% o mayor.

La tasa de eliminacién de glucosa o la tasa de eliminacién de alcohol isopropilico se evalian mediante la utilizacion
de una solucién acuosa de 500 ppm de glucosa o una solucion acuosa de 500 ppm de alcohol isopropilico a pH 6,5
a 25°C, permeando cada una de las soluciones a través de una membrana de separacién a una presién de
funcionamiento de 0,5 MPa, y comparando las concentraciones de glucosa o alcohol isopropilico en el agua de
permeacion y en el agua de alimentacion. Es decir, el calculo se realiza mediante la siguiente férmula: tasa de
eliminacion de glucosa (%) = 100 x (1- (concentracion de glucosa en el agua permeada/concentracion de glucosa en
el agua de alimentacion)), y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico (%) = 100 x (1 - (concentracion de alcohol
isopropilico en el agua permeada/concentracion de alcohol isopropilico en el agua de alimentacion)).

Para la membrana de nanofiltracién que muestra una tasa de eliminacién de glucosa y una tasa de eliminacién de
alcohol isopropilico en el intervalo mencionado anteriormente, cuando el radio de poros promedio de la capa
funcional de separacion de la membrana se mide mediante una espectroscopia de vida media de aniquilaciéon de
positrones, se descubrié que el radio de poro promedio es de 0,8 nm a 4,0 nm. La capa funcional de separacién de
la membrana de nanofiltracion es la capa responsable de la separacion sustancial de un soluto en la membrana de
nanofiltracién, y generalmente se encuentra en la capa mas externa o cerca de la capa superficial de la membrana
de nandfiltracion.

La espectroscopia de vida media de aniquilacion de positrones es una técnica que mide el tiempo utilizado por un
positrén desde el punto de entrada en una muestra hasta el punto de aniquilacion (en el orden de varios cientos de
picosegundos a varias decenas de nanosegundos), y evalla de forma no invasiva los datos relacionados con el
tamafio de poros de, aproximadamente, 0,1 a 10 nm, la densidad numérica y la distribucién de tamafios en base al
tiempo de aniquilacion. Respecto a un procedimiento de andlisis de este tipo, se describen en los detalles, por
ejemplo, "Lectures on Experimental Chemistry, 42 edicion," Vol. 14, p. 485, editado por la Sociedad Quimica de
Japon, publicado por Maruzen Corp. (1992).

De forma genérica, esta técnica se clasifica en dos tipos en base al tipo de la fuente de radiacion de positrones. Un
tipo es un procedimiento de “Na que utiliza un radioisétopo (22Na) como la fuente de radiacién de positrones y es
apropiado para una evaluacién de los poros en resinas, polvos, fibras, liquidos y similares. El otro tipo es un
procedimiento de haz de positrones que utiliza un haz de positrones emitido desde un acelerador lineal de
electrones, como la fuente de radiacién de positrones, y permite una evaluacién de los poros de las peliculas
delgadas que tienen un espesor de varios cientos de nanémetros formadas en diversas bases. Particularmente, en
el ultimo procedimiento de haz de positrones, incluso cuando se utiliza una membrana de nanofiltracion como la
muestra a medir, se puede medir la capa funcional de la membrana de nanofiltracion solamente poniendo la
membrana en un estado seco, y no es necesario, en particular, realizar ningn procesamiento tal como la separacién
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de la capa funcional de separacion de la membrana de nanofiltracion. Por lo tanto, es mas preferente el
procedimiento de haz de positrones como un procedimiento para el andlisis de la capa funcional de separacion de
una membrana de nanofiltracién.

En el procedimiento de haz de positrones, la banda de medicién en la direccion de la profundidad, desde la
superficie de la muestra, se regula sobre la base de la cantidad de energia del haz de positrones incidente. A
medida que aumenta la energia, una proporcion mas profunda de la superficie de la muestra se incluye en la banda
de medicién, pero la profundidad es dependiente de la densidad de la muestra. Con el fin de medir la capa funcional
de separacién de una membrana de nanofiltracién, cuando un haz de positrones incide de forma general con una
energia de aproximadamente de 1 keV, se mide una banda de, aproximadamente, 50 a 150 nm de la superficie de la
muestra. En el caso de una capa funcional de separacion que tiene un espesor de, aproximadamente, 150 a 300
nm, particularmente, se puede medir de forma selectiva la parte central en la capa funcional de separacion.

Un positrén y un electrén se unen con su fuerza culombiana mutua y generan positronio Ps, que es un atomo de tipo
hidrégeno neutro. Ps tiene para-positronio, p-Ps, y orto-positronio, o-Ps, dependiendo de si los espines de los
positrones y los electrones son antiparalelos o paralelos, o similares, y el para-positronio y el orto-positronio se
generan en una proporcion de 1:3 segun el teorema de estadistica de espin. Sus respectivos ciclos de vida media
son 125 p para el p-Ps y 140 ps para el 0-Ps. Sin embargo, en una sustancia en un estado agregado, el o-Ps se
superpone con un electron que es diferente al que tiene unido a si mismo, y tiene una mayor probabilidad de
provocar una aniquilacién denominada aniquilaciéon de pick-off. Como resultado, la vida media del o-Ps se acorta a
unos pocos nanosegundos. La aniquilacién de o-Ps en un material aislante estd provocada por la superposicion de
un o-Ps con un electrén presente en las paredes de los poros de la sustancia, y como el tamafio de poro es menor,
se acelera la tasa de aniquilacion. Es decir, la vida media de aniquilacién de un o-Ps se puede correlacionar con el
didametro de poro en un material aislante.

La vida media de aniquilacion T basado en la aniquilacién pick-off de o-Ps se puede obtener en un andlisis realizado
dividiendo una curva de vida media de aniquilacién de positrones medida mediante espectroscopia de vida media de
aniquilacion de positrones, en cuatro componentes por un programa por minimos cuadrados no lineales,
POSITRONFIT (los detalles se describen en, por ejemplo, P. Kirkegaard, y otros, Computer Physic Communications,
Vol. 3, p. 240, North Holland Publishing Company (1972)), especificamente a partir de los resultados del andlisis
para el cuarto componente.

El radio de poro promedio R en la capa funcional de separacion de la membrana de nanofiltracion, segin la presente

invencioén, es un valor determinado a partir de la siguiente férmula (1), utilizando la vida media T de aniquilacion de
positrones. La féormula (1) representa la relacion en el caso de suponer que el o-Ps esta presente en un poro que
tiene un radio R en una capa de electrones que tiene un espesor de AR, y AR se determina empiricamente que es
0,166 nm (los detalles estan descritos en Nakanishi, y otros, Journal of Polymer Science: Part B: Polymer Physics,
Vol 27, pag. 1419, John Wiley & Sons, Incorporated (1989)).

[Expresion 1]

i R 1 2nxR
Expresion 1] ' =2[1-——+— sen(—— (1)
[ p [ R+tAR 2x R+AR )]

Tras la expresion de la eficiencia de una membrana de separacion, se utiliza no sélo las tasas de eliminacién que se
han descrito anteriormente, sino también el rendimiento de permeacion, que esta en una relacién de compensacion
con las tasas de eliminacién. Por ejemplo, en una membrana de separacion que tiene tasas de eliminacion iguales y
un elevado rendimiento de permeacion, se acorta el tiempo requerido para la operacidon de separacion, lo que es
preferente. En la presente invencion, se utiliza de forma preferente una membrana de separacion que presenta un
rendimiento de permeacion de 0,5 m%m?d o mayor cuando una solucion acuosa de 500 ppm de glucosa a pH 6,5 a
25°C se permea a través de la misma a una presion de funcionamiento de 0,5 MPa. Una membrana de separacién
gue muestra un rendimiento de permeacion de 0,7 m¥m?d o mayor es mas preferente debido a que la operacion de
separacion se puede realizar en un tiempo mas corto.

En lo que respecta a la membrana de separacion utilizada en la presente invencion, las membranas de separacion
pueden ser cuidadosamente seleccionadas y conectadas entre si para su utilizacién de acuerdo a las necesidades,
con el fin de controlar la calidad del agua. En lo que respecta a la seleccién y conexion de las membranas de
separacion, si se utiliza, como minimo, una membrana de separacidon que presenta una tasa de eliminacién de
glucosa y una tasa de eliminaciéon de alcohol isopropilico en los intervalos que se han descrito anteriormente, se
pueden eliminar de manera eficiente los inhibidores de la fermentacion. Por ejemplo, en primer lugar, es aceptable
llevar a cabo un tratamiento genérico utilizando una membrana de separacion que tiene una tasa de eliminacion baja
para los inhibidores de la fermentacion, pero tiene un elevado rendimiento de permeacion, y posteriormente llevar a
cabo un tratamiento para la mejora de la calidad del agua utilizando una membrana de separacion que tiene
rendimiento de permeabilidad bajo, pero que tiene una elevada tasa de eliminacién de inhibidores de la
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fermentacién. Esta seleccion y conexion de membranas de separacion se utiliza de forma preferente en el caso en el
que la concentracion del monosacérido y/u oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa, de este modo como la
concentracion del inhibidor de la fermentacion sean bajos, porque puede llevarse a cabo de forma simultanea la
concentracion y la eliminacién del inhibidor de la fermentacion.

La forma de la membrana de separacion utilizada en la presente invencion no esta particularmente limitada, siempre
y cuando la membrana sea capaz de tratar una biomasa a base de polisacaridos, y se puede seleccionar para su
utilizacién una forma de membrana lisa, una forma de membrana de fibras huecas, una forma de la membrana
plisada, una forma de membrana tubular y similares. En particular, se utiliza de forma preferente un elemento
denominado de tipo espiral, que se produce procesando una membrana lisa en una forma de sobre, y enrollando la
membrana en una forma de espiral, junto con diversos miembros tales como una red, debido a que se puede ampliar
el area de la membrana.

La membrana de separacion se puede disponer desde un punto en el que se genera un inhibidor de la fermentacion,
hasta un punto en el que el inhibidor de la fermentacién se transporta a las etapas que se ven afectadas
negativamente por el inhibidor de la fermentacion, tales como la sacarificacion que utiliza una enzima y los procesos
de separacion, de modo que el inhibidor de la fermentacion se puede eliminar en la medida en que el inhibidor de la
fermentacién no afecta negativamente a los procesos posteriores. Ademas, con el fin de controlar la calidad del
agua, el procedimiento de suministro de agua de alimentacion a la membrana de separacion también se puede
disefiar libremente, de manera que se modifique la tasa de recuperacion, o se haga circular una parte del agua de
alimentacion. Por ejemplo, el procedimiento de suministro se puede modificar también en funciéon del tipo de
biomasa a base de polisacarido.

Como tal, el tratamiento de biomasa a base de polisacarido con la utilizacién de una membrana de separacion tiene
un alto grado de libertad de disefio y, por lo tanto, incluso cuando se utilizan diversas biomasas a base de
polisacaridos como materiales de partida, el inhibidor de la fermentacion se puede eliminar en la medida en la que
los inhibidores de la fermentacion no afectan adversamente a los procesos posteriores.

Ademas, con el fin de eliminar un inhibidor de la fermentacion de una solucién que contiene un monosacarido y/o un
oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa, mediante la utilizacién de una membrana de separacion que presenta
una tasa de eliminacion de glucosa y una tasa de eliminacion de alcohol isopropilico en los intervalos mencionados
anteriormente, el monosacarido y/u oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa esta mas concentrado que el
inhibidor de la fermentacion, y se recupera en un lado de soluciéon saturada de cloruro sédico o solucion
concentrada. Es decir, cuando se utiliza una membrana de separacion que presenta una tasa de eliminacién de
glucosa y una tasa de eliminacion de alcohol isopropilico en los intervalos descritos anteriormente, puede producirse
una situacion en la que se puede llevar a cabo simultaneamente la concentracion de un monosacarido y/o un
oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa a la vez que se elimina un inhibidor de la fermentacién. De este modo,
la membrana de separacion se puede utilizar de forma particularmente adecuada en una solucion que tiene una baja
concentracién de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa. Como resultado, un
procedimiento convencional que requiere dos etapas, una etapa para la concentraciéon de un monosacarido y/o un
oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa, y una etapa para la eliminacién de un inhibidor de la fermentacién, se
puede acortar a una solo etapa, o se puede reducir la carga de la etapa de concentracion.

A continuacién, la presente invencion se describird por medio de ejemplos especificos, pero la presente invencién no
pretende quedar limitada por estos ejemplos.

EJEMPLOS

Las mediciones en los ejemplos y ejemplos comparativos se llevaron a cabo tal como se describe a continuacion.
Ademas, las membranas de separacién A a G utilizadas en los ejemplos y ejemplos comparativos se produjeron tal
como se describe a continuacion.

En los ejemplos 1 a 8 y ejemplos comparativos 1y 2, se prepar6 la siguiente solucién acuosa modelo y se suministré
a diversas membranas de separacion, con el fin de evaluar si un inhibidor de la fermentacion se puede eliminar de
un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa. Es decir, se utilizaron glucosa y sacarosa
como el monosacarido y/u oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa, y se utilizaron furfural, 5-hidroximetilfurfural
y vainillina como los inhibidores de la fermentacion. Se prepard una solucién acuosa modelo disolviendo cada una
de las sustancias en agua a una concentracion de 500 ppm.

En el ejemplo 9, se utilizé glucosa como el monosacarido y/u oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa y se
utilizaron furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina como los inhibidores de la fermentacion, a fin de investigar el
efecto de la concentracion de inhibidor de la fermentacién sobre la tasa de crecimiento de un bacilo de colon y una
levadura.
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(Tasa de eliminacion de alcohol isopropilico)

Se realizé una evaluacion mediante la comparacion de las concentraciones de alcohol isopropilico en el agua de
permeacion y el agua de alimentacion, que se obtienen cuando se suministré una soluciéon acuosa de 500 ppm de
alcohol isopropilico ajustada a pH 6,5 y una temperatura de 25°C a una membrana de separacién a una presion de
funcionamiento de 0,5 MPa. Es decir, se realiz6 el calculo mediante la formula: tasa de eliminacién de alcohol
isopropilico (%) = 100 x (1- (concentracidon de alcohol isopropilico en el agua de permeacion / concentracion de
alcohol isopropilico en el agua de alimentacién)). La concentracion de alcohol isopropilico se determiné por analisis
de cromatografia de gases convencional.

(Tasa de eliminacion de glucosa)

Se realizé una evaluacién mediante la comparacion de las concentraciones de glucosa en el agua de permeacion y
el agua de alimentacion, que se obtiene cuando se suministré una solucién acuosa de 500 ppm de glucosa ajustada
a pH 6,5 y una temperatura de 25°C a una membrana de separacion a una presiéon de funcionamiento de 0,5 MPa.
Es decir, se realiz6 el calculo mediante la formula: tasa de eliminacién de glucosa (%) = 100 x (1 - (concentracion de
glucosa en el agua de permeacion / concentracion de glucosa en agua de alimentacién)). La concentracion de
glucosa se determino utilizando un refractometro (RID-6A, fabricado por Shimadzu Corp.).

(Eficacia de permeabilidad)

Se midio la cantidad de agua de permeacion (m3) por unidad de tiempo (d) y unidad de area (mz) obtenida cuando
se suministré una solucién acuosa de 500 ppm de glucosa ajustada a pH 6,5 a una temperatura de 25°C a una
mesmbzrana de separacion a una presion de funcionamiento de 0,5 MPa y se calcul6 el rendimiento de permeacién
(m°/m=d).

(Espectroscopia de vida media de aniquilacion de positrones segln el procedimiento de haz de positrones)

Para llevar a cabo la espectroscopia de vida media de aniquilacién de positrones sin procesar particularmente la
capa funcional de separacion de una membrana de separacion, el andlisis puede hacerse mediante la utilizacion de
un procedimiento de haz de positrones tal como se describe a continuaciéon. Es decir, se midid6 una muestra de
medicidn secada a presion reducida a temperatura ambiente y cortada a un tamafio de 1,5 cm x 1,5 cm, con un
aparato de medicion de pelicula delgada correspondiente a un aparato de medicidn de la vida media de aniquilacién
de positrones que tiene un generador de haces de positrones (los detalles del aparato se describen en, por ejemplo,
Radiation Physics and Chemistry, vol. 58, pag. 603, Pergamon Press (2000)), con una intensidad del haz de 1 keV,
en vacio a temperatura ambiente, en un nimero de recuento total de 5.000.000 por medio de un contador de
centelleo realizado de difluoruro de bario mediante un tubo fotomultiplicador. La interpretacion se realiza con
POSITRONFIT. A partir de la vida media T del cuarto componente obtenido por la interpretacion, se puede analizar
el radio de poros promedio R, el volumen de poro promedio V, intensidad relativa | y la cantidad poros V x I.

(Produccién de pelicula de polisulfona de soporte)

La pelicula de soporte de polisulfona utilizada en la presente invencién se produce mediante la siguiente técnica. Es
decir, se fijo sobre una placa de vidrio una tela no tejida himeda de un tejido mixto de fibras de poliéster que tienen,
respectivamente, una finura de hilo Unico de 0,5 y 1,5 decitex, la tela no tejida que tiene un tamafio de 30 cm de
longitud y 20 cm de ancho, una permeabilidad al aire de 0,7 cm3/cm2-segundo y un didmetro de poro promedio de 7
MM o menos. Se conformd una solucién de polisulfona a una concentracién del 15% en peso en disolvente
dimetilformamida (DMF) (2,5 Poise: 20°C) sobre la tela no tejida himeda a un grosor total de 200 um, y el conjunto
se sumergi6é inmediatamente en agua. De este modo, se obtuvo una pelicula de polisulfona de soporte.

(Produccion de la membrana de separacion A)

La pelicula de polisulfona de soporte se sumergié durante 2 minutos en una solucién acuosa que contenia el 2,0%
en peso de m-fenilendiamina y el 2,0% en peso de e-caprolactama y, posteriormente, una solucién preparada por
disolucién de cloruro de acido trimésico en decano a una concentracién del 0,1% en peso se aplicé sobre la misma a
una proporcion de 160 cm®/m®. A continuacion, se elimind el exceso de solucion, y se obtuvo de este modo una
membrana de separacion. La membrana de separacién obtenida de este modo se tratdé durante 2 minutos a
temperatura ambiente con una solucion acuosa que contenia el 0,07% en peso de nitrito de sodio y el 0,1% en peso
de acido sulfdrico concentrado, posteriormente se lavd inmediatamente con agua y se almacend a temperatura
ambiente. De este modo, se obtuvo una membrana de separacion A.

(Produccién de la membrana de separacién B)

Se afadieron 20,0 g de etanol y 10,8 g de glicerina a un vaso de precipitados, y mientras la mezcla se agitaba
vigorosamente, se afiadieron a la misma 20,0 g de tetra-n-butoxititanio. Después de 5 minutos, mientras se agitaba
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el gel obtenido de este modo con una varilla de vidrio, se afiadieron a la misma 6,0 g de amoniaco acuoso al 28%.
Después de que el gel se convirtiera en una forma de solucién turbia, el gel se agité adicionalmente durante 2 horas
con un agitador. La solucion turbia obtenida de este modo se someti6é a centrifugacion (2.500 rpm, 3 minutos). Los
sélidos blancos precipitados se resuspendieron de nuevo en una solucién turbia con etanol y la solucién turbia se
sometié a centrifugacion (2.500 rpm, 3 minutos). Se recuperaron los sélidos blancos precipitados. Los solidos
blancos obtenidos de este modo se secaron a vacio a temperatura ambiente y se secaron adicionalmente a vacio a
120°C durante 3 horas. De este modo, se obtuvo un sélido blanco en forma de polvo.

Se preparo el solido de color blanco en forma de polvo obtenido de este modo en una solucién de acido clorhidrico
diluido (sélido/agua/acido clorhidrico 1 N = 1/5,5/3,5% en peso) y la solucion se aplico sobre la pelicula de
polisulfona de soporte. Se eliminaron las gotitas de liquido en la superficie con corriente de nitrégeno y
posteriormente el conjunto se secé durante una hora con un secador de aire caliente a 90°C. De este modo, se
obtuvo una membrana de separacion B.

(Produccion de la membrana de separacion C)

La pelicula de soporte de polisulfona se sumergié durante 2 minutos en una solucién acuosa que contenia el 2,0%
en peso de m-fenilendiamina y el 2,0% en peso de e-caprolactama, y posteriormente se aplicé una solucién
preparada por disolucion de cloruro de acido trimésico en decano a una concentracion del 0,1% en peso sobre la
misma a una proporcién de 160 cm®/m®. A continuacion, se eliminé el exceso de solucion y de este modo se obtuvo
una membrana de separacion. Se tratd la membrana de separacién obtenida de este modo durante 2 minutos a
temperatura ambiente con una solucién acuosa que contenia el 7% en peso de nitrito de sodio y el 0,1% en peso de
acido sulfarico concentrado, posteriormente se lavé inmediatamente con agua y se almacend a temperatura
ambiente. De este modo, se obtuvo una membrana de separacion C.

(Produccién de la membrana de separacién D)

La pelicula de soporte de polisulfona se sumergié durante 2 minutos en una solucién acuosa que contenia el 2,0%
en peso de m-fenilendiamina y el 2,0% en peso de e-caprolactama, y posteriormente se aplicd una solucién
preparada por disolucion de cloruro de acido trimésico en decano a una concentracion del 0,1% en peso sobre la
misma a una proporcién de 160 cm®/m®. A continuacion, se eliminé el exceso de solucion y se obtuvo de este modo
una membrana de separacion. La membrana de separacion obtenida de este modo se traté durante 60 minutos a
temperatura ambiente con una solucion acuosa que contenia el 0,07% en peso de nitrito de sodio y el 0,1% en peso
de &cido sulfdrico concentrado, posteriormente se lavé inmediatamente con agua y se almacené a temperatura
ambiente. De este modo, se obtuvo una membrana de separacion D.

(Producciéon de membrana de separacion E)

La pelicula de polisulfona de soporte se sumergié durante 1 minuto en una solucién acuosa que contenia el 2,0% en
peso de m-fenilendiamina, y posteriormente una solucién preparada disolviendo cloruro de acido trimésico en
decano a una concentracién del 0,1% en peso se aplicd sobre la misma a una proporcion de 160 cm¥/m?. A
continuacién, se eliminé el exceso de solucion y el conjunto se sumergio en una solucioén acuosa al 0,2% en peso de
carbonato de sodio durante 5 minutos. La membrana de separacion obtenida de este modo se sumergié durante 2
minutos en una solucién acuosa de peroximonosulfato de potasio ajustada a una concentracion del 1,0% en peso y
pH 6, posteriormente se lavé inmediatamente con agua y se almacené a temperatura ambiente. De este modo, se
obtuvo una membrana de separacion E.

(Produccion de la membrana de separacion F)

La pelicula de polisulfona de soporte se recubrié con una solucién acuosa que contenia el 1,0% en peso de
piperacina, el 0,2% en peso de 1,3-bis(4-piperidil)propano, el 0,5% en peso de dodecilsulfato de sodio y el 1,0% en
peso de fosfato trisddico y se sec6 con aire a temperatura ambiente durante 2 minutos. Posteriormente, se aplico a
la misma una solucién preparada por disoluciéon de una mezcla de cloruro de acido isoftalico y cloruro de acido
trimésico (relacion en peso 2:1) en decano al 1,0% en peso, a una proporciéon de 160 cm %/m? y el conjunto se tratd
térmicamente durante 5 minutos con aire caliente a 100°C. El conjunto se lavé inmediatamente con agua y se
almaceno6 a temperatura ambiente. De este modo, se obtuvo una membrana de separacion F.

(Produccién de membrana de separacién G)

La pelicula de polisulfona de soporte se recubrié con una solucién acuosa que contenia el 1,0% en peso de
piperacina, el 0,2% en peso de 1,3-bis(4-piperidil)propano, el 2,0% en peso de dodecilsulfato de sodio y el 1,0% en
peso de fosfato trisddico y se secd con aire caliente a 80°C durante 30 segundos. Posteriormente, se aplico a la
misma una solucion preparada por disolucion de una mezcla de cloruro de acido isoftalico y cloruro de acido
trimésico (relacion en peso 1:1) en decano a 0,5% en peso, a una proporciéon de 160 cm’/m?, y el conjunto se traté
térmicamente durante 5 minutos con aire caliente a 100°C. El conjunto se lavé inmediatamente con agua y se
almacend a temperatura ambiente. De este modo, se obtuvo una membrana de separacion G.
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<Ejemplo 1>

Se utilizé UTC-60 (membrana de nanofiltracion (NF) de poliamida reticulada fabricada por Toray Industries, Inc.)
como una membrana de separacion para evaluar la tasa de eliminacién de alcohol isopropilico, la tasa de
eliminacion de glucosa y el rendimiento de permeacion. La UTC-60 tenia una tasa de eliminacion de alcohol
isopropilico del 35%, una tasa de eliminacién de glucosa del 95%, y un rendimiento de permeacion de 1,1 m®m?d y
la diferencia entre la tasa de eliminacion de la glucosa y la tasa de eliminacién de alcohol isopropilico fue del 60%.
Ademas, el radio de poro promedio de UTC-60, medido mediante espectroscopia de vida media de aniquilacion de
positrones fue de 2,5 nm a 3,5 nm.

Se suministré una solucién acuosa modelo ajustada a una temperatura de 25°C y a un pH de 6,5, a una presion de
funcionamiento de 0,5 MPa y se midieron las concentraciones de glucosa, concentraciones de sacarosa,
concentraciones de furfural, concentraciones de 5-hidroximetilfurfural y concentraciones de vainillina del agua de
permeacion y el agua de alimentacion utilizando un refractometro (RID-6A, fabricado por Shimadzu Corp.) o un
absorcidmetro de ultravioleta-visible (UV VISIBLE SPECTROPHOTOMETER 2450, fabricado por Shimadzu Corp.) y
se determinaron las respectivas tasas de eliminacion. Los resultados se resumen en la tabla 1. Tal como se puede
ver en la tabla 1, dado que la UTC-60 tenia tasas de eliminacion elevadas de glucosa y de sacarosa, y tasas de
eliminacion bajas de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina, se descubrié que la membrana fue capaz de eliminar
los inhibidores de fermentacion de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo 2>

La operacion se realizé de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé UTC-20 (membrana de
nanofiltracién (NF) de poliamida reticulada, fabricada por Toray Industries, Inc.) como una membrana de separacion.
La UTC-20 tenia una tasa de eliminacion de alcohol isopropilico del 30%, una tasa de eliminaciéon de glucosa del
84%, y un rendimiento de permeacién de 0,8 m¥m?d y la diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa
de eliminaciéon de alcohol isopropilico fue del 54%. Ademas, el radio de poro promedio de UTC-20, medido por
espectroscopia de vida media de aniquilacion de positrones fue de 3,5 nm a 4,0 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucién acuosa modelo, en la tabla 1.
Tal como se puede ver en la tabla 1, dado UTC-20 tenia tasas de eliminacion elevadas de glucosa y de sacarosa, y
tasas de eliminacion bajas de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina, se descubrié que la membrana fue capaz de
eliminar los inhibidores de fermentacion de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo 3>

La operacion se realiz6 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion A como una membrana de separacion. La membrana de separacion A tenia una tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico del 70%, una tasa de eliminacién de glucosa del 99,5% y un rendimiento de permeacién de 1,3
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico era del
29,5%. Ademas, el radio de poro promedio de la membrana de separacién A, medido por espectroscopia de vida
media de aniquilacion de positrones fue de 0,8 nm a 1,0 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucién acuosa modelo en la tabla 1.
Tal como puede verse en la tabla 1, la membrana de separacion A tenia tasas de eliminacién elevadas de glucosa y
de sacarosa, y se descubrié que casi no habia flujo de salida de glucosa y sacarosa en el lado de la permeacion. Por
otra parte, dado que las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina fueron menores en
comparacion con las tasas de eliminacion de glucosa y de sacarosa, se constatd que la membrana fue capaz de
eliminar inhibidores de la fermentacion de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo 4>

La operacion se realiz6 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion C como una membrana de separacion. La membrana de separacion C tenia una tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico del 62%, una tasa de eliminacién de glucosa del 99% y un rendimiento de permeacion de 1,6
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico era del
37%. Ademas, el radio de poro promedio de la membrana de separacidon C, medido por espectroscopia de vida
media de aniquilacion de positrones fue de 1,0 nm a 1,5 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucién acuosa modelo en la tabla 1.
Tal como puede verse en la tabla 1, la membrana de separacion C tenia tasas de eliminacion elevadas de glucosa y
de sacarosa, y se descubrié que casi no habia flujo de salida de glucosa y sacarosa en el lado de la permeacion. Por
otra parte, dado que las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina fueron menores en
comparacion con las tasas de eliminacién de glucosa y de sacarosa, se constatd que la membrana fue capaz de
eliminar inhibidores de la fermentacion de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.
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<Ejemplo 5>

La operacion se realizé6 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion D como una membrana de separacion. La membrana de separacion D tenia una tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico del 60%, una tasa de eliminacion de glucosa del 98,5% y un rendimiento de permeacion de 1,7
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico era del
38,5%. Ademas, el radio de poro promedio de la membrana de separacién D, medido por espectroscopia de vida
media de aniquilacion de positrones fue de 1,0 nm a 1,7 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucién acuosa modelo en la tabla 1.
Como puede verse en la tabla 1, la membrana de separacion D tenia tasas de eliminacion elevadas de glucosa y de
sacarosa, y se descubrio que casi no habia flujo de salida de glucosa y sacarosa en el lado de la permeacion. Por
otra parte, dado que las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina fueron menores en
comparacion con las tasas de eliminacion de glucosa y de sacarosa, se constaté que la membrana fue capaz de
eliminar inhibidores de la fermentacion de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo 6>

La operacion se realizé6 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion E como una membrana de separacion. La membrana de separacion de E tenia una tasa de eliminacién
de alcohol isopropilico del 75%, una tasa de eliminacién de glucosa del 98% y un rendimiento de permeacién de 0,9
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacion de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico era del
23%. Ademas, el radio de poro promedio de la membrana de separacién E, medido por espectroscopia de vida
media de aniquilacion de positrones fue de 0,8 nm a 1,5 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucion acuosa modelo en la tabla 1.
Como puede verse en la tabla 1, la membrana de separacion E tenia tasas de eliminacion elevadas de glucosa y de
sacarosa, y se descubrio que casi no habia flujo de salida de glucosa y sacarosa en el lado de la permeacion. Por
otra parte, dado que las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina fueron menores en
comparacion con las tasas de eliminacion de glucosa y de sacarosa, se constaté que la membrana fue capaz de
eliminar inhibidores de la fermentacion de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo 7>

La operacion se realizé6 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion F como una membrana de separacién. La membrana de separacion F tenia una tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico del 32%, una tasa de eliminacién de glucosa del 90% y un rendimiento de permeacion de 1,5
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacién de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico era del
58%. Ademas, el radio de poro promedio de la membrana de separacion F, medido por espectroscopia de vida
media de aniquilaciéon de positrones fue de 2,5 nm a 3,5 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucion acuosa modelo en la tabla 1.
Tal como puede verse en la tabla 1, la membrana de separacion F tenia tasas de eliminacién elevadas de glucosa y
de sacarosa, y se descubrié que casi no habia flujo de salida de glucosa y sacarosa en el lado de la permeacion. Por
otra parte, dado que las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina fueron menores en
comparacion con las tasas de eliminacion de glucosa y de sacarosa, se constaté que la membrana fue capaz de
eliminar inhibidores de la fermentaciéon de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo 8>

La operacion se realizd de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion G como una membrana de separacion. La membrana de separacion G tenia una tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico del 36%, una tasa de eliminaciéon de glucosa del 95% y un rendimiento de permeacion de 1,3
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacién de glucosa y la tasa de eliminacion de alcohol isopropilico era del
59%. Ademas, el radio de poro promedio de la membrana de separacion G, medido por espectroscopia de vida
media de aniquilacién de positrones fue de 2,5 nm a 3,5 nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucion acuosa modelo en la tabla 1.
Como puede verse en la tabla 1, la membrana de separacion G tenia tasas de eliminacién elevadas de glucosa y de
sacarosa, y se descubrio que casi no habia flujo de salida de glucosa y sacarosa en el lado de la permeacion. Por
otra parte, dado que las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina fueron menores en
comparacion con las tasas de eliminacion de glucosa y de sacarosa, se constaté que la membrana fue capaz de
eliminar inhibidores de la fermentaciéon de un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.
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<Ejemplo comparativo 1>

La operacion se realizé de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé UTC-70U (membrana de
6smosis inversa (RO) de poliamida reticulada, fabricada por Toray Industries, Inc.) como una membrana de
separacion. UTC-70U tenia una tasa de eliminacion de alcohol isopropilico del 96,2%, una tasa de eliminacion de
glucosa del 99,9% y un rendimiento de permeacién de 0,7 m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacion de
glucosa y la tasa de eliminaciéon de alcohol isopropilico fue sé6lo del 3,7%. Ademas, el radio de poro promedio de
UTC-70U, tal como se mide por espectroscopia de vida media de aniquilaciéon de positrones era de 0,25 nm a 0,35
nm.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucién acuosa modelo en la tabla 1.
Tal como se puede observar en la tabla 1, UTC-70U tenia tasas de eliminacion elevadas de glucosa y de sacarosa,
pero las tasas de eliminacion de furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina también eran elevadas. Por lo tanto, se
descubrié que era dificil para la membrana eliminar los inhibidores de la fermentacién de un monosacarido y/o un
oligosacarido de una pentosa y/o una hexosa.

<Ejemplo comparativo 2>

La operacion se realiz6 de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto en que se utilizé la membrana de
separacion B como una membrana de separacion. La membrana de separacion B tenia una tasa de eliminacion de
alcohol isopropilico del 1%, una tasa de eliminacion de glucosa del 29%, y un rendimiento de permeacion de 2,0
m¥m?d, y la diferencia entre la tasa de eliminacion de la glucosa y la tasa de eliminacion del alcohol isopropilico fue
del 28%. Ademas, probablemente debido a que el diametro de poro de la membrana de separacion B era demasiado
grande, el radio promedio de poro de la membrana de separacion B no pudo ser medido mediante espectroscopia
de vida media de aniquilacion de positrones.

Ademas, se resumen los resultados de la evaluacion realizada utilizando la solucion acuosa modelo en la tabla 1.
Tal como se puede ver en la tabla 1, dado que la membrana de separacion B tenia tasas de eliminacién bajas de
glucosa y sacarosa, se descubrié que permeaba un monosacarido y/o un oligosacarido de una pentosa y/o una
hexosa.

<Ejemplo 9>

Se adquirioé un elemento de tipo espiral SU-620 (fabricado por Toray Industries, Inc., area de membrana 28 m2) que
contenia la UTC-60 utilizada en el ejemplo 1 como una membrana de separacion y se utilizé este elemento de tipo
espiral SU-620 para tratar 100 | de una solucién (1) que contenia el 1,0% en peso de glucosa, 1000 ppm de furfural,
1000 ppm de 5-hidroximetilfurfural y 1000 ppm de vainillina a una tasa de recuperacion del 60%. Como resultado, se
obtuvieron 40 | de una solucién (2) que contenia el 2,4% en peso de glucosa, 1150 ppm de furfural, 1200 ppm de 5-
hidroximetilfurfural y 1150 ppm de vainillina. Se afiadié agua a la solucidon (2) para ajustar la concentracion de
glucosa a 1,0% en peso, y se obtuvo de este modo una solucién (3) que contenia 480 ppm de furfural, 500 ppm de
5-hidroximetilfurfural y 480 ppm de vainillina.

La solucién (3) se traté de nuevo con SU-620 a una tasa de recuperacion del 60% y, como resultado, se obtuvo una
solucién (4) que contenia el 2,4% en peso de glucosa, 550 ppm de furfural, 600 ppm de 5-hidroximetilfurfural y 550
ppm de vainillina. Se afadié agua a la solucion (4) para ajustar la concentracion de glucosa al 1,0% en peso, y se
obtuvo de este modo una solucion (5) que contenia 230 ppm de furfural, 250 ppm de 5-hidroximetilfurfural y 230 ppm
de vainillina.

La solucién (5) se tratd adicionalmente utilizando SU-620 a una tasa de recuperacion del 60% y, como resultado, se
obtuvo una soluciéon (6) que contenia el 2,4% en peso de glucosa, 290 ppm de furfural, 310 ppm de 5-
hidroximetilfurfural y 290 ppm de vainillina. Se afiadié agua a la solucion (6) para ajustar la concentracién de glucosa
al 1,0% en peso, y se obtuvo de este modo una solucion (7) que contenia 120 ppm de furfural, 130 ppm de 5-
hidroximetilfurfural y 120 ppm de vainillina.

Se prepar6é una solucién (0) que contenia solamente el 1,0% en peso de glucosa y no contenia furfural, 5-
hidroximetilfurfural ni vainillina.

La razdn para el ajuste de la concentracion de glucosa de cada solucion al 1,0% en peso fue evaluar las tasas de
crecimiento del bacilo de colon y la levadura que se describiran a continuacién, a una concentracién igual de
glucosa.

La medicién de las concentraciones de glucosa, furfural, 5-hidroximetilfurfural y vainillina se llevé a cabo utilizando
cromatografia liquida de alto rendimiento. Es decir, se utilizd una unidad de transporte de liquido de cromatografia
liguida (LC-10AD, fabricada por Shimadzu Corp.) y se utilizaron para llevar a cabo la separacién una columna
disponible en el mercado de fase inversa (columna ODS) y una columna disponible en el mercado de separacion de
azucares (CAPCELL PAK NH2SG). Las concentraciones respectivas se midieron utilizando como detectores un
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refractometro (RID-6A, fabricado por Shimadzu Corp.) o un absorcidémetro visible ultravioleta (SPD-10A, fabricado
por Shimadzu Corp.).

Las soluciones (0), (1), (3) y (7) se utilizaron como sustratos, y se evaluaron las tasas de crecimiento de bacilo de
colon y levadura. De este modo, se investigd el efecto de las concentraciones de furfural, 5-hidroximetilfurfural y
vainillina sobre la fermentacion.

Las tasas de crecimiento de bacilo de colon y la levadura se evaluaron por el procedimiento siguiente.

Se utiliz6 un bacilo de colon (Escherichia coli cepa W3110) y levadura (Saccharomyces cerevisiae NBRC2260)
como las bacterias bajo prueba. El bacilo de colon y la levadura se sometieron a cultivo con agitaciéon (cultivo
conjunto) a 30°C durante 24 horas, utilizando un medio LB (1% de triptona, 0,5% de extracto de levadura y 1% de
cloruro de sodio) para el bacilo de colon y utilizando un medio YPD (2% de triptona, 1% extracto de levadura y 2%
de glucosa) para la levadura. Como medios de evaluacion, se prepararon los medios de evaluacion (0), (1), (3) y (7)
mediante la adicién de licor de maiz fermentado a las soluciones (0), (1), (3) y (7) para obtener una concentracion
final del 5%, y el ajuste de las soluciones a pH 7. A 50 ml de cada uno de estos medios de evaluacién ((0), (1), (3) y
(7)), se afadieron 3 ml de la solucién de cultivo obtenida después del cultivo conjunto y las mezclas se sometieron a
cultivo con agitacion a 30°C durante 24 horas. Se calcularon las cantidades de crecimiento del bacilo de colon y de
levadura después de 24 horas de cultivo mediante la medicién de la absorbancia a 600 nm (OD600 valor). Cuando
el valor OD600 del bacilo de colon o de levadura después de 24 horas en el medio de evaluacién (0) se tom6 como
100, las respectivas tasas de crecimiento en los medios de evaluacion (1), (3) y (7) se resumen en la tabla 2.

En particular, el medio de evaluacién (7) que contenia concentraciones de 120 a 130 ppm de furfural 5-
hidroximetilfurfural y vainillina, mostr6 tasas de crecimiento del bacilo de colon y la levadura que eran casi iguales a
las tasas de crecimiento que se pueden obtener en el medio de evaluacion (0), que no contiene furfural, 5-
hidroximetilfurfural y vainillina, y de este modo se observé un notable efecto de la eliminacion de inhibidores de la
fermentacion.

[Tabla 1-1]
Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3 Ejemplo 4 Ejemplo 5
Membrana Membrana Membrana
. o de de de
Tipo de membrana de separacion UTC-60 UTC-20 L L L
separacion | separacion | separacion
A C D
_Tasa dg _ellmlnamon de alcohol 35 30 70 62 60
isopropilico (%)
Tasa de eliminacion de glucosa (%) 95 84 99,5 99 98,5
Tasa de eliminacion de glucosa (%) -
tasa de eliminacion de alcohol 60 54 29,5 37 38,5
isopropilico (%)
Reandlgnlento de permeabilidad 11 08 13 16 17
(m”/m~d)
Tasa de
eliminacion de 92 80 99 98,5 97
glucosa (%)
Tasa de
eliminacion de 99 88 99,9 99,9 99
sacarosa (%)
Tasa de
Solucién acuosa | eliminacion de 9 10 90 83 80
modelo furfural (%)
Tasa de
eliminacion de 5-
hidroximetilfurfural 13 12 93 84 98
(%)
Tasa de
eliminacion de 10 10 90 84 82
vainillina (%)
Radio de poro promedio basado en el
procedimiento de medicion de vida |, g 35 3,5-4,0 0,8-1,0 1,0-15 1,0-1,7
media de aniquilacion de positrones
(nm)
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[Tabla 1-2]
Ejemplo Ejemplo
Ejemplo 6 Ejemplo 7 Ejemplo 8 | comparativo | comparativo
1 2
Membrana | Membrana | Membrana
Tipo de membrana de separacion de . de . de L UTC-70U Membrapfi de
separacion | separacién | separacion separacion B
E F G
_Tasa Ej_e eliminacion de alcohol 75 32 36 96.2 1
isopropilico (%)
Tasa de eliminacion de glucosa (%) 98 90 95 99,9 29
Tasa de eliminacién de glucosa (%) -
Tasa de eliminacién de alcohol 23 58 59 3,7 28
isopropilico (%)
Rezndlgnlento de permeabilidad 0.9 15 13 07 2
(m“/m“d)
Tasa de
eliminacién de 97 87 89 99,9 28
glucosa (%)
Tasa de
eliminacion de 99 95 97 99,9 33
sacarosa (%)
Tasa de
Solucién acuosa | eliminacion de 86 7 8 99,9 0
modelo furfural (%)
Tasa de
eliminacion de 5-
hidroximetilfurfural % 8 10 99.9 0
(%)
Tasa de
eliminacién de 90 8 11 99,9 0
vainillina (%)
Radio de poro promedio basado en el
procedimiento de medicion de vida | 4 g 4 2,5-35 2,5-35 0,25-0,35 | Inmensurable
media de aniquilacion de positrones
(hm)
[Tabla 2]
Medio de evaluacién (1) 3) @) 0)
Solucion @) 3 @ )
Concentracion de glucosa (% en peso) 1,0 1,0 1.0 10
Concentracion de furfural (ppm) 1000 480 120 0
Concentracion de 5-hidroximetilfurfural (ppm) 1000 500 130 0
Concentracion de vainillina (ppm) 1000 480 120 0
Tasa de crecimiento del bacilo de colon (-) 5 18 92 100
Tasa de crecimiento de la levadura (-) 23 62 96 100

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

El procedimiento de la presente invencion para la produccion de un compuesto se puede utilizar adecuadamente
cuando se producen sacaridos mediante la utilizacion de una biomasa a base de polisacarido como material de
partida, y cuando los sacéaridos obtenidos de este modo se convierten en productos quimicos mediante
fermentacion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de produccion de un compuesto procedente de una biomasa a base de polisacérido, incluyendo el
procedimiento, como minimo, una de una etapa de sacarificacion para producir una solucién que contiene azlcar
gue contiene un monosacarido y/o un oligosacéarido a partir de un producto obtenible mediante la hidrolisis de
biomasa a base de polisacarido y una etapa de fermentaciéon para fermentar la solucion que contiene azlcar que
contiene el monosacérido y/u oligosacarido procedente de biomasa a base de polisacarido, en el que se lleva a cabo
un tratamiento para la eliminacién de un inhibidor de la fermentacién mediante la utilizacion de una membrana de
separacion, que tiene una tasa de eliminacion de glucosa y una tasa de eliminacion de alcohol isopropilico que
satisfacen simultaneamente las siguientes relaciones (1) y (II) cuando una solucién acuosa de glucosa de 500 ppm a
pH 6,5 a 25°C y una soluciéon acuosa de alcohol isopropilico de 500 ppm a pH 6,5 a 25°C se permean
respectivamente a través de la membrana a una presion de funcionamiento de 0,5 MPa, en la etapa anterior a la
etapa de sacarificacion y/o en la etapa anterior a la etapa de fermentacion:

Tasa de eliminacion de glucosa = 80% ()
Tasa de eliminacion de glucosa — tasa de eliminacion de alcohol isopropilico = 20% (D]

2. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que el tratamiento para la eliminaciéon de un inhibidor de la
fermentacién mediante la utilizacion de una membrana de separacion permite la eliminacién del inhibidor de la
fermentacion y la concentracion simultdnea de uno cualquiera de celulosa, hemicelulosa, un monosacérido y un
oligosacarido.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el tratamiento para la eliminacion de un inhibidor de la
fermentacién con la utilizacién de una membrana de separacion se lleva a cabo hasta que el contenido del inhibidor
de la fermentacion en la solucién que contiene azucar obtenible inmediatamente antes de la etapa de fermentacién
llega a 500 ppm 0 menos.

4. Procedimiento de produccion de un compuesto procedente de una biomasa a base de polisacéarido, segin la
reivindicacion 1, en el que la membrana de separacion tiene poros que tienen un radio promedio de poro, medido
por espectroscopia de vida media de aniquilacion de positrones, de 0,8 nm a 4,0 nm.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el radio promedio de poro es de 2,5 nm a 4,0 nm.
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[Tabla 1-1]
Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3 Ejemplo 4 Ejemplo 5
Membrana Membrana Membrana
. L de de de
Tipo de membrana de separacion UTC-60 UTC-20 L . i
separacion separacion | separacion
A C D
_Tasa de: _ellmlnacmn de alcohol 35 30 70 62 60
isopropilico (%)
Tasa de eliminacion de glucosa (%) 95 84 99,5 99 98,5
Tasa de eliminacion de glucosa (%) -
tasa de eliminacién de alcohol 60 54 29,5 37 38,5
isopropilico (%)
Reandlgmento de permeabilidad 11 08 13 16 17
(m”/m“d)
Tasa de
eliminacion de 92 80 99 98,5 97
glucosa (%)
Tasa de
eliminacion de 99 88 99,9 99,9 99
sacarosa (%)
Tasa de
Solucién acuosa | eliminacion de 9 10 920 83 80
modelo furfural (%)
Tasa de
eliminacion de 5-
hidroximetilfurfural 13 12 93 84 98
(%)
Tasa de
eliminacion de 10 10 90 84 82
vainillina (%)
Radio de poro promedio basado en el
procedimiento de medicion de vida 25-35 3.5-4,0 0.8-1,0 1,0-15 1,0-1,7

media de aniquilacién de positrones

(nm)
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[Tabla 1-2]
Ejemplo Ejemplo
Ejemplo 6 Ejemplo 7 Ejemplo 8 | comparativo | comparativo
1 2
Membrana Membrana Membrana
Tipo de membrana de separacion de . de . de L UTC-70U Membrapfi de
separacion | separacion | separacion separacion B
E F G
_Tasa Ej_e eliminacion de alcohol 75 32 36 96.2 1
isopropilico (%)
Tasa de eliminacion de glucosa (%) 98 90 95 99,9 29
Tasa de eliminacién de glucosa (%) -
Tasa de eliminacién de alcohol 23 58 59 3,7 28
isopropilico (%)
Rezndlgnlento de permeabilidad 0.9 15 13 07 2
(m“/m“d)
Tasa de
eliminacién de 97 87 89 99,9 28
glucosa (%)
Tasa de
eliminacion de 99 95 97 99,9 33
sacarosa (%)
Tasa de
Solucién acuosa | eliminacion de 86 7 8 99,9 0
modelo furfural (%)
Tasa de
eliminacion de 5-
hidroximetilfurfural 90 8 10 99.9 0
(%)
Tasa de
eliminacién de 90 8 11 99,9 0
vainillina (%)
Radio de poro promedio basado en el
procedimiento de medicion de vida | 4 g 4 2,5-3,5 2,5-3,5 0,25-0,35 | Inmensurable

media de aniquilacion de positrones
(hm)
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Medio de evaluacién

1)

®)

@)

()

Solucién

1)

®)

@)

()

Concentracion de glucosa (% en peso) 1,0 1,0 1,0 1,0
Concentracion de furfural (ppm) 1000 480 120 0
Concentracion de 5-hidroximetilfurfural (ppm) 1000 500 130 0
Concentracion de vainillina (ppm) 1000 480 120 0

Tasa de crecimiento del bacilo de colon (-) 5 18 92 100

Tasa de crecimiento de la levadura (-) 23 62 96 100
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