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DESCRIPCION
Procedimiento para la producciéon de una solucién que contiene azdcar
SECTOR TECNICO

La presente invencién se refiere a un procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar a partir de
biomasa.

ANTECEDENTES TECNICOS

En los ultimos afios, se han estudiado ampliamente procedimientos para producir un liquido que contiene azucar
pretratando biomasa celuldsica con un acido, agua caliente, alcali o similares y afiadiéndole posteriormente celulasa
para realizar la hidrolisis. El liquido que contiene azucar obtenido de este modo a veces tiene una concentracion de
azlUcar menor que un liquido que contiene azlUcar convencional derivado de un material comestible, tal como
almidén o jugo de cafia.

En general, en los casos en los que la concentracion de azlcar es baja, la concentracién de azlcares puede
aumentarse destilando agua en el liquido que contiene azdcar mediante, por ejemplo, concentracion a presién
reducida o concentracion por calentamiento. Por ejemplo, se ha dado a conocer un caso en el que se concentran
melazas de remolacha en un evaporador (véase el documento de patente 1).

Por otro lado, en el tratamiento de fermentacion de metano de desechos organicos, han existido problemas
causados por la precipitacion de metales alcalinotérreos contenidos en los desechos, entre los que se incluyen
calcio y magnesio, como obstruccion de tuberias y deterioro de las funciones de las membranas de separacién
debido a su fijacién en las superficies de la membrana (véase el documento de patente 2).

El documento de patente 3 da a conocer un procedimiento para producir glucosa a partir de una materia prima
lignocelulésica que comprende (i) pretratar la materia prima lignocelulésica con acido para producir una materia
prima pretratada, (ii) proporcionar una corriente que contiene calcio, que comprende calcio, que se obtiene a partir
de la materia prima lignocelul6sica, (i) producir una corriente que contiene carbonato calcico por precipitacion de
dicho calcio de la corriente que contiene calcio, (iv) ajustar el pH de una corriente que comprende dicha materia
prima pretratada con (a) la corriente que contiene carbonato célcico, (b) una corriente que contiene hidréxido calcico
que se deriva de dicha corriente que contiene carbonato calcico, sometiendo dicha corriente que contiene carbonato
célcico a calcinacion, o (c¢) una combinacion de la corriente que contiene carbonato calcico y la corriente que
contiene hidréxido calcico, en el que dicho ajuste del pH de dicha corriente que comprende la materia prima
pretratada produce una materia prima lignocelulésica pretratada neutralizada que tiene un pH entre,
aproximadamente, 3 y, aproximadamente, 9 y en la que el pH de la materia prima lignocelulésica pretratada
neutralizada producida de este modo es mayor que el pH de la composicion que comprende la materia prima
pretratada producida en la etapa (i), y (v) llevar a cabo la hidrélisis enzimatica de dicha materia prima lignocelulésica
pretratada neutralizada con enzimas celulasa para producir la glucosa.

El documento de patente 4 da a conocer la produccion de acido succinico, en la que se eliminé un caldo calentado
mediante centrifugacion o filtraciébn por membrana de las células, se afiadié carbonato sédico al sobrenadante para
producir la torta precipitada de carbonato magnésico que se recupero por filtracion y el filtrado se hizo pasar a través

de una columna de resina catiénica para recuperar la solucién de acido succinico. El pH en el proceso de
fermentacion se ajust6 con carbonato magnésico.

El documento de patente 5 da a conocer un procedimiento que permite eliminar residuos de biomasa que se forman
durante la produccién de azlcares a partir de biomasa que contiene celulosa, antes de realizar la filtracion a través
de una membrana de microfiltracion y/o membrana de ultrafiltracion, evitando de este modo la obstruccion de la
membrana de microfiltracion y/o membrana de ultrafiltracion para asegurar la produccién estable a largo plazo de
una solucion acuosa que contiene azucar refinada

DOCUMENTOS DE LA TECNICA ANTERIOR

[Documentos de patente]

[Documento de patente 1] JP 2005-27807 A

[Documento de patente 2] WO2009 /041009

[Documento de patente 3] US 2010/184151 Al

[Documento de patente 4] CN 101 348 429 A
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[Documento de patente 5] WO 2011/162009 Al
CARACTERISTICAS DE LA INVENCION
PROBLEMAS A RESOLVER POR LA INVENCION

Los inventores de la presente invencién descubrieron problemas en el cultivo de microorganismos utilizando como
materia prima de fermentacion un liquido que contiene azlcar de biomasa celulésica, especialmente, liquido que
contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica, que la precipitacién de una sustancia insoluble que contiene
magnesio como componente principal puede provocar la fijacién de incrustaciones en un aparato de fermentacion, la
obstruccion de las tuberias, la obstruccion de una membrana de separacion, la aparicion de un problema en un
sensor de pH/OD, fijacion de incrustaciones a una membrana de separacién durante el cultivo continuo, y dificultad
en la separacion por membrana de un producto de fermentacién del liquido de cultivo.

Un objetivo de la presente invencion es dar a conocer un procedimiento para producir un liquido que contiene
azucar, procedimiento que pueda evitar los problemas anteriores, es decir, la fijacion de incrustaciones a un aparato
de fermentacién, la obstruccién de tuberias, la obstruccion de una membrana de separacion, la aparicion de un
problema en un sensor de pH/OD vy la fijacién de incrustaciones a una membrana de separacioén durante el cultivo
continuo, y que permita la separacion por membrana de un producto de fermentacién del liquido de cultivo.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

La presente invencién tiene como objetivo resolver los problemas descritos anteriormente, y el procedimiento para
producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencién comprende las etapas de: obtener un liquido que
contiene azucar concentrado de biomasa celuldsica mediante el tratamiento enzimatico de una biomasa celulésica;
afiadir uno o mas alcalis a dicho liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica para ajustar el pH
a, como minimo, 8, para precipitar una sustancia o sustancias insolubles que contienen, como minimo, magnesio; y
realizar la filtracion a través de una membrana de microfiltracion para eliminar la o las sustancias insolubles, para
obtener un liquido que contiene azlicar como un permeado, tal como se define en la reivindicacion 1.

En un modo preferente del procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencion, el
liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica es un liquido que contiene azlcar preparado
sometiendo un hidrolizado obtenido a partir de una biomasa celulésica mediante tratamiento con enzimas, a uno o
mas de los tratamientos seleccionados del grupo que comprende concentracién mediante membrana, concentracion
a presion reducida y concentracion por calentamiento.

En un modo preferente del procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencion, el
tamafo promedio de poros de la membrana de microfiltracion esta dentro del intervalo de 0,01 um a 1 um.

En un modo preferente del procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencion, la
membrana de microfiltracion es una membrana de microfiltracion de fibras huecas.

En un modo preferente del procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencion, se
afiaden adicionalmente uno o mas aditivos seleccionados del grupo que comprende fuentes de nitrdgeno, sales
metdlicas, vitaminas, aminoacidos, azlcares, agentes antiespumantes y surfactantes.

En la presente invencion, se pueden producir diversos tipos de productos quimicos utilizando el liquido que contiene
azUcar obtenido mediante el procedimiento de produccién como materia prima de fermentacion.

En la presente invencién, se cultiva un microorganismo utilizando, como materia prima de fermentacion, un liquido
que contiene azlcar obtenido mediante el procedimiento de produccién anterior, para permitir la produccién de un
producto quimico en el liquido de cultivo, mientras que el microorganismo y el producto quimico se filtran de forma
continua o intermitente a través de una membrana de separaciéon. Mediante esto, el producto quimico puede ser
recuperado.

EFECTO DE LA INVENCION

Mediante la presente invencion, el problema mencionado anteriormente, es decir, la fijacion de incrustaciones en un
fermentador o una membrana de separacién, se puede suprimir sin utilizar un procedimiento costoso, tal como la
cromatografia ionica. Esto puede conseguirse mediante un procedimiento simple en el que se llevan a cabo las
siguientes operaciones: se afladen uno o mas alcalis a un liquido que contiene azucar concentrado de biomasa
celuldsica para ajustar el pH a, como minimo, 8, para precipitar una 0 mas sustancias insolubles que contienen,
como minimo, magnesio; y la o las sustancias insolubles se eliminan mediante filtracion a través de una membrana
de microfiltracion, para obtener un liquido que contiene azGicar como un permeado. Ademas, se puede conseguir la
mejora del rendimiento de fermentacion como un efecto novedoso realizando las operaciones anteriores en los
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casos en los que se utiliza un liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica como materia prima
de fermentacion.

El procedimiento para producir un liquido que contiene azUcar, de la presente invencién, puede comprender ademas
cultivar un microorganismo, utilizandolo como una materia prima de fermentacion, liquido que contiene azlcar que
se obtiene mediante el procedimiento tal como el que se ha descrito anteriormente. El liquido que contiene azlcar
producido mediante la presente invencion se puede utilizar como materia prima de fermentacion para diversos tipos
de productos quimicos.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un diagrama que ilustra el flujo de bloques de un procedimiento para producir un liquido segun la
presente invencion, el pH se ajustara a, como minimo, 8.

La figura 2 es un diagrama que ilustra el flujo de bloques de otro procedimiento para producir un liquido que contiene
azucar. Segun la presente invencion, el pH se ajustara a, como minimo, 8.

La figura 3 es un cromatografo obtenido redisolviendo una sustancia insoluble en una soluciéon acuosa de acido
clorhidrico y posteriormente realizando la separacién mediante cromatografia iénica.

La figura 4 es una vista esquematica en seccién transversal para la explicacién de la constitucion de un mdédulo
simplificado para el procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencion, médulo
que utiliza una membrana de fibras huecas.

La figura 5 es una vista lateral que ilustra un ejemplo del aparato utilizado en el procedimiento para producir un
liquido que contiene azucar de la presente invencion.

La figura 6 es una vista lateral que ilustra otro ejemplo del aparato utilizado en el procedimiento para producir un
liguido que contiene azlcar de la presente invencion.

La figura 7 es una vista lateral que ilustra un ejemplo de un aparato para producir un producto quimico que utiliza el
liquido que contiene azucar de la presente invencion como materia prima de fermentacion.

MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
Los modos para llevar a cabo la presente invencion se describen a continuacion.

El procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencion comprende las etapas de:
afadir uno o mas alcalis a un liquido que contiene azlicar concentrado de biomasa celulésica para ajustar el pH a,
como minimo, 8, para precipitar una 0 mas sustancias insolubles que contienen, como minimo, magnesio; y realizar
la filtracion a través de una membrana de microfiltracién para eliminar dicha o dichas sustancias insolubles, para
obtener un liquido que contiene azGcar como un permeado.

La figura 1 es un diagrama que ilustra el flujo de bloques de un procedimiento para producir un liquido que contiene
azUcar de la presente invencion.

En primer lugar, se describe la etapa de afiadir uno 0 mas élcalis a un liquido que contiene azlcar concentrado de
biomasa celulésica para ajustar el pH a, como minimo, 8, para precipitar una 0 mas sustancias insolubles que
contienen, como minimo, magnesio [Etapa (1)], de la presente invencién.

El liquido que contiene azucar concentrado de biomasa celuldsica que se utilizara en la presente invencion significa
un liquido que contiene azucar que es una solucién acuosa que contiene un azucar obtenido por hidrélisis de un
material de biomasa celulésica y se ha procesado a través de una etapa de concentracién, mediante una o mas
operaciones de concentracion. En el presente documento, la biomasa celulésica significa una biomasa que contiene
celulosa.

Entre los ejemplos especificos de la biomasa celulésica se incluyen biomasas herbaceas tales como bagazo, pasto
varilla, hierba napier, Erianthus, rastrojo de maiz, rastrojo de arroz, paja de trigo, piel y cascara de coco; biomasas
lefiosas tales como arboles, alamos y desechos de materiales de construccion; y biomasas derivadas del medio
ambiente acuatico tales como algas marinas.

Estas biomasas contienen, ademas de celulosa y hemicelulosa (que en lo sucesivo pueden denominarse "celulosa”,
como un término general para celulosa y hemicelulosa), lignina como macromoléculas aromaticas, y similares.

En presente documento, el liquido que contiene azlcar significa un liquido que contiene azlcar obtenido sometiendo
la biomasa celulésica a un tratamiento enzimatico para realizar la hidrolisis del componente de celulosa y/o el
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componente de hemicelulosa contenido en la biomasa celuldsica. El liquido que contiene azdcar no se limita al
liquido que contiene azlcar inmediatamente después de la hidrélisis, y también se puede considerar una solucion
acuosa obtenida después de afiadir un microorganismo al hidrolizado y realizar la fermentacion como el liquido que
contiene azucar, siempre que la solucién acuosa contenga azlcar y pueda ser utilizada en la presente invencion.

Los principales componentes de azUcar del hidrolizado son hexosas, tales como glucosa y pentosas, tales como
xilosa. El liquido que contiene azucar concentrado significa un liquido que contiene azlcar preparado concentrando
liquido que contiene azlcar de biomasa celulésica mediante un procedimiento conocido, tal como concentracion por
evaporacion o concentracién por membrana. El procedimiento de concentracién puede ser una combinacion de una
pluralidad de procedimientos. El liquido que contiene azlcar concentrado también puede ser una dilucién preparada
afadiendo agua o similar a un liquido concentrado mediante el procedimiento de concentracidon anterior, 0 a un
azUcar en estado soélido preparado mediante eliminacién de agua por concentracion.

En la presente invencion, se lleva a cabo la operacién de afiadir un alcali o alcalis a un liquido que contiene azucar
concentrado de biomasa celuldsica para ajustar el pH a, como minimo, 8, para precipitar una o0 mas sustancias
insolubles que contienen, como minimo, magnesio.

Entre los ejemplos preferentes del o de los alcalis que se van a afiadir se incluyen amoniaco, amoniaco acuoso,
hidréxido sédico e hidroxido potasico.

Aunque también se puede utilizar un alcali tal como hidréxido célcico, el calcio puede provocar la produccion de
incrustaciones de manera similar al magnesio, por lo que la utilizacién de dicho alcali no es ventajosa. Como alcali,
se utiliza de forma especialmente preferente amoniaco.

En los casos en los que se utiliza acido sulfarico en la hidrélisis de la biomasa celuldsica, el hidrolizado obtenido, asi
como el liquido que contiene azlicar concentrado, a menudo contienen iones sulfato. Al agregarle amoniaco, se
puede producir sulfato de amonio como una sal. Como es bien sabido, el sulfato de amonio se puede utilizar de
forma efectiva como fuente de nitrdgeno por microorganismos durante su crecimiento, produccion fermentativa y
similares. Es decir, el alcali que se va a utilizar para el ajuste del pH es mas preferentemente amoniaco. Ajustando el
pH a, como minimo, 8, el magnesio disuelto en el liquido que contiene azlicar concentrado de biomasa celulésica
puede convertirse en hidroxido magnésico, que puede precipitarse en forma de cristales insolubles. El pH se ajusta
preferentemente a, como minimo, 9, mas preferentemente, como minimo, 10. El limite superior del pH no esta
limitado, siempre que el pH sea menor que 14, pero, dado que un pH superior a 12 no aumenta especialmente el
efecto, el pH preferentemente se establece en no mas de 12, a efectos de reducir la cantidad del o de los alcalis
utilizados. Es decir, el pH esta preferentemente dentro del intervalo de 8 a 12, mas preferentemente dentro del
intervalo de 9 a 12, de la forma mas preferente, dentro del intervalo de 10 a 12.

Entre los ejemplos del procedimiento para alimentar el o los alcalis para ajustar el pH se incluyen un procedimiento
en el que el liquido que contiene azlcar de biomasa celulésica se somete preliminarmente a titulacion con el o los
alcalis a utilizar, y se alimenta una cantidad predeterminada del alcali o alcalis; y un procedimiento en el que el o los
alcalis se alimentan mientras se controla el aumento en el pH con un sensor de pH o similar hasta que se alcanza un
pH predeterminado.

Para la homogeneizacion del o de los alcalis afiadidos, se puede llevar a cabo una operacion tal como agitacion o
mezcla. Después del ajuste al pH alcalino, la precipitacion del hidréxido magnésico puede llevarse a cabo, si es
necesario, mediante una operacion tal como la incubacién o el enfriamiento. El tiempo de la precipitacion puede
establecerse arbitrariamente, y la precipitacion se lleva a cabo durante, preferentemente, como minimo, 1 minuto,
mas preferentemente, como minimo, 5 minutos, de la forma mas preferente, como minimo, 3 horas.

Cuanto mayor es el tiempo de la precipitacién después del ajuste al pH alcalino, mayor es el efecto para precipitar
suficientemente el hidréxido magnésico. Este tratamiento también tiene un efecto de desinfeccion, eliminacién y/o
esterilizacién por la exposicidon de los microorganismos, mohos, esporas y similares contenidos en el liquido que
contiene azUcar a condiciones alcalinas.

La figura 2 es un diagrama que ilustra el flujo de bloques de otro procedimiento para producir un liquido que contiene
azucar de la presente invencion. En la figura 2, el diagrama muestra un flujo que utiliza, en la etapa de precipitacién
del hidréxido magnésico, un periodo tal como transporte, mantenimiento/almacenamiento, o0
transporte/conservacion/almacenamiento del liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica. Dado
que la precipitacion de la o las sustancias insolubles requiere un cierto periodo de tiempo, los periodos anteriores
pueden ser utilizados efectivamente para este propdsito. Dado que, en la presente invencion, el pH se ajusta con
uno o mas alcalis, tal como se ha descrito anteriormente, se puede conseguir una calidad de conservacién mejorada
debido a la prevencion de la contaminacién microbiana y similares.

El tratamiento con membranas de microfiltracion puede estar precedido de la adicion de uno o mas nutrientes y
materiales auxiliares necesarios para la utilizacion de un liquido que contiene azdcar como materia prima de
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fermentacién, tal como fuentes de nitrdgeno, sales metdlicas, vitaminas, aminoacidos, azucares, antibiodticos,
surfactantes y agentes antiespumantes.

Entre los ejemplos de las fuentes de nitrdgeno se incluyen sulfato de amonio, fosfato de amonio, caseina, extracto
de carne, extracto de levadura, peptona, peptona de soja y licor de maceracién de maiz.

Entre los ejemplos de las sales metalicas se incluyen las de molibdeno, cobalto, hierro, cobre, zinc, manganeso,
niquel, cromo, selenio, yodo, fluor, silicio y vanadio. Entre los ejemplos de las vitaminas se incluyen vitamina B12,
tiamina, biotina y vitamina B1.

Entre los ejemplos de azlcares se incluyen glucosa, arabinosa, xilosa, fructosa, psicosa, galactosa, manosa,
xilulosa, treosa, eritrosa y ribosa. Entre los ejemplos de los aminoacidos se incluyen alanina, arginina, asparagina,
acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina.

Entre los ejemplos de antibidticos se incluyen antibidticos de tetraciclina, antibioticos de B-lactama, antibiéticos
aminoglucdsidos, antibiéticos macrélidos y antibiéticos de cloranfenicol.

Entre los ejemplos de surfactantes se incluyen surfactantes no ionicos, surfactantes anidnicos y surfactantes
cationicos.

En términos de la adicion de dichos componentes en los casos de utilizar un liquido que contiene azicar como
materia prima de fermentacion, de manera preferente, los componentes necesarios en las cantidades requeridas se
afiaden en esta etapa de manera preliminar. Esto se lleva a cabo con el fin de evitar que la o las sustancias
insolubles se generen nuevamente durante la etapa de fermentacion debido a la adiciéon de estos componentes al
liquido que contiene azucar.

El liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica utilizado en la presente invencién es
preferentemente un liquido que contiene azlcar preparado por concentraciéon utilizando una membrana de
nanofiltracién y/o membrana de dsmosis inversa. La membrana de nanofiltracién también se denomina nanofiltro
(membrana de nanofiltracion, membrana NF) y generalmente se define como una "membrana que permite la
permeacion de iones monovalentes, pero bloguea los iones divalentes". Se considera que la membrana tiene huecos
finos que tienen tamafios de aproximadamente varios nandémetros, y se utilizan principalmente para bloquear
particulas finas, moléculas, iones, sales y similares en el agua.

Una membrana de 6smosis inversa también se denomina membrana RO, y generalmente se define como una
"membrana que tiene una funcién de desalinizacién también para iones monovalentes". Se considera que la
membrana tiene huecos ultrafinos que tienen tamafios de varios angstroms a varios nanémetros, y se utiliza
principalmente para la eliminacién de componentes i6nicos, tales como la desalinizacion de agua de mar y la
produccién de agua ultrapura.

El material de la membrana de nanofiltracion o membrana de ésmosis inversa utilizada en la presente invencion
puede estar compuesto de un compuesto macromolecular, y entre los ejemplos del compuesto macromolecular se
incluyen polimeros de acetato de celulosa, poliamidas, poliésteres, poliimidas, polimeros de vinilo y polisulfonas. La
membrana no esta limitada a una membrana constituida por uno de los materiales, y puede ser una membrana que
comprende una pluralidad de materiales de membrana.

Como la membrana de nanofiltraciéon a utilizar en la presente invencion, es preferente un elemento de membrana
enrollado en espiral. Entre los ejemplos especificos de elementos de membrana de nandfiltracion preferentes se
incluyen un elemento de membrana de nanofiltracion de acetato de celulosa GE Sepa, fabricado por GE Osmonics;
elementos de membrana de nanofiltracion NF99 y NF99HF, fabricados por Alfa-Laval, que tienen capas funcionales
de poliamida; elementos de membrana de nanofiltracion NF-45, NF-90, NF-200, NF-270 y NF-400, fabricados por
FilmTec Corporation, que tienen capas con funcionalidad de poliamida de piperacina reticulada; y elementos de
membrana de nandfiltracion SU-210, SU-220, SU-600 y SU-610, fabricados por Toray Industries, Inc., que
comprenden una membrana de nanofiltracion UTC60, fabricados por el mismo fabricante, que comprenden una
poliamida de piperacina reticulada como componente principal. Mas preferentemente, el elemento de membrana de
nanofiltracién es NF99, NFO99HF; NF-45, NF-90, NF-200, NF-400, SU-210, SU-220, SU-600 o SU-610. AGn mas
preferentemente, el elemento de membrana de nanofiltracién es SU-210, SU-220, SU-600 o SU-610.

Entre los ejemplos de la membrana de ésmosis inversa utilizada en la presente invencién se incluyen membranas
compuestas que comprenden un polimero de acetato de celulosa como capa funcional (en lo sucesivo denominadas
también membranas de ésmosis inversa de acetato de celulosa) y membranas compuestas que comprenden una
poliamida como capa funcional (en lo sucesivo denominadas también membranas de 6smosis inversa de poliamida).

Entre los ejemplos del polimero de acetato de celulosa en el presente documento se incluyen polimeros preparados
con uno de ésteres de acidos organicos de celulosa o una mezcla de dos 0 mas de los mismos o ésteres mixtos de
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los mismos, tales como acetato de celulosa, diacetato de celulosa, triacetato de celulosa, propionato de celulosa y
butirato de celulosa. Entre los ejemplos de la poliamida se incluyen polimeros lineales y polimeros reticulados
compuestos de mondmeros de diamina alifaticos y/o aromaticos.

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

La utilizacién de la membrana de nandfiltracién y/o la membrana de ésmosis inversa para concentrar el liquido que
contiene azlcar tiene la ventaja de que se puede aumentar la concentracién de azucar en el liquido que contiene
azucar y que los inhibidores de la fermentacién se pueden eliminar como un permeado. En presente documento, el
término "inhibidores de la fermentacion" significa componentes distintos de azlcares que inhiben la fermentacion en
la etapa de fermentacién en una etapa posterior, y entre los ejemplos especificos de los inhibidores de la
fermentacion se incluyen compuestos aromaticos, compuestos de furano, acidos organicos y sales inorganicas
monovalentes. Entre los ejemplos representativos de estos inhibidores de fermentacién se incluyen compuestos
aromaticos y compuestos de furano tales como furfural, hidroximetilfurfural, vainillina, acido vainilico, acido siringico,
aldehido coniferilico, acido cumarico y acido feralico.

Entre los ejemplos de acidos organicos y sales inorganicas se incluyen acido acético y acido férmico; y sales de
potasio y sodio.

La concentracién de azucar en el liquido que contiene azlcar concentrado puede establecerse arbitrariamente
dentro del intervalo de 50 g/l a 400 g/l dependiendo de, por ejemplo, la utilizacién del liquido que contiene azlcar
concentrado. En casos en los que se desea una eliminacién mas completa de los inhibidores de la fermentacion,
puede afiadirse agua al liquido que contiene azucar o al liquido que contiene azlcar concentrado, seguido por la
concentracion de la dilucién resultante a través de una membrana de nanofiltracion y/o una membrana de 6smosis
inversa hasta una concentracidon de azucar deseada. Mediante esto, los inhibidores de la fermentacion se pueden
eliminar como un permeado. La utilizacién de una membrana de nanofiltracion es mas preferente que la utilizacién
de una membrana de 6smosis inversa, ya que una membrana de nanofiltracion tiene un mayor efecto de eliminacién
de los inhibidores de la fermentacion. La utilizacion de una membrana de nanofiltracion o la utilizacion de una
membrana de dsmosis inversa puede seleccionarse teniendo en cuenta la concentracion de inhibidores de la
fermentacién contenidos en el liquido que contiene azucar mezclado, o como la fermentacién en una etapa posterior
esta influenciada por los inhibidores de la fermentacion.

Se describe a continuacion la etapa de filtracién a través de una membrana de microfiltracion para eliminar la o las
sustancias insolubles, para obtener un liquido que contiene azdcar como un permeado [Etapa (2)].

El precipitado que contiene hidroxido magnésico producido en la etapa anterior se filtra utilizando una membrana de
microfiltracion, para obtener un liquido que contiene azlicar como un permeado.

Las membranas de microfiltracién también se denominan membranas de filtracion, y son membranas de separacion
gue pueden separar y eliminar particulas con tamafios de, aproximadamente, 0,01 a 10 um de una suspension de
particulas utilizando una diferencia de presion como fuerza motriz. Las membranas de microfiltracion tienen poros
gue tienen tamafos dentro del intervalo de 0,01 a 10 pm en sus superficies, y los componentes particulados mas
grandes que los poros se pueden separar/eliminar al lado de la membrana.

Entre los ejemplos del material de la membrana de microfiltracion se incluyen, pero sin que constituyan limitacion,
acetato de celulosa, poliamida aromatica, alcohol polivinilico, polisulfona, fluoruro de polivinilideno, polietileno,
poliacrilonitrilo, ceramica, polipropileno, policarbonato y politetrafluoroetiieno (Teflon (marca registrada)).
Preferentemente, la membrana es una membrana de microfiltracion de fluoruro de polivinilo en vistas de la
resistencia a la contaminacion, resistencia quimica, resistencia, rendimiento de filtracion y similares.

Preferentemente, el tamafio promedio de poro de la membrana de microfiltracion utilizada en la presente invencion
es de 0,01 um a 1 ym. Esto se debe a que el tamafo de la o las sustancias insolubles en el liquido que contiene
azucar concentrado de biomasa celulésica a precipitar por la precipitacion alcalina es de, aproximadamente, 2 um y,
por lo tanto, la o las sustancias insolubles precipitadas pueden eliminarse casi completamente por filtracion
utilizando una membrana de microfiltracion en los casos en los que la membrana de microfiltracion tiene un tamafio
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de poro promedio de 1 pm. Por otro lado, en los que casos en los que el tamafio de poro promedio de la membrana
de microfiltracion es menor a 0,01 um, la eliminacion completa de la o las sustancias insolubles precipitadas es
tedricamente posible, pero el caudal (flujo) de filtracién es bajo, y la filtracidn requiere alta presién en estos casos, lo
que es problematico. Ademas, la utilizacion de una membrana de este tipo a menudo conduce a la aparicién de
obstrucciones (incrustaciones) sobre la superficie de la membrana, dentro de la membrana, o en huecos diminutos
en el modulo, debido a la o las sustancias insolubles. De este modo, es preferente utilizar una membrana con un
tamafo de poro promedio de, como minimo, 0,01 um, es decir, una membrana de microfiltracion.

El tratamiento de la membrana de microfiltracion puede ir precedido de un tratamiento previo mediante una
separacion conocida entre solido y liquido, por ejemplo, centrifugacion utilizando un decantador de tornillo o similar;
filtracién, tal como filtracion por presién o por succién; o filtracion de membrana tal como microfiltracion. El
pretratamiento puede ser un medio eficaz, especialmente en los casos en los que el liquido que contiene azlcar
celulésico concentrado contiene una gran cantidad de soélidos organicos, lignina, celulosa no degradada, xilano,
oligosacaridos y similares, independientemente del ajuste del pH. Debe observarse que, incluso en los casos en que
se lleva a cabo tal separacion sélido-liquido, la o las sustancias insolubles que contienen hidréxido magnésico no se
pueden eliminar sin realizar la filtracién a través de una membrana de microfiltracion.

Entre los ejemplos del modo de filtracién a través de una membrana de ultrafiltracién se incluyen la filtracién de flujo
tangencial y la filtracion de flujo frontal. En vista de la prevencion del ensuciamiento y la fijacion del flujo, es
preferente la filtracion de flujo tangencial. Las membranas de microfiltracion se pueden clasificar en membranas
planas y membranas de fibras huecas. Es preferente una membrana de fibras huecas. En los casos en los que se
utiliza una membrana de fibras huecas, se puede llevar a cabo un lavado inverso para eliminar la suciedad o los
componentes de incrustacion unidos a la superficie de la membrana, aplicando presion desde el lado secundario de
la membrana utilizando una solucién que contiene un agente. Las membranas de fibras huecas se pueden clasificar
en dos tipos: membranas de fibras huecas de presion interna (para filtracion desde el lado interno al externo) y
membranas de fibras huecas de presion externa (para filtracion desde el lado externo al lado interno). En los casos
de membranas de fibras huecas de tipo presion interna, se producen sustancias insolubles que contienen magnesio
dentro del hueco, y esto puede causar la obstruccién de la membrana, lo que no es preferente. De este modo, se
puede utilizar preferentemente una membrana de fibras huecas de tipo de presién externa. Dado que, en particular,
el componente precipitado en condiciones alcalinas en la presente invenciéon es hidroxido magnésico, el lavado
inverso se lleva a cabo preferentemente utilizando un agente acido. Entre los ejemplos del agente acido que se
puede utilizar preferentemente se incluyen aquellos que tienen un pH dentro del intervalo de 0,4 a 4, incluyendo
acido sulftrico, acido clorhidrico o similares.

[Procedimiento para producir un producto quimico utilizando liquido que contiene azlicar como materia prima de
fermentacion]

Mediante el cultivo de microorganismos que tienen capacidades para producir diversos productos quimicos
utilizando, como materia prima de fermentacién, el liquido que contiene azlUcar obtenido mediante la presente
invencion, se pueden fabricar los productos quimicos. En el presente documento, "cultivar un microorganismo
utilizando el liquido que contiene azlGcar como materia prima de fermentacion” significa que uno o mas de los
componentes de azUcar y las fuentes de amino contenidas en el liquido que contiene azucar se utilizan como
nutrientes para un microorganismo, para permitir el crecimiento del microorganismo y la conversién metabdlica de
los azlcares.

Entre los ejemplos especificos de los productos quimicos se incluyen alcoholes, acidos organicos, aminoacidos,
acidos nucleicos y enzimas, que son sustancias producidas en masa en la industria de la fermentacion. Dichos
productos quimicos se producen y se acumulan dentro y fuera del cuerpo vivo en el proceso de metabolismo
utilizando los componentes de azlcar contenidos en el liquido que contiene azlicar como fuentes de carbono. Entre
los ejemplos especificos de los productos quimicos que pueden ser producidos por los microorganismos se incluyen
alcoholes tales como etanol, 1,3-propanodiol, 1,4-propanodiol y glicerol; acidos organicos tales como acido acético,
acido lactico, acido piravico, acido succinico, acido malico, acido itacénico y acido citrico; nucledsidos tales como
inosina y guanosina; nucleétidos tales como acido inosinico y acido guanilico; y compuestos de amina tales como
cadaverina. El liquido que contiene azucar de la presente invencion también se puede aplicar a la produccion de
enzimas, antibidticos, proteinas recombinantes y similares. Los microorganismos que se van a utilizar para la
producciéon de estos productos quimicos no estan limitados, siempre que los microorganismos sean capaces de
producir eficientemente los productos quimicos de interés. Entre los ejemplos de los microorganismos se incluyen E.
coli, levaduras, hongos filamentosos y Basidiomicetos.

Tal como se ha descrito anteriormente, el liquido que contiene azlcar obtenido mediante el procedimiento para
producir un liquido que contiene azucar de la presente invencién es un liquido que contiene azucar del cual se ha
eliminado el componente magnésico. De este modo, el liquido que contiene azlcar puede utilizarse preferentemente
en un procedimiento para producir un producto quimico mediante filtracién intermitente o continua, utilizando una
membrana de separacién. La membrana de separacion que se utilizard en la presente invencién puede ser
cualquiera de las membranas de polimeros organicos, tales como las membranas de PVDF; y membranas de
separacion inorganica tales como membranas de zeolita. Dado que el liquido que contiene azlicar procesado por la

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2682273713

presente invencion es un liquido que contiene azucar a partir del cual se ha eliminado el componente magnésico, el
liquido que contiene azucar tiene una filtrabilidad excelente a largo plazo, lo que es ventajoso.

[Aparato para producir liquido que contiene azUcar]
Se describe a continuacion el aparato para producir el liquido que contiene azlcar de la presente invencion.

La figura 5 es una vista lateral que ilustra un ejemplo del aparato utilizado en el procedimiento para producir un
liquido que contiene azucar de la presente invencion.

En la figura 5, el liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica se retiene en un tanque de
precipitacion -1-. El pH en el tanque de precipitacion -1- se ajusta posteriormente. Entre los ejemplos del
procedimiento para el ajuste del pH se incluyen un procedimiento en el que se afiade un alcali desde un tanque de
almacenamiento de élcali -6-, y un procedimiento en el que se suministra un alcali en estado gaseoso tal como
amoniaco gaseoso desde un tubo difusor -3-. Durante la adicién del alcali, la cantidad de alcali que se va a afiadir se
puede controlar controlando el pH en el tanque de precipitacién -1- con un sensor de pH -4- mientras se envia una
sefial desde el sensor a una bomba de control de suministro de alcali -5-. También en los casos en los que se utiliza
amoniaco gaseoso, el pH puede ajustarse de manera similar mientras que la cantidad de gas se controla con una
valvula. Se puede suministrar aire desde el tubo difusor -3- mientras se mezcla el liquido que contiene azucar
concentrado de biomasa celulésica retenido en el tanque de precipitacion -1-, para lograr un pH uniforme y para
promover la precipitacion de hidréxido magnésico.

El tanque de precipitacion -1- puede estar equipado con un termostato -2-. El termostato -2- puede llevar a cabo la
incubacién o el enfriamiento y, preferentemente, se lleva a cabo el enfriamiento para hacer que la precipitacion del
hidréxido magnésico sea mas probable. La temperatura para el enfriamiento no esta limitada, siempre que el liquido
que contiene azUcar concentrado de biomasa celulésica no se congele. El tanque de precipitacion -1- esta
conectado a un mddulo de membrana de microfiltracion -8- a través de una bomba de membrana de microfiltracién
-7-. La membrana de microfiltracion mencionada anteriormente estd dispuesta en el médulo de membrana de
microfiltracion -8-. El mdédulo de membrana de microfiltracion -8- puede estar dotado de un suministro de aire
comprimido -9- colocado dentro del médulo, para el lavado de la superficie de la membrana mediante aireacion.
Utilizando periédicamente el suministro de aire comprimido -9-, se pueden eliminar los componentes de suciedad
adheridos o depositados sobre la superficie de la membrana de microfiltracion.

El componente de filtrado desde el médulo de membrana de microfiltracion -8- se recoge en un tanque de filtrado de
MF -11-. El componente soélido separado en el lado primario del médulo de membrana de microfiltracién -8- se
descarga segun sea apropiado. En los casos en los que el mddulo de membrana de microfiltracion -8- es una
membrana de fibras huecas de tipo presion externa, se puede llevar a cabo un lavado inverso de la membrana de
fibras huecas con el filtrado almacenado en el tanque de filtrado MF -11-, aplicando presion del lado del filtrado
utilizando una bomba de lavado inverso -10-. En este caso, la membrana de fibras huecas de tipo de presion externa
puede lavarse con una solucién acuosa de acido suministrada desde una tuberia de suministro de acido -12-,
suministrando el 4cido desde la tuberia de suministro de 4cido -12- a la tuberia, cerrando una valvula de lavado -13-,
y posteriormente aplicando presién con la bomba de lavado inverso -10-. Mediante el suministro del acido, pueden
eliminarse por disolucion el hidréxido magnésico y similares precipitados sobre la superficie de la membrana del
moédulo de membrana de microfiltracion -8- y en los canales. Mediante esto, se puede recuperar el flujo de filtracion
del moédulo de membrana de microfiltracion -8-. Se puede suministrar un material auxiliar al tanque de precipitacion
-1-. Cuando se afiade un material auxiliar al liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celuldsica, en
algunos casos se produce la generacion de un precipitado insoluble. Al afiadir de manera preliminar el material
auxiliar al tanque de precipitaciéon -1-, dicho precipitado se puede eliminar mediante el médulo de membrana de
microfiltracion -8-. Se puede suministrar un gas al tanque de precipitacion -1-. En los casos en que el amoniaco
gaseoso, que esta en estado gaseoso, se alimenta como el alcali, de forma especialmente preferente, el amoniaco
gaseoso se suministra desde el tubo difusor -3-.

La figura 6 es una vista lateral que ilustra otro ejemplo del aparato utilizado en el procedimiento para producir un
liguido que contiene azlcar de la presente invencion. Este aparato es el mismo que el aparato mostrado en la figura
5, excepto que se incluye una linea -14- de retorno de flujo tangencial. En este aparato, se genera un flujo de liquido
sobre la superficie de la membrana del médulo de membrana de microfiltracién -8- mediante una bomba de
membrana de microfiltracién -7-, para permitir la filtracién de flujo tangencial.

[Aparato de fermentacion]

A continuacion, se describe un aparato para producir un producto quimico que utiliza el liquido que contiene azucar
de la presente invencion como materia prima de fermentacion.

La figura 7 es una vista lateral que ilustra un ejemplo de un aparato para producir un producto quimico que utiliza el
liquido que contiene azlcar de la presente invencion como materia prima de fermentacion.
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En la figura 7, un aparato de fermentacion -15- est4 dotado de un fermentador -21- y un agitador -19-. En el
fermentador -15-, se coloca una incubadora -18- para el ajuste de la temperatura a una temperatura 6ptima para el
cultivo del microorganismo utilizado. En particular, en los casos en los que la produccion de fermentacion del
producto quimico se lleva a cabo en condiciones aerébicas, se puede controlar la cantidad de gas alimentado al
fermentador -21- a través de un tubo de aireacién -16- colocando un sensor de OD 17 en el fermentador -21- y
midiendo el nivel de oxigeno disuelto durante la fermentacion, mientras utiliza una sefal del sensor para controlar
una valvula. El gas se selecciona de nitrdgeno, oxigeno, aire y similares. Puede proporcionarse un sensor de pH
-20-, y las sefiales del sensor pueden utilizarse para controlar el suministro de un acido desde un tanque de
suministro de acido -22- y la alimentacion de un alcali desde un tanque de suministro de alcali -23-. El fermentador
-21- puede estar dotado de un médulo de membrana de microfiltracién -24- para la separaciéon de las células
microbianas de un producto quimico producido en el liquido de cultivo. En el médulo de membrana de microfiltracion
-24-, la filtracion de flujo tangencial se lleva a cabo preferentemente utilizando una bomba de flujo tangencial -25-. El
filtrado del médulo de membrana de microfiltracion -24- se recoge en un tanque de almacenamiento de filirado de
cultivo -26-. El caudal de liquido que contiene azulcar se controla preferentemente mediante un controlador de caudal
de liquido que contiene azlcar -27-, de manera que la cantidad de liquido que contiene azlcar alimentada al
fermentador -21- es la misma que la cantidad de filtrado de la membrana de microfiltracion.

EJEMPLOS

Se describe a continuacion el procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar de la presente invencién
de forma concreta, por medio de ejemplos. Sin embargo, la presente invenciéon no queda limitada por estos
ejemplos.

(Ejemplo de referencia 1) Medicion de la concentracion de azlcar

Las concentraciones de glucosa y xilosa contenidas en el liquido que contiene azlcar se midieron en las condiciones
de HPLC descritas a continuacién, basandose en la comparacion con muestras patron.

Columna: Luna NH2 (fabricada por Phenomenex, Inc.)

Fase movil: MilliQ: acetonitrilo = 25:75 (caudal, 0,6 ml/minuto)
Solucién de reaccion: ninguna

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

(Ejemplo de referencia 2) Produccion de liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica 1

Como celulosa, se utilizé paja de arroz. La celulosa se sumergié en agua y se sometié a tratamiento utilizando un
autoclave (fabricado por Nitto Koatsu Co., Ltd.) con agitacion a una temperatura de 180°C durante 20 minutos. A
continuacion, se llevo a cabo la centrifugacion (3.000 G) para separar el componente de solucion (liquido tratado
hidrotérmicamente) del sélido (fraccion de celulosa). A cada uno de los liquidos tratados hidrotérmicamente y a la
fraccion de celulosa, se les afadio "Accellerase DUET" (concentracion de enzima, 40 g/l), fabricada por Genencor
(concentracion final, 1 mg/l), seguido de la incubacién a una temperatura de 50°C durante 24 horas para realizar la
hidrélisis. Los productos de descomposicién obtenidos del liquido tratado hidrotérmicamente y la fraccién de celulosa
se sometieron a separacion solido-liquido por centrifugacion, y cada sobrenadante se filtr6 posteriormente a través
de una membrana de microfiltracién. La concentracion de azlcar en cada uno de los productos de descomposicién
del liquido tratado hidrotérmicamente y la fraccién de celulosa se midié de acuerdo con el ejemplo de referencia 1.
Los resultados se resumen en la tabla 1 y la tabla 2.

El enriquecimiento de azlcar a través de una membrana de nanofiltracion se llevé a cabo con los productos de
descomposicion de la fraccion de celulosa y el liquido tratado hidrotérmicamente, para obtener el liquido que
contiene azucar concentrado 1 y el liquido que contiene azlcar concentrado 2. Como membrana de nanofiltracién,
se cort6 y utilizé una membrana plana "UTC-60", que se utiliza en una membrana de nanofiltracion fabricada por
Toray Industries, Inc. "SU-610". La concentracién de azlcar en cada uno de los hidrolizados y los liquidos que
contienen azlcar de biomasa celulésica concentrados se midi6 de acuerdo con el ejemplo de referencia 1. Los
resultados se muestran en la tabla 1 y la tabla 2. La turbidez (unidades nefelométricas de turbidez, NTU) de cada
liguido que contiene azucar se cuantificé utilizando un turbidimetro de laboratorio de alto rendimiento (2100N)
fabricado por HACH. El pH del liquido que contiene azlcar concentrado 1 fue 4,8, y el pH del liquido que contiene
azucar concentrado 2 fue 3,8.

[Tabla 1]
Glucosa (g/l) | Xilosa (g/l) | Turbidez (NTU)
Producto de descomposicion de la fraccién de celulosa 58 14 0
Liquido que contiene azlcar concentrado 1 180 41 0
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[Tabla 2]
Glucosa (g/l) | Xilosa (g/l) | Turbidez (NTU)
Producto de descomposicién del liquido tratado hidrotérmicamente 2 12 0
Liguido gue contiene azucar concentrado 2 19 96 1

(Ejemplo de referencia 3) Produccion de liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica 2

Los productos de descomposicion de la fraccion de celulosa y el liquido tratado hidrotérmicamente, preparados
segun el procedimiento descrito en el ejemplo de referencia 2, se concentraron a presion reducida, para obtener el
liguido que contiene azicar concentrado 3 y el liquido que contiene azlcar concentrado 4. La concentracion a
presion reducida se llevé a cabo utilizando un evaporador rotativo (fabricado por As One Corporation) a 80°C
reduciendo la presion a 200 hPa, para llevar a cabo el enriquecimiento en azucar. La concentraciéon de azUcar y la
turbidez de cada uno de los liquidos que contienen azucar concentrados obtenidos se midieron de acuerdo con el
ejemplo de referencia 2. Los resultados se muestran en la tabla 3.

[Tabla 3]
Glucosa (g/l) | Xilosa (g/l) | Turbidez (NTU)
Liquido que contiene azlcar concentrado 3 139 35 5
Liquido que contiene azlcar concentrado 4 8 76 14

Las turbideces fueron mas elevadas que las observadas en el ejemplo de referencia 2, en el que se llevé a cabo la
concentracion a través de una membrana. Se supone que esto se debe a la desnaturalizaciéon del aztcar por el
calentamiento.

(Ejemplo 1) Ajuste del pH del liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica a, como minimo, 8,
mediante adicion de alcali

Se ajustd el pH de cada uno de los liquidos concentrados de biomasa celuldsica 1 y 2 preparados en el ejemplo de
referencia 1 utilizando hidréxido sédico (1 N) a 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ¢ 13. Los liquidos que contienen azlcar después
del ajuste a los pH predeterminados se dejaron reposar durante 1 hora a una temperatura de 25°C. Posteriormente,
se midio la turbidez (unidades nefelométricas de turbidez, NTU). La turbidez de cada liquido que contiene azlcar se
cuantifico utilizando un turbidimetro de laboratorio de alto rendimiento (2100N) fabricado por HACH. Los resultados
se muestran en la tabla 4. La turbidez de cada liquido que contiene azucar antes del ajuste del pH fue de 0 (cero)
NTU.

[Tabla 4]

pH No tratado 6 7 8 9 10 11 12 13

Liquido que
contiene azlcar 0 3 10 14 27 32 52 52 56
concentrado 1

Liquido que
contiene azlcar 1 1 12 16 86 154 178 183 180
concentrado 2

Liquido que
contiene azlcar 5 7 20 28 35 49 65 68 64
concentrado 3

Liquido que
contiene azlcar 14 14 27 36 97 204 234 245 250
concentrado 4

Se descubrieron turbideces notablemente mayores en todos los liquidos de azucar concentrados (1 a 4) a pH de,
como minimo, 7 (no segln la presente invencién), especialmente a los pH de, como minimo, 8 (segln la presente
invencioén). En particular, las turbideces de los liquidos que contienen azlcar concentrados 2 y 4, que se obtuvieron
a partir de liquidos tratados hidrotérmicamente, alcanzaron finalmente valores mas altos en comparacién con las
turbideces de los liquidos que contienen azlcar concentrados 1 y 3. Sobre la base de la comparaciéon de las
turbideces entre los liquidos que contienen azlcar concentrados 1 y 2 y los liquidos que contienen azucar
concentrados 3 y 4, se descubrid que la concentracién por evaporacion permite que la turbidez del liquido que
contiene azucar alcance finalmente un valor mas elevado.
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(Ejemplo 2) Analisis por cromatografia iénica de sustancias insolubles

El pH del liquido que contiene azucar concentrado 1 obtenido en el ejemplo 1 se ajusté a 10, y el liquido que
contiene azUcar resultante se dejo en reposo durante 1 hora, seguido de centrifugacion (15.000 rpm, 5 minutos) de 1
ml de la muestra para separar y recoger una sustancia insoluble como un precipitado. Al precipitado obtenido, se
afadié 1 ml de solucion acuosa de acido sulfirico 1 N para redisolver la sustancia insoluble. La solucién resultante
se sometid a continuacion a andlisis de cromatografia idnica (analisis de cationes) en las siguientes condiciones.

Condiciones de analisis:

Columna: lon Pac AS22 (fabricada por DIONEX)

Fase movil: Na;COs3 4,5 mM/NaHCO;3 1,4 mM (caudal, 1,0 ml/minuto)

Solucién de reaccion: ninguna

Procedimiento de deteccién: conductividad eléctrica (mediante la utilizacién de una supresora)
Temperatura: 30°C

El grafico cromatografico obtenido mediante el analisis anterior se muestra en la figura 3. Como resultado del
analisis, se pudieron encontrar picos en las posiciones correspondientes al ion sodio (ion Na), ion potasio (ion K), ion
magnesio (ion Mg) e ion calcio (ion Ca), y entre estos, se descubrié que el ion Mg estaba contenido en una cantidad
extremadamente grande. Dado que se sabe que los alcalis y las sales formadas por el ion Na o el ion K tienen una
solubilidad elevada incluso en condiciones alcalinas, se suponia que estos iones eran componentes disueltos en el
liquido que contiene azlcar, que también contenia la sustancia insoluble. Por otro lado, se sabe que el ion Mg forma
hidroxido magnésico (Mg(OH)2) en condiciones alcalinas, y su producto de solubilidad (Ksp) es 1,2x10". De este
modo, este ion esta especialmente insolubilizado en condiciones alcalinas. Es decir, se confirmé que la sustancia
insoluble generada después del ajuste de pH contenia, como minimo, magnesio (hidroxido magnésico) como
componente.

(Ejemplo 3) Andlisis del tamafio de particulas del componente insoluble que contiene magnesio

Utilizando 1 ml de la muestra en el ejemplo 3 preparado ajustando el pH del liquido que contiene azlcar concentrado
1 a 10 y dejando reposar el liquido que contiene azucar resultante durante 1 hora, se llevo a cabo la medicion del
tamafo de particulas de la sustancia insoluble mediante el procedimiento de dispersion dinamica de la luz. (Otsuka
Electronics Co. Ltd.). El nUmero acumulativo se establecié en 100. Los resultados se muestran en la tabla 5.

[Tabla 5]

Tamafio de particulas (nm) f (Is)
1446,31 0
1561,04 3,2
1684,88 7,3
1818,53 11,5
1962,79 14,4
2118,5 15,1
2286,55 13,3
2467,94 9,8
2663,71 5,6
2875,02 2,1
3103,08 0
3349,24 0

Se descubrié que los tamafios de particula de la sustancia insoluble muestran una distribucién centrada alrededor de
2.000 nm (2 pm).

(Ejemplo 4) Tratamiento con membrana de microfiltracién de liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa
celuldsica después del ajuste del pH

Se ajusté a 10 el pH del liquido que contiene azlcar concentrado 1, el liquido que contiene azlcar concentrado 2, el
liquido que contiene azucar concentrado 3 y el liquido que contiene azlcar concentrado 4 preparados en el ejemplo
de referencia 2 y ejemplo de referencia 3 utilizando amoniaco acuoso al 28% (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.),
y los liquidos que contienen azlcar resultantes se dejaron reposar durante 1 hora, para proporcionar soluciones
acuosas que contienen azlcar (liquido que contiene azlcar concentrado 1A, liquido que contiene azlcar
concentrado 2A, liquido que contiene azucar concentrado 3A y liquido que contiene azlcar concentrado 4A).
Utilizando cada solucion acuosa que contiene aztcar como muestra de prueba (1 ), se realizo la filtracion utilizando
membranas de microfiltracion que tenian diferentes tamafios promedio de poro. Los tipos y los didmetros promedio
de poro de las membranas utilizadas se resumen en la tabla 6.
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[Tabla 6]
Nombre del Tamafio promedio Fabricante
producto de poro (um)
MF-40 0,4 Filtro de membrana Yuasa Co., Ltd.

Yumicron (marca

MF-60 0,6 registrada) Yuasa Co., Ltd.
MF-90 0,9 Yuasa Co., Ltd.
MF-250 2,5 Yuasa Co., Ltd.
HVLP 0,4 Durapore (marca MILLIPORE

registrada)

La filtracion de flujo tangencial se realizé6 suministrando cada uno de los liquidos que contienen azicar concentrados
1A a 4A a una presion de 30 kPa a una temperatura de 25°C, y se intent6 recoger 0,5 | de una solucién de azlcar
del lado del permeado de la membrana. La filtracion de flujo tangencial se llevé a cabo ajustando cada membrana de
microfiltracion de modo que la velocidad lineal de la superficie de la membrana fuera de 30 cm/s y el flujo de
permeacion de la membrana fue de 0,1 m/dia. Como resultado, todos los liquidos que contienen azucar
concentrados mostraron, solo en los casos en los que se utilizé MF-250, disminuciones en las velocidades de
filtracion en relacién con los observados inmediatamente después de la filtracion, y la filtracion resulté imposible
después de la recoleccion de, aproximadamente, 100 ml de la solucién que contiene azlcar. Se supuso que esto se
debia a que la entrada de particulas de sustancias insolubles en los poros de la membrana de microfiltracién
provocaba incrustaciones, ya que el tamafio promedio de poros de MF-250, 2,5 um, era cercano al tamafio de
particula promedio, 2 um de la sustancia insoluble generada en el liquido que contiene azucar concentrado de
biomasa celuldsica. Por otro lado, con las membranas de microfiltraciéon con tamafios de particula promedio de 0,4
pum a 0,9 um, no se produjo obstruccién de las membranas y se pudo completar la filtracion de 0,5 | del liquido que
contiene azucar. Como resultado de la medicion de la turbidez de cada filtrado, se descubrié que la turbidez era 0
(cero) NTU para todas las membranas excepto para la MF-250.

(Ejemplo 5) Produccién fermentativa de etanol utilizando liquido que contiene azlGcar como materia prima de
fermentacion

Se utilizaron los filtrados obtenidos utilizando la membrana de microfiltracién (HVLP) en el ejemplo 4 (el liquido que
contiene azlcar 1y el liquido que contiene azlcar 3) para llevar a cabo pruebas de fermentacién de etanol utilizando
una levadura (Saccharomyces cerevisiae OC-2: levadura de vino).

Se precultivé la levadura anterior utilizando medio YPD (2% de glucosa, 1% de extracto de levadura (Bacto Yeast
Extract/BD) y 2% de polipeptona (Nihon Pharmaceutical Co., Ltd.)) durante 1 dia a una temperatura de 25°C. Los pH
del liquido que contiene azucar concentrado 1 y el liquido que contiene azucar concentrado 3 se ajustaron a 6
utilizando acido sulfarico 1 N, y los liquidos de azucar resultantes se diluyeron a las concentraciones de azucar
mostradas en la tabla 7 utilizando agua estéril antes de su utilizacién. A estos liquidos que contienen azucar
concentrados, se afiadio el liquido precultivado al 5%. Después de la adicion de la levadura, la incubacion se llevé a
cabo a una temperatura de 25°C durante 35 horas. Las concentraciones de etanol acumuladas en los liquidos de
cultivo obtenidos mediante esta operaciéon se cuantificaron por cromatografia de gases. La evaluacion se llevo a
cabo mediante deteccion y calculo con un detector de ionizacion de sal hidrégeno utilizando el dispositivo Shimadzu
GC-2010 GC Capilar TC-1 (GL Science) 15 metros L x 0,53 mm DI, df 1,5 um. Los resultados de mediciéon obtenidos
se muestran en la tabla 7.

[Tabla 7]
Glucosa (g/l) Xilosa (g/l) Etanol (g/1)
Liquido que contiene 45 10 18
azucar 1
Liquido que contiene 45 11 12
azlcar 3

Se descubrié que el etanol puede producirse con el liquido que contiene azucar 1 o el liquido que contiene azlcar 3.
El liquido que contiene azlUcar 3 mostrd una menor productividad de etanol que el liquido que contiene azucar 1.

(Ejemplo comparativo 1) Produccién fermentativa de etanol utilizando liquido que contiene azlcar como materia
prima de fermentacién 2

Para comparacion, se utilizaron los liquidos de azucar antes de la filtracion a través de la membrana de
microfiltracion del ejemplo 4 (el liquido concentrado que contiene azlcar 1A y el liquido concentrado de azlcar 3A
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en el ejemplo 4, para los cuales solo se realiz6 el ajuste de pH) para realizar pruebas de fermentacion de etanol
segun el ejemplo 5. Los resultados se muestran en la tabla 8. Se descubrié que las concentraciones de etanol
acumuladas en los liquidos de cultivo obtenidos eran inferiores a las observadas utilizando los liquidos de azlcar de
la presente invencion en el Ejemplo 5, que se trataron con la membrana de microfiltracién.

[Tabla 8]
Glucosa (g/l) | Xilosa (g/l) | Etanol (g/1)
Liquido que contiene azlcar concentrado 1A 45 10 13
Liguido gue contiene azucar concentrado 3A 45 11 10

(Ejemplo 6) Produccién fermentativa de acido lactico utilizando liquido que contiene azlcar como materia prima de
fermentacion

Utilizando los filtrados obtenidos en el ejemplo 4 utilizando una membrana de microfiltracién (HVLP) (el liquido que
contiene azucar concentrado 1 y el liquido que contiene azlcar concentrado 3) y la cepa de Lactococcus lactis
JCM7638, se estudio la produccion fermentativa de acido lactico.

Para la bacteria de acido lactico anterior, se ajusto el pH del liquido que contiene azlcar concentrado 1 y el liquido
gue contiene azucar concentrado 3 a 6 utilizando acido sulfdrico 1 N, y los liquidos de azUcar resultantes se
diluyeron con agua estéril hasta las concentraciones de azlUcar mostradas en la tabla 9. A estos liquidos que
contienen azucar, se afadio un liquido precultivado que contenia la bacteria de acido lactico al 5%. Después de la
adicion de una levadura, la incubacion se llevé a cabo a una temperatura de 25°C durante 35 horas. El cultivo
estatico se realiz6 durante 24 horas a una temperatura de 37°C. La concentracion de acido L-lactico contenida en el
liquido de cultivo se analizé en las siguientes condiciones.

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

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

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

Temperatura: 45°C

Los resultados de la fermentacion de acido L-lactico utilizando el liquido que contiene azdcar 1 y el liquido que
contiene azucar 3 se muestran en la tabla 9.

[Tabla 9]
Glucosa (9/1) Xilosa (g/1) Acido L-lactico (g/l)
Liquido que contiene 45 10 40
azucar 1
Liquido que contiene 45 11 30
azucar 3

Se descubrié que el acido L-lactico se puede producir con el liquido que contiene azucar 1 o el liquido que contiene
azucar 3. El liquido que contiene azlUcar 3 mostré6 una productividad de &cido lactico menor que el liquido que
contiene azucar 1.

(Ejemplo comparativo 2) Produccion fermentativa de acido lactico utilizando liquido que contiene azlcar como
materia prima de fermentacion 2

Para comparacion, se utilizaron los liquidos de azucar antes de la filtracion a través de la membrana de
microfiltracion en el ejemplo 4 (el liquido que contiene azucar concentrado 1A y el liquido que contiene azucar
concentrado 3A, a los cuales solo se realizé el ajuste de pH) para realizar cultivo estatico de la cepa de Lactococcus
lactis JCM7638 durante 24 horas a una temperatura de 37°C. El procedimiento fue el mismo que en el ejemplo 6,
excepto que los liquidos que contienen azicar concentrados no se han sometido a microfiltracion. Los resultados de
la fermentacion utilizando el liquido que contiene azlcar concentrado 1A y el liquido que contiene azlcar
concentrado 3A se muestran en la tabla 10. Se observaron concentraciones mas bajas de acido L-lactico que en el
ejemplo 6.

[Tabla 10]
Glucosa (g/l) | Xilosa (g/l) | Acido L-lactico (g/l)
Liguido gue contiene azucar concentrado 1A 45 10 32
Liguido gue contiene azucar concentrado 3A 45 11 28
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(Ejemplo 7) Filtracion a través de membrana de microfiltracion de fibras huecas y lavado de membrana de fibras
huecas

Se utilizd el liquido que contiene azicar en el ejemplo 4 antes de la filtracion a través de la membrana de
microfiltracion (el liquido que contiene azlUcar concentrado 1AA) para realizar la filtracién a través de una membrana
de ultrafiltracion de fibras huecas con un tamafio de poro promedio de 0,08 um (“TORAYFIL" (marca registrada)
HFS, por Toray Industries, Inc.). TORAYFIL HFS es una membrana de fibras huecas de PVDF de tipo de presion
externa, en la que se filtra una solucién desde el lado externo al lado interno de las fibras huecas. TORAYFIL HFS
se cortd en una pieza de 10 cm, y un extremo de la membrana se sell6 utilizando un adhesivo de silicona. En el otro
extremo, se unié un tubo de silicona (Laboran, 2 x 4) utilizando el adhesivo anterior, para proporcionar un moédulo de
membrana simplificado (figura 4). En la figura 4, el tubo de silicona -28- esta conectado a la membrana de
microfiltracion de fibras huecas -30- con el adhesivo de silicona -29-, de manera que puede filtrarse una solucién
fuera de la membrana de microfiltracién de fibras huecas mediante la reduccién de la presion en la membrana de
microfiltracion de fibras huecas -30-. Un extremo de la membrana de microfiltracién de fibras huecas -30- se sello
con el adhesivo de silicona -29-.

El flujo de filtracidn inicial se ajusté a 1 m/dia y se llevé a cabo la filtracion durante 24 horas. Como resultado, se
obtuvieron aproximadamente 100 ml de un filtrado.

Como resultado de la medicién del flujo de la membrana después de 24 horas de la filtracion, se descubrié que el
flujo de la membrana habia disminuido a 0,2 m/dia. Al tubo de silicona, se le conecté una solucién acuosa de acido
sulfdrico 1 N, y se llevé a cabo un lavado inverso desde el interior hacia el exterior de las fibras huecas a un flujo de
membrana de 0,1 m/dia. Posteriormente, el médulo de membrana simplificado se lavé bien con agua de RO y se
reinicio la filtracion del liquido que contiene azlcar concentrado. Como resultado de la medicion del flujo de filtracion
en este momento, se pudo confirmar que el flujo de filtracion se habia recuperado a 1 m/dia.

(Ejemplo 8) Filtracién del liquido de cultivo a través de una membrana de microfiltracion de fibras huecas

Utilizando el médulo de fibras huecas simplificado preparado en el ejemplo 7, se filtraron el liquido de cultivo 1
obtenido después del cultivo del liquido que contiene azucar 1 del ejemplo 6, y el liquido de cultivo 1A obtenido
después del cultivo del liquido que contiene azicar 1A del ejemplo de referencia 2 y se evalué el rendimiento de
separacion del producto, una solucién acuosa de &cido lactico, de las células microbianas (bacteria de acido lactico).

La separacion se llevd a cabo colocando el médulo simplificado de fibras huecas del ejemplo 7 en un vaso de
precipitados que contenia 100 ml de cada liquido de cultivo, colocando una barra de agitacion magnética en el vaso
de precipitados, y realizando la filtracion con agitacion a 100 rpm utilizando un agitador. El flujo de filtracion inicial se
establecié en 0,5 m/dia cuando se inici6 la filtracién. En el caso del liquido de cultivo 1A, la filtracion se hizo
imposible 20 minutos después del inicio. En el caso del liquido de cultivo 1, la filtracién pudo continuar durante, como
minimo, 2 horas, y se pudieron obtener 8 ml de un filtrado (solucién acuosa de acido lactico). Es decir, se demostro
que, en la produccién del producto quimico (acido lactico), la utilizacién del liquido que contiene azdcar concentrado
obtenido mediante la presente invencién (liquido que contiene azlcar concentrado 1) es mas preferente para la
separacion (separacién de membrana) del producto de fermentacion (solucién acuosa de acido lactico) del liquido de
cultivo después de la fermentacion.

(Ejemplo 9) Fermentacion continua de acido L-lactico

Utilizando el aparato de cultivo continuo, descrito en el documento JP 2008-237213 A (figura 2) junto con el filtrado
obtenido utilizando la membrana de microfiltracién (HVLP) en el ejemplo 4 (liquido que contiene azlcar 1) o el
liquido que contiene azlcar concentrado antes de la filtracion a través de la membrana de microfiltracion en ejemplo
5 (liquido que contiene azlcar concentrado 1A), se llevd a cabo la fermentacién continua con la bacteria de acido
lactico descrita en el ejemplo 7. Como resultado, en el caso del liquido que contiene azucar concentrado 1A, se
descubrié obstruccion de la membrana y el cultivo se hizo imposible después de 200 horas del cultivo. Por otro lado,
en el caso del liquido que contiene azlcar 1, que se traté con la membrana de microfiltracion, el cultivo continuo fue
posible durante, como minimo, 500 horas. Es decir, se pudo confirmar que un liquido que contiene azlcar producido
mediante la presente invencion se puede utilizar preferentemente como un liquido que contiene azucar a utilizar para
cultivo continuo.

DESCRIPCION DE SIMBOLOS
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:
obtener un liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa celulésica mediante el tratamiento enzimatico de
una biomasa celuldsica; afiadir uno o mas alcalis a dicho liquido que contiene azlcar concentrado de biomasa
celuldsica para ajustar el pH a, como minimo, 8, para precipitar una sustancia o sustancias insolubles que contienen,
como minimo, magnesio; y realizar la filtracién a través de una membrana de microfiltracion para eliminar dicha o
dichas sustancias insolubles, para obtener un liquido que contiene azdicar como un permeado.

2. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun la reivindicacién 1, en el que dicho liquido que
contiene azlcar concentrado de biomasa celuldsica es un liquido que contiene azlcar preparado mediante uno o
mas de los tratamientos seleccionados del grupo que comprende concentracion mediante membrana, concentracion
a presion reducida y concentracion por calentamiento.

3. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el tamafio
promedio de poros de dicha membrana de microfiltracion esta dentro del intervalo de 0,01 pm a 1 pm.

4. Procedimiento para producir un liquido que contiene azlcar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que dicha membrana de microfiltracion es una membrana de microfiltracion de fibras huecas.

5. Procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
gue se afaden adicionalmente uno o mas aditivos seleccionados del grupo que comprende fuentes de nitrégeno,
sales metalicas, vitaminas, aminoacidos, azlcares, agentes antiespumantes y surfactantes.

6. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, comprendiendo dicho procedimiento ademas
cultivar un microorganismo utilizando, como materia prima de fermentacién, un liquido que contiene azucar obtenido
mediante el procedimiento para producir un liquido que contiene azucar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1
ab.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 6, para permitir la produccién de un producto quimico en un liquido de

cultivo, a la vez que dicho microorganismo y dicho producto quimico se filtran de forma continua o intermitente a
través de una membrana de separacion para recuperar dicho producto quimico.
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