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DESCRIPCION
Procedimiento para la purificaciéon de hidrolizado de biomasa
Descripcion
La presente invencién se refiere a un procedimiento nuevo y ventajoso para la purificacion de hidrolizado de biomasa.

La biomasa lignocelulésica procedente de residuos agricolas tales como el bagazo de la cafia de azucar, la paja de
trigo, la paja de cebada y otros materiales que contienen sacarido o polisacarido y proteinas son fuentes valiosas no
solo para los sacaridos refinados como los azicares monoméricos o diméricos, sino también para otros
componentes tales como como aminodcidos, proteinas y minerales.

Existen varios procedimientos dentro del estado de la técnica para separar componentes tales como particularmente
azucares de la remolacha azucarera y la cafia de azucar. Las disoluciones resultantes del tratamiento de estos
sustratos denominados de "primera generacién" son usualmente disoluciones de azucar relativamente puras y se
pueden usar tal como estdn en procedimientos estandar sin un impacto importante en la eficiencia del
procedimiento. Por el contrario, las disoluciones resultantes de la hidrélisis de sustratos de "segunda generacion”
basados en residuos agricolas tales como el bagazo de cafa de azlcar, la paja de trigo o la paja de cebada son
mezclas complejas de proteinas, minerales y azlcares. También incluyen acidos organicos, particulas coloreadas,
productos de degradacion de la lignina y otras impurezas. Esto hace que estos hidrolizados de segunda generacion
no sean apropiados para su posterior procesado, tal como la preparacién de poli(acido lactico) a partir de acido
lactico. Los procedimientos existentes que incluyen este tipo de hidrolizados también estan afectados negativamente
por severo ensuciamiento en tubos, conducciones, 0 membranas y en otras unidades del procedimiento aplicado,
reduciendo la eficiencia del procedimiento, haciendo necesaria una mas frecuente limpieza y reemplazo de unidades
del procedimiento lo que conduce a costes significativamente més elevados.

El documento JP 2005229821 describe un método para producir monosacaridos a partir de biomasa con mayor
produccion usando un hidrolizado de biomasa preparado por hidrélisis acida (acido sulfurico concentrado).

Los documentos US 20100159521, US 20130295629 y Vishnu et al. (Trends in bioconversion of lignocellulose:
Biofuels, platform chemicals & biorefinery concept in bioconversion of lignocellulose: Biofuels, platform chemicals &
biorefinery concept; Progress in Energy and Combustion Science 38(4):522-550; agosto 2012) todos discuten los
diferentes usos de hidrolizados de biomasa para procedimientos de fermentacion posteriores.

De este modo, existe una necesidad de un procedimiento que permita la preparacién de un hidrolizado de biomasa
altamente purificado que contenga una cantidad maxima de compuestos valiosos tales como azicares monoméricos
y diméricos, pero solo una cantidad minima de impurezas. Tal procedimiento incrementa las posibilidades de
procesado posterior y posibles aplicaciones del hidrolizado.

Es el objetivo subyacente a la presente invencién proporcionar un procedimiento para la purificacion de hidrolizado
de biomasa para preparar un hidrolizado que no muestre las desventajas de los procedimientos conocidos en el
estado de la técnica.

En un primer aspecto, la invencion proporciona de este modo un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de
biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa, en el que el hidrolizado se prepara afadiendo enzimas hidrolasa a la
biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 95°C;
¢) Adicion de por lo menos un acido al hidrolizado de biomasa;

d) Separacion sélido-liquido de la mezcla de &cido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacion segun la etapa d).

A continuacion, se describen realizaciones particularmente preferidas del procedimiento de la invencién que no se
debe entender que limitan la invenciéon de ningiin modo.

Realizacion 1 preferentemente preferida
Es particularmente preferido un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa, en el que el hidrolizado se prepara afadiendo enzimas hidrolasa a la
biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 95°C,
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preferentemente de 50 a 90°C, particularmente preferido de 50 a 75°C y lo mas preferido a 70°C
¢) Adicion de por lo menos un acido al hidrolizado de biomasa;

d) Separacion sdlido-liquido de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacion segun la etapa d);

en el que la biomasa es un sustrato lignocelulésico, preferentemente paja de cereal o bagazo, particularmente
preferido paja de cereal o bagazo tratados.

Realizacion 2 particularmente preferida

Procedimiento como se define para la realizacion 1 particularmente preferida, en la que la etapa b se lleva a cabo
durante 1 a 90 minutos, preferentemente durante 2 a 75 minutos.

Realizacion 3 particularmente preferida

Procedimiento como se define para la realizacién 1 o 2 particularmente preferida, en el que el &cido es un &cido
organico, preferentemente acido sulftrico y el pH del hidrolizado se ajusta a de 2.0 a 3.0.

Realizacion 4 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 1 a 3 particularmente preferidas, en el que la
etapa c) se lleva a cabo después de la etapa b).

Realizacion 5 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 1 a 4 particularmente preferidas, en el que la
separacion solido-liquido se lleva a cabo mediante una prensa de filtro, preferentemente mediante una prensa de
filtro de membrana.

Realizacion 6 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 1 a 5 particularmente preferidas, en el que la
desionizacion se lleva a cabo por electrodialisis.

Realizacion 7 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 1 a 6 particularmente preferidas, en el que la
desionizacion se lleva a cabo mediante electrodidlisis seguido de una etapa de cromatografia de intercambio idnico
0 mediante desionizacion capacitiva de membrana.

Realizacion 8 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 1 a 7 particularmente preferidas, en el que la
desionizacion se lleva a cabo usando por lo menos una membrana bipolar.

Realizacion 9 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquier realizaciéon 1 a 6 u 8 particularmente preferida, en el que la
desionizacion se lleva a cabo por electrodidlisis que usa por lo menos una membrana bipolar seguido de una etapa
de cromatografia de intercambio i6nico o mediante desionizacion capacitiva de membrana.

Realizacion 10 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 5 a 9 particularmente preferidas, en el que la
desionizacion por electrodialisis se lleva a cabo preferentemente a temperatura dentro del intervalo de 5°C a 80°C,
mas preferido de 10°C a 75°C, lo mas preferido de 15°C a 70°C.

Realizacion 11 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 particularmente preferidas, en el que la
desionizacion se lleva a cabo por electrodialisis y la caida de presion a través de la celda de electrodidlisis es
preferentemente por debajo de 1 bar, mas preferentemente por debajo de 0.5 bar.

Realizacion 12 particularmente preferida

Procedimiento como se define para cualquiera de las realizaciones 1 a 4 particularmente preferidas, en el que la
desionizacion se lleva a cabo mediante cromatografia de intercambio i6nico preferentemente con intercambio
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cationico antes de intercambio aniénico.
Realizacion 13 particularmente preferida
Es particularmente preferido un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa de paja de cereal o bagazo pretratados, en el que el hidrolizado se
prepara afadiendo enzimas hidrolasa a la biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 90°C
durante 2 a 75 minutos;

¢) Adicion de por lo menos un acido organico al hidrolizado de biomasa para ajustar el pH a de 2.0 a 3.0;

d) Separacion sélido-liquido de la mezcla de &cido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida mediante una prensa de filtro de membrana;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacién segun la etapa d),
en la que la desionizacion se lleva a cabo por electrodialisis seguido de una etapa de cromatografia de
intercambio i6nico o desionizacién capacitiva de membrana.

Realizacion 14 particularmente preferida
Es particularmente preferido un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa de paja de cereal o bagazo pretratados, en el que el hidrolizado se
prepara afadiendo enzimas hidrolasa a la biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 90°C
durante de 2 a 75 minutos;

c¢) Adicion de por lo menos un acido organico al hidrolizado de biomasa para ajustar el pH a de 2.0 a 3.0;

d) Separacion sdlido-liquido de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida mediante una prensa de filtro de membrana;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacién segun la etapa d),
en el que la desionizacién se lleva a cabo mediante cromatografia de intercambio iénico con intercambio
cationico antes de intercambio aniénico.

Realizacion 15 particularmente preferida
Es particularmente preferido un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa de paja de cereal o bagazo pretratados, en el que el hidrolizado se
prepara afadiendo enzimas hidrolasa a la biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 90°C
durante de 2 a 75 minutos;

¢) Adicion de por lo menos un acido organico al hidrolizado de biomasa para ajustar el pH a de 2.0 a 3.0;

d) Separacion sélido-liquido de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida mediante una prensa de filtro de membrana;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacion segun la etapa d);

en el que la desionizacion se lleva a cabo mediante cromatografia de intercambio iénico con intercambio
catiénico antes de intercambio aniénico.

Realizacion 16 particularmente preferida
Es particularmente preferido un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa a partir de paja de cereal o bagazo pretratados, en el que el
hidrolizado se prepara afiadiendo enzimas hidrolasa a la biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 90°C
durante de 2 a 75 minutos;

¢) Adicion de por lo menos un acido organico al hidrolizado de biomasa para ajustar el pH a de 2.0 a 3.0;
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d) Separacion sélido-liquido de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida mediante una prensa de filtro de membrana;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacion segun la etapa d);

en el que la desionizacion se lleva a cabo mediante cromatografia de intercambio iénico con intercambio
cationico antes de intercambio anionico y

en el que se anade un aditivo antes de ajustar la temperatura segun la etapa b).
Realizacion 17 particularmente preferida
Es particularmente preferido un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa a partir de paja de cereal o bagazo, en el que el hidrolizado se
prepara afiadiendo enzimas hidrolasa a la biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 90°C
durante 2 a 75 minutos;

c¢) Adicion de por lo menos un acido organico al hidrolizado de biomasa para ajustar el pH a de 2.0 a 3.0;

d) Separacion sdlido-liquido de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida mediante una prensa de filtro de membrana;

e) Desionizacién de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado después de la separacion segun la etapa d);

en el que la desionizacién se lleva a cabo mediante cromatografia de intercambio iénico con intercambio
cati6nico antes de intercambio aniénico y

en el que se afade un aditivo después de ajustar el pH segun la etapa c).

Los inventores de la presente invencién han descubierto sorprendentemente que la combinacion de un ajuste de
temperatura y la adicion de un &cido, que incluso aumentara el contenido de iones de la disolucién, conducira a una
mejora de una desionizacion posterior y, por ello, a un hidrolizado purificado mejorado. La desionizacion se mejora
en dos aspectos: se incrementa la cantidad de sales retiradas durante la desionizacién y se reduce el ensuciamiento
en la unidad de desionizacion y las partes circundantes del procedimiento. Una ventaja adicional de la presente
invencion es que el procedimiento también se puede aplicar si el hidrolizado de biomasa contiene acidos organicos.

El término "biomasa" como se usa en la presente invencion se refiere a cualquier tipo de biomasa conocida por una
persona experta en la técnica como apropiada para el procedimiento de la invencién. Particularmente preferida es la
biomasa de origen vegetal. En una realizacién preferida adicional, el contenido inicial de materia seca de la biomasa
se selecciona del 10 al 100% en peso, mas preferido del 35 al 95% en peso y particularmente preferido del 40 al
80% en peso. La expresién "materia seca" (d.m.) se refiere a la relacion de masa a biomasa determinada después
de que el agua y otros compuestos volatiles se hayan retirado del tejido fresco usando un equilibrio IR. Por lo tanto,
se prefiere particularmente seleccionar una biomasa por la cual su materia seca contenga por lo menos 25% en
peso de sacéridos tales como azucares monoméricos, azucares diméricos y oligosacéaridos y/o polisacaridos, mas
preferentemente por lo menos 40% en peso, particularmente preferido por lo menos 60% en peso, mas preferido por
lo menos 80% en peso de sacéaridos tales como azucares monoméricos, azucares diméricos y oligosacaridos y/o
polisacaridos. Ademas, cualquier mezcla de biomasas apropiadas va a estar incluida dentro del término "biomasa".

La biomasa particularmente preferida es "biomasa de lignocelulosa".

La expresion "biomasa de lignocelulosa" se refiere a desechos, residuos y/o subproductos de la silvicultura y la
agricultura, la industria de procesado de alimentos y papel y los residuos comunales. En particular, la expresién
"biomasa de lignocelulosa" como se usa dentro de la presente invencion incluye paja de cereal y/o espelta (tales
como trigo, centeno, cebada, avena), paja de maiz, rastrojo y/o mazorcas, hierbas tales como Sericea lespedeza,
switchgrass (Panicum virgatum), hierba Napier (Miscanthus; cafia de China), hierba de Sudan (Sorghum sudananse,
Sorghum drummondi), Arundo donax, cortezas, madera, residuos de madera, astillas de madera y/o virutas de
madera, pulpa de fruta, paja de arroz, hojas de platano, racimos de frutas vacios y residuos de agave.

La biomasa adicional apropiada para el procedimiento es el estiércol de establos, materiales herbaceos, molienda de
café y residuos de molinos de aceite tales como torta prensada de colza y aguas residuales de molinos, material de
fabricacién de papel y aguas residuales de fabricas de papel, residuos de papel, restos de vegetales y frutas.

En una realizacion preferida del procedimiento de la presente invencion, la biomasa se selecciona de biomasa que
contiene celulosa, hemicelulosa y/o lignina.

En una realizacién particularmente preferida del procedimiento de la presente invencion, la biomasa se selecciona
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de pulpa de remolacha azucarera, bagazo de cafa de azlcar, paja de cafa de azlcar, paja de trigo, madera y
mezclas de los mismos.

En otra realizacién particularmente preferida del procedimiento de la presente invencion, la biomasa es biomasa
lignocelulésica de residuos agricolas, tales como paja de trigo, paja de cebada, paja de soja, bagazo de cafia de
azUlcar, hojas y tallos de cafa de azlcar, paja de cafa de azlcar, paja de maiz, paja de cebada, rastrojo y mezclas
de los mismos

Se debe entender que la expresion "hidrolizado de biomasa" como se usa aqui representa un polimero
despolimerizado que se despolimerizd6 mediante una reaccion de hidrélisis. La "reaccién de hidrélisis” se debe
entender como la escision de los enlaces quimicos mediante la adicién de agua. Una forma de realizar la hidrélisis
técnicamente es afnadir enzimas hidrolasa a la biomasa.

En una realizacion preferida, el hidrolizado de biomasa comprende por lo menos 50% en peso de sacaridos en
forma de azdcares monoméricos y diméricos, preferentemente por lo menos 65% en peso, mas preferentemente por
lo menos 75% en peso, también preferido por lo menos 85% en peso y lo mas preferido 99% en peso, todos con
relacion a la materia seca (d.m.) de la biomasa. En una realizacién preferida adicional, el hidrolizado de biomasa
comprende aminoacidos, oligopéptidos, minerales, oligosacaridos y/o proteinas, asi como acidos organicos. El
contenido en minerales es preferentemente por lo menos 0.5% en peso de sales, preferentemente por 1o menos 1%
en peso, mas preferentemente por lo menos 2% en peso y lo méas preferido 3% en peso, todos con relacion a la
materia seca (d.m.) de la biomasa. El hidrolizado de biomasa puede comprender &cidos organicos tales como acido
férmico, acido acético, acido galacturdnico y &cido lactico. Puede comprender también los siguientes productos de
degradacién: compuestos fendlicos tales como 4-hidroxi-3-metoxifenilo y 4-hidroxi-3,5-dimetoxifenilo, acido ferdlico,
acido 4-hidroxibenzoico, &cido levulinico, furfurales, 5-hidroximetilfurfural, taninos y terpenos.

El hidrolizado de biomasa tal como se usa dentro del procedimiento de la presente invencién se ha preparado
preferentemente segun los siguientes métodos:

Se prefiere proporcionar la biomasa en forma de particulas, por ejemplo, cortando, moliendo, triturando, cortando,
dispersando por cizalladura, picando, dispersando y/o mezclando la biomasa antes de la etapa (a). En otra
realizacién, la biomasa se podria someter a un procedimiento de pretratamiento.

Los métodos apropiados para el pretratamiento de la biomasa incluyen cualquier tipo de método de pretratamiento
mecanico, biolégico, quimico y/o fisico conocido por una persona experta en la técnica. En una realizacion preferida,
el método de pretratamiento se selecciona de los métodos de trituracion mecanica, tratamiento con &cidos y/o
alcalis, oxidacién hiumeda, hidrotermélisis con pH controlado y/o explosion de vapor.

La "explosion de vapor" comprende preferentemente un tratamiento hidrotérmico presurizado a una temperatura de
60 a 350°C, preferentemente de 80 a 300°C, particularmente preferido de 100 a 250°C y lo mas preferido de 110 a
220°C del material que contiene lignocelulosa en ausencia o presencia de catalizadores acido (tal como H2SO4, HCI,
H3PO4) 0 base/alcali (es decir, NHs«OH, NaOH, KOH, cal) que, si estan presentes, se afiaden en concentraciones de
0.01 a 15% (peso/peso), preferentemente de 0.05 a 12.5% (peso/peso), mas preferentemente de 0.1 a 10%
(peso/peso) y lo mas preferido de 0.25 a 7.5%. En una realizacion preferida, la presiéon se selecciona
preferentemente de 1 a 100 bares, preferentemente de 2 a 50 bares, también se prefiere de 3 a 25 bares y lo mas
preferido de 5 a 15 bares. Los tiempos de reaccion durante la explosion de vapor se deben seleccionar de 10 s a 2
h, preferentemente de 1 minuto a 1.5 horas, y lo mas preferido de 5 minutos a 1 hora para proporcionar una
transformacion eficiente de los componentes de biomasa en preparacion para la hidrélisis enzimatica. En una
realizacién particularmente preferida, se lleva a cabo un pretratamiento de "desmenuzamiento mecanico" del
material que contiene lignocelulosa antes o durante el pretratamiento de explosién de vapor, en el que el
desmenuzamiento mecanico se selecciona del grupo que consiste en procesado mecanico, trituracién, picado,
aplastamiento, corte, irradiacién, molienda y combinaciones de los mismos.

El "pretratamiento con acido" constituye preferentemente un tratamiento con acido diluido continuo y/o suave, tal
como tratamiento con acido sulfrico u otro acido organico, tal como acido acético, acido férmico, acido lactico, acido
fosforico, acido nitrico, acido citrico, acido tartarico, acido succinico, cloruro de hidrégeno o mezclas de los mismos.
También se pueden usar otros acidos. Se debe entender que un "tratamiento con acido suave" se lleva a cabo a un
pH de 0.1 a 5, preferentemente un pH de 2 a 3. En una realizacion preferida, el acido se afiade en concentraciones
de 0.01 a 15% en peso (peso/peso), preferentemente de 0.05 a 12.5% en peso (peso/peso), mas preferido de 0.1 a
10% en peso (peso/peso) y el méas preferido de 0.25 a 7.5% en peso. El acido es preferentemente acido sulfurico. El
acido se puede poner en contacto con la biomasa a una temperatura en el intervalo de 120 a 280°C,
preferentemente de 135 a 225°C. y lo mas preferido de 150 a 200°C durante un periodo de 1 a 60 minutos,
preferentemente de 2 a 30 minutos y lo mas preferido de 5 a 15 minutos. La adicion de acidos fuertes, como el acido
sulflrico, se puede aplicar en realizaciones particularmente preferidas para retirar hemicelulosa.

El “pretratamiento quimico” también se refiere a tratamiento de la biomasa con H202, ozono, acidos de Lewis, FeCls,
Al2(SO4)s en alcoholes acuosos, glicerol, dioxano, fenol, etilenglicol, NaOH, Na2COs y/o amoniaco. Las
concentraciones, la temperatura y la duracién preferidas se eligen de forma andloga a las condiciones mencionadas
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anteriormente con respecto al pretratamiento con &cido.

El "pretratamiento de oxidacidon humeda" implica el uso de agentes oxidantes, tales como agentes oxidantes
basados en sulfito.

La expresion "desmenuzamiento mecanico” se refiere a cualquier tratamiento mecanico que promueva la separacion
y/o liberacion de celulosa, hemicelulosa y/o lignina de la biomasa.

El desmenuzamiento mecanico se selecciona preferentemente del grupo que consiste en procesado mecanico,
trituracion, picado, aplastado, corte, irradiacion, molienda tal como molienda en seco, molienda en himedo y
molienda con bolas vibratorias, y combinaciones de los mismos.

El "pretratamiento bioldgico" se refiere a cualquier pretratamiento bioldgico que promueve la separacion y/o
liberacion de celulosa, hemicelulosa y/o lignina de la biomasa. Las técnicas de pretratamiento biol6gico pueden
implicar la aplicacion de microorganismos solubilizadores de lignina tales como actinomicetos (por ejemplo, cepas de
Streptomyces) u hongos de podredumbre blanca.

Los métodos de pretratamiento descritos anteriormente se van a llevar a cabo dentro de dispositivos apropiados
conocidos por una persona experta en la técnica. Un dispositivo apropiado para llevar a cabo el pretratamiento
quimico puede ser cualquier tipo de recipiente, tal como un reactor de depdsito o un reactor de depdsito agitado. Un
dispositivo apropiado para llevar a cabo una explosién de vapor puede ser cualquier tipo de recipiente, tal como un
reactor de depdsito o un reactor de deposito agitado, pero también se puede llevar a cabo dentro de un reactor de
tornillo, preferentemente un reactor de tornillo continuo, o dentro de un reactor de flujo de tapén, preferentemente un
reactor de flujo de tapdn continuo.

El contenido de materia seca de la biomasa pretratada se selecciona preferentemente del 20 al 60% en peso,
particularmente preferido del 35 al 50% en peso, en el que lo mas preferido es que la biomasa haya sido pretratada
por un método que no implique la adicion de ningun acido y/o alcali.

Sin embargo, es una ventaja particular del procedimiento para la hidrélisis de la biomasa que también la aplicacién
de particulas de biomasa relativamente grandes y/o no tratadas previamente logre resultados favorables. El tamano
de las particulas de biomasa es preferentemente tal que por lo menos 90% en peso de las particulas tienen una
longitud maxima de 200 mm, mas preferentemente 100 mm, incluso mas preferentemente 50 mm y lo mas preferido
25. Se prefiere ademas que el tamano de las particulas de biomasa es preferentemente tal que por lo menos el 95%
en peso de las particulas tiene una longitud maxima de 200 mm, mas preferido de 100 mm, atin mas preferido de 50
mm y lo mas preferido de 25 mm.

La biomasa pretratada se pone en contacto a continuacion preferentemente con una composiciéon enzimatica que
contiene por lo menos una enzima seleccionada de la clase de hidrolasas.

El término "contacto" (o "en contacto") comprende cualquier tipo de contacto de biomasa con una composicion
enzimatica conocida por una persona experta en la técnica como apropiada para el procedimiento de la invencién.
En una realizacién preferida, el "contacto” de la biomasa con la composicion enzimatica se lleva a cabo afadiendo la
composicién enzimatica a la biomasa. Ademas, es particularmente preferido que la adicion de la composicion de
enzima vaya seguida o se lleve a cabo al mismo tiempo con una mezcla de la composicion enzimatica y la biomasa.

La expresién "composiciéon enzimatica" se refiere a cualquier composicién que comprende por lo menos una enzima
seleccionada de la clase de hidrolasas. La por o menos una enzima seleccionada de la clase de hidrolasas
asciende preferentemente a de 1 a 99.99% en peso (con relacién al peso de la composicion enzimatica), mas
preferido de 5 a 99% en peso, particularmente preferido de 10 a 95% en peso y lo mas preferido de 20 a 90% en
peso y ademas puede contener por lo menos una enzima seleccionada de la clase de liasas. Dentro de las
realizaciones, en las que la composicién enzimatica contiene por lo menos una enzima seleccionada de la clase de
liasas, la por lo menos una enzima seleccionada de la clase de hidrolasas asciende preferentemente a de 0.01 a
50% en peso (en relacién con el peso de la composicion de enzima), preferido de 0.05 a 20% en peso, mas
preferido de 0.08 a 5% en peso, y lo mas preferido de 0.1 a 1% en peso.

En una realizacion preferida, la composicién enzimatica contiene celulasas, hemicelulasas y/o pectinasas.

En una realizacién particularmente preferida, la composicion enzimatica contiene por lo menos una celobiohidrolasa
(EC 3.2.1.-) y por lo menos una endo-1,4-B-glucanasa (EC 3.2.1.4).

En una realizacién particularmente preferida, la composicion enzimatica contiene por lo menos una celobiohidrolasa
(EC 3.2.1.-), por lo menos una endo-1,4-B-glucanasa (EC 3.2.1.4), por lo menos una B-glucosidasa (EC 3.2 .1.4),
por lo menos una glucosidohidrolasa 61 (GH61 y CBM33), por lo menos una endo-xilanasa (EC 3.2.1.8) y por lo
menos una B-xilosidasa (EC 3.2.1.37).

En una realizacion particularmente preferida, la composicién enzimatica definida anteriormente contiene ademas una
0 mas enzimas seleccionadas de B-glucanasa (EC 3.2.1.-), acetilxilanoesterasa (EC 3.1.1.72),
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acetilgalactanesterasa (3.1.1.6), a-arabinopiranosidasa (3.2.1.-), a-galactosidasa (EC 3.2.1.22), B-galactosidasa (EC
3.2.1.28), a-glucuronidasas (EC 3.2.1.139), B-manasa (EC 3.2.1.78), pectinmetilesterasa (EC 3.1.1.11),
pectinacetilesterasa (EC 3.1.1.-), ramnogalacturonasa (EC 3.2.1.—; GH28), ramnogalacturonanacetilesterasa (EC
3.1.1.86), ramnogalacturonanendoliasa (EC 4.2.2.23) , ramnogalacturonanliasa (EC 4.2.2.—) y B-manosidasas (EC
3.2.1.25), poligalacturonasas (EC 3.2.1.15, 67, 82; GH28) y pectina/pectato liasas (EC 4.2.2.2, 6, 9, 10)

Los términos "celulasas", "hemicelulasas" y "pectinasas" se refieren a cualquier mezcla de enzimas que esté
implicada en la degradacion hidrolitica (despolimerizacién) de celulosa polimérica, hemicelulosa y/o pectina a
azucares monoméricos. Como se usa aqui, los términos "celulasas”, "hemicelulasas" y "pectinasas" se refieren a
mezclas tanto naturales como no naturales que incluyen una pluralidad de enzimas producidas por un organismo,
por ejemplo, un hongo filamentoso. Las "celulasas”, "hemicelulasas" y "pectinasas" se derivan preferentemente de
hongos tales como miembros de la subdivision Eumycota y Oomycota, que incluyen pero no estan limitados a los
siguientes géneros: Aspergillus, Acremonium, Aureobasidium, Beauveria, Cephalosporium, Ceriporiopsis,
Chaetomium, Chrysosporium, Claviceps, Cochiobolus, Cryptococcus, Cyathus, Endothia, Endothia mucor, Fusarium,
Gilocladium, Humicola, Magnaporthe, Myceliophthora, Myrothecium, Mucor, Neurospora, Phanerochaete,
Podospora, Paecilomyces, Pyricularia, Rhizomucor, Rhizopus, Schizophylum, Stagonospora, Talaromyces,
Trichoderma, Thermomyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trichophyton y Trametes. En una
implementacion preferida, el hongo filamentoso es una especie Trichoderma.

En una realizacion preferida de la composicion enzimatica, las celulasas y/o pectinasas son de una fuente fungica. En
una realizacion particularmente preferida de la composicion enzimatica, esta fuente fungica es Trichoderma reesei.

La expresion "mezcla de enzimas" se refiere preferentemente a una mezcla de enzimas secretadas por una o mas
fuentes microbianas. En algunas realizaciones, las enzimas para uso en estas mezclas de enzimas se pueden
preparar a partir de una o méas cepas de hongos filamentosos producidas naturalmente o modificadas
genéticamente. Las cepas preferidas se enumeran anteriormente. La proporcién deseada de componentes
enzimaticos dentro de la (s) mezcla (s) final (es) se puede lograr alterando la cantidad relativa de enzima en la
mezcla final, por ejemplo, mediante la suplementacion de enzima (s) purificada (s) o parcialmente purificada (s). En
algunas realizaciones, la (s) mezcla (s) final (es) puede (n) complementarse con una o mas actividades enzimaticas
que no se expresan enddégenamente, 0 se expresan a un nivel relativamente bajo por los hongos filamentosos, para
mejorar la degradacién del sustrato celulésico a azlcares fermentables. La (s) enzima (s) suplemental (es) se puede
(n) afiadir como un suplemento a la (s) mezcla (s) final (es) y las enzimas pueden ser un componente de un caldo de
fermentacion total separado, o se pueden purificar, o recuperar minimamente y/o purificar.

El término "celulasa" se refiere a cualquier enzima capaz de hidrolizar polimeros de celulosa a oligbmeros mas
cortos y/o glucosa. Las celulasas preferidas dentro de la composicién enzimatica incluyen celobiohidrolasas (CBH)
(EC 3.2.1.-), endo-1,4-B-glucanasas (EG) (EC 3.2.1.4), B-glucosidasa (EC 3.2.1.4), celobiosa hidrolasa (EC 3.2.1.21),
glucésido hidrolasa 61 (GH61 y CBM33), expansina, swolenina, loosinina y proteinas CIP (EC 3.1.1.—; CE15).

El término "hemicelulasa" se refiere a cualquier enzima capaz de degradar o favorecer la degradacion de la
hemicelulosa. Las hemicelulasas preferidas dentro de la composicion enzimatica incluyen B-glucanasas (EC 3.2.1.-),
endo-xilanasas (EC 3.2.1.8), B-xilosidasas (EC 3.2.1.37), acetilxilanesterasa (EC 3.1.1.72), acetilgalactanesterasa
(3.1.1.6), acetiimananesterasa, feruloilesterasa (EC 3.1.1.73), glucuronoilesterasa (EC 3.1.1.-), a-L-
arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), a-arabinopiranosidasa (3.2.1.-), a-galactosidasa (EC 3.2.1.22), 3-galactosidasa
(EC 3.2.1.23), a-glucuronidasas (EC 3.2.1.139), B-manasa (EC 3.2.1.78), B-manosidasa (EC 3.2. 1.25), manan-1,4-
manobiosidasa (EC 3.2.1.100), arabinogalactan-endo-beta-1,4-galactanasa (EC 3.2.1.89), endo-beta-1,3-
galactanasa (EC 3.2.1.90), galactan-endo-beta-1,3-galactanasa (EC 3.2.1.181), glucoronoarabinoxilan-endo-1,4-
betaxilanasa (EC 3.2.1.136), alfa-L-fucosidasa (EC 3.2.1.1.51), coniferin-beta-glucosidasa (EC 3.2.1.126),
xiloglucanhidrolasas (EC 3.2.1.150, 151, 155), xilan-a-1,2-glucuronosidasa (EC 3.2.1.131), endo-
xilogalacturonanhidroxilasa (EC 3.2.1.-; GH28), a-amilasa (EC 3.2.1.1), glucan-1,4-a-glucosidasa (EC 3.2.1.3),
galactan-1,3-galactosidasa (GH43), -1,4-endogalactanasa (EC 3.5.1.89; GH53), a-ramnosidasa (EC 3.2.1.40), B-
ramnosidasa (EC 3.2.1.43), ligninperoxidasa (EC 1.11.1.14), Mn-perosidasa (EC 1.11.1.13), alcohol arilico-oxidasa
(EC 1.1.3.7), glioxaloxidasa (EC 1.1.3), carbohidrato-oxidasas (EC 1.1.3.4, 9, 10), lacasa (EC 1.10.3.2) y celobiosa
deshidrogenasa (EC 1.1.99.18).

El término "pectinasa” se refiere a cualquier enzima capaz de degradar o favorecer la degradacion de la pectina. Las
pectinasas preferidas dentro de la composicién enzimatica incluyen poligalacturonasas (EC 3.2.1.15, 67, 82; GH28),
pectina/pectato-liasa (EC 4.2.2.2, 6, 9, 10), pectinmetilesterasa (EC 3.1.1.11), pectinacetilesterasa (EC 3.1.1.-),
ramnogalacturonasa (EC 3.2.1.-; GH28), ramnogalacturonanacetilesterasa (EC 3.1.1.86),
ramnogalacturonanendoliasa (EC 4.2.2.23), ramnogalacturonanliasa (EC 422.-),
ramnogalacturonangalacturonohidrolasa (EC 3.2.1.-), xilogalacturonanhidrolasa (EC 3.2.1.-), pectinmetilesterasa
(EC 8.1.1.11), beta-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), beta-1,4-galactanasa (EC 3.2.1.89), beta-1,3-galactanasa
(EC 3.2.1.90), beta-galactosidasa (EC 3.2.1.23), alfa-galactosidasa (EC 3.2.1.22), feruloilacetilesterasa (EC 3.1.1.-),
alfafucosidasa (EC 3.2.1.51), betafucosidasa (EC 3.2.1.38), betaapiosidasa (EC 3.2.1.-), alfaramnosidaxa (EC
3.2.1.40), betaramnosidasa (EC 3.2.1.43), alfaarabinopiranosidasa (EC 3.2.1.-), betaglucoronosidasa (EC 3.2.1.31),
alfaglucoronidasa (EC 3.2.1.139), beta-xilosidasa (EC 3.2.1.37) y alfa-xilosidasa (EC 3.2.1.x).
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Las enzimas se clasifican segun las nomenclaturas que se basan en la Nomenclatura y Clasificacion de Enzimas de
la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) o en la base
de datos Carbohydrate-Active EnZYmes (http://www.cazy.org/).

El término "actividad" de una enzima se refiere a la actividad catalitica de la enzima en condiciones apropiadas en
las que la enzima sirve como un catalizador de proteina, que convierte sustratos poliméricos o artificiales especificos
en productos oligoméricos o0 monomeéricos especificos. En este contexto, la expresidon "condiciones apropiadas" es
bien conocida y aplicable por una persona experta en la técnica.

El "contacto” se puede llevar a cabo por cualquier medio conocido por una persona experta en la técnica como
apropiado para el propoésito de la invencion. Por ello se prefiere que la mezcla de enzimas se afiada a la biomasa
mientras se agita la biomasa dentro del recipiente. La (s) enzima (s) también se puede (n) inmovilizar en un material
portador.

En una realizacion preferida, la hidrélisis de biomasa se lleva a cabo durante un tiempo suficiente para hidrolizar por
lo menos 20% en peso, preferentemente por lo menos 30% en peso, mas preferentemente por lo menos 50% en
peso y lo mas preferido por lo menos 60% en peso de la biomasa. En una realizacién preferida adicional, la hidrélisis
de la biomasa se lleva a cabo durante un tiempo suficiente para hidrolizar del 10 al 100% en peso, preferentemente
del 20 al 90% en peso, aun mas preferido del 30 al 85.0% en peso y lo mas preferido del 40 al 75% en peso de la
celulosa de la biomasa. El término "hidrolizar" se debe entender como la conversion hidrolitica de componentes
poliméricos insolubles de la biomasa en compuestos solubles monoméricos, diméricos y/o oligoméricos mediante
procedimientos quimicos, fisicos y/o enzimaticos tales como la hidrdlisis.

En una realizacién particularmente preferida, la hidrolisis de biomasa se lleva a cabo durante de 1 minuto a 136
horas, mas preferido durante de 30 minutos a 112 horas, particularmente preferido durante de 1 hora a 100 horas,
incluso mas preferido durante de 4 horas a 96 horas también particularmente preferido de 12 horas a 85 horas.

En una realizacion preferida adicional, la hidrolisis de biomasa se lleva a cabo hasta que el contenido de sélidos
insolubles restantes es inferior al 40% en peso, preferentemente inferior al 30% en peso, incluso mas preferido
inferior al 20% en peso y lo més preferido inferior al 15% en peso. En una realizacion preferida adicional, la hidrélisis
de biomasa se lleva a cabo hasta que el contenido de soélidos insolubles restantes es del 5 al 40% en peso,
preferentemente del 8 al 30% en peso y lo mas preferido del 10 al 25% en peso.

En otra realizaciéon preferida, la hidrélisis de biomasa se lleva a cabo hasta que la biomasa se licia hasta por lo
menos el 50%, preferentemente por lo menos el 60% y lo mas preferido por lo menos el 80%, en la que se prefiere
particularmente una licuefaccion del 60 al 90%.

La temperatura de reaccion durante la hidrdlisis se selecciona preferentemente de 25 a 80°C, mas preferentemente
se selecciona de 30 a 75°C y particularmente preferido de 35 a 65°C. En otra realizacién preferida, la hidrélisis de
biomasa se lleva a cabo durante de 1 a 120 horas, preferentemente de 2 a 110 horas, mas preferentemente de 3 a
100 horas, en la que la temperatura se selecciona de 35 a 75°C o de 45 a 65°C.

En otra realizacion preferida, el pH durante la hidrdlisis se selecciona preferentemente de 4 a 6.5, particularmente
preferido de 4.5 a 5.5.

Los niveles de dosificacién apropiados y las condiciones de funcionamiento seran evidentes para las personas
expertas en la técnica, especialmente a la luz de la descripcion detallada proporcionada aqui. Los niveles de
dosificacién optima variaran considerablemente dependiendo del sustrato y las tecnologias de pretratamiento
usadas. La composicidén enzimatica se afade preferentemente a la biomasa en una cantidad de 0.01 a 24% en peso
de la materia seca de la biomasa, mas preferentemente de 0.025 a 12% en peso de la materia seca de la biomasa,
siendo particularmente preferido de 0.05 a 6% en peso de la materia seca de la biomasa y lo mas preferido de 0.1 a
3% en peso de la materia seca de la biomasa. La concentracién total de enzima (proteina) se determindé mediante el
método de Bradford con albumina de suero bovino como patrén de referencia (Bradford, M., 1976).

La hidrélisis de biomasa se lleva a cabo dentro de cualquier tipo de recipiente conocido por una persona experta en
la técnica como apropiado para el procedimiento de la invencién, preferentemente dentro de un reactor. Los
reactores apropiados estan dentro del conocimiento de una persona experta en la técnica. Los recipientes/reactores
preferibles incluyen, pero no estan limitados a, recipientes/reactores que comprenden un medio de agitacién y/o un
medio para bombear o recircular el contenido de biomasa dentro del reactor. Medios preferidos adicionales de los
reactores preferidos incluyen, pero no estan limitados a, medios para controlar la temperatura y/o el pH y la
regulacion de la temperatura y/o el pH.

Segun la etapa b) del procedimiento de la invenciodn, la temperatura del hidrolizado de biomasa se ajusta a una
temperatura seleccionada del intervalo de 50 a 95°C, preferentemente del intervalo de 60 a 90°C, mas
preferentemente del intervalo de 65 a 85°C. El ajuste se debe llevar a cabo por cualquier medio conocido por una
persona experta en la técnica como apropiado para el procedimiento de la invencién.

En una realizacion particularmente preferida, la etapa b) del procedimiento de la invencion se lleva a cabo durante
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de 1 minuto a 120 minutos, preferentemente de 2 minutos a 90 minutos y particularmente preferido de 3 minutos a
75 minutos, mientras que de 30 minutos a 90 minutos y de 45 minutos a 75 también son preferidos.

Segun la etapa c) del procedimiento de la invencion, se afiade por lo menos un &cido al hidrolizado de biomasa para
obtener una mezcla de acido-hidrolizado de biomasa. El por lo menos un acido puede ser un acido organico o uno
inorganico. En una realizacién preferida, el por lo menos un acido se selecciona preferentemente del grupo que
consiste en acido sulfurico, acido fosférico, acido clorhidrico, acido nitrico, acido acético, acido férmico, acido lactico,
acido galacturonico, acido citrico, acido succinico y mezclas de los mismos. En una realizacién preferida, el por lo
menos un acido se selecciona de acidos con un valor de pKa por debajo de 5.0, preferentemente de acidos con un
valor de pKa por debajo de 3.5, un valor de pKa de —4.0 a 5.0 es por ello particularmente y de -3.0 a 5.0 es el mas
preferido.

En una realizacién preferida adicional, el por lo menos un &cido se afade al hidrolizado de biomasa hasta que se
alcanza un pH de 1.5 a 4.5, preferentemente de 2.0 a 4.0 y lo mas preferido de 2.5 a 3.5 del hidrolizado de biomasa.

En una realizacién preferida adicional, la temperatura se selecciona del intervalo de 65 a 85°C y el pH del intervalo
de 2.0 a 3.5. En una realizacién preferida adicional, la temperatura se incrementa a 70°C y el pH se establece en 2.5.

En otra realizacion preferida, las etapas b) y c¢) del procedimiento de la invencion se llevan a cabo por lo menos
parcialmente al mismo tiempo. De este modo, se prefiere particularmente que el por lo menos un acido se anada
durante el ajuste de la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 60 a
90°C a partir de una temperatura de 50°C, también preferido a partir de una temperatura de 60°C. Se prefiere
ademas que se afiada por lo menos un &cido durante el ajuste de la temperatura del hidrolizado de biomasa a una
temperatura seleccionada del intervalo de 65 a 85°C, a partir de una temperatura de 50°C, también se prefiere a
partir de una temperatura de 60°C.

En otra realizacion preferida, la temperatura del por lo menos un acido se selecciona del intervalo de 5 a 50°C,
preferentemente de 10 a 40°C y lo mas preferido de 15 a 30°C y el por lo menos un acido se afiade al hidrolizado de
biomasa a una temperatura del hidrolizado de biomasa seleccionada del intervalo de 50 a 95°C, preferentemente de
65 a 85°C. Por ello se prefiere particularmente que la diferencia de temperatura entre el por lo menos un &cido y el
hidrolizado de biomasa se seleccione del intervalo de 35 a 95%, preferentemente de 40 a 90%.

También esta dentro del alcance de la presente invencién que la etapa c) del procedimiento de la invencién se lleve
a cabo antes de la etapa b).

Después de la adicién del por lo menos un acido al hidrolizado de biomasa y del ajuste de la temperatura del
hidrolizado de biomasa, la composicion resultante se denomina "mezcla de acido-hidrolizado de biomasa" dentro del
alcance de la presente solicitud.

Segun la etapa (d) del procedimiento de la invencién, una fase sélida y una fase liquida se separan de la mezcla de
acido-hidrolizado de biomasa. La separacion de la fase sélida y liquida de la mezcla de acido-hidrolizado (a
continuacion "fase liquida" o "fase liquida del hidrolizado" se usan como sin6nimo de "fase liquida de la mezcla de
acido-hidrolizado") se puede llevar a cabo por cualquier medio conocido por una persona experta en la técnica como
apropiada para el propdsito de la invencién y se lleva a cabo preferentemente por filtracion, centrifugacién,
decantacion o prensado, por ejemplo, mediante una prensa de tornillo. Se prefiere una prensa de filtro, lo mas
preferido una prensa de filtro de membrana. En una realizacién preferida, la tela de filtro de la prensa de filtro tiene
una permeabilidad al aire de 2 a 10 I/dm%min. También se pueden afadir ayudas de filtracion tales como tierra de
diatomeas o kieselguhr o perlite durante la filtracion, preferentemente en concentraciones de 0.1% en peso a 10% en
peso, mas preferentemente entre 0.5% en peso y 5% en peso, y lo mas preferido entre 1% en peso y 3% en peso.

Después de la separacion de la fase soélida y la fase liquida, se lleva a cabo la desionizacién de la fase liquida segun
la etapa (e). La desionizacién se lleva a cabo preferentemente mediante electrodidlisis, desionizacion capacitiva,
desionizacion capacitiva de membrana, nanofiltracion, 6smosis inversa, separacion cromatografica tal como
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de interaccion hidréfoba y/o cromatografia de exclusién por
tamafo o mediante cualquier combinacion de dos o mas de estos métodos. La "desionizacién capacitiva de
membrana" se realiza insertando una membrana de intercambio catiénico y una membrana de intercambio anionico
en la unidad de desionizacion capacitiva.

En las realizaciones particularmente preferidas, la desionizacién se lleva a cabo mediante electrodialisis estandar o
mediante electrodialisis que usa por lo menos una membrana bipolar, particularmente preferido seguida de
desionizacion capacitiva, desionizacion capacitiva de membrana o cromatografia de intercambio i6nico.

Cuando se usa electrodidlisis estandar o electrodialisis que usa por lo menos una membrana bipolar para la
desionizacion, los iones retirados de la disolucion se recuperan preferentemente en un liquido llamado
"concentrado". Con respecto a esto, se prefiere particularmente afadir un liquido en un compartimento de la unidad
de electrodialisis antes del comienzo de la desionizacién. En una realizacién preferida adicional, este liquido no se
reemplaza después de detener la desionizacién de un volumen dado, sino que el concentrado se reutiliza en
desionizaciones repetidas durante por lo menos 2 ciclos, mas preferido por lo menos 4 ciclos, particularmente
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preferido 6 ciclos y lo méas preferido 10 ciclos.

En la presente invencion, se debe entender que "electrodidlisis que usa por lo menos una membrana bipolar" es
cualquier técnica que comprende el uso de tres tipos diferentes de membranas apropiadas para retirar sales
mediante la retirada de iones tales como, por ejemplo, Na*, K+, Mg?*, Ca?*, SO4%, POz%, Cl- y H20 ionizada
presentes en la fase liquida. La electrodidlisis que usa por lo menos una membrana bipolar comprende
preferentemente el uso de una membrana de intercambio catiénico, una membrana de intercambio anionico y una
capa catalitica intermedia, una denominada "membrana bipolar", para permitir la ionizaciéon del agua dentro de la
fase liquida en protones y iones hidroxilo. Mediante la combinacién de la retirada selectiva de sales por las
membranas de intercambio catidnico y aniénico con la disociacion simultanea de agua en la capa catalitica
intermedia, se forman fracciones acido y base.

En una realizacion preferida, se usan por lo menos una membrana de intercambio catidénico, por lo menos una
membrana de intercambio aniénico y por lo menos una capa intermedia catalitica 0 membrana bipolar. En una
realizacién preferida adicional, por lo menos dos conjuntos de estas membranas estan dispuestos en serie,
preferentemente por lo menos 4 conjuntos, mas preferentemente por lo menos 6 conjuntos y lo mas preferido por lo
menos 10 conjuntos. En una realizacién particularmente preferida, las tres membranas o todos los conjuntos de
membranas como se definieron anteriormente estan dispuestos dentro de un Unico dispositivo.

La desionizacion se lleva a cabo preferentemente a una temperatura dentro del intervalo de 5°C a 80°C, mas
preferentemente dentro del intervalo de 10°C a 75°C, lo mas preferido dentro del intervalo de 15°C a 70°C. La caida
de presion a través de la celda de electrodialisis es preferentemente inferior a 1 bar, mas preferentemente inferior a
0.5 bar. En otra realizacion particularmente preferida, la desionizacién se lleva a cabo hasta que la conductividad de
la disolucion se reduce hasta por lo menos 10 mS/cm, mas preferentemente hasta por lo menos 6 mS/cm,
particularmente preferido hasta por lo menos 4 mS/cm y lo mas preferido hasta por lo menos 2 mS/cm.

En una realizacion preferida adicional, la desionizacién por electrodidlisis que usa por lo menos una membrana
bipolar es seguida por desionizacion capacitiva. La desionizacién capacitiva se aplica preferentemente como la
denominada "desionizacion capacitiva de membrana”, es decir, insertando una membrana de intercambio catidnico y
una membrana de intercambio anidnico en la unidad de desionizacién capacitiva. Si la electrodialisis que usa por lo
menos una membrana bipolar es seguida por la desionizacion capacitiva de membrana, la electrodidlisis se realiza
preferentemente hasta que la conductividad de la disolucion se reduce hasta por lo menos 10 mS/cm, mas
preferentemente hasta por lo menos 6 mS/cm, particularmente preferido hasta por lo menos 4 mS/cm y lo mas
preferido hasta por lo menos 2 mS/cm antes de cambiar a desionizacion capacitiva de membrana. La desionizacion
capacitiva de membrana después de la dialisis se usa a continuacién para disminuir mas la conductividad de la
disolucién preferentemente hasta por lo menos 8 mS/cm, mas preferido hasta por lo menos 6 mS/cm,
particularmente preferido hasta por lo menos 4 mS/cm y lo mas preferido hasta por lo menos 2 mS/cm.

En una realizacion preferida adicional, la desionizacién por electrodidlisis que usa por lo menos una membrana
bipolar es seguida por cromatografia de intercambio i6nico. Si la electrodialisis que usa por lo menos una membrana
bipolar es seguida por cromatografia de intercambio iénico, la electrodialisis se realiza preferentemente hasta que la
conductividad de la disolucién se reduce hasta por lo menos a 10 mS/cm, mas preferentemente hasta por lo menos
6 mS/cm, particularmente preferido hasta por lo menos 4 mS/cm y lo mas preferido por lo menos 2 mS/cm antes de
cambiar a desionizacién capacitiva de membrana. La cromatografia de intercambio iénico después de la
electrodialisis se usa a continuacion para disminuir ain mas la conductividad de la disolucion preferentemente hasta
por lo menos 8 mS/cm, mas preferentemente hasta por lo menos 6 mS/cm, particularmente preferido hasta por lo
menos 4 mS/cm y lo mas preferido hasta por lo menos 2 mS/cm.

En la presente invencion, "intercambio i6nico" se define como un intercambio de iones entre una disolucion que
contiene por lo menos un ién y un material de intercambio idnico polimérico o mineral soélido, en el que un ién
disuelto en la disolucién se intercambia y reemplaza por contacto con el material de intercambio i6nico por un ion de
la misma carga.

La desionizacion por electrodialisis que usa por lo menos una membrana bipolar reduce los residuos producidos
durante la desionizacion, asi como los costes del procedimiento en otras aplicaciones. El uso de electrodialisis que
usa por lo menos una membrana bipolar conduce a la produccién de una fraccion base, que se puede usar, por
ejemplo, como agente de pH en la produccion de enzimas, en la hidrélisis de la biomasa o para el pretratamiento de
la biomasa. En una realizacion preferida, la fraccion base producida tiene un pH de 9 a 14, mas preferentemente de
12 a 13. El uso de electrodialisis que usa por lo menos una membrana bipolar también conduce a la produccion de
una fraccién acida, que se puede usar, por ejemplo, para la hidrélisis de biomasa o para el pretratamiento de la
biomasa o para la etapa c) del procedimiento de la invencién. En una realizacion preferida, la fraccién acida
producida tiene un pH de 1 a 5, mas preferido de 2 a 4. Particularmente preferido es el uso de la fraccién acida para
la explosién de vapor. Lo més preferido es la adicion de la fraccién &cida al hidrolizado de biomasa segun la etapa c)
del procedimiento de la invencion. La desionizacién por electrodidlisis se lleva a cabo preferentemente con la fase
liquida a una temperatura dentro del intervalo de 5°C a 80°C, mas preferido de 10°C a 75°C, lo mas preferido de
15°C a 70°C. La caida de presién a través de la celda de electrodidlisis es preferentemente inferior a 1 bar, mas
preferentemente inferior a 0.5 bar. En otra realizacion particularmente preferida, la desionizaciéon se lleva a cabo
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mediante electrodidlisis estandar o mediante electrodidlisis que usa por lo menos una membrana bipolar hasta que
la conductividad de la disolucién se reduce a 10 mS/cm, mas preferido hasta 6 mS/cm, particularmente preferido
hasta 4 mS/cm y lo mas preferido hasta 2 mS/cm. En una realizacion preferida adicional, la desionizacion contintia a
continuacion mediante desionizacion capacitiva, desionizacion capacitiva de membrana o cromatografia de
intercambio idnico.

En una realizacion preferida, las resinas de intercambio i6nico usadas en la etapa de cromatografia de intercambio
i6nico son una resina de intercambio catiénico y una resina de intercambio aniénico. En una realizacion preferida
adicional, la resina de intercambio anidnico y la resina de intercambio catiénico se usan en etapas subsecuentes de
intercambio idnico. Las resinas de intercambio anionico particularmente preferidas son las resinas de intercambio
anionico con grupos funcionales de amina terciaria. La matriz de resina de intercambio anionico es preferentemente
un copolimero de estireno y divinilbenceno o una estructura de gel acrilico reticulado. Mas preferidas son las resinas
de intercambio aniénico en la forma OH-. Las resinas de intercambio cati6nico particularmente preferidas son las
resinas de intercambio catiénico con grupos funcionales sulfonato o acido carboxilico. La matriz de resina de
intercambio catidnico es preferentemente un copolimero de estireno y divinilbenceno o una estructura acrilica
reticulada. Més preferidas son las resinas de intercambio catidnico en la forma H+. En una realizacion preferida, las
resinas de intercambio iénico tienen una capacidad de por lo menos 0.5 eg/l de resina, mas preferentemente por lo
menos 1 eg/l de resina, lo mas preferido por lo menos 2 eqg/l de resina. 1 eq se define como 1 mol del ion que se va
a intercambiar por la resina dividido entre la valencia de este ion.

Al poner en contacto la resina de intercambio catiénico con el liquido, el liquido debe estar a una temperatura de 5°C
a 135°C, preferentemente entre 10°C y 70°C. Al poner en contacto la resina de intercambio aniénico con el liquido, el
liquido debe estar a una temperatura de 5°C a 75°C, preferentemente entre 10°C y 60°C.

En una realizacién preferida, el tiempo de contacto de cada contacto entre la resina de intercambio iénico y el liquido
debe estar entre 0.1 y 300 min, mas preferido entre 0.2 y 100 min, lo mas preferido entre 0.3 y 10 min.

La resina de intercambio catiénico se regenera usando un &cido, preferentemente acido sulfurico, acido nitrico, acido
fosforico o &cido clorhidrico. El acido usado debe ser concentrado, preferentemente a una concentracion entre 0.05
y 20 M, lo mas preferentemente entre 0.5 y 10 M. La regeneracion de la resina de intercambio catiénico se realiza
preferentemente por lo menos a 15°C. La resina de intercambio aniénico se regenera usando una base,
preferentemente hidroxido de sodio, carbonato de sodio o carbonato de amonio. La base usada debe ser
concentrada, preferentemente a una concentracion entre 0.05 y 20 M, lo mas preferentemente entre 0.5y 10 M. La
regeneracion de la resina de intercambio anidnico se realiza preferentemente por lo menos a 15°C. El tiempo de
contacto de la resina de intercambio i6nico y la base o el acido debe ser preferentemente por lo menos 5 min, mas
preferentemente por lo menos 15 min. Las resinas de intercambio catidnico y aniénico se usan preferentemente durante
por lo menos 500 ciclos de desionizacion-regeneracién, mas preferentemente durante por lo menos 1500 ciclos.

En una realizacion preferida, la cromatografia de intercambio idnico se realiza en un lecho fijo o en un lecho movil
dentro de una columna de cromatografia. Sin embargo, el intercambio i6nico segun la presente invencién no se
llevard a cabo en una configuracion de lecho moévil simulado. Las configuraciones de lecho mévil simulado solo se
usan cuando especies con propiedades muy similares tienen que ser separadas unas de otras, como por ejemplo
dos mondémeros de azlcar en caso de una separacion de, por ejemplo, glucosa y xilosa. Sin embargo, en el método
de la presente invencion, las sales se retiran del liquido, es decir, los iones (especies cargadas) se separan del resto
de los componentes (especies no cargadas). Como estas dos clases de componentes a separar unos de otros
difieren significativamente en sus propiedades fisicas basicas, la configuracion de lecho mévil simulado no es
apropiada para el método de la presente invenciéon. Ademas, como una configuracion de lecho mévil simulado es
una configuracién bastante compleja y costosa, la realizacién preferida que usa un lecho fijo o un lecho moévil dentro
de una columna de cromatografia proporciona ventajas adicionales.

En una realizacion preferida adicional, la resina de intercambio aniénico y la resina de intercambio catiénico estan en
dos columnas diferentes y no estan mezcladas. En una realizacion preferida adicional, el liquido a desionizar se
pone primero en contacto con la resina de intercambio catiénico y a continuacion con la resina de intercambio
anionico. Una realizacion preferida adicional consiste en poner el liquido en contacto con la resina de intercambio
catidnico, a continuacion, con la resina de intercambio aniénico y a continuacion nuevamente con resina de
intercambio catidnico de nueva aportacion o con la resina de intercambio catiénico que ya se ha usado en la primera
etapa. Una realizacién preferida adicional consiste en ciclos repetitivos de resina de intercambio cationico y resina
de intercambio anibnico. La resina de intercambio i6nico usada en los ciclos repetidos puede ser resina de
intercambio i6nico de nueva aportacién o resina de intercambio i6nico que ya se ha usado en un ciclo anterior. El
numero de ciclos de contacto repetidos entre la resina de intercambio i6nico y el liquido esta preferentemente entre
1y 10, lo mas preferentemente entre 2y 5.

Cuando se pone en contacto el liquido con la resina de intercambio idnico en una columna, el caudal debe estar
preferentemente entre 1 y 200 volumenes de lecho por hora, mas preferentemente entre 2 y 80 volimenes de lecho
por hora.

En una realizacién preferida adicional, la cromatografia de intercambio i6nico se realiza en un depdsito agitado.
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En otra realizacion particularmente preferida, se afiade por lo menos un adsorbente antes o durante cualquiera de
las etapas (b), (c) o (d). El por lo menos un adsorbente se selecciona preferentemente del grupo que consiste en
bentonita, carbén, carbén activado, tierra de diatomeas o kieselguhr, perlite, tierra de blanqueo, minerales arcillosos,
resinas poliméricas y cualquier mezcla de los mismos.

La realizacién de las etapas de a) a e) del procedimiento de la invencién conducira a una composicion que se
denomina "hidrolizado purificado" dentro del alcance de la presente solicitud.

El contenido de sal del hidrolizado purificado es preferentemente como mucho 80%, preferentemente como mucho
60%, mas preferido como mucho 40%, mas preferido como mucho 20% y lo mas preferido como mucho 10%, todo
con relacion al contenido de sal después de la hidrélisis del sustrato.

El hidrolizado purificado preparado segun el procedimiento de la invencion se puede usar como medio de
fermentacion.

Los compuestos organicos valiosos que son el resultado de la fermentacién bacteriana del hidrolizado purificado
comprenden, pero no estan limitados a, acidos organicos (tales como &cido acético, acido lactico, acido succinico,
acido itaconico, acido fumarico, acido propidnico y acido glucurdnico), aminoacidos (tales como acido glutamico,
leucina, lisina, treonina, acido aspartico, fenilalanina, cisteina), caprolactamas (tales como alfa-amino-caprolactama),
antibidticos (tales como bleomicina, virginiamicina, lincomicina, monensina, blasticidina, tetraciclina), vitaminas (tales
como la vitamina B2, B12 y C), enzimas, nucleétidos/nucletsidos (tales como NADH, ATP, cAMP, FAD, coenzima
A), biogas, biopolimeros (tales como polihidroxibutirato, poliamidas/fibroinas), proteinas, polisacaridos (tales como
xantano, dextrano), aminoglucanos (tales como acido hialurénico), asi como disolventes organicos y biocombustibles
(tales como acetona, etanol, butanol, propanodiol).

Los compuestos organicos valiosos que son el resultado de la fermentacion con levadura del hidrolizado purificado
comprenden, pero no estan limitados a, disolventes organicos (por ejemplo, etanol, propanol), nucleétidos (por
ejemplo, ARN), biotensioactivos (por ejemplo, lipidos de soforosa), enzimas y biopolimeros (por ejemplo,
espidroinas).

Los compuestos organicos valiosos que son el resultado de la fermentacion fangica del hidrolizado purificado
comprenden &cidos organicos (tales como acido citrico, acido fumarico, acido itacdnico), antibiéticos (tales como
penicilina, cefalosporina), enzimas y polisacaridos (tales como quitina).

En una realizacién preferida adicional de este procedimiento, el compuesto organico se selecciona de alcoholes,
acidos organicos, biopolimeros, antibidticos, aminoacidos, caprolactamas, polisacaridos, disolventes organicos,
biocombustibles, aminoglucanos, nucleétidos/nucledsidos, vitaminas, biotensioactivos, enzimas y mezclas de los
mismos.

Ejemplos y figuras

La presente invencion se describe ahora mediante los siguientes ejemplos y figuras. Los ejemplos y figuras son para
propésitos ilustrativos solo y no se debe entender que limitan la invencion.

La Fig. 1 muestra el incremento relativo de la retirada de sal después de la cromatografia de intercambio i6nico de
hidrolizado no tratado (columna izquierda) y después de la cromatografia de intercambio iénico de hidrolizado
tratado (procedimiento de la invencion: calentamiento a 70°C, seguido de un cambio de pH a 2.5) (columna derecha)
cuando se lleva a cabo el procedimiento de la presente invencion segun el ejemplo 1.

La Fig. 2 muestra el incremento relativo de peso de la resina de intercambio anidénico después de la cromatografia
de intercambio i6nico de hidrolizado no tratado (columna izquierda) y después de la cromatografia de intercambio
i6nico de hidrolizado tratado (procedimiento de la invencion: calentamiento a 70°C, seguido de un cambio de pH a
2.5) (columna derecha) cuando se lleva a cabo el procedimiento de la presente invencién segun el ejemplo 1.

La Fig. 3 muestra el incremento relativo de la retirada de sal después de la cromatografia de intercambio i6nico de
hidrolizado no tratado (columna izquierda) y después de la cromatografia de intercambio iénico de hidrolizado
tratado (procedimiento de la invencion: adicion de bentonita, calentamiento a 70°C, seguido de un cambio de pH a
2.5) (columna derecha) cuando se lleva a cabo el procedimiento de la presente invencién segun el ejemplo 2.

La Fig. 4 muestra el incremento relativo de peso de la resina de intercambio anidénico después de la cromatografia
de intercambio idnico de hidrolizado no tratado (columna izquierda) y después de la cromatografia de intercambio
i6nico de hidrolizado tratado (procedimiento de la invencidn: adicion de bentonita, calentamiento a 70°C, seguido de
un cambio de pH a 2.5) (columna derecha) cuando se lleva a cabo el procedimiento de la presente invencion segun
el ejemplo 2.

La Fig. 5 muestra el incremento relativo de la retirada de sal después de la cromatografia de intercambio i6nico de
hidrolizado no tratado (columna izquierda) y después de la cromatografia de intercambio idnico de hidrolizado
tratado (procedimiento de la invencién: calentamiento a 70°C, seguido de un cambio de pH a 2.5 y adicién de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 802 527 T3

kieselguhr) (columna derecha) cuando se lleva a cabo el procedimiento de la presente invencion segun el ejemplo 3.

La Fig. 6 muestra el incremento relativo de peso de la resina de intercambio anidnico después de la cromatografia
de intercambio idnico de hidrolizado no tratado (columna izquierda) y después de la cromatografia de intercambio
ionico de hidrolizado tratado (procedimiento de la invencion: calentamiento a 70°C, seguido de un cambio de pH a
2.5 y adiciéon de kieselguhr) (columna derecha) cuando se lleva a cabo el procedimiento de la presente invencion
segun el ejemplo 3.

La Fig. 7 muestra la cantidad relativa de xilosa consumida después de 16 h de fermentacion de Pachysolen
tannophilus cuando se usa hidrolizado tratado segun la presente invencion como se describe en el ejemplo 4.

La Fig. 8 muestra el rendimiento de la fermentacion en términos de g de acido itacénico producido después de 100 h
de fermentacion de Aspergillus terreus por g de azlcar cuando se usa hidrolizado tratado segun la presente
invencion como se describe en el ejemplo 5.

La Fig. 9 muestra el rendimiento de la fermentacion en términos de g de acido itacénico producido después de 100 h
de fermentacion de Aspergillus terreus por g de azlcar cuando se usa hidrolizado tratado seglin la presente
invencion como se describe en el ejemplo 6.

Ejemplo 1:

La paja de cereal con un contenido de materia seca de 45% en peso se pretraté por explosién de vapor (220°C).
Después de la explosion de vapor, la paja de cereal asi pretratada ("sustrato") se introdujo en un depdésito agitado
(Labfors, Infors AG, Suiza). Se afadié una composicion enzimatica que contenia 91.3% en peso de Celluclast®
(Celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921, C2730 Sigma) y 8.7% en peso de Glucosidasa (49291 Sigma) al
sustrato con una relaciéon de enzima a solido de 0.5% en peso para hidrolizar el sustrato para obtener una
suspensién. La hidrolisis se llevd a cabo a 50°C, pH 5.0 durante 72 horas con agitacion a 50 rpm. Después de la
hidroélisis, la suspension se calentd a 70°C durante 1 h mientras se agitaba a 200 rpm y a continuacion el pH se
ajustd a 2.5 usando H2SO4 1 M. La suspension asi tratada se filtr6 a continuacién usando una prensa de filtro con
tela de filtro que tenia una permeabilidad al aire de 5 I/dm?min a una presion constante de 3 bar para obtener una
fase liquida y una sélida. A continuacion, se desionizaron 200 ml de la fase liquida usando resinas de intercambio
ionico: el liquido se bombed a una columna de vidrio (XK16, GE Healthcare) que contenia 30 g de resina de
intercambio catidnico (Lewatit® S8528, Lanxess) a una velocidad de bombeo de 5 ml/min y a temperatura ambiente.
Después de la columna de intercambio catidnico, la fase liquida resultante se bombe6 a una columna de vidrio
(XK16, GE Healthcare) que contenia 30 g de resina de intercambio aniénico (Lewatit® S6368 A, Lanxess) a una
velocidad de bombeo de 5 ml/min y a temperatura ambiente. La misma desionizacién se realizd con hidrolizado que
no se traté con una etapa de calentamiento y un cambio de pH a pH 2.5 (es decir, procedimiento del estado de la
técnica). El procedimiento de purificacion mejorado se demostré por dos medios: (1) la eficiencia de desionizacién y
(2) el ensuciamiento en la resina IEX.

La eficiencia de desionizacién en ambos ensayos se determiné midiendo la cantidad de sales retiradas de la fase
liquida del hidrolizado. Los resultados se muestran en la figura 1. La comparacion muestra un incremento
significativo de la retirada de sal para la fase liquida del hidrolizado que se tratd con la etapa de calentamiento y el
cambio de pH, con relacion a la retirada de sal de la fase liquida no tratada del hidrolizado (procedimiento del estado
de la técnica).

El ensuciamiento de la resina de intercambio aniénico en ambos ensayos se determiné comparando el incremento
de peso de la resina de intercambio anionico antes y después de la desionizacién. Los resultados se muestran en la
figura 2. La comparacion de este valor entre ambos ensayos indica un ensuciamiento mas fuerte en un 30.3% en la
resina que se puso en contacto con el hidrolizado no tratado (producido segun el procedimiento del estado de la
técnica).

Ejemplo 2

La paja de cereal con un contenido de materia seca de 45% en peso se pretratd mediante explosion de vapor
(220°C). Después de la explosion de vapor, la paja de cereal asi pretratada ("sustrato”) se introdujo en un deposito
agitado (Labfors, Infors AG, Suiza). Una composicién enzimatica que contiene 91.3% en peso de Celluclast®
(Celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921, C2730 Sigma) y 8.7% en peso de glucosidasa (49291 Sigma) se
anadieron al sustrato en una relacién de enzima a sélido de 0.5% en peso para hidrolizar el sustrato para obtener
una suspension. La hidrolisis se llevé a cabo a 50°C, pH 5.0 durante 72 horas con agitacion a 50 rpm. Después de la
hidrélisis, se anadi6 a la suspension 2% en peso de bentonita (Tonsil® 210 FF, Clariant Produkte (Deutschland)
GmbH) y la mezcla se agit6 a 200 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, la suspension se
calenté a 70°C durante 1 hora mientras se agitaba a 200 rpm y a continuacion se ajusté el pH a 2.5 usando H2SO4 1
M. La suspensién asi tratada se filtro6 a continuacion usando una prensa de filtro con tela de filtro que tenia una
permeabilidad al aire de 5 I/dm?/min a una presion constante de 3 bar para obtener una fase liquida y una solida. A
continuacion, se desionizaron 200 ml de la fase liquida usando resinas de intercambio i6nico: el liquido se bombeé a
una columna de vidrio (XK16, GE Healthcare) que contiene 30 g de resina de intercambio catiénico (Lewatit® S8528,
Lanxess) a una velocidad de bombeo de 5 ml/min y a temperatura ambiente. Después de la columna de intercambio
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cationico, la fase liquida resultante se bombe6 a una columna de vidrio (XK16, GE Healthcare) que contenia 30 g de
resina de intercambio anibnico (Lewatit® S6368 A, Lanxess) a una velocidad de bombeo de 5 mi/min y a
temperatura ambiente. La misma desionizacién se realizé con hidrolizado que no se traté con bentonita, con una
etapa de calentamiento y un cambio de pH a pH 2.5 (es decir, un procedimiento del estado de la técnica). El
procedimiento de purificacion mejorado se demostrd por dos medios: (1) la eficiencia de desionizacion y (2) el
ensuciamiento en la resina IEX.

La eficiencia de desionizacién en ambos ensayos se determin6 midiendo la cantidad de sales retiradas de la fase
liquida del hidrolizado. Los resultados se muestran en la figura 3. La comparacion muestra un incremento
significativo en la retirada de sal para la fase liquida del hidrolizado que se trat6 con bentonita, con la etapa de
calentamiento y con el cambio de pH, con relacién a la retirada de sal de la fase liquida no tratada del hidrolizado
(procedimiento del estado de la técnica).

El ensuciamiento de la resina de intercambio aniénico en ambos ensayos se determind comparando el aumento de
peso de la resina de intercambio aniénico antes y después de la desionizacion. Los resultados se muestran en la
figura 4. La comparacién de este valor entre ambos ensayos indica un ensuciamiento més fuerte en un 26.5% en la
resina que se puso en contacto con el hidrolizado no tratado (producido segun el procedimiento del estado de la
técnica).

Ejemplo 3

La paja de cereal con un contenido de materia seca de 45% en peso se pretrat6 mediante explosion de vapor
(220°C). Después de la explosion de vapor, la paja de cereal asi pretratada ("sustrato”) se introdujo en un depdsito
agitado (Labfors, Infors AG, Suiza). Se afadié una composicion enzimatica que contenia 91.3% en peso de
Celluclast® (Celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921, C2730 Sigma) y 8.7% en peso de Glucosidasa (49291
Sigma) al sustrato con una relacién de enzima a sélido de 0.5% en peso para hidrolizar el sustrato para obtener una
suspension. La hidrolisis se llevd a cabo a 50°C, pH 5.0 durante 72 horas con agitacion a 50 rpm. Después de la
hidrélisis, la suspension se calenté a 70°C durante 1 h mientras se agitaba a 200 rpm y a continuacion el pH se
ajustdé a 2.5 usando H2SO4 1 M. A continuacién, se afnadié 2% en peso de kieselguhr (Becogur® 200, Eaton) a la
suspension y se agitd a 200 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. La suspensién asi tratada se filtr6 a
continuacion usando una prensa de filtro con tela de filtro que tenia una permeabilidad al aire de 5 I/dm?/min a una
presién constante de 3 bar para obtener una fase liquida y una sélida. La fase liquida se desionizé a continuacién
usando resinas de intercambio i6nico: el liquido se vertié en un depdsito de vidrio agitado (Multifors, Infors AG) y se
afnadio resina de intercambio catidnico al 15% en peso (Lewatit® S8528, Lanxess) a temperatura ambiente. La
mezcla se agitdé durante 1 hora a 200 rpm. A continuacion, la resina de intercambio catidénico se retiré mediante
filtracion de la mezcla usando un filiro de papel (cinta negra 589/1, Whatman). La fase liquida resultante se vertié
nuevamente en un depédsito de vidrio agitado (Multifors, Infors AG) y se afnadié 15% en peso de resina de
intercambio aniénico (Lewatit® S6368 A, Lanxess) a temperatura ambiente. La mezcla se agité durante 1 hora a 200
rpm. A continuacion, la resina de intercambio aniénico se retird por filtracién de la mezcla usando un filiro de papel
(cinta negra 589/1, Whatman). La misma desionizacién se realiz6é con hidrolizado que no se tratdé con una etapa de
calentamiento y un cambio de pH a pH 2.5, seguido de la adicién de kieselguhr (procedimiento de "estado de la
técnica"). El procedimiento de purificacion mejorado se demostrd por dos medios: (1) la eficiencia de desionizacién y
(2) el ensuciamiento de la resina IEX.

La eficiencia de desionizacién en ambos ensayos se determiné midiendo la cantidad de sales retiradas de la fase
liquida del hidrolizado. Los resultados se muestran en la figura 5. La comparacion muestra un incremento
significativo de la retirada de sal para la fase liquida del hidrolizado que se trat6 con la etapa de calentamiento y con
el cambio de pH, seguido de la adicién de kieselguhr, con relacion a la retirada de sal de la fase liquida no tratada
del hidrolizado (procedimiento del estado de la técnica).

El ensuciamiento de la resina de intercambio aniénico en ambos ensayos se determiné comparando el incremento
de peso de la resina de intercambio anionico antes y después de la desionizacién. Los resultados se muestran en la
figura 6. La comparacion de este valor entre ambos ensayos indica un ensuciamiento mas fuerte en un 26.4% en la
resina que se puso en contacto con el hidrolizado no tratado (producido segun el procedimiento del estado de la
técnica).

Ejemplo 4

La paja de cereal con un contenido de materia seca de 45% en peso se pretratd mediante explosion de vapor
(220°C). Después de la explosion de vapor, la paja de cereal asi pretratada ("sustrato”) se introdujo en un depdsito
agitado (Labfors, Infors AG, Suiza). Se afadié una composicion enzimatica que contenia 91.3% en peso de
Celluclast® (Celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921, C2730 Sigma) y 8.7% en peso de Glucosidasa (49291
Sigma) al sustrato en una relacién de enzima a sélido de 0.5% en peso para hidrolizar el sustrato para obtener una
suspension. La hidrolisis se llevd a cabo a 50°C, pH 5.0 durante 72 horas con agitacion a 50 rpm. Después de la
hidrélisis, la suspension se calenté a 70°C durante 1 h mientras se agitaba a 200 rpm y a continuacion el pH se
ajustd a 2.5 usando H2SO4 1 M. La suspension asi tratada se filtr6 a continuacion usando una prensa de filtro con
tela de filtro que tiene una permeabilidad al aire de 5 I/dm?/min a una presion constante de 3 bar para obtener una
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fase liquida y una soélida. La fase liquida se desionizé a continuacion por electrodidlisis usando membranas bipolares
(ED64004, PCCell) con una pila de membranas compuesta de 10 membranas bipolares (PCCell), 10 membranas de
intercambio anionico (PC 200D, PCCell) y 9 membranas de intercambio cationico (PC SK, PCCell). La electrodialisis
se realizd a 32°C durante un periodo de 2 h y con velocidades de bombeo de 50 I/h para el diluido y el concentrado.
Después de 2 h, la conductividad disminuyé en un 83%. El pesaje de las membranas de electrodialisis después de la
desionizaciéon mostré que estas membranas tenian un peso menor en comparacion con las membranas usadas con
hidrolizado no tratado (producido segun el procedimiento del estado de la técnica).

Después de ser sometido a electrodidlisis, el hidrolizado tratado se us6 como sustrato para la fermentacion de
Pachysolen tannophilus. La fermentacion se realizé en un depdsito de vidrio agitado (Multifors, Infors AG, Suiza) con
un dispositivo de control de temperatura y pH. La fermentacion se inicié6 afadiendo 10% (peso/peso) de cultivo de
siembra de Pachysolen tannophilus (DSMZ No. 70352, Braunschweig) a 750 ml del hidrolizado tratado después de
la electrodidlisis. La fermentacion se realiz6 en modo discontinuo a 30°C y pH 6.0, con agitacion a 200 rpm durante
100 horas. En comparacién con el hidrolizado no tratado, la tasa de consumo de xilosa se incrementé
significativamente cuando se usé el hidrolizado segin el procedimiento de la invencion, acelerando
significativamente de este modo el procedimiento de fermentacién, incrementando la productividad y reduciendo los
costes. Los resultados se muestran en la figura 7.

Ejemplo 5

La paja de cereal con un contenido de materia seca de 45% en peso se pretrat6 mediante explosion de vapor
(220°C). Después de la explosion de vapor, la paja de cereal asi pretratada ("sustrato”) se introdujo en un deposito
agitado (Labfors, Infors AG, Suiza). Se afadié una composicion enzimatica que contenia 91.3% en peso de
Celluclast® (Celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921, C2730 Sigma) y 8.7% en peso de Glucosidasa (49291
Sigma) al sustrato en una relacién de enzima a sélido de 0.5% en peso para hidrolizar el sustrato para obtener una
suspension. La hidrolisis se llevd a cabo a 50°C, pH 5.0 durante 72 horas con agitacion a 50 rpm. Después de la
hidroélisis, la suspension se calenté a 70°C durante 1 h mientras se agitaba a 200 rpm y a continuacion el pH se
ajustd a 2.5 usando H2SO4 1 M. La suspension asi tratada se filtr6 a continuacion usando una prensa de filtro con
tela de filtro que tenia una permeabilidad al aire de 5 I/dm 2/min a una presion constante de 3 bar para obtener una
fase liquida y una soélida. La fase liquida se desionizé a continuacion por electrodidlisis usando membranas bipolares
(ED64004, PCCell) con una pila de membranas compuesta de 10 membranas bipolares (PCCell), 10 membranas de
intercambio anionico (PC 200D, PCCell) y 9 membranas de intercambio cationico (PC SK, PCCell). La electrodialisis
se realizd a 32°C durante un periodo de 2 h y con velocidades de bombeo de 50 I/h para el diluido y el concentrado.
Después de 2 h, la conductividad disminuyé en un 83%. El pesaje de las membranas de electrodialisis después de la
desionizacion mostré que estas membranas tenian un peso menor en comparacion con las membranas usadas con
hidrolizado no tratado (producido después del procedimiento de ultima generacién). El ensuciamiento de las
membranas usadas con hidrolizado tratado se redujo de este modo en comparacion con el rendimiento de
electrodialisis con hidrolizado no tratado (estado de la técnica).

Después de ser sometido a electrodidlisis, el hidrolizado tratado se us6 como sustrato para la fermentacién de
Aspergillus terreus. La fermentacion se realizé en matraces de agitacién de 50 ml colocados en una incubadora
(Multitron, Infors AG, Suiza). La fermentacion se inicid6 afadiendo 10% (peso/peso) de cultivo de siembra de
Aspergillus terreus (ATCC 32359) a 10 ml del hidrolizado tratado después de la electrodidlisis. La fermentacion se
realizé en modo discontinuo a 35°C y pH 3.0, con agitacion a 250 rpm durante 100 horas a una humedad relativa del
80%. Mientras que la fermentacion de Aspergillus terreus en el hidrolizado no tratado no mostr6 crecimiento
significativo ni produccion significativa de acido itacénico, el hidrolizado tratado segun la presente invencion permitio
un crecimiento celular significativo y una produccion significativa de &cido itaconico. El rendimiento de la
fermentacion en términos de g de acido itaconico por g de azlicar se muestra en la figura 8.

Ejemplo 6

La paja de cereal con un contenido de materia seca de 45% en peso se pretrat6 mediante explosion de vapor
(220°C). Después de la explosion de vapor, la paja de cereal asi pretratada ("sustrato”) se introdujo en un deposito
agitado (Labfors, Infors AG, Suiza). Se afadié una composicién enzimatica que contiene 91.3% en peso de
Celluclast® (Celulasa de Trichoderma reesei ATCC 26921, C2730 Sigma) y 8.7% en peso de Glucosidasa (49291
Sigma) al sustrato en una relacién de enzima a sélido de 0.5% en peso para hidrolizar el sustrato para obtener una
suspension. La hidrolisis se llevd a cabo a 50°C, pH 5.0 durante 72 horas con agitacion a 50 rpm. Después de la
hidrdlisis, la suspension se calenté a 70°C durante 1 h mientras se agitaba a 200 rpm y a continuacion el pH se
ajustd a 2.5 usando H2SO4 1 M. La suspension asi tratada se filtr6 a continuacién usando una prensa de filtro con
tela de filtro que tenia una permeabilidad al aire de 5 I/dm2/min a una presién constante de 3 bar para obtener una
fase liquida y una soélida. La fase liquida se desionizé a continuacion por electrodidlisis usando membranas bipolares
(ED64004, PCCell) con una pila de membranas compuesta de 10 membranas bipolares (PCCell), 10 membranas de
intercambio aniénico (PC 200D, PCCell) y 9 membranas de intercambio catiénico (PC SK, PCCell). La electrodialisis
se realizd a 32°C durante un periodo de 2 h y con velocidades de bombeo de 50 I/h para el diluido y el concentrado.
Después de 2 h, la conductividad disminuyé en un 83%. El pesaje de las membranas de electrodialisis después de la
desionizacion mostré que estas membranas tenian un peso menor en comparacion con las membranas usadas con
hidrolizado no tratado (producido después del procedimiento del estado de la técnica).
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Después de ser sometido a electrodialisis, 200 m| de este hidrolizado tratado se pusieron en contacto con 30 g de
resina de intercambio idnico (Lewatit® S6368 A, Lanxess) en una columna de vidrio XK16 usando una unidad Akta
Explorer (GE Healthcare). El caudal fue de 1 ml/min y el contacto se realiz6 a 21°C.

Después de ser sometido a electrodialisis y cromatografia de intercambio i6nico, el hidrolizado tratado se us6 como
sustrato para la fermentacién de Aspergillus terreus. La fermentacion se realiz6 en matraces de agitacion de 50 ml
colocados en una incubadora (Multitron, Infors AG, Suiza). La fermentacion se inici6 mediante la adicion de 10%
(peso/peso) de cultivo de semillas de Aspergillus terreus (ATCC 32359) a 10 ml del hidrolizado tratado después de la
electrodialisis y la cromatografia de intercambio i6nico. La fermentacion se realiz6 en modo discontinuo a 35°C y pH
3.0, con agitacién a 250 rpm durante 100 horas a una humedad relativa del 80%. Aunque la fermentacion de
Aspergillus terreus en el hidrolizado no tratado no mostré crecimiento significativo ni produccién significativa de acido
itacénico, el hidrolizado tratado segun la presente invencion permitié un crecimiento celular significativo y una
produccion significativamente mejorada de acido itaconico. El rendimiento de la fermentacién en términos de acido
itaconico por g de azlcar se muestra en la figura 9.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la purificacién de hidrolizado de biomasa que comprende las etapas

a) Proporcionar un hidrolizado de biomasa, en el que el hidrolizado se prepara afadiendo enzimas hidrolasa
a la biomasa;

b) Ajustar la temperatura del hidrolizado de biomasa a una temperatura seleccionada del intervalo de 50 a
95°C;

¢) Adicion de por lo menos un acido al hidrolizado de biomasa;

d) Separacion sélido-liquido de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa para obtener una fase sélida y una
fase liquida;

e) Desionizacion de la fase liquida de la mezcla de acido-hidrolizado de biomasa después de la separacion
segun la etapa d).

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la temperatura segun la etapa b) se selecciona del
intervalo de 65 a 90°C.

3.  Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el por lo menos un acido se
afade hasta que se llega a un pH de 2.0 a 4.5 del hidrolizado de biomasa

4. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el por lo menos un acido se
selecciona de &cidos con un valor de pKa de -4.0 a 5.0.

5. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se afade por lo menos un
adsorbente antes o durante cualquiera de las etapas b) o d).

6. Un procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que el por lo menos un adsorbente se selecciona del grupo
que consiste en bentonita, carbén vegetal, carbono activado, diatomita, kieselguhr, tierra de blanqueo, minerales
arcillosos, resinas poliméricas y cualquier mezcla de los mismos.

7. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las etapas a) y c) se llevan a
cabo por lo menos parcialmente al mismo tiempo.

8.  Un procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el por lo menos un acido se afade durante el ajuste de la
temperatura del hidrolizado a una temperatura seleccionada del intervalo de 65 a 90°C, a partir de una temperatura
de 50°C.

9.  Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la temperatura del por lo menos un
acido se selecciona de 5 a 45°C y el por lo menos un acido se afiade al hidrolizado de biomasa a una temperatura
del hidrolizado seleccionada del intervalo de 70 a 95°C.

10. Un procedimiento segun la reivindicacién 9, en el que la diferencia de temperatura entre el por lo menos un
acido y el hidrolizado de biomasa se selecciona del intervalo de 35 a 95°C.

11.  Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la desionizacion se lleva a
cabo por electrodialisis, cromatografia de intercambio iénico, desionizacion capacitiva de membrana, nanofiltracién,
6smosis inversa, separacién cromatografica, cromatografia hidréfoba y/o cromatografia de exclusion de tamario o
cualquier combinacién de los mismos.

12. Un procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que la desionizacion se lleva a cabo por electrodidlisis
seguido de desionizacion capacitiva de membrana o por cromatografia de intercambio iénico.

13. Un procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que la desionizacién se lleva a cabo por electrodialisis que
usa por lo menos una membrana bipolar.

14. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 u 11 a 13, en el que la etapa c) se lleva a cabo
antes de la etapa b).
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