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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para el tratamiento de biomasa celulésica y productos obtenidos con ello
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES ANTERIORES

La presente solicitud reivindica prioridad bajo el Convenio de Paris de la solicitud de EE.UU. nimero 62/145.785,
presentada el 10 de abril de 2015 y de la solicitud de EE.UU. nimero 62/246.271, presentada el 26 de octubre de
2015.

CAMPO

Esta solicitud se refiere a métodos para tratar biomasa celulésica para producir azucares celulésicos. De acuerdo con
la invencioén, se proporcionan métodos para activar materia prima celulésica y/o hidrolisis enzimatica para producir
glucosa. También se proporcionan materia prima celuldsica activada y productos obtenidos a partir de hidrélisis
enzimatica de la materia prima celulésica activada.

INTRODUCCION

La produccion de azicares tales como glucosa a partir de biomasa celulésica ha sido el foco de considerables
investigaciones y desarrollo. Sin embargo, el alto costo y la baja tasa de conversion de muchos procesos han limitado
la adopcién generalizada de la tecnologia del azucar celulésico.

En la técnica se conoce un cierto numero de métodos diferentes para convertir biomasa celulésica en azlicares. Estos
incluyen generalmente una etapa de pretratamiento en la que la biomasa celulésica se altera fisica y/o quimicamente
para abrir la estructura de los azicares poliméricos contenidos en la biomasa celulésica y una etapa de hidrdlisis
enzimatica o quimica en la que los azlcares poliméricos se descomponen en azdcares monomericos.

Si bien se han informado altos rendimientos de glucosa (> 90 %) basados en celulosa, estos rendimientos se logran
normalmente a bajas concentraciones de glucosa, tipicamente del 2-5 %. Métodos que dan como resultado tanto un
alto rendimiento como una alta concentracién de glucosa son dificiles de lograr, porque la presencia de glucosa reduce
tipicamente reduce la actividad de las enzimas celulasa incluso con altas cargas de enzima. La actividad de la enzima
celulasa disminuye con el tiempo, lo que requiere la adicién de enzima nueva a las reacciones de hidrélisis enzimatica
para mantener el rendimiento. Sin embargo, el elevado coste de las enzimas celulasa puede resultar prohibitivo. Las
enzimas celulasa también pueden unirse con celulosa y/o lignina recalcitrantes y dejan de estar disponibles para la
hidroélisis adicional de celulosa a glucosa. Esta unidon no productiva también dificulta el reciclaje de enzimas, lo cual
es deseable para reducir el uso de enzimas y reducir los costos operativos.

Se han desarrollado diversos procedimientos diferentes para el pretratamiento de la materia prima celulésica y se han
desarrollado diversos procedimientos de hidrélisis enzimatica para convertir la materia prima celulésica tratada en
azucares. Por ejemplo, Parekh (Publicacion PCT N° W(02014/026154) describen un procedimiento de pretratamiento
de dos etapas para biomasa lignocelulésica principalmente en condiciones acidas. Schiffino et al. (Publicacion de
EE.UU. N2 2011/0250645) describen métodos para mejorar la liberaciéon de azdcares monoméricos a partir de biomasa
tratada alcalinamente. Liu et al. (Publicacién de EE.UU. N® 2011/0300586) describen un procedimiento de
pretratamiento de dos etapas para biomasa lignoceluldsica con el objetivo de reducir la cristalinidad de la celulosa y
disociar el complejo hemicelulosa-celulosa. Realizaciones incluyen un tratamiento con vapor de baja intensidad o
autohidroélisis, seguido de hidrélisis con acido diluido o agua caliente.

El documento WO 2011/046816 A1 se refiere al campo general de la produccién de azicar a partir de biomasa
lignocelulésica y describe un método para la liberacidon de azicares monoméricos a partir de biomasa pretratada
alcalina. Mas especificamente, en esta memoria se describen métodos para el procesamiento de biomasa para la
produccién de azlcares fermentables que implican primero tratar la biomasa con un compuesto alcalino seguido de
uno o ambos de una etapa de lavado y/o secado y combinado con sacarificacién enzimatica en presencia de al menos
un aditivo quimico.

El documento WO 2010/071805 A1 se refiere a métodos de pretratamiento de biomasa lignocelulésica. En esta
memoria se describe un procedimiento de pretratamiento de dos etapas que comprende un tratamiento con vapor de
intensidad relativamente baja, un pretratamiento con pH controlado o autohidrélisis, seguido de hidrélisis con acido
diluido 0 agua caliente a una temperatura relativamente baja.

El documento WO 1995/020065 A1 describe un procedimiento para la produccion de pulpa especial a partir de material
que contiene lignocelulosa. En el procedimiento, las hemicelulosas se hidrolizan en hidrolizado y la lignina se disuelve
mediante un método de coccién kraft para liberar fibras de celulosa. El procedimiento comprende prehidrolizar el
material celuldsico, neutralizar el material hidrolizado con liquido alcalino, retirar el hidrolizado neutralizado del digestor
y deslignificar el material prehidrolizado y neutralizado con liquido de coccién alcalino que contiene hidréxido de sodio
y sulfuro de sodio.
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El documento US 4025389 describe un procedimiento de isomerizacion continua de glucosa caracterizado por bajos
costos de procesamiento. El método comprende una isomerizacién enzimatica de un jarabe de glucosa con una
concentracion del 30-55 % en peso de glucosa que contiene menos de aproximadamente 10 M de Ca**, nada de
Co**, menos de aproximadamente 10°M de Mg**, y preferentemente menos de 5 x 10“M, llevandose a cabo la
conversion a pH 7,8-8,6 con un tiempo de contacto total entre la enzima y el jarabe inferior a aproximadamente 3,5
horas, preferentemente inferior a 2 horas.

SUMARIO

En las reivindicaciones independientes se recoge un método para producir una corriente de azucar rica en glucosa a
partir de celulosa activada y una corriente de azlcar rica en glucosa de acuerdo con la presente invencion.
Perfeccionamientos ventajosos adicionales de la presente invencidn se exponen en las reivindicaciones dependientes.

Este sumario pretende presentar al lector la descripcién mas detallada que sigue y no limitar ni definir ninguna
invencion reivindicada o aun no reivindicada.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método para activar una materia prima celulésica con el fin
de aumentar la reactividad quimica y/o enzimatica de la celulosa en la materia prima. La celulosa activada puede
luego convertirse en azlcares celuldsicos, por ejemplo sometiendo |a celulosa activada a hidrélisis enzimatica.

De acuerdo con la presente invencion, la materia prima celulésica puede someterse a una primera etapa de activacion
a alta temperatura, seguida de una segunda etapa de activacién a una temperatura mas baja en condiciones alcalinas.
De acuerdo con esta realizacién, el método puede comprender someter la materia prima a una primera etapa de
activacion en la que la materia prima se trata a una temperatura superior a 190 °C y una presién superior a 200 psig
(13,8 bares) para producir una primera corriente de celulosa activada que comprende celulosa Il y sélidos insolubles.
Los solidos insolubles pueden incluir componentes de la materia prima distintos de la celulosa tales como lignina.
Posteriormente, la primera corriente de celulosa activada puede someterse a una segunda etapa de activacion en la
que la primera corriente de celulosa activada se trata con un alcali a una temperatura mas baja que la primera etapa
de activacion para producir una segunda corriente de celulosa activada que comprende celulosa IV. Preferiblemente,
la primera etapa de activacion se realiza en presencia de agua.

Sin limitarse a teoria alguna, se cree que la primera etapa de activacion altera el estado cristalino de la celulosa en la
materia prima celulésica para producir una primera corriente de celulosa activada con una mayor proporciéon de
celulosa Il con respecto a la cantidad de celulosa Il en la materia prima celulésica. Se cree que la segunda etapa de
activacion altera adicionalmente el estado cristalino de la celulosa en la primera corriente de celulosa activada para
producir una segunda corriente de celulosa activada con una mayor proporcion de celulosa IV con respecto a la
cantidad de celulosa IV en la primera corriente de celulosa activada. En una realizacion, el método de activacion de
dos etapas descrito en esta memoria produce una mezcla de celulosa |l, celulosa hidratada Il y alcali-celulosa IV.
Opcionalmente, el material celulésico se puede tratar, p. €j., lavar y/o filtrar, después de una o de cada una de las
etapas de activacion con el fin de eliminar los componentes no celulésicos solubles.

También se ha determinado que el método para activar la celulosa descrito en esta memoria da como resultado
celulosa activada con un aumento en el nivel de glucano y/o una disminucion en el nivel de componentes no celulésicos
de la materia prima celulésica tales como lignina. Por ejemplo, en una realizacién los métodos descritos en esta
memoria producen celulosa activada con al menos 60 %, al menos 70 % o al menos 75 % de glucano. En una
realizacion, los métodos descritos en esta memoria producen celulosa activada con menos del 25 %, menos del 20 %
o0 menos del 15 % de lignina.

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan métodos y composiciones para estabilizar enzimas durante la
hidrélisis enzimatica, mantener la actividad enzimatica y/u obtener una corriente de reciclaje de enzimas.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona una mezcla de hidrélisis enzimatica adecuada para uso en la
hidrélisis enzimatica de celulosa. En una realizacion preferida, la mezcla de hidrélisis enzimatica se pone en contacto
con celulosa activada producida de acuerdo con los métodos de la presente invencién.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una o mas enzimas celulasa en combinacién con un tensioactivo
y/o un dispersante para la hidrélisis enzimatica de celulosa. Sin limitarse a teoria alguna, se cree que las enzimas
celulasa forman un complejo con el tensioactivo y/o dispersante que puede estabilizar las enzimas, ayudar a mantener
la actividad enzimatica, prevenir la degradacién de las enzimas y/o facilitar la recuperacién de las enzimas después
de la hidrolisis enzimatica. También se cree que la presencia de un dispersante tal como un oligopéptido ayuda a
prevenir la unién no productiva de enzimas celulasa al interactuar con la lignina y/u otros componentes no celulésicos.
En una realizacion preferida, el tensioactivo es un tensioactivo no iénico tal como un tensioactivo de polisorbato. En
otra realizacién preferida, el tensioactivo es una mezcla de tensioactivos, tales como Tween™, un glicérido alcoxilado
y nonilfenol. En una realizacién, el dispersante es un oligopéptido no enzimatico, opcionalmente un poliaminoacido,
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opcionalmente un poliaminoacido con un peso molecular de entre 1000 y 5000 o entre 3500 y 4500. En una realizacién
preferida, el poliaminoacido es acido poliaspartico.

Los métodos y las composiciones descritos en esta memoria ofrecen un cierto nimero de ventajas con respecto a la
activacion de celulosa y/o la produccion de azlcares celulésicos, que pueden obtenerse de algunas de las
realizaciones. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el uso de los métodos y las composiciones descritos en esta
memoria puede dar como resultado una corriente de azlcar rica en glucosa con mas de aproximadamente 12 % de
glucosa, mas de aproximadamente 14 % de glucosa, mas de aproximadamente 16 % de glucosa o mas de
aproximadamente 18 % de glucosa. Ademas, en estas u otras realizaciones, los métodos y las composiciones
descritos en esta memoria pueden dar como resultado un alto rendimiento de azlicares monoméricos. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, los métodos y las composiciones descritos en esta memoria puede dar como resultado un
rendimiento de glucosa que es mayor que aproximadamente 70 % de glucosa, mayor que aproximadamente 80 % de
glucosa, mayor que aproximadamente 85 % de glucosa, mayor que aproximadamente 90 % o0 mayor que
aproximadamente 95 % de rendimiento tedrico de glucosa. El rendimiento tedrico de glucosa en una reaccion de
hidrélisis enzimatica se puede determinar basandose en el contenido de glucano del material celulésico activado
sometido a hidrélisis enzimatica. En algunas realizaciones preferidas, los métodos y las composiciones descritos en
esta memoria pueden dar como resultado una corriente de azlcar rica en glucosa tanto con un alto rendimiento como
con una alta concentracion de glucosa. Por ejemplo, en una realizacién la corriente de azlcar rica en glucosa tiene
mas de aproximadamente 12 % de glucosa y un rendimiento de mas de 70 % o mas de 14 % de glucosa y un
rendimiento de mas de 80 % o mas de 16 % de glucosa y un rendimiento de mas del 90 %.

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan métodos para la hidrélisis enzimatica de celulosa activada
para producir azicares celuldsicos tales como glucosa. De acuerdo con esta realizacion, la hidrélisis enzimatica se
puede realizar como un proceso discontinuo o como un proceso continuo. La hidrélisis enzimatica se puede realizar
utilizando la mezcla de hidrélisis enzimatica y/o la celulosa activada como se describe en esta memoria.

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan métodos para tratar una corriente de azUcar rica en glucosa
para eliminar las enzimas utilizadas para la hidrélisis enzimatica. Eliminar y/o reciclar las enzimas utilizadas para la
hidrélisis enzimatica puede reducir la cantidad de enzima necesaria para la hidrélisis enzimatica y, por lo tanto, los
costos asociados con la produccién de azlcares celulésicos. Por ejemplo, los métodos y las composiciones descritos
en esta memoria se pueden utilizar para recuperar al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos
el 85 % de la actividad de la enzima celulasa en una corriente de reciclaje de enzima después de la hidrélisis enzimatica.
La corriente de reciclaje de enzimas puede reciclarse para continuar tratando la celulosa activada y/o puede utilizarse
para tratar celulosa activada nueva, tal como una segunda corriente de celulosa activada como se describe en esta
memoria. En algunas realizaciones, la corriente de azlcar rica en glucosa se somete a miltiples tratamientos de
eliminacion de enzimas, ya sea el mismo tratamiento de eliminacién de enzimas repetido mas de una vez o diferentes
tratamientos de eliminacién de enzimas.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona una corriente de azlcar rica en glucosa producida mediante un
método como se describe en esta memoria. En una realizacién, la corriente de azicar comprende mas del 12 %, mas
del 14 %, mas del 16 % o mas del 18 % de glucosa. En una realizacion, la corriente de azicar comprende acido
poliaspartico. En algunas realizaciones, el acido poliaspartico esté presente en una concentracion entre 1 ppb y 10000

ppm.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método para producir una corriente de azdcar rica en glucosa
que comprende (a) proporcionar celulosa activada que comprende una mezcla de celulosa I, celulosa hidratada Il y
alcali-celulosa |V; y someter la celulosa activada a hidrélisis enzimatica con una o méas enzimas celulasa, un
tensioactivo y un dispersante para producir la corriente de azlcar rica en glucosa. Opcionalmente, la celulosa activada
se produce utilizando un método descrito en esta memoria.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona una corriente de azlcar rica en glucosa que comprende, ademas,
un azlcar sin glucosa, en donde el azicar sin glucosa es uno 0 mas de xilosa, xilo-oligosacarido y xilano. En una
realizacion, los azucares distintos de la glucosa comprenden aproximadamente 3-8 %, aproximadamente 4-7 % o
aproximadamente 5-6 % de la materia seca de la composicién. En una realizacién particular, la corriente de azlcar
rica en glucosa comprende aproximadamente 5 % de azlcar sin glucosa.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una corriente de azucar rica en fructosa, preparada mediante la
conversién de la glucosa en la corriente de azdcar rica en glucosa de la invencion en fructosa. La corriente de azicar
rica en fructosa comprende, ademas, un azlcar sin fructosa, en donde el azdcar sin fructosa es uno o mas de xilosa,
xilo-oligosacarido y xilano. En una realizacién, los azicares distintos de fructosa comprenden aproximadamente 1-
8 %, aproximadamente 2-7 % o aproximadamente 3-6 % de la materia seca de la composicién. En una realizacién
particular, la corriente de azlcar rica en fructosa comprende aproximadamente 5 % de azucar sin glucosa.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada.
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DIBUJOS

Los dibujos incluidos en esta memoria son para ilustrar diversos ejemplos de métodos y composiciones de las
ensefianzas de la presente memoria descriptiva y no pretenden limitar el alcance de lo que se ensefia de modo alguno.

La divulgacién se describira ahora en relacién con el dibujo en el que:

La Figura 1 es un diagrama de flujo esquematico del método de acuerdo con una realizacién preferida que incluye una
activacion en dos etapas de una materia prima celulosica, una hidrolisis enzimatica de la materia prima activada y un
tratamiento de eliminacion de enzimas para obtener una corriente de reciclaje de enzimas y una sustancia rica en
glucosa y corriente de azlcar pobre en enzimas.

DESCRIPCION DE DIVERSAS REALIZACIONES

Con posterioridad se describiran diversos métodos y composiciones para proporcionar un ejemplo de una realizacién
de cada invencion reivindicada. Ninguna realizacién descrita posteriormente limita cualquier invencién reivindicada y
cualquier invencion reivindicada puede cubrir métodos y composiciones que difieren de los descritos con posterioridad.
Las invenciones reivindicadas no se limitan a métodos y composiciones que tienen todas las caracteristicas de
cualquier método y composicion descritos posteriormente ni a caracteristicas comunes a multiples o todos los métodos
y composiciones descritos mas adelante. Es posible que un método o una composicién descrito con posterioridad no
sea una realizacion de invencién reivindicada alguna. Cualquier invencién descrita en un método o una composicién
descrita posteriormente que no se reivindique en este documento puede ser objeto de otro instrumento de proteccion,
por ejemplo, una solicitud de patente continua, y la solicitante, los inventores o propietarios no tienen la intencién de
abandonar, renunciar o dedicar al publico cualquier invencién mediante su divulgacién en este documento.

En esta memoria se describen diversos métodos y composiciones Utiles para el tratamiento de biomasa celulésica
para producir azlcares celulésicos. En una realizacién, se proporciona un método para activar una materia prima
celulésica para producir celulosa activada. Se ha determinado que someter una materia prima celulésica a una primera
etapa de activacion a alta temperatura y presion, seguida de una segunda etapa de activacion con un alcali a una
temperatura mas baja que la primera etapa de activacioén produce celulosa activada con propiedades quimicas y/o
fisicas que son ventajosas para la hidrolisis de celulosa en azlcares monoméricos.

Los métodos descritos en esta memoria utilizan una materia prima celulésica 10. La materia prima celulésica 10 puede
ser cualquier materia prima conocida en la técnica del azicar celuldésico. Por ejemplo, la materia prima celulésica
puede comprender uno o mas de paja, rastrojos de maiz, bagazo, maderas duras, maderas blandas, cultivos
energéticos y similares.

La materia prima agricola que se proporciona a una planta se puede tratar para eliminar rocas, tierra y otros materiales
presentes en la materia prima agricola y para reducir el tamafio de la materia prima agricola o forestal que se alimenta
al proceso, tal como mediante trituracion, trituracién, molienda o tratamiento de otro modo.

Como se ejemplifica en la Figura 1, la materia prima celulésica 10 puede alimentarse al reactor 14 en el que la materia
prima celulésica 10 se somete a una primera etapa de activacién para producir una primera corriente de celulosa
activada 16. En la primera etapa de activacién, la materia prima celulésica 10 puede tratarse a una temperatura y
presion elevadas para producir la primera corriente de celulosa activada 16 que comprende celulosa Il y sélidos
insolubles.

El reactor 14 puede ser un reactor discontinuo o un reactor de proceso continuo. En el caso de un reactor discontinuo,
se puede alimentar materia prima celulésica 10 al reactor 14 y el reactor, que puede ser un reactor de tanque agitado,
se puede elevar a las condiciones operativas durante un tiempo deseado. Si el reactor 14 es un reactor de flujo
continuo, entonces puede ser un reactor de exposicion al vapor como se conoce en la técnica y puede mantenerse en
las condiciones operativas deseadas.

La primera etapa de activacién se puede realizar en condiciones que aumentan la cantidad de celulosa Il en la primera
corriente de celulosa activada con respecto a la cantidad de celulosa Il en la materia prima.

La temperatura puede ser superior a 190 °C y, opcionalmente, superior a 210 °C, preferiblemente superior a 220 °C y
puede ser inferior a aproximadamente 250 °C. Por consiguiente, el proceso se puede realizar a una temperatura en el
intervalo de 190 °C - 250 °C, 210 °C - 250 °C, 220 °C - 240 °C 0 222 °C - 230 °C.

La presion puede ser superior a 200 psig (13,8 bares) y opcionalmente inferior a 500 psig (34,5 bares). La presién en
el reactor corresponde como minimo a la temperatura de acuerdo con la termodinamica del vapor saturado. En una
realizacion, la presidon se puede aumentar por encima de ese valor afiadiendo un gas presurizado o afiadiendo
sobrecalentamiento.
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La materia prima celulésica 10 puede someterse a la primera etapa de activacion durante menos de 30 minutos, menos
de 20 minutos, menos de 10 minutos o0 menos de 5 minutos. La duracién del tiempo de tratamiento variara
dependiendo de muchos factores, incluida la intensidad de la etapa de activacién, p. €j., la temperatura y presion del
reactor 14.

Se apreciara que las temperaturas, presiones y la duracion del tratamiento se pueden combinar en cualquier
combinacion deseada. Por consiguiente, por ejemplo, la primera etapa de activacion puede comprender someter la
materia prima a una presién entre 200 y 500 psig (13,8 y 34,5 bares) y una temperatura entre 200 y 250 °C durante 1
a 30 minutos, o una presién entre 200 y 500 psig (13,8 y 34,5 bares) y una temperatura entre 190 y 215 °C durante
menos de 4 minutos.

Opcionalmente, la primera etapa de activacion se realiza en presencia de agua. Se puede introducir agua en el reactor
14 estando presente en la materia prima celulésica 10, estando presente en el reactor 14 cuando la materia prima
celulésica se introduce en el reactor 14 y siendo introducida por la corriente de alimentacién 12. La cantidad total de
humedad que se introduce en el reactor puede ser al menos del 30 % y puede llegar hasta el 90 %. En una realizacién
particular, un 50 % de humedad entra en el reactor.

El agua que esta presente en el reactor 14 puede estar en forma de vapor o agua liquida y preferiblemente esta en
forma de agua liquida. Se apreciara que la temperatura y presion de la primera etapa de activacion se pueden
seleccionar de manera que haya agua liquida presente en el reactor 14.

La primera corriente de celulosa activada 16 puede tener un contenido de sélidos de entre aproximadamente 30 % y
50 % de solidos en peso. Los solidos comprenderan principalmente celulosa que podra someterse posteriormente a
una segunda etapa de activacién. Los soélidos pueden comprender, ademas, lignina, hemicelulosa y componentes
menores tales como cenizas, proteinas o extractos.

Opcionalmente, el material celulésico puede someterse a una o mas etapas de lavado, ya sea en las mismas
condiciones o en condiciones diferentes, después de la primera y/o segunda etapa de activacion. Con este fin, la
primera corriente de celulosa activada 16 puede someterse a una o mas etapas de lavado antes de la segunda etapa
de activacién con el fin de eliminar componentes no celuldsicos solubles tales como hemicelulosa y algunas cenizas,
extractos y lignina. El primer lavado elimina estos componentes solubles y, debido a que los componentes solubles
tienen un pH acido, la etapa de lavado también reduce el requisito de alcali en la segunda etapa de activacién alcalina.

Como se ejemplifica en la Figura 1, la primera corriente de celulosa activada 16 y el agua de lavado 20 pueden
introducirse en el reactor de lavado 18 para producir agua residual 22 y una primera corriente de celulosa activada 24
lavada.

El agua de lavado 20 puede ser agua caliente, tal como agua a una temperatura entre aproximadamente 40 °C y
100 °C o entre aproximadamente 50 °C y 95 °C. La corriente de agua residual 22 puede tratarse y reciclarse en el
proceso o en otro lugar o desecharse.

El reactor de lavado 18 puede tener cualquier disefio conocido en la técnica. Opcionalmente, el reactor de lavado 18
puede funcionar en contracorriente y puede ser un filtro de cinta en contracorriente. Se pueden utilizar otros métodos
de filtracién o separacién, tales como un filtro prensa, una prensa de doble alambre, una prensa de doble rodillo, un
filtro de vacio giratorio o una centrifuga.

Como se ejemplifica en la Figura 1, la primera corriente de celulosa activada 24 lavada puede alimentarse al reactor
26 en el que la primera corriente de celulosa activada 24 lavada se somete a una segunda etapa de activacién para
producir una segunda corriente de celulosa activada 30. En realizaciones alternativas, algo o toda la primera corriente
de celulosa activada se puede introducir en el reactor 26. La siguiente descripcion se basa en la Figura 1, que
ejemplifica el uso de una primera etapa de lavado. En la segunda etapa de activacién, la primera corriente de celulosa
activada 24 lavada puede tratarse con un alcali a una temperatura mas baja que la primera etapa de activacién para
producir una segunda corriente de celulosa activada que comprende celulosa IV.

El reactor 26 puede ser un reactor discontinuo o un reactor de proceso continuo. En el caso de un reactor discontinuo,
la primera corriente de celulosa activada 24 lavada se puede alimentar al reactor 26 y el reactor, que puede ser un
reactor de tanque agitado, se puede elevar a las condiciones operativas durante un tiempo deseado. Si el reactor 26
es un reactor de flujo continuo, entonces puede ser un reactor de exposicién al vapor como se conoce en la técnica y
puede mantenerse en las condiciones operativas deseadas.

La segunda etapa de activacién se puede realizar en condiciones que aumentan la cantidad de celulosa IV en la
segunda corriente de celulosa activada con respecto a la cantidad de celulosa IV en la primera corriente de celulosa
activada 24 lavada.

La temperatura es opcionalmente superior a 60 °C, y puede ser inferior a aproximadamente 180 °C, inferior a
aproximadamente 160 °C, inferior a aproximadamente 140 °C, inferior a aproximadamente 120 °C, inferior a
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aproximadamente 100 °C o inferior a aproximadamente 80 °C. Por consiguiente, el procedimiento se puede realizar a
una temperatura en el intervalo de 60 °C - 180 °C, 60 °C - 160 °C, 60 °C - 140 °C, 60 °C - 120 °C, 60 °C - 100 °C o
60 °C - 80 °C.

Opcionalmente, la segunda etapa de activacion se realiza a presion superatmosférica. Por ejemplo, la presién
superatmosférica puede ser una presion entre aproximadamente 0,1 y 400 psig (0,007 y 27,6 bares).

La primera corriente de celulosa activada 24 lavada puede someterse a la segunda etapa de activacién durante menos
de 180 minutos, menos de 120 minutos, menos de 90 minutos o menos de 60 minutos y, opcionalmente, mas de 15
minutos, mas de 30 minutos o mas de 45 minutos. La duracién del tiempo de tratamiento variara dependiendo de
muchos factores, incluida la intensidad de la etapa de activacion, p. ej., la temperatura y presion del reactor 26.

Se apreciara que las temperaturas, presiones y la duracion del tratamiento se pueden combinar en cualquier
combinacion deseada. Por consiguiente, por ejemplo, la segunda etapa de activacién puede comprender someter la
primera corriente de celulosa activada a una temperatura entre 60 y 240 °C durante 15 a 120 minutos a una presion
de 0 a 500 psig (0 a 34,5 bares) o una temperatura entre 80 y 150 °C durante al menos al menos 60 minutos a una
presion de 0 a 300 psig (0 a 20,7 bares).

Como se ejemplifica en la Figura 1, la segunda etapa de activacién comprende preferiblemente tratar la primera
corriente de celulosa activada en presencia de un alcali. El alcali puede introducirse en el reactor 26 de cualquier
manera. Por ejemplo, como se ejemplifica, la corriente alcalina 28 se introduce por separado en el reactor 26. Se
apreciara que la corriente alcalina 28 puede introducirse en el reactor 26 antes, simultaneamente con o después de la
introduccién de la primera corriente de celulosa activada 24 lavada en el reactor 26. Alternativamente, se puede
introducir una corriente alcalina 28 en la primera corriente de celulosa activada 24 lavada y después introducir una
corriente combinada en el reactor 26.

El alcali puede comprender uno o mas de hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de magnesio y amoniaco.
En una realizacién, el alcali es hidroxido de sodio. En una realizacién, el alcali se carga entre aproximadamente el
10 %y el 1 %, entre aproximadamente el 7 % y el 2 % o preferiblemente menos del 6 % del total de sélidos insolubles
en la primera corriente de celulosa activada 24. El alcali hincha la celulosa y, ademas, la rompe enlaces hidrogeno
intermoleculares e intramoleculares de la celulosa, modificando asi adicionalmente la estructura cristalina.

Opcionalmente, la segunda etapa de activacién se puede realizar en presencia de un agente oxidante y/o una enzima
tal como una lacasa y/o una enzima modificadora de lignina.

Ejemplos de agentes oxidantes adecuados para uso en la segunda etapa de activacion incluyen, pero no se limitan a
perdxido de hidrégeno (H202). En una realizacién, el agente oxidante se carga en menos de aproximadamente el 2 %
y/o mas de aproximadamente el 0,0001 % del total de sélidos insolubles en la primera corriente de celulosa activada
16/24. En una realizacion, el agente oxidante se carga a menos de aproximadamente el 1 %, menos de
aproximadamente el 0,1 % o menos de aproximadamente el 0,001 % del total de sélidos insolubles en la primera
corriente de celulosa activada 16/24, opcionalmente entre aproximadamente el 1 % y el 0,0001 %.

Ejemplos de enzimas adecuadas para uso en la segunda etapa de activacién incluyen, pero no se limitan a enzimas
modificadoras de lignina tales como la enzima oxidante de lacasa.

La segunda corriente de celulosa activada 30 puede tener un contenido de sélidos de entre aproximadamente 5 % y
50 % de so6lidos en peso, preferiblemente entre aproximadamente 20 % y 35 % de sélidos. Los sélidos comprenderan
principalmente celulosa que opcionalmente puede recuperarse y reciclarse. Otros componentes seran hemicelulosa
y lignina, ambas inferiores al 20 %.

Opcionalmente, la segunda corriente de celulosa activada 30 puede someterse a una o mas etapas de lavado después
de la activacion para eliminar el alcali y la lignina solubilizada.

La segunda corriente de celulosa activada 30 y el agua de lavado 34 pueden introducirse en el reactor de lavado 32
para producir agua residual 36 y una segunda corriente de celulosa activada 38 lavada. El reactor de lavado 32 se
puede hacer funcionar de manera similar al reactor de lavado 18 o0 de manera diferente.

El agua de lavado 34 puede ser agua caliente, tal como agua a una temperatura entre aproximadamente 50 °C y 95 °C
o entre aproximadamente 60 °C y 95 °C. La corriente de agua residual 36 puede tratarse y reciclarse en el proceso o
en otro lugar o desecharse.

El reactor de lavado 32 puede tener cualquier disefio conocido en la técnica. Opcionalmente, el reactor de lavado 32
puede funcionar en contracorriente y puede ser un filtro de cinta en contracorriente. Se pueden utilizar otros métodos
de filtracién o separacién, tales como un filtro prensa, una prensa de doble alambre, una prensa de doble rodillo, un
filtro de vacio giratorio o una centrifuga.
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Se ha demostrado que una ventaja de someter una materia prima celulésica a una primera etapa de activacion a alta
temperatura seguido de una segunda etapa de activacion a una temperatura mas baja en condiciones alcalinas
aumenta el nivel de glicano y disminuye el nivel de lignina en la segunda corriente de celulosa activada 30 con respecto
a una materia prima sometida Unicamente a una primera etapa de activacion a alta temperatura. Sin limitarse a teoria
alguna, se cree que el procedimiento de activacion de dos etapas descrito en esta memoria altera la cristalinidad de
la celulosa en la materia prima y mejora las caracteristicas fisicas y/o quimicas de la celulosa para la hidrélisis
enzimatica. En una realizacion, el procedimiento de activacion de dos etapas da como resultado celulosa activada
que comprende celulosa Il y alcali-celulosa IV.

Una persona experta apreciara que la celulosa existe en varias estructuras cristalinas diferentes, correspondientes a
la ubicacién de los enlaces hidrogeno entre y dentro de las cadenas. Por ejemplo, la celulosa natural que se encuentra
en la biomasa celulésica es celulosa |, con estructuras lq € Is. La celulosa en las fibras de celulosa regenerada es
tipicamente celulosa Il. Las fibras de celulosa regenerada se refieren a fibras producidas mediante el proceso de
viscosa para la produccion de viscosa de celofan o rayon. La conversion de celulosa | en celulosa Il es irreversible.
Las estructuras de celulosa Il y celulosa IV se pueden producir mediante diversos tratamientos quimicos. Las
diferentes formas cristalinas de celulosa pueden identificarse mediante patrones caracteristicos de difraccion de rayos
X. Celulosa y las diferentes estructuras cristalinas de celulosa se describen con mas detalle en Perez y Samain,
"Structure and Engineering of Cellulose" Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry, Vol. 64, Elsevier
(2010},

La segunda corriente de celulosa activada 38 lavada se puede someter a hidrélisis enzimatica en el reactor 40 de
hidrélisis enzimatica con una o mas enzimas celulasa 42 para producir una corriente 44 de azlcar rica en glucosa. Se
apreciara que parte o la totalidad de la segunda corriente de celulosa activada 30 se puede someter a hidrélisis
enzimatica y, por consiguiente, solo una parte o nada de la segunda corriente de celulosa activada 30 se puede
someter a lavado. La siguiente descripcion puede aplicarse a la segunda corriente de celulosa activada 30, esté o no
sometida a una etapa de lavado.

Sorprendentemente se ha determinado que la celulosa activada que contiene celulosa Il (que puede ser una
combinacion de celulosa Il y celulosa hidratada Il) y celulosa IV (que puede ser alcali-celulosa V) que puede producirse
mediante el procedimiento de activacion de dos etapas descrito en esta memoria es particularmente susceptible a la
hidrélisis enzimatica. En particular, la celulosa activada ha mostrado una capacidad sorprendente para adsorber
enzimas celulasa. Poner en contacto la celulosa activada con una 0 méas enzimas celulasa en una corriente de azlcar
rica en glucosa puede dar como resultado inicialmente que las enzimas sean adsorbidas en la celulosa activada.
Luego, la celulosa puede eliminarse de la corriente de azucar rica en glucosa y, opcionalmente, introducirse en el
reactor de hidrélisis enzimatica 40.

Por lo tanto, la celulosa activada producida mediante cualquier método descrito en esta memoria puede someterse a
hidrélisis enzimatica para descomponer la celulosa en azlcares celulésicos tales como glucosa. Alternativamente, el
proceso de hidrélisis enzimatica descrito en esta memoria se puede utilizar con cualquier materia prima celulésica
para hidrélisis enzimatica convencional.

Por consiguiente, la celulosa activada, opcionalmente una segunda corriente de celulosa activada como se describe
en esta memoria, se puede poner en contacto con una o mas enzimas celulasa para producir la corriente de azicar
rica en glucosa. Como se ejemplifica en la Figura 1, la segunda corriente de celulosa activada 30 lavada y la corriente
de enzima 42 se introducen en el reactor de hidrolisis enzimatica 40 para producir la corriente de azlcar rica en glucosa
44. La segunda corriente de celulosa activada 30 lavada se puede introducir en el reactor de hidrélisis enzimatica 40
antes de, simultaneamente con o después de la introducciéon de la corriente de enzima 42 en el reactor 40.
Alternativamente, o ademas, la corriente de enzima 42 se puede introducir en la segunda corriente de celulosa activada
lavada 30 y la corriente combinada se puede introducir en el reactor de hidrolisis enzimatica 40.

El reactor de hidrélisis enzimatica 40 puede ser cualquier reactor de hidrélisis enzimatica conocido en la técnica y
puede funcionar de forma discontinua o continua. El reactor de hidrélisis enzimatica 40 puede funcionar a cualquier
temperatura y presién convencionales, carga de celulosa, carga de enzimas y similares. Por ejemplo, el reactor de
hidrélisis enzimatica 40 puede funcionar a un intervalo de temperaturas de 40 °C a 55 °C.

Las enzimas celulasa pueden seleccionarse para descomponer la celulosa en azicares monoméricos. Por ejemplo,
las enzimas celulasa pueden seleccionarse para hidrolizar enlaces 1,4-beta-D-glicosidicos en monosacaridos. La una
0 méas enzimas celulasa pueden comprender una enzima con al menos una de entre actividad celobiohidrolasa,
endoglucanasa y beta-glucosidasa. Si bien las preparaciones de enzima celulasa pueden aislarse de un cierto nimero
de fuentes tales como cultivos naturales de bacterias, levaduras u hongos, un experto en la técnica apreciara el uso
de enzimas producidas usando técnicas recombinantes. Ejemplos de enzimas disponibles comercialmente adecuadas
para uso con los métodos descritos en esta memoria incluyen, pero no se limitan a Novozymes Ctec 2 0 3, AB Enzymes
Rohament.

La una o mas enzimas celulasa se pueden afiadir con una carga de 0,1 a 120 mg, 0,2 a 60 mg o 1 a 30 mg de proteina
enzimatica por gramo de glucano. En una realizacion, las enzimas celulasa se afiaden a una carga de 0,1 a 5 mg de
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proteina enzimatica por gramo de glucano en la celulosa activada. En una realizacién, la una o més enzimas celulasa
se afladen a la celulosa activada con una carga de aproximadamente 2 a aproximadamente 60 unidades de papel de
filtro (UPF)/g de glucano u, opcionalmente, con una carga de aproximadamente 22300 1 a 15 UPF/g de glucano. La
una o mas enzimas celulasa se pueden afiadir por separado a la celulosa activada directamente 0 se pueden combinar
primero con un tensioactivo y/o dispersante como se describe posteriormente.

La una o mas enzimas celulasa se pueden poner en contacto con la celulosa activada durante un periodo de tiempo
adecuado (p. ej., entre 24-144 horas, entre 48-144 horas, entre 48-60 horas o entre 24 y72 horas) para convertir la
celulosa en azdcares monoméricos mediante hidrélisis enzimatica.

En algunas realizaciones, al menos aproximadamente el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % del rendimiento tedrico
de glucosa basado en el contenido de glucano de la celulosa activada se convierte en glucosa durante la hidrélisis
enzimatica para producir una corriente de azlcar rica en glucosa. En algunas realizaciones, la hidrélisis enzimatica
se realiza durante un periodo de tiempo predeterminado o hasta que se obtiene un rendimiento predeterminado de
glucosa. Después de un cierto periodo de tiempo, la tasa de produccién de glucosa a partir de la hidrélisis enzimatica
de celulosa puede disminuir a medida que el sustrato de celulosa se agota o la presencia de glucosa inhibe la actividad
de las enzimas celulasa.

Opcionalmente, se puede poner en contacto una celulosa activada con una o mas enzimas celulasa en presencia de
un tensioactivo y/o un dispersante. En una realizacion preferida, el dispersante es acido poliaspartico.

Sorprendentemente se ha determinado que someter la celulosa activada, particularmente la celulosa activada descrita
en esta memoria, a hidrélisis enzimatica en presencia de un tensioactivo y/o un dispersante tal como acido
poliaspartico ofrece un cierto nimero de ventajas para la produccién de azlcares monoméricos. Por ejemplo, la
presencia del tensioactivo y/o dispersante puede aumentar la estabilidad de la enzima celulasa, ayudar a proteger las
enzimas celulasa de la degradacion, prevenir la unién irreversible y/o mejorar la actividad de la enzima celulasa.
También se cree que la presencia del tensioactivo y/o dispersante mejora la recuperacién de enzimas celulasa en una
corriente de reciclaje de enzimas después de la hidrélisis enzimatica. Por gjemplo, en algunas realizaciones, las
enzimas celulasa pueden utilizarse para la hidrolisis enzimatica de celulosa activada, eliminarse de la corriente de
azUcar rica en glucosa resultante y reciclarse al reactor de hidrélisis enzimatica 40 o ponerse en contacto con celulosa
activada nueva para hidrélisis enzimatica adicional. En algunas realizaciones, las enzimas celulasa se pueden utilizar
y reciclar en al menos 3 o0 4 rondas de hidrélisis enzimatica, durando cada ciclo entre 48 y 72 horas.

El tensioactivo es un tensioactivo no iénico, opcionalmente un tensioactivo de polisorbato tal como Tween. El
tensioactivo también puede ser una mezcla de tensioactivos. En una realizacién preferida, el tensioactivo es una
mezcla de Tween 80, un glicérido alcoxilado y nonilfenol. En una realizacién, el tensioactivo esta presente en una
carga inferior a aproximadamente el 2 % y/o superior a aproximadamente el 0,01 %. En una realizacién, el tensioactivo
esta presente en una carga de entre 1 % y 0,01 %, entre 0,5 % y 0,05 % 0 entre aproximadamente 0,1 % y 0,2 % del
peso del contenido de celulosa en la celulosa activada.

El dispersante puede ser un oligopéptido, opcionalmente un polipéptido no enzimatico con un peso molecular entre
1000 y 5000. El oligopéptido es acido poliaspartico. El acido poliaspartico tiene un peso molecular entre 1000 y 5000
o entre 3500 y 4500. El acido poliaspartico puede estar presente en una carga inferior a aproximadamente el 2 % y/o
superior a aproximadamente el 0,001 % del peso del contenido de celulosa en la celulosa activada. En algunas
realizaciones, el acido poliaspartico esta presente en una carga de entre el 1 % y el 0,001 %, entre el 0,25 % y el
0,025 %, o aproximadamente el 0,1 % del peso del contenido de celulosa en la celulosa activada.

Opcionalmente, la relaciéon de tensioactivo a dispersante (p. ej., acido poliaspartico) en la mezcla de hidrélisis
enzimatica es de 0,5:1 a 2:1.

Por consiguiente, una mezcla de hidrélisis enzimatica que comprende una 0 mas enzimas celulasa, uno o0 mas
tensioactivos y uno o mas dispersantes se puede utilizar en cualquier procedimiento de hidrélisis enzimatica o se
puede utilizar en asociaciéon con cualquiera de los procedimientos de activacion e hidrélisis enzimatica descritos en
esta memoria. La mezcla de hidrolisis enzimatica es particularmente adecuada para la hidrélisis enzimatica de
celulosa activada que comprende celulosa Il y celulosa IV como se describe en esta memoria.

La una o mas enzimas celulasa, el tensioactivo y el dispersante pueden introducirse individualmente o en
combinaciones o subcombinaciones en el reactor de hidrélisis enzimatica 40. Por ejemplo, cada uno de ellos puede
combinarse por separado con la celulosa activada (p. ej., cada uno puede afiadirse secuencialmente a la corriente 38
o la corriente 38 se puede dividir en 3 corrientes y las enzimas celulasa, el tensioactivo y el dispersante se pueden
afadir cada uno a una de las corrientes divididas) antes de introducir la corriente 38 en el reactor 40. Alternativamente,
la una o mas corrientes de enzimas celulasa, el tensioactivo y el dispersante se pueden combinar juntos para formar
la corriente 42 antes de combinar la mezcla con la celulosa activada (p. ej., introduciendo la corriente 42 en el reactor
40 o introduciendo la corriente 42 en la corriente 38 antes de introducir la corriente 38 en el reactor 40). Se cree que
combinar las enzimas, el tensioactivo y el dispersante antes de poner en contacto la celulosa activada facilita la
formacion de un complejo ternario que ayuda a estabilizar la enzima y prevenir la degradacién de la enzima. Por
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consiguiente, la una o mas enzimas celulasa se pueden combinar con el tensioactivo y el dispersante antes de someter
la celulosa activada a hidrolisis enzimatica. Por ejemplo, la una o mas enzimas celulasa se pueden combinar con el
tensioactivo y el dispersante durante al menos 5 segundos, al menos 10 segundos, al menos 30 segundos o al menos
1 minuto antes de ponerlos en contacto con la celulosa activada (p. ej., corriente 38) o antes de someter la celulosa
activada a hidrélisis enzimatica.

Como se ejemplifica en la Figura 1, la corriente de azlcar rica en glucosa 44 puede someterse a una etapa de
eliminacién de enzimas para obtener una corriente de azlcar 48 rica en glucosa y pobre en enzimas y una corriente
de reciclaje de enzimas 50. La etapa de eliminacién de enzimas puede ser cualquier etapa de eliminacion de enzimas
conocida en la técnica y puede realizarse en cualquier equipo conocido en la técnica. Opcionalmente, la etapa de
eliminacién de enzimas comprende poner en contacto la corriente de azlcar rica en glucosa 44, p. ej., durante un
tiempo limitado, con celulosa, que puede ser una celulosa activada producida mediante cualquier método descrito en
esta memoria.

Por ejemplo, la etapa de eliminacién de enzimas puede comprender:

(a) poner en contacto la corriente de azicar rica en glucosa, incluyendo enzimas, con celulosa y obtener celulosa
con las enzimas adsorbidas en ella; y

(b) someter la corriente de azlcar rica en glucosa a una etapa de eliminacién de celulosa para obtener la corriente
de azlcar rica en glucosa y pobre en enzimas que tiene un nivel reducido de celulosa y la corriente de reciclaje
de enzimas.

Opcionalmente, la etapa (a) comprende poner en contacto la corriente de azlicar rica en glucosa con celulosa activada,
opcionalmente una segunda corriente de celulosa activada producida de acuerdo con la presente invencion.

Sin limitarse a teoria alguna, se cree que las enzimas en la corriente de azucar rica en glucosa se adsorben sobre la
celulosa de manera que la eliminacién de la celulosa de la corriente de azucar rica en glucosa elimina las enzimas de
la corriente y da como resultado una corriente de azicar 48 rica en glucosa y pobre en enzimas y una corriente de
reciclaje de enzimas 50. En una realizacién particularmente preferida, las enzimas celulasa en la corriente de azicar
rica en glucosa estan en presencia de un tensioactivo y un dispersante y las enzimas en la corriente de azlcar rica en
glucosa 44 se eliminan poniendo en contacto la corriente de azlcar rica en glucosa 44 con celulosa activada 16, 24,
30, 38 producida utilizando los métodos descritos en esta memoria.

Por consiguiente, se puede introducir una corriente de celulosa 52 en el reactor 46. El reactor 46 puede comprender
cualquier reactor que pueda permitir que la corriente de azlcar rica en glucosa 44 y la celulosa entren en contacto
entre si para eliminar enzimas de la solucién y separar la celulosa con las enzimas absorbidas a la misma. Por
consiguiente, por ejemplo, el reactor 46 puede comprender un reactor de tanque agitado o un reactor de flujo pistén
para mezclar la corriente de azlcar rica en glucosa y celulosa para producir una corriente mixta 54.

La corriente de azucar rica en glucosa y la celulosa pueden ponerse en contacto juntas durante menos de
aproximadamente 2 horas, menos de aproximadamente 90 minutos 0 menos de aproximadamente 60 minutos y
pueden ponerse en contacto juntas durante entre aproximadamente 10 minutos y 60 minutos, o entre
aproximadamente 30 minutos y 90 minutos.

Posteriormente, la corriente mixta 54 se somete a una etapa de separacion sélido-liquido en un separador 56. El
separador 56 puede ser cualquier separador conocido en la técnica. El separador 56 puede utilizar cualquier técnica
de separacion conocida en la técnica, tal como filtracién, decantacion, separacién por gravedad, centrifugacion o uso
de una prensa. Por ejemplo, el separador 56 puede comprender un filtro, una prensa, opcionalmente una prensa de
doble tornillo, una prensa de doble alambre o una prensa de doble rodillo.

La corriente de reciclaje de enzima 50 puede ser una corriente con alto contenido de sélidos. Por ejemplo, la corriente
de reciclaje de enzimas puede comprender mas de aproximadamente el 30 %, mas de aproximadamente el 40 % o
mas de aproximadamente el 50 % de solidos celulodsicos.

La corriente de reciclaje de enzimas 50 se puede utilizar para realizar hidrélisis enzimatica en celulosa activada nueva.
Alternativamente, la corriente de reciclaje de enzimas 50 se puede reciclar al reactor 40. Por consiguiente, si el
reactor 40 se hace funcionar sobre una base discontinua, se puede retirar una corriente de purga de una corriente de
azUcar rica en glucosa y tratarla para obtener la corriente de reciclaje 50. Sorprendentemente, se ha determinado que
las enzimas recicladas por este procedimiento generalmente mantienen su actividad después de ser recicladas una,
dos, tres o incluso cuatro veces. Como resultado, la corriente de azUcar rica en glucosa 48 puede comprender mas
de aproximadamente un 12 % de glucosa, mas de aproximadamente un 14 % de glucosa, mas de aproximadamente
un 16 % de glucosa o mas de aproximadamente un 18 % de glucosa. Ademas, se puede obtener un rendimiento de
glucosa que es superior a aproximadamente el 70 %, superior a aproximadamente el 80 %, superior a
aproximadamente el 85 %, superior a aproximadamente el 90 % o superior a aproximadamente el 95 % de un
rendimiento teérico de glucosa.
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Opcionalmente, la corriente de azlcar rica en glucosa 48 puede comprender un nivel detectable de acido poliaspartico.
En una realizacién, la corriente de azucar comprende entre aproximadamente 1 ppb y 10000 ppm de &cido
poliaspartico.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la corriente de azucar rica en glucosa resultante de la hidrélisis enzimatica
de la celulosa activada descrita en esta memoria contiene aproximadamente un 5 % de azlcares no glucosa que son
uno o mas de xilosa, oligdmeros de xilosa (xilo-oligosacarido) y xilano. Los xilo-oligosacaridos como se describen en
esta memoria se refieren a polimeros de xilosa que tienen un grado de polimerizacion (dp) de aproximadamente 2 a
aproximadamente 10. El xilano como se describe en esta memoria se refiere a polimeros de xilosa que tienen un
grado de polimerizacion (dp) de >10.

De acuerdo con la presente invencion, la hidrolisis enzimatica de la celulosa activada se puede llevar a cabo usando
la mezcla de hidrélisis como se describe en esta memoria. De acuerdo con la presente invencion, la corriente de
azucar rica en glucosa se prepara utilizando el método de activacién de celulosa y/o el método de hidrélisis enzimatica
descrito en esta memoria.

También se sabe que la glucosa obtenida de fuentes tales como el maiz utilizando métodos estandares tiene
aproximadamente un 5 % de azlcares distintos de la glucosa. Sin embargo, los azlicares distintos de la glucosa que
se encuentran en la glucosa del maiz son azlcares de mayor indice glucémico, tales como maltosa, maltotriosa y
sacaridos superiores de dextrosa.

En una realizacion, los azlcares distintos de glucosa que se encuentran en la corriente de azlcar rica en glucosa
descrita en esta memoria comprenden aproximadamente el 1-8 %, aproximadamente el 2-7 % 0 aproximadamente el
3-6 % de la materia seca de la composicién y son uno o mas de xilosa, xilo-oligosacaridos y xilano. En una realizacion
particular, se encontré que la materia seca de la corriente de azucar rica en glucosa comprendia 95 % de glucosa, 4 %
de xilosa y 1 % de xilo-oligosacaridos.

La glucosa obtenida a partir de los métodos descritos en esta memoria se puede convertir en fructosa utilizando
métodos conocidos tales como isomerizacion de glucosa a fructosa como se describe, por ejemplo, por S.Z. Dziedzic
et al., "Handbook of starch hydrolysis products and their derivatives" 31 de diciembre de 1995, paginas 55-58. Se ha
encontrado que la fructosa obtenida a partir de la conversién de la glucosa obtenida mediante los métodos descritos
en esta memoria también contiene aproximadamente 3-5 % de azlcar no glucosa, en donde el azlcar no glucosa es
xilosa y/u oligdmeros de xilosa.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una corriente de azlcar rica en fructosa, preparada mediante la
conversion de la glucosa en la corriente de azlcar rica en glucosa descrita en esta memoria en fructosa. La corriente
de azlcar rica en fructosa comprende también un azdcar no fructosa, en donde el azdcar no fructosa es uno o0 mas
de xilosa, xilo-oligosacarido y xilano. En una realizacion, los azucares distintos de fructosa comprenden
aproximadamente 1-8 %, aproximadamente 2-7 % o aproximadamente 3-6 % de la materia seca de la composicion.

De acuerdo con la presente invencion, la invencién proporciona un producto de glucosa con indice glucémico mas
bajo o un producto de fructosa con indice glucémico mas bajo, en donde el producto de glucosa o el producto de
fructosa comprende aproximadamente 1-8 %, aproximadamente 2-7 % o aproximadamente 3-6 %, preferiblemente
5 % de azlcar no glucosa o no fructosa y en donde el azlcar no glucosa o no fructosa es uno o mas de xilosa, xilo-
oligosacaridos y xilano.

De acuerdo con la invencién, el indice glucémico del producto de glucosa o del producto de fructosa es menor que el
indice glucémico del jarabe de glucosa o fructosa convencional producido de manera convencional. El indice
glucémico (IG) se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo como se describe en "In vitro
method for predicting glycemic index of foods using simulated digestion and an artificial neural network" R. L. Magaletta
et al., Cereal Chemistry vol. 87, n® 4, 2010.

El producto de glucosa o el producto de fructosa obtenido mediante los métodos descritos en esta memoria se puede
sustituir por glucosa o fructosa con un indice glucémico mas alto en la produccién de diversos alimentos y bebidas
para proporcionar un producto con un indice glucémico mas bajo. Los alimentos y bebidas con un indice glucémico
mas bajo pueden proporcionar ventajas para la salud en el control de los niveles de azlicar e insulina en la sangre, lo
que a su vez puede reducir el riesgo de enfermedades cardiacas y/o diabetes. Los alimentos que tienen un indice
glucémico mas bajo también pueden ser Utiles para controlar el apetito y la pérdida de peso.

Se apreciara que una o mas de las realizaciones descritas en esta memoria para la activacién de una materia prima
celulésica se pueden utilizar junto con una o mas realizaciones descritas en esta memoria para la hidrélisis enzimatica
de celulosa con el fin de producir aztcares celulésicos a partir de una materia prima celulésica.

Lo que se ha descrito anteriormente ha pretendido ser ilustrativo de la invencién y no limitativo y se entendera por
personas expertas en la técnica que se pueden realizar otras variantes y modificaciones sin apartarse del alcance de
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la invencién tal como se define en las reivindicaciones. El alcance de las reivindicaciones no debe limitarse por las
realizaciones y ejemplos preferidos, sino que se le debe dar la interpretacion mas amplia coherente con la descripcion
en su conjunto.

Si bien la divulgacion anterior describe en general la presente solicitud, se puede obtener una comprensién mas
completa haciendo referencia a los siguientes ejemplos especificos. Estos ejemplos se describen Gnicamente con
fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la divulgacion. Se contemplan cambios de forma y sustitucién de
equivalentes segun lo sugieran las circunstancias o lo hagan conveniente siempre que estén dentro del alcance de las
reivindicaciones. Aunque en esta memoria se han empleado expresiones y términos especificos, dicha expresiones y
términos tienen un sentido descriptivo y no tienen fines de limitacién.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente divulgacion:
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Tratamiento de Bagazo de Cana de Aztcar para Activar Celulosa

Se investigaron diversos métodos para activar la celulosa utilizando bagazo de cafia de azlcar. El bagazo de cafia
de azlcar se someti6 a una primera etapa de tratamiento con vapor a 220 °C, un tiempo de permanencia de 5 minutos,
seguido de un lavado con agua caliente a 80°C o un primer tratamiento con vapor seguido de un tratamiento con
peréxido de hidrégeno alcalino. Lavado alcalino a 90 °C, 60 minutos o 120 minutos, y carga de peréxido al 1 % sobre
solidos.

Como se muestra en la Tabla 1, el uso del tratamiento de dos etapas con una etapa de tratamiento con vapor, seguida
de peroxido de hidrogeno alcalino aumentd significativamente el nivel de glucano y disminuy6 la cantidad de lignina
en relacién con el tratamiento con vapor y un lavado con agua caliente.

Tabla 1: Influencia del tratamiento con peréxido alcalino en la composiciéon quimica del componente insoluble en agua
del bagazo de cafia de azUcar pretratado con vapor y posteriormente lavado con agua caliente* (% de peso seco).
AHP-60 y AHP-120 se refieren a tratamientos de 60 y 120 minutos.

............................................................ e —
icaliente
Arabmano ...............................................................................................
B
e ...............................................................................................
Xilano 36 (0.1)
e : |
§"L-i'g';ii}'{;'(a}'{;'siJt;i;;';;H"'"""""'§'Z'1",'é"'(i“,‘é; ........................................................................... 5 512,9 s
4cidos)™ 03) :
Lignina soluble en acidos 0,7 (0,0) 0,6 (0,0) {0,5(0,0)
Cenizas 13,2 (0,4) 1,7(04) 11.9(0,7)

i* Tratamiento con perdxido de hidrégeno alcalino

i** Tratamiento con peréxido de hidrégeno alcalino

i*=Una fraccién menor de la lignina puede contener componentes de ceniza.

?****Por debajo del nivel detectable

Ejemplo 2: Hidrolisis Enzimatica de Bagazo de Cafna de Azucar Activado

Los componentes celulésicos insolubles en agua preparados en el Ejemplo 1 se sometieron luego a hidrélisis
enzimatica durante 72 horas. También se afiadid el aditivo Comet S-001, que comprende una mezcla de un
tensioactivo Tween 80 y un acido poliaspartico dispersante con un PM de 3500-4500 en una relacién de 1:1 a la mezcla
de hidrélisis enzimatica para el bagazo de cafia de azUcar tratado con alcali.
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Como se muestra en la Tabla 2, la hidrélisis enzimatica del bagazo de azucar tratado con élcali en presencia del aditivo
Comet S-001 dio como resultado un rendimiento de glucosa de 105,1 gramos de glucosa por gramo de glucano,
acercandose al rendimiento teérico de ~110 gramos de glucosa por gramo de glucano.

Tabla 2: Rendimiento de glucosa monomérica después de 72 horas de hidrélisis enzimatica del componente celuldsico
insoluble en agua de bagazo de cafia de azlcar pretratado con vapor y posteriormente tratado con peroxido alcalino
(expresado como g por 100 g de glucano™).

{Sustrato

............................................................................................................................................................................................................

iBagazo de cafia de azucar lavado con agua caliente

?**En teoria, 100 g de glucano deberian liberar ~110 g de glucosa.

i***|_os valores entre paréntesis representan desviaciones estandares de triplicados

Ademas, como se muestra en la Tabla 3, la hidrélisis enzimatica en presencia del aditivo Comet S-001 no alter6 el
rendimiento de xilosa monomérica en comparacién con el bagazo de cafia de azlcar tratado con alcali sometido a
hidrélisis enzimatica sin el aditivo. Por consiguiente, el aditivo no afecté negativamente al rendimiento.

Tabla 3: Rendimiento de xilosa monomérica después de 72 horas de hidrélisis enzimatica* del componente celulésico
insoluble en agua de bagazo de cafia de azlcar pretratado con vapor y posteriormente tratado con peroxido alcalino
(expresado como g por 100 g de sustrato™).

‘Sustrato i Rendimiento de xilosa

iBagazo de cafia de azUcar tratado con alcalis ;2,7 (0,2)**

Bagazo de cafia de azucar tratado con alcalis + aditivo Comet-S- 27 (0,1) :
001

i*Véase la Tabla 2 para conocer las condiciones de hidrélisis enzimatica

?**En teoria, 100 g de sustrato deberian liberar en teoria 4,1 g de xilosa (véase la Tabla 1 para
iconocer el contenido de xilano).

i***Los valores entre paréntesis representan desviaciones estandares de triplicados

El analisis de la fraccién del contenido de proteina total presente en el sobrenadante después de 72 horas de hidrélisis
enzimatica se muestra en la Tabla 4. El uso del aditivo Comet S-001 dio como resultado una fracciéon mas alta de
proteina total, indicativo de los niveles mas altos de enzimas dentro el sobrenadante y la estabilidad enzimatica
mejorada.

Tabla 4: Fraccion de la proteina total presente en el sobrenadante después de 72 horas (expresada en g por cada 100
g de proteina afiadida**).

{Fraccion del total de proteinas en eI

; ﬂmuMo
Bagazodecaﬁadeazucarlavadoconaguacahente
Bagazodecaﬁadeazucartratadoconalcahs ....................... : 612( ....... ) ................................................................
BagazodecanadeazucartratadoconaIcaI|s+ad|t|vo ...... 772(11)*
; Comet-S001 :

i** Los valores entre paréntesis representan desviaciones estandares de triplicados

El bagazo de cafia de azlcar tratado con alcali se sometié a multiples rondas de hidrolisis de reciclaje en presencia
del aditivo Comet S-001. Como se muestra en la Tabla 5, |la hidrélisis de reciclaje fue capaz de producir un alto
rendimiento y una alta concentracién de glucosa con una pérdida minima de enzimas a lo largo de rondas repetidas
de hidrélisis enzimatica.
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Tabla 5: Resultados de la hidrélisis de reciclaje (Total 16 % de glucano)* del componente celulésico insoluble en agua
del bagazo de cafia de azlcar pretratado con vapor y posteriormente tratado con peroxido alcalino.

Intervalo de {Rendimiento :Concentracion ERendimiento :Solidos §Fracci6n de las
‘hidrolisis y adicion :de glucosa ide glucosa (% ide xilosa*™* idisueltos iproteinas en el ;
;de sustrato §(%) p/v) { g(p/p) gsobrenadante*****
EDespués de 48 583,9 (1,4 16,1 (0,3) 1,9 (0,2) §19,1 (0,2) 558,4 (1,3)

“horas™ .

‘Después de las 83,1 (0,9) 15,9 (0,2) 2,2 (0,0 18,8 (0,2) 60,1 (2.4)

'siguientes 48 horas | _ ‘ :

'Despusés de las 90,9 (0,3) 18,2 (0,1) 2,5 (0,0) 0,9 (0,1) 564,2 (0,8)
siguientes 48 horas ‘

?Después de las 92,3 (2,1) 18,1 (0,4) 2,3 (0,1) 20,7 (0,5) i67,7 (1,5)

| siguientes 48 horas

1*16% de carga de glucano (~ 20% de carga de so6lidos) del sustrato tratado con alcalls La reaccion se

{llevé a cabo a una escala total de 20 L.

\"Carga de celulasa:

131 mg de proteina por
g de glucano afiadido

ial comienzo de la
hidrélisis. 0,2 % de
:S-001 en la mezcla
.de reaccién, 6 mg de
{proteina enzimatica
icomplementaria por
\reciclaje

D kkk

***expresado como
:9/100 g de
isustrato.100 g de
isustrato deberian
liberar en teorfa 41 g
‘de xilosa (véase la

‘ Tabla 1 para conocer

‘el contenido de
i xilano).

| os valores entre !

‘paréntesis
\representan
‘desviaciones
‘estandares de
triplicados

* **No tiene en
icuenta la enzima
‘adsorbida en el
isustrato

Ejemplo 3: Tratamiento de Paja de Trigo para Activar la Celulosa

Se investigaron métodos para activar una materia prima de celulosa utilizando paja de trigo. La paja de trigo se
sometié a una primera etapa de tratamiento con vapor a 220 °C, tiempo de permanencia de 5 minutos, seguido de un
lavado con agua caliente a 80 °C, seguido de un lavado alcalino a 90 °C durante 60 minutos y una carga de peréxido

al 1 % sobre sélidos.

Como se muestra en la Tabla 6, el uso del tratamiento de dos etapas con peréxido de hidrégeno alcalino dio como
resultado componentes insolubles en agua con una alta concentracion de glucano (75,1 %)}).
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Tabla 6: Composicion quimica del componente insoluble en agua de la paja de trigo pretratada con vapor y
posteriormente tratada con peréxido alcalino* (% de peso seco)

‘Arabinano | BDL***
GalactanoBDL ...............................................
Glucano 75,1 (0.,6)

Xilano 8,1(0,1)

Manano §BDL

Lignina (insoluble en acidos)** 1135 (0,4)

Lignina soluble en &cidos 10,4 (0,0)

Cenizas 1,2(0,3)

?*EI rendimiento de solidos después del tratamiento con peroxido fue de 75,7. El tratamiento
:con peroxido alcalino se realizé con una consistencia del 10 %, pH 11,5 y una solucién de
‘perodxido al 1 %, 80 °C durante 2 horas.

Ejemplo 4: Hidrélisis Enzimatica de Paja de Trigo Activada

Los componentes celulésicos insolubles en agua de la paja de trigo tratada con vapor o de la paja de trigo tratada con
vapor y posteriormente tratada con alcalis se sometieron a hidrélisis enzimatica como se muestra en las Tablas 7-9.
10 También se afiadi6 el tensioactivo Tween 80, como se indica en la tabla.

Tabla 7: Rendimiento de glucosa monomérica durante la hidrélisis enzimatica (10 % de carga de glucano)* del
componente celuldsico insoluble en agua de paja de trigo pretratada con vapor y posteriormente tratada con peréxido
alcalino (expresada como g por cada 100 g de glucano*).

15
.............................................. 72horas ...............
PajadetrlgoIavadaconaguacallente850(21)
PaJadetngoIavadaconaguaca||ente+Tween80*** 891(05) ...............
Paja de trigo tratada con peréxido ‘ §97,0 (0,3) :
Pajadetrlgotratadaconper0X|d0+Tween801023(29) .............
*13,3 % de carga de sélidos para sustrato tratado con peréxido y 17,9 % de carga de sélidos
ipara paja de trigo pretratada con vapor para obtener un 10 % de carga de glucano. Carga de
icelulasa: 31 mg de proteina (CTec 2) por g de glucano
**Enteorla100gdequcanodeberlanIlberar~110gdequcosa
***02%deTween80enIamezcladereacc|on
1o se licué lo suficiente como para obtener Una muestra representativa para el andlisis
*****Losvaloresentreparenteslsrepresentandeswaclonesestandares
Tabla 8: Rendimiento de xilosa monomérica después de 72 horas de hidrolisis enzimatica™* (10 % de carga de
glucano)* del componente celulésico insoluble en agua de paja de trigo pretratada con vapor y posteriormente tratada
20 con peréxido alcalino (expresada como g por cada 100 g de sustrato™*)
: . Rendimiento de xilosa
Paja de trigo lavada con agua caliente 61 (0,0)
Paja de trigo lavada con agua caliente + Tween 80 63 (0,2)
Paja de trigo tratada con peréxido alcalino 58 (0,0)
Paja de trigo tratada con perdxido alcalino + Tween 80 60 (0,1)
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Tabla 9: Solidos disueltos presentes en el hidrolizado enzimético de 72 horas de paja de trigo pretratada con vapor y
posteriormente tratada con peréxido alcalino (% p/p)

Paja de trigo lavada con agua caliente

R R R R R R R R R R R R R R R R R A Ry R R Ry

Se realizaron investigaciones adicionales de la hidrélisis enzimatica de paja de trigo tratada con vapor y posteriormente
tratada con peréxido alcalino con la adicion de un tensioactivo (Tween 80) como se establece en las Tablas 10-12.

Tabla 10: Rendimiento de glucosa monomérica durante la hidrdlisis enzimatica por lotes alimentados (carga de glucano
al 10%)* del componente celulésico insoluble en agua de paja de trigo pretratada con vapor y posteriormente tratada
con pero6xido alcalino con la adicién de Tween 80 (expresada como g por 100 g de glucano total**).

§Después de las §Después de las Después de las Después de las
§primeras 36 isiguientes 24 siguientes 24 siguientes 24
ihoras ihoras horas horas

193,405 727(13) 61,5 (0,7) 49,7 (2.8)

Rendimiento de
iglucosa**

Solidos disueltos

................................................................................................................................................................

2,9(0,1) 10,0 (0.1) 8,4(0,0) 16,9 (0.3)

i*13,3 % de carga de solidos para el sustrato tratado con perdxido para obtener una carga de
10 % de glucano. 0,2 % de Tween 80 en la mezcla de reaccién solo al principio. Carga de
icelulasa: 31 mg de proteina (CTec 2) por g de glucano y 3,1 mg/g de glucano antes de afadir
icada lote nuevo de los sustratos.

?**En teoria, 100 g de glucano deberian liberar ~110 g de glucosa.

Tabla 11: Rendimiento de xilosa monomeérica durante la hidrélisis enzimatica por lotes alimentados (carga de glucano
al 10%) del componente celulésico insoluble en agua de paja de trigo pretratada con vapor y posteriormente tratada
con pero6xido alcalino expresada como g por 100 g de sustrato total utilizado para la hidrolisis en cada etapa.

Después de las primeras 36 horas de hidrolisis enzimatica

Después de las siguientes 24 horas

Después de las siguientes 24 horas

Después de las siguientes 24 horas

Tabla 12: Fraccién de la proteina total presente en el sobrenadante antes de la adicion de cada lote de sustratos y
enzimas nuevos (expresada como % de la proteina total afiadida**).

. {Hidrlisis por lotes alimentados* §Hidrélisis
! ipor lotes™*

iDespués de  ;Después de i Después de Después de  iAlfinalde
ilas primeras  ilas siguientes ilas siguientes |las siguientes :las 72 horas
5 ;36 horas 24 horas 124 horas 24 horas 5
{Fraccién del 61,6 (1,1) 63,3 (0,5) 63,1 (1,7) 66,2 (2,4) i72,7 (2,8)
total de
iproteinas en el |
‘liquido :
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. §Hidrélisis por lotes alimentados™ §Hidrélisis :
i gpor lotes™*

iDespués de  ;Después de i Después de §Después de iAlfinalde
ilas primeras  ilas siguientes ilas siguientes |las siguientes las 72 horas
136 horas 124 horas :24 horas 124 horas i i

i*31,1 mg de carga de proteina/g de celulosa al comienzo del primer lote de hidrélisisy 3,1 mg i
ide proteina/g de celulosa antes de la adicién de cada nuevo lote de sustratos. Consistencia de :
iglucano al 10 % en las primeras 36 horas, seguido de la adicién de glucano al 10 % cada 24
‘horas siguientes. **Carga de proteina 31,1 mg/g de celulosa y consistencia de glucano al 10%

Ejemplo 5

Se prepard un producto de glucosa celuldsica obtenido mediante los métodos de activacion y conversiéon enzimatica
descritos en esta memoria y se determiné que tenia las siguientes especificaciones:

Datos Quimicos y Fisicos
Sélidos totales 50-70 %
Humedad 30-50 %

Composicion (base de materia seca):

‘Xilosa

i Xilo-oligosacaridos

{Cenizas

i Conductividad:

‘Gravedad especifica:

 Aspecto:

‘Magnesio

:Sodio

............................................................................................................................................................................................................

i Fosforo

Datos del indice Glucémico

Se encontré que el producto de glucosa celuldsica que tiene la composicién arriba descrita tiene un indice glucémico
(Gl) de 72. En comparacién, se sabe que la glucosa sola tiene un indice glucémico de 100. También se sabe que
dextrosa tiene un indice glucémico de 100, mientras que se sabe que maltosa y maltodextrina tienen indices
glucémicos de 105 y 110, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una corriente de azUcar rica en glucosa a partir de celulosa activada, comprendiendo el
método someter la celulosa activada a hidrélisis enzimatica con una o mas enzimas celulasa, un tensioactivo y acido
poliaspartico para producir la corriente de azUcar rica en glucosa,

en el que el tensioactivo es un tensioactivo no idnico,

en el que el acido poliaspartico tiene un peso molecular entre 1000 y 5000 y

en el que la relacién de tensioactivo a acido poliaspartico es de 0,5: 1 a 2:1.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la una o mas enzimas celulasa se seleccionan para hidrolizar enlaces
1,4-beta-D-glicosidicos en monosacaridos, preferiblemente en el que la una 0 mas enzimas celulasa comprenden una
enzima con al menos uno de celobiohidrolasa, endoglucanasa y actividad beta-glucosidasa.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que la una 0 mas enzimas celulasa forman un
complejo ternario con el tensioactivo y el acido poliaspartico.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la una o0 mas enzimas celulasa estan presentes
en una carga de 0,1 a 5 mg de proteina enzimatica por g de glucano, preferiblemente la una o mas enzimas celulasa
estan presentes en una carga de 2 a 60 UPF/g de glucano.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende, ademas, someter la corriente de azlcar
rica en glucosa a un tratamiento de eliminacion de enzimas y obtener una corriente de azlcar rica en glucosa y pobre
en enzimas y una corriente de reciclaje de enzimas, reciclar la corriente de reciclaje de enzimas a la hidrélisis
enzimatica.

6. El método de la reivindicacién 5, que comprende:

(a) poner en contacto la corriente de azlicar rica en glucosa con celulosa y obtener celulosa con las enzimas adsorbidas
enella;y

(b) someter la corriente de azlcar rica en glucosa a una etapa de eliminacion de celulosa para obtener la corriente de
azucar rica en glucosa y pobre en enzimas que tiene un nivel reducido de celulosa y la corriente de reciclaje de enzimas.

7. El método de la reivindicacién 1, que comprende:
(a) proporcionar celulosa activada que comprende una mezcla de celulosa ll, celulosa hidratada Il y alcali-celulosa 1V,
(b) someter la celulosa activada a hidrélisis enzimatica con una 0 mas enzimas celulasa, Tween y acido poliaspartico
para producir la corriente de azlcar rica en glucosa.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que la celulosa activada se produce mediante un método de dos etapas para
activar una materia prima celulésica que comprende:

(a) someter la materia prima a una primera etapa de activacion en la que la materia prima se trata a una temperatura
superior a 190 °C y una presién superior a 200 psig (13,8 bares) para producir una primera corriente de celulosa
activada que comprende celulosa Il y sélidos insolubles; y

(b) someter la primera corriente de celulosa activada a una segunda etapa de activacién en la que la primera corriente
de celulosa activada se trata con un alcali a una temperatura mas baja que la primera etapa de activacién para producir
una segunda corriente de celulosa activada que comprende celulosa V.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, que comprende, ademas, someter la corriente de azlcar
rica en glucosa a un tratamiento de eliminacion de enzimas y obtener una corriente de azlcar rica en glucosa y pobre
en enzimas y una corriente de reciclaje de enzimas.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que la corriente de azucar rica en glucosa
comprende mas del 12 % de glucosa, mas del 14 % de glucosa, mas del 16 % de glucosa o mas del 18 % de glucosa.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, en el que el rendimiento de glucosa es superior al 70 %,
superior al 80 %, superior al 85 %, superior al 90 % o superior al 95 %.

12. Una corriente de azlcar rica en glucosa producida mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones
7-11, en donde la corriente de azlcar comprende &cido poliaspartico y en donde la materia seca de la corriente de
azucar rica en glucosa comprende 95 % de glucosa y 5 % de azUcares no glucosa.

13. La corriente de azucar rica en glucosa de la reivindicacion 12, en donde los azlicares no glucosa son uno o mas
de xilosa, xilo-oligosacaridos o xilano.
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