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(21} No. SOLICITUD: (51) INT. CL.:

(22) FECHA DE (71)SOLICITANTE: Tech Corporation Co., Ltd.
PRESENTACION:

(30) PRIORIDAD: JAPONESA

(31) No. DE SOLICITUD: 2009-008542 (72)INVENTORES: Yoshinori NAKAMOTO

Masato NOMURA

(32) FECHA DE
PRESENTACION: 19 DE ENERO DE 2009

(33) PAiS: JAPON (74)APODERADO: Humberto RUBIO CAMACHO

(54) TITULO: “Proceso para producir una solucion liquida sacarificada
utilizando semillas de la palma de Asai y un proceso para producir etanol
utilizando 1a solucién liquida sacarificada”

RESUMEN:

Un proceso para producir una solucion liquida sacarificada, que comprende:  una fase de trituracion, en la que se
trituran las semillas de la palma de Asai, una planta palmera brasilefia, que se obtienen mediante la eliminacién de
la parte exterior de la fruta, es decir, su pulpa; una fase de extraccién con hexano, en la que se extrae con hexano
un componente de extracto conformado por un aceite esencial y un componente hidrofilico, contenidos en las
semillas de Asai trituradas, una fase de mezcla, en la que se mezclan con un medio liquido las cascaras de las
semillas de Asai, que se obtienen gracias a dicha fase de trituracion y dicha fase de extraccion con hexano, y, una
fase de sacarificacion, en la que se aplica una enzima a las cascaras de las semillas de Asai que se han mezclado
con el medio liquide durante dicha fase de mezcla vy, por lo tanto, se produce una solucion liquida sacarificada a
partir de ella conforme a una reaccién de sacarificacion enzimatica.
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en la
publicacién.

Comprobantes de pago por reivindicacién de priondades

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica. ANEXO COPIA AUTENTICA

Poderes, si fuere el caso. ANEXO COPIA AUTENTICA

Copia certificada de la primera solicitud, si se reivindica prionidad.
Traduccién simple de la primera solicitud, si se rewvindica prionidad.
Documento de ceston del inventor al schicitante o a su causante.
Descripcién de la invencién. ‘
Una o mas reivindicaciones.

Dibujos y/o planos necesarios.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser del caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de
conocimientos tradicionales de las comumdades indigenas.

De ser el caso, certificado de dep6sito del material biologico.

Arte inal 12x 12

Figura caracteristica:

Semillas de Asai

|

Fase de triluracion ~— 10

|

Fase de extraccion con 20
hexano

) . P Componeite te extracto
Medio liguido ——————n

Fase de mezcla [~ 30

Enzima N
¥

Fase de sacarilicacion l~— 40

Solucidn liquida sacarificada

HUMBERTO RUBIO CAMACHO

FIRMA

C.C. 17°192.062 de Bogota
T.P. 50.007 Consejo Superior de
La Judicatura
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HUMBERTO RUBIO & CIA LTDA. -
ABOGADOS

PODER

El abajo firmado, en nombre y representacion de
Tech Qaporation (., Iid.

Domiciliado en:

2-6, Mikawe-do, Neka-ku, Hircshima-shi,
Hiroshime, Japm

por el presente conferimos poder amplio y suficiente
a HUMBERTO RUBIO CAMACHO y/o TINEKE
STOL TERZANI y/o ALVARO DIAZ LOZANO
domiciliados en Bogotd, Colombia, para solicitar de
las oficinas y autoridades correspondientes la
“obtencién de registros, renovaciones, traspasos y en
general todo lo relacionado con el mantenimiento,
obtencién y proteccién de sus marcas de fabrica,
marcas colectivas, marcas de certificacién,
denominaciones comerciales, marcas de comercio y
patentes, disefios industriales, modelos de utilidad,
nombres de dominio, licencias sanitarias,
limitaciones de los productos y o servicios y
cancelaciones en los registros a cuyo efecto Ie faculta
para dar ante dichas autoridades todos los pasos
pecesarios en cumplimiento del objeto indicado;
elevar  solicitudes,  descripciones,  protestas,
declaraciones, apelaciones y reclamos; abonar todos
los impuestos y cuotas de cualquier otros pagos
determinados por la Ley; recibir todos los
documentos  presentados, solicitar  testimonios,
desistir, modificar y enmendar solicitudes, cobrar y
percibir para oponerse y protestar contra cualquier
solicitud, que & juicic del apoderado, pudieran
prestarse a confusion o infringir o de cualquier modo
perjudicar las marcas, denominaciones o patentes del
Mandante; renuncia parcial o total los derechos
otorgados mediante el registro de marcas, patentes 'y
demas modalidades de la Propiedad Industrial. A los
mandatarios se les otorga autorizacion amplia y
bastante para contestar todos los reclamos y las

demandas ~ presentadas  ante  autoridades
administrativas  y  judiciales, desistir de
procedimientos, transar conflictos, pudiendo asf

mismo sustituir este Poder en todo o en parte y
revocar dichas sustituciones.
Dado y firmado hoy

POWER OF ATTORNEY

The undersigned, in the name and on behalf of
Tech Corporation Co., Ltd.

with domicile at:

2-6, Mikawa-cho, Naka-ku, Hiroshima-shi,
Hiroshima, Japan

hereby grant full and sufficient Power of Attorney. to
a HUMBERTO RUBIO CAMACHOQ y/o TINEKE
STOL TERZANI y/o ALVARO DIAZ LOZANO
from Bogotd, Colombia, to apply to the proper
officers and authorities for the issue of registrations,
renewals, assignments, proofs of renewals and in
general all that is related to the maintenance,
obtention and protection of its trademarks, trade
names, collective marks, certification marks,

‘commercial marks, patents, industrial designs, utility

models, domain names,
limitation of the goecds and or services and
cancellations on registrations; to which end - it
empowers them to take all steps necessary before
said authorities for the object stated; to file petitions,
prepare descriptions; make protests, declarations,
appeals and objections; pay taxes and other charges
required by law; apply for certifications, receive
documents and take testimony abandon and amend
applications and collect refunds; to oppose, ask for
the cancellation of and protest any application or
registration which in thcu\Judgmcnt could lend to -
confusion or could be cp b g ¥ mfrmgement or
could in any form & I

trademarks, trade n
marks; resigns parti#
means of the regift
matters related to
mandatory suffic
answer in the matter.pfia,
maybe presented, before :
officers of any class, giving theri tik
abandon proceeding, settle conflicts, sub"ﬁ‘m{ﬁ{&?
present in whole or in part and revoke suchw
substitutions.

and sanitary licenses,

; Mlven and signed this
in Hiroshima, Japan
Flrma(s)/ Si gnature(S)W‘LL g ‘

Nombre de cada firmante/
Name of each signor

Cargo de cada firmante/
Position of each signor

Yoshlnon NAKAMOTO

Date :January 19,2009

\TOKYO JAPAN

1-6-1 KAJICHO CHIYODA- KUg

MAR. 16. 2009

Ll

Maki Mori



HUMBERTO RUBIO & CIA LTDA.
ABOGADOS

CERTIFICADO NOTARJAL (Individuo)
A los- dias del mes de
Notario Piblico de comparecio personalmente

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que
es(son) la(s) persona(s) firmante(s) del documento
que precede, y quien{es) tiene(n) capac1dad legal para
otorgarlo.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Hoy de de
comparecid(eron) personalmente

Yoshirori NAKAMOIO

a quien{es) conozco como la(s) personals) que
firma(n) este documento en representacion de la
sociedad/compafiia denominada

Tech Corparation (., Td.
Certifico:
a) Que
Tech tion. Go,, Lid,
es una sociedad/compafiia legalmente constituida y
existente de acuerdo con las Leyes de
b) Que el domicilio de dicha sociedad/compariia es

2—6 Nh]@a—d’n Naka-ku, Hircehima-shi,

c) Queel objeto u objetos para los cuales se otorga el
presente peder estan comprendidos dentro del objeto
social de la mencionada sociedad/compafiia.
d)Que

Yoshincri NARAMOTO
estd autorizado para otorgar el presente poder. Lo
anterior esta probado por medic de los documentos,
que certifico he visto.
Ciudad
de

hoy de

ante mi,

NOTARIAL CERTIFICATE (Individual)
On ;his day of before me, a Notary
Public of personally appeared to

me known, and known to me to be the person(s) who
executed that foregoing document, and who has
(have) legal capacity to execute it.

NOTARIAL CERTIFICATE _(Corporation)
On this day of -
personally appeared

Yoshinori NAKAMOTO

whom I know to be the person(s) who signed this
document as representative(s) of the
corporation/company named

Tech Corporation Co., Ltd.

I Certify:

a)That
Tech Corporation Co., Ltd.

is a corporation/company legally constituted and in

existence accordance with the law of Japan

b) That the domicile of said corporation/company is
2-6, Mikawa-cho, Naka-ku, Hiroshima-shi,
Hiroshima, Japan

c¢) That the purpose or purposes for which the present

Power of AnomeKs granted are compromised

within the objectﬁ e i1l the charter of the

mentioned corpor:

d) That Mr(s). . #
Yoshinori

: S‘Drv \
ge t‘.l"’B'{’VcrEfJ
The aforeme @4&?
documents a
State

This
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. APOSTILLE |
) (Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document

2. has been signed by Maki M ori

3. acting in the capacity of Notary of the Toky .

4. bears the seal/stampof Ma ki Mori,
- Certified

at Tokyo 6.

by the Ministry of Foreign Affairs

09- NQ 005725 -
Seal/stamp: 10. Signature ‘

1 frobar

Kazutoyo OYARE
For the Minister. for Foreign Affairs
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NOTARIA - 1-9-4 KAJICHO CHIYODA-KU
. TOKIO JAPON- MARZO 16 DE 2009

FIRMADO, MAKI MORI

APOSTILLA

_(Convenio de la Haya de Octubre de 1961)
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1. PAIS: JAPON

.
i

nz

Este documento Publico ha sido

2. Firmado por: Maki Mori

.
)
. . A [
3. Actuando en calidad de: Notario de la Oficina de Asuntos Legales de Tokid®
4. Lleva el mismo sello de Maki Mori, Notario
CERTIFICADO
5. En Tokio-
6. el 16 de Marzo de 2009
. 7. Por el Ministerio de Relaciones Exteriores
8. No. 005725

9. Sello del Ministerio de Relaciones Exteriores de Japon

10. Firma:

Kazutoyo OYABE

Por el Ministro para Asuntos Exteriores
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6694/78
Minjusticia
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[NAME OF DOCUMENT] DESCRIPTION
[TITLE OF THE INVENTION]

Process for produciné a saccharified solution by using
Assai seeas and a procesé for producing ethanol by using the

saccharified solution

- [TECHNICAL FIELb]

[0001]

The present invention relates to a process for producing
a saccharified solution, which contains saccharides that are
useful as an industrial rawxnéterial, from seeds of Assai palm,
aBrazilianpalmtreeplant. Inaddition, the present invention
relates to a process for preducing ethanol, which is recoénized
as a lower alcohol fuel importaﬁt-as an additive for gasoline
toreducecarbdndioxideemission,bycmrryingoutférmentation

of thus produced saccharified solution.

[BACKGROUND ART]
[0002]

Assai palm, which is a Brézilian palm tree plant, is a
member of palmae plant found in a low wetland area around Amazon
forest. In Japan, it is called Wakaba cabbage palm, or-Assai
palm. Assai fruits are usually harvested during a dry season
from June toc December. In Amazon area, Assai fruit juices are
popular as a drink and, since the juices are high in nutrition,

they are cuétomarily mixed with manjoca (cassava) powder for



consumption.

[0003]

As described above, pulps on surface of the Assai fruit
are used as a food, while seeds of Assai palmhave been discarded
as a waste shell.

[0004]

Meanwhile, Assal seeds are one source of lignocellulose
materiai, and there has been a method sﬁggested in which
lignocelluloée material is subjected to a steam treatment, a
chemical treatment, a grinding treatment, or a blasting
treatment and then subjected to hydrolysis by hot water having
high pressure or to an enzymatic saccharification reaction to
givesaccharideSasdescribedinE@fentDocument]4 forexample.
[Prior art document]

[Patent document]

[0005]

[Patent Document 1] Japanese Patent Application Laid-Open No.
2006-149343

[DISCLOSURE OF THE INVENTION}

[Problems to be Solved bynthe Invéntion]

[0006]

Under'tﬁose circumstances, it is an object of the present
invention to provide a process for producing a saccharified
solution by using shells of Assai seeds that have been
conventiocnally disposed as'a‘waste and to develop'and provide

a process for producing ethancl by fermenting the saccharified



solution for production of ethanol.
[Means for Sclving the Problems]

(0007] |

In order to solve the problems described above, inventors
of the present invention provide, as an effective use of
de-fatted sﬁell of Assai.seeds as a source_of lignocellulose
material, a process cf producing a saccharified solution by
using Assai seed shells and a process of producing ethanol with
fermentation cf the sa;charified solution.

[Effect of the invention]

fo008]

;According to the present invention, an essential oil or
a hydrophilic component, that may inhibit an enzymatic
' saccharification reaction of cellulose, can be removed from
Assaiseedsbyextractionwithhexane; In addition, by grinding
Assail seeds in advance} crystallinity of cellulose becomes
reduced so that a network structure of a woody bomponent can
be disrupted by grinding of Assai seeds. By this, some
microfibrils are exposed and at the same time crystallinity of
cellulose can be also disrupted.

Thus, enzymetic saécharification reaction of cellulose
is further promoted and a saccharified solution can be more
efficiently prodﬁced. Further, there is a very favorable
effect in that ethanol can be more efficiently produced with
fermentation of thus produced saccharified solution.

[BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS]
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[0009]

FIG. 1 is an operational flow chart for one embodiment
of the procéss for producing a saccharified solution of the
present invention, as déscribed in Embodiment No. 1.

FIG. 2 is an operational flow chart fof cne embodiment
of the process foriproducing'alcohol of the present invention,
as desciibed in Embodiment No. 2.

(BEST MODE FOR CARRYING out THE INVENTION]

[0010]

The present invention will be described in greater detail
hereinbelow. However, the present invention is not limited to
the followihg<ﬂe§criptions. Rather, an appropriate change can
be made as long as it does not depart from the spirit and‘scope
of the present invention.

(Exemplary Embodiment]

[0011]

[Embodiment 1]

The process of producing a saccharified solution of the

present invention described in Embodiment 1 includes steps of

treating Assai seeds as a raw material, comprising a grinding’

step 10, a hexane extraction step 20, a mixing step 30, and a
saccharification step 40, as it is summarized in FIG. 1.
[0012]
As a raw material used for the procéss of producing a
‘saccharifiéd solution of fﬁe present invention, only seeds of

Assai fruit, is a Brazilian palm tree plant, which is cbtained



by removing outer portion, that is, pulps thereof, are used.

[0013]

A grinding stép 10 performs, for example, drying of 300
g of Assai seeds (water content; 15.4%) to an amount of 253.8
g and then 'subjecting of the same to a micropulverization
treatment using a vibrational mill.

{00141

In addition, with a grinding step 10, Assal seeds are
. preferably ground to a size of 20um~100um. Grinding of Asséi'
seeds by grinding step 10 corresponds to a micropulverization
by usingeavibratiobal.mill. However, cther devices inciuding
a rotational ball mill, a planetary ball mill, a roll mill, a
di§c mill, a high speed fan type mixer, a homo mixer and the
like can be also used.

[0015]

Next, with a hexane extraction stép 20, BAssail seeds
prepared in a.certain size are extracted with hexane, and an
essential oil and a hydrophilic compoﬁent.contained in_Assai
seeds are extracted as an extract.

In addition, the extract compdhent is an oily component
having pale yellow color that is obtained by distilling off
hexane using an evaporator after hexane eitraction.

[D016]

Assal seeds contain, in each of their cells, a hydrophobic
essential oil thét is inscluble in water and a hydrophilic

component that is soluble in water. The essential oil is a



"volatile substance which may be obtained from an oily phase to
a semi solid state; Meanwhile, the hydrophilic component is
such a substance as an crganic acid or a saccharide included
- in the Assail seeds.

(00171

With respect to the size Qf_Assai seeds that are used for
the above described hexane extraction step 20, any size is
possible as long as hexane extractioﬁ.can be carried out.
Further, after carrying out hexane éxtraction step 20 first,
a grinding step 10 can be carried out. By doing this, hexane
extraction can be carried out on Assai seeds having a small and
homogeneoué size, and therefore extraction efficiency for the
essential oil and the hydrophilic component can be improved.

[0018]

In this grinding step 10; Assal seéds are ground to a
predetermined size so that a network structure made of cellulose,
hemicellulose and lignin, which constitutes Assai seeds,
becomes disrupted. At the same time, by specifically
separatingligninfrmncellulose,somebfthendcrofibrilsthat
are formed by crystallization of Cellulbse-can be exposed. VAs
& result, during a saccharification step 40, ce;lulose can be
more easily brought into contact with an enzyme and can easily
undergo an enzymatic saccharification reaction;

(0019}

In addition, by carrying out both the grinding step 10

and the hexane extraction step 20, not only some microfibrils



which constitute Assai seeds are exposed but aiso a distance
between the microfibrils are more easily widen‘ed. As a result,
cellulose are more prone to have a contact with enzymes, and
therefore a saccharified solution can be more efficiently
produced.

[0020]

Aznixing<step 30 performs mixing of Assai seeds obtained
after the grinding step 10 and the hexane extraction stép 20
with. a liquidblnedium. In deing this, for an enzymatic
saccharification reaction during a saccharification step 40,
pH of a mixture containing Assai seeds and the liquid medium
is controlled to be within an optimum pH region of the enzyme.

10021)

The amount of Assai seeds that are mixed with a ligquid
mediumduringthendxiﬂgstep30ispmeferably40%orléss. When
the amount of Assai seeds is 50% or more, powdered Assail seeds
contain moisture but not turn into a mixed éoiution. As such,
even when an enzyme is added to this state, an enzymatic
saccharification reaction does not préceed smocothly.

[(0022]

As for a liquid medium that is used for a mixing step 30,

it is not specifically limited as long as it does not inhibit

an enzymatic saccharification reaction. Examples of such a
liquid medium include water, a pH buffer solution, and the like.
For example, when a pHbuffer solutionisusedasaliquidmedium,

a pH buffer solution which is adjusted to the optimum pH of an



enzyme tc be used can be selected and mixed with Assai ;eeds.
This makés pH more reliabiy remain within the optimum‘ PH region
of the enzyme, and thus vmakes an enzymatic séccharification
reactibn more smoothly proceeded, during a saccharification
step 40.

(0023}

In addition, when water is used as a liquid medium, for
example, after the water is mixed with Assai seeds an acid or
an alkali is added to the mixture to adjust pH to be within the
optimum pH range of an enzyme. |

Acccsrding to the present invention, since an extract
component is extfacted from Assai seeds by a hexane extractiocn
- step 20, an amount of an organic acid, etc., which is discharged
into a systemduring an enzymatic saccharification reaction and
can bring a change in pH cof a mixture soclution, is small. Thus,
evenwith a small amount of anacidoranalkali, pHof themixture
solution can be altdjusted to be Withih an optimum pH region. "In
addition, since only a sméll amount of organic acid 1is
discharged from Assai seeds, pH reliably remains withi_n‘ the
- optimum pH region of ’the-enzyme during a saccharificétion step;
and therefore an enzymatic saccharification reaction can
preceed smoothly.

[0024] |

In a saccharification step 40, an enzyme is added to a
mixture sclution in which Assal seeds and a liquid medium are

admixed with each other by a mixing step 30, and a saccharified



solution is produced by an enzymatic saccharification reaction.
By adding an enzyme, cellulose comprised in a mixture solution
is hydrolyzed and as a result cellobiose or glucose is produced.
This saccharification reaction 40 can be carried out in a batch
type or a continuous type using-a bioreactor which containé an
immobilizéd énzymei | |

‘With respect to an enzyme for. an enzymatic
saccharification reaction, cellulase can be used. Cellulase
can be either exo;typé cellulase or an gndo—type cellulase.
Further, combinaticon thereof can be alsé used.

[0025]

When cellulose hydrolysis is carried out by using

cellulase, a reaction can be performed under a condition that

is generally employed for degradation of celiulose into glucose.

Although characteristics of cellulase may vary depending on
types of axnicroorganisnxwhich producés the enzyme, an optimum
pH value is in the range of 3.5-5.5, and an optimum temperature
value is in the range of 45~55°C. As such, when cellulase is
employed‘for a saccharification reaction 40, pH of a mixture
solution during the previous step, i.e., a mixing step 3Of is
adjusted to be in the range of 3.5~5.5. In addition, during
a saccharification'step 40, to achieve a smooth enzymatic
saccharification reaction, pH and temperatﬁfe of a system are
adjusted to be within the optimum pH range and the optimum
temperature range of an enzyme.

[0026]

vp



According to the process of producing a saccharified
solution of the present invention as described in Embocdiment
1 above, Assai seeds asarawmaterial is first ground (a grinding

step 10) and extracted with hexane (a hexane extraction step

20), thus yielding an extract component of Assai seeds; as .

iliustrated in FIG. 1.

[0027]

Meanwhile, when a grinding step 10 is carried cut later,
by grinding Assal seeds to the size described in £he above,
surface area of Assai seeds is increased, and therefpre it
beccmes easier to extract an essential o0il and a hydrophilic
component from Assai seeds during a hexane extraction step 20.

[0028]

Moreover, said grinding step 10 and hexane extraction.
step 20 can be carried out one after the other in multiple times.
By deing this, more extract compenents can be discharged and
more celluloses can be exposed. Conseguently, an enéymatic
saccharification reaction can be performedmore efficiently and
a saccharified solution can be produced more efficiently.

[0029] |

[Embodiment No. 2]

In the‘Embodiment 1 above, a process of producing a
saccharified solution was described. 1In this regard, with
efficient fermentation of thﬁs—produced saccharified.solutién,
ethanol can be also preoduced efficiently. Thus, as Embodimeﬁt

2, a process of producing ethanol will be described.

10



{00301

The process of producing ethaﬁol that is described in
Embodiment 2 comprises five steps of treating Assal seeds as
a raw hmterialf éoﬁpriéing a.grinding'step 10, a hexane
extraction step 20, a mixing step 30, a saccharification step
40 and a fermentation step 50, as illustrated in FIG. 2. Among
these, fdur éteps other than the fermentatioﬁjstep 50 are the
same as those described in the above for Embodiment 1, and ﬁhus
no further explanation will be given therefor.

[0031]

According to a fermentation step 50, a yeast is added to
a saccharified solution that is produced by a saccharification
step 40, and glucose contained in the saccharified solution is
fermented to produce ethanocl. As for a yeast that can be'used
for this step, it is not specifically limited as long as it can
produce ethanol froﬁ‘glucose contained inlthe saccharified
solution.'Examplesthereofincludeahmeadyeast,andthelike.
In addition; a single type of yeast can be used alone or{
’ combinatioﬁ of different types of yeastslgan.be:used.together.
Ferﬁentation tempefature is alsQ éppfopriatel& adjusted
depending on type of the yeast used.

[0032)

- For a fermentation step 50, a yeast can be added to é

-saccharified solution which is produced by a saccharification
step 40. Thét is, the saccharified sclution produced by a

saccharification step 40 can be directly applied to a

11



fermentation step 50, without any extraction; concentration,

purification and the like. Thus, ethanol can be produced more

COnveniéntly.
[0033]
As described above, by carrying out grinding and

extraction of Assail seeds, cellu;ose can be efficiently

saccharified. 1In addition, with fermentation of resulting-

saCchérified solution, ethancl can be mére efficiently
produced.

[0034]

A saccharified solution that is produced according to the
process for producing a saccharified solution of the present

inventicn can be used not only as a raw material for preparing

ethanol as described in Embodiment 2 but also as sugar such as

~glucose, that 1is extracted therefrom.: - In addition, the
saccharified sclution can be also used as a culturée medium.
[Industrial Applicability]

 {0033]

According to the present invention, a technology for a

process of producing a saccharified solution and a process for

producing ethanol 1s established and production and.

commercialization can be established based on it. 'Thus, the

present invention has an industrial applicability.

[Description OF REFERENCE NUMERALS]

[0036]
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[NAME OF DO.CUMENT'] _' CLAIMS

[Claim 1]

. A process for ‘prbdﬁcing fa sacCharified solution,
comprising:.

a grinding step wherein seeds of Assai palm, a Brazilian
palm tree plant, which is obtained by removing an outer portion
of a fruit, that>is, a pulp therefrom, are ground;

a hexane extraction step wherein an.extract compénent
comprising an-essential oil and a hydrophilic componeﬁt that
are contained in groﬁnd Assai seeds is extracted with hexane,

a mixing step wherein shells of Assal seeds that are
obtained after the grinding by said grinding stép and the hexane
extraction‘by said hexane extraction-step are mixed with a
cligquid medium, and,

a saccharification step wherein an enzyﬂe is applied to
the shells of Assai seeds that have been mixed with the liguid
medium during said mixing step and then a sacchari:fied‘solution
is produced therefrom according - to an :enzymatic
saccharificatibn reaction.

| [Claim 2]

The  process for producing a saccharified solution

according toClaiml, wherein the grinding step is to grind Assai

seeds before the hexane extréction or after the hexane
extraction.
[Claim 3]

The process for producing a saccharified solution

14
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_according to Claim 1, wherein the grinding step and the hexane
extraction step are cérried out one after the other in multiple
times.

[Claim 4]

‘The- prbcess -for producing a saccharified solution
aécoraing to Claim 1, wherein the_mixing.step is carried out
so'as to make Assai seeds that are obtained after extraction
of an extract component by the hexané éxtracﬁion étep and
grinding by the grinding step in an amount of 40% or less.

[Claim 5]

The process for producing a saccharified solution
according to Claim 1, wherein the mixing stéep is carried out
b; mixing Assailseeds as they are obtained after grinding by
saidgrindingstepande#tractionbysaidhéxaneextractionstep
with the liquid medium.

[Claim 6]

A process for producing ethanol, comprising:

& grinding step wherein seeds of.Assai are ground;

a hexane extraction step wherein an.extract component
comprising an essential oil and a hydrophilic_bdmponent that
are contained in Assai seeds is extracted with hexane;

a mixing step wherein Assai seeds obtained aftér the
grinding by said grinding step and the hexane extraction by said
hexane extraction step are mixed with a liquid medium;

a saccharification step wherein an enzyme is applied to

the Assal seeds mixed with the liquid medium during said mixing



~step andjthen a sacéharified solution is produced according to
an enzymatic saccharification reaction;, and:

a fermentation step wherein the saccharified>soluti§n
produced from saidASéccharified étép is fefmenped to produce
ethanol.

(Claim 7]

The process for producing ethanol according to Claim 6,
wherein ethanol is produced by fermentation during said
fermented step, by adding a yeast to a saccharified solution

that is produced according to said saccharification reaction.
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[NAME OF DOCUMENT] ABSTRACT

[Object] It is an object of the pfesént invention to
prév—ide a process 'fof producing a saccharified _solut_jlon by using
' seéds of Assai that have bléén coﬁventionally disposed as a waste
a>nd to develop~ and provide a proceésv for producing ethanol by
fermenting the saccharified solution for productioﬁ of ethanol.

(Means for Solving the Problems) The procesé of producing
a saccharified solution includes the follqwing steps: grinding
.step 10 wherein seeds of Assail, a Brazilian palm tree plant,
which is obtained by removing an outer portion of a fruit, that
is,la pulp, are ground; extraction step 20 wherein an extract
component including an essential oil and & hydrophilic
component that.are-contained in ground Assai seeds is extracted
"with hexane, mixing step 30 wﬁerein waste shell of Assai seeds
obtained after the grinding by the above grinding step and the
hexane extraction by the hexane extrAaction step is mixed with
a 1iquid medium, land saccharification step 40 wherein an enzyme
is éppli‘ed to the waste shell of Assai seeds that has been mixed
with the 'liquid medium déscribed above and then a saccharified
solution is produced fherefrom by an enzymatic saccharification
 reaction.

[Representative Drawing] FIG. 1
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[NOMBRE DEL DOCUMENTO] DESCRIPCION

[TITULO DE LA INVENCION]

Proceso para producir una solucidén liquida sacarificada wutilizando
semillas de la palma de Asai y un proceso para producir etanol

utilizando la seolucién liquida sacarificada.

[AMBITO TECNICO]

[0001]

La presente invencién se refiere a un proceso para producir una
solucién liquida sacarificada, que contiene sacdridos que son utiles
como materia prima industrial y se obtiene a partir de las semillas de
la palma de Asai, una planta de palmera brasilefia. Ademas, la presente
invencidén se refiere a un proceso para producir etanol, el cual es
reccnocido como un combustikble c¢on bajo contenido de alcohol,
importante como aditivo para la gasolina ya que reduce las emisiones
de didéxido de carbono al ;ealizar la fermentacién de la solucidn

liquida sacarificada producida de este mcdo.

[ANTECEDENTES DEL ARTE]

[0002]

La palma de Asai, una planta de palmera brasilefia, es un miembro
de la familia de plantas de palmera ubicédas en los bajos humedales de
la selva amazédnica. En Japdn, se le conoce como palma de col de
Wakaba, o palma de Asai. Los frutos de la palma de Asai, por 1lo
general, son cosechados durante la estacidén seca que va de Jjunio a

diciembre. En la zona amazdénica, los zumos de las frutas de la palma
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de Asal scon muy populares como bebida y gracias a su alto valor
nutritivo, se acostumbra mezclarlos con méndioca (yuca) en polvo,

[0003]

Como se ha descrito anteriormente, la pulpa de la superficie de
la fruta de la palma de Asai se utiliz% como alimento, mientras que
sus semillas son descartadas como residuos o desechos. |

(0004]

Mientras tanto, las semillas de Asail son una fuente de material
lignoceluloso, y se ha sugerido un método por el cual este material
lignoceluloso sea sometido a un tratamiento de vapor, un tratamiento
guimico, un tratamiento de trituracién o un tratamiento de estallido y
luego sometido a hidrdlisis en agua caliente a alta presidn o a una
reaccidén de sacarificacién enzimdtica para producir sacaridos como se
describe, por ejemplo, en el Documento 1 de Patentes.

[Documento de arte previo]
[Documento de patente]

[0005]

[Documento de patente 1] Sclicitud De Patente Japonesa Abierta A
Inspeccidédn Publica No. 2006-149343

(DIVULGACION DE LA INVENCION]

[Problemas que la invenciédn debe resolver]

(00061

Bajo estas circunstancias, la presente invencién tiene por
objeto: proporcionar un proceso para producir una solucidén liquida
sacarificada mediante el uso de las cascaras de las semillas de la
palma de Asai, las cuales convencionalmente han sidoe descaftadas Como

residuos; vy, desarrollar vy proporcicnar un proceso para producir
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etanol mediante la fermentacidén de la solucidn liquida sacarificada.
[Medios para resolver los'problemas]

[(0007]

Con el fin de resolver los problemas descritos anteriormente,
los inventores de la presente invenciéﬁ proporcicnan,- COmo. un uso
eficaz de las cascaras desgrasadas de las semillas de la palma de Asal
como fuente de material lignoceluloso, un proceso para producir una
solucién liquida sacarificada mediante el uso de las cascaras de las
'semillas de Asai y un. proceso para preducir etanol mediante la

fermentacidn de dicha solucién liquida sacarificada.

[Efecto de la invencién]

[0008]

Conforme a la presente invencién, se puede extraer con hexano un
aceite esencial o un componente hidrofilico de las semillas de Asai,
el cual pueda inhibir wuna reaccién enzimatica sacarificadora de
celulosa. Ademds, al moler las semillas de Asail con antelacidén, la
cristalinidad de la celulosa se reduce de manera que una estructura de
red de un componente lefioso puede verse afectada por la molienda de
semillas de Assai. Por medio de esto, se exponen algunas
microfibrillas vy, al mismo tiempo, también podria alterarse la
cristalinidad de la celulosa.

Por lo tanto, la reaccidn de sacarificaciédn enzimatica de la
celulosa se promueve aun mas y puede producirse una solucidn liquida
sacarificada de manera més eficiente. Ademds, hay un efecto muy
favorable debido a que el etanol puede ser producido de manera mas

eficiente gracias a la fermentacidén de la solucidn liquida
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sacarificada producida de este modo.
[BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS]

{0009]

La Fig. 1 es el diagrama de flujo operativo de la realizacién
del proceso para producir una solucién liguida sacarificada de la
presente invencién, tal como se describe en la Realizacién Ne 1.

La Fig. 2 es el diagrama de flujo operativo de la realizacidn de
un proceso para producir alcohol de la presente invencién, tal y como

se describe en la Realizacién N° 2,

[MEJOR MANERA DE LLEVAR A CABO LA INVENCION]

[0010]

La presente invencién se describird con mas detalle en las
siguientes paginas. Sin embargo, esta no se limita a las siguientes
descripciones. Por el contrarioc, se puede hacer un cambio adecuado
mientras no se aparte del espiritu y el alcance de la presente
invencioén.

[Ejemplo de Realizaciédn]

[0011]

[Realizacidn 11

El proceso para producir una solucidén liquida sacarificada de 1a
presente invencidn descrita en la Realizacidén 1 incluye fases para
tratar las semillas de Asal como materia prima. Estas medidas
comprenden una fase de molido 10, una fase de extraccidén con hexano
20, una fase de mezcla 30, y una fase de sacarificacién 40, tal como
se resume en la FIG. 1.

[0012]
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Como materia prima utilizada para producii una solucién liquida
sacarificada de la presente invencidén, solo se emplean semillas de las
frutas de Asal, una planta de palmera brasilefla. Estas semillas se
obtienen removiendo la parte exterior, es decir, la pulpa.

(0013]

Por ejemplo, la fase 10 de trituracién seca 300 g de semillas de
Asail (contenido de agua: 15.4%) convirtiéndolas en 253,8 g y luego las
somete a un tratamiento de micropulverizacién mediante el uso de un
moledor vibratorio.

[0014)]

Bdemas, con la fase 10 de trituracion, las semillas de Asai son
trituradas, de preferencia, a un tamano de 200ml000m. La trituracidn
de 1las semillas de Asal mediante 1la fase 10 de trituracién,
corresponde a una micropulverizacidn mediante el uso de un moledor
vibratorio. Sin embargo, tambiéen pueden emplearse otros dispositivos
incluyendo un moledor de esfera rotative, moledor de disco, etc.

[0015]

A continuacién, las semillas de Asal trituradas a un determinado
tamafio son sometidas a la faseA 20 de extraccidén con hexano para
obtener un aceite esencial y un ccmponente hidrofilico contenido en
las semillas de Asai.

Ademas, el componente de extracto es un componente cleoso de
color amarillo palido que se obtiene por destilacién del hexano
utilizando un evaporador luego de la extraccidén con hexano.

[0016]

Las semillas de Asal contienen, en cada una de sus células, un

aceite esencial hidréfobo el cual es insoluble en agua y un componente
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hidrofilico que es soluble en agua. El aceite . esencial es una
sustancia vclatil que puede ser obtenida a partir de una fase ocleosa a
una de estado semi-sélido. Mientras tanto, el componente hidrofilico
es una sustancia similar a un 4&cide orgénicq_o a un sacarido incluido
en las semillas de Asal.

[0017]

Con respecto al tamafio de las semillas de Asai utilizadas en la
fase 20 de extraccidén con hexano descrita anteriormente, cualquier
tamafio es aceptable siempre vy cuando pueda llevarse a cabo la
extraccidn con hexano. Ademés, después de llevar a cabo primero la
fase 20 de extraccidén con hexano, se puede realizar la fase 10 ‘de
trituracidén. De esta manera, la extraccidén con hexanc puede llevarse a
cabo en semillas de Asal que tengan un tamafio pequefio y homogéneo vy,
por lo tanto, puede mejorarse la eficacia de la extraccidn del aceite
esencial y del componente hidrofilico.

[0018]

En esta fase 10 de trituracidén, las semillas de Asail son
trituradas a un tamafio predeterminado para que una estructura de red
hecha de celulosa, hemicelulosa y lignina, gque constituye las semillas
de Asai, se desestabilice. Simultdneamente, al separar especificamente
la lignina de la celulosa, algunas de las microfibrillas que se forman
por la cristalizacién de la celulosa pueden ser expuestas. Como
resultado, durante la fase 40 de sacarificacidén, la celulosa puede
entrar en contacto con una enzima de una manera mas facil y puede
someterse facilmente a una reaccidn de sacarificacidn enzimatica.

[0019]

Ademas, al llevar a cabo la fase 10 de trituracién y la fase 20



de extraccidén con hexanc, no solo se exponen algunas microfibrillas
gue constituyen las semillas de Asai, sino también se amplia con mayor
facilidad la distancia entre las microfibrillas. Como resultado, 1la
celulosa es mas propensa a tener un contacto con las enzimas y, por lo
tanto, se puede producir una solucidén liquida sacarificada de manera
mas eficiente.

[0020]

La fase 30 de mezcla realiza la mezcla de las semillas de Asail
obtenidas después de la fase 10 de trituracién y la fase 20 de
extraccién con hexano con un medio liquido. De este modo, para una
reaccién de sacarificacidén enzimdtica durante el paso 40 de
sacarificacién, el pH de una mezcla que contiene semillas de Asail y el
medio liquido es sujeto a contrel para que se encuentre dentro de la
regién de pH 6ptimo de la enzima.

[0021]

La cantidad de semillas de Asal que se mezclan con un medio
liquido durante la fase 30 de mezcla es preferiblemente del 40% o
menos. Cuando la cantidad de semillas de Asal es del 50% o mas, las
semillas de Asai en polvo contienen humedad pero no se convierten en
una solucién mezclada. Asi pues, incluso si se afiade una enzima a este
estado, una reaccién de sacarificacidédn enzimatica se llevara a cabo
con dificultades.

[0022]

En cuanto a un medio liquido gque se utiliza para la fase 30 de
mezcla, no estd especificamente limitado siempre y cuando no inhiba
una reaccién de sacarificacién enzimatica. Ejemplos de un medio

liguido son agua, un tampdén de pH, etc. Por ejemplo, cuando se utiliza
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un tampén de pH como un medio liquido, se puede seleccionar y mezclar
con las semillas de Asal una solucidn tampdén de pH que se ajuste al pH
6ptimo de la enzima que se piensa utilizar. Esto hace que el pH sea
mas fiable de mantenerse en la regidén de pH éptimo de la enzima y, por
tanto, hace que una reaccién de sacarificacién enzimatica proceda sin
problemas, durante la fase 40 de sacarificacidn.

(0023]

Ademads, cuando por ejemplo se utiliza agua como medio liquido,
después de que el agua se mezcla con las semillas de Asail se afiade un
acido o un alcali a la mezcla para ajustar el pH de tal manera que se
encuentre en el rango de pH 6ptimoc de una enzima.

Conforme‘a la presente invencidén, ya que de las semillas de Asai
se extrae un componente de extracto mediante una fase 20 de extraccién
con hexanc, es pegueria la cantidad de acide organico, etc¢., que se
descarga en un sistema durante una reaccidn de sacarificacién
enzimatica y que puede ocasionar un cambio en el pH de una solucibén
mezclada. Por lo tanto, incluso con una pequefia cantidad de &cido o un
alcali, el pH de la solucidn mezclada puede ser ajustada para que se
ubique dentro del rango de un pH optimo. Ademds, debido a gue sélo se
libera una pequefia cantidad de &cido organico de las semillas de Asai,
el pH se mantiene, de una manera fiable, dentro del rango de pH éptime
de la enzima durante la fase de sacarificacidn, y, por tanto, una
reaccién de sacarificacién enzimdtica puede llevarse a cabo sin
precblemas.

[0024]

En la fase 40 de sacarificacién, se agrega una enzima_ a una

solucidn en la que estdn presentes semillas de Asai y un medio liquido
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mezclado entre si mediante la fase 30 de mezcla, y se produce una
solucién sacarificada mediante una reaccién de sacarificagién
enzimatica. Al agregar una enzima, la celulosa comprendida en una
solucién mezclada es hidrolizada y como consecuencia se produce
celobiosa © glucosa. Esta fase 40 de reaccidn de sacarificacién
puede llevarse a cabo por lotes o en forma continua utilizando un
bioreactor gue contenga una enzima inmovilizada.

Con respecto a una enzima para la reaccién de sacarificaciédn
enzimatica, se puede utilizar la celulasa. La celulasa puede ser exo-
célulosa o endo-celulosa. Ademdas, también se pude utilizar una
combinacién de los mismos,

[0025]

Cuando la hidrdlisis de la celulosa se lleva a cabo mediante el
usc de celulasa, una reaccidn puede llevarse a cabo bajo una condicidn
gque generalmente se utiliza para degradar la celulosa en glucosa.
Bungue las caracteristicas de celulasa pueden variar en funcién de los
tipos de microorganismos que produée la enzima, un valor de pH o4ptimo
fluctda en el rango de 3.5 ~ 5.5, y una temperatura optima fluctﬁa.en
el rango de 45 ~ 55 0O C. Asi pues, cuando se emplea celulasa para
una fase 40 de reaccién de sacarificacién, el pH de una mezcla de
solucién durante la fase anterior, es deéir, la fase 20 de mezcla, se
ajusta para que se encuentre dentro del range de 3.5 ~ 5.5 . Ademas,
durante la fase 40 de sacarificacién, para lograr una buena reaccidn
de sacarificacién enzimatica, el pH y la temperatura de un sistema se
ajustan para que se ubiquen dentro del rango de pH dptimo y el rango
de temperatura d4ptima de una enzima.

[0026]



Conforme al proceso de produccidén de una solucidn sacarificada
de la presente invencidn, tal como se describe en la Realizacién 1,
las semillas de Asai como materia prima son primero trituradas (fase
10 de trituracién) y extraidas con hexano (fase 20 de extraccién con
hexano), con lo gue se obtiene un componente de extracto de las
semillas de Asal, como se ilustra en la FIG. 1.

[0027]

Mientras tanto, si se lleva a cabo posteriormente la fase 10 de
trituracidén al triturar las semillas de Asai segun el tamafio descrito
antericrmente, la superficie de las semillas de Asai aumenta, y por lo
tanto es mas facil extraer un aceite esencial y un componente
hidrofilico de las semillas de Asai mediante la fase 20 de extraccidn
con hexano.

[0028])

Ademas, dichas fases 10 de trituracidén y 20 de extraccidédn con
hexano pueden llevarse a cabo una tras otra y en miltiples ocasiones.
De esta manera, se pueden descargar mas componentes de extracto y
pueden exponerse mas celulosas. En consecuencia, se puede realizar de
manera mas eficiente una reaccién de sacarificacién enzimatica y se
puede producir de manera mas eficiente una solucidn sacarificada.

[0029]

[Realizacién No. 2]

En la Realizacién No. 1 anterior, se describid un proceso para
producir una solucidn sacarificada. En este sentido, con una eficiente
fermentacién de la soclucién liquida sacarificada producida de este
modo, también puede producirse etanol de manera eficiente. Asi pues,

en la Realizacidén No. 2, se describird un proceso para producir
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etanol.

[0030]

El proceso de produccidén de etanol gque se describe en la
Realizacidén 2 comprende cinco fases para tratar las semillas de Asai
como materié prima: una fase 10 de trituracidén, una fase 20 de
extraccidédn con hexano, una fase 30 de mezcla, una fase 40 de
sacarificacién 40 y una fase 50 de fermentacién, como se ilustra en la
FIG. 2. Las cuatro primeras fases de este proceso son iguales a las
descritas anteriormente eﬁ la Realizacién 1, y por lo tanto, no se

darda una explicacién mas detallada de las mismas. La unica fase nueva

es la fase 50 de fermentacidn.

[0031]

Conforme a la fase 50 de fermentacidén, se agrega levadura a una
solucidén liquida sacarificada que es producida por una fase 40 de
sacarificacién vy la glucosa contenida en la scolucién liquida
sacarificada se fermenta para producir etanol. En cuanto a la levadura
que se puede utilizar para esta fase, no estd limitada especificamente
siempre y cuando pueda producir etanol a partir de la glucosa
contenida en la scolucién sacarificada. Algunos ejemplos son la
levadura de pan, etc. Ademds, se puede utilizar un uUnico tipo de
levadura solo o se puede utilizar una combinacién de diferentes tipos
de levaduras. La temperatura de fermentacidén es también adecuadamente
ajustada en funcidén del tipo de levadura utilizada.

[0032]

Para la fase 50 de fermentacidn, se puede afiadir una levadura a
una solucidén sacarificada gue se produce mediante la fase 40 de

sacarificacién. Es decir, la solucién sacarificada producida por la
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fase 40 de sacarificacidn puede aplicarse directamente a una fase 50
de fermentacion, sin ningun tipo de extraccidn, concentraciédn,
purificacién ni similares. Asi, se puede producir etanol de manera mas
conveniente.

(0033]

Como se ha descrito anteriormente, al lllevar a acabo la
trituracién y extraccién de las semillas de Asail, la celulosa puede
ser sacarificada eficientemente. Ademds, con la fermentacidén de la
sclucién liquida sacarificada resultante, puede producirse etanol de
manera mas eficiente.

[0034]

Una solucién liquida sacarificada, que se produce conforme al
procesc de la presente invencidén para producir una solucidén liquida
sacarificada, puede ser utilizada no sélo como materia prima para la
elaboracién de etancl, tal como se déscribe en la Realizacién 2, sino
también comc azicar come la glucosa, gue se extrae de la misma.
Ademés, la solucién liquida sacarificada también puede utilizarse como
medio de cultivo.

[Campo de Aplicacidn Industrial]

[0035]

Conforme a la presente invencidn, se establece una tecnologia
para un proceso de produccidén de solucién liquida sacarificada y un
proceso de produccién de etanol y en base a ello, se. puede establecer
su produccién y comercializacién. Por lo tanto, la presente invencién

tiene un campo de aplicacién industrial.
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REIVINDICACIONES

[Reivindicacidn 1)

Un proceso para producir una solucién liquida sacarificada, que
comprende:

una fase de trituracidén, en la gue se trituran las semillas de
la palma de Asai, una planta palmera brasilefia, gque se obtienen
mediante la eliminacién de la parte exterior de la fruta, es decir, su
pulpa;

una fase de extraccidén con hexano, en la gque se extrae con
hexano un componente de extracto conformado por un aceite esencial vy
un ccmponente hidrofilico, contenidos en las semillas de Asail
trifuradas,

una fase de mezcla, en la que se mezclan con un medio ligquido
las cascaras de las semillas de Asal, que se obtienen gracias a dicha
fase de trituracién y dicha fase de extraccidén con hexano, Vv,

una fase de sacarificacién, en la que se aplica una enzima a las
cascaras de las semillas de Asai que se han mezclade con el medio
liquido durante dicha fase de mezcla y, por lo tanto, se produce una
solucidn liquida sacarificada a pa;tir de ella conforme a una reaccién
de sacarificacidén enzimatica.

[Reivindicaciodon 2]

El proceso para producir una solucién 1liquida sacarificada
conforme a la Reivindicacidén 1, donde la fase de trituracién implica
triturar las semillas de Asai antes o después de la extraccién con
hexano.

[Reivindicacidén 3]

El proceso para producir una solucidn sacarificada conforme a la
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Reivindicacidon 1, donde la fase de trituracién y la fase de 1la
extraccién con hexano se llevan a cabo una tras otra y en miltiples
ccasiones.

[Reivindicacién 4)

El proceso para producir una solucién 1liquida sacarificada

conforme a la Reivindicacién 1, donde la fase de mezcla se lleva a

cabo con el fin de que -las semillas de Asal, gue se obtienen después
de la extfaccién de un componente de extracto mediante la fase de
extraccidn con hexano vy la trituracidén mediante la fase de
trituracién, lleguen a una cantidad de 40 % o menos.

[Reivindicacidn 5]

El prcocceso para producir una solucién liquida sacarificada
conforme a la Relvindicacidn 1, donde la fase de mezcla se 1lleva a
cabo al mezclar con el medic liquido -las semillas de BAsal gque se
obtienen gracias a dicha fase de trituracidén y gracias a dicha fase de
extraccidén con hexano.

[Reivindicacidédn 6]

Un proceso para la produccidon de etancl, gue comprende:

una fase de trituracidén, donde se trituran las semillas de Asai;

una fase de extracciédn con hexano, en la que se extrae con
hexano un componente de extracto conformado por un aceite esencial vy
un compenente hidrofilico contenidos en las semillas de Asai;

una fase de mezcla, en la que se mezclan con un medio liquido
las semillas de Asal obtenidas luego de la trituracidén mediante la
fase de trituracidon antes descrita y luego de la ektraccién con hexano
mediante la fase de extraccidédn con hexano antes descrita;

una fase de sacarificacidén, en la que se aplica una enzima a las



semillas de Asai mezcladas con un medio liquido durante dicha fase de
mezcla y, a continuacién, se produce una solucién liquida sacarificada
conforme a una reaccidn de sacarificacidén enzimatica; y
una fase de fermentacién, en la gue la solucidn liquida

sacarificada, producida a partir de dicha fase de sacarificacidén, se
fermenta para producir etanocl.

[Reivindicacidén 7]

El proceso para producir etanol conforme a la Reivindicacién 6,
donde el etancl se produce por fermentacidén durante dicha fase de
fermentacioén, mediante la adicién de una levadura a una solucidn

liquida sacarificada que es producida conforme a dicha reaccién de

sacarificacién.



RESUMEN

[Objetivo] La presente invencidén tiene como uno de sus objetivos
proporcionar un  proceso para producir una solucidn liquida
sacarificada mediante el uso de semillas de Asai que convencionalmente
se han desechado como residuos, y desarrollar y proporcionar un
proceso para producir etanol a partii de la fermentacidén de la
sclucidn liquida sacarificada.

[Medios para la solucidn de los problemas] El1 procesc para
producir una solucidon liquida sacarificada coﬁprende las siguientes
fases: fase 10 de trituracidén, en la que se trituran las semillas de
las frutas de BAsai, una planta de palmera brasileria, las cuales se
obtienen removiendo la parte exterior de la fruta, es decir, su pulpa;
fase 20 de extraccidén, en la que se extrae con hexano un componente de
extracto conformado por un aceite esencial y un componente
hidreofilico, contenidos en las semillas de Asai trituradas; fase 30 de
mezcla, en la gque se mezclan con un medic liguido las cascaras de las
semillas de Asail obtenidas gracias a la fase de trituracién anterior,
y gracias a la fase de extraccién con hexano; y una fase 40 de
sacarificacién, en la gue se aplica una enzima a las cdascaras de las
semillas de BAsaili que se han mezclado con el medio ligquido antes
mencionado y luego se produce una solucidén liquida sacarificada
mediante una reaccidén de sacarificacién enzimatica.

[Dibujo Representative] FIG. 1
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Proceso para producir una solucidn liquida sacarificada utilizando
semillas de la palma de Asal y un proceso para producir etanol

utilizando la solucidén liquida sacarificada.

DESCRIPCIONA
[AMBITO TECNICO]

[0001]

La presente invencidén se refiere a un proceso para producir una
solucién liquida sacarificada, que contiene sacdridos que son utiles
como materia prima industrial y se obtiene a partir de las semillas de
la palma de Asai, una planta de palmera brasilefia. Ademas, la presente
invencién se refiere a un proceso para producir etanol, el cual es
reconocido c¢omo un combustible con bajo contenido de alcohol,
importante como aditivo para la gasolina ya que reduce las emisiones
de diodéxido de carbono al realizar la fermentacidén de la solucidn

liquida sacarificada producida de este modo.

(ANTECEDENTES DEL ARTE]

[0002]

La palma de Asai, una planta de palmera brasilefia, es un miembro
de la familia de plantas de palmera ubicadas en los bajos humedales de
la selva amazdnica. En Japdn, se le conoce como palma de col de
Wakaba, o palma de Asai. Los frutos de la palma de Asal, por 1o
general, son cosechados durante la estacién seca gque va de junioc a
diciembre. En la zona amazdnica, los zumos de las frutas de la palma
de Asal son muy populares como bebida y gracias a su alto valor
nutritivo, se acostumbra mezclarlos con mandioca (yuca) en polvo.

[0003]

Como se ha descrito anteriormente, la pulpa de la superficie de
la fruta de la palma de Asai se utiliza como alimento, mientras gue

sus semillas son descartadas como residuos o desechos.
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[0004]

Mientras tanto, las semillas de Asal son una fuente de material
lignoceluloso, y se ha sugerido un método por el cual este material
lignoceluloso sea sometido a un tratamiento de vapor, un tratamiente
guimico, un tratamiento de trituracidén o un tratamiento de estallido y
luego sometido a hidrélisis en agua caliente .a alta presién o0 a una
reaccion de sacarificacién enzimatica para producir sacarides como se
.describe, por ejemplo, en el Documento 1 de Patentes.

[Documento de arte previo]
[Documento de patente]

[0005]

[Documento de pafente 1] Sclicitud De Patente Japonesa Abierta A
Inspeccidn Publica No. 2006-149343

[DIVULGACION DE LA INVENCION]

[Problemas que la invencidn debe resolver]

[0006]

Bajo estas circunstancias, la presente invencién tiene por
objeto: proporcionar un procese para produclr una solucidén liquida
sacarificada mediante el uso de las cascaras de las semillas de la
palma de Asail, las cuales convencionalmente han sido descartadas como
residuos; vy, desarrollar y proporcionar un proceso para producir
etanol mediante la fermentacidén de la solucidn liquida sacarificada.
[Medios para resolvef los problemas]

[0007]

Cocn el fin de resolver los problemas descritos anteriormente,
los inventores de la presente invencidn proporcionan, coOmo un uso
eficaz de las céscaras desgrasadas de las semillas de la palma de Asai
como fuente de material lignoceluloso, un proceso para producir una
solucidén liquida sacarificada mediante el uso de las cascaras de las
semillas de Asal y un procesc para producir etancel mediante la

fermentacidén de dicha solucidn ligquida sacarificada.
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[Efecto de la invencién]
[(0008]

Conforme a la presente invencidn, se puede extraer con hexano un

aceite esencial o un componente hidrofilico de las semillas de Asai,

el cual pueda inhibir wuna reaccién enzimatica sacarificadcra de
celulosa. Ademas, al moler las semillas de Asai con antelacién, la
cristalinidad de la celulosa se reduce de manera gue una estructura de
red de un componente lefioso puede verse afectada por la molienda de
semillas de Assai. Por medio de esto, se exponen algunas
microfibrillas vy, al mismo tiempo, también podria alterarse la
cristalinidad de la celulosa.

Por lo tanto, la reaccién de sacarificacién enzimatica de 1la
celulosa se promueve aun mas y puede producirse una solucidén liquida
sacarificada de manera mas eficiente. Ademds, hay un efecto muy
favorable debido a que el etanol puede ser producido de manera méas
eficiente gracias a 1la fermentacién de la solucidn ligquida
sacarificada producida de este modo.

[BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS]

[0009]

La Fig. 1 es el diagrama de £flujo coperativo de la realizacidén
del proceso para producir una solucién liquida sacarificada de 1la
presente invencidn, tal como se describe en la Realizacidén N° 1.

La Fig. 2 es el diagrama de flujo operativo de la realizacidn de
un proceso para producir alcohol de la presente invencién, tal y como

se describe en la Realizacidén N° 2.

[MEJOR MANERA DE LLEVAR A CABO LA INVENCION]

[0010]

La presente invenciédn se describiréd con mas detalle en las
siguientes paginas. Sin embargo, esta no se limita a las siguientes
descripciones. Por el contrario, se puede hacer un cambio adecuado

mientras no se aparte del espiritu y el alcance de la presente
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invencién.
{Ejemplo de Realizacion]

[0011]

[Realizacidn 1]

El proceso para producir una solucidn liquida sacarificada de 1la
presente invencién descrita en la Realizacién 1 incluye fases para
tratar las semillas de Asal como materia prima. Estas medidas
comprenden una fase de molido 10, una fase de extraccién con hexano
20, una fase de mezcla 30, y una fase de sacarificacién 40, tal como
se resume en la FIG. 1.

[0012]

Como materia prima utilizada para producir una solucidén liguida
sacarificada de la presente invencién, solo se emplean semillas de las
frutas de &Asail, una planta de palmera brasilefia. Estas semillas se
obtienen removiendo la parte exterior, es decir, la pulpa.

[0013]

Por ejemplo, la fase 10 de trituracién seca 300 g de semillas de
Asal (contenido de agua: 15.4%) convirtiéndolas en 253,8 g y luego las
somete a un tratamiento de micropulverizacién mediante el uso de un
moledor vibratorio.

{0014}

Ademéds, con la fase 10 de trituracién, las semillas de Asai son
trituradas, de preferencia, a un tamano de 200ml00Cm. La trituracién
de las semillas de Asai mediante la fase 10 de trituracién,
corresponde a una micropulverizacidén mediante el uso de un moledor
vibratorio. Sin embargo, también pueden emplearse otros dispositivos
incluyendo un mcledor de esfera rotative, moledor de disco, etc.

[0015]

A continuacidén, las semillas de Asai trituradas a un determinado
tamafio son sometidas a la fase 20 de extraccidén con hexano para
obtener un aceite esencilal y un componente hidrofilico contenidec en

las semillas de Asai.
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Ademas, el componente de extracto es un componente olecso de
color amarillo palido gque se obtiene por destilacidén del hexano
utilizando un evaporador luego de la extraccidén con hexano.

[0016]

Las semillas de Asai contienen, en cada una de sus células, un
aceite esencial hidrdéfobo el cual es insoluble en agua y un componente

hidrofilicoc gque es soluble en agua. El aceite esencial es una

‘sustancia volatil que puede ser obtenida a partir de una fase oleosa a

una de estado semi-sélido. Mientras tanto, el componente hidrofilico
es una sustancia similar a un Acido organico o a un sacarido incluido
en las semillas de Asai.

[0017]

Con respecto al tamaro de las semillas de Asal utilizadas en la
fase 20 de extraccidédn con hexano descrita anteriormente, cualquier
tamafioc es aceptable siempre vy cuande pueda llevarse a cabo 1la
extraccidén con hexano. Ademas, después de llevar a cabo primero la
fase 20 de extraccidn con hexano, se puede realizar la fase 10 de
trituracién. De esta manera, la extraccidn con hexano puede llevarse a
cabo en semillas de Asail que tengan un tamafio pequefio y homogéneo vy,
por lc tanto, puede mejorarse la eficacia de la extraccidn del aceite
esencial y del componente hidrofilico.

[0018]

En esta fase 10 de trituracién, las semillas de Asai son
trituradas a un tamafic predeterminado para que una estructura de red
hecha de celulosa, hemicelulosa y lignina, que constituye las semillas
de Asal, se desestabilice. Simulténeamente, al separar especificamente
la lignina de la celulosa, algunas de las microfibrillas que se forman
por la cristalizacidén de la celulosa pueden ser expuestas. Como
resultado, -durante la fase 40 de sacarificacidn, la celulosa puede
entrar en contacto con una enzima de una manera mas facil y puede
someterse facilmente a una reaccidén de sacarificacidén enzimatica.

[0019]
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Ademés, al llevar a cabo la fase 10 de trituracidn y la fase 20
de extraccidén con hexano, no solo se exponen algunas microfibrillas
que constituyen las semillas de Asai, sino también se amplia con mayor
facilidad la distancia entre las microfibrillas. Como resultado, la
celulosa es mas propensa a tener un contacto con las enzimas y, por lo
tanto, se puede producir una solucién liquida sacarificada de manera
mas eficiente,

[0020]

La fase 30 de mezcla realiza la mezcla de las semillas de Asail
obtenidas después de la fase 10 de trituracidén y la £fase 20 de
extraccién con hexano con un medio liquido. De este modo, para una
reaccidédn de sacarificacién enzimética durante el pasoc 40 de
sacarificacién, el pH de una mezcla gue contiene semillas de Asai y el
medio liquido es sujeto a control para due se encuentre dentro de 1la
regién de pH 6ptimo de la enzima.

[0021]

La cantidad de semillas de Asai que se mezclan con un medio
liquido durante la fase 30 de mezcla es preferiblemente del 40% o
menos. Cuando la cantidad de semillas de Asai es del 50% o mas, las
semillas de Asai en polvo ceontienen humedad pero no se convierten en
una solucién mezclada. Asi pues, incluso si se afiade una enzima a este
estado, una reaccidn de sacarificacidn enzimatica se llevard a cabo
con dificultades.

[0022]

En cuanto a un medio liquido gue se utiliza para la fase 30 de
mezcla, no estd especificamente limitado siempre y cuando no inhiba
una reaccidén de sacarificacién enzimdtica. Ejemplos de un medio
liquido son agua, un tampdén de pH, etc. Por ejemplo, cuando se utiliza
un tampén de pH como un medio ligquido, se puede seleccionar y mezclar
con las semillas de Asai una sclucién tampdén de pH que se ajuste al pH
dptimo de la enzima gque se piensa utilizar. Esto hace gue el pH sea

mas fiable de mantenerse en la regién de pH &éptimo de la enzima y, por

s



10

15

20

25

30

tanto, hace que una reaccidn de sacarificacidn enzimatica proceda sin
problemas, durante la fase 40 de sacarificaciodn.

[0023]

Ademds, cuando por ejemplo se utiliza agua como medio liquido,
después de que el agua se mezcla con las semillas de Asail se aflade un
dcido o un alcali a la mezcla para ajustar el pH de tal manera gque se
encuentre en el rango de pH 4ptimo de una enzima.

Conforme a la presente invencidn, ya que de las semillas de Asai
se extrae un componente de extracto mediante una fase 20 de extraccién
con hexano, es pequefia la cantidad de acido organico, etc., que se
descarga en un sistema durante una reaccién de sacarificacién
enzimatica y que puede ocasionar un cambic en el pH de una solucién
mezclada. Por lo tanto, incluso con una pequefila cantidad de acido o un
&dlcali, el pH de la solucidén mezclada puede ser ajustada para gque se
ubique dentro del rango de un pH 4ptimo. Ademds, debido a que sélo se
libera una pequefia cantidad de acido orgénico de las semillas de Asai,
el pH>se mantiene, de una manera fiable, dentro del rango de pH éptimo
de la enzima durante la fase de sacarificacidén, y, por tanto, una
reaccién de sacarificacién enzimatica puede llevarse a cabo sin
problemas.

(0024)

En la fase 40 de sacarificacidén, se agrega una enzima a una
solucién en la que estédn presentes semillas de Asal y un medio liguido
mezclado entre si mediante la fase 30 de mezcla, y se produce una
solucién sacarificada mediante una reaccién de sacarificacidn
enzimatica. Al agregar una enzima, la celulosa comprendida en una
solucién mezclada es hidrolizada y como consecuencia se produce
celobiosa o glucosa. Esta fase 40 de reaccidén de sacarificacioén
puede llevarse a cabo por lotes o en forma continua utilizando un
bioreactor que contenga una enzima inmovilizada.

Con respecto a una enzima para la reaccidédn de sacarificacién

enzimatica, se puede utilizar la celulasa. La celulasa puede ser exo-
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celulosa o endo-celulosa. Ademas, también se pude utilizar una
combinacién de los mismos.

[0025]

Cuando la hidrélisis de la celulosa se lleva a cabo mediante el
uso de celulasa, una reaccidn puede llevarse a cabo bajo una condicidn
que generalmente se utiliza para degradar la celulosa en glucosa.
Aunque las caracteristicas de celulasa pueden variar en funcidn de los
tipos de microorganismos que produce la enzima, un valor de pH optimo
fluctia en el rango de 3.5 ~ 5.5, y una temperatura o6ptima fluctia en
el rango de 45 ~ 55 [O C. Asi pues, cuando se emplea celulasa para
una fase 40 de reacciébn de sacarificacidén, el pH de una mezcla de
solucidn durante la fase anterior, es decir, la fase 20 de mezcla, se
ajusta para que se encuentre dentro del rango de 3.5 ~ 5.5 . Ademas,
durante la fase 40 de sacarificacién, para lograr una buena reaccidn
de sacarificacidén enzimatica, el pH y la temperatura de un sistema se
ajustan para que se ubiquen dentro del rango de pH d4ptimo y el rango
de temperatura éptima de una enzima.

[0026]

Conforme al procesc de produccidén de una soclucidn sacarificada
de la presente invencién, tal como se describe en la Realizacién 1,
las semillas de Asal como materia prima son primero trituradas (fase
10 de trituracién) y extraidas con hexano (fase 20 de extraccidén con
hexanc), con lo que se obtiene un componente de extracte de las
semillas de Asai, como se ilustra en la FIG. 1.

[0027]

Mientras tanto, si se lleva a cabo posteriormente la fase 10 de
trituracidén al triturar las semillas de Asail segin el tamano descrito
anteriormente, la superficie de las semillas de Asal aumenta, y por lo
tanto es mads facil extraer un aceite esencial y un componente
hidrofilico de las semillas de Asai mediante la fase 20 de extraccidén
con hexano.

[0028]
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Ademas, dichas fases 10 de trituracidén y 20 de extraccidn con
hexano pueden llevarse a cabo una tras otra y en mialtiples ocasiones.
De esta manera, se pueden descargar mds componentes de extracto y
pueden exponerse mas celulosas. En consecuencia, se puede realizar de
manera mas eficiente una reaccidn de sacarificacidén enzimdtica y se
puede producir de manera mas eficiente una solucidén sacarificada.

[0029]

[Realizacidn No, 2]

En la Realizacidn No. 1 anterior, se describid un proceso para
producir una solucidn sacarificada. En este sentido, con una eficiente
fermentacién de la solucién liquida sacarificada producida de este
modo, también puede producirse etanol de manera eficiente. Asi pues,
en la Realizacién No. 2, se describird un proceso para producir
etanol.

(00301

El proceso de produccién de etanol que se describe en la
Realizacién 2 comprende cinco fases para tratar las semillas de Asail
comc materia prima: una fase 10 de trituracién, una fase 20 de
extraccién ¢on hexano, una fase 30 de mezcla, una fase 40 de
sacarificacidén 40 y una fase 50 de fermentacidén, como se ilustra en la
FIG. 2. Las cuatro primeras fases de este proceso son igquales a las
descritas anteriormente en la Realizacién 1, y por lo tantec, no se
dard una explicacién mas detallada de las mismas. La Unica fase nueva
es la fase 50 de fermentacién.

[0031]

Conforme a la fase 50 de fermentacién, se agrega levadura a una
solucién liquida sacarificada que es producida por una fase 40 de
sacarificacién y la glucosa contenida en la solucién ligquida
sacarificada se fermenta para producir etanol. En cuanto a la levadura
qgue se puede utilizar para esta fase, no estd limitada especificamente
siempre y cuando pueda producir etanol a partir de 1la glucosa

contenida en 1la solucién sacarificada. Algunos ejemplos son la
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levadura de pan, etc. Ademas, se puede utilizar un unico tipo de
levadura solo o se puede utilizar una combinacién de diferentes tipos
de levaduras. La temperatura de fermentacién es también adecuadamente
ajustada en funcién del tipo de levadura utilizada.

[0032]

Para la fase 50 de fermentacidn, se puede afiadir una levadura a
una solucién sacarificada que se produce mediante la fase 40 de
sacarificacién. Es decir, la solucidn sacarificada producida por la
fase 40 de sacarificacién puede aplicarse directamente a una fase 50
de fermentacién, sin ningan tipo de extraccién, concentracién,
purificacién ni similares. Asi, se puede producir etanol de manera mas
conveniente.

[0033]

Como se ha descrito anteriormente, al 1llevar a acabo la
trituracién y extraccidén de las semillas de Asail, la celulosa puede
ser sacarificada eficientemente. Ademds, c¢on la fermentacién de la
solucién liguida sacarificada resultante, puede producirse etanol de
manera mas eficiente.

[0034]

Una solucidén liquida sacarificada, que se produce conforme al
proceso de la presente invencién para producir una sclucidén liquida
sacarificada, puede ser utilizada no sdlo como materia prima para la
elaboracién de etanol, tal como se describe en la Realizacidén 2, sino
también como azucar como la glucosa, due se extrae de la misma.
Ademds, la solucién liguida sacarificada también puede utilizarse como
medio de cultivo.

[Campo de Aplicacidn Industrial]

[0035]

Conforme a la presente invencidn, se establece una tecnologia
para un proceso de produccién de solucién ligquida sacarificada y un
proceso de produccién de etanol y en base a ello, se puede establecer

su produccién y comercializacién, Por lo tante, la presente invencidn
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tiene un campe de aplicacién industrial.

[0036]

10: Fase
20: Fase
30: Fase
40: Fase
50: Fase

de

de

de

de

de

[Descripcién DE REFERENCIA NUMERICA]

trituracidén
extraccidén con hexano
mezcla

sacarificacioén

fermentacidn



10

15

20

25

30

12

REIVINDICACIONES

[Reivindicacidén 1]

Un procesc para producir una solucién liquida sacarificada, que
comprende:

una fase de trituracidn, en la que se trituran las semillas de
la palma de Asai, una planta palmera brasilefia, que se obtienen
mediante la eliminacidn de la parte exterior de la fruta, es decir, su
pulpa;

una fase de extraccidén con hexano, en la que se extrae con
hexano un componente de extracto conformado por un aceite esencial vy
un componente hidrofilico, contenidos en las semillas de Asail
trituradas,

una fase de mezcla, en la que se mezclan con un medio liquide
las céscaras de las semillas de Asal, gque se obtienen gracias a dicha
fase de trituracidén y dicha fase de extraccién con hexano, y,

una fase de sacarificacidn, en la que se aplica una enzima a las
cdscaras de las semillas de Asal que se han mezclado con el medio
liguido durante dicha fase de mezcla y, por lo tantc, se produce una
solucidn liquida sacarificada a partir de ella conforme a uga reaccidn
de sacarificacién enzimatica.

[Reivindicacidn 2]

El proceso para producir una solucién liquida sacarificada
conforme a la Reivindicacién 1, donde la fase de trituracidn implica
triturar las semillas de Asal antes o después de la extraccidédn con
hexano.

[Reivindicacidén 3]

El proceso para producir una solucidn sacarificada conforme a la
Reivindicacién 1, donde 1la fase de trituracién y la fase. de la
extraccién con hexano se llevan a cabo una tras otra y en miltiples
ocasiones.

[Reivindicacidén 4]

El proceso para producir una solucidén liquida sacarificada

2
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conforme a la Reivindicacidén 1, donde la fase de mezcla se lleva a
cabo con el fin de que las semillas de Asai, gue se obtienen después
de la extraccién de un componénte de extracto mediante la fase de
extraccién con hexanc y la trituracién mediante la fase de
trituracidén, lleguen a una cantidad de 40 % © menos.

[Reivindicacidn 5]

El proceso para producir una solucidén ligquida sacarificada
conforme a la Reivindicacién 1, donde la fase de mezcla se lleva a
cabo al mezclar con el medio liquido las semillas de Asai que se
obtienen gracias a dicha fase de trituracidén y gracias a dicha fase de
extraccién con hexano,

[Reivindicacién 6}

Un proceso para la producciéon de etanol, que comprende:

una fase de trituracién, donde se trituran las semillas de Asal:;

una fase de extraccién con hexano, en la gque se extrae con
hexano un componente de extracto conformado por un aceite esencial y
un compeonente hidrofilico contenidos en las semillas de Asai;

una fase de mezcla, en la que se mezclan con un medio liquido
las semillas de Asai obtenidas luego de la trituracién mediante la
fase de trituracidén antes descrita y luego de la extraccién con hexano
mediante la fase de extraccidn con hexano antes descrita;

una fase de sacarificacidn, en la que se aplica una enzima a las
semillas de Asail mezcladas con un medio ligquido durante dicha fase de
mezcla y, a continuacién, se produce una solucién liquida sacarificada
conforme a una reaccion de sacarificacidén enzimatica; vy

una fase de fermentacidén, en la que la solucidén liquida
sacarificada, producida a partir de dicha fase de sacarificacién, se
fermenta para producir etanol.

[Reivindicacidn 7]

El proceso para producir etanol conforme a la Reivindicacidn 6,
donde el etanol se produce por fermentacidn durante dicha fase de

fermentacidén, mediante 1la adicién de una levadura a una soluciédn

3z
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RESUMEN

(Objetivo] La presente invencidn tiene comoc uno de sus objetivos
proporcionar un proceso  para producir una solucion liguida
sacarificada mediante el uso de semillas de Asal gque convencicnalmente
se han desechado como residuos, y desarrollar y proporcionar un
proceso para producir etancl a partir dé la fermentacidén de la
solucién liquida sacarificada.

[Medios para la solucidén de los problemas] El1 proceso para
producir una solucidn liquida sacarificada comprende las siguientes
fases: fase 10 de trituracién, en la que se trituran las semillas de
las frutas de Asai, una planta de palmera brasilefia, las cuales se
obtienen removiendo la parte exterior de la fruta, es decir, su pulpa}
fase 20 de extraccidn, en la gue se extrae con hexano un componente de
extracto conformado por un aceite esencial Yy un componente
hidrofilico, contenidos en las semillas de Asal trituradas; fase 30 de
mezcla, en la que se mezclan con un medio liquido las céascaras de las
semillas de Asail obtenidas gracias a la fase de trituracién anterior,
y gracias a la fase de extraccién con hexano; y una fasé 40 de
sacarificacidén, en la que se aplica una enzima a las cascaras de las
semillas de Asal que se han mezclado con el medio liquido antes
mencionade vy luego se produce una solucidén liguida sacarificada
mediante una reaccidén de sacarificacidn enzimatica.

[Dibujo Representativo] FIG. 1

.qq
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