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Sector: Proceso para preparar compuestos erganicos que contienen oxigeno, a partir de residuos de sustratos celuldsicas.

Lignina Pirglisis/

9

Hidrocartwra

Hidrotratamiento|

Resumen.-
Manlpulacian/
Claslficagldn
Lignina
Pretratamient Hidralisls F"'"“f:"‘“”" Separacion
6 de produclo

Producto de Fermentacion C6

Azicares C5

f
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cs de producto
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FIG. 1

La presente invencion esta dirigida a un proceso para producir lignina sustancialmente pura a partir de biomasa lignoceluldsica, que

comprende: pretratar una maleria prima |i
biologicamente tos carbohidratos en la mez
solidos resultantes para producir un product
y sometido a un segundo paso de hidrélisi
hidrotratamiento y/o pirslisis con el fin de pr

{ILLCCO 2814M4.00C v.5)

gnocelulosica para producir una mezcla lignina-carhohidrato reactiva; hacer reaccionar
cla, separar los sdlidos remanentes de los productos de fermentacion liquidos, y secar los
0 de lignina sustancialmente puro. Opeionatmente, el producto de lignina puede ser lavado
s. Opcionalmente, el producto de lignina puede ser procesado adicfonalmente mediante
oducir productos deseables tales como aditivos para combustible,
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Hidrotratamiento,
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FIG. 1

La presente invencion esta dirigida a un proceso para producir Iignina'sustancimmenlg pura a paﬂi( de biomasg h.gl:]ocelulnsma.‘ quer
comprende: pretratar una materia prima lignocelulsica para producir una mezcla ligninacarbohidrato reafuv;lal, lgcer rea:;cntrnlrgs
biolbgicamente los carbohidratos en la mezcla, separar los salidos remanentes de .Ios productos de fermentac]oq quidos, ¥ § la ;
salidos resultantes para producir un producto de tignina sustancialmente puro. Qpcltonalmente. el producto de Ilgn}na puede ser Zya 10
y sometido a un segundo paso de hidrolisis. Opcionalmente, el producto de Ilgmnz.a'puede ser proces._ado adicionaimente mediante
hidrotratamiento y/o pirdlisis con el fin de producir produttas deseables tales coma aditivos para combustible.
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(57} Abstract: The present invention is dirceled to a process of praducing substantially pure lignin from lignoce!losic biomass,
which comprises: pre-treating a lignocellulosic feedstock 1o produce a reactive lignin-carbohydrate mixture; biologicnally-reacting
the carbohydrales in the mixmre, separating remaining solids from the liquid fermentation products, and drying the resulting
solids to yield a substantially pure lignin product. Optionally, the lignin product may be washed and subjected 10 a second hydrol-
weis siep. Optionally, the lignin prodiet may he furiher processed by hydrotreating and/or pyralysis in order to yield desirable
products such as fuel additives.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2009/061040

Box No. | Basis of the opinion

1. With regard to the fanguage, this opinion has been established on the basis of:
K the internationat application in the language in which it was filed

0 atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3{a) and 23.1 (b)).

2. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified ta this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
O on paper
O in etectronic form
b. {time)
O in the international application as filed
0 together with the international application in electranic form

U subsequently to this Authority for the purpeses of search

4. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional commaents:

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 11, 17-19, 29-40, 42-44
No: Claims 1-10, 12-16, 20-28, 41, 45
Inventive step {IS) Yes: Claims
No: Claims 1-45
industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-45

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Farm PCTASA/ 237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/061040

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1.
D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

D9

Reference is made to the following documents:

WO 2007/009463 A2 (HOLM CHRISTENSEN BIOSYSTEMER A [DK];
HOLM CHRISTENSEN BOERGE [DK]; HOL) 25 January 2007
(2007-01-25)

US 5 047 332 A (CHAHAL DEVINDER S [CA]) 10 September 1991
(1991-09-10)

US 5846 787 A (LADISCH MICHAEL R [US] ET AL) 8 December 1998
(1998-12-08)

US 5735916 A (LUCAS JAMES LEWIS [US] ET AL) 7 April 1998
(1998-04-07)

US 5 730 837 A (BLACK STUART K [US] ET AL) 24 March 1998
(1998-03-24)

US 7 297 236 B1 (VANDER GRIEND DENNIS LEE [US]) 20 November
2007 (2007-11-20)

WO 2008/027699 A2 (UOP LLC [US]; MARKER TERRY L [US); PETR!
JOHN A [US}) 6 March 2008 (2008-03-06)

FUJITA Y ET AL: "Synergistic saccharification, and direct fermentation to
ethanol, of amorphous celiulose by use of an engineered yeast strain
codisplaying three types of cellulolytic enzyme" APPLIED AND
ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, AMERICAN SOCIETY FOR
MICROBIOLOGY, US, vol. 70, no. 2, 1 February 2004 (2004-02-01)
pages 1207-1212,

US 4 292 406 A (LUUNGDAHL LARS G ET AL) 29 September 1981
(1981-09-29)

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheei 1) {EPC-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING .
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/061040

2. Novelty and inventive step (Articles 33(2) and (3) PCT):

2.1 Document D1 discloses (see pages 7-19) a process for the hydrothermal
pretreatment of lignocellulose without addition of acids or bases, followed by liquid
solid separation. The solid fraction (cellulose and lignin) is treated with enzymes (SSF)
and thereafter the lignin is isolated by filtration (see page 18, lines 10-18; see also
figure 1). D1 discloses also that with hydrothermal treatment the lignin need not be
removed before fermentation since it is present in from of microdroplets which do not
inhibit fermentation enzymes (see page 10, lines 21-27).

Thus D1 takes away the novelty of claims 1-10, 12-16, 20-28, 41 and 45.

2.2 Documents D2-DS all disclose (see passages cited in the search report)
processes for the preparation of lignin from lignocetlulosic materials. Since a known
product is not made novel by a (tentatively) novel process, D2-D5 also take away the
novelty of claim 45.

2.3 Dependentclaims 11, 17-19, 29-40 and 42-44 do not contain any features
which, in combination with the features of claim 1, meet the requirements of the PCT
in respect of inventive step, since these features are described in documents D2
(claim 18), D3 (claim 11), D4 (claims 36-38, 43), D5 (claims 29-35), D6 (claim 19), D7
(claims 39,40), D8 (claim 17) and D9 (claims 42,44} (see passages cited in the
search report) as providing the same advantages as in the present application.

Re Jtem VIII

Certain observations on the international application

Clarity, support and disclosure (Articles 5 and 6 PCT):

1. Claim 1 does not meet the requirements of Article 6 PCT in that the matter for
which protection is sought is not clearly defined. The claim attempts to define the
subject-matter in terms of the result to be achieved (i.e. "...biological conversion to
yield...."), which merely amounts to a statement of the underlying problem, without
providing the technical features necessary for achieving this result. Thus, claim 1 does
not meet the requirement following from Article 6 PCT taken in combination with Rule
6.3(b) PCT that any independent claim must contain all the technical features
essential to the definition of the invention.

The same applies mutatis mutandis to claim 12.

Form PCTASA/23T (Separata Sheet) (Sheet 2) (EPO-Apni 2005)



WRITTEN OPINION OF THE Internationat application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2009/061040

2. The term "substantially” used in claims 1, 3% and 40 is vague and unclear and
leaves the reader in doubt as to the meaning of the technical feature to which it refers,
thereby rendering the definition of the subject-matter of said claim unclear, Article 6
PCT.

3. Claims 26 to 38 also attempt to define the subject-matter in terms of the result to
be achieved (i.e. "...process...wherein said substantially pure lignin is...."), without
providing the technical features necessary for achieving this result.

In addition, na workable example has been given for the subject-matter of claims 29,
31, 32 and 34-38. Thus said claims lack disclosure and support.

Form PCT/ISA/237 {Separale Sheel) (Sheet 3) (EPO-April 2005}

76



WP L

Possible steps after receipt of the international search report {ISR) and
written opinion of the International Searching Authority (WO-1SA)

General
information

Amending claims
under
Art. 19 PCT

Filing a demand
for international
preliminary
examination

Filing informal
comments

End of the
international
phase

Relevant PCT
Rules and more
~information

mAATA am e L

For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR. It is accompanied by the WO-ISA. Unlike the
former written opinion of the |PEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilitias.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-1SA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPQO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/ISA/220 and the corresponding Notes to form PCT/1SA/220.

fn principle, the WO-1SA will be considered as the written opinion of the
IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination. If the appticant nevertheless wishes
to file @ demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/ WO-I1SA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the |PEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 68.1 (b) PCT).

I[f a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-15A will be transformed
by the IPEA into an IPRP (International Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the |SR/WGO-1SA the applicant may file informal comments
on the WO-1SA directly with the International Bureau of WIPO. These
will be communicated to the designated Offices together with the IPRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transform the WO-I1SA or, if 2a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the |PRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The |PRP replaces the former
IPER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 11/2003, OJ 12/2003
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PRODUCCION DE LIGNINA PURA A PARTIR DE BIOMASA
LIGNOCELULOSICA
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION
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FIG. 1

La presente invencidon estda dirigida a un proceso para producir lignina
sustancialmente pura a partir de biomasa lignocelulésica, que comprende:
pretratar una materia prima lignoceluldsica para producir una mezcla lignina-
carbohidrato reactiva; hacer reaccionar bicldgicamente los carbohidratos en la
mezcla, separar los sélidos remanentes de los productos de fermentacidn
liquidos, y secar los sélidos resultantes para producir un producto de lignina
sustancialmente puro. Opcionalmente, el producto de lignina puede ser lavado
y sometido a un segundo paso de hidrélisis. Opcionalmente, el producto de
lignina puede ser procesado adicionalmente mediante hidrotratamiento y/o
pirclisis con el fin de producir productos deseables tales como aditivos para

combustible.

Sector: Proceso para preparar compuestos organicos que contienen oxigeno,

a partir de residuos de sustratos celuldsicos.

{JLLCCO: 282419.100C v 1 }
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PRODUCCION DE LIGNINA PURA A PARTIR DE BIOMASA
LIGNOCELULOSICA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la Invencién

[0001] La presente invencion estd dirigida a procesos para producir
lignina sustancialmente pura a partir de biomasa lignocelulésica. En algunos
aspectos, |a lignina producida mediante los métodos de la invencién es libre de
quimicos fuertes. La lignina producida de esta manera es util para

procesamiento adicional en aditivos para combustibles.

Técnica Previa

[0002] La biomasa de planta y los derivados de la misma son una fuente
natural para la conversién bioldgica de energia a formas Utiles para la
humanidad. Entre las formas de biomasa de planta, la biomasa lignocelulésica
es particularmente apropiada para aplicaciones de energia debido a su
disponibilidad a gran escala, bajo costo, y produccion ambientalmente benigna,
en particular, mucha produccion de energia y los ciclos de utilizacién basados
en biomasa lignocelulsica tienen emisiones de gas invernadero cercanas a

cero sobre una base de ciclo de vida.

[0003] La biomasa de planta puede ser clasificada en tres categorias
principales: azucar, almidon y plantas que contienen celulosa. Las plantas que
contienen celulosa y los productos de desecho son las formas de biomasa mas
abundantes; estos materiales son referidos como biomasa lignoceluldsica

porque contienen celulosa (20% a 60%), hemicelulosa (10% a 40%) y lignina

HLLCCO: 282419.D0C v.1)



(5% a 25%) mientas que la biomasa no lefiosa contiene menos de

aproximadamente 15-20% de lignina.

[0004] La biomasa lignocelulésica esta compuesta de celulosa,
hemicelulosa y lignina, con cantidades mas pequenas de proteinas, lipidos
(grasas, ceras y aceites) y ceniza. Aproximadamente dos terceras partes de 1a
masa seca de los materiales celuldésicos esta presente como celulosa y

hemicelulosa. La lignina constituye la masa de la masa seca restante.

[0005] La lignina o lignano es un compuesto quimico complejo que es
derivado mas comunmente de la madera y una parte integral de las paredes
celulares de las plantas. El término fue introducido en 1819 por de Candolle y
se deriva de la palabra latina fignum, que significa madera. Es uno de los
polimeros organicos mas abundante en la Tierra, reemplazado solo por
celulosa, que emplea 30% de carbono organico no fosil y que constituye de un
cuarto a un tercio de la masa seca de la madera. El compuesto tiene varias
propiedades inusuales como un biopolimero, en particular su heterogeneidad

por |a falta de una estructura primaria definida.

[0006] La lignina llena los espacios en la pared celular entre celulosa,
hemiceluiosa y componentes de pectina, especialmente en traqueidas,
esclereidas y xilema. Esta enlazada covalentemente a hemicelulosa y de esta
forma se entrecruza con diferentes polisacaridos de planta, impartiendo
resistencia mecanica a la pared celular y extendiendo la planta como un todo.

Es particularmente abundante en la madera de compresion.

[0007] En el pulpeo al sulfito, la lignina es removida de la pulpa de
madera como sulfonatos. Estos lignosulfonatos tienen varios usos como
dispersantes en aplicaciones de cemento de alto desempeno, formulaciones de

tratamiento de agua y colorantes textiles, aditivos en aplicaciones petroleras de

{ILLCCO: 282019 DGC v 1}
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especialidad y quimicos agricolas, materias primas para varios quimicos, tales
como vanilina, DMSO, etanol, levadura de térula, azucar de xilitol y acido
humico, y como un agente de supresién de polvo ambientalmente sostenible
para carreteras. Sin embargo, el alto contenido de azufre de los lignosulfonatos
evita el uso de lignina en otras aplicaciones, mas notablemente como aditivos

para combustibles, por ejemplo en gasoclina o combustible.

[0008] Otras tecnologias de deslignificacién usan solventes organicos o
un tratamiento de vapor a alta presion combinado con un acido fuerte o una
base fuerte para remover la lignina de las plantas. Estas tecnologias de
deslignificacién estan sometidas a las desventajas de grandes costos quimicos,
la disposicion costosa de productos de desecho ambientalmente peligrosos, vy
la produccién de productos secundarios indeseados de los pasos de

deslignificacion,

[0009] La Patente US No. 5,730,837 revela un método para separar

lignina con base en el uso de alcohol, agua, y una cetona inmiscible en agua

[0010] La patente US No. 5,047,332 revela un método biologico para
recuperar lignina usando fermentacidon de materiales lignoceluldsicos pre-

tratados con hongos celuloliticos aerobios.
[0011] La Patente US No. 5,735,916 revela un metodo para recuperar
lignina como parte de un proceso de conversidbn biologica, donde la

recuperacion de lignina se hace mediante solucidén de hidroxido caustico.

[0012] La Patente US No. 6,172,272 revela un método para convertir

lignina asilada en gasolina reformada, parcialmente oxigenada.

{JLLCCO: 282419.D0C v |}



[0013) La presente invencidon esta relacionada con la generacion de
lignina sustancialmente pura a partir de material lignoceluldsico sin la
necesidad de aditivos quimicos fuertes o solventes organicos. En algunas
realizaciones, la presente invencion combina un pretratamiento de vapor sin el
uso de quimicos fuertes, con un paso de degradacion celulosa bioldgica para
producir lignina sustancialmente pura. En algunas realizaciones, la
combinacion particular de pretratamiento y conversion bioloégica produce un
producto de lignina de alta pureza.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La presente invencion esta dirigida a un proceso para producir
lignina sustancialmente pura a partir de biomasa lignocelulésica, que
comprende: pre-tratar una materia prima lignocelulésica para producir una
mezcla lignina-carbohidrato reactiva;, hacer reaccionar bioldégicamente los
carbohidratos en la mezcla, separar los solidos remanentes de los productos de
fermentacién liquidos, y secar los solidos resultantes para producir un producto
de lignina sustancialmente puro. Opcionalmente, el productc de lignina puede
ser procesado adicionalmente mediante hidrotratamiento y/o pirélisis, con el fin
de producir productos deseables tales como aditivos para combustibles. Los
pasos de hacer reaccionar biolégicamente y separar pueden ser repetidos una

0 Mas veces.

[0015] En ciertas realizaciones, la presente invencidbn comprende
ademas deshidratar o secar la lignina sustancialmente pura. En ofras
realizaciones, la presente invencion comprende ademas tratar la lignina

sustancialmente pura mediante hidrogenacién o pirolisis.

[0016] En ciertas realizaciones de la presente invencion, la biomasa

lignoceluldsica se selecciona del grupo que consiste de pasto, pasto varilla,

PILLCCO: 2B2419.DOC v.1)
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pasto cordén de pradera, pasto lolium, pasto falaris (canario), miscanthus,
residuos de procesamiento del azucar, bagazo de cafa de azucar, desechos
agricolas, paja de arroz, cascaras de arroz, paja de cebada, mazorcas, paja de
cereal, paja de trigo, paja de canola, paja de avena, cascaras de avena, fibra
de maiz, forraje, forraje de soya, forraje de maiz, desechos forestales, fibra de
pulpa de madera reciclada, lodo de papel, aserrin, madera dura, madera

blanda, y combinaciones de los mismos.

[0017] En ciertas realizaciones, |la presente invencion involucra un paso
de pretratamiento lignoceluldsico en donde el pretratamiento se selecciona del
grupo que consiste de tratamiento catalitico, tratamiento acido, tratamiento
alcalino, tratamiento de solvente organico, tratamiento con vapor, tratamiento al
calor, tratamiento a pH bajo, tratamiento a presion, tratamiento de molienda,
tratamiento de explosidon de vapor, tratamiento de pulpeo o tratamiento con
hongos blancos de putrefaccion y combinaciones de los mismos, en
realizaciones adicionales, el pretratamiento es una combinacién de tratamiento

con vapor y tratamiento al calor.

[0018] En algunas realizaciones de la presente invencién, la reaccion
bioldgica comprende hidrolizar enzimaticamente la celulosa y hemi-celulosa
para formar azlUcares monoméricos. En ciertas realizaciones, la reaccion
biolégica comprende hidrolizar la celulosa y hemi-celulosa para formar
azucares monoméricos. En ciertas realizaciones de la invencion, la conversion
comprende hidrolizar celulosa y hemi-celulosa para formar azucares

monomeéricos, Y fermentar dichos azdcares monomeéricos para producir etanol.
[0019] En ciertas realizaciones de la presente invencion, la fermentacion

comprende fermentar enzimaticamente dichos azucares monomericos para

producir etanol. En ciertas realizaciones, la hidrolisis y fermentacion ocurren en

JILLCCO. 282419.DQC v 1)
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el mismo reactor y en ciertas realizaciones de la presente invencién, la

hidrélisis y fermentacion se realizan separadamente.

[0020] En algunas realizaciones, la lignina sustancialmente pura es
producida después que el componente carbohidrato del material lignoceluldsico
es convertido a azucares monomericos y los azucares monomericos son
convertidos biolégicamente a productos que son luego removidos, dejando

lignina sustancialmente pura.

[0021] En algunas realizaciones, después de la fermentacion, la lignina
sustancialmente pura es opcionalmente tratada con agua liquida a alta
temperatura, y/o tratada opcionaimente con celulasas adicionales para mejorar

la pureza de la lignina.

[0022] En ciertas realizaciones, la lignina sustancialmente pura es

tratada adicionalmente, por ejemplo, mediante pirdlisis y/o hidrogenacion.

[0023] Otra realizacion de la invencion esta dirigida a la lignina producida

mediante los procesos mencionados anteriormente.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS

[0024) La FIG. 1 describe un proceso para hidrotrarar lignina derivada

del pretratamiento e hidrdlisis de biomasa.

[0025] La FIG. 2 describe un proceso para convertir biomasa a productos

fermentables con una unidad de pirdlisi/hidrotratamiento.

[0026] La FIG. 3 describe un proceso para pirolizar lignina derivada del

pretratamiento e hidrolisis de biomasa.

{J1.CCO 282419 DOC v.1)



[0027] La FIG. 4 describe un proceso para pirolizar lignina derivada del
pretratamiento e hidrolisis de biomasa, sequido por hidrotratamiento posterior
de la fraccidn oleosa resultante.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0028] En algunas realizaciones, la presente invencion esta dirigida a un
proceso para producir lignina sustancialmente pura a partir de biomasa
lignocelulésica, que incluye pretratamiento con vapor de un material
lignocelulésico a un pH entre aproximadamente 5 y aproximadamente 8;
convertir biolégicamente el material lignocelulésico pretratado para dar uno o
mas productos solubles y lignina; y, separar el uno o mas productos solubles
de dicha lignina para dar lignina sustancialmente pura. En algunas
realizaciones, los pasos de convertir biologicamente y separar pueden ser

repetidos una o mas veces para mejorar mas la pureza.

[0029] La lignina sustancialmente pura producida mediante la presente
invencion se refiere a lignina que es al menos 50%, al menos 60%, al menos
70%, al menos 80%, o al menos 90%, o al menos 95% lignina pura. Las
impurezas trazas tales como ceniza, carbohidrato y azufre son minimizadas y
comprenden solamente una minoria de la lignina sustancialmente pura. En
algunas realizaciones, los carbohidratos comprenden menos de 30% menos de
20%, menos de 11%, menos de 10%, menos de 7%, menos de 6%, menos de
5%, menos de 4%, menos de 3%, menos de 2%, o menos de 1% del producto
final de lignina sustancialmente pura. En algunas realizaciones, la ceniza
comprende menos de 2%, menos de 1%, menos de 0.4%, o menos de 0.2%, o
menos de 0.1%, o menos de 0.05% del producto final de lignina
sustancialmente pura. En algunas realizaciones, el contenido de azufre en el

producto de lignina sustancialmente pura es de menos de 0.5%, menos de
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0.25%, menos de 0.2%, menos de 0.1%, y menos de 0.05% de azufre. En
ciertas realizaciones, Ia lignina contiene menos de 0.5% de ceniza, menos de

5% de carbohidrato, y menos de 0.1% de azufre.

[0030] Los términos "hemicelulosa,” "porciones hemiceluldsicas” vy
"fracciones hemicelulésicas” significan elementos diferentes a lignina,
diferentes a celulosa del material lignoceluldsico, tales como, pero sin limitarse
a hemicelulosa (que comprende xiloglucano, xilan, glucuronoxilan, arabinoxilan,
manano, glucomanano, y galactoglucomanano, inter afia), pectinas (p.e.,
homogalacturonanos, ramnogalacturonano | y Il, y xilogalacturonano), y
proteoglicanos (p.e., arabinogalactano-proteina, extensina, y proteinas ricas en
prolina).

[0031] En ciertas realizaciones, la biomasa lignoceluldsica puede inlcuir,
pero no se limita a, biomasa lefiosa, tal como fibra de pulpa de madera
reciclada, aserrin, madera dura, madera blanda, y combinaciones de las
mismas; pastos, tales como pasto varilla, pasto cordén de pradera, pasto
lolium, pasto falaris (canario), miscanthus, 0 una combinacion de los mismos;
los residuos del procesamiento del azacar, tales como, pero sin limitarse a
bagazo de cana de azucar, desechos agricolas, tales como, pero sin limitarse a
paja de arroz, cascaras de arroz, paja de cebada, mazorca, paja de cereal, paja
de trigo, paja de canola, paja de avena, cascaras de avena, y fibra de maiz;
forraje, tal como, pero sin limitarse a, forraje de soya, forraje de maiz; y
desechos forestales, tales como, pero sin limitarse a, fibra de pulpa de madera
reciclada, aserrin, madera dura (p.e., alamo, roble, arce, abedul), madera

blanda, ¢ cualquier combinacion de los mismos.
[0032] El lodo de papel es también una materia prima viable para la

produccién de lignina. El lodo de papel es residuo sélido que surge del pulpeo y

preparacién del papel, y es tipicamente removido del agua residual del procesc
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en un clarificador primario. El rango de tamafio del material de sustrato varia
ampliamente y depende del tipo de material de sustrato usado asi como de los
requerimientos y necesidades de un proceso dado. En ciertas realizaciones de
la invencidn, la biomasa lignoceluldsica se puede preparar de forma que
permita la facil manipulacion en transportadores, tolvas y similares. En el caso
de la madera, son adecuadas las astillas obtenidas de trituradoras de madera
comerciales; en el caso de paja, algunas veces es deseable cortar los talios en
piezas uniformes de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 pulgadas de
longitud. Dependiendo del grado de pretratamiento previsto, el tamario de las
particulas del sustrato antes del pretratamiento puede varias de menos de un

milimetro a pulgadas de longitud.

[0033] Las moléculas de celulosa son lineales y no ramificadas y tienen
una fuerte tendencia a formar enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares.
Los paguetes de moléculas de celulosa son asi agregadas juntas para formar
microfibrilos en los cuales regiones altamente ordenadas (cristalinas) se
alternan con regiones menos ordenadas (amorfas). Los microfibrilos hacen
fibrilos y finalmente fibras de celulosa. Como una consecuencia de su
estructura fibrosa y enlaces de hidrogeno fuertes, la celulosa tiene una

resistencia a la tensién muy alta y es insoluble en la mayoria de los solventes.

[0034] La biomasa lignoceluldosica debe, por lo tanto, someterse a
pretratamiento para mejorar la susceptibilidad de las cadenas de carbohidrato a
hidrolisis, lo cual produce lignina sustancialmente pura. La degradacién de
lignoceluldsicos esta regida principalmente por sus caracteristicas estructurales
porque la celulosa posee una estructura altamente ordenada y la celulosa

circundante a la lignina forma una barrera fisica.

[0035] Se requiere pretratamiento para reducir el orden de la celulosa y

aumentar el area superficial. Los métodos de pretratamiento pueden ser fisicos,
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quimicos, fisicoquimicos y biolégicos, dependiendo del modo de accién. Los
diferentes meétodos de pretratamiento que se han usado para aumentar la
digestibilidad de celulosa incluyen tratamiento con molino de bolas, tratamiento
con molino de rodillo doble, tratamiento con molino de martillos, tratamiento con
molienda de coloides, tratamiento a alta presién, tratamiento de radiacion,
pirdlisis, tratamiento catalitico, tratamiento acido, tratamiento alcalino,
tratamiento con solvente organico, tratamiento con vapor, tratamiento al calor,
tratamiento a pH bajo, tratamiento de explosidon de vapor, tratamiento de
pulpeo, tratamiento con hongos blancos de putrefaccién, y explosion de fibra de
amoniaco y combinaciones de los mismos. Una discusion adicional de
pretratamientos se pueden encontrar en Holtzapple et al. (Patente US No.
5,865,898: aqui incorporada mediante referencia). El tiempo de exposicion,
temperatura, y pH son las métricas adicionales que rigen la medida a la cual las
fracciones de carbohidrato celuldsico son clivadas durante el pre-tratamiento y
susceptibles de hidrélisis enzimatica adicicnal en los pasos de conversion

biolégica posteriores.

[0036] La explosion de vapor ha sido identificada como una tecnologia
de bajo costo y alto rendimiento, junto con la autohidrolisis de vapor a baja
presion. La explosién de vapor calienta la lignocelulosa humedecida hasta altas
temperaturas (p.e., aproximadamente 160 °C a aproximadamente 230 °C) y
libera la presion inmediatamente. La rapida descompresion evapora €l agua
atrapada en las fibras, lo que conduce a una reduccién del tamarnio fisico de las
fibras. Las temperaturas elevadas remueven el &cido acético de la
hemicelulosa, lo que permite alguna autohidrdlisis de la biomasa. En ciertas
realizaciones, se pueden agregar agentes quimicos adicionales, tales como
acido sulfirico o amoniaco (p.e., gaseosa, liquido anhidro, o hidroxido de
amonio), para ayudar a Ia hidrélisis. En ciertas realizaciones, la celulosa
pretratada puede entonces ser esterilizada para evitar el crecimiento de otros

microorganismos durante la reaccion de fermentacibn. En algunas
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realizaciones, no se agregan tratamientos quimicos fuertes a la biomasa
lignocelulésica. Alternativamente, el pH de la biomasa puede ser ajustado
mediante la adicién de una base o un acido. En algunas realizaciones, el pH
del material lignocelulosico es mantenido entre aproximadamente 5 a
aproximadamente 8. En otras realizaciones, el pH del material lignoceluldsico

es mantenido entre aproximadamente 6 a aproximadamente 8.

[0037] En ciertas realizaciones adicionales, el pre-tratamiento es una
combinacion de tratamiento con vapor y tratamiento al calor. En ciertas
realizaciones del tratamiento con vapor e hidrélisis, la biomasa lignoceluldsica
es sometida a presion de vapor de entre 100 psig y 700 psig. Se puede
arrastrar un vacio dentro del reactor para remover el aire, por ejemplo, a una
presion de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 mbar. La biomasa
lignoceiuldsica puede ser pre-humedecida hasta un contenido de humedad de
entre aproximadamente 60% a aproximadamente 80%. En algunas
realizaciones, el contenido de humedad es de aproximadamente 65% a
aproximadamente 75%. Se puede agregar vapor al reactor que contiene el
material lignocelulésico a una presion de vapor saturado de entre
aproximadamente 100 psig y aproximadamente 700 psig. En algunas
realizaciones se puede usar una presion de vapor saturado de
aproximadamente 140 psig a aproximadamente 300 psig. La temperatura del
tratamiento al calor puede ser de aproximadamente 165 °C a aproximadamente
220 °C. En algunas realizaciones, la temperatura puede ser de
aproximadamente 175 °C a aproximadamente 210 C, o aproximadamente

180 °C a aproximadamente 220 °C.

[0038] El pretratamiento con vapor de la presente invencion puede ser
un pretratamiento por lotes o continua. En el pretratamiento continuo, la materia
prima humedecida es comprimida mediante un tornillo rotatorio que alimenta el

material en el reactor a alta presion. La compresion del material entrante sirve
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para mantener la presion en el reactor de pretratamiento. El material es
posteriormente transportado a través del reactor de pretratamiento mediante un
tornillo rotatario. El ajuste del tiempo de residencia se hace controlando |a tasa
de alimentacién del material a través del reactor. Durante la despresurizacion,
puede ser ventajoso reducir adicionalmente el tamafo de la biomasa mediante
el uso de un refinador mecanico. Un "refinador" puede significar un aparato
capaz de recudir el tamafo de una particula. Se puede refinar el material
lignoceluldsico aqui descrito usando refinadores disponibles comercialmente.
Por ejemplo, las refinadoras de disco hechas por Metso y Andritz segun sea
apropiado para este propdsito. Tales aparatos puede incluir discos rotatorios
Unicos o multiples, o puede ser de otro disefio, y puede operar ya sea bajo una
presion fijada o a presion atmosférica. Un refinador puede ser un molinillo de
placa, un molinillo de madera, o un desintegrador. Los desintegradores
fabricados por Hosokawa se pueden usar para refinar el material

lignoceluldsico pretratado.

[0039] Durante tal pretratamiento con vapor, los acidos presentes en la
materia prima pueden aumentar el pH del sistema de manera que se producen
subproductos de azucar indeseables. En algunas realizaciones de la presente
invencion, se puede agregar una base para reducir el pH del sistema. En
algunas realizaciones, la base mantiene el pH del sistema en un rango de
aproximadamente 4 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 5 a

aproximadamente 8, o de aproximadamente 6 a aproximadamente 7.

[0040] En ciertas realizaciones de la presente invencion, el
pretratamiento con vapor produce una materia prima lignocelulésica gue es
sustancialmente libre de aditivos quimicos tales como compuestos de azufre,
licores minerales, bases fuertes, acidos fuertes y similares. El uso de estos
aditivos puede evitar la accién éptima de los procesos de purificacidn de lignina

biologicos y puede conducir a impurezas en trazas en el producto de lignina
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eventual. Estas impurezas pueden a su vez disminuir fa utilidad de la lignina

para uso posterior, por ejempto en el procesamiento adicional como un aditivo

para combustible.

[0041] Después del pretratamiento, la mezcla de carbohidrato resultante
puede ser convertida adicionalmente a monosacaridos usando conversion
biologica mediante, ya sea, hidrolisis de enzima y/o microbios. invenciones
previas han empleado hidrodlisis acida, que aungue es simple, produce muchos
productos de degradacion indeseables. La hidrdlisis enzimatica, sin embargo,
mediante enzimas tales como celulasas, endoglucanasas, exoglucanasas,
celobichidrolasas, B-glucosidasas, xilanasas, endoxilanasas, exoxilanasas, [3-
xilosidasas, arabinoxilanasas, manasas, galactasas, pectinasas,
glucuronidasas, amilasas, a-amilasas, P-amilasas, glucoamilasas, a-
glucosidasas, isoamilasas proporciona lo mas limpic en el sentido que es
menos probable que produzca subproductos perjudiciales a los pasos de
procesamiento de lignina posteriores. Tales enzimas de sacarificacion que
realizan la hidrélisis pueden ser producidas sintéticamente, semi-sintéticamente

o bioldgicamente, usando microorganismos recombinantes.

[0042] En ciertas realizaciones, un orgaismo recombinante se selecciona
del grupo que consiste de Escherichia coli, Zymomonas mobilis, Bacillus
stearothermophilus, Saccharomyces cerevisiae, Clostridium thermocelium,
Kluyveromyces marxianus, Thermoanaerobacterium saccharolyticum, Pichia
stipitis, Escherichia, Zymomonas, Saccharomyces, Candida, Pichia,
Streptomyces, Baciflus, Lactobacillus, y Clostridium. En ciertas realizaciones, el
organismo recombinante puede realizar la hidrélisis y fermentacion
concurrentemente, también conocido en la técnica como sacarificacion
simultanea y co-fermentacién (SSF de SSCF). En ciertas realizaciones de la
presente invencion, los organismos de fermentacién pueden ser seleccionados

de bacterias, hongos, levadura o una combinacion de los mismos.
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[0043] En algunas realizaciones de la presente invencién, los
microorganismaos de la invencion son modificados genéticamente para expresar
enzimas de celulasa para facilitar la remocién de celulosa a partir del material
lignocelulésico. Celulasas adecuadas incluyen endoglucanasas,
celobiohidrolasas, y f-glucosidasas. Alternativamente, en algunas
realizaciones, se pueden agregar celulasas exégenas a la mezcla de
fermentacién con el fin de facilitar la hidrélisis de celulosa y hemicelulosa. Las
enzimas adecuadas para el proceso de la invencién, incluyen sin limitacién, las
listadas anteriormente. El experto en la técnica determinara faciimente que
combinacion de enzimas es la mas Util para los procesos de la invencién con

base en el tipo de materia prima a ser usada.

[0044] La presente invencién provee la expresidon heterdloga de
secuencias de polinucleétido cbh? y/o cbh2. En algunas realizaciones, las cbh1
ylo cbh2 es de Talaromyces emersonii (T. emersonii), Humicola grisea (H.
grisea), Thermoascus aurantiacus (T. aurantiacus), y Trichoderma reesei (T.
reesei). La presente invencion también provee la expresion heterdloga de una
endoglucanasa. En algunas realizaciones, la endoglucanasa es de T. reesei.
En algunas realizaciones, la presente invencion provee la expresion de una 8-
glucosidasa. La B-giucosidasa puede ser cualquier B-glucosidasa adecuada. En

algunas realizaciones la B-glucosidasa es de S. fibuligera.

[0045] En algunas realizaciones, los genes que codifican las enzimas
expresadas por los organismos de la invencion son optimizadas de codon para

la expresion en el organismo hospedero.
[0046] En la técnica se aprecia que el componente de lignina del material

lignoceluldsico absorbe las enzimas de celulasa y por ende las secuestra lejos

de la celulosa, conduciendo a actividad enzimatica reducida. En algunas

(JLLECO; 282419.00C v}
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realizaciones de la presente invencion, se pueden usar proteinas o péptidos
econdmicos con el fin de bloquear los sitios adherentes de celulasa no
especificos de la lignina. Proteinas adecuadas incluyen proteina de soya,
proteinas de desecho del procesamiento de pescado, alimentos basicos
dafados o que expiraron, proteinas de algas, albumina, proteina de suero,
desechos del procesamiento de granos, desechos del procesamiento de

azucar, o cualquier proteina econdémica adecuada.

[0047] En algunas realizaciones de la invencién, dos o mas
microorganismos de la invencion pueden ser co-cultivados. “Co-cultivar"
consiste en dejar que al menos dos cepas o especies diferentes de
microorganismos crezcan en el mismo recipiente de reaccién o en el mismo
sustrato en diferentes recipientes de reaccién en comunicacion fluida entre si.
Los diferentes organismos pueden pueden digerir diferentes componentes del
material lignoceluldsico, o pueden actuar en forma aditiva, o sinergisticamente
para digerir ios componentes de celulosa y hemicelulosa de la materia prima.
En algunos aspectos de la invencion, los organismos co-cultivados son
Clostridium y Thermoanerobacterium. En algunos aspectos, los organismos co-
cultivados  son  Clostridium  thermocellum 'y  Thermoanerobacterium
saccharofyticum. Alternativamente, se pueden cultivar dos o mas
microorganismos en una serie, cultivando un microorganismo primario, seguido
opcionalmente por la remocidn del microorganismo primario, y luego cultivando

uno o mas organismos adicionales en el sustrato.

[0048]) En ciertas realizaciones de la presente invencién, los pre-
tratamientos lignoceluldsicos ocurren a mayor temperatura, tiempos de
residencia mas largos, y menor pH para iniciar una hidrélisis en mayor
extension, lo cual reduce tipicamente la carga de enzima adicional requerida
para liberar los monémeros solubles que pueden ser metabolizados por los

organismos responsables de la produccion de etanol. Sin embargo, los pre-
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tratamientos suaves producen tipicamente mas oligbmeros de carbohidrato,
requiriendo por tanto, mayores cargas de enzima para liberar los monémeros

sclubles adecuados para conversion.

[0049] La "fermentacién™ o "proceso de fermentacion" se refiere a
cualquier proceso que comprende un paso de fermentacion. Un proceso de
fermentacion de la invencién incluye, sin limitacidn, procesos de fermentacion
usados para producir alcoholes, acidos organicos, cetonas, amino acidos,
gases, antibioticos, enzimas, vitaminas y hormonas. Los procesos de
fermentacién incluyen también procesos de fermentacion usados en la industria
de alcohol consumible, industria lactea, industria del cuero e industria del
tabaco. El producto del proceso de fermentacién es referido aqui como

cerveza.

[0050] En ciertas realizaciones, los componentes de carbohidrato del
material lignocelulésico son convertidos adicionalmente a cerveza mediante un
paso de fermentacion, que produce etanol y solidos no fermentados, los cuales
son ambos recuperados. Por consiguiente, en ciertas realizaciones de la
presente invencion, la conversién es conversion quimica o conversion biolégica
de una mezcla lignocelulosica reactiva para formar una cerveza. En ciertas
realizaciones, la conversion quimica comprende hidrolisis acida, hidrdlisis de
alcali, tratamiento con solvente organico o combinaciones de los mismos. En
ciertas realizaciones, la conversion bioldgica de la mezcla de carbohidrato
reactiva para formar una cerveza comprende la adicién de bacterias, hongos,

levadura o una combinacion de los mismos.

[0051] En algunas realizaciones, después de la fermentacidn, la lignina
sustancialmente pura permanece como un solido que puede ser separado de la
fase liquida mediante centrifugacion, filtracién o usando una columna de

destilacién operada como un despojador de cerveza descrito, por ejemplo en Ia

HLLCCO, 282419.00C v.1)
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Patente US No. 7,297,236. Un despojador de cerveza adecuado podria ser
comprado en ICM, Inc., Colwich, KS, Delta-T, Inc., Williamsburg, VA., o Fagan,
Inc., Granite Falls, MN.

[0052] Ciertas realizaciones de la presente invencion comprenden
ademas deshidratacion, secado directamente o indirectamente, y recoleccion
de la lignina sustancialmente pura. La deshidratacion (o secado) de la lignina
sustancialmente pura es util en algunas realizaciones porque la humedad
puede disminuir la eficiencia de las reacciones posteriores de la presente
invencién. La separacion de los sdlidos de la cerveza antes de la recuperacion
de etanol puede involucrar la deshidratacion en una prensa de tornillo, la cual
es seguida de secado. Sin embargo, la presencia de alcohol durante la
separacion de solidos puede complicar el proceso de secado, requiriendo
secadores de ciclo cerrado costosos y complejos y con un sistema de
recuperaciéon de vapor. La Patente U.S. Numero 4,952,504 (incorporada
mediante referencia) revela que el equipo, tal como una centrifuga de tamizado
o prensa de tornillo, se puede usar para deshidratar solidos después de la

fermentacion.

[0053] En ciertas realizaciones, la fuente de calor usada durante el
despojo de etanol y deshidratacion es directa. En otra realizacidn, la fuente de
calor es indirecta. Las fuentes de calor incluyen, pere no se limitan a vapor

directo, vapor supercalentado directo, y vapor indirecto.

[0054] En ciertas realizaciones que involucran fuentes de calor
indirectas, la cerveza puede ser alimentada a un aparato secador de paletas.
La agitacién proporcionada por el ensamble de paletas desagrega la cerveza y
la transporta a través del recipiente como una capa delgada de sdélidos en una
ruta de flujo helicoidal a lo largo de una pared enchaguetada. Esto mejora la

transferencia de masa de materiales volatiles, ideal para remover volatiles
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atrapados estrechamente en materiales con tamario de particula fino o fluidez
pobre. Las paletas minimizan la acumulacién de solidos con el fin de mantener
una tasa de transferencia de calor alta. Estos factores combinados producen
altos coeficientes de transferencia de calor. Esta configuracion es ventajosa
porque evita los riesgos de taponamiento o incrustaciones presente en |a

bandeja de |la columna de cerveza tradicional y disefio de hervidor.

[0055] En ciertas realizaciones que involucran las fuentes de calor
directas, la cerveza es alimentada a un secador al cual se le agrega vapor o
vapor supercalentado. Este secador puede ser un recipiente con movimiento
positivo proporcionado por un tornillo o paleta, o puede ser un sistema de
secado de ciclo cerrado mas complejo. En el primer caso, la configuracién es
como se explica para calentamiento indirecto. La cerveza es alimentada a un
aparato secador de paletas en el cual el mezclade y la desagregacidén son
habilitadas mediante un ensamble de paleta; corriente de etanol-vapor de agua
es mezclada desde el aparato. En el Ultimo caso, los secadores de vapor
supercalentado se usan para liberar calor a los sdlidos y el contenido de
humedad a ser evaporado. El calor del vapor supercalentado es transferido al
producto mas fric a medida que pasa a través de un ducto disefado para un
tiempo de exposicion particular. Este calor vaporiza una porcién de la humedad
de los sdlidos, y una corriente de purga es retirada constantemente del ciclo
para mantener la presion. El agua y el vaper de etanol en esta corriente de
purga son descargados del recipiente y pasados a una columna de destilacion
en donde el etanol y el agua son separados sin la presencia de sélidos
insolubles. Esta configuracion es ventajosa porque seca de manera eficiente

los soélidos y permite la recuperacion de vapor del etanol.
[0056] En algunas realizaciones adicionales gque involucran fuentes de

calor indirectas, el material de alimentacion es bombeado o transportado a un

aparato secador de paletas. La agitaciéon proporcionada por el ensamble de
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paleta desagrupa y transporta el material producto a través del recipiente como
una capa delgada de sdélidos en una ruta de flujo helicoidal a lo largo de la
pared enchaquetada, produciendo unos coeficientes de transferencia de calor
muy altos. Las paletas minimizan la acumulaciéon de soélidos con el fin de
mantener una alta tasa de transferencia de calor y frecuentemente, para
transportar los solidos. El secado es establecido desde una superficie
calentada en contacto con el producto. A medida que los solidos son
acaracolados a lo largo del interior de la pared del recipiente, el calor es
transferido mediante conduccion. La corriente de agua y vapor de etanol es
descargada desde el recipiente y pasada a una columna de destilacion en

donde el etanol y el agua son separados sin la presencia de sélidos insolubles.

[0057] En algunas realizaciones, los sélidos insolubles son luego
removidos mediante centrifugacion. Centrifugas adecuadas incluyen un
decantador de clarificacién, centrifuga decantadora, o separador continuo

disponible en Westfalia Corporation o Alfa Laval Corporation.

[0058] En ciertas realizaciones del proceso, dicha conversion comprende
hidrolizar celulosa y hemi-celulosa, para formar azucares monomericos; y
fermentar dichos azucares monoméricos para producir etanol y lignina

sustancialmente pura.

[0059] En algunas realizaciones adicionales de la presente invencién, la
hidrolisis comprende hidrolizar enzimaticamente celulosa y hemi-celulosa para

formar azucares monomericos.

[0060] En algunas realizaciones adicionales, dicha hidrélisis comprende
la hidrolisis quimica de celulosa y hemi-celulosa para formar azlcares

MONOMEricos.
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[0061] En otras realizaciones, la hidrdlisis y fermentacién tienen lugar en
recipientes separados.

[0062] En algunas realizaciones, después de una fermentacién o
conversion biologica, la corriente de lignina puede ser opcionalmente lavada
con agua y luego opcionalmente tratada ademas con enzimas con el fin de
hidrolizar las impurezas remanentes tales como azucares. Enzimas apropiadas
incluyen, perc no se limitan a, celulasas, endoglucanasas, exoglucanasas,
celobiohidrolasas, B-glucosidasas, xilanasas, endoxilanasas, exoxilanasas, -
xilosidasas, arabinoxilanasas, manasas, galactasas, pectinasas,
glucuronidasas, amilasas, a-amilasas, p-amilasas, glucoamilasas, a-
glucosidasas, isoamilasas. Las enzimas pueden ser agregadas exogenamente.
Después de tal tratamiento enzimatico, la lignina puede ser secada y/o

procesada adicionalmente.

[0063] En ciertas realizaciones, dicha hidrélisis y fermentacion ocurre
concurrentemente en el mismo reactor. En tales casos, se pueden incluir una o
mas enzimas de hidrolisis (sacarificacion) mencionadas anteriormente en la
solucién que contiene uno o mas de los organismos de fermentacion
mencionados anteriormente. En algunas realizaciones, se puede realizar un

paso de hidrélisis adicional antes del procesamiento de lignina posterior.

[0064] En algunas realizaciones, después de la purificaciéon de lignina, la
corriente enriquecida con lignina es entonces enviada a hidrotratamiento con
éter, una operacion unitaria estandar en refinacién, o a pirélisis, un proceso que
es bien entendido y usado para convertir la biomasa en productos liquidos y
gaseosos. Ejemplos no limitantes de métodos de pirdlisis se describen en
USPN 7,578,927 y USPN 5,807,952. Los métodos no limitantes para hidrotratar
lignina se describen en USPN 7,425,657, USPN 4,420,644 y USPN 6,172,272.

En el caso de pirdlisis, la materia prima resultante puede ser usada ya sea
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directamente como una materia prima para una refineria, o hidrotratada para
remover el azufre y aumentar el grado de saturacién. En algunas realizaciones,

la lignina purificada es procesada en pélets de combustible.

[0065] En algunas realizaciones, en el caso de hidrotratamiento, la
mayoria de la celulosa y hemicelulosa remanente contenida en la materia prima
enriquecida con lignina son convertidas a componentes de baja ebullicion que
pueden ser faciimente separados en una unidad de separacion de dos fases
(tal como un tambor) después del hidrotratamiento y enfriamiento. Los
componentes de baja ebullicion pueden entonces ser usados para generar
corriente (para produccion de electricidad) en una caldera de gas o en un
reformador para la produccién de hidrégeno para uso en el hidrotratador. La
cantidad de componentes de baja ebullicidn producidos seran una funcién de la
conversion de celulosa y hemicelulosa a azUcares en procesos anteriores de la

invencion.

[0066] En algunas realizaciones, en el caso de pirdlisis, la mayoria de la
celulosa y hemicelulosa remanente es convertida a una mezcla de
componentes solubles en agua contrario a la lignina que es convertida en una
fraccion soluble en aceite. La fracciéon derivada de lignina puede entonces ser
exportada o hidrogenada como se describié anteriormente. La fraccion acuosa
puede entonces ser concentrada a través de un proceso tal como evaporacion
o ebullicidn, o usada como un alimentador del hervidor. Como en el caso
anterior, la cantidad de componentes de fase acuosa producidos es una
funcion de la conversion de los azucares en la biomasa. La calidad del vapor o
hidrogeno producido en el sitio puede, por consiguiente, ser influenciada

directamente por Ia biomasa a la conversion de azicar.

[0067] En algunas realizaciones, el hidrotratamiento de lignina produce

compuestos en el aceite producto tales como fenoles, ciclohexanos, bencenos,
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naftaleno, fenantrenos, y otras moléculas de hidrocarburo. En algunas
realizaciones, |a pirdlisis de puede usar para procesar la lignina de alta pureza
para producir aditivos para combustible y otros quimicos utiles, tales como
hidrocarburos. La lignina de la presente invencidn es especialmente ulil para
procesamiento adicional porque la lignina de la invencion contiene niveles
bajos de impurezas tales como cenizas, carbohidrato, y azufre. Niveles altos de
estas impurezas pueden producir hidrolisis o pirdlisis ineficiente, y producen

productos indeseables.

[0068] La lignina producida mediante la presente invencion supera los
problemas asociados con los métodos previos para producir lignina y pueden
producir lignina sustancialmente pura sin la necesidad de quimicos fuertes, que

pueden también interferir con el procesamiento de lignina posterior,

[0069] Una realizacion particular de la invencion reivindicada,
comprende:

a. pretratamiento con vapor con un material lignoceluldsico;

b. someter dicho material lignocelulésico pretratado a conversion

bioldgica para dar uno o mas productos soluble y lignina; v,

C. separar el uno o mas productos solubles de dicha lignina para
producir solidos ricos en lignina;

d. tratar los solidos enriquecidos con lignina con un tratamiento de
agua caliente liquida o vapor (tal como se describe en USPN
5,846,787),

e, convertir bioloégicamente o hidrolizar los solidos posteriores para

dar un material que esta enriquecido adicionalmente con lignina;

por medio del cual se produce un material de lignina sustancialmente pura con

bajo contenido de azufre (de 2 a 10 veces que el carbdn).
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[0070] En algunas realizaciones, ef material de la lignina sustancialmente
pura que se produce mediante el proceso es una particula fina (polvo) o polvo.
En algunas realizaciones, la suspension de este polvo en un aceite u otro
residuo de petroleo pesado produce un combustible de alta energia, de impacto

ambiental reducido, que es bombeable.

[0071] En algunas realizaciones, la adicién de (lignina en polvo)
finalmente dividida en el aceite que se deriva de la pirolisis de la biomasa se
puede usar como un combustible de caldera o combustible de mator diesel. En
algunas realizaciones, la peletizacién de la lignina produce un combustible
sélido que tiene un bajo impacto ambiental y reemplazaria el carbon en las

calderas de carbén boilers.

[0072] En algunas realizaciones, el polvo de lignina puede ser
suspendido para propositos de hidrocragueo adicional de la suspension para

obtener un sustituto de combustible dieseil.

[0073] Algunas realizaciones de la presente invencion estan ilustradas a

continuacion a manera de los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacion de lignina de alta pureza usando enzimas exdgenas

[0074] Una muestra de biomasa (la) se prepard a partir de astillas de
madera dura mezcladas usando un reactor de pretratamiento continuo con
post-refinacion. El tiempo de residencia en el reactor era de 10 minutos y la
temperatura de operacion fue de 195°C. El pretratamiento usado fue vapor

solamente; no se agrego acido o base para controlar el pH.
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[0075] El material pretratado resultante tenia la siguiente composicion
(base de sdlidos secos):

Muestra % de Glucano + % de Lignina % de cenizas
Xilano
1a 63.0 n.a.’” n.a”

*datos no disponibles.

[0076] Después del pretratamiento las muestras fueron lavadas para
remover los sélidos solubles. 2500 g (peso himedo) de muestra (50% de
sblidos totales) se prensaron en un embudo de Buchner de 150 mm que
contiene papel filtro Whatman Sharkskin, L.a muestra fue lavada al vacio con
3750 mL de agua desionizada a 50 °C. La muestra fue prensada a mano hasta
que todo el liquido fue removido y la muestra fue entonces secada al aire a
temperatura ambiente de vuelta al contenido de sdlidos totales original del
50%.

[0077] Después del lavado, las muestras fueron hidrolizadas por 120
horas. Cada muestra fue hidrolizada en un lote de 8L en un fermentador
Sartorius Biostat-B a una carga de sdlidos totales inicial de 10%. Se agregaron
enzimas de celulasa (Acelerasa 1000 - 66 mg de proteina/mL) y xilanasa
comerciales (Multifect - 114 mg de proteina/mL) a una dosis de 100 mg de
proteina/g de solidos totales. Las condiciones de hidrélisis fueron 50°C a pH

5.0, y agitacién de 500 rpm.

[0078] Después de la hidrélisis, la lignina fue recuperada. Los solidos
residuales fueron recuperados mediante filtracion como se describié
anteriormente, y lavados con 8L de agua desionizada a 50°C. Los sélidos

lavados fueron transferidos a un horno de conveccion a 40 °C y secados por 24

{ILLCCO: 282419 10C v.1



26

horas. Los solidos secados fueron transferidos a un frasco Erlenmeyer de 4L
que contiene 2L de guanidina-HCI 7M. La mezcla resultante fue mantenida en
una placa de agitacion por 24 horas a 35 °C. De Nuevo los solidos fueron
recuperados mediante filtracion al vacio y lavados con 8L adicionales de agua
desionizada a 50 °C. La lignina resultante fue transferida a un horno de
conveccion y secada por 24 horas a 40 °C para dar una muestra de lignina

seca (Ib).

[0079] La composicion (base de sélidos secos) del producto de lignina

resultante era la siguiente:

Muestra % de Glucano + % de Lignina % de cenizas
Xilano
1b 10.2 84.6 1.25
Ejemplo 2

Preparacion de lignina de alta pureza usando enzimas exogenas y SSCF

[0080] Una muestra de biomasa (2a) se prepar6 a partir de astillas de
abedul de pape! usando un reactor de pretratamiento continuo con post-
refinacion. El tiempo de residencia n el reactor era de 10 minutos y la
temperatura de operacion era de 185°C. El pretratamiento  us6 vapor

solamente; no se agregaron acido o base para controlar el pH.

[0081] El material pretratado resultante (2a) tenia la siguiente

composicién (solidos en base seca):

Muestra % de Glucano + % de Lignina % de cenizas
Xilano
2a 59.7 13.9 n.a.’”

* Datos no disponibles
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[0082] Despueés del pretratamiento, la muestra fue lavada para remover
los solidos solubles. 800g (peso humedo) de 2a (45% de sdlidos) fueron
prensados en un embudo Buchner de 150 mm que contiene papel filtro
Whatman Sharkskin. La muestra fue lavada al vacio con 350 ml de agua
desionizada a 25°C. La muestra fue prensada a mano hasta remover todo el
liquido, y la muestra fue entonces secada al aire a temperatura ambiente

durante la noche.

[0083] Después del lavado, la muestra fue preparada para Sacarificacion
y Co-Fermentacion Simultaneas (SSCF). Un Sartorius Biostat-A+fermentador
de 2L fue esterilizado inicialmente vacio y se agregaron los siguientes

materiales:

[0084) 263g de 2a lavada; 50 mL de solucién nutriente que contiene 3g
de licor de maiz macerado, 3g de fosfato de diamonio, y 1.23g de sulfato de
magnesio; 293.70 mL de agua desionizada; 30.3 mL de enzima celulasa
(Acelerasa 1000).

[0085] El pH fue ajustado hasta 5.0 con KOH 5M y la mezcla fue pre-
hidrolizada por 3 horas a 50°C, después de lo cual se adicionaron 263 ¢
adicionales de 2a lavada y se pre-hidrolizaron adicionalmente por 3 horas
adicionales. La mezcla fue enfriada hasta 35°C, y se adicioné 1 mL de

penicilina-G para dar 3 mg/L de concentracion final de penicilina-G.

[0086] Mientras tanto se prepard un indculo para la SSCF. La cepa
MO509 es una cepa disefada genéticamente de Saccharomyces cerevisiae
que es capaz de fermentar eficientemente la xilosa mediante: 1) regulacidn
ascendente de los genes TAL7T, TKL1, RPE1, y RKIl de la ruta de pentosa

fosfato de levadura endégena; 2) la expresion heteréloga de xilosa isomerasa y
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xilulosa quinasa; 3) delecion de una aldosa reductasa no especifica. Esta cepa
es ensefiada en WO 2006/009434 A1, que esta aqui incorporada mediante
referencia en su totalidad.

[0087] Se prepard un medio YPX usando 10 g/l de extracto de levdura,
20 g/L de peptona, y 20 g/L de xilosa, y se filtrd esterilizd. Se transfirieron 50
mL de YPX a un frasco deflector estéril de 250 mL con cerramiento de espuma.
El frasco fue incolulado con MO509 de una placa de agar y colocado en un
incubado a 30°C y 250 rpm. Después de 16 horas, se agregaron 50 ml
adicionales de YPX al frasco. Después de un tiempo de inoculacion total de 24

horas, se transfirieron 100 mL de inéculo al fermentador y se inicio la SSCF.

[0088] lLa SSCF se condujo a 35°C con el pH controlado en el rango de
4.8-5.0. Después de 120 horas de fermentacion, la concentracion de etanol
habia alcanzado 39 ¢/L mientras que la glucosa y xilosa eran de

aproximadamente 1 g/l. cada una.

[0089] Después de la fermentacion se recuperoé la lignina. El caldo de
fermentacién fue primero sometido a hervido en autoclave a 121°C por 10
minutos, después de lo cual los sélidos fueron recuperados mediante filtracion
en embudo de Buchner descrita anteriormente, y lavados con 8L de agua
desionizada a 50°C. Los solidos lavados fueron transferidos a un horno de

conveccion a 40°C y secados por 24 horas.

[0090] La composicién (sdlidos en base seca) del producto de lighina

resultante (2b) era la siguiente:

Muestra % de Glucano + % de Lignina % de cenizas
Xilano
2b 23.8 73.4 0.34
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Ejemplo 3

Produccién de lignina de alta pureza usando biotratamiento de dos etapas

[0091] Después de la fermentacion, los sélidos ricos en lignina fueron
separados de la fraccion liquida después de una reaccion de fermentacién. El
material fue tratado con agua caliente liquida a una carga de 30% de sélidos
secos (300 g de solidos secos /L. de liquido) a 200 °C por 10 min (mas 5 min de
tiempo de calentamiento). Las condiciones de tratamiento aplicadas son las
condiciones de pretratamiento optimas para hidrélisis de alamo. El tratamiento
de agua caliente liquida se realizd usando un reactor de tubos de acero
inoxidable de 1" OD y 4.5" de longitud. El tubo que contiene la suspension fue
colocado en un bafic de arena fluidizada que fue ajustado hasta 200 °C como
se describe en USPN 5,846,787, |

[0092] La suspension tratada con agua caliente liquida fue hidrolizada a
una carga de 5% o 30% de soélidos secos. Para hidrolisis con 5% de solidos
secos, se agregé amortiguador de citrato a pH 4.8 a la suspension para diluirla
hasta 5% de solidos secos. La carga de enzimas para la hidrélisis secundaria
fue de 15 FPU Spezyme CP y 40 IU Novol98 por gramo de glucano. La
hidrélisis se llevd a cabo a 200 rpm, 50 °C por 72 horas. Las muestras fueron

analizadas mediante columna Aminex HPX-87-H.

[0093] A continuacién se resumen las corridas hechas en este estudio.
Las corridas de control se refieren a hidrolisis del sustrato sin tratamiento con

agua caliente liquida.

Experimentos Tratamiento con agua Paso de lavado Carga de sdlidos
caliente liquida despues del secos para
tratamiento hidrdlisis
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Control1 No - 5% (p/v)
Control2 No - 30% (piv)
Experimento 1 | Si, 30% p/v de carga de No 5% piv
solidos, 200 °C, 10 min
(+ 5 min de
calentamiento)
Experimento 2 | Si, 30% p/v de carga de No 30% plv
solidos, 200 °C, 10 min
(+ 5minde
calentamiento)
Experimento 5 | Si, 30% p/v de carga de | Si, (agua desionizada 30% piv

solidos, 200 °C, 10 min
{+ 5min de

calentamiento)

a 80-90 °C
inmediatamente
después del
pretratamiento, 500
mL/tubo)

[0094]

La tabla siguiente resume las composiciones del sustrato, antes y

después del tratamiento con agua caliente y la hidrélisis enzimatica secundaria.

Después de la hidrélisis enzimatica secundaria, el xilano fue removido

completamente de los sdlidos de fermentacién. ElI contenido de glucano es

reducido de 19% a 11% debido a la hidrélisis. Como resultado, la lignina

aumentd de 60% a 75%.

Sélidos de fermentacién

Sdlidos de fermentacion
después del tratamiento con
agua caliente, lavado, e

hidrélisis enzimatica

Componente % de masa | Desviacion % de masa | Desviacion
seca Relativa seca Relativa
Glucano 18.92% 3.12% 10.5% 2.0%
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Xilano/Galactano 4.47% 3.06% Ninguno
Arabinano Ninguno Ninguno
Acetilo Ninguno Ninguno
Lignina Total 58.7% 74.9%
Residuo Insoluble 55.47% 1.07% 71.0% 0.6%
acido
Cenizas 4.18% 1.58% 4.5% 27.1%
Balance de Masa 86.24% 89.9%
Ejemplo 4

Produccion y caracterizacion de lignina de alta pureza

[0095] Los solidos de fermentacion fueron obtenidos como se describid
anteriormente. El sustrato a 30% p/p de sodlidos secos fue tratado con agua
caliente liquida a 200 °C, 5 min (+5 min de tiempo de calentamiento). Como los
solidos de fermentacién ya estaban a 30% de soélidos secos p/p (70% de
humedad), no se aRadid agua adicional. Se generaron aproximadamente 3 kg

de los solidos tratados con agua caliente liquida.

[0096] La suspension tratada con agua caliente liquida se dividio en
cuatro botellas de Nalgene de 1 L (~750 mL de sdlidos por botella) y se agregd
agua tibia (~80 °C) a las botellas para lavado. El paso de lavado se llevo a
cabo dos veces. Cada vez se usaron aproximadamente 1.5 L de agua tibia por
botella para lavas la solucidn pretratada. El lavado fue removido mediante
fitracion usando papel filtro No. 1 (tamafo de poro = 11um). Se agregdo un
amortiguador de citrate 50 mM a pH 4.8 a cada botella para llevar el volumen
total hasta 1 L. La suspension resultante era de aproximadamente 15% de
solidos secos en peso por volumen de liquido. El material fue transferido a in

frasco Erlenmeyer de 1 L y se agregaron 15 FPU Spezyme CP celulasa y 40
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CBU Novozym 188 beta-glucosidasa por gramo de glucano para la hidrolisis
enzimatica secundaria. La suspension fue incubada a 50 °C a 200 rpm.
Después de 84 hrs, el liquido hidrolizado fue removido mediante filtracion y los
solidos retenidos fueron lavados con agua tibia. Los sélidos fueron dispersados
en bandejas para secar a 45 °C por 5 hrs. Se retuvo una alicuota de 10 g de los
solidos secos para el anaiisis de composicion. Un total de 150 g de sdlidos de
fermentacién originales (humedad = 3.8%) y 150 g de sélidos de fermentacion
hidrolizados enzimaticamente (humedad = 3.5%) fueron enviados a Consol
Energy Inc. (South Park, PA) para las medidas de valor calorifico y contenido

de azufre.

[0097]

fermentacion y lignina purificada generada a partir de los solidos de

La siguiente tabla muestra las composiciones de sélidos de

fermentacion después del tratamiento con agua caliente liquida e hidrolisis:

Solidos de fermentacién Sélidos de fermentacion
después del tratamiento con
agua caliente, lavado, e
hidrdlisis enzimatica
secundana
Componente % de masa | Desviacion % de masa | Desviacion
seca Relativa seca Relativa
Glucano 18.92% 3.12% 14.0% 8.2%
Xilano/Galactano 4.47% 3.06% 2.3% 8.2%
Arabinano Ninguno Ninguno
Acetilo Ninguno Ninguno
Lignina Total 58.7% 67.4%
Cenizas 4.18% 1.58% 4.5%
Balance de 86.24% 88.2%
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Masa

[0098] Debido a la remocién de glucano y xilano de los sdlidos de
fermentacién por la hidrélisis enzimatica secundaria, el contenido de lignina
total de la lignina resultante generada en laboratorio aumenté de 60% a 67%.
La conversidn de celulosa remanente en los solidos de fermentacion a glucosa
fue de aproximadamente 60%, produciendo 18 g/L de concentracion de
glucosa en el hidrolizado. El balance de masa total no llego hasta 100%
posiblemente debido a que otros componentes, tales como proteinas, no se

midieron.

[0099] El contenido de azufre y el poder calorifico de los sélidos de
fermentacion y los solidos de fermentacion hidrolizados enzimaticamente se
midieron en Consol Energy Inc. (South Park, PA). El conteido de azufre se
midi® como si se usara para calcular un valor calorifico bruto preciso. Por
definicion, el valor calorifico bruto se obtiene cuando el producto de la
combustion de azufre es SO, En los procesos de combustion de bomba
reales, todo el azufre se encuentra como H;SO,. El contenido de azufre se uso
especificamente para corregir la energia de formacién de acido sulfurico. Los

resultados de las mediciones se dan en la siguiente tabla:

Humedad Contenido de Poder calorifico
(%) Azufre (% en (HHV) (BTU
peso seco) secos/Ib)
Sélidos de fermentacién 3.8% 0.12% (+ 0.02%) | 9203.7 (£ 220.0)

Lignina (tratada con agua 3.5% 0.09% (£ 0.0%) 9884.0 (£ 144 .8)
caliente liquida/sélidos de

fermentacion hidrolizados)
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[00100] Se describen los contenidos de azufre y poeder calorifico de los
solidos de fermentacién y lignina generados mediante el tratamiento con agua
caliente liquida e hidrolisis enzimatica. Los numeros en paréntesis son errores

del indice de confianza del 95%.

[00101] Tanto los solidos de fermentacidn como la lignina generada
mediante el tratamiento con agua caliente liquida e hidrolisis enzimatica
secundaria después del secado en horno a 45 °C contenian menos del 4% de
humedad. El contenido de azufre para los sélidos de fermentacion y la lignina
generada mediante el tratamiento con agua caliente liquida y posterior hidrolisis
enzimatica era de menos de 0.2% en peso seco. La lignina preparada ya sea
por fermentacion sola, o por tratamiento con agua caliente liquida posterior e
hidrolisis enzimatica contenia muy bajo azufre por Btu comparado con el
carbén. En comparicién, menos o igual a 0.6 Ibs de azufre por millén de Btu de
carbon es considerado carbon de bajo contenido de azufre

(http://www . eia.doe.qovicneaf/coal/coal trans/chap3 1.html (Visitado en

Octubre 14 de 2009)). El contenido de azufre de 0.1% en peso seco de la
lignina generada por fermentacion e hidrdlisis enzimatica posterior es
equivalente a 0.09 Ibs por millén de Btu. Es de 0.13 Ibs por millén de Btu para

los sdlidos de fermentacion.

[00102] La densidad de energia (poder calorifico) de los sélidos de
fermentacion y la lignina generada mediante tratamiento con agua calfente
liquida e hidrolisis enzimatica posterior fue de 9204 y 9884 Btu por b,
respectivamente. Como celulosa, que tiene un poder calorifico menor que la
lignina es removida de los sélidos de fermentacion, el poder calorifico aumento.
Ei poder calorifico de la lignina generada mediante tratamiento con agua
caliente liquida e hidrélisis enzimatica posterior fue comparable con los poderes
calorificos de la lignina (11324 Btu/lb, 11469 Btu/lb), publicados previamente
(Robert Wooley, "Development of an ASPEN PLUS physical property database

(1L1.CCO: 2R2419.D0C v 1)
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for biofuels component”, ANREL/TP-425-20685, 1936). La densidad de energia
del carbon es aproximadamente 10334 Btu/lb y varia entre 7800-12500 Btu/lb.
(Fisher, Juliya (2003). "Energy Density of Coal". The Physics Factbook.
http://hypertextbook.com/facts/2003/JuliyaFisher.shtml). Los resultados

sugieren que la lignina generada de la madera tiene contenidos de energia

ligeramente menores o0 muy similares al carbén.

[00103] Estos ejemplos ilustran posibles realizaciones de la presente
invencion. Aunque la invencién ha sido mostrada particularmente y descrita con
referencia a algunas realizaciones de la misma, los expertos en la técnica
entenderan que han sido presentadas a manera de ejemplo solamente, y no
limitacion, y que se pueden hacer varios cambios en forma y detalle sin
apartarse del espiritu y alcance de la invencion. Asi, la amplitud y alcance de la
presente invencion no debe ser limitado por ninguna de las realizaciones
ejemplares descritas anteriormente, sino que deben ser definidas solamente de

acuerdo con las siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.

[00104] Todos los documentos aqui citados, incluyendo articulos de
revistas o resimenes, publicados o correspondientes a solicitudes de patente
americanas o extranjeras, patentes emitidos o extranjeras, o cualquier otro
documento, estan cada una incorporadas enteramente mediante referencia en
la presente, incluyendo todos los datos, tablas, figuras, y textos presentados en

los documentos citados.
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REIVINDICACIONES

1. Un procesoc para tratar un material lignocelulésico, que comprende:

(a) pretratar con vapor un material lignocelulosico

(b) someter dicho material lignocelulosico pretratado a conversion
biolégica para dar unc o mas productos solubles y lignina; vy,

(c) separar el uno 0 mas productos solubles de dicha lignina para

producir una lignina sustancialmente pura.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho
tratamiento de dicho material lignocelulésico comprende el no uso de solvente

diferente a agua ligquida o vapor.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho

pretratamiento con vapor tiene lugar en un lote.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicho

pretratamiento con vapor tiene lugar de una manera continua.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho
pretratamiento con vapor comprende colocar el material lignoceluldsico en una

camara presurizada.
6. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde dicho

pretratamiento con vapor comprende tratar con vapor presurizado dicho

material lignoceluldsico en un rango de temperatura de 150-250 °C.

JILLECO. 282419.00C v 1)
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7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicho
pretratamiento con vapor comprende tratar con vapor presurizado dicho

material lignocelulésico en un rango de temperatura de 180-220 °C.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dicho
pretratamiento con vapor comprende tratar con vapor presurizado dicho

material lignocelulésico entre cinco y quince minutos.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicho pretratamiento con vapor comprende

despresurizacion rapida.

10. E! proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicho pretratamiento con vapor comprende post-refinar

para reducir el tamano de particula.

11.  El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde dicho pretratamiento con vapor es controlado de pH mediante la

adicion de una base para mantener el pH entre aproximadamente 5 y 8.

12. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha conversion biologica comprender fermentar dicho

material lignoceluldsico.
13. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde dicha
fermentacion comprende fermentar mediante sacarificacion y co-fermentacion

simultanea.

14.  El proceso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho matertal

lignoceluldsico es fermentado por un organismo seleccionado del grupo que

HLLECCO 2R2439.D0C v 1)

3¢



consiste de Clostridium thermoceflum, Thermoanaerobacterium
saccharolyticum, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces marxianus,
Escherichia coli, Zymomonas mobilis, Bacillus stearothermophilus, Pichia

stipitis, y Escherichia coli.

15. Bl proceso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde dicho

organismo produce una o mas celulasas o xilanasas.

16.  El proceso de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde dicha una o
mas celulasas se seleccionan del grupo que consiste de endoglucanasas,
exoglucanasas, f-glucosidasas, celobiohidrolasas, endo-xilanasas, beta-
xilosidasas, xilobiohidrolasas, exoxilanasas, R-xilosidasas, arabinoxilanasas,
manasas, galactasas, pectinasas, glucuronidasas, amilasas, o-amilasas, B-

amilasas, glucoamilasas, a-glucosidasas, e isoamilasas.

17. E! proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha celulasa o xilanasa esta unido a la superficie de |a

celula.

18. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dichas celulasas o xilanasas son agregadas

exdégenamente.

19. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde agua, etanol y uno o mas productos solubles son

separados de dicha lignina por un despojador de cerveza.
20. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 18, en donde dicha

lignina sustancialmente pura es separada de dicho uno o mas productos

solubles por un filtro.

OLLECO: 282419.00C v.1)
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21. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 ¢ 19, en donde dicha
lignina sustancialmente pura es separada de dicho uno o mas productos

solubles mediante centrifugacion.

22. El proceso de acuerdo con una cuaiquiera de las reivindicaciones

anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura es secada.

23. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 22, en donde dicha lignina

sustancialmente pura es secada con calor.

24. El proceso de acuerdo con la reivindicacidn 22, en donde dicha lignina

sustancialmente pura es secada con un solvente organico.

25. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde dicha lignina

sustancialmente pura es secada con etanol.

26. EI proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura es al menos 50% pura.

27. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicacicnes

anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura es al menos 70% pura.

28. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en donde dicha lignina sustanciaimente pura es al menos 80% pura.

29. El proceso de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones

anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura es al menos 90% pura.

{(JLILCCO: 282419.D0C v | }
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30. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de

0.4 por ciento de cenizas.

31. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de

0.2 por ciento de cenizas.

32. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de

0.1 por ciento de cenizas.

33. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de 11

por ciento de carbohidrato.

34. El proceso de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de 5

por ciento de carbohidrato.

35. El proceso de acuerdo con una cualguiera de las reivindicacicnes
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de 2

por ciento de carbohidrato.
36. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de 1

por ciento de azufre.
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37. El! proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de

0.5 por ciento de azufre.

38. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde dicha lignina sustancialmente pura contiene no mas de

0.25 por ciento de azufre.

39. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22-25,
en donde la lignina sustancialmente pura es procesada adicionaimente

mediante hidrotratamiento.

40. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22-25,
en donde la lignina sustancialmente pura es procesada adicionalmente

mediante pirdlisis.

41.  Eli proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde la lignina sustancialmente pura se usa como materia prima para la
produccion de combustibles seleccionados del grupo que consiste de gas de

sintesis, combustible liquido, combustible solido, y especialmente quimicos.

42. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
dos o mas microorganismos son cultivados en una serie, cultivando un
microorganismo primario, seguide opcionalmente por la remocidn del
microorganismo primario, y luego cultivando uno ¢ mas organismaos adicionales

en el sustrato.
43. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en

donde después del paso (c) la lignina sustancialmente pura es sometida a un

segundo paso de hidrolisis.

{JL1.CCO: 2R2419.D0OC v. 1}
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PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD [] Art 33 Decision 486/00
O Indicacidn que solicita una patente
d Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
O Descripcién de la invencion
O Dibujos de ser estos pertinentes
O Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser caso formato de descuento)

Completa O Incompleta I

PATENTE DE INVENCION PCT ] MODELO DE UTILIDAD PCT [ Art .33 Declsién 486/00, Circular

Unica

) X
Mq)m
()m

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada Inicialmente {(capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resume)

Dibujos de ser estos pertinentes.

L'L) Q Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
Completa m Incompleta O
DISENO INDUSTRIAL [ {Art. 119 Decisidén 486/00)
J Indicacion que se solicita Disefio Industrial
H| Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta 1a solicitud
] Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que
Incorpora el disefio
O Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa O Incompleta O
ESQUEMA TRAZADO O (Art. 92 Decisi6n 486/00)
a Indicacion gue se solicita un esquema de trazado
(] Datos de identificacién de! solicitante o de la persona que presenta la solicitud
U Representacian grafica de un esquema de trazado
O Comprobante de pago de las tasas establecidas
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SLJlPElRINTENDENCIA
Bogota D.C.,
2020
Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
MASCOMA CORPORATION

REFERENCIA Radicacion No. 11 050980
Solicitud internacional PCT/US2009/61040
Fecha inicio fase nacional 17/05/2011

Trémite 11
Evento 378
Actuacion 430
Oficio No.

k0889

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el anicﬁ?o 38 de la Decision 486 de la
Caomisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se ‘e comunica que:

1, La solicitud no contiene e poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de ta Decisidn 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberéan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii} del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT ., el alcance de las tales declaraciones se determinard segin indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numerai
5.2.15 de! Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de Io dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada v
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente. ..

Al contngiar favor indiqun ol ndmaoro de Sede Ceniro: Carrorn 13 No. 27-00 Pians 2,5, 7 y 10 PAX: 5870000
radicacién qua s¢ sncuontra a8 continuacidn Sedo CAN: Av, Cra 50 Na. 26.55 Int, 2 Tol; 5880070
Call Genlor 6513240, Lines 01600-910185
Wb www sic.gov.co o-mail: infoghsic.gov.co
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Actuacion 430

Oficio No. p 0889 2

Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, es necesario que
cancele la tasa establecida por cada reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacion de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 de! Cédigo Contencioso Administrativo, se le
requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio
atienda el requerimiento aqui sefalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articuio 13 de
la misma codificacion, respecto de las reivindicaciones adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispueste en el numeral 5.2, literal &), del capitule quinto del tituto
primero de fa Circular Unica N°® 10 de 2001,

=

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ

Director de Nuevas Creaciones (¢} U 3 JUN 20”

El anterior requerimiento fue notificade por fijacidn en lista de fecha

adpall
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