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METODO PARA PRODUCIR AZUCARES DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA QUE
COMPRENDE UNA ETAPA DE DESLIGNIFICADO ALCOHOLICO-ALCALINO EN

LA PRESENCIA DE H202

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a un método para producir
productos de escisidén de carbohidratos, en particular
azGcares, como pentosas y hexosas, a partir de un material
lignocelulésico. La invencién se refiere ademds a un método
para obtener alcohol de azQcares. Para los fines de la
pfesente descripcidn y las reivindicaciones el concepto de
"azlicar" también debera incluir "oligbmeros de azlcar".

En conexidn con la escasez de crudo (petrdleo) vy la
discusién sobre trigo como fuente de energia, la materia
prima renovable lignocelulosa (paja, madera, desechos de
madera, etc.) adquiere una gran importancia como material
inicial para combustibles o productos quimicos. La conversién
de la lignocelulosa se puede efectuar de acuerdo a dos formas
fundamentalmente diferentes: 1) la "plataforma termoguimica"

en la que la lignocelulosa primero se gasifica y los gases de

la sintesis se sintetizan en productos deseados, y 2) la
‘"plataforma sacarosa" en la que el interés principal consiste

:en el uso del azGcar ligado en los polimeros celulosa y

hemicelulosas, en tanto que 1la lignina todavia se wusa

predominantemente de manera energética. La presente invencidn
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se asocia a la segunda forma.

Contrariamente al almiddén, los azGcares de 1la
lignocelulosa se encuentran presentes en estructuras
poliméricas cristalinas estrechamente reticuladas de la
celulosa y las hemicelulosas, que adicionalmente se
encuentran cubiertas de una capa externa de lignina, mediante
1o cual resulta un complejo extremadamente denso. La forma
mas evidente para obtener azicar de lignocelulosa seria el
uso directo de celulasas y hemicelulasas. Sin embargo, esto
se dificulta en la materia prima paja © madera debido a 1la
densidad del complejo precedentemente mencionado. Debido a su
elevado peso molecular los enzimas no estdn en condicicnes de
penetrar en la lignocelulosa a través de los estrechos poros.
Esto significa que es necesario aplicar un primer paso que
aumenta la porosidad de la lignocelulosa y mediante ello
permite el sacarificado enzimdtico adicional.

Este primer paso  se designa "tratamiento
preliminar" (tratamiento preliminar, disgregacién). Siempre

es muy costoso, de manera que en la produccidén de por ejemplo

"biocombustibles de segunda generacién" es necesario aplicar

para este propdsito hasta 1/3 de los costos de produccidn, lo

cual influye negativamente en la rentabilidad. Los procesos
utilizados o bien pretenden primero licuar las hemicelulosas

(por ejemplo tratamiento preliminar de  vaporizacidn

instantdnea, dilucién por &cido) u obtener el aumento de la
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porosidad mediante licuefaccidén de 1lignina (por ejemplo,
tratamiento previc de cal, amonio).

El sustrato de lignocelulosa disgregado se puede
seguir tratando en forma enzimatica para la obtencidén de
azlcares y sus oligdmeros, siendo que el tipo de tratamiento
preliminar puede tener una enorme influencia sobre 1la
actividad enzimdtica y el rendimiento. Con altas temperaturas
de reaccion frecuentemente resultan productos de
descomposicidn toxicos (por ejemplo furfural), los cuales en
el caso de una fermentacidédn directamente subsiguiente con
etanol pueden inhibir las levaduras; ver por ejemplo Chandra
et al., Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology,
108:67, 2007; Mansfield et al., Biotechnol.Prog. 15:804,
1999.

Estos métodos tienen la grave desventaja de que son
intensivos en energia y se desarrollan predominantemente a
temperaturas poco inferiores a 200°C.

Una mejora tecnoldgica en este aspecto, por ejemplo
mediante el desarrollo de procesos de baja temperatura (es
decir, a una temperatura inferior a 100°C) constituiria un
progreso decisivo en el aprovechamiento de cualquier
sustancia de 1la materia prima lignocelulosa. Esto es el
objeto de la presente invencidm.

Por el documento EP 1 025 305 Bl se conoce un

. proceso quimico para despolimerizar la lignina (sistema Cu).
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Se funda en la actividad catalitica de complejos de cobre en
combinacién con perdéxido de hidrégeno o hidroperdxidos
organicos, y tiene la capacidad de escindir la lignina en
forma oxidante a temperaturas inferiores a los 100°C. Los
formadores de complejo que se usan en este caso son derivados
de piridina. En modelos de lignina sintéticog se pudo
comprobar que con el uso de H;0, como agente de oxidacién
tiene lugar una escisidén de 1los enlaces de éter de la
molécula de lignina, debido a lo cual el polimero de lignina
se desintegra en subunidades de oligbémeros. Utilizando el
sistema Cu con un exceso de hidroperoxidos orgdnicos es
posible deslignificar la madera. Técnicamente el sistema
basado en H,0, parece mejor realizable, se probdé como aditivo
decolorante en la decoloracidén con perdxido de celulosa Kraft
y condujo a una mejor cuota de deslignificado y un grado de
blancura mayor.

Ademas, por "Oxidation of wood and its components
in water-organic media", Chupka et al., Proceedings: Seventh
Iﬁternational symposium on wood and pulping chemistry, Vol.
3, 373-382, Beijing Replblica Popular China, 25-28 de Mayo de
1993, se conoce que la eficiencia de una catdlisis alcalina
dé la oxidacidén de madera y lignina aumenta considerablemente
si al medio de feaccién acuoso se le adiciona un disolvente
organico, por ejemplo DMSO, acetona, etancl. Los autores

indican ademds que a valores pH superiores a 11 tiene lugar
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un aumento pronunciado de la oxidacidén de la madera y la
lignina.

Por el documento WO 01/059204 se conoce un pProceso
para producir celulosa en el cual el material inicial se
somete a un tratamiento preliﬁinar en el cual el material se
trata con una solucidén de regulador y un catalizador de
deslignificado (metal de transicién). El deslignificado se
lleva a cabo en la presencia de oxigeno, perdxido de
hidrégeno u ozono.

En comparacién con lo anterior, el método de
conformidad con la invencidén para producir productos de
escisién de carbchidratos, en particular azlcares se
caracteriza porqgue

- el material lignoceluldsico se trata con una
solucién acuosa que contiene perdxido de hidrégeno, un
alcohol, en particular un alcohol C;.4 o un fenol, y una base,
para escindir la lignocelulosa de manera oxidante y separar
del material los productos de escisién, siendo que se obtiene
un material con concentracién de celulosa y hemicelulosa, y

- el material con concentracidén de celulosa vy
hemicelulosa que se obtiene se trata con un enzima gque
escinde carbohidratos para obtener los productos de escisidn
de carbohidratos.

Como alcohol son adecuados los alcoholes o fenoles

alifdticos o cicloalifdticos mono o polivalentes, por ejemplo
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alcoholes C;4, en particular alcohol C;.4, como metanol,
etanol, propanol y butanol, incluidos sus isdémeros; glicoles
(etandioles, propandiocles, butandioles, pentandioles,
hexandioles), glicerina, propenol, butenol, c¢iclopentanol,
ciclohexanol, alcohol bencilico; o fenoles, como fenoles,
cresoles, catecoles, naftoles, pero también aminoalcoholes
como etanolamina, metanolamina y hexanolamina. Se prefiere un
alcohol ¢C;.4. Para los fines de la presente solicitud de
patente, en el concepto genérico "alcohol" se incluyen los
fenoles.

La solucibén alcohdlica del extracto de lignina

.proporciona ademds opciones favorables en la preparacidén

ulterior de los productos de escisidn de lignina y xilano.

El ©perdxido de hidrégeno preferiblemente se
encuentra presente en una solucidén alcohdlica acucsa en una
cantidad de 0.1 a 5% en pesgo, de manera particularmente
preferida en una cantidad de 0.3 a 2% en peso, por ejemplo
0.3 a 1% en peso.

En el método de conformidad con la invencidén el
alcohol preferiblemente se encuentra presente en una solucidn

acuosa en una cantidad de 10 a 70% en volumen, por ejemplo 20

'a 50% en volumen, preferentemente 30 a 40% en volumen.

En el método de conformidad con la invencidén el
material de lignocelulosa preferiblemente estd presente en la

solucidn acuosa con una densidad material de 3-40% en peso,

;”L
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como 5-40% en peso, en particular 5-20% en peso.

Preferiblemente la lignocelulosa se escinde a una
temperatura inferior a 100°C, como inferior a 80°C, por
ejemplo inferior a 60°C.

La presente invencidén se basa por una parte en el
conocimiento de que un material de lignocelulosa tratado con
una solucidén acuosa bédsica de perdxido de hidrégeno que
contiene uno de los alcoholes precedentemente mencionados, en
particular un alcohol C;.; o un fenol, se puede procesar de
manera enzimdtica con un mayor rendimiento de productos de
escisién de carbohidratos como los azicares que un material
deslignificado de cualquier otra manera, en particular sin la
adicién de alcohol.

Como productos de escisidén de carbohidratos se
forman predominantemente azucares, principalmente pentosas y
hexosas. Los aziicares preferidos incluyen la xilosa y 1la
glucosa.

Una modalidad preferida del método de conformidad
con la invencidn se caracteriza porque el material
concentrado con celulosa y hemicelulosa se trata con una
xilanasa o una celulasa para obtener los azlicares.

Como material de lignocelulosa se usa de
preferencia paja, pastos energéticos, como por ejemplo férula

(Panicum virgatum), banano de filipinas o abacd (Saccharum

-ravennae), sisal, bagazo, o© sustratos de lignocelulosa
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atipicos, como glumas, por ejemplo glumas de arroz,
preferiblemente paja, pastos energéticos, bagazos o glumas,
de manera particularmente preferida paja o bagazo, por
ejemplo paja. La paja tiene una superficie intensamente
hidréfoba, de manera que 1la humectacién con soluciones
acuosas constituye un problema. Se comprobd que mediante el
uso'de alcohol es posible introducir la solucidén reactiva en
los poros del sustrato, incluso sin presidn, y sustituir el
aire existente con solucién reactiva. Se comprobd ademds que
ellalcohol acelera la extraccidén de los productos de escisidn
de la paja y contribuye a mantener en solucidén los productos
de escisidn de la lignina. En contraste con esto se descubrid
también que mediante el alcohol se disminuye la solubilidad
de la hemicelulosa y de sus productos de escisidn, y por
consiguiente la hemicelulosa se conserva en el sustrato. Si
con la paja se introdujeran iones metdlicos que destruyen
parcialmente el perdxido de hidrdgeno, entonces se debiera
adicionar un formador de complejo para los iones metdlicos.
Una variante preferida del método de conformidad
con la invencidn consiste en gque el valor pH de la solucidén
acuosa es inferior a 12.0, en particular inferior a 11.0 y
superior a 10.0 previamente al tratamiento del material de
iignocelulosa; ademds de que durante el tratamiento no se
adiciona una base. Esto es favorable en particular para el

procesamiento ulterior enzimidtico de los azlcares a alcohol
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en virtud de que se demostrd que el valor pH disminuye
durante el tratamiento, de manera que solamente se requieren
pocos productos quimicos para ajustar el valor pH &ptimo para
la subsiquiente escisidn enzimatica de los carbohidratos vy
fermentacién de los azlcares a alcohol.

Mediante el exprimido de 1la fase 1liquida del
sustrato después del proceso de disgregacién se aumenta la
concentracidn del sustrato, de manera gque sSe requieren
menores cantidades de enzima para la hidrdlisis enzimatica o
en otros procesos enzimidticos ulteriores.

En la produccidén de alcohol los costos de los
enzimas son un factor de costo decisivo. E1 alcohol provoca
gque se reduzca considerablemente la solubilidad de 1las
hemicelulosas y sus pfoductos de escisidén que eventualmente
se liberan adicionalmente a 1la lignina en el intervalo
alcalino durante la reaccidn, y estas se mantienen ligadas al
sustrato. Las ventajas para el proceso son una elevada
selectividad de la disgregacién de lignina, una muy baja
concentraciédn de hemicelulosa y sus productos de escisidn en
la solucién extractora en el caso de separar 1a. solucidn
extractora del sdlido, puesto que la hemicelulosa se conserva
en la porcidén gbélida y mediante ello para la hidrdlisis
enzimidtica y la obtencidn de azicar.

La solucidén alcohdlica del extracto de lignina

proporciona ademds posibilidades mejoradas en lo referente a
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la preparacidén ulterior de 1la lignina y la produccidén de
productos de lignina.

Mediante el deslignificado que se lleva a cabo con
la disgregacién se aumenta la porosidad de 1las paredes
celulares del material de lignocelulosa, por ejemplo en el
caso de la paja tanto asi que se vuelve accesible casi toda
la xilosa para la xilanasa y se pueden hidrolizar
aproximadamente 100% del xilano y obtener xilosa. Esto hace
que el método de conformidad con la presente invencidn sea
particularmente adecuado para producir productos de alta
calidad en cooperacién con una conversién enzimdtica de la
xilosa. La conversidén enzimdtica se puede efectuar o bien
directamente en la mezcla de solucidn de xilosa y sdlido o
con la solucidn de xilosa separada del sélido.

En una produccidén de alcohol adicional a partir del
s6lido remanente que se efectia después de la hidrdlisis
enzimdtica del xilano y la transformacidédn de conformidad con
la invencién de la xilosa en xilitol los costos del enzima
son un factor de costo decisivo. Estos resultan en parte
tamﬁién por los enlaces no' especificos de enzimas a la
lignina, ver por ejemplo Chandra et al, 2007, ibidem. La
eliminacidén parcial de la lignina reduce esta pérdida de
actividad y tiene efectos econdémicos favorables.

Las ventajas para un proceso enzimatico

subsiguiente son por ejemplo que debido a la elevada
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selectividad de la disgregacién de lignina con conservacién
casl completa de los polimeros de azGcar resulta una
concentracién muy reducida de la hemicelulosa y sus productos
de escisidén en 1la solucidén extractora, la hemicelulosa
permanece en la porcidén sélida y mediante ello se conserva
para la hidrdélisis enzimatica y obtencidédn de azGcar asi como
para su transformacién adicional. De conformidad con la
invencidn resulta de esto una cuota midxima de aprovechamiento
de material y, por ejemplo en cooperacién con el uso de
xilosadeshidrogenasas, una elevada rentabilidad del proceso
descri£o.

La conduccidn del proceso de transformacidn de
xilosa en xilitol se puede llevar a cabo directamente en la
mezcla' de sdélido/liquido que se obtiene de acuerdo al
presente método de conformidad con la invencidn después de la
liberacidén enzimatica de la xilosa, 1lo cual aumenta
adicionalmente la rentabilidad de todo el proceso.

En el caso de la transformacidn en xilitol es
posible que el alcohel residual del proceso de disgregacidn
remaneénte en el sustrato después de exprimir el sbdlido se use
directamente como sustrato para la alcoholdeshidrogenasa para
la regeneracién de NAD a NADH. Si el proceso se disefia de
para que se consuma (parcialmente) el alcohol residual de la

disgregacién remanente en la mezc¢la reactiva resulta

(parcialmente) superflua una eliminacién del alcohol de la
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gsolucién de producto y mediante ello se aumenta
adicionalmente la eficiencia de todo el proceso.

En el caso de la transformacidén de los productos de
escisién de lignina el alcohol actia como eliminador de
radicales y disolvente para los productos de escisidén de una
despolimerizacidén enzimdtica, biomimética o gquimica de los
productos de escisidén de lignina de moleculares superiores a
moleculares inferiores.

La baja porcidén de hemicelulosa y sus productos de
escisidn en el extracto y la mayor solubilidad de la lignina
aumentan las cuotas de rendimiento con una separacién del
sélido de los productos de transformacidén y su preparacidn
mediahte filtracidn.

El método de conformidad con la invencidén permite,
por ejemplo, separar los tres componentes principales de la
paja, especificamente la glucosa, la xilosa asi como 1la
lignina en flujos de material muy deficientes en sustancias
perjudiciales y su transformacién ulterior en productos de
alta calidad, como xilitol, y por consiguiente satisface los
requisitos de un proceso de biorefinacidn ideal.

Otra ventaja del método de conformidad con 1la
inveﬁcién. en comparacién con otros métodos de disgregacidn
que se desarrollan predominantemente en el intervalo de
temperatura entre 150°C y 200°C es que es posible mantener

una temperatura de reaccidén inferior a 100°C. El bajo gasto
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de energia permite que la lignina obtenida <con 1la
disgregacién no se use como fuente de energia para el proceso
de disgregacién sino como material valioso.

Tras el tratamiento con la solucién acuosa que
comprende un alcohol, en particular un alcohol C;., o un fenol
y H;0,, de acuerdo con el método de la presente invencién la
solucidén que comprende la lignina se separa y el sdlido
disgregado se trata preferiblemente con una =xilanasa, por
ejemplo 6-72 horas a 30-90°C y la fase liquida se separa del
s6lido, tras lo cual la fase liquida preferiblemente se sigue
transformando en productos ulteriores, por ejemplo xilitol.

El sélido remanente después de la separacidén de la
fasé liquida se trata preferiblemente con celulasa, siendo
que mediante fermentacién adicional de 1la solucién de
s6lido/glucosa se pueden obtener etanol, butanol y otros
productos de fermentacidn; o el sélido remanente se somete a
una transformacidn térmica o termo-quimica de la sustancia y
los productos producidos, tales c¢omo componentes de
combustible, aditivos de combustible y/u otros productos
quimicos, como por ejemplo fenoles se separan; o el sélido
remanente se somete a una transformacién microbiana de 1la
sustancia por medio de bacterias, levaduras u hongos; o el
sélido remanente se somete a una etapa de deslignificado
adicional con el fin de obtener un material de fibra de

celulosa.
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El sb6lido remanente se puede fermentar en una
planta de biogas y seguir procesando para obtener biocgas.

Unc de 1los productos wulteriores econdmicamente
intereéantes de la xilosa es el xilitol.

Las fuentes principales para obtener xilosa son
1ejias digestivas de la industria de 1la celulosa que
contienen una multitud de productos de disgregacién,
pripcipalmente de la lignina y 1la hemicelulosa, de manera que
la xilosa se debe obtener primero mediante costosas etapas de
separacién y depuracidén. BAsi, por ejemplo, B. H. Harms
describe en "Willkommen in der natiirlichen Welt von Lenzing,
weltweit flhrend in der Cellulosefaser Technologie", congreso
de otofio de la industria del papel austriaca, Frantschach
(15.11.2007} la obtencidn de xilosa a partir de la lejia
espesa mediante filtracidén de gel, un método técnicamente muy
complejo que usualmente no se usa para productos a granel.
Luego la xilosa obtenida de esta manera se transforma en
forma catalitica en xilitol.

En un aspecto adicional, la xilosa obtenida de

\
conformidad con la presente invencién se transforma en
xilitol sin fermentacidén, mediante la transformacién con una
xilosareductasa, por ejemplo una xilosadeshidrogenasa, por
ejemplo de Candida tenuis, siendo que opcionalmente a 1la
solucidén de xilosa se adiciona una xilosareductasa vy

opcionalmente un co-sustrato para la regeneracién del
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cofactor y opcionalmente alcoholdeshidrogenasa y
opcionalmente NAD(P)H; en particular, siendo que el xilitol
obﬁenido se separa mediante filtracién de los productos de
escisidn de lignina.

Con el siguiente ejemplo 1 y el ejemplo comparativo
1A se documenta la influencia del tratamiento preliminar en
la presencia de alcohol sobre el rendimiento de azlicares
reductores tras la hidrélisis enzimatica.

Ejemplo 1

Tratamiento preliminar de paja de trigo

La paja de trigo se tritura a un tamafio de
particula de aproximadamente 2 cm. En un recipiente de
reaccidn de 500 ml se suspenden 5 g de paja de trigo
triturada en una solucién que consiste de 49.5% de agua, 50%
de etanol y 0.5% de perdxido de hidrbégeno. La suspensidén se
calienta a 50°C en el bafic de agua, se termostatiza y el
valor pH de la suspensién se ajusta con solucién acucsa de
NaOH en un valor pH inicial de 12. La mezcla se agita
continuamente en forma magnética durante 24 horas a 200 rpm,
60°C. Tras esto 1la porcidén de sbdlidos se separa por
filtracidn y se lava con 1 1 de agua destilada.

Para la hidrélisis enzimatica, 100 mg de sustrato
prgtratado de cada prueba paralela se ajustaron en pH 4.8 con
9.8 ml de regulador de acetato de sodio 50 mM y se mezclaron

con 200 nl de suspensidn de acelerasa 1000

2
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(www.genencor.com) . La acelerasa esg una mezcla de enzimas de
celulasas y hemicelulasas. La hidrdlisis enzimitica se llevd
a cabo a 50°C en un baflo de agua agitado. Los mondmeros
solubles de hexosas y pentosas liberados después de 48 horas
se determinaron en la forma de azicares reductores de acuerdo
al método DNS (Miller et al., Analytical Chemistry 31(3):426,
1959) en 1 ml del sobrenadante liquido, se refirieron a 1la
cantidad neta de sustrato pretratado y se expresaron en por
ciento del rendimiento tedrico maximo.

El rendimiento tedrico méximo de  azlcares
reductores se determind por separado y es de 705 mg * 5% por
gramo de paja no tratada.

Por cada preparacidn de prueba se llevaron a cabo

~en cada caso 5 pruebas paralelas. El rendimiento en azlicares

reductores fue de 99% * 4%.
Ejemplo comparativo 1A
Se repitid el ejemplo 1 anteriocr, pero sin embargo

sin adicidn de alcohol. El rendimiento en azicares reductores

o\

Ejemplo 2
Ejemplo 2a

Produccidn enzimatica de xilitol a partir de una

solucién de xilosa que se produjo de paja. Como co-sustrato

se utiliza isopropanol.

La solucidn reactiva contiene 5 mg/ml de xilosa.
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La xilosareductasa (XR) de Candida tenuis reduce la
xilosa a xilitol. Esta XR necesita NADH (dinucleétido de
nicotinamida-adenina) como coenzima, el cual durante la
reaccidén se oxida para dar el coenzima NAD'. La regeneracién
del cofactor oxidado tiene lugar mediante 1la actividad
paralela de wuna alcoholdeshidrogenasa (ADH: regeneracidn
acoplada por enzima). Como co-sustrato se usa isopropanol. El
isopropanol y el NAD' se transforman mediante el ADH en NADH
y acetona, como se muestra en el esquema de reaccidén 1:

ESQUEMA DE REACCION 1

"CHO - CH,OH
———0H. ——OH
XR
HO— - »  HO—
_ oH / \ ——OH
CH,OH : CH,OH
iose NADH +H* NAD' KiLite
(0 ~4\\\\\““ f’////) HO
| ADH
' Iscopropanol
Acetona

En la tabla 1 se representan las relaciones de

reaccién en las cinco diferentes reacciones de prueba #049,
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#050, #051, #052, #053 y #054:

Namero de reaccidn #049 | #050 | #052 | #053 | #054
Lpte de sustrato I [ul] 250 | 250 250 500 500
XR C.tenuis U/ml [ul] 50 50 50

20 mM NADH [pl] 50 | 50 50

ADH L.kefir 5 u/ml [ul] 50 50

Isopropanol [ul] 50 50

50 mM de regulador de fosgfato 750 | 650 550 500 300
de sodio, pH 7.0 [ul]

Volumen total: 1 ml
Temperatura: 26 + 2°C
Agitador magnético: 200 rpm
Tiempo: 15 horas.

Para desactivar los enzimas todas las pruebas se
calentaron durante 15 minutos a 95°C y se centrifugaron en
preparacién para el subsiguiente andlisis HPLC.

Analisis HPLC:

Columna SUGAR SP0810 + columna preliminar SUGAR SP-G
Detector: detector de indice de refraccidn

Eluyente: H,0 desionizado

Flujo: 0.75 ml/min

Cantidad de prueba: 10 ul

Precisidén de cuantificacidédn HPLC: * 10%
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Tiempo de retencidn:

Xilosa: 13.97 min

Xilitol: 37.73 min

‘Isopropanol: 16.69 min

Acetona: 16.54 min
Resultados

La concentracién del sustrato de la prueba #049 se
determind mediante HPLC y se encontrd en 0.9 mg/ml.

La mezcla reactiva $#050 solamente comprénde
xilosareductasa (0.1 U/ml) y NADH (1 mM). Después de la

reaccidén que dura 15 horas se consumieron 0.085 mg de xilosa.

. La concentracién de xilitol se encontraba debajo del limite

de deteccidn.
La reaccidén #052 es comparable con la reaccidén
#050, pero sin embargo con la diferencia de que en este caso

se utiliza el sistema de regeneracién. Se produce la

- transformacidn total de la xilosa utilizada. Concentraciones

utilizadas: XR (0.1 U/ml), NADH (1 wM), ADH (0.25 U/ml) e

| isopropanol (5%).

La concentracién de xilosa de la prueba #053 sge
determiné con 2.121 mg/ml, lo cual corresponde a la
concentracidén de xilosa esperada.

La reaccidén #054 es comparable con la reaccidn
#052, pero sin embargo tiene una concentracién inicial de

xilosa aumentada por un factor de 2 (50% de sustratos en la
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reaccidén). La concentracidén del xilitol producido se midid
con 0.945 mg de xilitol. Concentraciones utilizadas: XR

(0.1 U/ml), NADH (1 mM), ADH (0.25 U/ml) e isopropanol

o\°

(5%).
En la tabla 2 se compilan los resultados de las
reacciones con base en los datos de medicién HPLC (xilosa

consumida y xilitol obtenido; u.D.L. significa "por debajo

Namero de reaccidn 049 050 052 053 054

Xilosa antes de la 0.9 | 0.815 0.8 12.121|1.945

reaccién [mg/ml]

Xilosa después de la - 0.815 |u.D.L. - 1.013

reaccidén [mg/ml]

Xilosa consumida en la - u.D.L. - 0.932

reaccidén [mg/ml]

Obtencidén de xilitol - u.D.L. | 0.994 - 0.945
[mg/ml]
Rendimiento de xilitol - u.D.L. 100 - 47.9

con relacidn a la

concentracidén de xilosa

[%]
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Ejemplo 2b

Produccién enzimitica de xilitol a partir de una
solucién de xilosa que se produjo de paja. Como co-sustrato
se utiliza etanol.

El volumen de la solucidén de sustrato se redujo a
50% (comparese el ejemplo 2} mediante un evaporador rotatorio
para aumentar la concentracién de xilosa (~ 10 mg/ml de
xilosa).

| La regeneracidén del cofactor oxidado se efectud

mediante la actividad de la xilosareductasa (XR) de Candida
tenius utilizada y 1la actividad adicional de una
aldehidodeshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-
Aldrich: nimero de catdlogo A6338; nUmero (EC): 1.2.1.5;
namero CAS: 9028-88-0) utilizada. En este caso se trata tanto
de una reaccidén acoplada a sustrato como también de wuna
reaccidén acoplada a enzima. Como cosustrato se usa etanol. En
el primer paso el etanol y NAD' se transforman en NADH vy
acetaldehido mediante la actividad de la XR. En el segundo
paso el acetaldehido y NAD+ se transforman en acetato
mediante la actividad de la aldehidodeshidrogenasa (AldDH)
(Cbmpérese con respecto a esto Sigma-Aldrich; ndmero de
catdlogo A6338; y "Characterization and Potential Roles of
Cytosolic and Mitochondrial Aldehyde Dehydrogenases in
Ethanol Metabolism in Saccharomyces cerevisiae", Wang et al,

Molecular Cloning, 1998, Journal of Bacteriology, pagina 822-
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830). Por mol de cosustrato transformado se producirian en

este cago 2 mol de equivalentes de reduccién (NADH)

{comparese esquema de reaccidn 2).

ESQUEMA DE REACCION 2

(HO CH,OH
_ XR —OH
HO— > HO—]
—OH o
CH,0H EH.OH
Xilosa ¥ilita
NADH + H* NAD
CH,CHO - N CH,CH,0H
Acetaldehido
. XR Etanol
NAD
AldDH
i NADH + H?
CH,C00 "

Anién de Acido acético

En la tabla 3 se representan las condiciones de
reaccién de las cuatro diferentes reacciones de prueba 247,

249, 250 y 253. Se utilizaron diferentes concentraciones de
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etanol y de AldDH. Las concentraciones de cofactor y sustrato

se mantuvieron constantes.

Namero de 247 249 250 253

5 reaccidn
Lote de 300 300 300 300
sustrato III (56 mM) (56 mM) {56 mM) (56 mM)
(ul]
xR 25 25 25 25
C. tenius (0.25Uml) (0.25Uml) (0.25Uml} (0.25Uml)
50/ml [nl]
10 20 mM NAD' | 10(0.4 Mm) 10 10 10
[pl] (0.4 Mm) (0.4 Mm) (0.4 Mm)
A1ADII 25 25 0 0
S.cervisiae {0.25Uml) (0.25Uml)
5U/ml [pl]
Etanol 50% 75 70 75 70
[11] (1286 mM) (1200 mM) (1286 mM) (1200 mM)
1> 50 mM 65 70 90 95
regulador
TrisHC1
pH 7.b (1]

20 Volumen total: 0.5 ml
Temperatura: 25 * 2°C
Termomezclador: 500 rpm
Tiempo: 112 horas
Para la desactivacidén de los enzimas todas las

25 pruebag se calientan durante 15 minutos a 70°C y se
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centrifugan y filtran como preparacién para el analisis HPLC
subsiguiente (PVDF; 0.2 um).
Anélisis HPLC:
Columna SUGAR SP0810 + columna preliminar SUGAR SP-G
Temperatura de columna: 90°C
Detector: detector de indice de refraccidn
Eluyente: H,0 desionizado
Flujo: 0.90 ml/min
Cantidad de prueba: 10 ul
Precisién de cuantificacién HPLC: + 10%
Resultados:

El rendimiento maximo (reaccidén 249) se pudo
obtener con una concentracidén de etanol de 1.2 mol/l. Se
produjeron en total 1.38 mg/ml de xilitol, 1lo cual

corresponde a un rendimiento de xilitol de 21.2% del tedrico.

Nimero de reaccidn 247 249 250 253

Concentracién tedrica total [mg/ml] | 6.288 | 6.407 | 6.268 {6.150

Xildsa tras la reaccién [mg/ml] 5.057 | 5.046 | 5.385 | 5.365

Xilosa consumida en la reaccidén 1.231 1} 1.361 | 0.883 {0.785
[mg/ml]

Obtencién de xilitol [mg/mlj 1.248 [ 1.379 |1 0.894 | 0.796
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Por los resultados se podrd apreciar que es posible
utilizar etanol como cosustrato. Como se puede demostrar de
manera inequivoca mediante la comparacién de la reaccidn 249
(la mezcla reactiva comprende AldDH) vy 253 (mezcla reaétiva
sin AldDH), la adicién de aldehidodeshidrogenasa conduce a un
notable aumento del rendimiento de xilitol. La diferencia de
xilosa transformada en xilitol es de ~ 8%. Este resultado en
combinacién con las citas de la bibliografia precedentemente
méncionadas solamente permite la conclusidén de que el AldDH
oxlda adicionalmente el acetaldehido que se produce en la
primera reduccidén parcial para dar &cido acético (comparese
esquema de reaccidén 2). Esta reaccidn energéticamente
faﬁorable y la mayor concentracién de NADH que conlleva
desplaza el equilibrio del reactivo en direccién del producto

xilitol en la primera reaccidén parcial.
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir productos de escisién de
carbohidratos, en particular azlcares, que comprende la
combinacidén de las medidas caracterizado porque comprende:
tratar material de lignocelulosa con una solucién acucsa que
comprende perdxido de hidrbgeno, un alcohol, particularmente
un alcohol Cl1-4 o un fenol y una base, para escindir 1la
lignocelulosa de manera oxidante y separar del material los
productos de escisidén, con lo que se obtiene un material
concentrado con celulosa y hemicelulosa, y - tratar el
material concentrado con celulosa y hemiceluleosa con un
enzima que escinde carbohidratos para obtener productos de
escisién de carbohidratos.

2. Método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la escisién se lleva a cabo a una
temperatura inferior a 100°C.

3. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque previamente al
trétamiento del material de lignocelulosa la solucidn acuosa
tiene un valor pH que es superior a 10.0 e inferior a 12.0,
en particular inferior a 11.0.

4, Método de conformidad con la reivindicacidén 3,
caracterizado porque durante el tratamiento no se adiciona
una base.

5. Método de conformidad con cualguiera de las
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reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque como material de
lignocelulosa se usa paja, bagazo, pastos energéticos vy/o
desechos de madera.

6. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el material de
lignocelulosa se encuentra presente en la solucidn acuosa con
una densidad material de 5-40%.

7. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el material
concentrado con celulosa y hemicelulosa se trata con una
xilanasa y/o una celulasa para obtener los azlicares.

| 8. Método de conformidad con cualquiera de las
|
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porgue los aziicares
obtenidos se fermentan a alcohol, el cual se separa y se
obtiene.

9. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el sélido
disgregado tras el tratamiento se transforma con una
xilanasa, v la fase liguida que se obtiene se transforma en
xilitol, y el sdlido remanente - se transforma adicionalmente
con, celulosa para obtener diferentes productos de
fermentacidn; o - se somete a una transformacidén térmica o
termoquimica del material; o - se somete a una transformacidn

microbiana del material mediante bacterias, 1levaduras u

hongos; o - se somete a una etapa de deslignificado adicional
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con el fin de obtener un material de fibras de celulosa.

10. Método de conformidad con la reivindicacidn 9,
taracterizado porque tras el tratamiento, el sélido
disgregado se transforma con una xilanasa y la fase liquida
obtenida se transforma en xilitol mediante una
xilosadeshidrogenasa, y el sdlido remanente; - se transforma
adicionalmente con celulosa para obtener diversos productos
de fermentacidn; o - se somete a una transformacién térmica o
termoquimica del material; o - se somete a una transformacién
microbiana del material mediante bacterias, levaduras u
hongos; o - se somete a una etapa de deslignificado adicional
c¢on el fin de obtener un material de fibra de celulosa.

11, Método de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 9 u 10, caracterizado porgue tras 1la
separacidén de los productos (de fermentacidén) el sdlido
remanente se fermenta en una instalacién de biogas y se

procesa para obtener biogas.

34
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién se refiere a un método para producir
productos de escisidn de carbohidratos, caracterizado por una
combinacidn de las siguientes medidas: se trata material de
lignocelulosa con una solucién acuosa que contiene perdxido
de hidrdgeno, un alcohol, en particular alcohol Cl-4 o un
fenol, y una base, con el fin de escindir lignocelulosa de
manera oxidante y separar los productos de escisién del
material. De conformidad con la invencién se obtiene un
material concentrado con celulosa y hemicelulosa, y el
material obtenido que estd concentrado con celulosa y
hemicelulosa se trata con un enzima que escinde carbohidratos
con el fin de obtener los productos de escisién de

carbohidratos.

WPC18856/ID.203543



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internatienal application No

PCT/AT2010/000137

?. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

NV. Ci2P7/10 C12pP7/18
ADD.

C12P19/14

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDOS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by slassification symbols)

C12p D21C

Documentation searshed other than minimum documentation to the extent that such doouments are insluded in the fields searched

Electronic data base consutted during the international search {neme of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, COMPENDEX, FSTA, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categary™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to olaim No.

X GOULD, J.M.: "Alkaline Peroxide
Detignification of Agricultural Residues
to Enhance Enzymatic Saccharification",
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING,

vol. 26, no. 1, 1984, pages 46-52,

1-11

XP002634243,
abstract

I-111

column 2, line 32

page 46, column 2, line 36 -
column 1, Tine 19; figures 1-5; tables

page 50, column 2, line 16 -

page 50,

page 51,

-/--

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of clted dosuments ;

"A" dosument defining the general state of the art whioh is not
considered to be of particular relevance

"E* earlier decument but published on or after the intemational
filing date

*L" dogument which mu¥ throw doubts on priority elaim(s) ar
whiah is aited to establish the publicatian date of another
citation or other special reason (as specified)

"0" documant refarring to an oral disclosure, uee, exhibition or
other means

P dosument pnbliaheci prior to the international filing date but
later than the prority date claimed

"T* later document published after the intemational filing date
or priority date and not in conflict with the application bhut
gited to underatand the principle or theary underlying the
invention

“X* deoument of partioular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involva an inventive step when the document is taken alane

“¥* dooument of partioular relevance; the alaimed invention
cannot be considered to involve an inventive atep when the
doournent is combined with one or more other such docu-
me;llts. such oombination being obvious to a person skilled
in the art.

*&" document member of the same patent family

Date of the astual completion of the intemnational search

27 April 2011

Date of mailing of the intemntional seanch report

10/05/2011

Name and malling address of the 1548/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswipk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fox: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Fuchs, Ulrike

Form PCTASAR10 (second sheet} (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International appiication No

PCT/AT2010/000137

C{Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X

GOULD, J.M. & FREER, S.N.:
"High-Efficiency Ethanol Production from
Lignocellulosic Residues Pretreated with
Alkaline H202",

BIOTECHNOLOGY AND BIQENGINEERING,

vol. 26, no, 6, 1984, pages 628-631,
XP002634244,

the whole document

CHUPKA, E.I. ET AL.: "Oxidation of wood
and ist components in water-organic
media”,

PROCEEDINGS / SEVENTH INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON WOOD AND PULPING CHEMISTRY,
BEIJING, P.R. CHINA, MAY 25 - 28, 1993 IN
COLLABORATION WITH 1993 SYMPOSIUM ON
CELLULOSE AND LIGNOCELLULOSICS CHEMISTRY,
BEIJING, P.R. CHINA,

vol. 3, 25 May 1993 (1993-05-25), pages
373-382, XP0OD8135252,

cited in the application

page 374, line 14 - page 378, line 15;
figures 1, 2

page 379; figures 4, 5

page 380, line 28 - page 382, line 7

US 20047163779 Al (PAN, G.)

26 August 2004 (2004-08-28)

the whole document

‘siehe insbesondere:

page 2, column 1, paragraph 19

JEFFRIES, T.W.: ‘"Enzymatic removal and
~utilization of hemicellulose from pulps;
paper pulping; xylan saccharification
using endo-1,4-beta-D-xylanase from
Aureobasidium pullulans; xylitol and
ethanol preparation using Candida
shehatae”,

BIOTECHABS,

1990, XP002633341,

abstract

1-11

1-11

1-11

1-11

Fomn PCT/1S4/210 {continuation of second sheet) {April 2005)

page 2 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

fnternational application No
Information on patent family members

PCT/AT2010/000137
Patent document Publication Patent tamily Publication
cited in search report date member({s) date
US 2004163779 Al 26-08-2004 CA 2457820 Al 21-08-2004

Form PCTASA210 (patant lamily annex) {Aprl 2005)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/AT2010/000137
'A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES
INV. Cl12P7/10 C12P7/18 C12P19/14

ADD.

.Nach der Internationalen Pate ntklassifikation (IPC) ader nash der nationalen Klassifikation und der IPG

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbola )

C12p D21C

Recherchierte, aber pight zum Mindestprofsteff gehtirende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete faflen

Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl, versendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPl Data, COMPENDEX, FSTA, BIOSIS, EMBASE

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Veréffantlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betraoht kemmenden Teile Betr. Anzprugh Nr,

X GOULD, J.M.: "Alkaline Peroxide 1-11
Delignification of Agricultural Residues
to Enhance Enzymatic Saccharification',
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING,

Bd. 26, Nr. 1, 1984, Seiten 46-52,
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Seite 50, Spalte 2, Zeile 16 - Seite 51,
Spalte 2, Zeile 32

-/--

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld G zu eninehmen Siehe Anhang Patentfamilie

“ Besondere Kategoerien von angegebenen Verdffentichungen T" Sphtere VerSffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum
*A* Versfentichung, die den aligemeinen Stand der Techni definlert, geler dam Prioriiatsdatum vercifentioht warden wtund mitder
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist nrmeicung nicht kociert, sondern nur zum vVers.andnis ces ger
. . Erindung zugrundeliegendsn Prinzips ader der ibr zugrundelfiegenden
E™ atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intematlonalen Theorle angegeben ist
Anmeldedatum veraffentiicht worden ist X" Vrstfentishung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Edfindung
"L* Verdffentlishung, die geeignet ist, einen Prioritétsanapruch zweifelhaft ar- kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als new oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Vertffentlichungadatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

anderen im Aecheschanbericht genannten Verdffentlichung belegt werden e

soll oder die aua einem anderen besonderen Grund angegeben st {wie Veroffentlischung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung

kann nicht als auf erdinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

— ausgefOhrty i ) . werden, wenn die Verdfientlichung mi einer oder mehreren anderen
0" Vertfferttichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, . Verdfientlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder anders Malinahmen bezieht diese Verbindung fireinen Fachmann naheliegend ist

*P* VerdHientlichung, die vor dem intemationalen Anmelkdedatum, aber nach *8* Varstiantlich die Mitglied dersaiban Patentfamilie ist

. dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht worden Ist arafientliofiung, cie Mitglied dersélben Fatentiamiie 12
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedntum des intemationalen Recherchenberichts

27. April 2011 10/05/2011

Narme und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehtrde Bevellmiichtigter Bediensteter

Européiisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlanan 2
NL - 2280 HV Rijawik

Tal. [(+31-70) 340-2040 :
Fau: (+31-70) 340-3018 Fuchs, Ulrike

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/AT2010/000137

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie™

Bezeichnung der Verbffentfichung, soweit eforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

X

.GOULD, J.M. & FREER, S.N.:
"High-Efficiency Ethanol Production from
Lignocellulosic Residues Pretreated with
Alkaline Hz202",
BIGTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING,
Bd. 26, Nr. 6, 1984, Seiten 628-631,
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* - VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM

GEBIET DES PATENTWESENS

PCT

INTERNATIONALER VORLAUFIGER BERICHT UBER DIE
PATENTIERBARKEIT

(Kapitel Il des Vertrags iiber die intemationale Zusammenarbsit auf dem Geblet des Patentwesens)

Axtenzeichen des Anmelders oder Anwalts .

A 13696 oo odr AT | WEITERES VORGEHEN slehe Formblatt PCTAPEA416
Internationales Aktenzalchan Intemationales Anmeldedatum (TagMonatliahr) Prigrititsdatum (TagfMonatiahr)
PCT/AT2010000137 30.04.2010 30.04.2009 --
Intamaliona!a'PatanﬁdassH Ikatlon {IPC) oder nallonale Kiassiikation und IPG

INV. G12P7H0

Anmelder

Annikki GmbH

1.

Bei diesem Bericht harideit es sich um den internationalen vorliutigen Prifungsbericht, der von der mit der
Internationalen voriéutigen Prifung beautiragten Behdrde nach Artlkel 35 erstellt wurde und dem Anmelder gemét
Artikel 36 tbsanmittelt wird.

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 8 Blatter einschliefich dieses Deckblatis.
3. AuBercem liegen dem Berichi ANLAGEN bel; diese umiassen

a. B (an den Anmelder und das Internatlonale Biiro gesandi) insgesamt 5 Blatter; dabei handslt o5 sich um

& Biatter mit der Beschreibung, Ansprdchen undbder Zelchnungen, die ge&ndart wurden, undioder Bldtter mit
Berichtigungen, denen die Eehdrds 2ugesiimmt hat, sofern diese Bléiter nichi dberholt sind oder fortlallen,
sowie etwaige Begleitschreiben (siehe Regein 48.5, 66,8, 70.16, §1.2 und Abschnilt 607 der
Verwaltungsverschriften), )

O Biatter mit Berichtigungen, dis laut Entscheidung der Behdrde nicht berlicksichtigt werden, well bis zu dem
Zeitpunkd, zu dem die Behdrde mit der Erstellung des Berichis begonnen hat, keine Zustimmung ihrerseits
2u den Berichligungen bzw. kelne Mitteilung der Berichtigungen an die Behorde erfolgt ist, sowie etwaige
Begleitschreiben (Regeln 66.4bls, 70.2 &), 70.16 und 91.2).

0 Gberholte Blatier und etwaige Begleltschreiben, wenn nach Aulfassung der Behérde entwedar die spéleren
Blttet aine Andering enthalten, die iber den Offenbarungsgehall der internationalan Anmeldung in der
urspringlich elngereichten Fassung hinausgeht, oder den spéteren Bléttern kein Begleltschreiben beigetig!
war, das die Grundiage fir die Anderungen in der urspriinglich eingereichten Anmeldung angibl, wis in Feld
Nr. 1, Punkt 4 und im Zusatzield angegeben (siehe Rege! 70.16 b)).

b. O (nur an das internationale Biiro gesandt) insgesamt (bitte Art und Anzahl derkes eleltronischen Datentréger(s}
angeben) , derdle ein Sequenzprotokoll enthBitbnthalten, nur in elektronischer Form, wle im Zusalzteld
betreffend das Sequenzprotokoll angegeben (stehe Zilfer 3bis des Anhangs C 2u den Verwaltungsvorschriiten).

4.  Dieser Bericht enthéilt Angaben zu folganden Punkien:

FeldNr.1  Grundiage das Berichts

O FeldNr. Il Prioritat

O FeldNr. il Kelne Erstolling aines Gutachtens dber Neuheit, erfinderische Taligheit und gewarbliche

Anwendbarkeit

[) FeldNr. IV Mangeinde Einheitlichkeit der Erfindung

& FeldNr.V  Begriindsie Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuhsit, der erfinderischen Tétigkeit

und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unteragen und Erklirungen.2ur Stdizung dleser Feststellung

J FeldNr. Vi  Bestimrte angetlihrte Unterlagen .

O FeldNr. VIl Bestimmte Méngel der intermationaten Anmetdung

O FeldNr. VIl Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung

Datum der Elnreichung des Antrags Datum der Fertigstellung dieses Berichls

09.08.2011 29.08.2011

Nams und Postanschrift der mit der intemattenalen votiéiufigen Bevoliméchtigter Bedlenstoter

Priifung beauttragten Behdrde f"‘%
Européisches Patentamt Gtschiner Str. 103 : 3

@ D-10958 Berlin Fuchs, Ulrike £ g J

Tal +49 30 25801 - 0 : ' %
Fax: +49 30 25501 - 840 oo Tel, +48 30 25901-321 e

Fommblatt PCTAPEA/409 (Deckblatt) (Jull 2011)

NG




7

| ;
' . l

I-NTERli\lATIONALER VORLAUFIGER BERICHT Intemationales Aktenzeichen
UBER DIE PATENTIERBARKEIT PCT/AT2010/000137

Feld Nr.1 Grundiage des Berichts
1. Hinsic}hilich der Sprache beruht der Bescheid auf

B derinternationalen Anmeldung in der Sprache, in der sie eingereicht wurde.

O einer Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache , bel der
es sich um die Sprache der Ubersstzung handelt, die fir folgenden Zweck eingereicht worden ist:

O internationate Recherche {nach Regeln 12.3 a) und 23.1 b))

O Vertffentichung der internationaten Anmeldung (nach Regel 12.4 a))
[0 Internationale voriaufige Prifung (nach Regeln 55.2 a} undfoder 55.3 a) und b))

2, Hinsi&htlich der Bestandtelle” de internationalen Anmeldung beruht der Bericht auf (Ersatzblatier, die dem

Anmeldsamt auf eine Aufforderung nach Artikal 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen diases Berichis als
“ump{ﬁngﬁbh eingareicht’ und sind ihm nicht beigefigt):

|
Bescﬁrelbung, Selten
1-17 ‘ in der urspringlich eingereichten Fassung

Ansplj'ﬁcha, Nr.
111 : eingereicht am 09-08-2011 mit Telefax

( e{nes Sequanzprotokolls - siehe Zusatzfeld betreffend das Sequenzprotokoll,

3.0 Apfgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgetallen:

[ Beschreibung: Seite

O Anspriiche: Nr. _

O Zeichnungen: Blatt/Abb,

O Sequenzprotokoll (genaus Angaben):

O etwaige zum Sequenzprotokoll gehdrende Tebellen (genaue Angaben):

4. O Dieser Bericht ist ohne Beriicksichtigung (von einigen) der digsem Bericht beigefigten und nachstehend
aufgelisteten Anderungen erstellt worden, da diese aus den im Zusatzfeld angegebenen Griinden nach
- Auffassung der Behérde iber den Offenbarungsgehalt in der urspriinglich eingereichten Fassung hinausgehen

oder laut Angabe im Zusatzfeld kein Begleitschreibsn beigeftigt war, in dem die Grundlage flr die Anderung in
der urspriinglich eingereichten Anmeldung angegeben war (Reget 70.2 ¢) und ¢-bis)).

L'.l‘ Beschreibung: Seite

O AnsprGche: Nr.

D‘ Zeichnungen: Blatt/Abb.

[0 Sequenzprotokoll (genatie Angaban):

5.0 Dieser Bericht wurde erstelit

O unter Berdcksichtigung der Berichtigung eines offensichtiichen Fehlers, die nach Regel 91 von dieser
. Behdrde genehmigt wurde bzw. dieser Behdrde mitgeteilt wurde (Regeln 66.1 d-bis) und 70.2 e)).

D ohne Berdcksichtigung der Berichligung eines offensichtlichen Fehlers, die nach Regel 91 von dieser
. Behdrde genehmigt wurde bzw. dieser Behdrde mitgeteilt wurde {Regeln 66.4bis) und 70.2 e)).

6. O Béi der Erstellung dieses Berichts wurde der ergéinzende intemationale Recherchenberichiivurden die
erganzenden internationalen Recherchienberichte der folgenden Behdrde(n) berlcksichtigt (Regel 45bis.8
b) und c)). '

Farmblaltt PCTAPEA/409 {Juli 2011)
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER BERICHT ~ Intemationales Aklenzeichen
UBER DIE PATENTIERBARKEIT PCT/AT2010/000137

Feld Nr.V  Begriindete Feststellung nach Artikel 35 (2) hinslchtlich der Neuhelt, der erfinderischeon
;atlgke“ und der gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und Erkldrungen zur Stiitzung dleser
estatellung

1. Feststeliung

Neuheit (N) Ja: Anspriiche 1-11
Nen: Anspriche
Erfinderische Tatigkeit {IS) Ja: Anspriche 1-11

Nein: Anspriiche

k.
1

—h

ey

Gewerbliche Anwendbarkeit (JA) Ja:  Ansgptlche:
Nein: Anspriiche:

2. Unterlagen und Erklarungen (Regel 70.7):
slehe Belblatt

Formblatt PCTAPEA/409 (Juli 2011)



IN.TEF,INATIONALEH VORLAUFIGER Intermationales Aktenzeichen
BERICHT ZUR PATENTIERBARKEIT

(BEIBLATT) PCT/AT2010/000137
LuPunktV

Begriindete Feststeliung hinsichtlich der Neuhett, der erfinderischen Tatigkeit
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkldrungen zur Stiitzung
dieser Feststellung '

Der Pﬁ']fung wurden die gednderten Anmeldungsunterlagen sowie weitere durch den
Anmeldervertreter vorgebrachte Argumente und zusétzliche Angaben und
Beweismittel zugrunde gelegt.

Es wird auf die f_olge‘nden Dokumente verwiesen:

D1

D2

D3

D4

Ds

GOULD, J.M.: "Alkaline Peroxide Delignification of Agricultural Residues to
Enhance Enzymatic Saccharification", BICTECHNOLOGY AND
BIOENGINEERING, Bd. 26, Nr. 1, 1984, Seiten 46-52, XP002634243

GOULD, J.M. & FREER, S.N.: "High-Efficiency Ethanol Production from
Lignocellulosic Residues Pretreated with Alkaline H;0,", BIOTECHNOLOGY

AND BIOENGINEERING, Bd. 26, Nr. 6, 1984, Seiten 628-631, XP002634244

CHUPKA, E.I. ET AL.: "Oxidation of wood and ist components in water-
organic media", PROCEEDINGS / SEVENTH INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON WOOD AND PULPING CHEMISTRY, BEWJING, P.R.
CHINA, MAY 25 - 28, 1993 IN COLLABORATION WITH 1993 SYMPOSIUM
ON CELLULOSE AND LIGNOCELLULOSICS CHEMISTRY, BEIJING, P.R.
CHINA, Bd. 3, 25. Mai 1993, Seiten 373-382, XP008135252, in der
Anmeldung erwahnt

US 2004/163779 A1 (PAN, G.), 26. August 2004

JEFFRIES, T.W.: "Enzymatic removal and utilization of hemiceillulose from
pulps; paper pulping; xylan saccharlfication using endo-1,4-beta-D-xylanase
from Aureobasidium pullutans, xylitol and ethanol preparation using Candida
shehatae", BIOTECHABS, 1980, XP002633341
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1. Anderungen (Artikel 34(2)(b) PCT)

Der mit dem Telefax vom 09.08.2011 eingsreichte neue Anspruchssatz 1-11 ist
zuldssig, da er keine Sachverhalte einbringt, die {iber den Offenbarungsgehalt der
internationalen Anmeldung Im Anmeldezeitpunkt hinausgehen.

Der neue unabhéingige Anspruch 1 wurde auf ein Vertahren zur Hersteliung von
Kohlenhydratspaltprodukten beschrénkt, bei dem das Lignocellulose enthaltende
Material mit einer wassrigen Losung, welche Wasserstoffperoxid, einen C;4 Alkohol
und eine Base enthalt, behandelt wird. Gestiitzt wird diese Anderung durch den
Wortlaut des urspriinglichen Anspruchs 1 sowie durch die Beschraibung, Seite 3,
Zeile 29 - Seite 4, Zeile 3.

2. Stellungnahmel

2.1.1 Der im internationalen vorlaufigen Bericht zur Patentfahigkeit gemén PCT
erhcbene Einwand 1.1 wegen mangelnder Klarheit der Anspriiche und mangeinder
Stiitzung der Anspriche durch die Beschreibung wurde in Hinsicht auf die '
Beschrankung des neuen Anspruchs 1 und in Hinsicht auf die durch den
Anmeldervertreter vorgebrachten weiteren Argumente und zuséatzlichen Angabsn und
Beweismittel ausgeraumt.

2.1.2 Der im internationalen voridufigen Bericht zur Patentfihigkeit gemaB PCT
erhobene Einwand 2.1 wegen mangelnder Klarheit der Anspriiche bleibt aufrecht
erhalten. Der Ausdruck "insbesondere” in den vorliegenden Anspriichen 1, 3 bewirkt
keine Beschrankung des Schutzumfangs der Anspriche, verleiht den entsprechenden
Merkmalen einen lediglich fakultativen Charakter und fithrt somit zu einer unklaren

Fermblall PCT/Befblati/408 {Biatt 2) (EPA-April 2005)




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Intermationales Aktenzeichen
BERICHT ZUR PATENTIERBARKEIT
(BEIBLATT) PCT/AT2010/000137

Definition des angestrebten Schutzumfangs. Eine derartige Formulierung der
Anspriiche ist auBerdem nicht knapp gefasst und widerspricht dem 2. Satz des
Artikels 6 PCT.

D1 offenbart ein Verfahren zur Herstellung von Kohlenhydratspaltprodukten (siche
Zusammenfassung; Seite 46, Spalte 2, Zeile 36 - Seite 50, Spalte 1, Zeile 13,
Abbildungen 1-5, Tabellen I-lll; Seite 50, Spalte 2, Zeile 16 - Seite 51, Spalte 2, Zeile
32), gekennzeichnet durch die Kombination der MaB3nahmen, dass

- Lignoceliulose enthaltendes Material mit einer wassrigen Losung, welche
Wasserstoffperoxid und eine Base enthélt, behandelt wird, um Lignocellulose oxidativ
2u spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrennen, wobei ein mit Céllulose
angereichertes Material erhalten wird, und

- das érhaltene, mit Cellulose angereicherte Material mit einem Kohlenhydrat
spaltenden Enzym behandelt wird, um die Kohlenhydratspaitprodukte zu gewinnen.

D2 offenbart ein ebensolches Verfahren, wobei die erhaltenen Zucker zu Atkohol
vergoren werden, welcher abgetrennt und gewonnen wird {siehe das ganze
Dokument),

D3 offenbart ein Verfahren zur oxidativen Spaltung von Lignocellulose (sighe Seite
374, Zeile 14 - Seite 378, Zelle 15, Abbildungen 1, 2; Seite 379, Abbildungen 4, 5;
Seite 380, Zeile 28 - Seite 382, Zeile 7), gekennzeichnet durch die MaBnahme, dass

- Lignocellulose enthaltendes Material mit einer wassrigen Losung, welche
Wasserstoffperoxid, Ethanol und eine Base enthilt, behandelt wird, um Lignoceliulose
oxidatlv zu spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrennen, wobei ein mit
Cellulose und Hemicellulose angereichertes Material erhatten wird.

D4 offenbart ein Verfahren zum Bleichen von Zellstoff (siehe das ganze Dokument,
insbesondere: Seite 2, Spalte 1, Absatz 19), gekennzeichnet durch die MaBnahme,
dass |

Formblat! PCT/Befat/a00 (Blatt 3) (EPA-Agrli 2005)
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- Lignocellulose enthaltendes Material mit einer wassrigen Losung, welche
Wasserstoffperoxid, Ethanol und eine Base enthalt, behandelt wird, um Lignoceliulose
oxidativ zu spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrennen, wobei eln mit
Cellulose und Hemicellulose angereichertes Material erhalten wird.

D5 offenbart ein Verfahren zur Herstellung von Xylose (siehe Zusammenfassung), .
gekennzeichnet durch die Kombination der MaBnahmen, dass

- Lignocellulose enthaltendes Material mit einer verdirinten alkafischen Losung
behandelt wird, und

- das erhaltene, mit Cellulose und Hemicellulose angereicherte Material mit Xylanase
behandelt wird, um die Xylose zu gewinnen.

Keines dieser Dokumente offenbart jedoch ein Verfahren zur Herstellung von
Kohlenhydratspaltprodukien, gekennzeichnet durch die Kombination der MaBnahmen,
dass '

- Lignocellulose enthaltendes Material mit einer wéssrigen Losung, welche
Wasserstoffperoxid, einen C,.4 Alkohol und eine Base enthélt, behandsit wird, um

Lignocellulose oxidativ zu spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrennen,
wobel ain mit Cellulose und Hemicellulose angereichertes Material erhaiten wird, und

- das erhaltene mit Cellulose und Hemiicellulose angereicherte Material mit einem
Kohlenhydrat spaltenden Enzym bshandelt wird, um die Kohlenhydratspaltprodukte
2u.gewinnen. '

Der Gegenstand der Anspriiche 1-11 ist somit neu,

2.3 Erfinderische Tatlakelt (Artikel 33(3) PCT

Zur Beurteilung der erfinderischen Tétigkeit werden Dokumente D1-D4 als relevant
betrachtet, wobei D1 und D2 den nachstiiegenden Stand der Technik darstellen. Sie
offenbaren ein Verfahren zur Herstellung von Kohlenhydratspaltprodukten, -
gekennzeichnet durch die Kombination der MaBnahmen, dass

Farmbslatt PCT/Batblatt’409 (Blatt 4) (EPA-Apr! 2005)
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- Lignocellulose enthaltendes Material mit einer wissrigen Lsung, welche
Wasserstoffperoxid und eing Base enthélt, behandelt wird, um Lignocellulose oxidativ
2u spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrennen, wobei ein mit Cellulose
angereichertes Material erhalten wird, und :

- das erhaltene, mit Cellulose angereicherte Material mit einem Kohlenhydrat
spalteniden Enzym behandelt wird, um die¢ Kohlenhydratspaltprodukte zu gewinnen
(D1, D2),

- wobei die erhaltenen Zucker zu Alkohol vergoren werden, welcher abgetrennt und
gewonnen wird (D2).

Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheldet sich von den aus D1, D2 bekannten
Verfahren dadurch, dass

- Lignacellulose enthaltendes Material mit einer wassrigen L6sung, welche neben
Wasserstoffperoxid und einer Base zusitzlich einen C,., Alkohol enthélt, behandelt

wird.

Der dadurch erzielte Effekt besteht darin, dass derart behandeltes Lignoceliulose
enthaltendes Material in héherer Ausheute enzymatisch zu Kohlenhydratspalt-
produkten umgesetzt werden kann.

Die mit der vorliegenden Erfindung zu I6sende Aufgabe kann somit darin gesehen
werden, ein verbessertes Verfahren zur Herstellung von Kohlenhydratspaltprodukten
aus Lignocellulose enthaltendem Material bereitzustellen.

Die In der vortiegenden Anmeldung beschriebenen Beispiele Ausfithrungsbeispiel 1
und Vergleichsbeispiel 1A (Seite 10) zeigen, dass bei einem Verfahren zur
Herstellung von Kohlenhydratspaltprodukten aus Lignocellulose enthaltendem
Material dle Ausbeute an reduzierenden Zuckern dadurch gesteigert werden kann,
dass der wéassrigen Losung 2ur Behandlung des Lignocellulose enthaltenden
Materials, welche Wasserstoffperoxid und NaOH enthélt, wobei der Ausgangs pH
Wert auf 12 singestelit wird, Ethanol zugesetzt wird.

Entsprechende zusatzlichen Angaben und Beweismittel beziiglich Methanol und
Isopropanol wurden durch den Anmeldervertreter vorgelegt.

Formblatt PCT/Bolbatt408 (Blan 5) (EPA-Aprl) 2005)
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Somit erscheint es glaubhaft, dass die der Erindung zugrunde liegende Aufgabe
tatsachlich geldst wurde.

Die im vorliegenden Anspruch 1 fiir diese Aufgabe vorgeschlagene Ldsung wird aus
folgenden Griinden als {iberraschend betrachtet:

Zwar ist der fachkundigen ;—;‘erson aus dem néchstliegenden Stand der Technik D1,
D2 bekannt, dass zur Herstellung von Kohlenhydratspaltprodukten

- Lignocellulose enthaltendes Material mit einar wissrigen Losung, welche
Wasserstoffperoxid und eine Base enthalt, behandelt wird, um Lignocellulose oxidativ
zu spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrannen, wobet ein mit Cellulose
angereichertes Material erhalten wird, und

- das erhaltene, mit Cellulose angereicherte Material mit einem Kohlenhydrat
spaltenden Enzym behandelt wird, um die Kohlenhydratspaltprodukte zu gewinnen,

einen Hinweis darauf, dass Lignocellulose enthaltendes Material, welches mit einer
wassrigen L&sung, die zusétzlich einen C,_; Alkohol enthilt, behandelt wird, in

héherer Ausbeute enzymatisch zu Kohlenhydratspaltprodukten umgesetzt werden
kann, erhalt die fachkundige Person allerdings nicht.

Weiterhin ist der fachkundigen Person aus D3, D4 zwar bekannt, dass zur oxidativen
Spaltung von Lignocellulose

- Lignocallulose enthaltendes Material mit einer wiéssrigen Ldsung, welche
Wassarstoffperoxid, Ethano! und eine Base enthdit, behandelt wird, um Lignocellulose

oxidativ zu spalten und Spaltprodukte aus dem Material abzutrennen, wobei ein mit
Cellulose und Hemiceilulose angereichertes Material erhalten wird,

einen Hinweis darauf, dass derart behandeltes Lignocellulose enthaltendes Material in
héherer Ausbeute enzymatisch zu Kohlenhydratspaltprodukten umgesetzt werden
kann als Lignacellulose enthaltendes Material, welches ohne einen C,., Alkohol

behandelt wurde, erhélt die fachkundige Person allerdings ebenfalls nicht.

Der Gegenstand der Anspriche 1-11 ist somit als auf einer erfinderischen Tatigkeit
beruhend zu betrachten.

Formblalt PCT/Baiblatv409 (Blat B) (EPA-Apiil 2005)
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Unser Zeichen: A 13696/AS/om

Internationale Patentanmeldung PCT/AT2010/000137
.Verfahren zur Herstellung von Kohlenhydratspaltprodukten
aus einem lignocellulogischen Material®

Annikki GmbH et al.

Bs wird ein Satz neuer Pacentansprache vorgelegt, der der Pritfung zagrundegelegt werden
soll. Der Anspruch [ wurde hinsichtlich des aingeserzten Alkohols beschréinkr, Phenol wurde

gestrichen.
Zum Abzschnitt 1 (,,Klarheit der Anspriiche ....)

Bs {at zutreffend, dass die Ausfilhrungsbeispiele die Verwendung von Bthanol dokumentiersn.

. Es iss jedoch nichr zutreffend, dass dem Baschreibungsisil nicht entnommen werden kaan,
dass sich fir das Verfahren nicht jeder Cy4 Alkoho! eignet. Diesbeziglich wird auf Seite 3,
letzter Absarz verwiesen:

+Als Alkohol eignen sich ............ inshesondere sin Crq Alkohol, wie Methanol, Ethanol,
Propanol wnd Butanol......"

Die Anmelderin hat das Beispiel 1 auch it Methanol (Lasung: 39,5% Wasser, 60%
Methartol und 0,5% Wasserstoffperoxid) vnd Tsopropanol (Losung: 69,5% Wassér, 0%
Isopropane} und 0,5% Wasserstoffperoxid) ausgefiihrt, wobel stast 5 ¢ Weizenstroh (Beispicl
1) jeweils 10 g Welzenstroh eingesetzt wurden. Die Ergebnisse sind wie folgt:

Methanolt  Die Ausbeute an reduzicrenden Zuckem betug 96% 4%
Isopropanol: Die Ausbeute an reduzierenden Zuckem betrug 95% £3%

Die amilicherseits gemachten Binwande zu 1.1 und 1.2 sind somit susgerfimt.
A

T BETERR SPRRKASSE GRO45950, BL2 20111 GIDAVR. (VAT) ATU 40328604
{BAN: AT222011 1000030458250, SWIFT (BIC): GIBAATWW
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Zuam Abschnitt 2 (,Neuheit“):

Die Neuheit der eingeschriinkten Anspriiche steht aufer Zweifel, da die urspriinglich
eingereichten Anspriiche bereits als neu anerkannt wurden,

Zam Abschnitt 3 {,Erfinderische Tatigkelt*):

Die Anmelderin stimmt mit der Ansicht der Priiferin Gberein, dass die mit der vorliegenden
Erfindung zu 16sende Aufgabe darin gesshen werden kann, ein verbessertes Verfahrén zur
Herstellung von Kohienhydratspaltprodukien aus Lignocellulosé enhaltendem Material
bereitzusilien.

Der neue Anspruch 1 ist nicht mehr auf jeden beliebigen Alkohol gerichret und dle Lisung
der Aufgabe ist mit dem in der Anmeldung vorliegenden Beispicl sowie mit den oben
angegebenen Beispiclen gezeigr, Damit kann der Gegenstand des Schutzbegehrens als auf
elner srfinderischen Thtigkeit beruhend angeschen werden.

Ea wird gebeten, unter Beriicksichtigung dieser Ausfulirungen einen positiven vorléufigen

intemationaien Priifoericht herauszugeben,

Patentan
Schwarz &
Zusammenschluss Nr, 358
Anlage
Patentanspriiche (per Fax und Post)
Bestiigungskopie (ril
mit Umschlag (nur per Post)

Telefonzettel (nur per Fax)
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Patentansprilche

1. Verfahren zur Herstelhmg von Kohlenhydratspaltprodukten, insbesondere Zuckern,
gekennzeichnet durch die Wombination der MaBnahmen, dass
- lignocellulosisches Material mit einer wiisstigen Lasung, welche Wasserstoffperoxid,
roinen-tdlicohelrinabesanderd einen Cy+-Alkohol $der-oinBhenel und eine Base
enthiilt, betandels wird, um Lignocellulose oxidativ zu spalten und Spaltprodukte aus
. dem Material abzutrennen, wobei ein mit Cellulose und Hemicellulose angereichertes
Material erhalten wird, und
- das crhaltene mit Cellulose und Hemicellulose angereicherte Material mit einem
Kohlenhydrat-spaltenden Enzym behandelt wird, um Kohlenhydratspaltprodukte zu

gowinnen.

2. Verfahren nach Aﬁspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Spaltung. bei einer
Temperatur von unter 100°C erfolgt.

3. Vesfahren nach einem der Anspriche 1 oder 2, dadurch gekenazeichnet, dass die
wisstige Losung vorder Behandlung des lignocelulosischen Materials einen pH-Wernt
aufweist, der graper als 10,0 und kleiner als 12,0, isbesondere kleiner als 11,01st.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass wiihrend der Behandlung
keine Base 2ugegeben wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriipche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass als
lignacellulosisches Material Stroh, Bagasse, Energiegriiser und/oder Spelzen eingesetzt

wird,

6. ' Verfahren nach einem der Ahsprﬁclm 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dassy das
lignocellulosische Material in der wassrigen Losung in einer Stoffdichte von 5-40 Gew.-
% vorliegt.
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1. Verfahren nach einem der Anspriiche I'bis 6, dadurch gekenuzeichnet, dass das mit
Cellulose und Hemicelluloze angereicherte Material mit einer Xylanase und/oder eincy
Cellulsee hehandelt wird, urn die Zucker zu gewinnen.

8. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die
erhaltenen Zucker zu Alkoho) vergoren werden, welcher abgetrennt und gewonnen wird.

9. Verfahron nach einern der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der nach der
Behandlung aufgeschlossene Feststoff mit einer Xylanase umgesctzt und die erhaltene
. Fifissigphase zi Xylito] umgesetzt wird, und der verbleibende Feststoff

- weiter mit Cellalase zum Erhalt verschisderner Fermentationsprodukte umgesetzt wird;

oder |

- einer thermischen oder thermochemischen Stoffumwandiung uprerzogen wird;

oder

- einer mikrobiellen Stoffurnwazdiung durch Bakterien, Hefen oder Pilze unterzogen
wird,

oder

- einém welteren Dclignlﬁzicrungsschritt. zum Zwecke det Gewinnung eines Celflulose-
Fasermaterials unterzogen wird.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass dér nach der Behandlung
. aufgeschlossene Feststoff mit einer Xylanase umgesetzt und die ethaltene Flilssigphase
mittels siner Xylose Dehydrogenase zu Xylitol umgesetzt wird, und der verbleibende
Feststoff
- weiter mit Cellulase zam Brhalt verschiederner Fermemationsprodukte umgeset2t wird;
oder _
-einer thermischen oder thermochemischen Smffumwandluhg ynterzogen wird;
oder
. einer mikrobiellen Stoffumwendlung durch Bakterien, Hefen oder Pilze unterzogen
wird;
oder
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—tleinem weiteven Delignifizierungsschritt zum Zwecke der Gewinnung eines Cellulase-

Fasermaterials unterzogen wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet dass der nach
Abtrennung der (Fénnentaﬁom)?mdu_lae verbleibende Feststoff in einer Biogasaniage
fermentiert und zu Biogas welterverarbeitet wird.
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL EN MATERIA DE PATENTES

PCT
REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE LA PATENTABILIDAD

{Capftulo I1 del tratade sobre la cooperacion internacional en materia de patentes)

Referencia de registro del Solicitante o del
Agente ‘ PARA TOMAR ACCION ADICIONAL Ver Forma PCT/IPEA416
A 13696
Solicitud Internacional No. Fecha de Presentacion Internacional Fecha de Prioridad
PCTIAT2010/000137 30.04.2010 30.04.2009

Clasificacion de Patente Internacional (IPC) o Clasificacién nacional & [PC

INV. C12P7/10

Solicitante

Annikki GmbH

1. Este reporte de examean preliminar internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Examen Preliminar Internacional de
conformidad con el Articulo 35 y es transmitido al solicitante de acuerdo con el Articulo 36

2. Este reporte consta de _8__hojas incluyendo esta caratula.
3. Este reporte también estd acompaiado por ANEXOS; estos comprenden
a. { X ) (enviados al solicitante y la Oficina Internacional) un total de _1-3_ hojas, se trata de

{ X ) las hojas con la descripcion, las reivindicaciones y/o los dibujos, las cuales fueron modificadas y son la base para este
reporte, y/o las hojas que contienen correcciones aprobadas por la autoridad {Véase la Regla 70.16 y 1a Seccion 607
delas Instrucciones Administrativa)

{ ) Hojas que sustituyen hojas anteriores pero que por los motivos indicados en el recuadro No. 1, punto 4 y el recuadro
adicional, de acuerdo a la opinidn de la autoridad contienen una modificacién que excede el contenido de revelacian de
la Solicitud Internacional en [a version originalmente presentada.

b. { ) (Solamente enviadas a la Oficina Internacional)i> en total {favor de indicar tipo y nimerc de el/los soporte{s} de datos
electrénicos), elflos que contiene(n) un listado de secuencia y/o las tablas asociadas, sdlo en forma legible por
computadora como se indica en el recuadro adicional con relacién al listado de secuencia {ver seccién 802 de las
instrucciones administrativas)

4. Esle reporte contiene las indicaciones que estan relacionadas con los siguientes puntos:

{ X } Recuadrol Base del reporte

{ ) Recuadroll Prioridad

{ ) Recuadro NI No se emite reporte con respecto a la novedad, paso inventivo y aplicacién industrial

{ ) Recuadro IV Carencia de unidad de 1a invencién

{ X ) Recuadro V Establecimiento razonado conforme ai Articulo 35(2} con respecto a la novedad, paso inventivo y

aplicacion industrial; citas y explicaciones que soportan esta determinacién.

{ ) RecuadroVl Ciertos documentos citados

{ ) Recuadro VII Cierlos defectos en la solicitud internacional

{ )} Recuadro VIl Ciertas observaciones en la solicitud internacional.

Fecha de presentacion de la solicitud Fecha en la que se completa este reporte
09.08.2011 29.08.2011

Nombre y direccion postal de la Autoridad encargada del examen | Funcionario autorizado
preliminar internacional

Oficina Europea de Patentes - Gitschiner Str. 103 Fuchs, Ulrike
D-10958 Berlin
Tel, +49 30 25901 - 0 Tel. +49 30 25901-321

Fax: +49 30 25901 - 840

Forma PCT/IPEA/408 (Julio 2009)
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Recuadro No. I. Fundamento del reporte

1. Con respecto al idioma, la opinidn se emitid en base a

( X )la solicitud internacional en el idioma en que fue
presentada en cuanto no se indica otra cosa en este
punto.

() una traduccién de la solicitud internacional al idioma
siguiente, el cual es el idioma de la traduccidén que se
presentd para los fines siguientes:

( ) de la bisqueda internacional (conforme a las Reglas 12.3

y 23.1 b)).
() 1la publicacién de la solicitud internacional (segin la
Regla 12.4).
{ ) del examen preliminar internacional (segin la Regla 55.2
y/0 55.3)
2. Con respecto a las ‘'partes constitutivas" de 1la

sclicitud internacional, este reporte se elabord basado en
(las hojas sustitutas que se presentaron a la oficina de
registro en virtud de un requerimiento segun el Articulo 14
se consideran “como originalmente presentadas” dentro del
marco de éste reporte, y no se le anexan)

Descripcidn, paginas:

1-17 en la versidn original presentada
Reivindicaciones, No.

1-11 presentadas el 09.08.2011 con fax
( ) un listado de secuencia

- ver el recuadro adicional con respecto al 1listado de

secuencia

Forma PCT/IPEA/409(Julio 2011)
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3. ( ) En virtud de las modificaciones quedaron eliminados

los documentos siguientes:

{ ) Descripcidn: Pagina:
{ ) Reivindicaciones: ©No. 11
() Dibujos: hoja/figura

{ ) Protocolo de secuencia (indicaciocnes precisas)

{ ) Eventuales tablas pertenecientes al protocolo de

secuencia (indicaciones precisas):

4.( )Este reporte se redactd sin tener en cuenta (algunas)
modificaciones anexas a este reporte y listadas a
continuacién, debido a que, por los motivos indicados en
el recuadro adicional, en opinién de 1la autoridad
exceden el contenido de revelacidén de 1la versién
original presentada (Regla 70.2{(c)):

() Descripcidn: Pagina:

Reivindicaciones: No.

——
—r

) Dibujos: hoja/figura
Protocolo de secuencia (indicaciones precisas)
Eventuales tablas pertenecientes al protocolo de

secuencia (indicaciones precisas):

5. } Este reporte se elabord teniendo en cuenta la
correccidn de un error evidente que conforme a 1la
Regla 91 fue autorizada por esta autoridad o se le

comunicd a esta autoridad (Regla 70.2 e)).

6. ( ) Al elaborar este reporte se tomd/tomaron en cuenta
el/los siguiente(s) reporte{s) internacional (es)
complementario(s) de la(g) autoridad(es) siguientes

(R. 45bis.8b y c)

Recuadro No. V Determinacidén razonada segin el Articulo

35{2) con relacidén a la novedad, paso inventivo y aplicacidn

Forma PCT/IPEA/409(Julio 2011)
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industrial; citas y explicaciones que soportan la
determinacién.

1. Determinacidn

Novedad (N) Si: Reivindicaciocnes 1-11

No: Reivindicaciones

Paso inventivo {(IS) Si: Reivindicaciones 1-11

No: Reivindicaciones

Aplicacién Si: Reivindicaciones 1-11

industrial {IA) No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja anexa

Forma PCT/IPEA/409(Julio 2011)
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Respecto al punto V
Determinacién razonada con respecto a la novedad, la actividad inventiva y la utiidad

industrial; documentos y explicaciones que apoyan esta determinacion

E;I examen se fundd en los documentos de la solicitud modificados asi como en otros

ajrgumentos que presento el representante del solicitante y en indicaciones y medios de
|

comprobacién adicionales

|
Sp remite a 0s documentos siguientes:

d1 GOULD, J.M.: "Alkaline Peroxide Delignification of Agricultural Residues to
| Enhance Enzymatic Saccharification”, BIOTECHNOLOGY AND
- BIOENGINEERING, Vol. 26, No. 1, 1984, paginas 46-52, XP002634243

D2 GOULD, JM. & FREER, S.N.. "High-Efficiency Ethanol Production from
w Lignocellulosic Residues Pretreated with Alkaline H,0,", BIOTECHNOLOGY AND
| BIOENGINEERING, Vol. 26, No. 6, 1984, paginas 628-631, XP002634244

D3 CHUPKA, E.I. ET AL.: "Oxidation of wood and ist components in water-organic

media’, PROCEEDINGS/SEVENTH INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON WOQD

AND PULPING CHEMISTRY, BENING, P.R. CHINA, MAYO 25-28, 1993 IN

| COLLABORATION WITH 1993 SYMPOSIUM ON CELLULOSE AND

LIGNOCELLULOSICS CHEMISTRY, BEUJING, P.R. CHINA, Vol. 3, 25 de Mayo de

1993, paginas 373-382, XP008135252, citado en la solicitud

D4 US 2004/163779 A1 (PAN, G.), 26 de Agosto de 2004

D5  JEFFRIES, T.W.: "Enzymatic removal and utilization of hemicellulose from pulps;

paper pulping; xylan saccharification using endo-1,4-beta-D-xylanase from

Aureobasidium pullulans; xylitol and ethanol preparation using Candida shehatag”,

BIOTECHABS, 1990, XP002633341

1! Modificacicnes (Articulo 34(2)(b)PCT

EI nuevo conjunto de reivindicaciones 1-11 presentado con el fax del 09.08.2011 es

admisible en virtud de que ne introduce objetos que exceden el contenido de revelacion

|
Forma PCT/hoja anexa/409 (hoja 1-6) (EPA-Abril 2005)
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(HOJA ANEXA)

de la solicitud internacional en la fecha de la presentacién de la solicitud.

La nueva reivindicacion 1 independiente se limité a un procedimiento para producir
productos de escision de carbohidratos en el cual el material que contiene Ia lignocelulosa
se trata con una solucion acuosa que contiene peréxido de hidrégeno, un alcohol C1-4 v
una base. Esta modificacion es apoyada por el texto de la reivindicacion 1 original asi

como por la descripcion, pagina 3, rengldn 29 - pagina 4, renglén 3.
2. Opinion
2.1 Claridad de las reivindicaciones {Articulo 6, Regla 6.3(a)(b) PCT)

2.1.1 La objecion 1.1 hecha en el reporte de examen preliminar internacional sobre la
patentabilidad de acuerdo al PCT por la falta de claridad de las reivindicaciones y el
deficiente apoyo de las reivindicaciones por las reivindicaciones se eliminé en virtud de la
limitacion de la nueva reivindicacién 1 y en virtud de los argumentos adicionales e
indicaciones y medios de prueba adicionales expuestos por el representante de

solicitante.

2.1.2 La objecion 2.1 hecha en el reporte de examen preliminar internacional sobre la
patentabilidad de acuerdo al PCT por la falta de claridad de las reivindicaciones se
mantiene en pie. La expresion "en particular" en las presentes reivindicaciones 1, 3 no
tiene por efecto una limitacion del alcance de proteccién de las reivindicaciones, les
proporciona a las caracteristicas correspondientes un caracter exclusivamente facultativo
y por consiguiente provoca una falta de claridad de la definicién del alcance de proteccion
pretendido. Ademas, una formulacion de este tipo de las reivindicaciones no es concisa y
contradice el segundo precepto del Articulo 6 PCT.

2.2 Novedad (Articulo 33(2)PCT)

D1 revela un método para producir productos de escisién de carbohidratos (ver resumen;
pagina 46, columna 2, pagina 36 - pagina 50, columna 1, renglon 19, figuras 1-5, tablas |-

Forma PCT/hoja anexa/40% (hoja 1-6) (EPA-Abril 2005)
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lll; pagina 50, columna 2, renglén 16 - pagina 51, columna 2, renglon 32), que se
caracteriza por la combinacién de las medidas de que

- un material que contiene lignocelulosa se trata con una solucién acuosa que comprende
perdxido de hidrogeno y una base para escindir la lignocelulosa de manera oxidante y
separar del material los productos de escision, siendo que se obtiene un material
concentrado de celulosa, y

- el material concentrado de celulosa obtenido se trata con un enzima que escinde

carbohidratos para obtener los productos de escision de carbohidratos.

D2 revela un método igual, siendo que los azlcares obtenidos se fermentan a alcohol, el

cual se separa y se obtiene (ver todo el documento).

D3 revela un método para la produccion occidante de lignocelulosa (ver pagina 374,
renglon 14 - pagina 378, renglén 15, figuras 1, 2; pagina 379, figuras 4, 5; pagina 380,
renglon 28 - pagina 382, rengldn 7) caracterizado por la medida de que

- un material que contiene lignocelulosa se trata con una solucién acuosa que comprende
perdxido de hidrdgeno, etanol y una base para escindir la lignocelulosa de manera
oxidante y separar de! material los productos de escision, siendo que se obtiene un

material concentrado de celulosa y seudocelulosa.

D4 revela un método para blanquear celulosa (ver todo el documento, en particular:
pagina 2, columna 1, parrafo 19), caracterizado por la medida de que

- un material que contiene lignocelulosa se trata con una solucién acuosa que comprende
perdxido de hidrégeno, etanol y una base para escindir la lignocelulosa de manera
oxidante y separar del material los productos de escision, siendo que se obtiene un

material concentrado de celulosa y seudocelulosa.

D5 revela un método para producir xilosa (ver resumen), caracterizado por la combinacion
de las medidas de que

- un material que contiene lignocelulosa se trata con una solucion alcalina diluida, y

- el material concentrado de celulosa y seudocelulosa obtenido se trata con xilanasa para

obtener la xilosa.

Forma PCT/hoja anexa/409 {hoja 1-6} (EPA-Abril 2005)
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Sin embargo ninguno de estos documentos revela un método para producir productos de
escision de carbohidratos que se caracteriza por la combinacién de las medidas de que

- un material que contiene lignocelulosa se trata con una solucién acuosa que comprende
peroxido de hidrégeno, un alcohol y una base para escindir la lignocelulosa de manera
oxidante y separar del material los productos de escisién, siendo que se obtiene un
material concentrado de celulosa y seudocelulosa, y

- tratar el material concentrado de celulosa y hemicelulosa obtenido con un enzima que

escinde carbohidratos para obtener |os productos de escision de carbohidratos.
Por consiguiente el objeto de las reivindicaciones 1-11 es nuevo.
2.3 Actividad inventiva (Articulo 33(3)PCT).

Para dictaminar sobre la actividad inventiva se consideran pertinentes los documentos
D1-D4, siendo que D1 y D2 constituyen el estado mas préximo de la técnica. Revelan un
método para la produccion de productos de escision de carbohidratos que se caracteriza
por la combinacidn de las medidas de que

- un material que contiene lignocelulosa se trata con una solucién acuosa que comprende
peroxido de hidrogeno y una base para escindir la lignocelulosa de manera oxidante y
separar del material los productos de escision, siendo que se obtiene un material
concentrado con celulosa, y

- tratar el material concentrado con celulosa que se abtiene con un enzima que escinde
carbohidratos para obtener los productos de escision de carbohidratos (D1, D2),

siendo que los azlcares obtenidos se fermentan a alcohol, el cual se separa y se obtiene
(D2).

El objeto de la reivindicacién 1 difiere de los métodos conocidos por D1, D2 en que
- el material que contiene lignocelulosa se trata con una solucidn acuosa que ademas de

perdxido de hidrégeno y una base incluye adicionalmente un alcohol C1-4.

El efecto que mediante ello se obtiene consiste en que el material que contiene

Forma PCT/hoja anexa/409 (hoja 1-6) (EPA-Abril 2005)
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lignocelulosa tratado de esta manera se puede transformar de manera enzimatica con

mayor rendimiento en productos de escision de carbohidratos

Por consiguiente se puede considerar que el problema a ser resuelto con la presente
invencién es el de proporcionar un método perfeccionado para la produccion de productos

de escision de carbohidratos a partir de material que contiene lignocelulosa.

Los ejemplos ejemplo de realizacién 1y ejemplo comparativo 1A descritos en la presente
solicitud (pagina 10) demuestran que con un método para la produccion de productos de
escision de carbohidratos a partir de material que contiene lignocelulosa es posible
aumentar el rendimiento de azlcares reductores mediante el hecho de que a la solucién
acuosa para el tratamiento del material que contiene lignocelulosa, la cual comprende
peroxido: de hidrégeno y NaOH se le adiciona etanol, siendo que el valor pH inicial se
ajustaen 12,

Las indicaciones y medios de prueba correspondientes con respecto al metanol y al

isopropanol fueron presentados por el representante del solicitante.

Por consiguiente es creible que el problema en que se funda la invencién realmente fue

resuelto.

La solucion que para este problema se propone en la presente reivindicacién 1 se
considera inesperada por los motivos siguientes:

Es cierto que el experto sabe por el estado mas proximo de la técnica D1 que para la
produccidn de productos de escision de carbohidratos

- se trata material que contiene lignocelulosa con una solucién acuosa que contiene
peroxido de hidrégeno y una base para escindir la lignocelulosa de manera oxidante y
separar del material los productos de escisién, con lo que se obtiene un material
concentrado con celulosa, y

- tratar el material concentrado con celulosa que se obtiene con una enzima que escinde
carbohidratos para obtener los productos de escision de carbohidratos,

pero sin embargo el experto no obtiene una indicacidn de que el material que contiene

lignocelulosa que se trata con una solucidn acuosa que contiene adicionalmente un

Forma PCT/hoja anexa/409 {(hoja 1-6) (EPA-BAbril 2005)
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alcohol C1-4 se puede transformar de manera enzimatica con mayor rendimiento en
productos de escisién de carbohidratos.

Ademas es cierto que el experto conoce por D3, D4 que para la escision oxidante de
lignocelulosa

- el material que contiene lignoceiulosa se trata con una solucion acuosa que contiene
perdxido de hidrégeno, etanol y una base para escindir la lignoceiulosa de manera
oxidante y separar del material los productos de escision siendo que se obtiene un
material concentrado con celulosa y hemicelulosa,

pero sin embargo el experto tampocc obtiene una indicacion de que el material que
contiene lignocelulosa tratado de esta manera se puede transformar de manera
enzimatica con un mayor rendimiento en productos de escision de carbohidratos que el

material que contiene lignocelulosa que se traté sin un alcohol C1-4.

Por consiguiente se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-11 se funda en una

actividad inventiva,

Porma PCT/hoja anexa/409 {hoja 1-6) (EPA-Abril 2005)
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SCHWARZ & PARTNER
ABOGADOS DE PATENTES

- ABOGADOS EUROPEOS DE PATENTES Y MARCAS

Carta de los abogados de patentes a la
Oficina Europea de Patentes
Erhardstrasse 27

D-80298 Munich

Viena a 7 de Agosto de 2011

Solicitud de Patente Internacional PCT/AT2010/000137
"Método para producir productos de escisidn de carbohidratos
de un material lignoceluldsico"

Annikki CGmbH et al.

Contestacién a la opinidén escrita del 10 de Mayo de 2011 de
la autoridad de bisqueda internacional:

Se presénta un nuevo éonjunto de reivindicaciones en el cual
se debera fundar el examen. La reivindicacién 1 se limitd con
respecﬁo al alcohol utilizado, se elimind fenol.

Con respecto a la seccién 1 ("claridad de las
reivindicaciones ..."):

Es cierto que los ejemplos de realizacidn documentan el uso
de etanol. Sin embargo no es cierto que de la parte de la

descripcidén no se desprende que no cualguier alcohol Cl-4 es
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adecﬁado para el método. Con respecto a esto se remite a la
pagina 3, Gltimo parrafo:

"Como alcohol son adecuados ...... en particular un alcohol
Cl-4 como metanol, etanol, propancl y butanol ...... "

El solicitante 1llevd a cabo el ejemplo 1 también con metanol
(solucidén: 39.5% de agua, 60% de metanol y 0.5% de perdxido
de hidrégeno) e isopropanol (solucidn: 69.5% de agua, 30% de
isopfopanol y 0.5% de perdxido de hidrdgeno), siendo que en
lugar de 5 g de paja de trigo (ejemplo 1) en cada caso se
usaron 10 g de paja de trigo. Los resultados son como sigue:
Metanol: el rendimiento de azlcares reductores fue de 96% =

4

c\@

isopropanol: el rendimiento de azucares reductores fue de 95%

T3

o\

Por consiguiente quedan eliminadas. las objeciones con
respecto a 1.1 y 1.2 hechas por la autoridad.

Con respecto a la seccidén 2 ("novedad"):

La novedad de las reivindicaciones limitadas es indudable en
virtﬁd de que las reivindicaciones nuevas presentadas ya se
reconocieron Como nuevas.

Con respecto a la seccidn 3 ("actividad inventiva'):

El golicitante coincide con el punto de vista de la
examinadora en el sentido de que se puede considerar que el
problema a ser resuelto con la presente invencidén es el de

proporcionar un método perfeccionado para la produccién de
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productos de escisién de carbohidratos a partir de material

.que contiene lignocelulosa.
La nueva reivindicacidén 1 ya no se dirige a cualquier alcohol
a discrecidn, y la solucién del problema se demuestra con el
éjemplo presente en la solicitud asi como con los ejemplos
brecedentemente indicados. Por consiguiente el objeto para el
gque se solicita proteccidén se puede considerar fundado en una
actividad inventiva.
Se suplica emitir un reporte de examen preliminar
internacional positivo tomando en cuenta estos argumentos.
/rubrica/
Dr. Albin Schwarz
Abogado de patentes
Schwarz & Partner
Asociacidn No. 358
Anexos
Reivindicaciones (por fax y correo)
Cdpia de confirmacién (se solicita devolucidn)
cén sobre (solo por correo)

Recibo telefdnico (solo por fax)
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REIVINDICACIONES ENMENDADAS

REIVINDICACIONES

1. Método para producir productos de escisidén de
carbéhidratos, en particular azlcares, que comprende 1la
combinacién de las medidas caracterizade porque comprende:
tratar material de lignocelulosa con una solucibén acuosa que
comprende perdxido de hidrdgeno, un alcohol Cl-4 y una base,
para escindir la lignocelulosa de manera oxidante y separar
del material los productos de escisidén, con lo que se obtiene
un material concentrade con celulosa y hemicelulosa, v -
tratar el material concentrado con celulosa y hemicelulosa
con un enzima que escinde c¢arbohidratos para obtener
productos de escisién de carbohidratos.

2, Método de conformidad con la reivindicacidn 1,
caracterizado porque 1la escisién se lleva a cabo a una
temperatura inferior a 100°C.

3. MEtodo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque previamente al
tratamiento del material de lignocelulosa la solucidn acuosa
tiene un valor pH que eg guperior a 10.0 e inferior a 12.0,
en pgrticular inferior a 11.0.

4, Método de conformidad con la reivindicacidén 3,
caracterizado porque durante el tratamiento no se adiciona
una base.

5. Método de conformidad con cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque como material de
lignocelulosa se usa paja, bagazo, pastos energéticos vy/o
desechos de madera.

6. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el material de
lignocelulosa se encuentra presente en la solucién acuosa con
una densidad material de 5-40%.

7. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el material
concentrado con celulosa y hemicelulosa se trata con una
xilanasa y/o una celulasa para obtener los azlcares.

8. Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque los azlcares
obtenidos se fermentan a alcohol, el cual se separa y se
obtiene.

9. Método de conformidad con cualquiera de las
re;vindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el sdlido
disgregado tras el tratamiento se transforma con una
xilanasa, y la fase liquida que se obtiene se transforma en
xilitol, vy el sdlido remanente

- se transforma adicionalmente con celulosa para
obtener diferentes productos de fermentacién; o

- ge gomete a una transformacién térmica o
termoquimica del material; o

- ge gsomete a una transformacidn microbiana del
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material mediante bacterias, levaduras u hongos; o

- se somete a una etapa de deslignificado adicional
con el fin de obtener un material de fibras de celulosa.

10. Método de conformidad con la reivindicacidn 9,
caracterizado porque tras el tratamiento, el s6lido
disgfegado se transforma con una xilanasa y la fase liguida
obtenida se transforma en xilitol mediante una
xilosadeshidrogenasa, y el sbélido remanente

- se transforma adicionalmente con celulcsa para
obtener diversos productos de fermentacidn; o

- se somete a una transformacidén térmica o
termogquimica del material; o

| - se somete a una transformacién microbiana del
material mediante bacterias, levaduras u hongos; o©

- se somete a una etapa de deslignificado adicional
con el fin de obtener un material de fibra de celulosa.

11, Método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 9 u 10, <caracterizado porque tras la
sepagacién de 1los productos (de fermentacién} el sblido
remanente se fermenta en una instalacién de biogas y se

procesa para obtener biogas.

WPC18856/1ID.203544
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{54) Titwlo: ~ METODO PARA PRODUCIR AZUCARES DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA QUE COMPRENDE UNA ETAPA DE
DESLIGNIFICADO ALCOHOLICQ-ALCALINQ EN LA PRESENCIA DE H202
Resumen:

La invencién se refiere a un método para producir productos
de escision de carbohidratos, caracterizadoe por una
combinacién de las siguientes medidas: se trata material de
lignocelulosa con una solucidn acuosa que contiene perdxido
de hidrégeno, un alcohol, en particular alcohol C1-4 ¢ un fenol,
y una base, con el fin de escindir lignocelulosa de manera
oxidante y separar los productos de escision del material. De
conformidad con la invencidn se obtiene un material
concentrado con celulosa y hemicelulosa, y el material
obtenido que estd concentrado con celulosa y hemicelulosa se
frata con un enzima que escinde carbohidratos con el fin de

obtener los productos de escisién de carbohidratos.
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indicacién que se solicita una patente.

Datos de i:dentiﬁcacién del solicitante ¢ de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencidn

Dibujos dé ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D incompleta |__—

PATENTE DE INVENCION PCT 'E MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica
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Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen}

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
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